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� Einleitung

�.� Funktionen des nativen  Immunsystems

Um	die	Gefahr	einer		Infektion	durch	Bakterien,	Viren,	Würmer	und	anderer	Pathogene	
zu	minimieren,	entwickelte	sich	in	Säugetieren	ein	komplexes	Verteidigungssystem,	das	
Immunsystem,	welches	sich	in	das	angeborene	und	das	adaptive	Immunsystem	untertei-
len	 lässt.	Das	angeborene	 Immunsystem	besteht	aus	unterschiedlichen	phagozytischen	
Zellen,	 zu	 denen	 unter	 anderem	 	 neutrophile	Granulozyten,	 eosinophile	Granulozyten	
und Makrophagen gehören. Ein weiterer Bestandteil des angeborenen Immunsystems ist 
das	Komplementsystem,	welches	aus	einem	Verband	von	Proteinen	des	Blutsystems	be-
steht. Die neutrophilen Granulozyten machen  ca. 70% der weißen Blutzellen aus. Diese 
Zellen können die Blutbahn verlassen und durch amöboide Bewegungen zum Infektions-
herd gelangen und Pathogene durch Phagozytose  zerstören. Neutrophile Granulozyten 
sind darauf spezialisiert Bakterien zu phagozytieren und nehmen somit eine Schlüssel-
position	des	angeborenen	 Immunsystems	bei	der	bakteriellen	Abwehr	ein	 (Janeway	et	
al,	2002).	 	Eine	weitere	Gruppe	der	phagozytierenden	Zellen	sind	die	Monozyten,	die	
durch das Blutsystem zirkulieren und im Fall einer Infektion in das betroffene Gewebe 
einwandern und dort zu Makrophagen differenzieren. Makrophagen zeichnen sich durch 
ihre	hohe	Effizienz	bei	der	Phagozytose	und	durch	ihre	Langlebigkeit	aus.		Eosinophile	
Granulozyten	machen	nur	1,5%	der	weißen	Blutzellen	aus	und	sind	weniger	phagozy-
tisch aktiv als neutrophile Granulozyten und Makrophagen. Sie haben jedoch eine wich-
tige	Funktion	bei	der	Abwehr	großer	Parasiten,	wie	etwa	vor	Würmern,	die	nicht	durch	
Phagozytose	 aufgenommen	werden	 können.	Die	Neutrophilen	 und	Makrophagen,	 die	
auch	als	professionelle	phagozytische	Zellen	bezeichnet	werden,	besitzen		spezialisierte	
Lysosomen,	die	nach	Aufnahme	eines	Pathogens	mit	dem	sogenannten	Phagosom	fusio-
nieren. Bei diesem Vorgang kommen die aufgenommenen Pathogene mit sehr reaktiven 
Molekülen	wie	Superoxid	(O2

-)	und	Hypochlorit	(OCl-)	in	Kontakt,	sowie	mit	einer	Mi-
schung	aus	lysosomalen	Hydrolasen,	was	zu	einem	Abbau	der	Pathogene	führt	(Alberts	et	
al,	2002).	Ein	Schwerpunkt	der	Makrophagen	ist	die	Beseitigung	von	beschädigtem	oder	
abgestorbenem Gewebe und die Aufnahme von großen Mikroorganismen wie Protozo-
en.	Dendritische	Zellen	sind	ebenfalls	in	der	Lage	durch	Phagozytose	Krankeitserreger	
aufzunehmen.	Nach	der	Aufnahme	migrieren	diese	Zellen	über	lymphatische	Gefäße	in	
die	Lymphknoten	und	präsentieren	über	Oberflächenrezeptoren	Poteinfragmente	der	auf-
genommenen	Pathogene.	T-Lymphozyten,	deren	Rezeptoren	die	Pathogenfragmente	der	
Dendritischen	Zellen	erkennen	und	binden	können,	werden	aktiviert.	Die	Dendritischen	
Zellen sind somit in der Lage das adaptive Immunsystem zu aktivieren.  Eine weitere 
Gruppe	des	angeborenen	Immunsystems	sind	die	natürlichen	Killerzellen,	die	eindrin-
gende	Pathogene	nicht	direkt	angreifen,	sondern		körpereigene	Zellen,	die	mit	Erregern,	
wie	z.B	Viren	infiziert	sind,	zerstören.		Es	werden	auch	entartete	Zellen	beseitigt,	die	zur	
Tumorbildung neigen. 
Das	Komplementsystem,	welches	aus	mindestens	20	verschiedenen	Proteinen	besteht,	ist	
ein	weiterer	Teil	des	angeborenen	Immunsystems	(Koppenheffer	et	al,	1999).		Die	Prote-
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ine	zirkulieren	zunächst	in	einer	nicht	aktiven	Form	durch	das	Blutsystem.	Die	Aktivie-
rung	des	Komplementsystems	kann	durch	drei	unterschiedliche	Mechanismen	erfolgen.	
Die	klassische	Aktivierung	läuft	über	die	Bindung	von	IgG-	oder	IgM-Molekülen,	die	an	
der	Oberfläche	eines	Pathogens	gebunden	sind	(Klassischer	Weg).		Antigene	Polysaccha-
ride aus der bakteriellen Zellwand wie Mannose oder Fucose sind ebenfalls in der Lage 
das	Komplementsystem	zu	aktivieren	(Lektin-Weg).	Der	dritte	Mechanismus,		der	auch	
als	Alternativer	Weg	bekannt	ist,	wird	durch	die	spontane	Aktivierung	des	Komplement-
faktors C3 eingeleitet. Der daraus resultierende Faktor C3b bindet sowohl an körpereige-
ne	Zellen,	als	auch	an	eindringende	Pathogene.	Körpereigene	Zellen	besitzen	Proteine,	
die	die		Zusammenlagerung	weiterer	Komplementfaktoren	verhindern.	Die	Abwesenheit	
der	Proteine	bei	Krankheitserregern,	markiert	diese	für	den	Abbau	(Tomlinson,	1993).	
Dem angeborenen Immunsystem kommen somit folgende Aufgaben zu. Zum einen wer-
den	unmittelbar	nach	einer	Infektion	die	eindringenden	Pathogene	bekämpft.	Hierbei	ist	
besonders	die	Abwehr	von	Bakterien	durch	Phagozytose	oder	durch	das	Komplement-
system	hervorzuheben.	Ein	weiterer	Punkt	ist,	wie	zuvor	erwähnt,	die	Aktivierung	des	
adaptiven	Immunsystems,	

�.2 Funkionen des adaptiven Immunsystems

Das adaptive Immunsystem besteht aus   B-Lymphozyten und T-Lymphozyten. B-Lym-
phozyten	sezernieren	nach	ihrer	Aktivierung	Antikörper,	die	dann	durch	das	Blutsystem	
zirkulieren und das Antigen binden. Dieser Vorgang wird als humorale Immunantwort 
bezeichnet	(Fearon		und	Locksley,	1996).	T-Lymphozyten	beseitigen	Pathogene		durch	
Kontakt	mit	einer	infizierten,	körpereigenen	Zelle,	weshalb	die	Reaktion	auch	als	zellver-
mittelte Immunantwort bezeichnet wird. Die Bildung der T- und B-Lymphozyten erfolgt 
aus	 pluripotenten	Stammzellen	 im	Knochenmark	 (Ikuta	 et	 al,	 1992).  T-Lymphozyten 
wandern	vom	Knochenmark	 in	den	Thymus	und	vollenden	dort	den	Reifungsprozess.	
B-Lymphozyten	verbleiben	zur	Reifung	im	Knochenmark.		Beide	Gruppen	von	Lympho-
zyten	besiedeln	lymphatische	Organe	zu	denen	unter	anderem	die	Milz,	der	Thymus,	die	
Peyerschen	Plaques	und	der	Wurmfortsatz	gehören	(Butcher		und	Picker,	1996).	
Eine	Eigenschaft,	die	das	adaptive	Immunsystem	grundlegend	vom	angeborenen	Immun-
system	unterscheidet,	ist	das	Vorhandensein	eines	immunologischen	Gedächtnisses	(Zin-
kernagel	et	al	1996	und	Sprent,	1997).	Ein	Versuchstier,	dem	ein	Antigen	injiziert	wird,	
bildet	im	Fall	einer	humoralen	Immunantwort	spezifische	Antikörper	gegen	dieses	An-
tigen.	Nach	etwa	5	bis	10	Tagen	erreicht	die	Immunantwort	ein	Maximum,	das	Antigen	
wird beseitigt und die Immunantwort nimmt wieder ab.  Dieser Vorgang wird als primäre	
Immunantwort	bezeichnet.	Wird	das	Versuchstier	einige	Wochen	später	erneut	mit	dem	
Antigen	konfrontiert,	so	setzt	die	Immunantwort	viel	schneller	und	in	viel	stärkerem	Aus-
maß ein und bildet die sekundäre	Immunantwort.	Diese	verstärkte	Immunantwort	kann	
durch das Modell der klonalen	Selektionstheorie	 	 (Burnet,	1976	und	 	Forsdyke,	1995) 
erklärt	werden.	Bei	der	ersten	Exposition	mit	dem	Antigen	bindet	eine	naive	B-Lympho-
zyte mit dem passenden Rezeptor das Antigen und  wird daraufhin aktiviert und beginnt 
zu	proliferieren.		Die	meisten	Zellen		differenzieren	zu		Effektorzellen,	die		spezifische	
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Antikörper	sezernieren.	Einige	Zellen	entwickeln	sich	zu	langlebigen	Gedächtniszellen,	
die	bei	einem	zweiten	Kontakt	mit	dem	Antigen	viel	schneller	zu	Effektorzellen	differen-
zieren	können.	Das	immunologische	Gedächtnis	bildet	sich	somit	als	Folge		der	primären	
Immunantwort.	Weil	durch	die	Stimulation	einer	naiven	Lymphozyte		viele	Gedächtnis-
zellen	und	Effektorzellen	entstehen,	die	alle	die	gleiche	Antigen-Spezifität	besitzen,	wird	
dieser Mechanismus klonale Expansion	genannt	(L	Whitaker	und	AM	Renton,	1993).	

1.3	 Oberflächenrezeptoren	und	Antigenerkennung

Die	Abwehr	von	Pathogenen	beruht	auf	der	frühzeitigen	Erkennung	der	Krankheitserre-
ger	durch	das	angeborene	und	das	adaptive	Immunsystem.	In	beiden	Fällen	verläuft	der	
Erkennungsprozess	zwischen	dem	Immunsystem	und	dem	Pathogen	über	Oberflächen-
rezeptoren. Die  Rezeptoren des angeborenen Immunsystems erkennen charakteristische 
Oberflächenstrukturen	von	Pathogenen.	So	sind	im	Meschen	mindestens	zehn		TLR-Pro-
teine,	die	alle	zur		Familie	der	Toll-like-Rezeptoren	gehören,	identifiziert	worden.	Diese	
Rezeptoren	 erkennen	 Oberflächenstrukturen,	 die	 ausschließlich	 auf	 Krankeitserregern	
vorkommen. Das angeborene Immunsystem ist somit in der Lage zwischen selbst und 
nicht-selbst zu unterscheiden.  Die TLR-Proteine kommen unter anderem auf Makro-
phagen und neutrophilen Granulozyten vor. Die Funktionen der Rezeptoren sind noch 
nicht	vollsändig	aufgeklärt.	Es	ist	jedoch	bekannt,	dass	TLR1		in	der	Lage	ist	Zymerosan,	
einer	Oberflächenstrukur	aus	Hefen,		zu	binden	(Ikeda		et	al,	2005).	TLR3	bindet	lange,	
doppelsträngige	RNA-Moleküle	und	ist	an	der	Abwehr	von	Viren	beteiligt.	TLR6	erkennt	
bakterielles Peptidoglykan. Das angeborene Immunsystem kann durch Expression unter-
schiedlicher	Rezeptoren	auf	eine	Vielzahl	von	Pathogen	reagieren,	gewährleistet	jedoch	
keinen	vollkommenen	Schutz,	weil	die	Anzahl	der	Rezeptoren	begrenzt	ist.	
Das adaptive Immunsystem hingegen ist  in der Lage gegen jede fremde Substanz eine 
Immunantwort	einzuleiten.	Grundlage	dieses	Systems	ist	ein	genetischer	Mechanismus,	
der es dem adaptiven Immunsystem erlaubt Rezeptoren mit einer unbegrenzten Anzahl 
an	Antigenspezifitäten	 hervorzubringen.	 T-Lymphozyten	 exprimieren	 Rezeptoren,	 die	
im	Gegensatz	zu	den	B-Lymphzyten,	nur	in	membrangebundener	Form	vorkommen.	T-
Zellrezeptoren	bestehen	aus	zwei	Polypeptid-Ketten		mit	einer	Länge	von	etwa	280	Ami-
nosäuren.	Jedes	Monomer	besitzt	eine	kurze	C-terminale	Domäne	im	Zytosol	und		eine	
Transmembran-Helix. An die Transmembran-Helix schließt sich  eine konstante Immun-
globulin-Domäne	an,	auf	die	eine		variable	Immunglobulin-Domäne	am	N-Terminus	folgt.	
Die	beiden	Polypeptid-Ketten	werden	durch	eine	Disulfid-Brücke	unmittelbar	hinter	der	
Transmembran-Helix	stabilisiert.	Die	Antigen-Bindungsstelle	des	T-Zellrezeptors	befin-
det	sich	am	N-Terminus	und	wird	durch	die	variablen	Immunglobulin-Domänen	beider	
Polypeptid-Ketten	gebildet	(Bentley		und	Mariuzza,	1996).	Von	besonderer	Bedeutung	
für	die	Antigen-Spezifität	sind	hierbei	hypervariable	Bereiche,	die	als	Schleifenstruktur	
die	 ß-Faltblätter	 der	 variablen	 Immunglobulin-Domänen	 verbinden.	 Ein	T-Lymphozyt	
exprimiert	durchschnittlich	30000	T-Zellrezeptoren	mit	gleicher	Antigen-Spezifität	auf	
der	Oberfäche.	 	Die	variablen	 Immunglobulin-Domänen	des	Rezepors	 setzen	sich	aus	
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drei	Gensegmenten	zusammen,	die	als	V-Segment	(variabel),	J-Segment	(joining)	und	D-
Segment	(diversity)	bezeichnet	werden.	Dadurch,	dass	jedes	V-Segment	mit	jedem	J-Seg-
ment	und	D-Segment	kombinieren	kann,	erhöht	sich	die	Anzahl	der	möglichen	variablen	
Domänen.	Dieser	Vorgang	wird	als	kombinatorische	Diversität bezeichnet. Die Rekom-
bination	der	Gensegmente	verläuft	über	ein	Enzymkomplex,	der	als	V(D)J-Rekombinase		
bezeichnet	wird	 (Fugmann	et	al,	2000).	 	Beim	Vorgang	der	Rekombination	kommt	es	
häufig	zum	Verlust	einzelner	Basen,	die	dann	nach	einem	Zufallsprinzip	wieder	aufgefüllt	
werden. Dieser Vorgang  erhöht besonders in den hypervariablen Schleifenstrukturen die 
Vielfalt.	Bindet	ein	T-Zellrezeptor	während	des	Reifungsprozesses	im	Thymus	ein	kör-
pereigenes	Molekül,	so	kommt	es	durch	eine	erneute	Expression	der	V(D)J-Rekombinase	
zu einer Änderung der variablen Regionen. Dieser Mechanismus wird als Rezeptor-Edi-
ting	bezeichnet.	Bindet	der	Rezeptor	 	nach	der	Unstrukturierung	der	variablen	Region	
erneut	körpereigene	Moleküle,	so	wird	die	Zelle	eliminiert.	Durch	diesen	Vorgang,	der	
als klonale Deletion	bezeichnet	wird,	ist	das	Immunsystem	in	der	Lage,	eine	Selbst-To-
leranz aufrecht zu erhalten. Die Bildung der Antikörper der B-Lymphozyten erfolgt auf 
analoge	Weise.	Bei	der	Reifung	der	B-Lymphozyten	gibt	es	 jedoch	einen	zusätzlichli-
chen	Mechanismus,	der	zu	einer	starken	Erhöhung	der	Vielfalt	in	den	variablen	Domänen	
führt.	Es	handelt	sich	um	die	somatische	Hypermutation,	bei	der	in	den	hypervariablen	
Schleifenstrukturen	Punktmutationen	eingeführt	werden	(Tonegawa,	1983).	Durch diese  
genetischen	Mechanismen	ist	es	möglich,	dass	das	menschliche	Immunsystem	mehr	als	
�018	T-Zellrezeptoren	mit	unterschiedlichen	Spezifitäten	aufweist,	obwohl	das	humane	
Genom	über	weniger	als	40000	Gene	verfügt	(Janeway	et	al,	2002).	

Für eine volle Aktivierung von T-Lymphozyten sind mehrere Signale erforderlich.  An-
tigen	präsentierende	Zellen	exprimieren	auf	der	Oberfläche		Proteine,	die	als		Haupthis-
tokompatibilitäts-Komplex	(MHC)	bezeichnet	werden	und	von	denen	es	zwei	Varianten	
gibt	 (Bjorkmann,	 1997).	 	 In	 diesem	 Komplex	 wird	 ein	Antigen	 präsentiert,	 das	 von	
T-Lymphozyten mit dem passenden Rezeptor gebunden werden kann. Diese Wechsel-
wirkung	wird	durch	einen	Co-Rezeptor	der	T-Lymphozyten	verstärkt.	Zytotoxische	T-
Zellen,	die	in	der	Lage	sind	virusbefallene	Zellen	zu	vernichten,	binden	zusätzlich	mit	
dem	Co-Rezeptor	CD8	an	MHC-I.	Die	Wechselwirkung	zwischen	dem	T-Zellreptor	und	
dem	MHC-I	Komplex	und	die	zusätzliche		Bindung	von	CD8	an	den	invarianten	Teil	von	
MHC-I stellen das erste Signal dar. Das zweite Signal wird durch die Wechselwirkung 
des	 CD80/CD86-Komplexes,	 welcher	 auf	 antigenpräsentierenden	 Zellen	 exprimiert	
wird,	und	dem	Co-Rezeptor	CD28	der	T-Lymphozyten	übermittelt.	Die	Aktivierung	der	
T-Helferzellen	erfolgt	auf	ähnliche	Weise	wie	die	Aktivierung	der	zytotoxischen	T-Zellen.	
Einziger	Unterschied	ist,	dass	die	Helferzellen	mit	dem	Co-Rezeptor	CD4	an		MHC-II	
binden. Die T-Helferzellen lassen sich in zwei Gruppen einteilen.  TH�-Zellen aktivieren 
hauptsächlich	Makrophagen	und	zytotoxische	T-Zellen,	während	TH2-Zellen B-Lympho-
zyten	aktivieren	(Lichtman		und	Abbas,	1997).		Ebenfalls	eine	wichtige	Funktion	bei	der	
Aktivierung		übernehmen	die	nich	polymorphen	Polypeptidketten	des	CD3	Komplexes,	
die mit dem T-Zellrezeptor verbunden sind. Die Aktivierung von T-Lymphozyten leitet 
Prozesse	wie	Genaktivierung,	Differenzierung	und	Proliferation	ein.	Eine	sehr	wichtige	
Funktion bei diesen Ereignissen übernimmt ein komplexes Ca2+-Signalsystem. Gundlage 
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dieses Signalsystems sind Ca2+-mobilisierende	Botenstoffe,	Ca2+--Speicher	und	Pumpen,	
sowie Ca2+-Kanäle	in	der	Plasmamembran	(Guse	AH,	1998	und	Lewis,	2001).

�.4 Das Calcium-Signalsystem von T-Lymphozyten

Viele	zelluläre	Prozesse	unterliegen	einer	Regulation	durch	Änderungen	in	der	Ca2+-Kon-
zentration. Durch Schwankungen der freien Ca2+-Konzentration	im	Zytoplasma	und	im	
Nukleoplasma	(wird	als	[Ca2+]i	zusammengefasst)	werden	unter	anderem	Vorgänge	wie	
die	Proliferation	von	T-Lymphozyten	(Müller	et	al,	2008),	die	Kontraktion	von	glatter	
und	quergestreifter	Muskulatur	(Kasai	et	al,	1998),	die	Sekretion	von	Neurotransmittern	
an	den	synaptischen	Endigungen		(Alford	et	al,	1993)	und	die	Sekretion	von	Enzymen	
im	Pankreas	(Cancela	und	Petersen,	1998)	reguliert.	Die	Ca2+-Signale setzen sich zum 
einen aus der Freisetzung von Ca2+ aus zytosolischen Speichern  und aus dem Einstrom 
von	 extrazellulärem	Ca2+ zusammen.  Das Endoplasmatische Reticulum stellt den am 
besten untersuchten Ca2+-Speicher	dar	(Berridge,	2002).		Die	Mitochondrien	sind	eben-
falls Ca2+-speichernde	Organellen,	wobei	ihre	Funktion	noch	nicht	vollständig	aufgeklärt	
ist. Bei hohen Ca2+-Konzentrationen	nehmen	Mitochondrien	Ca2+	aus	der	Umgebung	auf	
und geben es nach einiger Zeit wieder ab. Die Funktion der Mitochondrien in Bezug auf 
das Ca2+-Signalsystem	kann	als	eine	Art	Speicher	beschrieben	werden,	der	regulierend	
auf die Ca2+-Homöostase	einwirkt	 (Hoth	et	 al,	2000).	Es	gibt	Hinweise,	dass	 sich	der	
mitochondriale Ca2+-Speicher und das ER gegenseitig bei der Aufnahme und bei der Ab-
gabe von Ca2+ beeinflussen	(Jouaville	et	al,	1995).	Zwischen	den	Ca2+-Speichern und dem 
Zytosol	der	Zelle	herrscht	ein	großer	Konzentrationsgradient.	Im	ER	liegen	Konzentrati-
onen	vor,	die	um	300µM	liegen	(Meldolesi	und	Pozzan,	1998).	Die	[Ca2+]i in nicht stimu-
lierten	T-Lymphozyten	liegt	bei	etwa	100nM	(Guse	et	al,	1999	und	Gasser	et	al,	2006B).	
Im	Extrazellularraum,	der	ebenfalls	einen	wichtigen	Ca2+-Speicher	darstellt,	herrschen	
Konzentrationen	von	2,5mM	(Berridge	MJ,	2002).	Durch	Ca2+-Pumpen,	die	sich	in	der	
Plasmamembran	und	im	ER	befinden,	wird	dieser	hohe	Gradient	aufrecht	erhalten.	Die	
Pumpen,	welche	 sich	 im	ER	befinden,	werden	als	SERCA	[sarcoplasmic/endoplasmic 
reticulum Ca2+ATPase] bezeichnet. Durch die Hydrolyse von ATP befördert SERCA Ca2+ 
entgegen	dem	Konzentrationsgefälle	vom	Zytosol	in	das	ER	(Toyoshima	et	al,	2000	und	
2002).	In	der	Plasmamembran	befinden	sich	Pumpen,	die	als	PMCA	[Plasma membran 
Ca2+-ATPase] bezeichnet werden und Ca2+ aus dem Zytosol in den Extrazellularraum 
transportieren. Die benötigte Energie wird ebenfalls durch die Hydrolyse von ATP ge-
wonnen	(Lee		et	al,	2005).	Neben	den	Pumpen	existieren	Austauscher,	die	ein	Ca2--Ion 
aus dem Zytosol entfernen und dafür zwei Na+-Ionen in das Zytosol transportieren. Zu 
dieser  Gruppe gehören die NCX [plasma membrane Na+/Ca2+ exchanger]	(Hudecova et 
al,	2004)	und	die	MNCX	[mitochondrial Na+/Ca2+ exchanger]	 (Chemykh	et	al,	2004).	
Sowohl die Ca2+-Pumpen als auch die Na+/Ca2+-Austauscher	sorgen	dafür,	dass	[Ca2+]i in 
ruhenden T-Lymphozyten Werte um �00nM erreicht. Eine Stimulation von T-Lympho-
zyten über den T-Zellrezeptor induziert einen Anstieg der [Ca2+]i. Die Aktivierung der 
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T-Lymphozyten	lässt	sich	durch	die	Verwendung	des	monoklonalen	Antikörpers	OKT3	
nachahmen.	Der	Antikörper	bindet	an	den	T-Zellrezeptor/CD3-Komplex	und	 führt	bei	
einer Messung von   T-Lymphozyten in Suspension zu einem biphasischen Ca2+-Signal. 
Die [Ca2+]i steigt von dem basalen Wert innerhalb weniger Sekunden an und es entsteht 
ein Ca2+-Peak,	der	Konzentrationen	bis	zu	1µM	erreichen	kann.	An	den	schnell	eintre-
tenden Ca2+-Peak	schließt	sich	die	Plateau-Phase	an,	in	der	[Ca2+]i	über	längere	Zeit	in	
einem	erhöhten	Zustand	gehalten	wird	(Guse	et	al,	1999).	Die	Messungen	der	[Ca2+]i in 
unterschiedlichen	Zellsystemen	haben	ergeben,	dass	die	Ca2+-Signaturen unterschiedli-
che	Verläufe	annehmen	können.	
a)	Es	kann	eine	Ca2+-Erhöhung	entstehen,	die	sich	auf	ein	bestimmtes	Areal	der	Zelle	
beschränkt	und	räumlich	somit	begrenzt	ist.	Die	räumliche	Ausdehnung	des	Signals	kann		
durch Ca2+-bindende Pufferproteine wie z.B Parvalbumin und Calbin reguliert werden. 
Dies	findet	bei	der	Sezernierung	der	Neurotransmitter	in	den	synaptischen	Endigungen		
der	 Neuronen	 statt	 (Berridge,	 2000).	 Durch	 Mikroinjektionsexperimente	 in	 humanen	
T-Lymphozyten	 konnte	 gezeigt	 werden,	 dass	 die	 entstehenden	 Ca2+-Signale teilweise 
räumlich	begrenzt	sind.		NAADP-Injektionen		mit	Konzentrationen	unter	30nM	führen	
zum	einen	zu	kleinen,	subzellulären	Signalen	und	auch	zu	globalen	Ca2+-Signalen	(Dam-
mermann	und	Guse,	2005).
b)	Die	Erhöhung	der	Ca2+-Konzentration	beschränkt	sich	nicht	immer	auf	einen	kleinen	
Bereich	der	Zelle,	sondern	kann	diese	auch	in	Form	einer	oder	sich	wiederholender	Wel-
len	durchlaufen	(Syed	et	al,	2004).	cADPR-Mikroinjektionen		in	humane	T-Lymphozyten	
führen ebenfalls zur Entstehung  von Ca2+-Wellen,	die	die	Zelle	durchqueren	(Guse	et	al,	
1997).
c)	Übertragungen	von	Information	durch	das	Ca2+-Signalsystem beruhen nicht nur auf 
einer	Änderung	der	Konzentration	oder	dem	Umfang	der	räumlichen	Ausdehnung,	son-
dern auch auf einem zeitlichen Aspekt. Ca2+-Wellen können  Zellen mit unterschiedlichen 
Frequenzen	durchqueren.	Zellen	müssen	also	in	der	Lage	sein,	die	Frequenzen	der	Ca2+-
Wellen	zu	entschlüsseln.	Es	konnten	zwei	Proteine	identifiziert	werden,	die	durch	Än-
derungen der Ca2+-Frequenzen	beeinflusst	werden.	Hierzu	gehören	die	Ca2+/Calmodulin 
abhängige	Proteinkinase	II	(DeKonick	et	al,	1998)	und	die	Proteinkinase	C	(Oancea	und	
Meyer	E,	1998).	Eine	frequenzabhängige	Übermittlung	von	Informationen	findet	unter	
anderem in der Entwicklungsphase und der damit verbundenen Transkription von Genen 
statt.	Dolmetsch	und	Kollegen	haben	gezeigt,	dass	bei	einer	niedrigen	Frequenz	von	Ca2+-
Wellen der Transkriptionsfakter NF-KB und bei einer höheren Frequenz der Transkripti-
onsfaktor	NF-AT	aktiviert	wird	(Dolmetsch	et	al,	1998).	
Ca2+	unterscheidet	sich	von	allen	anderen	Botenstoffen	dadurch,	dass	es	ein	Ion	ist.	Es	
wird weder enzymatisch gebildet noch abgebaut. Die physiologische Wirkung von Ca2+ 
beruht	darauf,	dass	es	in	der	Zelle	umgelagert	oder	verschoben	wird.	Die	Änderung	der	
[Ca2+]i in T-Lymphozyten erfolgt im allgemeinen durch die Wechselwirkung eines Ligan-
den mit dem T-Zellrezeptor. Die Folge dieser Wechselwirkung zwischen dem Ligand und 
dem Rezeptor ist die Bildung von  Ca2+-freisetzenden,	intrazellulären	Botenstoffen,	die	
als	sekundäre	Botenstoffe	[second messenger] bezeichnet werden. Die gebildeten sekun-
dären	Botenstoffe	binden	dann	an	Ca2+-sensitive	Kanalrezeptoren	und	leiten	dadurch	eine	
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Ca2+-Freisetzung aus zytosolischen Speichern ein. Zur Gruppe der Ca2+-mobilisierenden 
Botenstoffe gehört das D-myo-Inositol-1,4,5-trisphosphat	(InsP3),	die	zyklische	Adenin-
dinukleotidphosphat-Ribose	 (cADPR)	und	das	Nikotinsäureadenindinukleotidphosphat	
(NAADP).	Die	wichtigsten	Kanalrezeptoren,	die	eine	Ca2+-Freisetzung aus dem ER ein-
leiten	können,	sind	der	InsP3-Rezeptor und der Ryanodin-Rezeptor. Von jedem Rezeptor 
existieren	drei	Isoformen,	die	jeweils	aus	vier	Untereinheiten	bestehen.	Die	Expression	
und	die	subzelluläre	Verteilung	der	Isoformen	des	InsP3-Rezeptors	ist	abhängig	von	der	
Art	der	Zellen	und	des	Gewebes	(Hernandez	et	al,	2007).	Auch	die	Expression	der	Isofor-
men	des	Ryanodin-Rezeptors	ist	abhängig	vom	Gewebe.	So	wird	der	Ryanodin-Rezeptor	
I	hauptsächlich	im	Skelettmuskel,	der	Ryanodin-Rezeptor	vor	allem	II	 im	Herzmuskel	
und	die	Isoform	III	hauptsächlich	im	Hirn	exprimiert.	Im	folgenden	Abschnitt	werden	die	
Ca2+-mobilisierenden	Botenstoffe		näher	erläutert.	

�.5 Das InsP3-abhängige	Ca
2+-Signalsystem

Nach der Aktivierung der T-Lymphozyten kommt es zur Phosphorylierung von Ty-
rosinresten	 an	 dem	 T-Zellrezeptor	 assoziierten	 CD3-Komplex.	 Diese	 Anordnung	
von Tyrosinresten wird als ITAM [Immunoreceptor tyrosine-based activation mo-
tif] bezeichnet. Die Phosphorylierung des ITAM-Motivs erfolgt durch die Tyro-
sin-Kinasen	 p59fyn und p56lck (Hegedus	 et	 al,	 1999),	 deren	 Aktivierung	 durch	 die	
Wechselwirkung	 des	 Co-Rezeptors	 CD4	 oder	 CD8	 mit	 dem	 invarianten	 Teil	 des	
MHC-Komplexes	 eingeleitet	 wurde.	 Die	 Tyrosin-Kinase	 ZAP-70	 bindet	 mit	 ei-
ner	 SH2-Domäne	 [Src-homology domain] an die phosphorylierten Tyrosin-Reste 
von ITAM und wird dabei von p56lck phosphoryliert und aktiviert. Das aktivierte 
ZAP-70	 phosphoryliert	 unter	 anderem	 das	Adapterprotein	 LAT,	 das	 nun	 als	Andock-
stelle	 für	 das	 Protein	 Grb2/SOS	 dient.	 Grb2/SOS	 ist	 die	 regulatorische	 Untereiheit	
für	 die	 PI3-Kinase	 (Besset	 et	 al,	 2000)	 und	 für	 die	 Phospholipase	 C (Daulhac	 et	 al,	
1997).	 Die	 aktivierte	 Phospholipase	 C	 spaltet	 	 Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat	
[PI(4,5)P2],	welches	in	geringen	Konzentrationen	an	der	inneren	Seite	der	Plasmamem-
bran	vorkommt	 (Szymanska	 et	 al,	 2008).	Es	 entstehen	die	beiden	Produkte	 InsP3 und
Diacylglycerol	 (DAG).	Während	 	 DAG	 in	
der	 Membran	 verankert	 bleibt,	 diffundiert	
das gebildete InsP3 durch das Zytosol und 
bindet dann an InsP3	abhängige	Rezeptoren,	
die	sich	in	der	ER-Membran	befinden.	Dies	
führt	zu	einer	Öffnung	der	Rezeptor-Kanäle	
und Ca2+	strömt	dem	Konzentrationsgradien-
ten folgend in das Zytosol. Das freigesetzte
Ca2+ wirkt sich regulierend auf den Öffnungszustand des InsP3-Rezeptors	aus,	wobei	hohe	
zytosolische Ca2+-Konzentrationen	eine	 inhibierende	Wirkung	auf	den	Rezeptor	haben	
(Berridge,	2000	und	Fill	et	al,	2002).		Um	die	Signalwirkung	von	InsP3	zu	beenden,	wird	
der	Botenstoff	nach	kurzer	Zeit	durch	eine	InsP3-Kinase	zu	InsP4	umgewandelt	(Com-
mune	et	al,	1995).	InsP4 hat keine Ca2+-freisetzende	Wirkung,	und	somit	kann	die	InsP3-
vermittelte Ca2+-Freisetzung	schnell	beendet	werden	(Xia	und	Yang,	2005).

Abb.�: Strukturformel von InsP3
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Es	 gibt	 jedoch	 auch	Arbeiten,	 die	 belegen,	 dass	 InsP4 in bestimmten Geweben eine 
Ca2+-freisetzende	Wirkung	hat.	Dies	konnte	in	Neuronen	gezeigt	werden,	die	sowohl	die	
InsP3-Kinase	als	auch	 InsP4-Rezeptoren	exprimieren	 (Irvine	et	al,	1999).	Ob	die	Ca

2+-
Freisetzung durch InsP4	auch	in	anderen	Zellsystemen	eine	wichtige	Rolle	spielt,	ist	noch	
unklar.

�.6 Der Ca2+-freisetzende Botenstoff cADPR

Clapper	 und	Kollegen	 entdeckten	1987	die	Ca2+-mobilisierende Wirkung von cADPR 
durch	Experimente	mit	Seeigeleiern	(Clapper	et	al,	1987).	Die	Bildung	des	sekundären	
Botenstoffes	 verläuft	 über	 die	Umwandlung	 von	NAD	 durch	ADP-Ribosyl-Cyclasen.	
Bei der Reaktion wird vom NAD das Nikotinamid abgespalten und es bildet sich eine 
N- glykosidische Bindung zwischen dem anomeren C�-Atom der Ribose und dem N�-
Atom	des	Adeninrings	(Lee	et	al,	1994).	Enzyme,	die	diese	Reaktion	durchführen sind 
die lösliche Cyclase aus dem Seehasen Aplysia californica  und in humanen Zellen und 
Tierzellen	das	Ektoenzym	CD38	(DeFlora	et	al,	2004).  

Abb.�.2: Struktur des Ca2+-freisetzenden Botenstoffes cADPR

Das	pH-Optimum	der	CD38-vermittelten	cADPR-Bildung	liegt	im	neutralen	bis	alkali-
schen	Bereich	(Lee,	2006).	Ein	direkter	Zusammenhang	zwischen	CD38	und	der	cAD-
PR-Bildung	konnte	durch	unterschiedliche	Gruppen	erbracht	werden	 (Takahashi	 et	 al,	
1995;	Partida-Sanchez	et	al,	2001;	Bruzzone	et	al,	2003	und	Soares	et	al,	2006).	Die	Tat-
sache,	dass	CD38	ein	Ektoenzym	ist,	bedeutet,	dass	es	Transportsysteme	geben	muss,	um	
das Substrat NAD vom Zytosol in den Extrazellularraum zum katalytischen Zentrum des 
Enzyms	zu	überführen.	Bruzzone	und	Kollegen	konnten	zeigen,	dass	der	NAD-Transport	
durch	Connexin	43	vermittelt	wird	und	das	diese	Kanäle	bei	hoher	[Ca2+]i geschlossen 
werden,	um	einen	Verlust	von	zytosolischem	NAD	zu	verhindern	(Bruzzone	et	al,	2001).	
Nach	der	Umwandlung	von	NAD	am	aktiven	Zentrum	des	Enzyms,	muss	das	cADPR	
in das Zytosol der  Zelle gelangen. Es	gibt	Hinweise,	dass	der	Rücktransport	über	Nu-
kleosid-Transporter	 (Giuda	 et	 al,	 2002)	 oder	 über	CD38	 selbst	 verläuft	 (Franco	 et	 al,	
1998).	Der	biologische	Hintergrund	dieses	komplizierten	Systems	könnte	sein,	dass	das	
extrazellulär	gebildete	cADPR	von	auch	CD38-negativen	Zellen	aufgenommen	wird	und	
somit	die	Funktion	eines	parakrinen	Botenstoffes	übernimmt	(Podesta	et	al,	2000).	
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 Nach dem Rücktransport von cADPR in das Zytosol kommt es aufgrund einer  Wech-
selwirkung mit dem Ryanodin-Rezeptor zu einer Freisetzung von Ca2+	(Guse,		2000	und	
Higashida	et	al,	2007).	Ob	es	sich	um	eine	direkte	Interaktion	handelt,	oder	ob	der	Kon-
takt	zwischen	cADPR	und		dem	Rezeptor	über	ein	Bindeprotein	verläuft,	ist	noch	unklar.		
Der Abbau des	Botenstoffes	erfolgt	vermutlich	über	eine	noch	nicht	identifizierte	cAD-
PR-Hydrolase	(Guse,		2004).	Es	ist	auch	ein	CD38-vermittelter	cADPR-Abbau	diskutiert	
worden.	CD38	kann	im	Gegensatz	zur	Aplysia-Cyclase	cADPR	zu	ADPR	hydrolysieren	
(Lund	et	al,	1999).	Eine	langsame	CD38-vermittelte	cADPR-Hydrolyse	ist	auch	von	Kir-
chberger	und	Kollegen	bestimmt	worden	(Kirchberger	et	al,	2006).

�.7 Die Entdeckung des Ca2+-freisetzenden Botenstoffes NAADP

1987	wurde	von	Clapper	und	Kollegen	Experimente	zur	Ca2+-Freisetzung an Seeigeleiern 
durchgeführt.	Es	 zeigte	 sich,	 das	 Injektionen	von	NADP	 starke	Ca2+-Signale auslösen 
(Clapper	 et	 al,	 1987).	Aufgrund	der	Tatsache,	dass	NADP	eine	wichtige	Funktion	bei	
Reduktions-	 und	Oxidationsprozessen	 in	 der	 Zelle	 ausübt,	war	 es	 offensichtlich,	 dass	
eine Verunreinigung von NADP für die Ca2+-freisetzende Wirkung verantwortlich sein 
musste.	Die	Aufklärung	der	Struktur	gelang	acht	Jahre	später	durch	ein	HPLC-basiertes	
Aufreinigungsverfahren (Lee		und	Aarhus,	1995).

Abb.1.3:	Strukturformel	von	NAADP	(Nikotinsäureadenindinukleotidphosphat)
Die	grauen	Kreise	markieren	funktionelle	Gruppen,	die	für	die	Ca2+-Freisetzung im Seeigelei wichtig sind 
(Lee	et	al,	1997).	
Die Ca2+-freisetzende	Substanz,	die	sich	als	NAADP	herrausstellte	unterschied	sich	von	
NADP	durch	den	Austausch	der	Nikitonamid-Gruppe	gegen	die	Nikotinsäure-Gruppe.		
Es	konnte	durch	Lee	und	Mitarbeiter	gezeigt	werden,	dass	NAADP	für	die	Ca2+-Freiset-
zung	im	Seeigelei	wichtige	strukturelle	Merkmale	aufweist	(Lee	et	al,	1997).	Es	handelt	
sich hierbei um folgende Gruppen: 
 
	 1)		die	Carboxyl-Gruppe	der	Nikotinsäure
	 2)		die	2`-Phosphatgruppe	der	Ribose
	 3)		die	Aminogruppe	am	Adeninring
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Veränderungen	dieser	Gruppen	führen	zu	einem	Verlust	der	Ca2+-freisetzenden Wirkung 
(Lee	 	 und	Aarhus,	 1997).	 Dies	 lässt	 auf	 eine	 spezifische	Wechselwirkung	 zwischen	
NAADP und dem Rezeptor schließen. 
 

1.8	 Funktion	von	NAADP	im	Ca2+-Signalsystem

Die Ca2+-mobilisierende Wirkung von NAADP konnte in unterschiedlichen Zellsystemen  
wie	Mensch	(Berg	et	al,	2000;	Langhorst	et	al,	2004	und	Dammermann		und	Guse,	2005),	
Tier	(Santella,	2000)	und	Pflanze	(Navazio	et	al,	2000)	nachgewiesen	werden.		NAADP	
zeichnet	 sich	 dadurch	 aus,	 dass	 es	 im	Vergleich	 zu	 den	 etablierten	Ca2+-freisetzenden 
Botenstoffen wie InsP3	(Berridge	et	al,	1983)	und	cADPR	(Guse	et	al,	1999)	sehr	potent	
ist	und	schon	in	sehr	geringen	Konzentrationen	dazu	in	der	Lage	ist	Ca2+ zu mobilisie-
ren.		Messungen	in	unterschiedlichen	Zellsystemen	haben	verdeutlicht,	dass	NAADP	in	
einem	Konzentrationsbereich	zwischen	10	und	100nM	wirksam	ist.	Die	Ca2+-freisetzende 
Wirkung	von	NAADP	unterliegt	einer	glockenförmigen	Konzentrations-Wirkungsabhän-
gigkeit,	die	im	Seeigelei	(Lee	et	al,	1995),	in	pankreatischen	Acinuszellen	(Cancela	et	al,	
1999)	und	in	T-Lymphozyten	(Berg	et	al,	2000)	bestätigt	werden	konnte.		Mikroinjekti-
onsexperimente	in	T-Lymphozyten	haben	ergeben,	dass	Injektionen	von	50	bis	100nM	
Ca2+-Signale	auslösen,	die	sich	schnell	über	die	ganze	Zelle	ausbreiten	und	als	globale	
Signale	bezeichnet	werden	(Berg	et	al,	2000).	Injektionen	unter	30nM	lösen	zum	einen	
lokal	 begrenzte	Signale	 aus,	 die	 als	 subzelluläre	Signale	 bezeichnet	werden	und	 auch	
globale	Signale	(Dammermann	und	Guse,	2005).	Wird	in	T-Lymphozyten	eine	sehr	hohe	
NAADP-Konzentration	injiziert,	so	kommt	es	zu	einer	Inaktivierung	des	TCR/CD3-,	des	
cADPR- und des InsP3-abhängigen	Ca

2+-Signalsystems	(Berg	et	al,	2000).	Diese	Experi-
mente	machen		deutlich,	dass	NAADP		innerhalb	des	Ca2+-Signalsystems eine wichtige 
Rolle einnimmt und für einen normalen Ablauf eines Ca2+-Signals  ein funktionierendes 
NAADP-System	erforderlich	ist.	Weiterhin	hat	sich	gezeigt,	dass	NAADP	mit	einer	Do-
sis-Wirkungsabhängigkeit	 im	 niedrigen	 nanomolaren	Bereich	 die	 bis	 heute	 potenteste	
Ca2+-mobilisierende Substanz ist. Dies zeigte sich auch durch die Bestimmung basaler  
NAADP-Konzentrationen	 in	 unterschiedlichen	 Zellsystemen.	 So	 wurden	 in	 humanen	
Erythrozyten	Konzentrationen	von	16nM,	in	Hepathozyten	der	Ratte	von	4,5nM	und	in	
E.coli	von	2,5nM	gemessen	(Churamani	et	al,	2004).	Stimulationsexperimente	haben	er-
geben,	dass	die	endogene	NAADP-Konzentration	aufgrund	eines	physiologischen	Ago-
nisten	ansteigt	(Masgrau	et	al,	2003).	In	pancreatischen	Acinuszellen	der	Maus	konnte	
nach Stimualtion mit Cholecystokinin ebenfalls eine NAADP-Erhöhung gemessen wer-
den.	Es	zeigte	sich,	dass	es	innerhalb	weniger	Sekunden	nach	der	Cholecystokinin-Zuga-
be	zu	einem	signifikanten	Anstieg	kam	(Yamasaki	et	al,	2005).	Es	wurde	die	Hyphothese	
aufgestellt,	 dass	NAADP	an	der	 Initiierung	des	Calciumsignals	beteiligt	 ist.	Nach	der	
Stimulation	der	Zellen	kommt	es	zunächst	zur	Bildung	von	NAADP.	Es	entsteht	ein	klei-
nes,	 lokal	begrenztes	Ca2+-Signal. Dieses kleine Ca2+-Signal führt zur Sensibilisierung 
der InsP3- und Ryanodin-Rezeptoren im ER (Cancela	et	al,	2000) und es wird dadurch 
eine weitere Ca2+-Freisetzung	eingeleitet,	welche	dann	zur	Bildung	eines	globalen	Ca2+-
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Signals	führt	(Bak	et	al,	2002).	Durch	die	Bestimmungen	der	basalen	NAADP-Konzen-
trationen	und	den	Nachweis,	dass	NAADP	aufgrund	eines	physiologischen	Stimulus	an-
steigt,	wurde	NAADP	allgemein	als	Ca2+-freisetzender	sekundärer	Botenstoff	anerkannt	
(Yamasaki	et	al,	2005;	Masgrau	et	al,	2003	und	Liu	et	al,	2005).	
Neben	der	Funktion	von	NAADP,	das	initiale	Signal	in	der	sogenannten	Schrittmacher-
phase des Ca2+-Signalsystems	zu	vermitteln,	gibt	es	auch	Berichte	über	andere	Interak-
tionen	von	NAADP	mit	dem	Signalsystem	der	Zelle.		Billington	und	Kollegen	konnten	
zeigen,	dass	extrazelluläres	[32P]NAADP aktiv über die Plasmamembran von RBL-2H3 
Zellen transportiert wird. Es handelt sich hierbei um eine basophile Zellline der Ratte. 
Die	extrazellulären	NAADP-Zugaben	führten	 in	den	Zellen	zu	einer	Ca2+-Freisetzung. 
Da	NAADP	bei	einem	physiologischen	pH-Wert	vier	negative	Ladungen	besitzt,	ist	es	
eher unwahrscheinlich dass es sich um einen passiven Transport handelt. Eine  Aufnahme 
durch	Mechanismen	wie	Phagozytose	oder	Pinozytose	konnte	durch	Verdrängungsversu-
che	mit	einer	Kombination	aus	[32P]NAADP und kaltem NAADP ausgeschlossen wer-
den.	Spezifische	Transportmechanismen	sind	eine	Vorraussetzung	für		Botenstoffe,	um	in	
autokriner oder parakriner Weise wirksam zu sein (Billington	et	al,	2006). 
Ein Zusammenhang zwischen der [Ca2+]i und	Vorgängen	wie	 der	Änderung	 der	Tran-
skription,	 die	 eine	Vorraussetzung	 für	 Prozesse	wie	 Proliferation	 und	Differenzierung	
sind,	ist	durch	das	Vorhandensein	Ca2+-abhängiger	Transkriptionsfaktoren	wie	CREB	und	
NFAT	(Shaywitz	AJ		und	Greenberg	ME,	1999)	allgemein	anerkannt.	Durch	ein	Abpuf-
fern der   [Ca2+]i konnte	in	Zellsystemen	wie	Neuronen	(Gu	X	und	Spitzer	NC,	1995),	Ke-
ratinozyten	(Li	L	et	al,	1995)	und	Myozyten	(Ferrari	M	et	al,	1996)	eine	Differenzierung	
unterbunden	werden.	Es	gibt	jedoch	nur	wenig	Informationen	über	den	direkten	Einfluss	
der Ca2+-freisetzenden	Botenstoffe	 	bei	 	Vorgängen	wie	der	Differenzierung.	 In	PC	12	
Zellen	der	Ratte,	einem	Zellsystem	für	neuronale	Differenzierung,	führte	eine	NAADP-
Zugabe	zu	starken	morphologischen	Veränderungen,	die	ein	deutliches	Zeichen	für	Dif-
ferenzierung	sind.	Extrazelluläre	Gaben	von	InsP3	waren	nicht	in	der	Lage,	diese	mor-
phologischen	Veränderungen	hervorzurufen	(Brailoiu	et	al,	2006).	Es	gibt	auch	Arbeiten,	
die	belegen,	dass	NAADP	das	Wachstum	von	Neuronen	verstärkt	(Brailoiu	et	al,	2005)	
und	an	der	Modulation	der	Neurotransmission	beteiligt	ist	(Chameau	et	al,	2001). Es ist 
auch	berichtet	worden,	dass	extrazelluläre	Zugaben	von	NAADP	zu	einer	Aktivierung	
des P2Y��-Rezeptors	führen	(Moreschi	et	al,	2008).		Die	Aktivierung	dieses	Rezeptors,	
die	auch	über	NAD	ablaufen	kann	(Moreschi	et	al,	2006),	ist	in	unterschiedliche	Regula-
tionsmechanismen involviert:  
a)		Es	kommt	zu	einer	Aktivierung	der	Adenylat-Cyclase	und	zu	einem	Anstieg	der	zyto-
solischen	cAMP-Konzentration.
b)		Über	die	Proteinkinase	A	kommt	es	zu	einer	Aktivierung	von	CD38,	was		einer	Er-
höhung	der	cADPR-Konzentration	und	der	[Ca2+]i einleitet. Dies führt unter anderem zu 
einer Aktivierung von Granulozyten..
Durch die Möglichkeit der Aktivierung des P2Y��-Rezeptors kann NAD und auch 
NAADP	der	Status	eines	proinflammatorischen	Cytokins	zugesprochen	werden,	welches	
regulierend	auf	das	Immunsystem	einwirkt	(Moreschi	et	al,	2008).	
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Um	die	physiologische	Relevanz	dieses	Vorgangs	zu	erhärten,	sind	noch	weitere	Experi-
mente	erforderlich,	da	in	den	beschriebenen	Versuchen	mit	sehr	hohen	NAADP-Konzen-
trationen gearbeitet wurde.

1.9	 Die	Identität	des	NAADP-Rezeptors

Trotz der grossen Fortschritte auf dem Gebiet der NAADP-vermittelten Signaltrans-
duktion,	gibt	es	 immer	noch	Vorgänge,	die	noch	nicht	vollständig	aufgeklärt	sind.	Ein	
Punkt	 der	 seit	 Jahren	 kontrovers	 diskutiert	wird,	 ist	 die	 Identität	 des	Rezeptors,	 über	
den NAADP  Ca2+-freisetzt.	Es	gibt	unterschiedliche	Experimente	 in	Seeigeleiern,	die	
darlegen,	dass	NAADP	die	Ca2+-Freisetzung über einen vom Ryanodin-Rezeptor phar-
makologisch differenzierbaren Ca2+-Kanal	ausübt	(Lee	et	al,	1995;	Genazzani	et	al,	1997	
und Churchill	und	Galione,	2001).	An	gereinigten	Mikrosomen	aus	Nieren-	und	Herz-
gewebe konnte eine Ca2+-Freisetzung	festgestellt	werden,	die	ebenfals	unabhängig	vom	
Ryanodin-Rezeptor	ist	(Bak	et	al,	1999).	Auf	der	anderen	Seite	gibt	es	auch	Experimente,	
die eine Ca2+-Freisetzung aufgrund einer Wechselwirkung zwischen NAADP und dem 
Ryanodin-Rezeptor nahelegen. Durch elektrophysiologische  Einzelkanalmessungen an 
künstlichen	Lipidschichten	konnte	gezeigt	werden,	dass	die	Ryanodin-Rezeptoren	1	und	
2 direkt durch NAADP reguliert werden. Die pharmakologische Inhibiton des Ryanodin-
Rezeptors durch Ruthenium-Rot und Ryanodin unterdrückte die NAADP-vermittelte 
Ca2+-Freisetzung	 (Mojsisova	 et	 al,	 2001).	 Dieser	 Effekt	 wurde	 auch	 an	Mikrosomen	
aus	dem	Skelettmuskel	(Hohenegger	et	al,	2002)	sowie	an	pankreatischen	Acinuszellen	
(Gerasimenko	et	al,	2003)	beschrieben.	Auch	in	T-Lymphozyten	konnte	belegt	werden,		
dass die NAADP-vermittelte Ca2+-Mobilisierung	über	den	Ryanodin-Rezeptor	verläuft.	
Durch	Co-Injektionen	 von	Ruthenium-Rot,	 einem	Antagonisten	 des	 Ryanodin-Rezep-
tors,	konnte	das	NAADP-vermittelte	Ca2+-Signal	unterdrückt	werden	 (Langhorst	et	al,	
2004).	Weiterhin	konnte	gezeigt	werden,	dass	T-Lymphozyten,	in	denen	die	Expression	
der	Ryanodin-Rezeptoren	durch	einen	antisenseRNA-Ansatz	reduziert	wurde,	nach	In-
jektion von NAADP keine Ca2+-Signale	bilden	(Langhorst	et	al,	2004	und	Dammermann 
und	Guse,	2005).

�.�0 NAADP und der Ca2+-Speicher 

Ein	weiterer	Punkt,	der	seit	Jahren	kontroverse	Diskussionen	verursacht,	ist	die	Identi-
tät	des	Speichers,	aus	dem	NAADP	Ca2+ freisetzt. Diese Diskussion ist unmittelbar mit 
der	Aufklärung	der	molekularen	Identität	des	NAADP-sensitiven	Rezeptors	verknüpft.	
Auf	der	einen	Seite	wird	das	Modell	vertreten,	dass	der	NAADP-abhängige	Speicher	in	
Seeigeleiern	ein	saures,	 lysosomartiges	Kompartiment	darstellt	(Chini	et	al,	1995; Lee 
HC	und	Aarhus	R,	1995	und	Churchill	et	al,	2002).	Nach	diesem	Modell	bindet	NAADP	
an	einen	NAADP-Rezeptor,	der	sich	auf	einem	solchen	Kompartiment	befindet	und	es	
kommt zu einer Ca2+-Freisetzung.	Diese	kleine,	lokal	begrenzte	Ca2+-Freisetzung führt zu 
einer Sensibillisierung der InsP3-	und	Ryanodin-Rezeptoren,	die	sich	auf	dem	ER	befin-
den. Dies bewirkt einen Austrom von Ca2+	aus	dem	ER	(Cancela	et	al,	1999	und	Cancela	
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et	al,	2000).	Diese	Mechanismus	wird	als	CICR	[Ca2+ induced Ca2+-release] bezeichnet 
(Bak	et	al,	2002).	Eine	Entleerung	oder	Zerstörung	dieser	sauren	Kompartimente	führt	zu	
einer Inhibition des NAADP-vermittelten Ca2+-Signals.	Eine	Inkubation	mit	Bafilomycin	
A1	bewirkte	eine	 Inhibition	der	ATP	abhängigen	Protonenpumpen	auf	 lysosomartigen		
Kompartimenten	 (Churchill	 et	 al,	 2002).	Der	Einsatz	 von	GPN	 (Glycyl-phenylalanin-
2-naphtylamid)	induziert		eine	Zerstörung	der	lysosomartigen	Kompartimente.	GPN	ist	
zunächst	membranpermeabel,	 lagert	 sich	 in	 sauren	Kompartimenten	 an	und	wird	dort	
durch das lysosomale Enzym Cathepsin C hydrolysiert. Die Anreicherung der memb-
raninpermeanten	Produkte	führt	zu	einer	osmotischen	Lyse	der	Organellen	(Jadot	et	al,	
2001).	Die	Abhängigkeit	des	NAADP-vermittelten	Ca2+-Signals	von	den	sauren,	lysoso-
martigen	Kompatimenten	konnte	durch	die	Verwendung	der	beschriebenen	Pharmaka	in	
Seeigeleiern		(Churchil	et	al,	2002)	und	in	Säugetierzellen	(Kinnear	et	al,	2004;	Yamasaki	
et	al,	2004	und	Brailoiu	et	al,	2005)	beschrieben	werden.	
In	humanen	T-Lymphozyten	hingegen	konnte	keine	Abhängigkeit	 	NAADP-vermittel-
ter Ca2+-Signale	von	sauren	Kompartimenten	festgestellt	werden.	Eine	 	Inkubation	der	
Lymphozyten mit GPN inhibierte sowohl das NAADP vermittelte-  als auch das cAD-
PR- und InsP3-vermittelte Ca2+-Signal	und	erwies	sich	für	diese	Untersuchungen	als	zu	
unspezifisch.	Eine	Inkubation	mit	Bafilomycin	A1	hatte	keine	inhibitorische	Wirkung	auf	
das durch NAADP eingeleitete Ca2+-Signal. Eine pharmakologisch induzierte Entleerung 
des	ER	durch	Thapsigargin	(Nakano	et	al,	2006)	inhibierte	das	NAADP-vermittelte	Ca2+-
Signal	fast	vollständig	(Steen	et	al,	2006).	
Es existieren somit zur Zeit zwei unterschiedliche Modelle. Zum einen konnte  gezeigt 
werden,	 dass	NAADP	 an	 einen	 vom	Ryanodin-Rezeptor	 differenzierbaren	Ca2+-Kanal	
bindet und Ca2+	aus	einem	Lysosom-ähnlichen	Kompartiment	mobilisiert,	was	dann	zu	
einer Ca2+-Freisetzung	 aus	 dem	ER	 führt	 (Genazzani	 et	 al,	 1997	 und	Churchill	 et	 al,	
2002).	Dieses	Modell	wird	als	Zwei-Pool-Modell	bezeichnet	(Yamasaki	et	al,	2005).	In	
humanen	T-Lymphzyten	 konnte	 gezeigt	werden,	 dass	 für	 eine	Ca2+-Freisetzung durch 
NAADP der Ryanodin-Rezeptor und das ER erforderlich sind. Es kommt somit zu einer 
initialen Ca2+-Mobilisierung	über	den	Ryanodin-Rezeptor,	die	dann	durch	 in	der	Nähe	
liegende InsP3-	und	Ryanodin-Rezeptoren	amplifiziert	wird	(Hohenegger	et	al,	2002	und	
Dammermann	und	Guse,	2005).	Dieser	Vorgang	wird	als	Ein-Pool-Modell	bezeichnet.

�.�� Der Mebabolismus von NAADP

Sekundäre	Botenstoffe	entfalten	nur	dann	ihre	physiologische		Wirkung	wenn	sie	in	enzy-
matisch  regulierter Form gebildet und wieder abgebaut werden können. Die Vermessung 
der	Zeitverläufe	aus	den	pankreatischen	Acinuszellen	haben	gezeigt,	dass	es	 innerhalb	
weniger	Sekunden	zu	einer	starken	Erhöhung	kommt,	die	ebenso	schnell	wieder	abfiel.	
Für	die	Bildung	und	für	den	Abbau	müssen	somit		effiziente	Enzymsysteme	zur	Verfü-
gung	stehen.	Im	Zusammenhang	mit	der	NAADP-Bildung	wird	häufig	über	eine	mögli-
che	Beteiligung	von	CD38	diskutiert	(De	Flora	et	al,	2004	und	Graeff	et	al,	2006).	CD38	
wurde	1980	als	Oberflächenantigen	auf	T-Lymphozyten	entdeckt	(Reinherz	et	al,1980).	
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Durch einen Vergleich von Proteinsequenzen wurde dann die Ähnlichkeit zu der ADP-
Ribosyl-Cyclase aus Aplysia californica		festgestellt.	CD38	gehört	zur	Gruppe	der	Typ	II	
Transmembran-Glykoproteine	(Metha	et	al,	1996)	und	stellte	sich	in	den	letzten	Jahren	
als	multifunktionelles	Enzym	herraus.	CD38	katalysiert	die	Umwandlung	von	NAD	zu	
cADPR	(Lee,	2006).	Weiterhin	ist	CD38		in	der	Lage	NAD		in	ADPR	umzuwandeln.	Ar-
beiten	von	Lund	und	Kollegen	haben	gezeigt,	dass		etwa	97%	des	NAD	zu	ADPR	und	ein	
nur sehr kleiner Teil zu cADPR 	umgewandelt	wird.	CD38	katalysiert	auch	die	Hydrolyse	
von	cADPR	zu	ADPR	(Lund	et	al,	1998).	Diese	multifunktionellen	Umsetzungen	sind	
abhängig	von	dem	pH-Wert.	Das	pH-Optimum	für	die		cADPR-	und	ADPR-Bildung	liegt	
im	neutralen	bis	alkalischen	Bereich,	während	die	Bildung	von	NAADP		bevorzugt	im	
sauren	pH-Bereich	abläuft	(Lee,	2006).	

Abb.�.4: Enzymatische Bildung von NAADP durch die Basenaustauschreaktion
Die	ADP-Ribosylcyclase	CD38	tauscht	die	Nikotinamid-Gruppe	gegen	eine	Nikotinsäure-Gruppe	aus

Bei	der	CD38-vermittelten	Synthese	von	NAADP	wird	 	 die	Nikotinamid-Gruppe	von	
NADP	gegen	eine	Nikotinsäure-Gruppe	ausgetauscht.	  Es gibt jedoch auch Punkte am 
Modell	der	Basenaustausch-Reaktion,	die	gegen	eine	Beteiligung	von	CD38	bei	der	Syn-
these	von	NAADP	sprechen.		CD38	ist,	wie	schon	erwähnt,	ein	Ektoenzym,	was	bedeu-
tet,	dass	sich	die	Edukte	der	Reaktion	und	das	katalytische	Zentrum	des	Enzyms	nicht	auf	
der	selben	Seite	der	Zellmembran	befinden.	Dieser	Umstand	wird,	wie	bei	der	Bildung	
von	cADPR	auch,	als	topologisches	Paradoxon	bezeichnet	(Zocchi	et	al,	1999).	Es	sind	
jedoch	noch	keine	Transportproteine	identifiziert	worden,	die	die	schnelle	Bildung	und	
den	schnellen	Abbau	aus	den	Zeitverläufen	der	pankreatischen	Acinuszellen	(Yamasaki	
et	al,	2005)	erklären	könnten.	Das	pH-Optimum		der	Basenaustausch-Reaktion	liegt	mit	
pH	5	in	einem	eher	unphysiologischen	Bereich	und	für	die	Umsetzung	sind		Nikotinsäu-
re-Konzentrationen	erforderlich,	die	unter	normalen	Umständen	so	nicht	in	Zellen	vorlie-
gen (Graeff	et	al,	1998).	2006	haben	Soares	und	Kollegen	durch	NAADP-Messungen	in	
Geweben	von		CD38	Knock	out-Mäusen	zeigen	können,	dass	diese	Tiere	keine	erniedrig-
ten	NAADP-Konzentrationen	aufweisen	(Soares	et	al,	2006).	Welchen	Einfluss	CD38	auf	
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die	endogene	NAADP-Konzentration	in	humanen	Zellen	hat,	ist	jedoch	noch	nicht	klar.	
Im	Zusammenhang	mit	der	zellulären	NAADP-Synthese	sind	auch	Reaktionen	diskutiert	
worden,	die	nicht	über	ADP-Ribosyl-Cyclase	laufen.	Es	ist	postulliert	worden,	dass	die	
Bildung	über	eine	Desaminase	ablaufen	könnte,	wobei	NADP	unter	Freisetzung	von	NH3 
in	NAADP	umgewandelt	wird	(Chini	et	al,	1995).	Weiterhin	 ist	die	Möglichkeit	einer	
NAAD-Phosphorylierung		durch	eine	2`-	Kinase	erörtert	worden	(Lerner	et	al,	2001).	Es	
konnten	jedoch	noch	keine	Enzyme	identifiziert	werden,	die	die	entsprechenden	Subst-
rate für eine NAADP-Bildung akzeptieren.  Der Abbau von NAADP ist ebenfalls noch 
unklar.		Es	ist	zum	einen	über	eine	CD38-vermittelte	Hydrolyse	von	NAADP	diskutiert	
worden.	Bei	 dieser	Reaktion	wird	NAADP	 zu	Nikotinsäure	 und	ADPRP	 hydrolysiert	
(Graeff	et	al,	2006).	Es	gibt	jedoch	keine	Experimente,	die	diese	Hypothese	auf	zellulärer	
Ebene unterstützen. Weiterhin wird eine  Dephosphorylierung von NAADP zu NAAD in 
Betracht	gezogen.	Eine	Dephosphorylierung	von	NAADP	konnte	in	Herz-	(Chini	et	al,	
1995)	und	in	Leberpräparaten	(Chini	und	Dousa,	1995)	gemessen	werden.	Enzyme,	die	
diese	Reaktion	katalysieren	sind	jedoch	noch	nicht	identifiziert	worden.	

Zusammenfassend	konnte	dargestellt	werden,	dass	NAADP	eine	wichtige	Funktion	 in	
der Ca2+-vermittelten Signaltransduktion ausübt und seit seiner  Entdeckung die poten-
teste Ca2+-freisetzende Substanz darstellt. Die zentrale Rolle dieses Botenstoffes zeigt 
sich	unter	anderem	dadurch,	dass	in	T-Lymphozyten	die	Inaktivierung	des	NAADP-Si-
gnalsystems ebenfalls eine Inaktivierung des cADPR- und des InsP3-abhängigen	Ca

2+-
Signalsystems	 einleitet.	 Es	 konnte	 in	 unterschiedlichen	 Zellsystemen	 gezeigt	werden,	
dass	die	NAADP-Konzentration	nach	einem	physiologischen	Stimulus	ansteigt.	Diese	
NAADP-Erhöung führt zur Bildung eines lokal begrenzten  Ca2+-Signals,	welches	 an	
der  Initiierung der Ca2+-Signale in der Schrittmacherphase des Ca2+-Signalsystems be-
teiligt ist. Diese zytosolische Ca2+-Erhöhung führt unter anderem zu einer  Aktivierung 
von	Genen	und	den	damit	verbundenen	Prozessen	wie	Differenzierung	und	Proliferation,	
die besonders in T-Lymphozyten von Bedeutung sind.  Zu den Bereichen des NAADP-
Signalsystems,	 die	 noch	 unverstanden	 sind,	 gehören	 die	 Bildung	 und	 der	Abbau	 von	
NAADP. Durch die Beteiligung von NAADP in so unterschiedlichen Bereichen der Sig-
naltransduktion,	sind	noch	weiterführende	Experimente	für	ein	besseres	Verständnis	über	
diesen Botenstoff notwendig. 
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2 Problemstellung

Die	Untersuchung	von	intrazellulären	Botenstoffen	ist	wichtig	für	das	Verständnis,	wie	
extrazelluläre	Signale	integriert	werden	und	dadurch	die	zellulären	Reaktionen	beeinflus-
sen. Das Ca2+-Signalsystem	ist,	wie	in	der	Einleitung	beschrieben,	an	vielen	wichtigen	
Abläufen	beteiligt.	Hierzu	gehören	Prozesse	wie	die	Genaktivierung,	die	Differenzierung	
und	die	Proliferation,	die	besonders	bei	T-Lymphozyten	von	Bedeutung	sind.	Die	Art	der	
Stimulation und das daraus entstehende Ca2+-Signal	entscheidet	darüber,	ob	T-Lympho-
zyten zu proliferieren beginnen oder in die Apoptose gehen. Durch das Wissen über die 
Konzentrationsverhältnisse	der	Ca2+-freisetzenden	Botenstoffe,	können	solche	komple-
xen	Vorgänge	besser	verstanden	werden.	
Ein	Teilprojekt	dieser	Arbeit	war	es,	die	endogenen	Konzentrationen	von	NAADP	in	hu-
manen T-Lymphozyten mit Hilfe eines enzymatischen Cycling-Assays zu bestimmen. Es 
sollte	herausgefunden	werden,	ob	NAADP	die	Kriterien	eines	sekundären	Botenstoffes	
erfüllt.	Um	dies	zu	klären,	sollte	ermittelt	werden,	ob	die	NAADP-Konzentration	nach	ei-
ner	Stimulation		über	den	TCR/CD3-Komplex	ansteigt.	Von	besonderem	Interesse	waren	
hierbei	die	Konzentrationsverhältnisse	unmittelbar	nach	der	Stimulation,	da	Ergebnisse	
von	anderen	Arbeitsgruppen	darauf	hingewiesen	haben,	dass	NAADP	einen	maßgebli-
chen	Einfluss	auf	die	Entstehung	des	Ca2+-Signals	hat.	Weiterhin	war	von	Interesse,	wie	
sich	 die	 NAADP-Konzentration	 durch	 unterschiedliche	 Stimulationszeiten	 und	 durch	
steigende	Antikörperkonzentrationen	ändert.	Durch	die	Verwendung	verschiedener	Ago-
nisten	und	Pharmaka	sollte	die	Spezifität	der	NAADP-Erhöhung	ermittelt	werden.	

Der	 zweite	 Schwerpunkt	 der	Arbeit	 lag	 auf	 dem	Metabolismus	 von	NAADP.	Um	 zu	
klären,	 ob	 die	ADP-Ribosyl-Cyclase	CD38,	wie	 in	 unterschiedlichen	Veröffentlichun-
gen	postuliert	wird,	in	die	Synthese	des	Botenstoffes	involviert	ist,	sollten	durch	einen	
shRNA-Ansatz	stabile	CD38	Knock	down-Klone	etabliert	werden.	Neben	den	endoge-
nen	 NAADP-Konzentrationen	 waren	 auch	 die	 zytosolischen	 Ca2+-Konzentrationen	 in	
den	Klonen	von	Interesse,	weil	die	Bildung	der	Ca2+-freisetzenden	Botenstoffe	cADPR,	
ADPR	und	NAADP	zumindestens	in	vitro	über		CD38	verlaufen	kann.	Weiterhin	sollten	
NAADP-Messungen	 in	Geweben	von	CD38	Knock	out-Mäusen	durchgeführt	werden,	
um	 eine	 Synthese	 des	 Botenstoffes	 durch	 eine	 eventuelle	 Restaktivität	 in	 den	Knock	
down-Klonen	auszuschließen.	
Es	sollten	auch	HeLa-wt	Zellen,	die	CD38	negativ	sind,	und	Hela-Zellen,	in	denen	CD38	
zur	Überexpression	gebracht	wurde,	vermessen	werden.	Durch	die	Vermessung	der	etab-
lierten	Knock	down-Klone,	der	Knock	out-Gewebe	und	der	CD38pos.-HeLa-Zellen sollte 
Gewissheit	über	den	Einfluss	von	CD38	auf	die	NAADP-Bildung	erlangt	werden.	
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3.� Zellkultur

Die folgenden Versuche wurden unter der Verwendung des Subklons JMP der  Jurkat 
Zelllinie und unter Verwendung von HeLa-Zellen durchgeführt. Weiterhin wurden zellu-
läre	NAADP-Konzentrationen	in	verschiedenen	Geweben	von	WT	Mäusen	und	CD38-
Knock	out	Mäusen	gemessen.	Es	wurden	hierfür	die		Organe	(Herz,	Thymus	und	Milz)	
unmittelbar	nach	der	Entnahme	in	flüssigem	Stickstoff	eingefroren	und	bis	zur	weiteren	
Verarbeitung	bei	-80°C	gelagert.

3.�.� Jurkat T-Lymphozyten

Die	Jurkat-Zellen	wurden	aus		dem	Blut	eines	an	akuter	lymphatischer	Leukämie	(ALL)	
erkrankten	Patienten	isoliert	(Schneider	et	al,	1977).	 	Der	 in	dieser	Arbeit	verwendete	
Subklon	JMP		zeichnet	sich	durch	eine	hohe	Expression	des	Oberflächenantigens	CD3	
aus,	welcher	ein	Bestandteil	des	T-Zell-Rezeptorkomplexes	ist.	Die	in	Suspension	wach-
senden JMP-Zellen wurden bei 5% CO2	und	37°C	im	CO2-Inkubator gehalten. Alle zwei 
bis	drei	Tage	wurde	die	Zelldichte	bestimmt	und	mit	frischen	Komplettmedium	so	ein-
gestellt,	dass	die	Dichte	der	Suspension	zwischen	0,3	*106 und	1,2*106 Zellen/ml lag. 
Die	im	Verlauf	dieser	Arbeit	hergestellten		Jurkat-Klone	wurden	nach	der	Transfektion	
für	zwei	Wochen	in	Selektionsmedium	gehalten,	und	anschließend	in	RPMI-Medium	II	
kultiviert.

3.�.2 Auftauen von Jurkat T-Lymphozyten

Zum	Auftauen	von	Jurkat-Zellen	wurden	Kryoröhrchen	mit	den	entsprechenden	Zellen		
dem	Stickstofftank	entnommen	und	bei	37°C	in	Ethanol	erwärmt.		Die	angetauten	Zel-
len	wurden	in	Zellkulturflaschen	mit	einer	Kulturfläche	von	25cm2	gegeben,	in	welche	
RPMI-Komplettmedium	bei	Jurkat-WT	oder	RPMI-Medium	II	bei	transfizierten	Zellen	
vorgelegt wurde. Die Zellen wurden dann im CO2-Inkubator kultiviert und bei Erreichen 
einer	Zelldichte	von	1,2	x	106 

 Zellen/ml	mit	Medium	wie	beschrieben	(3.1.1)	verdünnt.

3.�.3 Einfrieren von Jurkat T-Lymphozyten

Jurkat-Zellen wurden mit einer Dichte von � x �07 Zellen / ml in Einfriermedium aufge-
nommen	und	in	Kryoröhrchen	aliquotiert,	bei	-80°C	über	Nacht	eingefroren	und	dann	im	
flüssigen	Stickstoff	gelagert.

23
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3.�.4 HeLa-Zellen

Die HeLa-Zellen wurden �95� einer am Zervixkarzinom erkrankten Patientin entnom-
men	(Scherer	et	al,	1953).	Bei	den	Zellen	handelt	es	sich	um	Epithelzellen,	welche	mit	
dem	humanen	Papillomvirus	18	(HPV-18)	infiziert	waren	und	dadurch	zu	Tumorzellen	
entarteten.	Es	wurde	in	dieser	Arbeit	zum	einen	mit	HeLa	Wildtyp-	(Wt)	Zellen	gear-
beitet,	welche	ursprünglich	vom	ATCC	(Rochville,	MD)	bezogen	wurden.		Desweiteren	
wurde	 mit	 	 CD38-transfizierten	 HeLa-Zellen	 [Zocchi	 et	 al,	 1998]	 gearbeitet,	 welche	
freundlicherweise	von	Prof.	Antonio	De	Flora	(Institut	für	Biochemie,	Zentrum	für	Ex-
perimentelle	Medizin,	Universität	Genua,	 Italien)	 zur	Verfügung	 gestellt	wurden.	Die	
adhärent	 wachsenden	HeLa-Zellen	wurden	 bei	 5%	CO2	 und	 37°C	 im	CO2-Inkubator 
gehalten	und	alle	drei	bis	vier	Tage	bei	Erreichen	der	Konfluenz	mit	Trypsin	gelöst	und		
mit	DMEM-Komplettmedium	1:10	verdünnt.

3.�.5 Auftauen von HeLa-Zellen

Die	 Zellen	 lagerten,	 aliquotiert	 in	 Kryoröhrchen,	 in	 flüssigem	 Stickstoff.	 Bei	 Bedarf	
wurde	ein	Röhrchen	bei	37°C	im	Ethanolbad	aufgetaut.	Die	Zellen	wurden	dann	in	eine	
Zellkulturflasche	mit	einer	Kulturfläche	von	25cm2	gegeben,	in	welche	10ml	vorgewärm-
tes	DMEM-Komplettmedium	vorgelegt	wurde.	Bei	Erreichen	der	Konfluenz	wurden	die	
Zellen	trypsiniert	und	mit	DMEM-Komplettmedium	1:10	verdünnt	oder	für	Zellaufar-
beitungen expandiert.

3.�.6 Einfrieren von HeLa-Zellen

Es wurden Zellen mit einer Dichte von 4 x �07	/	ml	in	Einfriermedium	aufgenommen,	
in	Kryoröhrchen	aliquotiert,	 über	Nacht	bei	 -80°C	eingefroren	und	dann	 in	flüssigem	
Stickstoff gelagert.

3.1.7	 Verwendete	Geräte:	Zellkultur

Sterile	Werkbank	 	 	 	 	 BDK,	Sonnenbrühl-Genkingen	
CO2-Inkubator		 	 	 	 	 Heraeus,	Hanau
Wasserbad	Thermomix	UB	 	 	 	 Braun,	Melsungen
Casy	1	TT	Zellzähler	 	 	 	 	 Schärfesystem,	Reutlingen
Variofuge	3	OR	 	 	 	 	 Heraeus,	Hanau
Lichtmikroskop	 	 	 	 	 Will,	Wetzlar
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3.1.8	 Medien	für	Jurkat-Zellen

RPMI-Komplettmedium
-	 RPMI-1640	mit	Glutamax	I	 	 	 Invitrogen,	Gibco,		Karlsruhe
 mit HEPES
-	 new	born	calfserum,		(NCS)	 	 	 Biochrom	AG,	Berlin
	 7.5%,	30	min.	bei	56°C	inaktiviert	 	
-	 Penicillin/Streptomycin	 	 	 Invitrogen,	Gibco,		Karlsruhe
	 (Endkonzentration:	50µg/ml)		 	

RPMI-Medium II
-	 RPMI-1640	mit	Glutamax	I	 	 	 Invitrogen,	Gibco,		Karlsruhe
 mit HEPES
-	 New	born	calfserum,		(NCS)	 	 	 Biochrom	AG,		Berlin
	 7.5%,	30	min.	bei	56°C	inaktiviert	 	
-	 Penicillin/Streptomycin	 	 	 Invitrogen,	Gibco,		Karlsruhe
	 (Endkonzentration:	50µg/ml)		
- G418	(gelöst	in	RPMI-1640,	steril	 	 Biochrom	AG,		Berlin
	 filtriert	(Endkonzentration	=	400µg/ml)
- Natriumpyruvat,	steril	filtriert		 	 Invitrogen,	Gibco,		Karlsruhe
	 Endkonzentration	=	1mM
 
Einfriermedium: Jurkat-Zellen  
-	 fetal	calf	serum		(FCS)(v/v	=	90%)	 		 Biochrom	AG,		Berlin	
-	 DMSO,	(v/v	=	10%)	 	 	 	 Sigma,		München	 	 	
  
Selektionsmedium: Jurkat-Zellen
-	 RPMI-1640	mit	Glutamax	I	 	 	 Invitrogen,	Gibco,		Karlsruhe
 mit HEPES
-	 New	born	calfserum,		(NCS)	 	 	 Biochrom	AG,		Berlin
	 7.5%,	30	min.	bei	56°C	inaktiviert	 	
-	 Penicillin/Streptomycin	 	 	 Invitrogen,	Gibco,		Karlsruhe
	 (Endkonzentration:	50µg/ml)		
- G418	(gelöst	in	RPMI-1640,	steril	 	 Biochrom	AG,		Berlin
	 filtriert	(Endkonzentration	=	800µg/ml)
- Natriumpyruvat,	steril	filtriert		 	 Invitrogen,	Gibco,		Karlsruhe
	 Endkonzentration	=	1mM
 
Kristallmedium
- RPMI-�640 ohne L-Glutamin   Invitrogen,	Gibco,		Karlsruhe
 und ohne Phenol-Rot
-	 New	born	calfserum,		(NCS)	 	 	 Biochrom	AG,		Berlin
	 7.5%,	30	min.	bei	56°C	inaktiviert	 	 	 	 	 	
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3.�.9 Medien für HeLa-Zellen

DMEM-Komplettmedium
-	 DMEM	+Glutamax	I	 	 	 	 Invitrogen,	Gibco,		Karlsruhe
	 mit	4,5g/l	Glucose
- Penicillin/Streptomycin
	 (Endkonzentration:	50µg/ml)		 	 Invitrogen,	Gibco,		Karlsruhe
-	 fetal	calf	serum,		(FCS)	 	 	 Biochrom	AG,		Berlin
	 10%,	30	min.	bei	56°C	inaktiviert	 	 Invitrogen,	Gibco,		Karlsruhe
 

Einfriermedium
-	 fetal	calf	serum		(FCS)	(v/v	=	90%)	 		 Biochrom	AG,		Berlin	
-	 DMSO		(v/v	=	10%)	 	 	 	 Sigma,		München	 	 	
  

Trpysin-EDTA	(L2153)	 	 	 	 Biochrom	AG,	Berlin

PBS	(Ca2+ und Mg2+	frei)
-	 NaCl	(140mM)	 	 	 	 Sigma,		München
-	 KCl	(3mM)	 	 	 	 	 Merck,	Darmstadt
- Na2HPO4 x H2O	(8mM)	 	 	 Merck,	Darmstadt
-	 KH2PO4	(1,5mM)	 	 	 	 Merck,	Darmstadt
	 Der	Puffer	wird	mit	HCl	auf	pH	7,4	eingestellt

3.2 Molekularbiologische Arbeitsschritte

3.2.� Erzeugung von transformationskompetenten E.coli XL�-blue

Die E.coli-Bakterien	wurden	bei	 -80°C	gelagert.	Zur	Erzeugung	von	 transformations-
kompetenten Bakterien wurde ein Aliquot aufgetaut und auf einer LB-Tetracyclin-Plat-
te ein	Verdünnungsausstrich	 durchgeführt.	 Es	 erfolgte	 eine	 Inkubation	 bei	 37°C	 über	
Nacht. 5ml tetracyclinhaltiges LB-Medium	wurden	mit	einem	einzelnen	Klon	des	Ver-
dünnungsausstriches	angeimpft	und	bei	37°C	im	Schüttelinkubator	über	Nacht	inkubiert	
(Über-Nacht-Kultur).
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50ml	 tetracyclinhaltiges	LB-Medium	wurden	mit	 500µl	 der	Über-Nacht-Kultur	 ange-
impft	und	dann	auf	einen	Schüttelinkubator	bei	37°C	inkubiert,	bis	die	Dichte	der	Zellen	
4-7 x �07/	ml	(OD600	=	0,6)	betrug.	Die	Zellen	wurden	daraufhin	für	15	Minuten	auf	Eis	
gestellt	und	bei	1000x	g	bei	4°C		für	15	Minuten	abzentrifugiert.	Nach	dem	Entfernen	des	
Überstandes	wurde	das	Pellet	in	17ml	eines	RbCl-haltigen	Puffers	(RF-1)	resuspendiert 
und für �5 Minuten auf Eis inkubiert. Nach einer weiteren Zentrifugation für �5 Minuten 
bei	1000x	g	und	4°C	wurde	das	Pellet	in	4ml RF-2 Puffer resuspendiert und erneut für 
15	Minuten	auf	Eis	inkubiert.	Die	Zellen	wurden	mit	einem	Volumen	von	100µl	aliquou-
tiert,	in	flüssigem	Stickstoff	eingefroren	und	bei	-80°C	gelagert

3.2.2 Agarosegelelektrophorese

Zur	Herstellung	von	1%igen	Gelen	 (w/v)	wurde	 die	Agarose  in 50ml 1*TAE-Puffer 
aufgekocht. Die Lösung wurde mit Ethidiumbromid in einer Endkonzentration von 
0,4µg/ml	versetzt	und	 in	die	Gelkammern	gegossen.	Nach	dem	Abkühlen	wurden	die	
Gießsperren	und	der	Kamm	entfernt,	das	Gel	mit	1xTAE-Puffer	überschichtet	und	dann	
die mit 6xLadungspuffer		(Fermentas) versetzten Proben aufgetragen. Als Größen-Mar-
ker wurden der GeneRulerTM100bp	DNA	Ladder	(Fermentas) und der MassRulerTMDNA 
Ladder,	High	Range	(Fermentas) verwendet. Die Auftrennung der DNA-Fragmente wur-
de	für	eine	Stunde	bei	80V	durchgeführt.	Die	Detektion	der	DNA-Fragmente	erfolgte	auf	
einem	UV-Transilluminator	bei	321nm.

3.2.3	 Auswahl	der	shRNA-Sequenzen	zum	CD38-Knock	down

Um	geeignete	 	 	Zielsequenzen	 	 für	die	Expressionsverminderung	von	CD38 zu erhal-
ten,	wurde	die	CD38	cDNA	mit	der	Acc.	No	 	BC007964	 in	die	öffentlichen	web-ba-
sierten	 Programme	 GenSript	 und	 siDirect	 eingegeben.	 Beide	 Programme	 (GenSript:
	http://gensricpt.com	und	siDirect:	http://design.RNAi.jp)	wurden	mit	den	empfohlenen	
Standard-Parametern verwendet. Aus den zur Auswahl stehenden Sequenzen wurden 
vier für die knock down Experimente verwendet.

3.2.4	 Auswahl	der	Sequenzen	für	die	shRNA	Kontroll-Vektoren

Für	 die	 Generierung	 der	 Kontroll-shRNAs	 wurde	 	 das	 Programm	 siRNA Sequence 
Scrambler		von		GenSript	verwendet.		Die	CD38	cDNA	(BC007964)	wurde		unter	Ver-
wendung der Standardparameter in das Programm eingegeben. 
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Um	 sicherzustellen,	 dass	 die	 vorgeschlagenen	 Sequenzen	 der	 CD38	 Knock	 down-
Inserts	 keine	 Sequenzhomologien	 zu	 anderen	 humanen	 Genen	 	 aufweisen,	 wurde	
die	 Existenz	 entsprechender	 Homologien	 in	 einer	 Blast-Analyse	 überprüft	 (http://
www.ncbi.nlm.nih.gov/).

3.2.5	 Konstruktion	der	shRNA-Inserts	

Die	 Oligonukleotide,	 welche	 die	 Inserts	 für	 die	 knock	 down-Vektoren	 und	 die	 Kon-
trollvektoren	bilden,	wurden	von	der	Firma	MWG	bezogen.	Der	obere	und	der	untere	
Strang der Inserts wurden jeweils in zwei Segmenten bestellt. Dies wurde zum einen 
so	durchgeführt,	weil	es	sehr	viel	einfacher	ist	zwei	kürzere	Inserts	in	einen	Vektor	zu	
ligieren	als	ein	längeres,	zusammenhängendes	Fragment.	Zum	anderen	gewährt	MWG	
für	Oligonukleotide	mit	einer	Länge	von	über		50	Basen	keine	Garantien	für	die	Richtig-
keit	der	Sequenzen.	Die	Überhänge	der	beiden	einzelnen	Inserts	waren	so	gewählt,	dass	
sie	sich	beim	Annealing		durch	komplementäre	Basenpaarung	zum	vollständigen	Insert	
zusammenfügen. 
Damit	 die	T4-DNA-Ligase	 die	 shRNA-Inserts	 in	 den	Vektor	 ligieren	 kann,	 ist	 es	 er-
forderlich,	dass	 sich	 an	den	5`-Enden	Phosphatgruppen	befinden.	 	Weil	 der	Vektor	 in	
phosphorylierter	 Form	 vorlag,	mussten	 nur	 die	 Insertfragmente,	welche	 sich	 im	Mit-
telteil	befinden,	am	5`-Ende	mit	Phosphatgruppen	zu	versehen.	Die	unphosphorylierten	
Insertfragmente	wurden	in	HPSF-Reinheit	und	die	5`-phosphorylierten	Oligonukleotide	
wurden HPLC-gereinigter Form bestellt.   

3.2.6	 shRNA-Inserts	für	den	CD38	knock	down

Oligonukleotide: si 270
       si 270 oberer Strang A
5´- GATCCGCCTGAGATGAGACATGTATATT	-3`

      si 270 oberer Strang B
5`- pCAAGAGATCTACATGTCTCATCTCAGGTTTTTTACGCGTG	-3`

     si 270 unterer Strang A
5`-	AATTCACGCGTAAAAAACCTGAGATGAGACATGTAGATCT	-3`

     si 270 unterer Strang B
5`-	pCTTGAATATACATGTCTCATCTCAGGCG -	3`
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Oligonukleotide: si 394
 si 394 oberer Strang A
5`-	GATCCGCCGTACCTTGCAACAATATTT	-3`

 si 394  oberer Strang B
5`-	pCAAGAGAATCTTGTTGCAAGGTACGGTTTTTTACGCGTG	-3`

 si 394 unterer Strang A
5`-	AATTCACGCGTAAAAAACCGTACCTTGCAACAAGATTCT	-	3`

 si 394 unterer Strang B
5`-	pCTTGAAATATTGTTGCAAGGTACGGCG	-	3`

Oligonukleotide:	si	458
	 si	458	oberer	Strang	A
5`-	GATCCGTCCAGCGGGACATGTTAATT	-	3`

 si	458	oberer	Strang	B
5`	-	pCAAGAGATGAACATGTCCCGCTGGACTTTTTTACGCGTG	-3`

	 si	458	unterer	Strang	A
5`-	AATTCACGCGTAAAAAAGTCCAGCGGGACATGTTCATCT	-	3`

	 si	458	unterer	Strang	B
5`-	p CTTGAATTAACATGTCCCGCTGGACG	-	3`	

 
Oligonukleotide: si 77�
 si 77� oberer Strang A
5`-		GATTCGGTGATACATGGTGGAAGATATT	-	3`

 si 77� oberer Strang B
5`-		pCAAGAGATCTCTTCCACCATGTATCACCTTTTTTACGCGTG	-3`

 si 77� unterer Strang A
5`-	AATTCACGCGTAAAAAAGGTGATACATGGTGGAAGAGATCT	-	3`

 si 77� unterer Strang B
	5`-	p CTTGAATATCTTCCACCATGTATCACCG	-3`
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3.2.7	 shRNA-Inserts	für	die	Kontroll-Klone  

Oligonukleotide: si 270 scramble
 si 270 scramble oberer Strang A
5`-	GATCCCAGCGGATTCAATGTATAAGGTT	-3`

 si 270 scramble oberer Strang B
5`-		pCAAGAGACCTTATACATTGAATCCGCTGTTTTTTACGCGTG	-3`

 si 270 scramble unterer Strang A
5`-	AATTCACGCGTAAAAAACAGCGGATTCAATGTATAAGGTCT	-3`

 si 270 scramble unterer Strang B
5`-		p CTTGAACCTTATACATTGAATCCGCTGG	-3`

Oligonukleotide: si77� scramble
         si 77� scramble oberer Strang A
5`-	GATCCGAAGGCGATTGAGTAGAATTGTT	-3

 si 77� scramble oberer Strang B
5`-		pCAAGAGACAATTCTACTCAATCGCCTTCTTTTTTACGCGTG	-3`

 si 77� scramble unterer Strang A
5`-	AATTCACGCGTAAAAAAGAAGGCGATTGAGTAGAATTGTCT	-3`

 si 77� scrambe unterer Strang B
5´-  p CTTGAACAATTCTACTCAATCGCCTTCG	-3`

3.2.8	 Annealing	der	shRNA-Inserts

Die	 vier	 Oligonukleotide,	 welche	 zusammen	 ein	 vollständiges	 Insert	 bilden,	 wurden	
in	Wasser	 aufgenommen,	 so,	 dass	 die	 Endkonzentration	 eines	 jeden	 Oligonukleotids	
100µM	betrug.	Die	zusammengehörigen	Fragmente	(oberer	Strang	A	+	unterer	Strang	B	
=	linkes	Fragment,	oberer	Strang	B	+	unterer	Strang	A	=	rechtes	Fragment)	wurden	zu	
gleichen	Teilen	gemischt.	Das	Annealing	wurde		in	einem	Mastercycler	personal		(Ep-
pendorf)	unter	folgenden	Bedingungen	durchgeführt.			
	 	 	 	 30sec	 	 95°C
	 	 	 	 2min	 	 72°C
	 	 	 	 2min	 	 37°C
Die	Oligonukleotide	wurden	dann	auf	25°C	abgekühlt.	
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3.2.9 Ligation der shRNA-Inserts in den Vektor pSIREN RetroQ

Die	Inserts	wurden	in	den	Vektor	pSIREN	RetroQ	(BD	Clontech)		mit	folgendem	Ansatz	
eingefügt.  
1µl	 	 Vektor	(25µg/ml)
2,5µl	 	 linkes	Fragment	(5µM)
2,5µl	 	 rechtes	Fragment	(5µM)
2,5µl	 	 Y+/Tango	Puffer	10*	(Fermentas)
1,25µl	 	 ATP	(10mM)	
2µl	 	 T4	DNA-Ligase	(1	weiß-unit/µl)
13,25µl	 vollentsalztes	Wasser

Die	Ansätze	wurden	für	zwei	Stunden	bei	Raumtemperatur	inkubiert.	

3.2.�0 E.coli -Transformation und Aufarbeitung von Plasmid-DNA

Für eine Transformation wurde ein Aliquot mit transformationskompetenten E.coli 
(XL1-blue)	auf	Eis	aufgetaut	und	der	gesamte	Ligationsansatz	(25µl)	hinzugegeben.	Der	
Ansatz	wurde	für	30	Minuten	auf	Eis	 inkubiert,	 für	eine	Minute	auf	42°C	erhitzt	und	
anschließend für zwei Minuten auf Eis abgekühlt. Nach Zugabe von � ml SOC-Medium 
zum	Transformationsansatz,	 erfolgte	 ein	 Inkubation	 von	 einer	 Stunde	 bei	 37°C	 unter	
Schütteln.	Nach	einer	4	minütigen	Zentrifugtion	 (2000rpm, RT)	wurde	das	Pellet	mit	
100µl	SOC-Medium	resuspendiert	und	auf	antibiotikumhaltige	Agarplatten	ausplattiert.	
Es	folgte	eine	Inkubation	im	Brutschrank	bei	37°C	über	Nacht.	
Zur	Durchführung	einer	Mini-Präparation	wurde	6ml	Selekionsmedium mit einem Bak-
terienklon	angeimpft	und	über	Nacht	bei	37°C	im	Schüttelinkubator	inkubiert.	Die	Plas-
mid-DNA	wurde	mit	dem	peQLab	Miniprep	Kit	I	(peQLab) nach Angaben des Herstel-
lers	durchgeführt.	Die	Plasmid-DNA	wurde	mit	60µl	Wasser	eluiert	und	bis	zur	weiteren	
Verarbeitung	bei	-20°C	gelagert.	

3.2.11	 PCR-Amplifikation	der	shRNA-Fragmente

Um	 einen	 geeigneten	Vektor	 für	 eine	 stabile	Transfektion	 zu	 generieren,	wurden	 aus	
dem Vektor pSIREN RetroQ die vier shRNA-Inserts jeweils zusammen mit dem direkt 
vor	 den	 Inserts	 liegenden	U6-Promotor	 	 in	 den	Vektor	 pDsRed2-C1	 umkloniert.	Der	
auf	diese	Weise	erzeugte	Vektor	(pDsRed2U6-si)	hat	eine	Größe	von	5,1	kb	und	enthält	
neben	 dem	U6-Promoter,	 der	 nach	 der	Transfektion	 für	 eine	 starke	Transkription	 der	
shRNA-Fragmente	sorgt,	das	DsRed2-Markergen,	welches	nach	der	Transfektion	eine	
Identifizierung	der	Zellen	erlaubt.	
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Zusätlich	trägt	der	Vektor	eine	Neomycinresistenz,	welche		die	Selektion	der	transfizier-
ten	Zellen	und	somit	eine		Etablierung	stabiler	Klone	ermöglicht.		Es	wurden	folgende	
Primer	 für	 die	 PCR-vermittelte	Amplifikation	 des	 U6-Promotors	 mit	 dem	 jeweiligen	
shRNA-Insert verwendet.  Als	Vorwärtsprimer	wurde	der	Primer	pSIREN	RetroQ	Mlu	
left	 	 (5`-TAACGCGTGTCTCTCCCCCTTGAACCTC-3`)	 verwendet.	Als	Rückwärts-	
primer	wurde	der	Primer		pSIREN	RetroQ	right	(5`-CTACCGGTGGATGTGGAATG-
3`)	verwendet.	Durch	die	Verwendung	des	Vorwärtsprimers	wurden	direkt	vor	dem	U6-
Promoter	am	5`-Ende	zwei	zusätzliche	Basenpaare	eingefügt,	wodurch	eine	Schnittstelle	
für das Restriktionsenzym Mlu I geschaffen wurde.  Somit konnten die Amplikons nach 
der	PCR	auf	beiden	Seiten	mit	dem	Enzym	Mlu	I	geschnitten	werden,	weil	die	shRNA-
Fragmente direkt hinter der Terminatorsequenz für die Polymerase III ebenfalls eine Mlu 
I-Schnittstelle	besitzen.		Die	Amplifikation	für	die	shRNA-Expressionskassette	mit	dem	
Insert si270 wurde mit folgdendem Ansatz erstellt. Als Ausgangsmaterial dienten die 
pSIREN	RetroQ	Vektoren,	bei	denen	die	U6-Promotoren	und	die	shRNA-Inserts	durch	
Sequenzierung auf die richtige Nukleotidabfolge überprüft worden waren. 

5µl	 	 cloned	Pfu	Reaktionspuffer	10x	(Stratagene)
0,5µl	 	 dNTP	Mix	(jedes	Nukleotid	20mM)
5µl	 	 pSIREN		RetroQ	si270	(10ng	DNA)
1µl	 	 Vorwärtsprimer		(20pmol/µl)
1µl	 	 Rückwärtsprimer	(20pmol/µl)
1µl	 	 Pfu	DNA-Turbopolymerase	(2,5u/µl;	Stratagene)
5µl	 	 DMSO	(Sigma,	D-8481)
31,5µl	 	 vollentsalztes	Wasser

Die	PCR	wurde	in	einem	Mastercycler	personal	(Eppendorf)	mit	folgendem	Programm	
durchgeführt.

1.	 95°C	 	 2min
2.	 95°C	 	 30sec
3.	 55°C	 	 30sec
4.	 72°C	 	 1min
5. Schritt 2-4    29x wiederholen
6.	 72°C	 	 10min

Die	10	minütige	 Inkubation	bei	72°C	am	Ende	der	PCR	wurde	durchgeführt,	 um	die	
DNA-Polymerase	zu	inaktivieren.	Nach	der	PCR	wurde	das	Amplifikat	nach	Angaben	
des	Herstellers	mit	dem	High	Pure	PCR	Product	Purification	Kit		(Roche)	aufgereinigt	
und	dessen	Länge	durch	eine	Agarosegelelektrophorese	überprüft.
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3.2.�2 Restriktionsverdau des Amplikons si270 und des Vektors pDsRed2-C�

Um	das	shRNA-Insert	in	den	Vektor	pDsRed2-C1	zu	klonieren,	wurde	das	Insert	 	mit	
dem	Restriktionsenzym	MluI	inkubiert,	welches	auf	beiden	Seiten	des	Inserts	schneidet.	

35µl		 	 aufgereinigtes	Amplikon	(700ng	DNA)
6µl	 	 R+-Puffer		10x		(Fermentas)
1µl	 	 MluI	(10u/µl;	Fermentas)
18µl	 	 vollentsalztes	Wasser	

Der	Restriktionsverdau	 erfolgte	 für	 2,5	Stunden	 bei	 37°C,	 an	 dessen	Anschluss	MluI	
durch	eine	Inkubation	für	20	Minuten	bei	65°C	inaktiviert	wurde.	
Der	Restriktionsverdau	des	Vektors	pDsRed2-C1	wurde	nach	folgendem	Ansatz	für	4,5	
Stunden	bei	37°C	durchgeführt.

1µl	 	 pDsRed2-C1	(1µg/µl)
2µl	 	 R+-Puffer		10x		(Fermentas)
0,5µl	 	 MluI	(10u/µl;	Fermentas)
16,5µl	 	 vollentsalztes	Wasser

Um	 bei	 der	 folgenden	 Ligation	 zwischen	 dem	 shRNA-Insert	 und	 dem	 geschnittenen	
Vektor	eine	Religation	des	Vektors	zu	verhindern,	wurde	der	Vektor	mit	4,8	u	alkalischer	
Phosphatase	(Roche)	für	zwei	Stunden	bei	37°C	inkubiert,	welche	durch	Aufreinigung	
des	Ansatzes	mit	dem	High	Pure	PCR	Product	Purification	Kit	(Roche)	entfernt	wurde.	

3.2.�3 Ligation des shRNA-Inserts si270 in den Vektor pDsRed2-C�

Für	die	Fertigstellung	des	Vektors	pDsRed2U6-si270	wurde	das	geschnittene	Amplifikat	
si270 in den  geschnittenen und dephosphorylierten Vektor pDsRed2-C� kloniert. 

3µl	 	 pDsRed2-C1	(60ng	DNA)
3µl	 	 Insert	si270	(20ng)
2,5µl	 	 R+-Puffer		10x		(Fermentas)
1,25µl	 	 ATP	(10mM)
2µl	 	 T4	DNA-Ligase	(1	weiß-unit/µl)
13,25µl	 vollentsalztes	Wasser

          
Der Ligationsansatz wurde für 50 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Die E.coli-
Transformation	und	Über-Nachtkultur	mit	anschließender	Plasmidisolation	erfolgte	wie	
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unter 3.2.�0 beschrieben. Die Agar-Platten und das LB-Medium wurden mit dem Antibi-
otikum	Kanamycin	(30µg/ml)	versetzt.	Zur	Überprüfung	der	Ligation	wurde	eine	Agaro-
se-Gelelektrophorese und eine Sequenzierung der Plasmid-DNA durchgeführt. Die Se-
quenzierung	des	Vektors	erfolgte	bei	der	Firma	MWG.	Hierfür	wurde	1µg	Plasmid-DNA	
und	der	entsprechende	Sequenzierungsprimer	in	einer	Endkonzentration	von	10pmol/µl	
mit	vollentsalztem	Wasser	in	einem	Endvolumen	von		20µl	aufgenommen.	Die	Sequen-
zierungsproben wurden in gefrorenem Zustand an folgende Adresse verschickt: MWG 
Biotech	AG,	Sequencing	Department,	Frauenhoferstrasse	22,	82152	Martinsried.
Die	Klonierung	der	anderen	Vektoren	für	den	CD38	knock	down	und	die	Kontroll-Vek-
toren	wurden	über	eine	andere	Klonierungsstrategie	durchgeführt,	bei	dem	die	 Inserts	
zunächst	in	den	Vektor	pGem	T	Easy	(Promega),	welcher	ein	blau/weiss-Screening	er-
möglicht,	zwischenkloniert	wurden.

3.2.14	 Amplifikation	der	shRNA-Fragmente	si394,	si771	und	der	scramble-Inserts

Der	 erste	 Schritt	 war	 die	 Amplifikation	 des	 U6-Promotors	 mit	 jeweils	 einem	 der	
shRNA-Fragmente.	Als	Ausgangsmaterial	dienten	die	pSIREN	RetroQ-Vektoren	 (Ab-
schnitt	 3.2.10),	 bei	 denen	 die	 Nukleotidabfolge	 	 des	 U6-Promotors	 und	 der	 shRNA-
Expressionskassetten	durch	Sequenzanalyse	bestätigt	worden	waren.	Für	die	folgenden	
PCR-Amplifikationen	wurde	mit	der	Taq-Polymerase  gearbeitet,	um	A`-Überhänge	an	
beiden Enden der Inserts  zu erhalten. Es	sind	folgende	DNA-Konzentrationen		für	die	
Amplifikation	der	shRNA-Expressionskassetten	eingesetzt	worden:	si394	=	45ng	DNA,	
si458	=	40ng,	si771	=	52,5ng	DNA,	si270	scramble	=	10ng,	si771	scramble	=	22ng.

Die	PCR-Ansätze	waren	wie	folgt	zusammengesetzt:

5µl	 	 Taq-Puffer		10	x	(Fermentas)
0,5µl	 	 dNTP-Mix
1µl	 	 Vorwärtsprimer
1µl	 	 Rückwärtsprimer
xµl	 	 DNA	(pSIREN	RetroQ)
1µl	 	 Taq-Polymerase	(Fermentas)
5µl	 	 DMSO
3,3µl	 	 MgCl2 
yµl	 	 vollentsalztes	Wasser	(ad.	50µl)
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Die	Amplifikation	für	das	Insert	si394	wurde	mit	folgendem	Programm	durchgeführt.
1.	 95°C	 	 2	min
2.	 95°C	 	 1	min
3.	 55°C	 	 30	sec
4.	 72°C	 	 1	min
5. Schritt 2-4    29x wiederholen
6.	 72°C	 	 10min
7.	 4°C	 	 hold

PCR-Programm	für	das	Fragment	si771	und	si458
1.	 95°C	 	 2	min
2.	 95°C	 	 1	min
3.	 53°C	 	 30	sec
4.	 72°C	 	 1	min
5. Schritt 2-4    29x wiederholen
6.	 72°C	 	 10min
7.	 4°C	 	 hold

PCR-Programm für das Fragment si270 scramble und si77�scramble
1.	 95°C	 	 2	min
2.	 95°C	 	 1	min
3.	 54°C	 	 30	sec
4.	 72°C	 	 1	min
5. Schritt 2-4    29x wiederholen
6.	 72°C	 	 10min
7.	 4°C	 	 hold

Die	amplifizierten	shRNA-Expressionskassetten	wurden	nach	der	Aufreinigung		(High	
Pure	 PCR	 Product	 Purification	 Kit,	 	 Roche)	 in	 den	 Vektor	 pGemT	 Easy	 (Promega,	
Madison,USA)	 ligiert,	welcher	eine	Ampicillinresistenz	 trägt.	Da	der	Vektor	T`-Über-
hänge	hat,	mussten	die	 Inserts	nach	der	Amplifikation	nicht	geschnitten	werden.	 	Die	
PCR-Amplifikate	wurden	mit	 folgenden	DNA-Mengen	 in	 den	Vektor	 ligiert:	 si394	=	
80ng,	si771	=	40ng,		si270scramble	=	75ng,	si771scramble	=	55ng.		
Die	Ligationsansätze	wurden	für	90	Minuten	bei	Raumtemperatur	inkubiert.

10µl	 	 Rapid	Ligation	Buffer	2x
1µl	 	 pGemT	Easy	(50ng)
1µl	 	 T4-Ligase
xµl	 	 shRNA-Amplifikate
yµl	 	 A.bidest.	(ad	20µl)	 	 	 	
Es wurde der gesamte Ligationsansatz für die E.coli-Transformation verwendet. 
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Die Farbreaktion für das Blau/weiss-Screening wurde durch Zugabe von 5-Brom-4-
chlor-3-indoxyl-ß-D-galactopyranosid	(X-Gal,	1%	v/v)	und	Isopropyl-ß-D-thiogalacto-
pyranosid	(IPTG,	Endkonzentration	15µM)	induziert.	Beide	Substanzen	wurden	direkt	
vor	dem	Ausplattieren	in		100µl	des	Transformationsansatzes	gegeben.	Für	die	folgende	
Über-Nacht-Kultur	wurden	nur	die	weissen	Klone	verwendet.Die	 Isolierung	der	Plas-
mid-DNA erfolgte wie unter 3.2.�0 beschrieben. Den Agarplatten und dem LB-Medium 
wurde	 Ampicillin	 (100µg/ml)	 zugesetzt.	 	 Die	 shRNA-Expressionskassetten	 wurden	
durch	eine	90	minütige	Inkubation	bei	37°C	mit	dem	Restrikionsenzym	MluI	aus	dem	
Vektor	herausgeschnitten.	Eine	Temperaturerhöung	auf	65°C	für	20	Minuten	führte	zur	
Inaktivierung des Restriktionsenzyms. Dieser Insert/Vektor-Verdau wurde in dieser Form 
für	den	nächsten	Ligationsansatz	verwendet.

3.2.�5 Ligation der shRNA-Inserts si394,	si771	und	der	scramble-Inserts	
 in den Vektor pDsRed2-C� 

Für die folgende Ligation wurde 90ng des geschnittenen und dephosphorylierten Vektors 
pDsRed2-C� (Durchführung	3.2.12) verwendet. 

5µl	 	 Vektor	pDsRed2-C1
15µl	 	 Insert/Vektor-Verdau	(ca.100ng)
3µl	 	 R+-Puffer 10x		(Fermentas)
1,25µl	 	 ATP	(10mM)
2µl	 	 T4	DNA-Ligase	(1	weiß-unit/µl)
3,75µl	 	 vollentsalztes	Wasser

Nach	einer		90	minütigen	Inkubation	bei	Raumtemperatur,	wurde	der	gesamte	Ligations-
ansatz für eine E.coli-Transformation verwendet. Die Agarplatten und das LB-Medium 
für	 die	Über-Nacht-Kultur	mit	 anschließender	 Isolation	der	Plasmid-DNA,	waren	mit	
dem	Antibiotikum	Kanamycin	(30µg/ml)	versetzt.	Die	Größe	der	shRNA-Inserts	wurde	
zuerst durch Gelelektrophorese überprüft und die Abfolge der Nukleotide durch eine 
Sequenzierung	bestätigt.
Es	konnten	folgende	Vektoren	kloniert	werden,	die	im	folgenden	nach	den	Namen	der	
shRNA-Inserts benannt wurden:

 

Tab. 3 : Vektoren	für	die	CD38	Knock	down-Experimente

CD38	Knock	down-Vektoren Kontroll-Vektoren
pDsRed2U6-si270 pDsRed2U6-si270	scramble
pDsRed2U6-si394
pDsRed2U6-si771 pDsRed2U6-si771scramble
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3.2.�6 Isolation größerer Mengen an Plasmid-DNA

Um	für	die	Transfektion	 eukaryotischer	Zellen	 eine	 ausreichende	Menge	an	Plasmid-
DNA	zu	erhalten,	wurden	200ml	kanamycinhaltiges	LB-Medium	mit	200µl		einer	Mini-
kultur	angeimpft	und	über	Nacht	bei	37°	im	Schüttelinkubator	inkubiert.	Die	Isolierung	
der	Plasmid-DNA	erfolgte	mit	dem	Endofree	Plasmid-Maxi-Kit	(Qiagen,	Hilden)	nach	
Angaben des Herstellers. Die Plasmid-DNA wurde in � ml vollentsalztem Wasser gelöst 
und	bis	zur	weiteren	Verwendung	bei	-20°C	gelagert.	Für	die	Sequenzierung	der	Vekto-
ren wurden folgende Sequenzierungsprimer verwendet:

 

3.2.�7 Transfektion von Jurkat T-Lymphozyten durch Elektroporation

Es	wurden	2,5	x	107	Zellen	bei	500x	g	pelletiert	(5	min,	RT)	und	anschließend	in	1	ml	
Kristallmedium	 (RPMI	 1640,	 7,5%	 NCS)	 vorsichtig	 resuspendiert.	 Es	 wurden	 40µg		
Vektor	 	 in	eine	Elektroporationsküvette	von	Eppendorf	vorgelegt,	400µl	Zellsuspensi-
on	zugegeben	und	die	Zellen	für	acht	Minuten	bei	37°C	inkubiert.	Die	Elektroporation	
erfolgte	bei	960µF	(µA*s/V)	und	0,24kV.	Die	durch	die	Elektroporation	verklumpten	
Zellen	wurden	vorsichtig	resuspendiert	und	in	10ml	RPMI-Komplettmedium	überführt	
und über Nacht im CO2-Inkubator kultiviert. 
Zur Entfernung der Zelltrümmer wurde 5ml Ficoll in ein �5ml PP-Röhrchen vorgelegt 
und	mit	10ml	der	 transfizierten	Zellen	überschichtet.	Es	folgte	eine	Zentrifugation	bei	
1000xg	(10	min,	RT).	Um	die	bei	der	Zentrifugation	entstehenden	Phasen	nicht	zu	ver-
mischen,	war	es	erforderlich,	die	Bremse	der	Zentrifuge	auszuschalten.	Zellen,	die	intakt	
waren,	sammelten	sich	an	der	Phasengrenze	zwischen	dem	Medium	und	dem	Ficoll	und	
bildeten	einen	weißen	Ring,	welcher	mit	einer	Pasteurpipette	aufgenommen	und	in	5ml	
Selektionsmedium überführt wurde. 

Primer für die pSIREN-RetroQ-Vektoren
links:  pSIRENRetroQMluI left 5`-(TAACGCGT)GTCTCTCCCCCTTGAACCTC-3`
rechts: pSIRENRetroQ right 5`-	CTACCGGTGGATGTGGAATG-3´

Primer	für	die	pDsRed2-U6	si-Vektoren
links: pSIRENRetroQMluI left: 5`-(TAACGCGT)GTCTCTCCCCCTTGAACCTC-3`
rechts:	DsRedU6	2228	rev 5`-GCCATCGCCCTGATAGAC-3`

Tab. 3.�: Verwendete Sequenzierungsprimer
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3.2.18	 Etablierung	stabiler	Zellinien	(Limiting	Dilution)

Die	 transfizierten	 Zellen	 wurden	 für	 14	Tage	 in	 Selektionsmedium	 (800µg/ml	 G418)	
kultiviert	und	dann	auf	RPMI-Medium	II	(400µg/ml	G418)	umgestellt.	Nach	der	Umstel-
lung	auf	das	RPMI-Medium	II	wurden	die	Zellen	mit	einer	Dichte	von	0,25	Zellen	pro	
Vertiefung	in	Mikrotiterplatten	mit	96	Vertiefungen	ausgesät	und			bei	5%	CO2	und	37°C	
kultiviert.	Bei	Erreichen	der	Konfluenz	wurden		die	Zellen	in	Kulturflaschen	mit	einer	
Kulturfläche	von	25cm2 umgesetzt und expandiert.

3.2.19	 Verwendete	Geräte:	Molekularbiologische Arbeitsschritte

Brutschrank	BE	500	 	 	 	 	 Memmert,	Schwabach
Gelelektrophoreseapparatur	GNA-100	 	 Amersham	Pharmacia,	Freiburg
UV-Transilluminator	IL-350-M	 	 	 Bachhofer,	Reutlingen
PCR	Mastercycler	Personal	 	 	 	 Eppendorf-Netheler-Hinz,Hamburg
Netzteil	Power-Pac	3000	 	 	 	 Biorad,	München
Schüttler	WT12	 	 	 	 	 Whatmann,	Göttingen
Tischzentrifuge	Biofuge	fresco	 	 	 Heraeus,	Hanau

3.2.20 Medien und Puffer: Molekularbiologische Arbeitsschritte

LB-Medium
 - Bacto TMTryptone,	1%	(w/v)		 	 BD,	Sparks,	USA
 - BactoTMYeast	Extract,	0,5%	(w/v)	 	 BD,	Sparks,	USA
	 -	NaCl,	1%	(w/v)	 	 	 	 Sigma,	München
 die Lösung wird durch Autoklavieren sterilisiert

LB-Agarplatten
	 LB-Medium	mit	1,5%	Agar	wurde	autoklaviert,	auf	60°C	abgekühlt,	mit	Antibi-	
 otikum versetzt und in Plastikschalen gegossen. Es wurden folgende  Endkon-
											zentration		für	das	LB-Medium	und	die	Agarplatten	eingesetzt:	Ampicillin	=	100		
	 µg/ml,	Kanamycin	=	30µg/ml,	Tetracyclin	=	5µg/ml

Ficoll-PaqueTMPlus	 	 	 	 	 Amersham	Bioscience,		 	
	 	 	 	 	 	 	 Piscataway,	USA
Ethidiumbromid	(17-1328-01)	 	 	 Amersham	Bioscience,
	 	 	 	 	 	 	 Piscataway,	USA
TAE-Laufpuffer	x	50	 	 	 	 	 Eppendorf,	Hamburg
SeaKem	LE	Agarose	 	 	 	 	 Cambrex,	Rockland,	USA	
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RF-� Puffer
	 -	RbCl	(100mM)	 	 	 	 Sigma,	München
	 -	MnCl	(50mM)	 	 	 	 Sigma,	München
 - CaCl2-Dihydrat	(10mM)	 	 	 Meck,	Darmstadt
	 -	Glycerin	(15%)	 	 	 	 Invitrogen,	Carlsbad,	USA
	 -	Kaliumacetat	(30mM)	 	 	 Merck,	Darmstadt
	 pH	5,8	einstellen	mit	NaOH

RF-2 Puffer
	 -	RbCl	(10mM)	 	 	 	 Sigma,	München
 - CaCl2-Dihydrat	(75mM)	 	 	 Meck,	Darmstadt
	 -	Glycerin	(15%)	 	 	 	 Invitrogen,	Carlsbad,	USA
	 -	MOPS	(10mM)	 	 	 	 Serva,	New	York,	USA	
der	pH	wird	mit	NaOH	auf	6,8	eingestellt,	anschließend	wird	die	Lösung	steril	filtriert

SOC-Medium
 - Bacto TMTryptone,	2%	(w/v)		 	 BD,	Sparks,	USA
  - BactoTMYeast	Extract,	0,5%	(w/v)	 	 BD,	Sparks,	USA
	 -	NaCl,	8,55mM	 	 	 	 Sigma,	München
	 -	KCl,	2,5mM		 	 	 	 Merck,	Darmstadt
	 der	pH	wird	mit	NaOH	auf	7	eingestellt,	die	Lösung	wird	durch	Autoklavieren		
 sterilisiert
 - MgCl2,	10mM	 	 	 	 Merck,	Darmstadt
	 -	Glucose,	20mM	 	 	 	 J.T.Baker,	Deventer,	Niederlande
	 beide	Lösungen	werden	als	steril	filtrierte	Lösungen	hinzugegeben.

3.3 Proteinbiochemische Methoden

3.3.1	 Präparation	von	Membranfraktionen	durch	Ultrazentrifugation

Es wurden zur Herstellung von Membranfraktionen 5 x�08	  Jurkat T-Lymphozyten 
vereinigt,	zweimal	mit	Calcium-Messpuffer gewaschen und anschließend in �0ml Cal-
cium-Messpuffer	 resuspendiert.	Nach	 Zugabe	 einer	Tablette	 Proteaseinhibitor	 (Roche 
Diagnostics,	Mannheim),	wurden	die	Zellen	in	einem	Potter-Elvehejm	Homogenisator	
mechanisch	aufgeschlossen	(30	Zyklen,	1500U/min).	Dieser	Arbeitsschritt	wurde,	wie	
alle	folgenden	auch,	auf	Eis	durchgeführt.	Durch	eine	fünfminütige	Zentrifugation	mit	
500xg		bei	4°C	wurden	nicht	aufgeschlossene	Zellen	und	Zelltrümmer	abgetrennt.	Die	
Überstände	wurden	für	10	Minuten	bei	4°C	mit		2000xg	abzentrifugiert.	Durch	diesen	
Vorgang	entstand	ein	Pellet	(P2),	dass	an	Zellkernen	angereichert	war.	Die	Überstände	
wurden	daraufhin	in	einer	Ultrazentrifugation	für	30	Minuten	bei	10000xg	(P10-Pellet)		
abzentrifugiert.   
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Bei	 der	 P10-Fraktion	 handelt	 es	 sich	 um	 eine	 schwere	Membranfraktion,	welche	mit	
Lysosomen und Mitochendrien angereichert ist.  Die P2 und P�0-Pellets wurden in �ml 
Lysispuffer resuspendiert	und	bis	zur	weiteren	Verwendung	bei	-70°C	gelagert.	Für	die	
Bestimmung der Proteinkonzentrationen der Fraktionen wurden Aliquots �:�0 und �:30  
mit	Wasser	verdünnt.	Jeweils	5µl	der	Verdünnungen	wurden	in		Mikrotiterplatten	pipet-
tiert	und	mit	250µl	BioRad-Reagenz	versetzt.	Eine	BSA-Verdünnungsreihe	wurde	als	
Standard	verwendet.	Nach	einer	Inkubationsphase	von	20	Minuten	bei	RT,	erfolgte	die	
Auswertung der Proben am  Mikrotiterplatten-Photometer bei 595nm. 

3.3.2 Western-Blot

Die Auftrennung der Proteine der P�0-Membranfraktion erfolgte in einer Polyacryla-
mid-Gelelektrophorese	in	einem	12,5%igen	SDS-Gel.		Die	Probenkammer	wurde	nach	
dem Auspolymerisieren des Gels mit SDS-Page-Elektrodenpuffer befüllt. Es wurden von 
den	Membranfraktionen	 jeweils	 60µg	Protein	unter	nicht	 reduzierenden	Bedingungen	
aufgetragen.	Die	Proben	wurden	vor	dem	Auftragen	für	5	Minuten	bei	95°C	inkubiert	
und	 dann	 abzentrifugiert	 (12000rpm,	 3	Minuten).	Vor	 dem	Beladen	 des	Gels	wurden		
alle	Probentaschen		zweimal	mit	100µl	Elektrodenpuffer	gespült.	Die	nicht	benötigten	
Probentaschen wurden mit Probenpuffer x� beladen. Die Auftrennung der Proteine im 
3%igen Sammelgel erfolgte bei 20mA. Bei Eintritt der Proteine in das Tenngel wurde 
die	Stromstärke	auf	30mA	erhöht.Vor	dem	Transfer	der	Proteine	auf	PVDF-Membranen	
(Millipore)	wurde	das	Gel	mit		1x	Transferpuffer	(10%	Methanol,	ohne	SDS)	 gespült. 
Die	zugeschnittenen	Membranen	wurden	zunächst	mit	100%igem	Methanol	benetzt,	mit	
Wasser	gespült	und	vor	dem	Zusammenbau,	für	15	Minuten	in	1x	Transferpuffer	äquili-
briert. Die Blotapparatur  wurde in folgender Anordnung zusammengesetzt. 

 

Abb. 3.�: Anordnung der Blottapparatur     

Alle	Komponenten	wurden	vor	dem	Zusammenbau	mit	dem	Transferpuffer	befeuchtet,	
um eine Austrocknung zu verhindern.  Der Proteintransfer auf die PVDF-Membran er-
folgte	für	3	Stunden	bei	250	mA	im	Kühlraum	bei	8°C.	

Anode	(+)
Schwammtuch

2x Whatmann-Papier
Gel

PVDF-Membran
2x Whatmann-Papier

Schwammtuch
Kathode	(-)
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Um	den	Transfer	der	Proteine	auf	die	PVDF-Membran	zu	überprüfen,	wurden	die	Protei-
ne auf der Membran mit Ponceau S-Lösung	gefärbt.	Das	SDS-Gel	wurde	für	30	Minuten	
mit Coomassie-Färbelösung gefärbt	 und	 anschließend	 für	 zwei	 Stunden	 entfärbt.	 Bei	
einem	vollständigen	Transfer	der	Proteine	enthielt	das	Polyacrylamid	Gel	keine	Proteine	
mehr,		während	die	Poceau	S	inkubierte	Membran	deutliche	Färbungen	zeigte.
Die	PVDF-Membranen	wurden	unter	Schwenken	3x	für		10	Minuten	mit	Wasser	gespült,	
und eine Stunde in TBS	mit	5%	(w/v)	Magermilchpulfer	geblockt.	Dieser	Vorgang	sorgte	
dafür,	dass	unspezifische	Bindungsstellen		abgedeckt	wurden.	Die	Membran	wurde	dar-
aufhin		3x	für	10	Minuten	in	TBS		mit	0,1%	(v/v)	Tween-20 	(=TBST)	gewaschen.		Die	
Inkubation	mit	dem	Erst-Antikörper	(anti-CD38	mAK,	1µg/ml)	erfolgte	Über-Nacht	bei	
8°C		in	TBST	mit	2,5%	(w/v)	Magermilchpulver. Die Membran wurde dann bei RT 3x 
für �0 Minuten mit  TBST  gewaschen,	für	eine	Stunde	mit	dem	Peroxidase	gekoppelten	
Zweit-Antikörper	 (human	 präabsorbiertes	 Ziege	 anti-Maus	HRP-Konjugat	 1:5000)	 in	
TBST mit	2,5%	(w/v)	Magermilchpulver	 inkubiert und zweimal für drei Minuten mit 
TBS	gewaschen.	Es	folgte	eine	Inkubation	für	10	Minuten	in	TBST,	an	deren	Anschluss	
die Membran 2x für �5 Minuten mit TBST und dann 2x für 30 Minuten mit TBS gespült 
wurde. Die Entwicklung der Blots erfolgte mit Hilfe des ECL-Systems in einer Dunkel-
kammer. Für jeden Blot wurden 6ml ECL-� Reagenz und 6ml ECL-2 Reagenz gemischt 
und der Ansatz lichtgeschützt gelagert. Die Blots wurden für eine Minute in der angesetz-
ten	ECL-Lösung	inkubiert	und	die	entstehende	Chemiluomineszenz	mit	dem	Hyperfilm	
ECL	(Amersham	Pharmacia	Biosciences,	Freiburg)	aufgezeichnet.		Die	Belichtung	des	
Films erfolgte für 2 bis 30 Minuten. 

3.3.3	 Fluometrischer	Assay	zur	Bestimmung	der	CD38-Aktivität

Zur	Ermittlung	der	enzymatischen	Aktivität	von	CD38	wurde	ein		Assay	verwendet,	bei	
dem	der	Fluoreszenzanstieg	durch	die	enzymatische	Umwandlung	von	ethenoNAD	zu	
ethenoADPR	verfolgt	wird.	Es	wurden	hierfür	200µg	der	hergestellten	Membranfrakti-
onen	(3.3.1)	in	1ml	Extrazellulärpuffer	aufgenommen	und	die	Veränderung	in	der	Flu-
oreszenz	bei	einer	Exzitationswellenlänge	von	300	nm	und	einer	Emissionswellenlänge	
von	410	nm	unter	Rühren	am	Fluorimeter	(Hitachi	F-2000)	vermessen.	In	der	ersten	100	
Sekunden wurde die basale Fluoreszenz vermessen. Nach Ablauf der �00 Sekunden wur-
de	ethenoNAD	in	einer	Endkonzentration	von	100µM	zugesetzt	und	die	Fluoreszenz	für	
weitere 900 Sekunden verfolgt. Es wurde mit folgenden Einstellungen am Fluorimeter 
gearbeitet: 

Tab.	3.2	:	Fluorimeter-Einstellung	zur	Bestimmung	der	CD38-Aktivität

Response Level 8,0	Sekunden Exzitation 300 nm
PM Voltage 700 Volt Emission 4�0 nm
Bandpass � �0 nm x-Achse �000
Bandpass 2 �0 nm y-Achse 9999
gain Autoselekt
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3.3.4	 Verwendete	Geräte:	Proteinbiochemische Methoden

Ultrazentrifuge	CU	L-7	80	mit	 	 	 Beckmann	,	Unterschleißheim
			Titan	Festwinkelrotor	Ti50	oder	Ti80	 	
Zentrifuge	Cryofuge	8500i	 	 	 	 Heraeus,	Hanau
Blotting-Aparatur	Trans-Blot	Cell	 	 	 Biorad,	München
Mikrotiterplatten	Photometer		 	 	 MWG-Biotech,	Ebersberg
Elvehejm-Homogenisator	 	 	 	 IKA-Labortechnik,	Staufen
Elektrophoresesystem		 	 	 	 Amersham-Phamacia,	Freiburg
Fluoreszenz-Spektrophotometer	 	 	 Colora	Messtechnit,	Lorch
   Hitachi F-2000
Quarzküvetten,	2ml	Volumen		 	 	 Hellma,	Mühlheim/	Baden

3.3.5 Puffer und Lösungen: Proteinbiochemische Methoden

Lysispuffer	(pH	7,2)
 - HEPES	(20	mM)	 	 	 	 Biomol,	Hamburg
	 -	NaCl	(110	mM)	 	 	 	 Merck,	Darmstadt

Calciummesspuffer	(pH	7,4)
	 -	NaCl	(140	mM)	 	 	 	 Merck,	Darmstadt
	 -	KCl	(5	mM)	 	 	 	 	 Merck,	Darmstadt
 - MgSO4	(1	mM)	 	 	 	 Merck,	Darmstadt
 - CaCl2	(1	mM)	 	 	 	 Sigma,	München
	 -	HEPES	(20	mM)	 	 	 	 Biomol,	Hamburg
 - NaH2PO4	(1	mM)	 	 	 	 Merck,	Darmstadt
	 -	D-Glukose	(5,5	mM)	 	 	 Sigma,	München
	 in	Aqua	bidest.,	die	Lösung	wird	mit	NaOH	auf	pH	7,4	eingestellt			

SDS-PAGE-Elektrodenpuffer,	pH	8,3	(10x)
	 -	Tris	Base	(250	mM)		 	 	 Sigma,	München
	 -	Glycin	(1,92	M)
	 -	SDS		1%	(w/v)	 	 	 	 Roth,	Karlsruhe
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Ponceau-Färbelösung
	 -	Ponceau	S	2%	(w/v)		 	 	 Merck,	Darmstadt
 -	Trichloressigsäure	3%	(w/v)		 	 Merck,	Darmstadt
 
Lysispuffer
	 -	HEPES	(20	mM)	 	 	 	 Biomol,	Hamburg
 -	NaCl	(110	mM)	 	 	 	 Merck,	Darmstadt
 - Proteaseinhibitormix complete  Roche	Diagnostic,	Mannheim

Coomassie-	Färbelösung
	 -	Coomassie	Brilliant	Blue	0,1%	(w/v)	 Merck,	Darmstadt
	 -	Methanol,	40%	(v/v)		 	 	 Merck,	Darmstadt
	 -	Essigsäure,	10%	(v/v)	 	 	 Merck,	Darmstadt
	 -	Auqa	bidest.	50%	(v/v)

Coomassie-Entfärbelösung
 -	Methanol,	40%	(v/v)		 	 	 Merck,	Darmstadt
	 -	Essigsäure,	10%	(v/v)	 	 	 Merck,	Darmstadt
 - Auqa	bidest.	50%	(v/v)

TBS,	pH	7,6
	 -	Tris	Base	(20	mM)	 	 	 	 Sigma,	München
 -	NaCl	(150	mM)	 	 	 	 Merck,	Darmstadt
 der pH wird mit 30%iger HCl eingestellt   

 
Tween-20      Merck,	Darmstadt

ECLTM	Detektionsreagenz	 	 	 	 Amersham	Pharmacia,	Freiburg

Protein	Standards	(Precision	Plus/	All	Blue)	 	 Bio-Rad Laboratories,	München	

Transferpuffer	(10x	für	Blot	auf	PVDF)
	 -	Tris	Base	(250	mM)		 	 	 Sigma,	München
 -	Glycin	(1,92	M)
Für den �x Transferpuffer werden 400ml �0x Transferpuffer mit 400ml Methanol p.A. 
versetzt und mit A. bidest. auf 4 Liter aufgefüllt. 
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Probenpuffer x 6 
	 -	Tris-HCl	(0,5M,	pH6,8)	 	 	 Sigma,	München
	 -	Glycerol	(30%)	 	 	 	 Invitrogen,	Carlsbad	/	USA
	 -	SDS	(10%)	 	 	 	 	 Biomol,	Hamburg
	 -	Bromphenolblau	(0,01%)	 	 	 Biomol,	Hamburg

1.	Antikörper	 	 	 	 	 	 Santa	Cruz,	Delaware	/	USA
	 CD38	(AT1)	sc7325,	mouse	monoclonal	
	 IgG,		Konzentration:	200µg/ml	

2.Antikörper	 	 	 	 	 	 Dianova,	Hamburg
	 Peroxidase	gekoppelter	Antikörper	IgG,
	 Ziege	anti-Maus,	Prod.	Nr:	115-035-003
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3.4 Fluorimeter-Messung

3.4.1	 Ratiometrische	Bestimmung	zytosolischer	Calcium-Konzentrationen
 unter Verwendung des Calciumindikators Fura-2/AM

Die	Messung	 freier,	 intrazellulärer	Ca2+-Ionen erfolgte mit dem Ca2+ sensitiven Fluo-
reszenzfarbstoff  Fura-2/AM. Der Farbstoff ist in veresterter Form membranpermeabel 
und	verbleibt	nach	Umwandlung	durch	zytosolische	Esterasen	in	der	Zelle	(Thomas und 
Delaville �99�).	Die	Bestimmung	der	zytosolischen	Ca2+-Konzentration	erfolgte	in	An-
lehnung an die von Trevis	et	al	(1987) beschriebene Methode. Es wurden �x�07 Zellen in 
�0ml RPMI-Komplettmedium	aufgenommen,	für	5	Minuten	bei	37°C	inkubiert	und	dann	
abzentrifugiert	(5	min,	500xg,	RT).	Das	Zellpellet	wurde	dann	in	1	ml	RPMI-Komplett-
medium	aufgenommen,	welches	mit	Fura-2/AM	versetzt	wurde	(Endkonzentration	1µM)	
und	für	15	Minuten	bei	37°C	inkubiert.	Die	Zellen	wurden	mit	Medium	1:5	verdünnt,	
für	weitere	15	Minuten	bei	37°C	inkubiert,	abzentrifugiert	mit	500xg	(5	min,	RT)	und	
zweimal mit 5ml Calciummesspuffer gewaschen. Die Zellen wurden dann in 5ml Cal-
ciummesspuffer aufgenommen und bis zur Messung im Dunkeln bei Raumtemperatur 
gelagert,	um	ein	Ausbleichen	des	Fluoreszenzfarbstoffs	zu	verhindern.	Die	Messungen	
wurden mit einer Zelldichte von �x�06 Zellen pro ml in einer Quarzküvette durchgeführt.  
Es	wurde	zunächst	die	basale	Ca2+-Konzentration	für	200	Sekunden	aufgezeichnet.	Nach	
Ablauf	 der	 200	 Sekunden	 erfolgte	 eine	 Stimulation	 der	 Zellen	mit	 OKT3	 (anti-CD3	
mAK,	10µg/ml)	oder	mit	dem	Lektin	Concanavalin	A	(100µg/ml).
Die Emission bei 495 ± �0 nm wurde in Intervallen von 5 Sekunden nach wechselnder 
Anregung	bei	340	±	10	nm	und	380	±	10	nm	aufgezeichnet.	Für	die	Bestimmung	der		
intrazellulären	Calciumkonzentration	erfolgte	eine	Kalibrierung	mit	0,1%	Triton	X-100	
(maximales	Ratio)	und	Tris	/	EGTA	(60	mM	/	8	mM)	(minimales	Ratio) nach der Formel 
von		Grynkiewicz	et	al.	(1985).

3.5	 Quantifizierung		endogener	NAADP-Konzentrationen

3.5.� Der enzymatische NAADP Cycling Assay

Alle in dieser Arbeit beschriebenen NAADP-Messungen wurden mit Hilfe eines enzy-
matischen	Cycling	Assays	 (Gasser	et	al,	2006)	durchgeführt.	Es	wurden	NAADP-Be-
stimmungen	 in	 Suspensionszellen,	 adhärent	wachsenden	Zellen	 und	 in	 verschiedenen	
Geweben	von	WT-Mäusen	und	CD38	Knock	out-Mäusen	durchgeführt.
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3.5.2	 Quantifizierung	endogener	NAADP-Konzentrationen	im	Überblick

Es sind alle Arbeitsschritte in der zeitlichen Abfolge dargestellt. Es beginnt mit der Er-
stellung von Zell- oder Gewebeextrakten und der Festphasenextraktion. Zum Schluss 
sind	die	Abläufe	des	NAADP	-Assays	dargestellt

             - Homogenisation im Potter Elvehejm-Homogenisator
	 	 	 													-	Proben	werden	2x	in	flüssigem	Stickstoff	eingeforen

     Zentrifugation: Entfernung denaturierter Proteine

                   Aufteilung in zwei identische Proben

             ohne Spike            Spike: Zugabe von �5pmol NAADP

             Extraktion: Neutralisation mit Diethylether

             Anionenaustauschchromatographie: Q-Sepharose

	 	 	 	 				NAADP-Elution	durch	steigende	TFA-Konzentrationen

              Gefriertrocknung der Proben

         Inkubation der Proben mit NADase

               Durchführung des NAADP Cycling-Assays

           Bestimmung der Recovery und der 
	 	 	 	 	 						endogenen	NAADP-Konzentration

  Abb.	3.2:	Arbeitsschritte	zur	Quantifizierung	endogener	NAADP-Konzentrationen
Die		Arbeitsschritte	dieser	Übersicht	werden	nachfolgend	detailliert	beschrieben.

		Gewebe	von	WT/CD38	ko-Mäusen

  Einfrieren der Gewebe in Stickstoff

 Mörsern der Gewebe in 20% iger TCA

		zwei	Proben	mit	je	1*108	Zellen

   Stimulation der beiden Proben

 Lyse der Zellen mit 20%iger TCA

Herstellung der 
Gewebe/ Zell-

extrakte

Festphasen-
extrakion

NAADP - Assay
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3.5.3     Herstellung der Zell- und Gewebeextrakte

3.5.3.�   Aufarbeitung von Jurkat T-Lymphozyten

Um	NAADP	in	Jurkat	T-Lymphozyten	(JMP-WT	oder	CD38	Knock	down)	zu	messen,	
wurden für jedes Experiment 2x�08	Zellen	mit	500xg	(5min,	RT)	pelletiert,	mit	Calcium-
messpuffer	gewaschen	und	auf	zwei	Blue-Cap-Röhrchen	aufgeteilt,	so,	dass	 	 in	jedem	
Röhrchen �0 ml einer Zellsuspension mit einer Dichte von �x�07 Zellen pro ml vorlag. 
Zur	 Bestimmung	 der	 Zellzahl	 wurde	 jeder	 Probe	 100µl	 Zellsuspension	 entnommen.	
Um	zu	verhindern,	dass	 sich	ein	 festes	Zellpellet	bildete,	wurden	die	Blue-Cap-Röhr-
chen	nach	der	Entnahme	für	die	Zellzahlbestimmung,	welche	mit	dem	Casy-Zellzähler	
(Schärfesystem,	Reutlingen)	durchgeführt	wurde,	für	30	Minunten	bei	Raumtemperatur	
liegend gelagert. Nach Ablauf der 30 minütigen Inkubationszeit wurden die Zellen mit 
OKT3	(5µg/ml)	oder	Concanavalin	A	(100µg/ml) stimuliert oder es wurden für die Mes-
sung von Basalwerten unstimulierte Zellen verwendet. In einigen Experimenten wurden 
die Zellen vor der Stimulation für �0 Minuten mit Genistein	(80µg/ml)	oder PP2	(1µM) 
inkubiert. Nach	einer	Zentrifugation	bei	960xg	(1min,	4°C)	wurden	die	Überstände	ab-
genommen,	in	beide	Proben	1ml	eisgekühlter	TCA	20%	(w/v)	zugegeben	und	die	Proben	
in einen Potter Elvehejm Homogenisator überführt.  Die Zellen wurden bei �500 rpm mit 
fünf	Auf-	und	Abwärtsbewegungen	aufgeschlossen.	Die	Proben	wurden		zweimal	in	flüs-
sigem	Stickstoff	eingefroren,	bei	37°C	aufgetaut	und	zur	Entfernung	der	denaturierten	
Proteine	für	10	Minuten	zentrifugierct	(5400xg,	4°C).	Eine	der	beiden	Proben	wurden	
dann	mit	15	pmol	NAADP	versehen	(Spike).

3.5.3.2   Aufarbeitung von HeLa-Zellen

Für die Vermessung von HeLa-WT oder HeLaCD38+	Zellen	wurden	25	bis	zur	Konfluenz	
dichtgewachsene	Zellkultruflaschen	(2*108	Zellen)	mit	einer	Kulturfläche	von	175	cm2  
mit �5 ml PBSx� gewaschen,		mit	7ml	Trypsin	(500mg/l) für �0 Minuten inkubiert und  
in	 Blue-Caps	 überführt,	 in	 die	 7,5ml	Calciummesspuffer	 und	 7,5ml	DMEM-Medium	
vorgelegt	wurde.	Es	folgte	eine	Zentrifugation	bei	500xg	(5	min,	RT).	Die	Pellets	wurden	
in	einem	Blue-Cap	vereinigt,	mit	Calciummesspuffer	auf	50ml	aufgefüllt	und	erneut	bei	
500xg	 (5min,	RT)	abzentrifugiert.	 	Die	Zellen	wurden	so	auf	zwei	Proben	aufgeteillt,	
dass in jedem Blue-Cap �0ml einer Zellsuspension mit einer Dichte von �x�07 Zellen pro 
ml	vorlag.	Es	wurden	100µl	der	Suspension	für	die	Zellzahlbestimmung	abgenommen.	
Nach	Ablauf	einer	30	minütigen	Inkubationszeit,	in	der	die	Zellen	liegend	gelagert	wur-
den,	erfolgte	eine	Stimulation	mit	Carbachol	(100µM	Endkonzentration)	oder	die	Zellen	
wurden für die Messung von Basalwerten ohne Carbacholzugabe weiterverarbeitet. In 
einigen Experimenten wurden die Zellen vor der Carbachol-Stimulation für 20 Minuten 
mit Atropin	(10µM	) inkubiert.	Die	Zellen	wurden	dann	mit	960xg	(1	min,	4°C)	abzentri-
fugiert,	die	Überstände	abgenommen	und	die	Zellpellets	mit	1ml	eisgekühlter	TCA	20%	
(w/v)	versetzt.	Es	folgte	eine	Homogenisation	der	Proben	im	Potter-Elvehejm	Homoge-
nisator	bei	1500	rpm	mit	fünf	Auf-	und	Abwärtsbewegungen.	
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Die	Proben	wurden	zweimal	in	flüssigem	Stickstoff	eingeforen,	im	Wasserbad	bei	37°C	
aufgetaut und  dann für �0 Minuten abzentrifugiert (5400xg,	4°C).	 In	eine	der	beiden	
Probe	wurde	eine	Stoffmenge	von	15	pmol	NAADP	(Spike)	hinzugefügt.

3.5.3.3			Aufarbeitung	von	Geweben	aus	WT-	und	CD38	Knock	out-Mäusen

Den durch Genickbruch getöteten Tieren wurden die Thymie,	die	Milzen	und	die	Herzen		
entnommen	und	sofort	in	flüssigem	Stickstoff	eingefroren.	Die	Organe	wurden	bis	zur	
weiteren	Verarbeitung	bei	-80°C	gelagert.
Für eine Messung sind von den einzelnen Organen mindesten folgenden Einwaagen er-
forderlich: 

Zur Aufarbeitung eines Organs wurde die erforderliche Gewebemenge nach dem Aus-
wiegen	in	einen	Mörser	überführt,	mit	flüssigen	Stickstoff	übergossen	und	nach	dem	Ver-
dampfen des Stickstoffs gemörsert. Nach Zugabe von 2 ml eisgekühlter TCA	20%	(w/v)	
wurde ein weiteres Mal gemörsert. Die Probe wurde in einem Potter Elvehejm-Homoge-
nisator	aufgeschlossen,	zweimal	in	flüssigem	Sticksoff	eingefroren	und	bei	37°C	wieder	
aufgetaut.	Durch	diesen	Vorgang	fielen	die	denaturierten	Membranen	und	Proteine	aus,	
welche dann durch eine Zentrifugation bei 5400xg	(10	min,	4°C)	entfernt	wurden.	Der	
Gewebeextrakt	wurde	 in	zwei	 identische	Proben	aufgeteilt,	von	denen	eine	Probe	mit	
einer	NAADP-	Zugabe	von	15	pmol	versehen	wurde	(Spike).

3.5.4 Neutralisation der Zell- und Gewebeextrakte

Zur Neutralisation der sauren Zell- und Gewebeextrakte wurde auf die Proben das zehn-
fache	Volumen	an	wassergesättigtem	Diethylether	gegeben,	eine	Minute	gevortext	und	
der Ether dann wieder abgenommen. Der Vorgang wurde dreimal wiederholt und der 
pH-Wert der Proben durch pH-Papier überprüft. Zur Entfernung des Ethers wurden die 
Proben	bei	-80°C	eingefroren	und	eine	Stunde	gefriergetrocknet.	

3.5.5	 Vorbereitung	der	Q-Sepharose-Säulen

Es wurden 20ml Q-Sepharose in	einen	Erlenmeyer-Kolben	gegeben,	viermal	mit	20ml	
Wasser	(bidest.)	und	dreimal	mit	20ml TFA (150mM)	gewaschen.	Zum	Schluss	wurde	
die Q-Sepharose viermal  mit 5mM Tris-HCl (pH		8)	gewaschen	und	bis	zur	weiteren	
Verwendung in Methanol	20%	(v/v)		bei	4°C	gelagert.	Für	jedes	Experiment	wurden	zwei	
Q-Sepharose-Säulen	verwendet.	In	jede	Supelco	Filtrationsröhre	(Supelco,	USA)	wurde	

Organ Gewebe pro Experiment Anzahl der Organe pro 
Experiment

Herz �00mg �
Thymus  200mg 4

Milz 450mg 5
  Tab. 3.3:  Darstellung eingesetzter Gewebemengen pro Experiment
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eine	Fritte	eingesetzt,	500µl	Wasser	(bidest.)	zugegeben	und	der	Meniskus		an	der	Säule	
markiert. Mit Hilfe einer Vakuumpumpe   wurde dreimal �ml Wasser durch die Fritte ge-
saugt.	Durch	Zugabe	von	1ml	Methanol	wurde	die	Säule	aktiviert,	welche	daraufhin	bis	
zur Markierung mit Q-Sepharose befüllt wurde. Die Q-Sepharose wurde fünfmal mit �ml  
eisgekühlter	TFA	(150	mM),	und	fünfmal	mit	3	ml	eisgekühlter	Tris-HCl	(10mM,	pH	8)	
gewaschen.	Die	beiden	Proben		(eine	Probe	mit	Spike,	eine	Probe	ohne	Spike)	wurden	
nach	der	Gefriertrocknung	(3.5.7)	mit	Tris-HCl	(10mM,	pH	8)		auf	10	ml	aufgefüllt	und	
in	1	ml	Aliquots	auf	die	Säulen	gegeben.	Die	Säulen	wurden	dann	viermal	mit	2,5ml	eis-
gekühlter	Tris-HCl	(10mM,	pH	8)	gewaschen.

3.5.6 Elution und Gefriertrocknung 

Für	 die	 NAADP-Elution	 wurden	 eisgekühlte	 TFA-Lösungen	mit	 folgenden	 Konzent-
rationen	 verwendet:	 10mM,	12,5mM,	15mM,	17,5mM,	20mM	und	25mM.	Von	 jeder	
TFA-Lösung	wurden	dreimal	500µl	auf	die	Säulen	gegeben	und	nach	steigenden	TFA-
Konzentrationen	eluiert.	Das	Auffangen	der	Eluate	mit	den	TFA-Konzentrationen	17,5	
mM,	20mM	und	25mM	erfolgte	unter	Eiskühlung	in	Reagenzgläsern,	in	die	3,5ml	Was-
ser	(bidest.)	vorgelegt	wurde.	Im	Anschluss	an	die	Elution	wurden	die	Reagenzgläser	mit	
Parafilm	verschlossen	und	bei	-20°C	eingefroren.	Der	Parafilm	wurde	mit	einer	Kanüle	
durchstochen	und	die	Proben	 für	weitere	15	Minuten	bei	 -80°C	eingefroren	und	dann	
über Nacht gefriergetrocknet. 

3.5.7 Aufreinigung der NADase aus Neurospora crassa

Um	Nukleotide	zu	entfernen,	die	mit	dem	Cycling	Assay	interferieren,		wurden	die	Pro-
ben mit einer NADase aus dem Pilz Neurospora crassa inkubiert. Da es sich bei dem 
Produkt	von	Sigma	 (N9629)	um	ein	Rohprodukt	handelt,	war	 es	 erforderlich	das	En-
zym	vor	der	Verwendung	aufzureinigen.	Dafür	wurden	2,9mg	Enzym	(1,595u)	in	320µl	
Puffer Tris-MgCl2-Puffer	(10mM	/	2,5mM,	pH	7)	gelöst	und	mit	320µl	BSA	(5mg	/	ml)	
und	660µl	einer	2%igen	Aktivkohlesuspension	versetzt.	Dieser	Ansatz	wurde	dann	für	
30	Minuten	unter	Schütteln	bei	37°C	inkubiert	und	die	Aktivkohle	im	Anschluss	durch	
Zentrifugation	bei	4°C	und	13000	rpm	entfernt.	Der	Überstand,	in	dem	sich	das	gelöste	
Enzym	befand,	wurde	 durch	 ein	Centricon	YM-10	 (Millipore	Corporation)	 auf	 150µl	
eingeengt.	Die	Zentrifugation	erfolgte	für	20	Minuten	bei	4°C	und	4500xg.	Das	Enzym	
wurde	bis	zur	weiteren	Verwendung	bei	-20°C	gelagert.	

3.5.8	 Probenvorbereitung	und	NADase-Verdau

Das	NAADP	der	Proben	wurden	nach	der	Gefriertrocknung	mit	1,5ml	Tris-MgCl2-Puffer 
(1mM	/	2,5mM,	pH	7,3)	aufgenommen,	wobei	jedes	Reagenzglas	für	eine	Minute	gevor-
text	wurde.	Die	Proben	wurden	dann	 in	1,5ml	Schraubdeckel-Röhrchen	überführt	und	
für	vier	Stunden	bei	37°C	unter	Schütteln	mit	0,1	Unit	aufgereinigter	NADase	inkubiert.	
Zur	Inaktivierung	der	NADase	wurden	die	Proben	für	20	Minuten	auf	95°C	erhitzt	und	
dann in ein Eisbad überführt.
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3.5.9 Erstellung der Eichgerade 

Zur	 Quantifizierung	 des	 endogenen	 NAADP	 aus	 den	 Gewebe-	 oder	 Zellextrakten,	
wurde für jedes Experiment eine Eichgerade aus NAADP-Standards mit vermessen. Es 
wurden	4µl	einer	10µM	NAADP-Lösung	mit	Tris-MgCl2-Puffer	(1mM	/	2,5mM,	pH	7,3)	
auf	4ml	aufgefüllt.	Somit	betrug	die	Stoffmenge	in	200µl		2000fmol	NAADP.		Diese	Lö-
sung wurde dann �:� mit Tris-MgCl2-Puffer	(1mM	/	2,5mM,	pH	7,3)	verdünnt,	so,	dass	
Standards mit folgenden NAADP-Stoffmengen vorlagen:
	 2000	fmol	 in		200µl
	 1000	fmol	 in		200µl
	 500	fmol	 in		200µl
	 250	fmol	 in		200µl
	 125	fmol	 in		200µl
	 0		fmol	in		200µl
Es	wurden	1,5ml	von	jedem	Standard	in	ein	1,5ml	Schraubdeckel-Röhrchen	überführt,	
mit	0,1	Unit	NADase	versetzt	und	für	vier	Stunden	bei	37°C	unter	Schütteln	inkubiert.	
Die Inaktivierung des Enzyms erfolgte analog zu den Proben der  Gewebe-/Zellextrakte 
durch	eine	Inkubation	für	20	Minuten	bei	95°C	mit	anschließender	Überführung	in	ein	
Eisbad.

3.5.�0 Beladungsschema der Mikrotiterplatte

Abb. 3.3: Probenbeladung für die Mikrotiterplatte
In	den	Reihen	A,	B	und	C	wurden	TFA-Eluate	von	Gewebe/	Zellextrakten	aufgetragen,	wobei	die	Zahlen	
für	die	jeweilige	TFA-Konzentration	(mM)	steht,	mit	der	eluiert	wurde.	In	der	Reihe	D		sind	die	NAADP-
Standards	(0	-2000	fmol)	aufgetragen.	In	den	Spalten	1,	2	und	3	(schwarze	Zahlen)	wurden	Proben	ohne	
Spike	und	in	den	Spalten	7,	8	und	9	(rote	Zahlen)	wurden	Proben	mit	NAADP-Spike	aufgetragen.	Die	
Reihen	E,	F,	G	und	H	wurden	genauso	beladen,	wie	die	oberen	vier	Reihen,	wurden	jedoch	im	Verlauf	der	
Messung	ohne	ADP-Ribosyl-Cyclase	(ADPRC)	vermessen.

� 2 3 4 5 6 7 8 9 �0 �� �2
A 17,5 20 25 17,5+ 20+ 25+

B 17,5 20 25 17,5+ 20+ 25+

C 17,5 20 25 17,5+ 20+ 25+

D 0 0 �25 �25 250 250 500 500 �000 �000 2000 2000
E 17,5 20 25 17,5+ 20+ 25+

F 17,5 20 25 17,5+ 20+ 25+

G 17,5 20 25 17,5+ 20+ 25+

H 0 0 �25 �25 250 250 500 500 �000 �000 2000 2000

 Mix A+: 
mit Cylase 

 MixA-:
ohne Cyase
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In die Vertiefungen der Mikrotiterplatte wurden von den Proben und von den NAADP-
Standards	200µl	 aufgetragen,	wobei	 	 die	Standards	der	Eichreihe	 als	Doppel-Bestim-
mung und die TFA-Fraktionen der Zell- oder Gewebeextrakte als Dreifach-Bestimmung 
durchgeführt wurden (Abbildung	3.3).

3.5.�� Einleitung der Basenaustauschreaktion

Zu den Proben und Standards der Eichgerade in den Reihen A bis D wurde eine Mi-
schung	aus	 folgenden	Substanzen	 in	 jede	Vertiefung	gegeben,	welche	als	Mix	A+ be-
zeichnet wurde. 

	 Nicotinamid,	1M	 	 	 6µl
	 Natriumacetat,	100mM,	pH	4,2	 4µl
	 ADP-Ribosyl-Cyclase,	100ng/µl	 1µl

In	jede	Vertiefung	der	Reihen	E,	F,	G	und	H	wurde	eine	Mischung	aus	folgenden	Sub-
stanzen	gegeben,	die	als	Mix	A- benannt wurde.

 Nicotinamid,	1M	 	 	 6µl
	 Natriumacetat,	100mM,	pH	4,2	 4µl
	 Wasser	(bidest.)	 	 	 1µl

Diese	 Probenanordnung	 gewährleistete	 eine	 schnelle	 Überprüfung	 der	 Spezifität	 des	
Versuchs.  Aufgrund der Abwesenheit der ADP-Ribosyl-Cyclase in den Reihen E bis 
H,	sollte	keine	Fluoreszenz	entstehen.	Nach	der	Zugabe	von	Mix	A+  und Mix A- zu den 
Gewebe-/ Zellextrakten und zu den Standards der Eichgerade folgte eine Inkubation im 
Dunkeln für 60 Minuten bei Raumtemperatur.

3.5.�2 Die Enzymreinigung

Um	eine	mögliche	Verunreinigung	durch	interferierende	Nukleotide	zu	vermeiden,	wur-
den	die	Enzyme,	welche	für	den	weiteren	Versuchsablauf	erforderlich	waren,	gereinigt.	
Es	wurde	folgender	Ansatz	für	30	Minuten	unter	Schütteln	bei	37°C	inkubiert	(Angaben	
beziehen	sich	auf	eine	Vertiefung).	

	 Diaphorase,	12µg/µl	 	 	 2µl
 Glucose-6-Phosphat Dehydrogenase
	 (G6P-DH)	1µg/µl	 	 	 2µl
	 BSA,	5mg/ml	 	 	 	 4µl
	 Aktivkohlesuspension,	2%ig	 	 24µl

Die	Aktivkohle	wurde	durch	Zentrifugation	bei	13000	rpm	(10	min,	4°C)	entfernt.
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3.5.�3 Start der Zyklisierungsreaktion

Im Anschluss an die 60 minütige Inkubation wurde jede Vertiefung der Mikrotiterplatte 
mit	59,1µl	einer	als	Mix	B	bezeichnteten	Lösung	versetzt,	welche	folgende	Substanzen	
enthielt.

	 Nicotinamid,	1M	 	 	 1µl
	 Natriumphosphat-Puffer,	 	 20µl
	 (NaP)			(500mM,	pH	8)
	 FMN,	1mM	 	 	 	 1µl
	 BSA,	5mg/ml	 	 	 	 2µl
	 Resazurin,	10mM	 	 	 0,1µl
	 Glucose-6-Phosphat,	100mM	5µl
	 Enzymreinigung	(3.5.15)	 	 30µl

3.5.�4 NAADP-Detektion

Nach der Zugabe von Mix B zu den NAADP-Standards und den TFA-Eluaten der Ge-
webe- und Zellextrakte efolgte die erste Messung in einem Fluoreszenz-Photometer mit 
einer Exzitations-Wellenlänge	von	544nm	und	einer	Emissions-Wellenlänge	von	590nm.	
Die Ergebnisse dieser Messung wurden als Startwerte bezeichnet.  Mit dieser Messung 
unmittelbar	nach	Zugabe	von	Mix	B	lässt	sich		die	unspezifische	Fluoreszenz	ermitteln,	
die durch spontane Reduktion des verwendeten Fluoreszenzfarbstoffes Resazurin ent-
steht.	Die	Mikrotiterplatte	wurde	nach	dieser	Messung	Über-Nacht	bei	Raumtemperatur	
im	Dunkeln	 inkubiert	und	dann	ein	zweites	Mal	vermessen,	wodurch	die	Fluoreszenz	
ermittelt	wird,	die	sich		durch	den	Oxidations-	und	Reduktionszyklus	von	NADP	gebil-
det hat. Diese Werte wurden als Endwerte bezeichnet. Die Startwerte und die Endwerte 
wurden jeweils  dreimal gemessen. 
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Abb.3.4: Übersicht	der	einzelnen	Reaktionen	des	NAADP	Cycling-Assays
Durch  Zugabe von Mix A+ und Mix A-	zu	den	vorbereiteten	Proben	(3.5.3-3.5.8)		wurde	das	NAADP		quan-
titativ	durch	die	ADP-Ribosyl	Cyclase	bei	einem	pH-Wert	von	4,2	und	einem	Nikotinamid-Überschuss	in	
NADP überführt. Durch Zugabe von Mix B wurde das NADP durch die Glucose-6-Phosphat-Dehydroge-
nase unter Verbrauch von Glucose-6-Phosphat zu NADPH+H+ reduziert und dann durch die Diaphorase zu 
NADP	reoxidiert.	Parallel	zu	dieser	Reaktion	läuft	die	Indikator-Reaktion	ab,	bei	der	Resazurin	durch	die	
Diaphorase	zu	dem	fluoreszierenden	Resorufin	reduziert	wird.	Ein	NAADP-Molekül,	welches	durch	die	
Cyclase	in	den	Assay	überführt	wird,		kann	viele	Moleküle	Resorufin	erzeugen,	so,	dass	das	ursprüngliche	
Signal	stark	amplifiziert		wird.	Nach	der	Zugabe	von	Mix	B	wurde	der	Ansatz	für	mindestens	12	Stunden	
im Dunkeln inkubiert.

3.5.�5 Auswertung des NAADP-Assays

Um	die	spezifische	Fluoreszenz	zu	ermitteln,	die	sich	nach	Ablauf	der	Über-Nacht	Inku-
bation	gebildet	hatte,	wurden	von	den	Endwerten	der	Messung	die	Startwerte	subtrahiert.	
Zu jedem Messpunkt der Eichgerade wurden Mittelwerte aus den sechs Einzelwerten 
gebildet und es wurden die neun Einzelmessungen der jeweiligen Gewebe-/Zellextrakte 
gemittelt.	Von	den	Fluoreszenzwerten	aus	den	Reihen	A,	B,	C	und	D	(Inkubation	mit	Mix	
A+)	wurden	die	unspezifischen	Fluoreszenzwerte	aus	den	Reihen	E,	F,	G	und	H	(Inkuba-
tion mit Mix A-)	abgezogen.Zur Auswertung der Messung wurden zu jedem Messpunkt 
folgende	drei	Werte	grafisch	dargestellt:

Resazurin

Resorufi n
(Fluoreszenz)

NAADP

 ADPRC

Nikotin-
amid

Nikotin-
säure

6-Phospho-
gluconolacton

Glucose-6-
Phosphat

 NADPH+H+

NADP

 G6P-DH  Amplifi kation  Diaphorase  Indikatorrektion

  Basenaustauschreaktion: pH  4,2
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1)		Fluoreszenzdifferenz	der	Werte	mit	ADPRC	(Reihen	A	bis	D)	nach	Abzug	der	Start	-												
					werte	von	den	Endwerten	(Fluoreszenz	I)
2)		Fluoreszenzdifferenz	der	Werte	ohne	ADPRC	(Reihen	E	bis	H)	nach	Abzug	der														
						Startwerte	von	den	Endwerten	(Fluoreszenz	II	=	unspezifische	Fluoreszenz)
3)		Subtraktion	der	Fluoreszenz	II		von	der	Fluoreszenz	I

Abb. 3.5: Exemplarische Auswertung einer NAADP-Messung
Die	Abbildung	zeigt	die	grafische	Auswertung	einer	Messung.	Die	Skalierung	in	diesem	Beispiel	ist	will-
kürlich	gewählt.	Es	sind,	wie	unter	3.5.16	beschrieben,	für	jede	Probe	drei	Parameter	dargestellt.		Probe	
1	stellt	einen	Ansatz	ohne	NAADP	dar	 (Blindwert).	Probe	2	zeigt	einen	optimalen	Verlauf,	 in	der	sich	
die	unspezifische	Fluoreszenz	(weisse	Balken)	auf	der	Höhe	des	Blindwerts	befindet.	Probe	3	zeigt	einen	
nicht	optimalen	Verlauf	eines	Experiments.	Die	Fluoreszenzdifferenzen,	die	ohne	ADPRC	entstanden	sind	
(weisse	Balken),	zeigen	im	Vergleich	zum	Blindwert	hohe	Fluoreszenzwerte.	

Diese	Art	der	Ergebnisdarstellung	ermöglicht	eine	schnelle	Überprüfung	der	Spezifität	
der Reaktion. Wie in Abbildung 3.5	zu	sehen	ist,	entsteht	 in	dem	Ansatz	der	Probe	2,	
welcher	mit	ADPRC	versetzt	wurde,	 durch	die	Umwandlung	von	NAADP	zu	NADP	
ein	 deutliches	 Signal.	 In	 dem	Ansatz,	 der	 ohne	ADPRC	vermessen	wurde,	wird	 kein	
NAADP	in	NADP	überführt.	Es	sind	nur	niedrige	Werte	zu	sehen,	die	sich	auf	gleicher	
Höhe	mit	den	Blindwerten	befinden.	Diese	Fluoreszenz,	welche	als	unspizifische	Flu-
oreszenz	bezeichnet	wird,	entsteht	vermutlich	dadurch,	dass	Spuren	von	NADP	durch	
die im Cycling-Assay verwendeten Substanzen in das System eingeführt wurden. Diese 
unspezifische	Fluoreszenz	(weisse	Balken)	wird	von	den	Fluoreszenzwerten	abgezogen,	
die	durch	Zugabe	der	ADPRC	entstanden	sind	(schwarze	Balken).	Auf	diese	Weise	wird	
die	spezifische	Fluoreszenz	ermittelt	(graue	Balken).	Die		unspezifischen	Fluoreszenz-
werte	der	Probe	3	sind	im	Vergleich	zu	Probe	2	stark	erhöht.	Diese	Art	der	grafischen	
Darstellung ermöglicht Rückschlüsse über die Reinheit des Probenansatzes. 
Um	die	endogene	NAADP-Konzentration	zu	ermitteln,	wurde	die	noch	zu	detektierende	
Menge	des	zu	den	Proben	zugesetzten	NAADP	(3.5.3.1	bis	3.5.3.3)	ermittelt.		
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Durch	Subtraktion	der	Gewebe-/Zellextraktfraktionen	aus	den	Spalten	1,	2	und	3	(Proben	
ohne	Spike)	von	den	Fraktionen	aus	den	Spalten	7,	8	und	9	(Proben	mit	Spike)	wurde	
die	Wiederfindung	 	 (Recovery)	ermittelt,	welche	ein	Maß	 für	den	Verlust	an	NAADP	
während	der	Durchführung	der	Messung	darstellt.	Der	Standard	mit	2000	 fmol	 /	Ver-
tiefung wurde als Referenzprobe verwendet und stellte somit den �00%-Wert dar. Die 
Bestimmung	der	endogenen	NAADP-Konzentrationen	erfolgte	unter	Berücksichtigung	
der	Zellzahl,	der	Recovery	und	des	zellulären	Volumens.
 

            
3.5.16	 Verwendete	Geräte:	NAADP Cycling-Assay

Gefriertrocknungsgerät	 	 	 	 Snijders	scientifc,	Tillburg/Holland
Filtrationsröhrchen	(3ml)	+	Fritte	 	 	 Supelco,	Bellefort/USA
Centricon	YM-10	 	 	 	 	 Millipore	,	Bredford/USA
Viktor	1420	Multilabel	Counter	 	 	 Wallac		GmbH,	Freiburg
Mikrotiterplatte	(schwarz,	Polysteren)	 	 Brand,	Wertheim
Mikro-Schraubröhre,	1,5ml	 	 	 	 Sarstedt,	Nümbrccht

3.5.�7 Puffer und Lösungen: NAADP Cycling-Assay

Diethylether	 	 	 	 	 	 Merck,	Darmstadt
Trichloressigsäure		 	 	 	 	 Merck,	Darmstadt
Trifluoressigsäure	 	 	 	 	 Merck,	Darmstadt
Methanol	 	 	 	 	 	 Merck,	Darmstadt
Q-SepharoseTMFast	Flow	 	 	 	 Amersham,	Uppsala/Schweden
Nikotinamid,	1M	 	 	 	 	 Sigma,	München
Natriumacetat,	100mM,	pH	4,2	 	 	 Merck,	Darmstadt
Natriumphosphat,	500mM,	pH	8	 	 	 Calbiochem,	San	Diego/USA
Resazurin,	10mM	(R2127)	 	 	 	 Sigma,	München
Aplysia-Cyclase,	100ng/µl	(A8950)	 	 	 Sigma,	München
Diaphorase,	12µg/µl	(D5540)		 	 	 Sigma,	München
Glucose-6-Phosphat,	100mM		 	 	 Sigma,	München
G6P-DH,	1µg/µl	(G8164)	 	 	 	 Sigma,	München
Flavinmononukleotid,	1mM	(F8399)		 	 Sigma,	München
NADase,	0,1u/µl	(N9629)	 	 	 	 Sigma,	München
NAADP	(N5655)	 	 	 	 	 Sigma,	München
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Tric-MgCl2-Puffer
	 -	Tris,	1mM	 	 	 	 	 Invitrogen,	Karlsruhe
 - MgCl2,	2,5	mM	 	 	 	 Meck,	Darmstadt
Puffer	mit	HCl	auf	pH	7,3	einstellen
Atropin	(10µM)	 	 	 	 	 Sigma,	München
Carbachol	(100µM)	 	 	 	 	 Sigma,	München
Genistein	(80µg/ml)	 	 	 	 	 Sigma,	München
Daidzein	(80µg/ml)	 	 	 	 	 Sigma,	München
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4 Ergebnisse

Der erste Teil des folgenden Abschnittes beschreibt NAADP-Messungen in Jurkat T-
Lymphozyten,	 die	 klären	 sollten,	 ob	NAADP	 die	Kriterien	 eines	 Second	Messengers	
erfüllt.	Es	wurde	zunächst	überprüft,	wie	 sich	die	NAADP-Konzentrationen	nach	Sti-
mulation	über	den	T	Zell-Rezeptor	verändern.	Desweiteren	wurde	durch	 	unterschied-
liche	pharmakologische	Ansätze	untersucht,	welche	Spezifität	ein	Signal	für	eine	zyto-
solische NAADP-Erhöhung in T-Lymphozyten haben muss. Der zweite Teil behandelt 
eine	mögliche	Beteiligung	der	ADP-Ribosylcyclase		CD38	in	der	NAADP	vermittelten	
Signaltransduktion.	Es	wird	die	Etablierung	stabiler	CD38	Knock	down-Zelllinien	und	
deren Charakterisierung durch  proteinbiochemische und molekularbiologische Techni-
ken	dargestellt.	Es	folgt	die	Bestimmung	endogener	NAADP-Konzentrationen	in	CD38	
Knock	down-Klonen,	 in	Geweben	von		CD38	Knock	out-Mäusen	und	in	CD38	trans-
fizierten	 HeLa-Zellen	 im	Vergleich	 zu	 den	 jeweiligen	Wildtyp-Zellen	 und	 Geweben.	
Es	 ist	allgemein	akzeptiert,	dass	das	multifunktionelle	Enzym	CD38	 	die	Bildung	des	
Ca2+-freisetzenden	 Botenstoffs	 cADPR	 vermittelt.	 Weiterhin	 ist	 bekannt,	 dass	 CD38	
durch	Umwandlung	von	NAD	in	vitro	den	Botenstoff	ADPR	bildet.	CD38	schein	somit	
eine zentrale Position in der Ca2+-vermittelten Signaltransduktion einzunehmen. Durch 
Bestimmung der [Ca2+]i		im	JMP-WT	und	in	den	CD38	Knock	down-Klonen	sollte	der	
Einfluss	des	Enzyms	auf	die	Ca2+-Regulation	aufgeklärt	werden

4.� Stimulation des T-Zellrezeptors führt zu einem  Anstieg der NAADP-
	 Konzentration	

Da	gezeigt	werden	konnte,	dass	der	gegen	den	CD3-Komplex	des	T-Zellrezeptors	gerich-
tete	Antikörper	OKT3	zu	einer	Aktivierung	der	Zellen	und	somit	zu	einer	Erhöhung	des	
zytosolischen	Calciums	führt	(Berg	et	al,	2000),	wurde	dieser	Antikörper	eingesetzt,	um	
einen		NAADP-Anstieg	in	den	T-Lymphozyten	einzuleiten.	Vermutungen,	dass	durch	die	
Aktivierung	von	Zellen	ein	kurzes,	schnelles	NAADP-Signal	vermittelt	wird,	konnten	
durch	Messungen	in	pankreatischen	Acinus-Zellen	der		Maus	bestätigt	werden	(Yamasa-
ki	et	al,	2005).	Um	diese	schnellen	Signale	messen	zu	können,	wurden	die	Zellen	für	
10	Sekunden	mit	OKT3	stimuliert	und		die	endogene	NAADP-Konzentration	mit	Hilfe	
des	NAADP	Cycling-Assays	vermessen.	Um	eine	mögliche	Beteiligung	von	NAADP	zu	
späteren	Zeitpunkten	in	der	calciumvermittelten	Signaltransduktion	erfassen	zu	können,	
wurden Stimulationsexperimente mit bis zu 50 Minuten Inkubationszeit durchgeführt. 
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Abb.	4:	Erhöhung	zellulärer	NAADP-Konzentrationen	nach	Stimulation	über	den	T-Zellrezeptor.	
(A)	Jurkat	T-Lymphozyten	wurden	für	unterschiedliche	Zeiten	mit	OKT3	(5µg/ml)	stimuliert.	Endoge-
nes	NAADP	wurde	extrahiert	und	durch	den	NAADP	Cycling-Assay	vermessen.	(n	=	3-8,	Mittelwerte	±	
S.E.M).*		p	<	0,05		im	Vergleich	zum	Basalwert.	(B)		[Ca2+]i wurde in Fura2 beladenen Zellen in Gegen-
wart	von	1mM	extrazellulärem	Calcium	gemessen.	Die	Zellen	wurden	mit	OKT3	(5µg/ml)	stimuliert.	Um	
ein Ausbleichen des Farbstoffes zu verhindern wurde die Messung zweimal für �0 Minuten unterbrochen 
(gepunktete	Linie).	(C)	stellt	eine	Vergrößerung	der	ersten	60	Sekunden	aus	dem	NAADP-Zeitverlauf	und	
der Ca2+-Messung	aus	Teilabbildung	(B)		dar.

Wie	in	Abbildung	4	zu	sehen	ist,	stieg	die	NAADP-Konzentration	schon	nach	wenigen	
Sekunden	Stimulation	durch	den	Antikörper	OKT3	an.	Es	wurde	nach	10	Sekunden	ein	
Maximum	von	34±8nM	(n	=	4)	erreicht,	dass	nach	weiteren	10	Sekunden	fast	auf	basale	
Konzentrationen	wieder	abfiel.	Es	handelt	sich	somit	um	einen	7,6	fachen	Anstieg	in	der	
NAADP-Konzentration	nach	Stimulation	der	Zellen.	Nach	einer	Minute	Stimulation	kam	
es	zu	einem	weiteren	Anstieg,	der	nach	5	Minuten	Konzentrationen	von	16±2nM	(n	=	4)	
erreichte	und	nach	50	Minuten	auf	Werte	von	6±1nM	(n	=	3)	absank.	Durch	Stimulation	
von	Fura2	beladen	Jurkat	T-Lymphzyten	mit	der	gleichen	OKT3-Konzentration	(5µg/ml)	
stieg die [Ca2+]i	ebenfalls	innerhalb	weniger	Sekunden	an	(Ca

2+-Peak)	und	erreichte	einen	
Wert	von	700nM.	Auf	diesen	kurzen	Calciumanstieg	folgte	eine	erhöhte	Plateau-Phase,	
die	während	der	gesamten	Messdauer	von	50	Minuten	bestehen	blieb.	Durch	einen	direk-
ten	Vergleich	der	Veläufe	zeigte	sich,	dass	NAADP	nach	einer	Aktivierung	der	Zellen	in	
einer	sehr	frühen	Phase	der	calciumvermittelten	Signaltransduktion	in	T	Lymphozyten,	
welche	auch	als	Schrittmacher-Phase	bezeichnet	wird,	aktiv	ist.	Die	NAADP-Erhöhung	
trat zeitlich kurz vor der  [Ca2+]i-Erhöhung  ein (Abbildung	4C).	 

A B

               							Zeit	(s) Zeit	(s)

C

						Zeit	(s)
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4.1.1	 Die	NAADP-Erhöhung	ist	abhängig	von	der	Stärke	der	Stimulation 

Durch	Stimulation	mit	 steigenden	Konzentrationen	des	Antikörpers	OKT3	konnte	ge-
zeigt	werden,	 dass	 der	NAADP-Anstieg	 abhängig	 von	 der	 Stärke	 der	 Stimulation	 ist,	
welche über den T-Zellrezeptor vermittelt wird.

Abb.	4.1:	Konzentrations-Wirkunskurve	für	NAADP	und	Ca2+	nach	OKT3-Stimulation.	(A)	Jur-
kat	T-Lymphozyten	wurden	für	5	Minuten	mit	steigenden	Konzentrationen	OKT3		stimuliert.	NAADP	wur-
de	extrahiert	und	durch	den	NAADP	Cycling-Assay	vermessen.	(n	=	2	-	7,	Mittelwerte	±	S.E.M).		p	<	0,05	
im	Vergleich	zum	Basalwert.	(B)	Es	wurde	die	Differenz	Fura2-beladener	Zellen	zwischen	dem	Peak	und	
der basalen [Ca2+]i-Konzentration	nach	fünfminütiger	Stimulation	mit	unterschiedlichen	Konzentrationen	
an	OKT3	bestimmt	(n	=	3	-	6,	Mittelwerte	±	S.E.M.).	In	(C)	wurden	die	Differenzen	zwischen	dem	Plateau	
und der basalen [Ca2+]i-Konzentration	nach	Stimulation	für	5	Minuten	mit	ansteigenden	Konzentrationen	
OKT3	bestimmt	(n	=	3	-	6,	Mittelwerte	±	S.E.M.).		

Wie	in	Abbildung	4.1	zu	sehen	ist,	reagierten	die	Jurkat	T-Lymphozyten	bereits	auf	sehr	
geringe	Antikörperkonzentrationen	von	0,01µg/ml	mit	einem	signifikanten	NAADP-An-
stieg.	OKT3-Konzentrationen	von	0,1µg/ml	führten	zu	einer	maximalen	NAADP-Erhö-
hung	(20±7nM,	n	=	3)	die	durch	weitere	Erhöhung	der	Antikörperkonzentration	wieder	
abnahm.	 OKT3-Konzentrationen	 von	 10µg/ml	 führten	 im	 Vergleich	 zum	 Basalwert,	
der	bei	4±2nM	(n	=	7)	 lag,	zu	einer	nicht	signifikant	erhöhten	NAADP-Konzentration	
(7±4nM,	 n	=	 3).	 Stimulation	Fura2-AM	beladener	Zellen	mit	OKT3-Konzentrationen	
von	0,01µg/ml	bis	10µg/ml	führten	im	Calcium-Peak	und	im	Calcium-Plateau	zu	einem		
Konzentrationsanstieg	(Abbildung	4.1	B	und	C).		Es	zeigte	sich,	dass	bei	einer	OKT3-
Konzentration	von	0,1µM,	sowohl	im	Peak	als	auch	im	Plateau,	eine	halbmaximale	Cal-
ciumkonzentration	erreicht	wurde,	während	NAADP	bei	diesen	Antikörperkonzentratio-
nen  bereits ein Maximum erreichte.

     A

     B             C
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4.1.2	 Ein	spezifischer	Stimulus	über	den	T-Zellrezeptor	ist	für	eine	zytosolische	
 NAADP-Erhöhung erforderlich

Um	die	Signaltransduktionswege,	die	zur	Bildung	von	NAADP	führen,	weiter	zu	unter-
suchen,	wurden	Jurkat	T-Lymphozyten	mit	den	Tyrosinkinase-Inhibitoren	PP2	und	Geni-
stein	vorinkubiert	und	dann	mit	OKT3	stimuliert.	Durch	diese	Vorgehensweise	sollte	die	
Bedeutung der Tyrosin-Phosphorylierung in der  NAADP vermittelten Signaltransdukti-
on herausgearbeitet werden. 

Abb.	4.2:	Die	Erhöhung	cytosolischer	NAADP-Konzentrationen	erfolgt	durch	spezifische	Sti-
mulation	über	den	T-Zellrezeptor		und	ist	abhängig	von	Tyrosin-Kinasen.	Jurkat T-Lymphozyten 
wurden	unstimuliert	(Kontrollen),	oder	für	5	Minuten	mit	OKT3	(5µg/ml),	Concanavalin	A	(100µg/ml)	
oder	Thapsigargin	 (100nM)	stimuliert.	 In	einigen	Experimenten	wurden	die	Zellen	vor	der	Stimulation	
mit	OKT3	für	5	Minuten	mit	PP2	(1µM)	oder	Genistein	(80µg/ml)	vorinkubiert.	(n	=	2	-	7,	Mittelwerte	±	
S.E.M)			*		p	<	0,05		im	Vergleich	zum	Basalwert

Wie	 in	Abbildung	 4.2	 zu	 sehen	 ist,	 entwicklelten	T-Lymphzyten	 in	 denen	 durch	 fünf	
minütige	PP2-Inkubation	die	Tyrosin-Kinasen	p56lck und p59fyn	inhibiert	wurden	(Baskin	
und	Wilson,	1997),	ähnlich	hohe	NAADP-Anstiege,	wie	Zellen,	die	ohne	PP2-Behand-
lung	mit	OKT3	 stimuliert	wurden.	Eine	 unspezifische	 Inhibition	 der	Tyrosin-Kinasen	
durch	Genistein	(Li	und	Sarkar,	2002)	verhinderte	einen	OKT3	induzierten	NAADP-An-
stieg.	Weiterhin	konnte	gezeigt	werden,	dass	eine		Stimulation	der	Zellen	durch	das	Lek-
tin	Concanavalin	A	(ConA),	welches	einen	Calciumeinstrom	über	den	ADPR/TRPM2-
Cacliumsignalweg	einleitet	(Suen	et	al,	2000	und	Gasser	et	al,	2006),	keine	signifikante	
NAADP-Erhöhung auslöst. Auch eine durch Thapsigargin ausgelöste Entleerung des 
Endoplasmatischen	Reticulums	führte	zu	keinem	signifikanten	NAADP-Anstieg.	

						*

						*
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4.2	 Klonierung	der	Vektoren	pDsRed2U6-si 

4.2.1	 Konstruktion	der	shRNA-Inserts	für	den	CD38-Knock	down

Der	nächste	Abschnitt	beschreibt	die	Klonierung	der	Vektoren,	die	für	den	CD38	Knock	
down	 eingesetzt	wurden,	 sowie	 die	Etabilierung	 stabiler	Klone,	 um	den	Einfluss	 von	
CD38	 auf	 das	Calciumsignal	 	 und	 das	NAADP-Signalsystem	 von	T-Zellen	 zu	 unter-
suchen. Zur Durchführung einer siRNA vermittelten Expressionsverminderung eines 
Proteins	 stehen	 verschiedene	Programme	 zur	Verfügung,	 die	 im	 Internet	 frei	 zugäng-
lich	sind.	Da	noch	nicht	 in	allen	Einzelheiten	geklärt	 ist,	 	welche	Eigenschaften	eines	
mRNA-Abschnittes	ein	geeignetes		Ziel	für	einen	optimalen	„Knock	down“	ausmachen,	
erleichtern	diese	Programme	lediglich	das	Erstellen	von	potentiellen	Sequenzen,	geben	
aber	keine	Garantien	über	die	Funktionalität	der	Sequenzen.	 	Beide	verwendeten	Pro-
gramme (GenSript:http://gensricpt.com	und	siDirect:	http://design.RNAi.jp)	berücksich-
tigen,	dass	die	Aufnahme	des	Gegensinnstranges	in	den	RISC	(RNA	induced	silencing	
complex)	durch	Stabilitätsunterschiede	zwischen	den	Enden	des	RNA-Doppelstranges	
begünstigt wird (Tomari	et	al,	2004	und	Khvorova	et	al,	2003). RISC wird vorzugsweise 
mit	dem	Strang	beladen,	an	dessen	5`-Ende	weniger	stabile	Basanpaarungen	vorhanden	
sind (Schwarz	et	al,	2003).	Das	Programm	siDirect	wendet	für		die	Prüfung	der	Kreuzre-
aktivität	der	ermittelten	siRNA-Sequenzen	einen	Vergleichsalgorithmus	mit	einer	nicht	
redundandten	cDNA-Datenbank	an,	was	den	Vorteil	hat,	dass	wie	bei	der	BLAST-Suche	
kurze,	fast-übereinstimmende	Abschnitte	nicht	übersehen	werden.	Das	Programm	Gen-
Script	ermittelt	geeignete	Zielsequenzen	aufgrund	der	Differenzen	der	freien	Energie	∆G	
zwischen den Enden des RNA-Doppelstranges. Beide Programme schließen Abschnitte 
aus,	in	denen	viele	G/C-Abfolgen	vorhanden	sind,	um	die	Entwindung	der	RNA-Helix	
nicht	 zu	 erschweren.	Durch	 das	 Programm	 siDirect	werden	 19	Basen	 vorgeschlagen,	
welche	in	der	siRNA	den	Doppelstrang	bilden,	während	GenScript	die		Verwendung	von	
21	Basen	empfiehlt.	
Da	 es	 vorkommen	 kann,	 dass	 zwei	 Programme	 durch	 die	Verwendung	 verschiedener	
Algorithmen	bei	der	Berechnung	einer	mRNA	unterschiedliche	Sequenzvorschläge	her-
vorbringen,	liegt	die		die	Auswahl	der	Zielsequenzen	in	diesen	Fällen	beim	Experimen-
tator.	Die	in	dieser	Arbeit	verwendeten	Zielsequenzen	wurden	ausgewählt,	weil	sie	von	
beiden verwendeten Programmen vorgeschlagen wurden. Die	siRNA-Fragmente	si270,	
si394	und	 si458	 sind	durch	 siDirect	 erstellte	Sequenzvorschlägen.	Die	Sequenz	 si771	
wurde durch das Programm GenSript ermittelt. Die	 ausgewählten	Sequenzen	wurden	
nach	dem	5`-Nukleotid	ihres	Sinnstranges	in	der			CD38		cDNA-Sequenz	mit	der	Acc.	
No  BC007964 benannt. 

Nachfolgend	 sind	die	 vier	 vollständigen	 siRNA-Inserts,	welche	 für	 den	CD38-Knock	
down	verwendet	wurden,	sowie	die		durch	den	siRNA Sequence Scrambler  von  Gen-
Script	erstellten	Kontroll-Sequenzen,	dargestellt.	



Ergebnisse

62

Abb. 4.3: Inserts für die Expression von shRNA
Dargestellt	 sind	die	sechs	 Inserts,	die	nach	der	Transkription	unter	der	Kontrolle	des	humanen	U6-Pro-
motors	 die	Haarnadelschleifen-RNA	bilden	 sollen.	Die	Schnittstellen	 für	 die	Klonierung	 in	 den	Vektor	
pSIREN RetroQ wurden in kleinen Buchstaben dargestellt.  Bei den Inserts si270 und si394  wurde vor dem 
Sinnstrang	ein	G	eingefügt	(blaue	Buchstaben).	Der	Sinn-	und	der	Gegensinnstrang	sind	durch	neun	Basen	
getrennt,	welche	die	Schleife	bilden.	Die	Terminator-Sequenz	für	die	RNA-Polymerase	besteht	aus	einer	
Abfolge	aus	sechs	Thymidin-Basen.	Die	in	lila	dargestellte	MluI-Schnittstelle	ist	für	die	Klonierung	in	den	
Vektor	pDsRed2-C1	erforderlich.		Durch	die	rot	dargestellen	Nukleotide	entstehen	in	der	doppelsträngigen	
RNA fehlerhafte Basenpaarungen.

Die	in	Abbildung	4.3		dargestellten	Inserts	wurden	zunächst	in	den	Vektor	RNAi	Ready	
pSIREN	RetroQ	(BD,	Clontech)	eingefügt.	Bei	diesem	Vektor	handelt	es	sich	um	einen	
selbstinaktivierenden	retroviralen	Expressionsvektor,	der	für	die	Aufnahme	von	shRNA	
optimiert	wurde.	Der	Vektor	wird	in	lineariserter	Form,	geschnitten	durch	BamH	I	und	
EcoR	I,	geliefert	und	eignet	sich		für	die	Herstellung	von	transient	und	von	stabil	trans-
fizierten	 Zellen.	 	 	 Durch	 die	Verwendung	 von	 zwei	 verschiedenen	 Schnittstellen	war	
sichergestellt,	dass	die	Inserts	in	der	richtigen	Orientierung	einkloniert	werden	konnten.	
Das	 Nukleotid,	 welches	 auf	 die	 BamHI-Schnittstelle	 folgt,	 ist	 das	 erste,	 das	 von	 der	
RNA-Polymerase III transkribiert wird. 
Bei den Inserts si270 und si394 wurde direkt vor den Sinnstrang noch ein Guanosin ein-
gefügt,	weil	die	RNA-Polymerase	III	bei	der	Initation	der	Transkription	Purinnukleotide	
bevorzugt	(Zecherle	et	al,	1996).	Hinter	dem	Gegensinn-Strang	liegt	die	Terminator-Se-

 

    Insert si270
5`-gatccGCCTGAGATGAGACATGTATATTCAAGAGATCTACATGTCTCATCTCAGGTTTTTTACGCGTg-----3`
3`-							gCGGACTCTACTCTGTACATATAAGTTCTCTAGATGTACAGAGTAGAGTCCAAAAAATGCGCActtaa-5`

  Insert si394
5`-gatccGCCGTACCTTGCAACAATATTTCAAGAGAATCTTGTTGCAAGGTACGGTTTTTTACGCGTg-----3`
3`-							gCGGCATGGAACGTTGTTATAAAGTTCTCTTAGAACAACGTTCCATGCCAAAAAA TGCGCActtaa-5`

  Insert	si458
5`-gatccGTCCAGCGGGACATGTTAATTCAAGAGATGAACATGTCCCGCTGGACTTTTTTACGCGTg-----3`
3`-----gCAGGTCGCCCTGTACAATTAAGTTCTCTACTTGTACAGGGCGACCTGAAAAAATGCGCActtaa-5`

  Insert si77�
5`-gatccGGTGATACATGGTGGAAGATATTCAAGAGATCTCTTCCACCATGTATCACCTTTTTTACGCGTg----3`
3`-----gCCACTATGTACCACCTTCTATAAGTTCTCTAGAGAAGGTGGTACATAGTGGAAAAAA TGCGCActtaa5`

  Insert si270 scramble
5`-gatccCAGCGGATTCAATGTATAAGGTTCAAGAGACCTTATACATTGAATCCGCTGTTTTTTACGCGTg-----3`
3`-							gGTCGCCTAAGTTACATATTCCAAGTTCTCTGGAATATGTAACTTAGGCGACAAAAAA TGCGCActtaa-5`

  Insert si77� scramble
5`-gatccGAAGGCGATTGAGTAGAATTGTTCAAGAGACAATTCTACTCAATCGCCTTCTTTTTTACGCGTg-----3`
3`-							gCTTCCGCTAACTCATCTTAACAAGTTCTCTGTTAAGATGAGTTAGCGGAAGAAAAAA TGCGCActtaa-5`

  BamHI         -      Sinn-Strang               -         Schleife       -      Gegensinn-Strang     -     Terminator - MIuI  - EcoRI
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quenz	für	die	RNA-Polymerase	III,	welche	aus	sechs	hintereinander	liegenden	Thymidi-
nen	besteht,	von	denen	die	ersten	beiden	noch	transkribiert	werden.	
Um	die	Restriktionsanalyse	der	 Inserts	zu	erleichtern,	wurde	hinter	die	Teminator-Se-
quenz noch eine Mlu I-Schnittstelle eingefügt. Durch die in Abbildung 4.3 rot darge-
stellten Nukleotide entstehen nach der Transkription fehlerhafte Basenpaarungen in der 
doppelsträngigen	RNA.	Diese	fehlerhaften	Basenpaarungen,	die	in	unmittelbarer	Nähe	
der	Schleifenstruktur	entstehen,	erleichtern	die	Bindung	des	dopelsträngigen	RNA-Mo-
leküls	an	den	DICER-Komplex,	welcher	die	Schleifenstrukur	von	dem		RNA-Molekül	
entfernt	(Novina	et	al.2004)	

Die	Schnittstellen	an	der	Schleifenstruktur,		welche	der	von	(Brummelkamp	et	al,	2006) 
verwendeten	entspricht,	befinden	sich	in	einem	Abstand	von	20	bis	21	Nukleotiden	vom	
5`-Ende	und	3`-Ende	entfernt.	Die	Uridine	am	3`-Ende,	die	durch	die	Terminator-Se-
quenz	entstehen,	bilden	einen	Überhang	am	Gegensinn-Strang.

4.2.2	 Herstellung	des	Vektors	pDsRed2	U6-si270

Um	die	Insertion	der	shRNA-Fragmente	in	den	Vektor	pSIREN	RetroQ	zu	überprüfen,	
wurde eine Restriktionsanalyse durchgeführt. Die Inserts wurden durch eine Inkubation 
mit den Restriktionsenzymen Mlu I und Sal I aus dem Vektor  herausgeschnitten. Die 
Mlu I-Schnittstelle wurde durch die Insertion der shRNA-Inserts in den Vektor eingefügt. 
Das	Restrikionsenzym	Sal	I	schneidet	den	Vektor	auf	der	Position	1438,	wodurch	nach	
dem Restriktionsverdau ein Fragmente mit entsprechender Größe entsteht.

               DICER     
     
5´- GCCUGAGAUGAGACAUGUAUAU

UCA
A

3`-					UUGGACUCUAC	UCUGUACAUCUAGAG
           
                 DICER 

Abb. 4.4:  Darstellung einer Haarnadelschleifen-Struktur. Abgebildet ist die Haarnadelschleifen-
Struktur,	die	sich	nach	der	Transkrption	des	Fragments	si270	bildet.	Das	rot	dargestellte	Nukleotid	stellt	die	
eingefügte Fehl-Basenpaarung dar. Bei der  blau dargestellte Base  handelt es sich um das extra eingefügte 
Purinnukleotid.	Zusätzlich	sind	die	beiden	potentiellen	Schnittstellen	für	den	DICER-Komplex	auf	dem	
Sinn- und dem Gegensinnstrang   angegeben.

(PR631545; published 13 March 2006)

RNAi-Ready pSIREN-RetroQ Vector Information  PT3737-5

Catalog No. 631526

Restriction Map and Cloning Site of RNAi-Ready pSIREN-RetroQ Retroviral  Vector. Unique restriction sites are in bold. 
RNAi-Ready pSIREN-RetroQ is provided as a linearized vector digested with BamH I and EcoR I. Nucleotides in gray were 
removed during linearization. This linearized vector is ready for ligation of an appropriate shRNA containing BamH I and 
EcoR I overhangs.

Description
RNAi-Ready pSIREN-RetroQ is a self-inactivating retroviral expression vector designed to ex-
press a small hairpin RNA (shRNA) using the human U6 promoter (PU6; RNA Pol III-dependent). 
RNAi-Ready pSIREN-RetroQ is provided as a linearized vector digested with BamH I and EcoR I. 
It is used for targeted gene silencing when an oligonuceotide encoding an appropriate shRNA is 
ligated into the vector. You can transfect your pSIREN-RetroQ construct as a plasmid expression 
vector, or—upon transfection into a packaging cell line—this vector can transiently express, or 
integrate and stably express a viral genomic transcript containing the human U6 promoter and the 
shRNA. The vector contains a puromycin resistance gene for the selection of stable transfectants.

This retroviral vector is optimized to eliminate promoter interference through self-inactivation. The 
hybrid 5' LTR consists of the cytomegalovirus (CMV) type I enhancer and the mouse sarcoma virus 
(MSV) promoter. This construct drives high levels of transcription in HEK 293-based packaging 
cell lines due, in part, to the presence of adenoviral E1A (1–4) in these cells. The self-inactivating 
feature of the vector is provided by a deletion in the 3' LTR enhancer region (U3). During reverse 
transcription of the retroviral RNA, the inactivated 3' LTR is copied and replaces the 5' LTR, resulting 
in inactivation of the 5' LTR CMV enhancer sequences. This may reduce the phenomenon known 
as promoter interference (5) and allow more efficient expression. 

Also included in the viral genomic transcript are the necessary viral RNA processing elements includ-
ing the LTRs, packaging signal (Psi+), and tRNA primer binding site. RNAi-Ready pSIREN-RetroQ 
also contains a bacterial origin of replication and E. coli Ampr gene for propagation and selection 
in bacteria.

RNAi-Ready
pSIREN-RetroQ

6.4 kb

3'
LTR

CMV/MSV
5' LTR

Ψ+

Ampr

Puror

ColE1 ori

SV40 ori
PSV40

PU6

PPGK

BamH I (6441)

EcoR I (2)

5'-TGTGGAAAGGACGAGGATCC[...shRNA oligo cloning site...]GAATTCTACCGGGTAGGGGAGGCGCT T TTCCCAAGGCAGT-3'

3'-ACACCTTTCCTGCTCCTAGG[...shRNA oligo cloning site...]CTTAAGATGGCCCATCCCCTCCGCGAAAAGGGTTCCGTCA-5'

6440
•

6430
•

10
•

BamH I EcoR I

20
•

30
•

40
•

Sal	I	(1438)

Abb.4.5: Vektorkarte von pSIREN RetroQ. Dar-
gestellt ist der Vektor RNAiReady pSIREN RetroQ 
der Firma Clontech.
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Abb. 4.6: Restrikionsverdau des Vektors pSIREN RetroQ
In der Abbildung sind die pSIREN RetroQ-Vektoren mit den shRNA-Inserts abgebildet. Die Vektoren wur-
den für 60 Minuten mit Mlu I und Sal I inkubiert und dann auf ein �%iges Agarosegel aufgetragen. 

Die in Abbildung 4.6 dargestellten Fragmente haben die erwartete Größe. Durch eine 
Sequenzierungsreaktion	 konnte	 gezeigt	 werden,	 dass	 die	 Vektoren	 ein	 fehlerfreies	
shRNA-Insert	enthalten.	Die	Ausdrucke	der	Sequenzierungen	befinden	sich	im	Anhang.	
Um	einen	geeigneten	Vektor		für	eine	stabile	Transfektion	zu	erhalten,	sollten	aus	den	
pSIREN	RetroQ-Vektoren	 	die	shRNA-Fragmente	zusammen	mit	den	U6-Promotoren	
durch	PCR	amplifiziert	werden	und	 in	 den	Vektor	 pDsRed2-C1	kloniert	werden.	Der	
so	erzeugte	Vektor,	mit	der	Bezeichnung	pDsRed2	U6-si	enthält	mit	dem	DsRed2	ein	
Markergen,	 das	 die	 Identifizierung	 transfizierter	 Zellen	 für	 transiente	 Transfektionen	
erlaubt.	 Zusätzlich	 enthält	 der	Vektor	 eine	Neomycinresistenz,	 die	 eine	 Selektion	 der	
transfizierten	Zellen	für	die	Etablierung	stabiler	Klone	ermöglicht.		Ein	weiterer	Vorteil	
des	konstruierten	Vektors	ist,	dass	er	mit	5,1	kb	deutlich	kleiner	ist	als	der	pSIREN	Re-
troQ-Vektor	mit	6,4	kb,	was	eine	höhere	Transfektionseffizienz	bewirken	kann.	

Abb.	4.7:	Vektorkarten	von	pDsRed2-C1	und	pDsRed2	U6-si
In A	ist	der	Vektor		pDsRed2-C1	von	der	Firma	Clontech	dargestellt.		(B)	Durch	Einfügen	der	shRNA-
Inserts	zusammen	mit	dem	U6-Promotor	über	die	Mlu	I-Schnittstelle	entsteht	der	Vektor	pDsRed2	U6-si	
(B).
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Die	 direkte	 Umklonierung	 des	 U6-Promotors	 mitsamt	 des	 shRNA-Fragments	 in	 den	
pDsRed2-C� Vektor konnte nur mit dem Insert si270 erfolgreich durchgeführt werden.  
Die	 anderen	 shRNA-Fragmente	 si394,	 si771	 und	 die	 beiden	 Kontroll-Vektoren	
si270scramble	 und	 si	 771scramble	 konnten	 nicht	 durch	 diese	 Klonierungsstrategie	
kloniert werden. Zum einen war es teilweise sehr schwierig die shRNA-Expressions-
kassette	(shRNA-Insert	und	U6-Promotor)	aus	dem	Vektor	pSIREN	RetroQ	durch	PCR	
zu	 amplifizieren.	Dies	war	 erst	möglich	 als	 gwisse	 Parameter	wie	DNA-Menge	 oder	
Annealing Temperatur angepasst wurden.  So ließ sich die Expressionskassette von 
Fragment si270scramble nur mit einer DNA-Menge von �0 ng und einer Annealing-
Temperatur	 von	 54°C	 amplifizieren,	während	 für	 das	 Fragment	 si771	 53	 ng	 an	Tem-
plate-DNA	eingesetzt	und	eine	Temperatur	von	53°C	verwendet	wurde.	Zum	anderen	
ließen sich die Mlu I geschnittenen Expressionskassetten der anderen Fragmente nicht 
in den Vektor pDsRed2-C� klonieren. Es wuchsen nur wenig Bakterienkolonien nach 
der	Transformation	mit	den	Ligationsansätzen	auf	den	Agarplatten.	Nach	einer	Restriki-
onsanalyse	der	aufgearbeiteten	Plasmid-DNA	stellte	sich	heraus,	dass	die	Bakterien	nur	
den	 religierten	Vektor	pDsRed2-C1	 trugen.	Es	wurde	auch	versucht,	die	 Insertion	der	
shRNA-Expressionskassette	in	den	Vektor	zu	erhöhen,	indem	der	Ligationsansatz		über	
Nacht	bei	8°C	inkubiert	wurde.	Auch	eine	Veränderung	des	Insert/Vektor-Ratios	bei	der	
Ligation führte zu keiner Aufnahme der shRNA-Expressionskassette in den pDsRed2-C� 
Vektor.	Ein	weiterer	Ansatz,	der	zu	keinem	positiven	Ergebnis	führte,	war	die	Elution	der	
geschnittenen	shRNA-Expressionskassetten	aus	dem	Gel,	welche	dann	in	den	linearisier-
ten Vektor kloniert werden sollten. Die DNA-Elution des Inserts aus dem Gel wurde mit 
dem	High	Pure	PCR	Product	Purification	Kit	(Roche)	durchgeführt.	

4.2.3	 Klonierung	der		übrigen	pDsRed2	U6-si	Vektoren	über	ein	Blau/weiß-Screening

Um	die	Komplikationen	bei	der	Klonierung	der	weiteren	Vektoren	zu	umgehen,	wur-
den		die	Expressionskassetten	in	den	Vektor	pGem	T	Easy	(Promega)	zwischenkloniert.		
Der	Vektor	pGem	T	Easy		ist	für	die	Aufnahme	von	PCR-Amplifikaten	mit		3`-A	Über-
hängen	optimiert.	Der	Vektor	selbst	besitzt	an	beiden	3`-Enden	einen	T-Überhang,	was	
zum einen die Religation des leeren Vektors erschwert und zum anderen die Aufnahme 
kompatibler PCR-Fragmente erleichtert. Die	Insertion	der	Taq-amplifizierten	Expressi-
onskassetten in den Vektor erwies sich als deutlich einfacher. Die E.coli-Transformation 
erbrachte nach Induktion der Farbreaktion durch Zugabe von X-Gal und IPTG zum 
Transformationsansatz	zu	mehr	als	80%	weisse	Bakterienklone,	was	für	eine	Aufnahme	
der Expressionskassette spricht. Beim Ligationsansatz wurde nach Angaben von Prome-
ga	mit	einem	Insert/Vektor-Ratio	von	8	:	1	und	10	:	1	gearbeitet,	mit	denen	gute	Trans-
formationseffizienzen	erzielt	wurden.	Die	Präparation	der	Plasmid-DNA	ergab,	dass	nur	
sehr wenige der weissen Bakterienkolonien keine Expressionskassette trugen und somit 
falsch positiv waren. 
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Nach dem Herrausschneiden der Expressionskassetten aus dem Vektor pGem T Easy 
mit Mlu I konnten diese in den ebenfalls durch Mlu I linearisierten Vektor pDsRed2-C� 
eingefügt	werden,	was	sich	als	deutlich	einfacher	herausstellte	als	die	direkte	Klonierung	
aus dem pSIREN RetroQ-Vektor.
Wie	in	Abbildung	4.8	dargestellt,	konnten	die	shRNA-Expressionskassetten	erfolgreich	
in	 den	Vektor	 pDsRed2-C1	 kloniert	werden.	 	Das	DNA-Fragment,	 das	 sich	 auf	 einer	
Höhe	von	100	bp		befindet,	entstammt		dem	Vektor		pGem	T	Easy,	welcher	für	das	Blau/
weiss-Screening	verwendet	wurde.	Dieser	Vektor	trägt	an	der	Positon	114	ebenfalls	eine	
Mlu	 I-Schnittstelle,	 so	dass	dieses	kleine	Fragment	durch	die	Verwendung	des	 Insert/
Vektor-Verdaus mit in den pDsRed2-C�-Vektor kloniert werden kann. Bei diesem klei-
nen Fragment handelt es sich um ein Stück aus dem lacZ-Gen. 

4.2.4	 Etablierung	stabiler	CD38	Knock	down-Zelllinien	

Die	 Jurkat	T-Lymphozyten	wurden	durch	Elektroporation	mit	 den	pDsRed2U6si-Vek-
toren	 und	 den	Kontrollvektoren	 transfiziert.	Durch	 eine	 Inkubation	 für	 14	Tage	 unter	
Verwendung	 von	 Selektionsmedium	 (800µg/ml	 G418)	 wurde	 angenommen,	 dass	 die	
verbliebenen Zellen den Vektor stabil in das Genom integriert hatten.  Durch Zellver-
einzelung	 (Limiting	Dilution)	wurden	 dann	 	Klone	 erhalten.	Durch	 jedes	 transfizierte	
shRNA-Konstrukt	konnten	10	-	15	Klone	generiert	werden.	Durch	die	Verdünnung	der	
Zellen	in	der	Limiting	Dilution	auf	0,25	Zellen	pro	Vertiefung,	wurden	24	Klone	für	jedes	
shRNA-Konstrukt	erwartet.	Das	Screening	der	erzeugten	Klone	erfolgte	zunächst	über	
die Messung der [Ca2+]i	und	die	Bestimmung	der	Glykohydrolase-Aktivität.

Abb.	4.8:	Restriktionsverdau	der	Vektoren	pDsRed2	U6-si. Die Vektoren wurden für 60 Minuten mit 
Mlu I inkubiert und dann auf ein �%iges Agarosegel gegeben.  

Vektor	pDsRed2U6-si	(linearisiert)

U6-Promotor	+	shRNA

Fragment aus pGem T Easy

l

500 bp
400 bp

�00 bp
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Die	Klone	der	Konstrukte	si270	und	si771	lieferten	jeweils	einen	Klon,	der	im	Vergleich	
zum	JMP-WT	ein	stark	reduziertes	Calcium-Signal	zeigte,	sowie	vier	bis	fünf	Klone,	die	
im Vergleich zum Wildtyp eine mittlere Reduktion im Calcium-Signal aufwiesen. Die 
Klone	des	Konstruktes	si394,	sowie	die	Klone	der	mit	den	Kontroll-Vektoren	transfizier-
ten	T-Lymphozyten,	zeigten	keine	Reduktion	im	[Ca2+]i. 

4.2.5	 CD38	Knock	down-Klone	zeigen	reduzierte	NAD-Glykohydrolase-Aktivität
 
Zur	Bestimmung	der	Enzymaktivität	in	den	stabilen	CD38	Knock	down-Zellen	wurden	
durch	Ultrazentrifugation	hergestellte	Membranfraktionen	mit	dem	unter	3.3.3	beschrie-
benen Flureszenz-Assay unter Verwendung von ethenoNAD vermessen.  Das Substrat 
ethenoNAD	 wurde	 zur	 Überprüfung	 der	 ADPRC-Aktivität	 (Graeff	 et	 al,	 1996)	 und	
zur	Bestimmung	der	NADGH-Aktivität	 (Cockayne	 et	 al,	 1998)	 verwendet.	Durch	 die	
Abspaltung der Nikotinamid-Gruppe wird der Fluoreszenz vermindernde Effekt dieser 
Gruppe aufgehoben und es ist ein Anstieg in der Fluoreszenz messbar. 

Die	in	Abbildung	4.9	dargestellten	Messungen	zeigen,	dass	die	enzymatische	Umwandlung	
von	ethenoNAD	zu	ethenoADPR	in	den	CD38	Knock	down-Klonen	si270#1	und	si771#9	
stark	reduziert	war	(Teilabbildungen	A	und	B).	Die	Kontrollklone	si270scramble#A	und	
si771scramble#E	zeigten	einen	vergleichbaren	Substratumsatz	wie	die	Jurkat-WT	Zellen.	
Durch	die	ethenoADPR-Kalibrierung	ergaben	sich	die	in	Abbildung	4.9	D	dargestellen	
Enzymaktivitäten.			

Abb.	4.9:	Bestimmung	der	CD38	Enzym-Aktivität
In A und B	wurden	200µg	der	jeweiligen	P10-Membranfraktion		in	1ml	Ca2+-Messpuffer aufgenommen 
und	nach	100	Sekunden	mit	ethenoNAD	(100µM)	versetzt.	Der	Anstieg	der	Fluoreszenz		wurde	für		900	
Sekunden	gemessen	(Extinkion	=	300nm,	Emission	=	410nM).	schwarz	=	JMP-WT,	grau	=	Kontrollklone	
(A	=	si270scramble#A,	B	=	si771scramble#E)	,	rot	=	Klon	si270#1,	grün	=	Klon	si771#9.	Abbildung	C 
zeigt	eine	Kalibrierkurve	für	ethenoADPR.	In		D	sind	die	Enzymaktivitäten	der	CD38	Knock-Klone	im	
Vergleich zum JMP-WT dargestellt

 D

Enzymaktivität
(µmol/mg	Prot	/	min)

Reduktion

JMP-WT 5,5*10-4 0%
si270#1 1,2*10-4 80%
si771#9 2,1*10-4 62%
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4.2.6	 CD8	Knock	down-Klone	weisen	eine	stark	verminderte	CD38-Expression	auf

Um	Aufschluss	über	die	Expression	von	CD38	in	den	Knock	down-Klonen,	den	Kon-
troll-Klonen	und	im	Jurkat-WT	zu	erlangen,	wurden	Westernblot-Experimente	durchge-
führt.		Humanes	CD38	wird	in	der	Literatur	als		Transmembran-Glykoprotein	mit	einem	
Molekulargewicht	von	45kDa	beschrieben.	Das	Enzym	besteht	aus	einem	kurzen,	N-ter-
minalen	Ende,	welches	sich	im	Zytosol	befindet,	einer	einfachen	Transmembrandomäne	
und	dem	extrazellulären,	C-terminalen	Ende,	welches	auch	die	enzymatische	Aktivität	
besitzt. Aufgrund dieser Anordnung gehört es zur Gruppe der  Typ-II-Transmembran-
proteine	 	 (Metha	 et	 al,	 1996).	 Es	 stellte	 sich	 heraus,	 dass	 die	Knock	 down-Klone	 im	
Vergleich	zum	Jurkat-WT	und	zu	den	Kontrollklonen	nur	noch	eine	 schwache	CD38-
Expression aufwiesen.

Das in Abbildung 4.�0 exemplarisch dargestellte Western Blot-Experiment zeigt auf ei-
ner	Höhe	von	45kDa	spezifische	Banden.	Die	beiden	Kontroll-Klone	si270scramble#A	
und	si771scramble#E	wiesen	ähnlich	ausgeprägte	CD38-Banden	wie	der	Jurkat-WT	auf.	
Im	Knock	down-Klon	si270#1	war	die	CD38-Expression	im	Vergleich	zum	Wildtyp	stark	
reduziert.	Der	Klon	si771#9	zeigte	keine	detektierbare	CD38-Expression.		Die	Kontroll-
Klone	si270#A	und	si771#E	wiesen	auf	der	Höhe	von	80kDa	eine	schwache	Bande	auf.	
Hierbei	könnte	es	sich	um	eine	dimerisierte	Form	von	CD38	handeln.	Es	sind	zum	einen	
katalytisch	aktive,	durch	posttranslationale	Modifikation,	oligomerisierte	CD38-Formen	
(Umar	et	al,	1996)	und	auch		ebenfalls	katalytisch	aktive	dimere	und	tetramere		Formen	
des	Ectoenzyms	beschrieben	worden	(Bruzzone	et	al,	1998).

               si270                         si77�
                 WT													#1																			#A																			#9														#E

                                           �                   2                    3                     4                  5

         �50 kDa

         �00 kDa

           75 kDa

           50 kDa

           37 kDa

           �5 kDa

Abb.	4.10:	Nachweis	von	CD38	in	Jurkat	T-Lymphozyten		durch	Western	Blot-Analyse
Es	 wurden	 jeweils	 60µg	 der	 P10-Fraktion	 vom	 1)	 Jurkat-WT,	 	 2)	 Klon	 si270#1,	 3)	 Kontrollklon	
si270scramble#A,	4)	Klon	si771#9	und	5)	Kontrollklon	si771scramble#E		unter	nicht	reduzierenden	Be-
dinungen	in	einem	12,5%igen	Gel	aufgetrennt.	Die	Proteine	wurden	dann	durch	einen	Tank-Blottransfer	
(3	Stunden,	4°C	und	240mA)	auf	eine	PVDF-Membran	übertragen.	Die	Detektion	erfolgte	über	Nacht	mit	
dem	anti	CD38	Antikörper	AT1.	Der	Blot	wurde	durch	das	ECL-System	der	Firma		Amersham	Pharmacia	
Biotech	unter	Verwendung	eines	HRP-gekoppelten	Zweitantikörpers	(Dianova)		entwickelt.	

	CD38-Dimer

	CD38
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4.3	 CD38-Expression	beeinflusst	die	NAADP-Konzentration

4.3.� CD38	Knock	down	führt	in	T-Lymphozyten	zu	einer	leichten	NAADP-
 Erhöhung

Der	folgende	Abschnitt	beschäftigt	sich	mit	dem	Metabolismus	von	NAADP.	Die	einzi-
gen	bekannten	Enzyme,	die	in	der	Lage	sind	NAADP	zu	synthetisieren,	sind	CD38	und	
die ADP-Riboylcyclase aus Aplysia californica (Graeff	et	al,	2006	und	Liu	et	al,	2005). 
Um	eine	mögliche	Beteiligung	von	CD38	an	der	in	vivo-Synthese	näher	zu	charakterisie-
ren,		wurden	NAADP-Messungen	in	Jurkat	WT-Zellen	und	in	den	CD38	Knock	down-
Klonen	durchgeführt.	Es	wurden	auch	NAADP-Messungen	in	verschiedenen	Geweben	
aus	WT-Mäusen	und	aus	CD38	knock	out-Mäusen	durchgeführt.	Desweiteren	wurden	
NAADP-Konzentrationen	in	HeLa-WT-Zellen,	die	CD38	negativ	sind		und	in	CD38pos.-
HeLa-Zellen,	die	CD38	überexpremieren,	gemessen.	

Abb.	4.11:	Auch	CD38	Knock	down	T-Lymphozyten	verfügen	über	einen	induzierbaren	NAADP-
Metabolismus.	 In	 Jurkat-WT	 (schwarze	Balken),	Klon	 si270#1	 (weisse Balken),	Klon	 si771#9	 (graue 
Balken)	und	in	den	Kontrollklonen	si270scramble#A,	und	si771scramble#E	(gestrichelte	Balken)	wurden	
NAADP-Messungen	in	unstimulierten	Zellen	oder	nach	10	Sekunden	und	5	Minuten	OKT3-Stimulation	
(5µg/ml)	durchgeführt.		Das	NAADP	wurde	extrahiert	und	mit	dem	NAADP	Cycling-Assay	vermessen.	(n	
=	2	-	4,	Mittelwerte	±	S.E.M	*	<	0,05	im	Vergleich	zu	den	Basalwerten).		

Messungen	in	den	CD38	Knock	down-Klonen	zeigten,	dass	diese	Zellen	einen	den	WT-
Zellen vergleichbaren NAADP-Metabolismus aufwiesen.

Zellen 0 Sekunden �0 Sekunden 5 Minuten
JMP-WT ��±5nM 9�±�0nM 22±8nM
si270#1 �5±5nM 93±30nM 35±6nM
si270#A 7±4nM 73±��nM 22±5nM
si771#9 �3±6nM nd 34±7nM
si771#E 9±�nM nd 25±�nM

Tab.:4.	NAADP-Messungen	in	den	CD38	Knock	down-KLonen. Darstellung der NAADP-Messun-
gen	aus	Abbildung	4.11		nd	=	nicht	bestimmt
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Die	Basalwerte	der	WT-Zellen	und	der	CD38	Knock	down-Zellen	wiesen,	ebenso	wie	die	
Kontroll-Klone,	Werte	von	ca.10nM	auf.	Durch	eine	OKT3-Stimulation	von	10	Sekun-
den,	stiegen	die	NAADP-Konzentrationen	vom	Jurkat-WT		auf	91nM	und	vom	Knock	
down-Klon	 si270#1	auf	93nM	an.	Nach	einer	 	 fünf	minütigen	Stimulation	mit	OKT3	
wurde	 in	 den	Klonen	 si270#1	 und	 si771#9	 im	Vergleich	 zum	 Jurkat-WT	 und	 zu	 den	
Kontrollklonen	leicht	erhöhte	NAADP-Konzentrationen	gemessen.	Im	JMP-WT	wurden	
Werte	von	22nM,	im	Klon	si270#1	von	35nM	und	im	Klon	si771#9	von	35nM	gemessen.	
Die	beiden	Kontroll-Klone	lagen	mit	Konzentrationen	von	22nM	(si270scramble#A)	und	
25nM	(si771scramble#E)	im	Konzentrationsbereich	der	JMP	WT-Zellen.

4.3.2 CD38	Knock	out-Mäuse	weisen	in	Milz	und	Thymus	erhöhte	NAADP-
	 Konzentrationen	auf					
 
Durch	die	Western	Blot-Experimente	und	die	Bestimmung	der	Glycohydrolase-Aktivität	
in	den	CD38	Knock	down-Klonen	stellte	sich	heraus,	dass			die	Expression	des	Enzyms	
nicht	vollständig	vermindert	ist.	Um	auszuschließen,	dass	die	Restexpression	von	CD38	
in	 den	 Klonen	 für	 die	 NAADP-Bildung	 verantwortlich	 ist,	 wurden	 NAADP-Bestim-
mungen	in		Thymus-	und	Milzgeweben	von	WT-Mäusen	und	CD38	Knock	out-Mäusen	
durchgeführt.	Die	Gewebe	wurden	ausgewählt,	weil es sich bei Milz und Thymus um Or-
gane	handelt,	die	für	Reifung	und	Differenzierung	von	Lymphozyten	eine	wichtige	Rolle	
spielen.	Die	Abwesenheit	von	CD38	in	den	Geweben	der		ko-Tieren	wurde	mit	Hilfe	der		
Durchfluss-Cytometrie	 von	 Prof.	Mittrücker	 bestätigt	 (Universitätsklinikum	Hamburg	
Eppendorf,	Institut	für	Immunologie).

070928.003

100 101 102 103 104
FL1-Height

WT-Maus

   vitale Zellen            CD38 postive Zellen

A

070928.006

100 101 102 103 104
FL1-Height

CD38 Knock out-Maus

vitale Zellen                   CD38 positive Zellen

B

100 101 102 103 104
FL1-Heightvitale Zellen                      CD38 positive Zellen

C
Abb.4.12:	Nachweis	der	CD38-Expression	in	
Lymphknoten	von	WT-	und	CD38neg.-Mäusen
Zellen	aus	Lymphknoten	von	WT-	und	CD38neg.-
Mäusen	wurden	mit	einem	anti-CD38	Antikörper	
(BD	Pharmingen,	Clone	 90)	markiert	 und	 durch	
eine FACS-Analyse vermessen. In Teilabbildung 
A  sind die Zellen der WT-Maus und in B die Zel-
len	der	CD38	Knock	out.-Maus dargestellt.  C  ist 
eine	Überlagerung	der	Teilabbildungen	A	und	B.	
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Abb.	 4.13:	Milz	 und	 Thymus	 von	 CD38neg.-Tieren	 zeigen	 erhöhte	 NAADP-Konzentrationen. 
Milz-und	Thymusgewebe	von	WT-Mäusen	(graue	Balken)	und	CD38neg.-Mäusen	(weisse	Balken)	wurden	
in	flüssigem	Stickstoff	gefroren	und	dann	im	Mörser	pulverisiert.	Endogenes	NAADP	wurde	extrahiert	und	
mit	dem	NAADP	Cycling-Assay	bestimmt.	n	=	2

Die	NAADP-Messungen	in	Milzen	und	Thymie	zeigten,		dass	die	CD38	Knock	out.-Tiere 
im	Vergleich	zu	den	WT-Tieren	deutlich		erhöhte	NAADP-Konzentrationen	aufwiesen.	
In	den	WT-Thymie	wurden	NAADP-Konzentrationen	von	27	fmol/mg	Protein	gemessen,	
während	in	CD38	Knock	out.-Tieren	Konzentrationen	von	55	fmol/mg	Protein	gemessen	
wurden.	In	den	Milzen	der	CD38	Knock	out.-Tiere wurden im Vergleich zu den WT-Tie-
ren	dreifach	 erhöhte	NAADP-Konzentrationen	 ermittelt.	 In	den	WT-Geweben	wurden	
Konzentrationenvon	12fmol/mg	Protein	gefunden	und	in	den	CD38	Knock	out.-Milzen 
37fmol/mg Protein. 

4.4	 Expressionsverminderung	von	CD38	wirkt	sich	auf	das	Agonist-induzierte
            Calciumsignal aus

Um	den	Einfluss	von	CD38	auf	die	Signaltransduktionsvorgänge	näher	zu	untersuchen,	
wurden [Ca2+]i-Messungen	in	den	CD38	Knock	down-Klonen	und	im	JMP-WT	durch-
geführt. Obwohl die in dieser Arbeit durchgeführten NAADP-Bestimmungen gezeigt 
haben,	dass	die	CD38-Expressionsverminderung	in	den	T-Lymphozyten	und	der	CD38	
Knock	out	 in	den	Mäusen	zu	keiner	Reduktion	 in	der	NAADP-Konzentration	geführt	
haben,	ist	davon	auszugehen,	dass	sich	eine	Vermiderung	der	CD38-Expression	auf	das	
[Ca2+]i 	auswirkt.	Es	konnte	durch	unterschiedliche	Arbeiten	dargestellt	werden,	dass	die	
Bildung des  [Ca2+]i-mobilisierenden	Botenstoff	cADPR	über	CD38	verläuft	(Howard et 
al,	1993	und	Bruzzone	et	al,	2001).	Die	in	vitro-Synthese	von	ADPR,	ein	Botenstoff,	der	
für Ca2+-Einströme	durch	den	Ionenkanal	TRPM2	sorgt	(Heiner	I	et	al,	2006),	ist	eben-
falls	mehrfach	beschrieben	worden.	Die	Bildung	von	ADPR	erfolgt	unter	 einer	CD38	
vermittelten Abspaltung der Nikotinamid-Gruppe von NAD (Metha	et	al,	1996	und	Lund	
et	 al,	 1999).	Ein	kausaler	Zusammenhang	zwischen	der	 endogenen	Konzentration	des	
Botenstoffes	und	der	CD38-Expression	muss	für	ADPR	allerdings	noch	erbracht	werden.	
Um	zu	bestimmen	welchen	Einfluss	CD38	auf	die	Calciumsignale	in	T-Lymphozyten	hat,	
wurden	die	Zellen	zum	einen	mit	dem	Antikörper	OKT3,	welcher	an	den	CD3-Komplex	
des	T-Zellrezeptors	bindet,	stimuliet.	Dies	führt	zu	einerAktivierung	der	Zellen	und	somit	
zu einer Erhöhung der [Ca2+]i	 (Gasser	et	al,	2006B).	 	Der entstehende Calciumanstieg 
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setzt	sich	zum	einen	aus	einer	Calciumfreisetzung	aus	intrazellulären	Speichern	und	aus	
einem	Calciumeinstrom	über	die	Plasmamembran	zusammen	(Berridge	et	al,	2000).	Um	
zu	differenzieren	welcher	Teil	durch	den	CD38	Knock	down	beeinflusst	ist,	wurde	unter	
anderem	mit	einem	Protokoll	gearbeitet,	in	dem	die	Stimulation	der	Zellen	in	calcium-
freier	Umgebung	abläuft,	so,	dass	die	Calciumfreisetzung	aus	zytosolischen	Speichern	
gemessen	 werden	 konnte	 (Ca2+-free/Ca2+-readition-Protokoll).	 Durch	 Zugabe	 von	 ex-
trazellulärem	 Calcium	 konnte	 dann	 der	 Einstrom	 über	 die	 Plasmamembran	 ermittelt	
werden.	Durch	eine		Stimulation	mit	dem	Lektin	Concanavalin	A,	welches	als	Agonist	
für	ADP-Ribose	(ADPR)	beschrieben	ist	(Gasser et al.2006A),	sollte	der		durch	ADPR	

 A

 OKT-Stimulation:

				si270#1
				si270scramble#A

 B

 OKT3-Stimultion:

  	si771#9
			si771scramble#E

 C

 ConA-Stimulation:

			si270#1
			si270scramble#A

 D

 ConA-Stimulation:

			si771#9
			si771scramble#E     
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Abb. 4.�4: Bestimmung zytosolischer Calciumkonzentrationen.  Auf der linken Seite sind in A und 
B		die	Caclciumverläufe	Fura-2/AM	beladener	Zellen	nach	Stimulation	mit	OkT3	(10µg/ml)	dargestellt.		
Auf der rechten Seite sind die Peak- und Plateauwerte der Messung �60 Sekunden und 500 Sekunen nach 
Messbeginn	zu	sehen.	In	allen	Teilabbildungen	sind	der	Jurkat-WT	in	schwarz,	Klon	si270#1	in	rot,	Klon	
si771#9	 in	grün	und	die	Kontrollklone	si270scramble#A	und	si771scramble#E	 in	grau	abgebildet.	 	Die	
linken Teilabbildungen  C und D zeigen	Fura-2/AM	beladene	Zellen,	die	mit	ConA	(100µM)	stimuliert 
wurden.	Auf	der	 rechten	Seite	 sind	die	Peak-	und	Plateauwerte	280	Sekunden	und	500	Sekunden	nach	
Messbeginn dargestell.  In Teilabbildungen E und F		(links)	wurde	die	Calciumfreisetzung		und	der	Cal-
ciumeinstrom durch das  Ca2+-free/Ca2+-readition-Protokoll bestimmt.  Auf der rechten Seite sind der Re-
lease-Peak,	der	Influx-Peak	und	das	Ca2+-Plateau	180	Sekunden,	380	Sekunden	und	700	Sekunden	nach	
Messbeginn	dargestellt	(n	=	4,	Mittelwerte	±	SEM,	*	<		0,05	im	Vergleich	zum	Wildtyp.).	

 E

 Ca2+-frei/
 Ca2+-readition.

			si270#1
			si270scramble#A

 F

 Ca2+-frei/
 Ca2+-readition.

   si771#9
			si771scramble#E

Wie	in	Abbildung		4.14	(A-D)	zu	sehen	ist,	zeigten		die	CD38	Knock	down	Klone		nach	
Stimulation	mit	OKT3	und	ConA	 im	Vergleich	 zum	 Jurkat-WT	eine	 stark	 erniedrigte	
[Ca2+]i. Die	Klone,	welche	mit	den	Kontrollvektoren	transfiziert	wurden,		lieferten	Kon-
zentrationen,	die	dem	JMP-WT	entsprachen.	Die	Experimente,	 in	denen	die	Zellen	 in	
Abwesenheit	von	extrazellulärem	Calcium	stimuliert	wurden	(E	und	F),	zeigten	im	Ver-
gleich	zu	den	WT-Zellen	und	zu	den	Kontrollklonen	eine		erniedrigte	Ca2+-Freisetzung 
(Release-Peak).	Diese	Reduktion	war		auch	nach	Zugabe	von	extrazellulärem	Calcium	
im	Influx-Peak	und	im	Ca2+-Plateau vorhanden. 	Der	Klon	270#1  wies  im Calcium-Peak 
nach		OKT3-Stimulation		eine	Konzentration	von	335nM	auf,	während	im	JMP-WT	ein	
Calcium-Peak	von	700nM	gemessen	wurde	(Abb	4.13/A).		Die	Calciumkonzentrationen	
des	Kontrollklons	si270scramble#A	entsprachen	den	Konzentrationen	der	JMP	WT-Zel-
len.  In den Experimenten in denen die Ca2+-Freisetzung	aus	 intrazellulären	Speichern	
und	 der	Calciumeinstrom	über	 die	 Plasmamembran	 ermittelt	wurde,	 ist	 	 im	 JMP-WT	
ein	Release-Peak	von	220nM	und	im	Klon	si771#9	von	96nM	gemessen	worden	(Ab-
bildung	4.13/F).	Der	Calciumeinstrom	über	die	Plasmamembran	hatte	im	JMP-WT	ein	
Maximum	bei	890nM,	während	die	Konzentration	im	Klon	si771#9	bei	270nM	lag.	Die	
durchschnittliche Calciumkonzentration des Plateaus betrug im JMP-WT 440nM und im 
Knock	down	Klon	771#9	102nm.
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In	Teilabbildung	D	ist	zu	sehen,	dass	der	Kontrollklon	si771scramble#E		Ca2+-Plateau-
Werte	von	200nM	aufwies	und	 im	 Jurkat-WT	Konzentrationen	von	240nM	gemessen	
wurden.	Dieser	Unterschied	stellte	sich	jedoch	als	nicht	signifikant	heraus.	

4.4.1	 CD38	Knock	down	führt	zu	signifikanten	Verminderungen	in	der	[Ca2+]i 
 

Alle	durchgeführten	Messungen	ergaben,	 	dass	die	mit	 	den	CD38-Konstrukten	 trans-
fizierten	Klone	Calciumsignaturen	 aufwiesen,	 die	 signifikant	niedriger	waren,	 	 als	die 
[Ca2+]i	im	JMP-WT	oder	in	den	Kontroll-Klonen.
Die	Messungen,	in	denen	die	Zellen			mit	dem	Antikörper	OKT3	oder		durch	das	Lektin	
Cancanavalin	A	stimuliert	wurden,	zeigten,	dass	sich	die	Verminderung	stärker	im	Ca2+-
Plateau als im Ca2+-Peak bemerkbar machte. Die durchschnittliche Reduktion bei den 
Peakwerten lag bei 55%. Die Ca2+-Plateaus	sind	bei	den	OKT3-	und	ConA-Messungen	
um	81%	im	Vergleich	zum	Wildtyp	vermindert.	Die	verstärkte	[Ca2+]i-Verminderung zu 
späteren	Zeitpunkten	der	T-Zellaktivierung	verdeutlicht	die	Bedeutung	von	cADPR	für	
lang anhaltende Ca2+-Einströme	über	die	Plasma-Membran	(Guse	et	al,	1995).	Durch	die	
Messungen mit dem Ca2+-free/Ca2+-readition-Protokoll	stellte	sich	heraus,	dass	die	Ver-
minderung  des Calciumsignals im Release-Peak mit durchscnittlich 60% etwas geringer 
ausfiel,	als	im	Calcium-Plateau	mit	77%	und	im	Influx-Peak	mit	74%.	
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4.5	 	Überexpression	von	CD38	führt	zu	einer	Erniedrigung	zytosolischer	NAADP-	
	 		Konzentrationen	in	HeLa-Zellen

Um	eine	mögliche	Beteiligung	von	CD38	am		Abbau	von	NAADP		zu	erhärten,	wurden	
NAADP-Messungen	in	Hela-WT	und	CD38pos.-HeLa-Zellen	(Zocchi	et	al,	1998)	durch-
geführt.	Die	CD38-Expression	 in	 den	HeLa-Zellen	wurde	 durch	 die	Glykohydrolase-
Aktivität	und	somit	dem	Umsatz	von	ethenoNAD	zu	ethenoADPR	überprüft.	Es	zeigte	
sich,	dass	die		CD38pos.-HeLa-Zellen durch Hydrolyse von ethenoNAD einen deutlichen 
Fluoreszenz-Anstieg	auslösen,	während	in	den	Messungen	mit	dem	HeLa-WT	kein	Sub-
stratumsatz	messbar	war.	Es	war	also	davon	auszugehen,	dass	der	verwendete	CD38pos.-
Zellklon	 bei	 allen	 durchgeführten	 Experimenten	 funktionelles	 CD38	 exprimierte.	Die	
Enzymaktivität	in	den		CD38pos.-HeLa-Zellen betrug 7 x �0-4µmol/106 Zellen/Min. 

Die	NAADP-Messungen	 in	den	HeLa-Zellen	machten	deutlich,	dass	auch	 	HeLa-WT-
Zellen,	 die	 kein	CD38	 exprimieren,	NAADP	aufwiesen.	 In	 den	CD38pos.-HeLa-Zellen  
wurden	im	Vergleich	zu	den	nicht	transfizierten	Zellen	erniedrigte	Basalwerte	gemessen.	
In	den	WT-Zellen	wurden	Konzentrationen	von	12nM	und	 in	den	CD38	 transfizierten	
Zellen	 	von	6nM	gefunden	(Abbildung	4.16).	Zur	Stimulation	der	HeLa-Zellen	wurde	
das	Acetylcholin	Strukturanalogon	Carbachol	eingesetzt,	welches	nach		Bindung	an	die	
muscarinischen Rezeptoren zu einer Erhöhung der zytosolischen Calciumkonzentration 
führt	(Abbildung	4.16).

 

Abb.	 4.15:	Überprüfung	der	Glykohydrolase-Aktivität	 in	HeLa-WT	und	  CD38pos.-HeLa-Zel-
len.		(A)	2*106 Zellen	wurden	mit	ethenoNAD	(100µM)	inkubiert	und	die	Umwandlung	von	ethenoNAD	
zu	 ethenoADPR	fluorimetrisch	 (300nm	=	Emission,	 410nM	=	Extinktion)	 für	 300	 Sekunden	 verfolgt.	
Schwarz	=	HeLa-WT,	grau	=	HeLa38+	(B)		zeigt	die	Vermessung	ansteigender	Konzentrationen	an	etheno-
ADPR bei einer Extinkion von 300nm und einer Emission von 4�0nm.
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Abbildung		4.17	zeigt,	dass	es	zu	signifikanten	Differenzen	in	der	NAADP-Konzentra-
tion	zwischen	dem	HeLa-WT	und	den	CD38pos.-HeLa-Zellen  nach einer kurzen Carba-
chol-Stimulation	von	10	Sekunden	 (Endkonzentration	100µM)	kommt.	 	Während	der	
HeLa-WT	unter	diesen	Bedingungen	NAADP-Anstiege	von	100nM	erreichte,	lagen	in	
den CD38pos.-HeLa-Zellen 	Konzentrationen	unter	30nM	vor.	

Abb.	4.17:	CD38-Expression	reduziert	in	HeLa-Zellen	die	zytosolische	NAADP-Konzentration.	
Es	wurden	NAADP-Messungen	in	HeLa-WT	(schwarze	Balken)	und	CD38pos.-HeLa-Zellen		(weisse	Bal-
ken)	durchgeführt.	Die	Zellen	wurden	entweder	unstimuliert	oder	für	10	Sekunden	und	300	Sekunden	mit	
Carbachol	(100µM)	stimuliert.	In	einigen	Experimenten	wurde	HeLa-WT	vor	der	Carbachol-Stimulation	
für	10	Minuten	mit	Atropin	(10µM)	inkubiert	(graue	Balken).	Endogenes	NAADP	wurde	extrahiert	und	
mit	dem	NAADP	Cycling-Assay	vermessen.	n	=	3	-	8,	Mittelwerte	±		S.E.M,	*		p	<	0,05.		

Abb. 4.�6: Ca2+-Messung in HeLa-Zellen.  Bestimmung von [Ca2+]i in �06  Fura2-beladener HeLa-
WT-Zellen	(schwarz)	und	HeLa-CD38pos.-Zellen	(grau)		in	Gegenwart	von	1mM	extrazellulärem	Ca2+ . Die 
Zellen	wurden	nach	Ablauf	von	100	Sekunden	mit	Carbachol	(100µM)	stimuliert.		
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Nach	einer	Stimulation	von	5	Minuten	lagen	in	den	WT-Zellen	die	NAADP-Konzent-
rationen	bei	70nM	und	in	den	CD38	transfizierten	Zellen	bei	32nM.	Um	die	Spezifität	
der	Carbachol-Stimulation	über	die	muskarinischen	Rezeptoren		zu	überprüfen,	wurden	
Messungen	durchgeführt,	 in	denen	HeLa-WT	vor	der	Stimulation	für	10	Minuten	mit	
Atropin inkubiert wurden. Atropin wurde in unterschiedlichen Veröffentlichungen als 
Antagonist der muscarinischen Rezeptoren M�,	M2  und M3 beschrieben	 (Walch	et	 al,	
2000	und	Trovero	et	al,	1998). Wie	in	Abbildung	4.17	zu	sehen	ist,	stieg	in	den	Atropin	
vorbehandelten	Zellen	die	NAADP-Konzentration	nach	einer	fünf	minütigen	Stimulati-
on	mit	Carbachol	nicht	an	und	errreichte	Werte	unter	10nM,	die	den	Messungen	in	den	
nicht stimulierten Zellen entsprachen.

5 Diskussion der Ergebnisse

5.� Methoden zur Bestimmung von NAADP  

Mit	der	Entdeckung	von	NAADP	vor	mehr	als		10	Jahren,	wurde	eine	der	potentesten	
Calcium	freisetzenden	Substanzen	beschrieben	(Lee	HC	und	Aarhus	R,	1995).	Im	Ge-
gensatz zu den etablierten Botenstoffen des Calcium-Signalsystems wie InsP3 und cAD-
PR	sind	mehrere	Aspekte	beim		NAADP	noch	immer	ungeklärt.	Grundvorraussetzung	
für	das	Verständnis	von	NAADP	im	Calcium-Signalsystem	ist	das	Wissen	über	die	zel-
lulären	Konzentrationen	des	Botenstoffes.		Zur	Bestimmung	endogener	Konzentrationen		
stehen  unterschiedliche Methoden zur Verfügung.  Die Detektion kann mit dem in dieser 
Arbeit	verwendeten	NAADP	Cycling-Assay	(Gasser	et	al,	2006),	mit	dem	Radio-Rezep-
tor-Assay	(Patel	et	al,	2000)	oder	mit	der	Weiterentwicklung	des	Radio-Rezeptor-Assays	
nach	Lewis		et	al	(2007)	durchgeführt	werden.		Weitere	Systeme	zur		Bestimmung	von	
NAADP		sind	der	Cycling-Assay	nach	Graeff	und	Lee	(2002)		und	der	Cycling-Assay	
nach	Yamaguchi	et	al		(2007).	
Im	folgenden	Abschnitt	werden	zunächst	die	unterschiedlichen	Methoden	vorgestellt	und	
die Vor- und Nachteile kurz dargestellt. 

5.�.� Der NAADP Cycling-Assay nach Graeff und Lee

Die	im	Jahr	2002	veröffentlichte	Methode	war	der	erste	Cycling-Assay,	mit	dem	es	mög-
lich	war,	NAADP	im	nanomolaren	Bereich	zu	detektieren.	Der	erste	Schritt	bei	diesem	
Verfahren	ist	die	Umwandlung	von	NAADP	durch	die	Alkalische	Phosphatase	zu	NAAD.	
Es	folgt	dann	die	Überführung	des	gebildeten	NAAD	durch	die	NMN-Adenylattransfera-
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se	(NMN-AT)	in	Gegenwart	von	Nikotinmononukleotid	(NMN)	zu	NAD.	Das	NAD	wird	
dann unter Verbrauch von Ethanol durch die Alkoholdehydrogenase zu NADH+H+ redu-
ziert und durch die Diaphorase zu NAD reoxidiert. Dieser letzte Schritt ist an eine Indika-
torreaktion	gekoppelt,	bei	der	der	Farbstoff	Resazurin	zu	dem	fluoreszierenden	Resorufin	
reduziert	wird.	Der	Cycling	Assay	nach	Graeff	und	Lee	zeichnet	sich	dadurch	aus,	dass	
neben	NAADP	durch	kleine	Modifikationen	auch	cADPR	und	Nikotinsäure	bestimmt	
werden	können.	Als	nachteilig	wirkt	 sich	der	hohe	Arbeits-	und	Zeitaufwand	aus,	der	
durch die Inkubation mit der Alkalischen Phosphatase und den hydrolytischen Enzymen 
entsteht.	Ein	weiterer	Nachteil	ist,	dass	die	in	diesem	System	verwendete	NMN-AT	selber	
aufgereinigt	oder	kloniert	und	eprimiert	werden	muss.	Das	Detektionslimit		(bezogen	auf	
ein	Volumen	von	200µl)	liegt	bei	von 900fmol. Da durch Miktroinjektionsexperimente 
gezeigt	werden	konnte,	dass	niedrige,	nanomolare	NAADP-Injektionen	in	der	Lage	sind	
globale Ca2+-Signale	einzuleiten	(Berg	et	al,	2000),	sollte	mindestens	ein	Detektionslimit	
von	100fmol	erreicht	werden,	um	bei	der	Vermessung	von	Suspensionszellen,	wie	z.B	
Jurkat	T-Lymphozyten,	das	Volumen	der	einzusetzenden	Zellsuspension	auf	ca.	2	Liter		
zu beschrenken. Das Detektionslimit dieses Cycling-Assays ermöglicht aus diesen Grün-
den lediglich das Vermessen von Standards.

 
5.1.2	 Der	NAADP	Cycling-Assay	nach	Yamaguchi	et	al	(2007)

Im	 von	 Yamaguchi	 und	 Kollegen	 veröffentlichte	 NAADP	 Cycling-Assay	 (Ya-
maguchi	 et	 al,	 2007)	 wird	 zunächst	 das	 zu	 messende	 NAADP	 durch	 eine	 Inku-
bation	 mit	 Alkalischer	 Phosphatase	 in	 NAAD	 überführt,	 welches	 dann	 durch	
eine NH3-spezifische	 NAD-Synthetase	 aus	 dem	 Bakterium	 Geobacillus stearo-
thermophillus unter Verbrauch von ATP und NH3 zu NAD umgesetzt wird. Das 
NAD wird dann durch die G6P-DH unter Verbrauch von Glucose-6-Phosphat zu 
NADH+H+ reduziert und durch die Diaphorase zu NAD reoxidiert. Bei der an die-
sen Schritt gekoppelten Indikator-Reaktion wird als Elektronenaktzeptor das farblose 
p-Iodonitrotetrazolium-Violett verwendet. Durch die Diaphorase wird dieses Molekül 
dann zum farbigen p-Iodonitrotetrazolium-Formazan reduziert. Das gebildete p-Iodoni-
trotetrazolium-Formazan wird photometrisch bei 450nm gemessen. Der 2007 veröffent-
lichte	 	Cycling-Assay	 ist	das	einzige	System,	bei	dem	alle	benötigten	Substanzen	von	
öffentlichen	Anbietern	zu	beziehen	sind.		Mit	dem	Detektionslimit	von	4pmol	(bezogen	
auf	ein	Volumen	von	200µl)	sind	NAADP-Bestimmungen,	aus	den	unter	5.1.1	erwähnten	
Gründen,	auf	zellulärer	Ebene	nicht	möglich.

5.1.3	 Der	Radio-Rezeptor-Assay	nach	Patel	et	al	(2000)

Der	Radio-Rezeptor-Assay	 ist	 die	 erste	Methode,	mit	 der	 sich	NAADP	 auf	 zellulärer	
Ebene nachweisen ließ. Bei dieser Methode werden NAADP-Bindungsstellen aus Seei-
geleihomogenaten	verwendet.	Diese	NAADP-Bindungsstellen,	die	noch	nicht	molekular	
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definiert	sind,	binden	spezifisch	das	zu	messende	NAADP.		Es	handelt	sich	hierbei	um	
eine	irreversible	Wechselwirkung	(Patel	et	al,	2000).	Die	zu	messenden	Zellen	werden	
mit	TCA	aufgeschlossen	und	mit	wassergesättigtem	Diethylether	neutralisiert.	Es	folgt	
eine Aufreinigung durch eine Anionen-Austauschchromatigraphie mit anschließen-
der  Gefriertrocknung. Die	Quantifizierung	des	zellulären	NAADP	aus	den	hergestell-
ten	 Zell-	 oder	 Gewebeextrakten	 erfolgt	 durch	 eine	 Kalibrierung	mit	 	 	 [32P] NAADP. 
Für	die	Erstellung	der	Kalibrierkurve	sind	folgende	Arbeitsschritte	erforderlich:

�.

2.

Abb.5.1:	Erstellung	der	Kalibrierkurve

Das gebundene [32P]NAADP wird durch eine Zentrifugation vom nicht gebundenen 
[32P]NAADP getrennt.Durch einen weiteren Zentrifugationsschritt werden die NAADP-
Bindungsstellen auf einen proteinbindenden Filter überführt. und das [32P]NAADP kann 
durch	eine	Scintillations-Messung	ermittelt	werden,	wodurch	eine	sigmoidale	Kalibrier-
kurve	entsteht.	Zur	Vermessung	der	Proben,	werden	die	Zell-	oder	Gewebeextrakte	eben-
falls mit Seeigeleihomogenaten	[0,1%	(v/v)]	inkubiert.	Das	endogene	NAADP	bindet	an	
die	Bindeproteine.	Es	wird	 eine	bekannte	Konzentration	 [32P]	NAADP	zugesetzt,	was	
zu einer Bestzung der noch freien Bindestellen führt. Das gebundene [32P]NAADP wird 
durch Zentrifugation auf einen proteinbindenden Filter übertragen und durch eine Scin-
tillationsmessung	quantifiziert.	Mit	Hilfe	der	estellten	Kalibrierkurve,	kann	die	endogene	
NAADP-Konzentration	aus	der	Probe	ermittelt	werden.
Der	Radio-Rezeptor-Assay	zeichnet	sich	durch	seine	Empfindlichkeit	von	25fmol	aus,	
die	es		ermöglicht		NAADP	mit	relativ	geringem	Materialverbrauch	auf	zellulärer	Ebene	
zu	detektieren.	Diese	Methode	setzt	vorraus,	dass	 	eine	ständige	Versorgung	mit	Seei-
geleiern	gwährleistet	ist,	was	durch	das	komplizierte	Fortpflanzungsverhalten	der	Tiere	
erschwert	wird	(Campell	NA,	2000).	Weiterhin	muss	für	das	Erstellen	der	sigmoidalen	
Kalibrierkurve	[32P]	NAADP	synthetisiert		werden.	Um	ein	reines	Produkt	zu	erhalten,	ist	
es erforderlich alle Substanzen dieser enzymatischen Synthese über ein HPLC-Verfahren 
aufzureinigen	(Galione	et	al,	2000).	

     

     [32P]NAADP

NAADP

Im	ersten	Schrtt	werden	Seeigeleihomogenate	[0,1%	
(v/v)]	 mit	 steigenden	 Konzentrationen	 an	 NAADP	
inkubiert. Das NAADP bindet an die NAADP-Bin-
deproteine.	Ein	Ansatz,	der	mit	hohen	NAADP-Kon-
zentrationen	imkubiert	wurde,	verfügt	über	weniger	
freie	 NAADP-Bindungstellen,	 als	 ein	 Ansatz,	 der	
mit	einer	geringen	NAADP-Konzentration	inkubiert	
wurde.

Im	nächsten	Schritt	werden	die	Ansätze	mit	gleichen	
Konzentrationen	 an	 [32P]NAADP versetzt. Dieses 
bindet an die noch freien NAADP-Bindungsstellen.
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.5.1.4	 Der	Radio-Rezeptor-Assay	nach	Lewis	et	al	(2007)

Der Radio-Rezeptor-Assay nach Lewis  ist eine Weiterentwicklung der Methode  von  Pa-
tel	(Lewis	et	al,	2007).		Die	Zellen,	die	mit	dem	Assay	vermessen	werden	sollen,	werden	
vor	der	Messung	in	Medium		gehalten,	das	mit	1mM	Kaliumacetat	versetzt	wurde.	Die	
Anwesenheit	der	K+-Ionen erhöht die Anlagerung der NAADP-Bindungsstellen an den 
Protein-bindenden	Filter	um	das	Dreifache	(Lewis	et	al,	2007),	wodurch	Detektionen	von	
�00amol NAADP möglich sind. Zur Herstellung der Zell- oder Gewebeextrakte werden 
die Zellen mit HClO4	aufgeschlossen		und	mit	KHCO3 neutralisiert. Die so vorbereiteten 
Proben	können	dann		vermessen	werden.	Die	Durchführung	des	Assays	verläuft	analog	
zu der unter 5.�.3 beschriebenen Methode. Als besonders vorteilhaft  erweist sich bei die-
ser	Methode,	dass	die	hergestellten	Zell-	oder	Gewebeextrakte	direkt	vermessen	werden	
können,	ohne	 	 eine	Anionen-Austauschchromatographie	oder	Gefriertrocknung	durch-
zuführen.		Dieser	Assay	ist	mit	einem	Detektionslimit	von	100amol	die	empfindlichste	
Methode	zur	Quantifizierung		von	zellulärem	NAADP.		Die	Messung	ist	jedoch	abhängig	
von der Verfügbarkeit von Seeigeleiern und von der Synthese und Aufreinigung von  [32P] 
NAADP. 

5.1.5	 Der	NAADP	Cycling-Assay	nach	Gasser	et	al	(2006)

Der	 in	 dieser	Arbeit	 verwendete	 Cycling-Assay	 (Gasser	 et	 al,	 2006)	 ist	 der	 einzige	
Cycling-Assay,	mit	 dem	 es	möglich	 ist	NAADP	 auf	 zellulärer	Ebene	 zu	messen.	 Für	
die Bestimmung eines Messpunktes sind ca �.5 Liter einer dichtgewachsenen Jurkat-
Zellsuspension	erforderlich,	was	auch	eine	routinemäßige	Messung	ermöglilcht.	Diese	
Methode	zeichnet	sich,	wie	auch	die	Cycling-Assays	nach	Lee	und	Yamaguchi,	dadurch	
aus,		dass	sie	unabhängig	sind	von	[32P] NAADP  und Seeigelei-Homogenaten. Durch die 
Verwendung	der	Seeigelei-Homogenate	kann	nicht	vollständig	ausgeschlossen	werden,	
dass		es		wärend	der	Inkubation	mit	den	NAADP-Bindungsstellen	zu	einer		zusätzlichen	
Synthese durch NAADP-bildende Enzyme oder zu einem Abbau durch NAADP-degra-
dierende Enzyme kommt. Weil es sich bei dem verwendeten NAADP Cycling-Assay um 
ein zellfreises System handelt ist die Gefahr eines möglichen NAADP-Metabolismus 
geringer.	Es	kann	jedoch	auch	hier	nicht	vollkommen	ausgeschlossen	werden,	dass	das	
System durch die in der Messung verwendeten Enzyme mit NAADP-metabolisierenden 
Enzymen verunreinigt wird. 
Der	nächste	Punkt,	der	die	intensive	Quantifizierung	zellulärer	NAADP-Konzentrationen	
erschwert,	betrifft	sowohl	die	Cycling-Assays,	als	auch	die	Radio-Rezeptor-Assays.	Es	
handelt sich hierbei um die Aufreinigung oder rekombinante Expression  einer ADP-Ri-
bosylcyclase,	da	der	Vertrieb	der		Cyclase	aus	Aplysia californica von der Firma Sigma-
Aldrich	eingestellt	wurde,	und	auch	kein	vergleichbares	Produkt	erhältlich	ist.	Ähnlich	
sieht es bei der NADase aus Neurospora crassa	aus,	die	ebenfalls	nicht	mehr	von	Sigma-
Aldrich vertrieben wird.
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Autoren System Extraktion der 
Proben

Detekti-
onslimit

Art der bisher 
vermessenen 

Proben
Graeff	und	Lee	(2002) Cycling-Assay keine Angabe 900fmol Standards
Yamaguchi	et	al	(2007) Cycling-Assay keine Angabe 4pmol Standards
Gasser	et	al	(2006) Cycling-Assay TCA 50fmol Zellextrakte
Patel	et	al	(2000) Radio-Rezeptor-Assay TCA 25fmol Zellextrakte
Lewis	et	al	(2007) Radio-Rezeptor-Assay HClO4 �00amol Zellextrakte
Tab.	5:	Übersicht	der	Methoden	zur	NAADP-Detektion

5.2 NAADP als Ca2+-freisetzender Botenstoff 

Im	nächsten	Teil	des	folgenden	Abschnitts	wird	diskutiert,	ob	NAADP		dem	Status	eines	
sekundären	Botenstoffes	gerecht	wird.	Um	diese	Funktion	für	NAADP	in	T-Lymphozy-
ten	nachzuweisen	müssen	nach	Chini	und	Toledo	(2002)	folgende	Kriterien	erfüllt	sein:

a)	 die	Konzentration	des	Botenstoffes	muss	sich	nach	der	Stimulation	der	Zellen	
	 ändern
b)	 es	muss	der	Zusammenhang	zwischen	einer	Erhöhung	der	NAADP-Konzentra-
 tion nach einer physiologischen Stimualtion der Zellen und der Freisetzung von
 Ca2+	aus	intrazellulären	Speichern	nachgewiesen	werden

Unter	Verwendung	des	Cycling-Assays	wurden	NAADP-Konzentrationen	 in	zunächst	
nicht	stimulierten	Jurkat	T-Lymphozyten	gemessen.		Es	wurde		davon	ausgegangen,	dass		
NAADP	gleichmäßig	in	der	Zelle	verteilt	ist.	Feste,	zyotosolische	Bestandteile	der	Zel-
len	wurden	bei	der	Berechnung	der	Konzentration	nicht	berücksichtigt.	Es	wurde	eine	
basale	Konzentration	von	4	±	1nM		(0,055pmol/mg)	ermittelt.	Dieser	Wert	liegt	im	glei-
chen	Konzentrationsbereich,	wie	die	 	Messungen,	die	mit	dem	Radio-Rezeptor-Assay	
durchgeführt	wurden.	 So	wurden	 in	 humanen	Erythrozyten	NAADP-Konzentrationen	
von �6nM gefunden. In Hepathozyten der Ratte wurden Werte von 4.5nM und in E.coli 
von	2,5nM	ermittelt	(Churamani	et	al,	2004).		Es	wurden	auch	Messungen	in	pflanzli-
chen Zellen durchgeführt. So ergab sich in den Zellen des Blumenkohls eine NAADP-
Konzentration	 von	 125pmol/mg	Gewebe	 (Navazio	 et	 al,	 2000).	Diese	 Ergebnisse	 im	
niedrigen nanomolaren Bereich passen gut mit bereits veröffentlichten Dosis-Wirkungs-
kurven für NAADP zusammen. Durch Mikroinjektion in T-Lymphozyten konnte gezeigt 
werden,	dass		die	Dosis-Wirkungskurve für NAADP  einen glockenförmigen Verlauf mit 
einem Maximum bei �00nM aufweist. Injektionen von 50 bis �00nM NAADP  lösen in 
T-Lymphozyten Ca2+-Signale	aus,	die	sich	schnell	über	die	ganze	Zelle	ausbreiten	und	
als globale Ca2+-Signale	bezeichnet	werden	 (Berg	et	al,	2000).	 Injektionen	von	30nM	
führen	zunächst	zur	Bildung	von		lokal	begrenzten	Signalen,	die	als	subzelluläre	Signale	
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bezeichnet werden und auch zu globalen Ca2+-Signalen.  Der in dieser Arbeit ermittelte 
Basalwert	 für	T-Lymphozyten	 liegt	mit	einer	Konzentration	von	4±1nM	unterhalb	der	
Konzentration,	die	noch	in	der	Lage	ist	ein	subzelluläres	Ca2+-Signal auszulösen und liegt 
somit in einem biologisch sinnvollen Bereich. NAADP-Messungen in unstimulierten 
HeLa-Zellen,	die	ebenfalls	mit	dem	Cycling-Assay	nach	Gasser	et	al	(2006)	durchgeführt	
wuden,	ergaben	eine	basale	Konzentration	von	12nM	(Diplomarbeit	Westphal,	2007).
In	den	Spermien	des	Seeigels		wurden	NAADP-Konzentrationen	von	4,0±2,3µM	gefun-
den	(Billington	et	al,	2002).	Diese	sehr	hohen	zytosolischen	NAADP-Konzentrationen	
werden	vermutlich	aufrechterhalten,	weil	es	bei	der	Entleerung	des	Zytosols	in	die	Eizelle	
zu	einer	sehr	starken	Verdünnung	kommt.	Die	NAADP-Konzentration	ist	in	dem	Bereich	
der	Fusion	trotz	des	Verdünnungseffekts	hoch	genug,	um	eine	Ca2+-Kaskade	einzuleiten	
und die folgenden Ereignisse nach der Verschmelzung von Eizelle und Spermium zu 
initieren	 (Billington	 et	 	 al,	 2002).	Weitere	Messungen	 basaler	NAADP-Konzentratio-
nen	wurden	in	Acinus-Zellen	der	Maus	durchgeführt,	wobei	sich	Konzentrationen	von	
0,25pmol/mg	Prot.	ergaben	(Yamasaki	et	al,	2005).	In	MIN6-Zellen	der	Maus	wurden	
NAADP-Konzentrationen	von	11,9pmol/mg	Prot.	gefunden	(Masgrau	et	al,	2003).	Die 
Messungen	basaler	NAADP-Konzentrationen	haben	verdeutlicht,	dass	dieser	Botenstoff	
in	humanen	Zellen	(Gasser	et	al,	2006)	und		in	Bakterien	und		Tierzellen	(Billington	et	al,	
2002)	nachweisbar	ist.	Die	Ergebnisse	von	Navazio	und	Kollegen	(2000)		weisen	darauf	
hin,	dass	NAADP	auch	in	Pflanzen	an	der	Ca2+-Regulation	beteiligt	ist.	Weiterhin	befin-
den	sich	die	Werte,	mit	Ausnahme	der	Seeigelspermien	und	der	MIN6-Zellen,	im	niedri-
gen	nanomolaren	Bereich.	Dies	zeigt	auch,	dass		der	in	dieser	Arbeit	verwendete	NAADP	
Cycling-Assay und der Radio-Rezeptor-Assay vergleichbare Ergebnisse liefern.

Zellen Konzentration	 Autoren
HeLa �2nM Westphahl	(2007)

Jurkat T-Lymphozyten 4nM					(0,05pmol/mg	Prot.) Gasser	et	al	(2006)
humane Erythrozyten �6nM Churamani	et	al	(2004)
Hepthozyten	(Ratte) 4,5nM Churamani	et	al	(2004)

E.coli 2,5nM Churamani	et	al	(2004)
Seeigel-Spermium 4µM Billington	et	al	(2002)

Blumenkohl  �25pmol/mg Prot. Navazio	et	al	(2000)
Acinus-Zellen	(Maus) 0,25pmol/mg	Prot. Yamasaki	et	al	(2005)
MIN6-Zellen	(Maus) 11,9pmol/mg	Prot. Masgrau	et	al	(2003)

Tab	5.1:	Zusammenfassung	der	basalen	NAADP-Konzentrationen

5.2.� Stimulation von Zellen führt zur Entstehung schneller NAADP-Signale

Durch Inkubation mit Agonisten konnten in unterschiedlichen Zellsystemen Anstiege in 
der	zellulären	NAADP-Konzentration	gemessen	werden.		In	MIN6-Zellen,	einer	Insulin	
sezernierenden	Zelllinie	des	Pankreas	aus	der	Maus,	wurde	in	nicht	stimulierten	Zellen	
eine	NAADP-Konzentration	von	11,9±1,4pmol/mg	Protein		gefunden.	Durch	eine	Inku-
bation	von	10	Minuten	mit	20mM	Glucose	stieg	die	NAADP-Konzentration	auf	den	dop-
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pelten Wert an. Es handelt sich hierbei um das erste Experiment mit dem gezeigt werden 
konnte,	dass	die	zelluläre	NAADP-Konzentration	nach	einem	physiologischen	Stimulus	
ansteigt	(Masgrau	et	al,	2003).	In	glatten	Muskelzellen	aus	Blutgefäßen	der	Ratte	wurden	
basale	NAADP-Konzentrationen	von	0,21±0,04pmol/mg	Protein	gefunden.	Durch	eine	
Stimulation	von	30	Sekunden	mit	Endothelin-1	 (1µM)	über	den	 	Endothelin-Rezeptor	
ETA		kam	es	zu	einem	signifikanten	NAADP-Anstieg.	Die	Konzentration	erhöhte	sich	auf	
1,33±0,2pmol/mg	Prot,	Dies	etntspricht		einem	6,3	fachen	Anstieg		(Kinnear	et	al,	2004).	
Messungen	von	Macgregor	und	Kollegen	am	 	Herzen	des	Meerschweinchens	ergaben	
NAADP-Werte	von	220±27pmol/mg	Prot.		Die	Kontroll-Organe	wurden	in	diesen	Expe-
rimenten  vor der NAADP-Bestimmung für 5 Minuten mit einem physiologischen Puffer 
perfundiert.	Durch	eine	fünf	minütige	Perfusion	mit	einem	Puffer,		versetzt	mit	Isoprena-
lin	(Endkonzentration	60nM),	stieg	die	NAADP-Konzentration	auf	337±43pmol/mg	Prot,	
was	einem	1,5	fachen	Anstieg	entspricht.Von	Churchill	und	seinen	Mitarbeitern	wurden	
die	NAADP-Konzentrationen	in	Seeigeleiern	und	Seeigelspermien	im	Ruhezustand	und	
während	des	Vorgangs	der	Befruchtung	untersucht.	Im	nicht	stimulierten	Zustand	ergab	
sich	für	die	Seeigeleier	eine	NAADP-Konzentration	von	0,29µM		und	in	den	Spermien	
von	54µM.	Durch	die	Befruchtung	der	Seeigeleier	kam	es	zu	einem	4,3	fachen	Anstieg	
in	der	NAADP-Konzentration.	Die	durch	Seeigelei-Membranen	induzierte	Aktivierung	
der	Seeigelspermien	führte	zu	einer	5	fachen	Erhöhung	(n	=	4)	der	NAADP-Konzentra-
tion.	Es	wurde	postuliert,	dass	die	NAADP-Erhöhung	im	Spermium	durch	den	direkten	
Kontakt	des	Spermiums	mit	der	Eizelle	eingeleitet	wird	und	das	die	Übertragung	von	
NAADP in die Eizellen dort das Ca2+-	Signalsystem	initiert	und	beeinflusst	(Churchill	et	
al,	2003).	
Die	Stimulation	der	T-Lymphozyten	über	den	T-Zellrezeptor/CD3-Komplex	führte	inner-
halb	von	10	Sekunden	zu	einer	7,6	fachen	Erhöhung	der	basalen	NAADP-Konzentration	
(Abbildung	 4.A).	Die	NAADP-Konzentration	 sank	 dann	 innerhalb	weniger	 Sekunden	
auf fast basales Niveau wieder ab. Die Messungen in den T-Lymphozyten ergaben 
neben	 dem	 frühen	 NAADP-Peak	 eine	 zweite,	 länger	 anhaltende	 NAADP-Erhöhung	
(Abbildung	4.A). Dieser	Anstieg	in	der	späten	Phase	der	Aktivierung	eröffnet	die	Mög-
lichkeit,	dass	NAADP	zusammen	mit	dem	in	diesem	Zeitraum	akiven	Ca2+-Modulator 
cADPR	(Guse	et	al,	1999),	das	Calciumsignal	beeinflusst.	Dies	konnte	durch	den	Einsatz	
eines	 spezifischen	 Antagonisten	 bestätigt	 werden	 (Dammermann,	 2007	 Dissertation)	  
Die	Stimulation	der	HeLa-Zellen	für	10	Sekunden	mit	100µM	Carbachol	führte	zu	einer	
Erhöhung	der	NAADP-Konzentration	auf	100nM.	Ein	schneller	Anstieg	in	der	NAADP-
Konzentration		wurde	auch	in	pankreatischen	Acinuszellen	der	Maus	gemessen.	Die	Zel-
len	wurden	8	-	10	Wochen	alten	CD1-Mäusen	entnommen.	Die	Tiere	wurden	6	Stunden	
vor	Beginn	des	Experiments	auf	Nahrungsentzug	gestellt,	weil	Nahrungsreste	im	Zwölf-
fingerdarm	eine	starke	Sekretion	von	Cholecystokinin	einleiten	(Yamasaki	et	al,	2005).		
Eine	Stimulation	mit	einer		physiologischen	Konzentration		Cholecystokinin	(10pM)		lei-
tete	innerhalb	von	10	Sekunden		einen	5,7	fachen	Anstieg	in	der	NAADP-Konzentration	
ein.	Es	wurden	Konzentrationen	von	1,44pmol	NAADP/mg	Protein	erreicht,	die		nach	
60	Sekunden	wieder	auf	basale	Konzentrationen	(0,25±0,08pmol/mg	Prot.)	abfielen.	Es	
wurde	postuliert,	dass	diese		schnelle	NAADP-Erhöhung	nach		Stimulation	der	Zellen	an	
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der	Bildung	von	frühen	subzellulären	Ca2+-Signalen	beteiligt	ist	(Yamasaki	et	al,	2005).  
Auch	in	humanen	myometrischen	Zellen	konnten	Soares	und	Kollegen	einen		schnellen	
Anstieg	in	der	NAADP-Konzentration	nach	einer	Histamin-Stimulation	messen.	In	nicht	
stimulierten	Zellen	wurde	eine	NAADP-Konzentration	von	0,01pmol/mg	Prot.	gemes-
sen,	die	nach	Stimulation	von	10	Sekunden	mit	100µM	Histamin		anstieg	und	bei	30	Se-
kunden	ein	Maximum	von	0,14pmol/mg	Protein	erreichte.	Nach	einer	Stimulationsdauer	
von	60	Sekunden	sank	der	Wert	auf	fast	basales	Niveau	von	0,02pmol/mg	Protein	(Soares	
et	al,	2006).

Zellen Basalwert Agonist Stimulationswert Faktor
JMP /  T-Lympho-
zyt / Mensch

4nM
0,055pmol/mg	Prot.

OKT3	(5µg/ml) 34,3nM
0,25pmol/mg	Prot.

7,6

JMP /  T-Lympho-
zyt / Mensch

4nM
0,055pmol/mg	Prot.

ConA	(100µg/ml) 7nM /

HeLa �0nM Carbachol	(100µM) �00nM �0
Acinuszellen  / 
Pancreas /  Maus

0,25pmol/mg	Prot. Cholecystokinin
(10pM)

1,44pmol/mg	Prot. 5,7

Myometrische Zel-
len	/Uterus/	Mensch 0,01pmol/mg	Prot. Histamin	(100µM) 0,14pmol/mg	Prot. �4

glatte Muskelzel-
len / Ratte

0,21pmol/mg	Prot. Endothelin	(1µM) 1,33pmol/mg	Prot. 6,3

Seeigelspermium 54µM Seeigelei-
Membran

270µM 5

Seeigelei 0,29µM
4pmol/mg Prot.

Spermium 1,247µM
17,2pmol/mg	Prot.

4,3

MIN6 / Pancreas /
Maus

11,9pmol/mg	Prot. Glucose	(20mM) 24pmol/mg Prot. 2

Herzzellen / Meer-
schweinchen

220pmol/mg Prot. Isoprenalin 
(60nM)

337pmol/mg Prot. 1,5

Tab.5.2:	Zusammenfassung	der	Agonist-induzierten	NAADP-Veränderung	in	der	Konzentration. 
In der Tabelle sind alle zur Zeit bekannten Stimulationswerte für NAADP dargestellt. Für die T-Lympho-
zyten	und	die	Acinuszellen	wurden	die	Stimulationswerte	aus	den	Zeitverläufen	verwendet.

In	Tabelle	5.1	sind	alle	Messungen	dargestellt,	in	denen	durch		Agonisten	eine	Erhöhung	
in	der	NAADP-Konzentration	gemessen	werden	konnte.	Durch	den	Vergleich	der	basa-
len	Konzentrationen		lassen	sich	die	Ergebnisse	in	zwei	Gruppen	einteilen.	Die	Messun-
gen	in	den		humanen	T-Lymphozyten,	den	Acinus-Zellen,	den	myometrischen	Zellen	und	
in	den	Muskelzellen	der	Ratte		ergaben	NAADP-Konzentrationen,	die	unter	1pmol/mg	
Protein	lagen.		Die	basalen	Konzentrationen	aus	den	Seeigelspermien,	den	Seeigeleiern	
und		den	MIN6-Zellen	ergaben	Werte,	die	über	1pmol/mg	Protein	lagen	und	somit	eine	
mindestens	60	mal	höhere	NAADP-Konzentration	als	die	anderen	Zellen	besaßen.		Eine	
genaue	Übereinstimmung	 ist	 durch	 die	Vermessung	 von	Zellen	 aus	 unterschiedlichen	
Spezies		jedoch	nicht	zu	erwarten.	Es	wäre	möglich,	dass	einige	Signaltransduktionswege	
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aus	bestimmten	Zellen	einer	Art	höhere	endogene	NAADP-Konzentrationen	erfordern,	
als Zellen aus einem anderen Organismus. Trotz der unterschiedlichen Zellsysteme und 
Agonisten	 liegen	die	 	Faktoren	der	NAADP-Erhöhungen	ungefähr	 im	selben	Bereich.	
Eine Ausnahme bilden die MIN6-Zellen der Maus und die Herzzellen aus den Meer-
schweichnchen,	 bei	 denen	 nach	 Stimulation	 	 nur	 ein	 etwa	 zweifacher	Anstieg	 in	 der	
NAADP-Konzentration	gemessen	wurde.	 	Alle	beschriebenen	Experimente	haben	ver-
deutlicht,	dass	die	endogene	NAADP-Konzentration	nach	einer	physiologischen	Stimu-
lation ansteigt. Weiterhin konnte durch die Bestimmung in den glatten Muskelzellen der 
Ratte	(Kinnear	et	al,	2004)	und	durch	die		gemessenen	Zeitverläufe		aus	den	Acinuszellen	
(Yamasaki	et	al,	2005),	den	myometrischen	Zellen	(Soares	et	al,	2006),		und	aus	den	in	
dieser	Arbeit	durchgeführten	Messungen	in	humanen	T-Lymphozyten	dargestellt	werden,	
dass	es	sich	um	ein	kurzes,	zeitlich	begrenztes	Signal	handelt,	das	vermutlich	an	der	In-
itiierung	füher,	subzellulärer	Ca2+-Signale beteiligt ist. Im Fall der T-Lymphzyten wird 
nach	 5	Minuten	 ein	 zweites	Maximum	 erreicht,	 das	möglicherweise	 die	 zytosolische	
Ca2+-Konzentration		auch	zu	diesen	späten	Zeitpunkten	der	Zellaktivierung			beeinflusst.	

5.2.2	 Konzentraion	 und	 Spezifität	 des	 Stimulus	 sind	 entscheidend	 für	 die	
 NAADP-Bildung

Die	 Stimulation	 der	 T-Lymphozyten	 mit	 steigenden	 OKT3-Konzentrationen	 ergab	
für	 NAADP	 eine	 glockenförmige	 Konzentrations-Wirkungskurve	 (Abbildung	 4.1).	
Der größte NAADP-Anstieg wurde durch eine Inkubation mit einer Antikörperkon-
zentration	 von	 0,1µg/ml	 erreicht.	 Die	 Werte	 stiegen	 unter	 diesen	 Bedingungen	 auf	
20nM,	 was	 einem	 4,3	 fachen	Anstieg,	 im	 Vergleich	 zum	 Basalwert,	 entspricht.	 Sti-
mulationen	 mit	 10µg/ml	 OKT3	 führte	 zur	 Bildung	 von	 NAADP-Konzentrationen,	
die nur unwesentlich über den Basalwerten lagen.  Die Bestimmung der [Ca2+]i mit 
OKT3-Konzentrationen	 von	 0,01µg/ml	 bis	 10µg/ml	 führte	 im	 Ca2+-Peak und im 
Ca2+-Plateau zu sigmoidal verlaufenden Dosis-Wirkungskurven. Eine Stimulation mit 
0,1µg/ml	OKT3	erhöhte	die	Ca2+-Konzentration	nur	auf	halbmaximale	Werte	und	eine	
Stimulation	 mit	 10µg/ml	 führte	 sowohl	 im	 Peak	 als	 auch	 im	 Plateau	 zu	 maximalen	
Ca2+-Konzentrationen.	 Die	 	 biologische	 Bedeutung	 dieser	 unterschiedlichen	 Konzen-
trationsverläufe	 ist	 ohne	 weitere	 Experimente	 	 nicht	 zu	 erklären.	 Bekannt	 ist,	 dass	
unterschiedliche	 Antikörperkonzentrationen,	 gerichtet	 gegen	 den	 CD3-Komplex	 des	
T-Zellrezeptors,	 zu	 unterschiedlichen	 Reaktionen	 in	 primären	 T-Zellen	 führen.	 Hohe	
anti-CD3	Konzentrationen	leiten	die	Apoptose	ein,	während	 	geringe	Konzentrationen	
zur	 Proliferation,	 oder	 in	Abwesenheit	 von	 Co-stimulierenden	 Signalen	 die	 Zelle	 in	
Richtung	Anergie	 treiben.	 Somit	 könnte	 es	 sein,	 dass	 NAADP	 als	 Ca2+ freisetzender 
Botenstoff	nach	einer	Stimulation	Entwicklungsprozesse	wie	Proliferation,	Anergie	und	
Apoptose	beeinflusst. Auch in den pankreatischen Acinuszellen der Maus konnte durch 
unterschiedliche	Konzentrationen	 	 an	Cholecystokinin	 eine	Dosisabhängigkeit	 festge-
stellt	 werden.	 Bereits	 Konzentrationen	 von	 10pM	 Cholecystokinin	 führten	 zu	 einem	
deutlichen	Anstieg	in	der	NAADP-Konzentration.	Durch	Inkubationen	mit	10nM	stellte	
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sich	eine	maximale	NAADP-Konzentration	von	6,11±2,03pmol/mg	Protein		ein,	die	auch	
durch	eine	weitere	Erhöhung	der	Cholecystokinin-Konzentration	auf	1µM	nicht	weiter	
anstieg.	 Die	 maximale	 Konzentrationserhöhung	 im	Vergleich	 zum	 Basalwert,	 der	 bei	
0,688±0,16pmol/mg	Protein	lag,	entspricht	einem	Faktor	von	8,8.		
Die		Experimente,	die	klären	sollten,	welche	Art	von	Stimulus	erforderlich	ist,	um	eine	
zytosolische	NAADP-Erhöhung	in	T-Lymphozyten	auszulösen,	zeigten,	dass	nur	Signale	
über	den	T-Zellrezeptor	/	CD3-Komplex	dazu	in	der	Lage	sind.	Weder	eine		Stimulation	
über	das	ADPR/TRPM2-Signalsystem	durch	das	Lektin	Concanavalin	A	(Gasser	et	al,	
2006b)	 noch	 die	 pharmakologisch	 induzierte	 Entleerung	 zytosolischer	 Ca2+-Speicher 
durch	Thapsigargin	führte	zu	einer	signifikanten	Erhöhung	der	NAADP-Konzentration	
(Abbildung	4.2).	Weiterhin	konnte	gezeigt	werden,	dass	die	Bildung	von	NAADP	in	T-
Lymphozyten		über	Tyrosin-Phosphorylierungen	zu	laufen	scheint.		Eine		unspezifische	
Blockierung	der	Tyrosin-Kinasen	durch	Genistein	inhibierte	die	NAADP-Bildung.	Eine	
spezifische	Inhibition	der	Tyrosin-Kinasen	p56lck und p59fyn durch PP2 wirkte sich nicht 
auf	die	Rezeptor	vermittelte	NAADP-Bildung	aus	und	lässt	daraus	schließen,	dass	diese	
Enzyme	nicht	in	den	Signaltransduktionsweg	involviert	sind,	der	nach	Stimulation	über	
den T-Zellrezeptor zur Bildung von NAADP führt. Die	Spezifität	der	Rezeptor	vermittel-
ten NAADP-Bildung konnte auch  in den Messungen der Acinuszellen gezeigt werden.   
Es	 stellte	 sich	 heraus,	 dass	Acetylcholin,	 ein	Agonist	 für	 die	 cADPR-Bildung	 in	Aci-
nuszellen,	im	Gegensatz	zu	Cholecystokinin	keinen	Einfluss	auf	die	endogene	NAADP-
Konzentration	hat.		Es	konnte	auch	nach	sehr	hohen	Acetylcholin-Zugaben	(10µM)	keine	
Erhöhung	in	der		NAADP-Konzentration	gemessen	werden.	(Yamasaki	et	al,	2005).		Der	
Histamin	induzierte	NAADP-Anstieg	in		humanen,	myometrischen	Zellen	ließ	sich	durch	
eine Blockierung des H�-Rezeptors	unter	Verwendung	von	 	Diphenhydramin	(100µM)	
unterdrücken	(Soares	et	al,	2006).	
Die	Entwickllung	sensitiver	Nachweissysteme	hat	die	Quantifizierung	niedriger,	nano-
molarer	NAADP-Konzentrationen	auf	zellulärer	Ebene	ermöglicht.	Durch	die	Verwen-
dung		des	NAADP	Cycling-Assays	konnte	in	T-Lymphozyten	eine	basale	Konzentration	
von 4,5±2nM	ermittelt	werden.	Eine	Stimulation	der	Zellen	führte	zu	einer	schnellen,	7,6	
fachen	Erhöhung	der	NAADP-Konzentration.	Weiterhin	konnte	dargestellt	werden,	dass	
die		NAADP-Erhöhung	nur	dann	eintrat,	wenn	die	Stimulation	der	T-Lymphozyten	über	
den	T-Zellrezeptor/CD3-Komplex	erfolgte.	Somit	sind	mehrere	der	am	Anfang	des	Kapi-
tels	erwähnten	Kriterien	erfüllt,	um	NAADP	zu	den	bereits	etablierten	Ca2+-freisetzenden 
Botenstoffen in T-Lymphozyten wie InsP3 und cADPR hinzuzufügen. Hierzu gehören 
unter	anderem	die	Kenntnisse	um	die	basalen	Konzentrationen	des	Botenstoffes,	und	die	
Änderungen	in	der	Konzetration	nach	physiologischer		Stimulation	der	Zellen.
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5.3	 Einfluss	der		CD38-Expression	auf	das	endogene	NAADP 

Im	folgenden	Abschnitt	wird	erläutert	welchen	Einfluss	die	ADP-Ribosylcyclase	CD38	
auf	die	zelluläre	NAADP-Konzentration	hat.	Die	Messungen	basaler	NAADP-Konzen-
trationen	in	den	CD38	Knock	down-Klonen	zeigte,		dass	diese	Zellen	Konzentrationen	
aufwiesen,	die	mit	WT	T-Lymphozyten	vergleichbar	waren.	Wäre	CD38	an	der	Bildung	
von	NAADP	beteiligt,	müsste	sich	in	den	Knock	down-Klonen	eine	deutliche	Reduktion	
in	der	NAADP-Konzentration	zeigen,	da	nachgewiesen	werden	konnte,	dass	die	CD38-
Expression	und	die	Glykohydrolase-Aktivität	in	diesen	Zellen	im	Vergleich	zum	JMP-WT	
stark	vermindert	waren	(Abbildungen	4.9	und	4.10).	Die	Messungen	zeigten	jedoch,	dass	
die	basalen	Konzentrationen	in	beiden	verwendeten	Klonen	sogar	leicht	erhöht	waren.	
Auch	die	schnelle	Bildung	von	NAADP	nach	einer	OKT3-Stimulation	von	10	Sekunden	
führte	mit	Konzentrationen	von	ca.	90nM	zu	Werten,	die	mit	den	WT-Zellen	vergleichbar	
waren.	Diese	Messungen	legen	nahe,	dass	die	NAADP-Synthese	unabhängig	von	CD38	
verläuft.	In	den	Zellen,	die	für	5	Minuten	mit	OKT3	stimuliert	wurden,	verstärkte	sich	der	
Eindruck,	dass	durch	die	Expressionsverminderung	von	CD38	höhere	NAADP-Konzen-
rationen	in	der	Zelle	aufrecht	erhalten	wurden.	Dies	zeigt	sich	auch	in	den	Messungen,	
die	in	den	Geweben	von	CD38	Knock	out-Mäusen	druchgeführt	wurden.	In	den	CD38	
Knock	out-Milzen	wurden	mit	einer	Konzentration	von	37fmol/mg	Prot.	NAADP-Werte	
gemessen,	die	dreiimal	höher	waren,	als	 in	WT-Mäusen.	In	den	Thymie	der	KO-Tiere	
ergaben	sich	mit	einer	Konzentration	von	55fmol/mg	Prot.	Konzentrationen,	die	zweimal	
höher	waren,	als	in	den	WT-Tieren.	Ähnliche	Ergebnisse	sind	von	Soares	und	Kollegen	
publziert	worden,	die	ebenfalls	NAADP-Messungen	in	Geweben	von	CD38	Knock	out-
Mäusen	und	WT-Mäusen	durchgeführt	haben.

Gewebe WT-Maus CD38	Knock	out-Maus Faktor Autoren
Uterus �00fmol/mg Prot. 200fmol/mg Prot. 2 Soares	et	al	(2006)
Herz 400fmol/mg Prot. 400fmol/mg Prot. / Soares	et	al	(2006)
Leber 80fmol/mg	Prot. �60fmol/mg Prot. 2 Soares	et	al	(2006)
Niere 82fmol/mg	Prot. 80fmol/mg	Prot. / Soares	et	al	(2006)
Milz 200fmol/mg Prot. 640fmol/mg Prot. 3,2 Soares	et	al	(2006)
Thymus 27fmol/mg Prot. 55fmol/mg Prot. 2 eigene Daten
Milz �2fmol/mg Prot. 37fmol/mg Prot. 3 eigene Daten

 Tab.5.3:	NAADP-Bestimmungen		in	Geweben	von	CD38	Knock	out-	und	WT-Mäusen

Wie	in	Tabelle	5.3	zu	sehen	ist,	weisen	einige	der	CD38	Knock	out-Gewebe		im	Vergleich	
zu	den	WT-Geweben	erhöhte	NAADP-Konzentrationen	auf	(Soares	et	al,	2006).	Dies	ist	
in	den	Zellen	des	Uterus,	der	Leber	und	der	Milz	der	Fall.	Die	NAADP-Werte,	die	von	
Soares	und	Mitarbeitern		in	den	Milzen	bestimmt	wurden,	liegen	sowohl	in	den	WT-Mäu-
sen,	als	auch	in	den	CD38	Knock	out-Mäusen	um	einen	Faktor	von	20	höher,	als	die	in	
dieser	Arbeit	bestimmten	Konzentrationen.
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Die	in	dieser	Arbeit	verwendeten	CD38	Knock	out-Mäuse	und	die		von	Soares	verwen-
deten	Tiere	haben	einen	 identischen,	genetischen	Hintergrund	und	können	somit	nicht	
der	Grund	für	die	Abweichungen	sein.	Es	wäre	möglich,	dass	 	die	Art	der	Präparation	
der Organe oder  ein unterschiedliches Alter der Tiere am Tag des Experiments  zu ab-
weichenden		NAADP-Werten	führt.	Die	NAADP-Konzentrationen	in	den	CD38	Knock	
out-Milzen sind in beiden Arbeiten im Vergleich zu den WT-Organen dreifach erhöht.  
Soares	und	Kollegen	haben	die	Erhöhung	 	der	NAADP-Konzentration	 	durch	eine	er-
niedrigte	cADPR-Konzentration	erklärt.	Es	 ist	mehrfach	beschrieben	worden,	dass	die	
Bildung	von	cADPR	durch	CD38	vermittelt	wird	(Munshi	et	al,	2000	und	Podesta	et	al,	
2000).	Soares	und	Kollegen	konnten	zeigen,	dass	die	CD38	Knock	out-Gewebe	im	Ge-
gensatz	zu	den	Geweben	der	WT-Mäuse	kein	detektierbares	cADPR	aufweisen.	Es	wurde	
postulliert,	dass	die	NAADP-Konzentration	in	den	Knock	out-Geweben	erhöht	ist,	um	
die	Reduktion		in	der	endogenen	cADPR-Konzentration	zu	kompensieren	(Soares	et	al,	
2006).	Die	erhöhten	NAADP-Konzentrationen	in	den	CD38	Knock	down-Klonen	und		in	
den	CD38	Knock	out-Geweben	lassen	sich	auch	durch	die		Abwesenheit	der	CD38-En-
zymaktivität	erklären.	
CD38	ist	zur	Zeit	das	einzige	bekannte	Enzym,	das	in	der	Lage	ist	NAADP		zu	hydroly-
sieren	.	NAADP	wird	dabei	zu		ADPRP	und	Nikotinsäure	umgesetzt.	Das	pH-Optimum	
der	CD38-vermittelten	NAADPase-Reaktion	liegt	bei	5	(Graeff	et	al,	2006). Es liegen 
jedoch	noch	keine	Daten	vor,	die	die	Hypothese	des	CD38-vermittelten	NAADP-Abbaus	
auf	zellulärer	Ebene	bestätigen.	Somit	kann	der	biologische	Hintergrund	der	NAADP-
Erhöhung,	 die	 durch	 die	 Expressionsverminderung	 von	CD38	 in	 den	T-Lymphozyten	
entsteht,	ohne	zusätzliche	Erkenntnisse	nicht	erklärt	werden.
Die	 Ergebnisse	 dieser	Arbeit	 und	 die	Daten	 von	 Soares	 und	Kollegen	 schließen	 eine	
Beteiligung	 von	CD38	 an	 der	 Synthese	 von	NAADP	 	 aus,	 da	 sowohl	 die	 etablierten	
Knock	down-Klone	als	auch	die	Gewebe	aus	den	Knock	out-Mäusen	keine	verminderten	
NAADP-Konzentrationen	aufwiesen.	Es	gibt	neben	den	durchgeführten	NAADP-Mes-
sungen	auch	andere	Punkte,	die	gegen	eine	Beteiligung	von	CD38	bei	der	Bildung	von	
NAADP	 sprechen.	CD38	gehört	 zur	Gruppe	 der	Ektoenzyme	 (Metha	 et	 al,	 1996	 und	
Deaglio	 et	 al,	 2001).	Dies	 bedeutet,	 dass	 sich	 der	 katalytisch	 aktive	Teil	 des	Enzyms	
auf	der	Oberfläche	der	Zelle	befindet.	Nach	Stimulation	der	Zellen	müssten	die	Subst-
rate	NADP	und	Nikotinsäure	durch	Transportsysteme	über	die	Plasma-Membran	in	den	
Extrazellularraum	 überführt	 werden.	Dort	würde	 es	 durch	 die	 von	CD38	 ausgeführte	
Basenaustausch-Reaktion zur Bildung von NAADP kommen. Das entstandene NAADP 
müsste dann durch geeignete Transportsysteme wieder in das Zytosol der Zelle gelangen. 
Diese	Abläufe,	welche	die	Vorgänge	von	der	Stimulation	der	Zelle	bis	zur	zytosolischen	
NAADP-Erhöhung	umfassen,	müssten	innerhalb	weniger	Sekunden	ablaufen	(Gasser	et	
al,	2006;		Soares	et	al,	2006	und	Yamasaki	et	al,	2005).	Weiterhin	liegt	das	pH-Optimum	
der Basenaustausch-Reaktion mit einem pH von 5 in einem eher unphysiologischen Be-
reich	und	erfordert	hohe	Nikotinsäure-Konzentrationen,	die	in	Zellen	so	nicht	vorkom-
men	(Graeff	et	al,	1998).	Im	Zusammenhang	mit	der	Bildung	von	NAADP	sind	neben	
der	Beteilung	von	CD38	auch	andere	Synthesewege	diskutiert	worden.	So	könnte	die		
NAADP-Bildung		durch	eine	Desaminase	ausgeführt	werden,	die	an	der	Nikotinamid-
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Gruppe von NADP den Austausch  der Amino-Gruppe gegen eine Hydroxyl-Gruppe 
katalysiert	(Chini	et	al,	1995).	Ein	entsprechendes	Enzym,	das	NADP	als	Substrat	akzep-
tiert	ist	jedoch	noch	nicht	idenitfiziert	worden.	Eine	andere	Möglichkeit	wäre	die	direkte	
Phosphorylierung von NAAD+	 durch	 eine	 2`-NAD-Kinase	 unter	Verbrauch	 von	ATP.		
Auch	für	diese	Reaktion	konnten	Lerner	und	Kollegen	keine	Bedingungen	beschreiben	
unter	denen	humane	NAD-Kinasen	NAAD+ als Substrat für eine mögliche NAADP-Syn-
these	verwenden		(Lerner	et	al,	2001).	

5.4	 CD38	und	das	globale	Ca2+-Signal

Die Bestimmung der [Ca2+]i	 in	 den	CD38	Knock	 down-Zellen	 	 nach	 Stimulation	mit	
OKT3	 ergab	 eine	 starke	Verminderung	 der	 	Ca2+-Signale	 	 (Abbildung	 4.8	A	 und	 B). 
Die	 Stimulation	 mit	 OKT3	 induziert	 die	 Bildung	 der	 Ca2+-freisetzenden Botenstoffe 
NAADP,	InsP3	und	cADPR	(Gasser		et	al,	2006;		Guse	et	al,	1993	und		Guse	et	al,	1999).	
Durch	die	Ergebnisse	dieser	Arbeit	konnte	dargelegt	werden,	dass	durch	eine	Expressi-
onsverminderung	von	CD38	die	endogene	NAADP-Konzentration	nicht	reduziert	wird.		
NAADP	kann	somit		nicht	die	Ursache	der	erniedrigten	[Ca2+]i sein. Eine Beteiligung von 
InsP3 an der Verminderung des [Ca2+]i ist eher unwahrscheinlich,	da	die	Bildung	des	Boten-
stoffs	aufgeklärt	ist	und	unabhängig	von	CD38	verläuft	(Berridge	et	al,	2000).	Die	CD38	
vermittelte	Bildung	von	cADPR	ist	sehr	detailliert	beschrieben	worden	(Howard	et	al,	1993;	
Bruzzone	et	al,	2001	und	Guida	et	al,	2002)	und	die	Ca2+-freisetzende Wirkung dieses Bo-
tenstoffes ist allgemein akzeptiert.  Ein direkter Zusammenhang zwischen der endogenen 
cADPR-Konzentration	und	der	CD38-Expression	konnte	durch	unterschiedliche	Expe-
rimente	bestätigt	werden.	Die	Messungen	von	Soares	und	Kollegen	in	den	CD38	Knock	
out-Geweben	der	Maus	zeigten,	dass	die	CD38	negativen	Tiere		über	kein	nachweisbares	
cADPR	verfügen	(Partida-Sanchez	et	al,	2001	und	Soares	et	al,	2006).	In	THP-1	Zellen,	
einer	humanen,	leukämischen	Zelllinie	konnten	Takahashi	und	Kollegen	die	CD38-Ex-
pression	durch	eine	Inkubation	der	Zellen	mit	Retinsäure	erhöhen.	In	diesen	Zellen	wur-
den	im	Vergleich	zu	nicht	vorbehandelten	Zellen	eine	dreifach	erhöhte	cADPR-Konzen-
tration	gemessen	(Takahashi	et	al,	1995).	Graeff	und	Kollegen	konnten	in	HL60-Zellen	
zeigen,	dass	Inkubationen	mit	Retinsäure	die	ADP-Ribosylcyclase-Aktivität	und	auch	die	
cADPR-Hydrolaseaktivität	erhöht	(Graeff	et	al,	1994).	
Die Ca2+-mobilisierende Wirkung von cADPR konnte in unterschiedlichen Zellsystemen 
wie	Tier	(Runsko	N	und	Lee	HC,	1989),	Pflanze	(Leckie	et	al,	1998)	und	Mensch	(Taka-
sawa	et	al,	1993)	nachgewiesen	werden.  In	der	Arbeit	von	Munoz	und	Kollegen		wurde	
die	 CD38-Expression	 in	 Jurkat T-Lymphozyten durch einen  siRNA-Ansatz transient 
vermindert.	Die	Stimulation	der	Jurkat	T-Lymphozyten	erfolgte	durch	Antigen-präsentie-
rende	Zellen,	die	auf	der	Oberfäche	das	Staphylococcus	Enterotoxin	E	(SEE)	gebunden	
haben.	Als	Antigen-präsentierende	Zellen	wurden	Raji	B-Zellen	verwendet.	Durch	den	
CD38	Knock	down	reduzierte	sich	die	[Ca2+]i	 im	Vergleich	zu	den	Kontroll-Zellen	 im	
Ca2+-Peak und im Ca2+-Plateau	um	ca.	50%	(Munoz	et	al,	2008).		Von	Munoz	und	Kolle-
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gen	wurde	die	Hypothese	aufgestellt,	dass	die	Verminderung		der	[Ca2+]i  auf eine ernied-
rigte	cADPR-Konzentration	zurückzuführen	ist.	Bruzzone	und	Kollegen	konnten	zeigen,	
dass		in	PBMC	(Peripheral	Blood	Mononuclear	Cell)	die	CD38	vermittelte	ADP-Ribosyl-
cyclase-Aktivität	durch	eine	Inkubation	der	Zellen	mit		bakteriellem	Lipopolysaccharid	
(LPS)	erhöht	wird.	Es	konnte	auch	ein	Anstieg	in	der	endogenen	cADPR-Konzentration	
und eine Erhöhung in der [Ca2+]i  gemessen	werden	(Bruzzone	et	al,	2003).
Daraus	folgt	dass,	der	Zusammenhang	zwischen	der	CD38-Expression,	der	Bildung	von	
cADPR und der [Ca2+]i  von unterschiedlichen Arbeitsgruppen hergestellt werden konn-
te,	 so	dass	die	 in	dieser	Arbeit	gemessene	Verminderung	der	 [Ca2+]i  nach Stimulation 
mit	OKT3	nicht	unerwartet	kommt.	Die	Reduktion	der	[Ca2+]i 	machte	sich	mit	81%	in	
der	Plateau-Phase	stärker	bemerkbar	als	in	der	Peak-Phase,	wo	die	Verminderung	55%	
betrug.	Dies	passt	gut	mit	den	cADPR-Zeitverläufen	aus	den	T-Lymphozyten	(Guse	et	
al,1999)	und	den	Acinus-Zellen	(Yamasaki	et	al,	2005)	zusammen,	die	zeigen,	dass	cAD-
PR-Erhöhungen	zu	späteren	Zeitpunkten	der	Zell-Aktivierung	aufrecht	erhalten	werden.
ADPR ist ein weiterer Ca2+-freisetzender	Botenstoff,	dessen	Synthese	von	CD38	kataly-
siert	wird	(Metha	et	al,	1996	und	Lund	et	al,	1999).	Die	Reaktion	findet	bei	neutralem		bis	
alkalischem	pH	statt	(Lee	HC,	2006). Für die Bildung von ADPR wird von dem Subst-
rat NAD die Nikotinamid-Gruppe freigesetzt. Ein weiterer  möglicher Syntheseweg für 
ADPR	ist	die		Hydrolyse	von	cADPR.	CD38	ist	das	einzige	Enzym,	dass	in	der	Lage	ist	
cADPR	auf	diese	Weise	umzusetzen	(Lee	HC,	2006	und	Lund	et	al,1999).	ADPR	ist	an	
der	Regulation	des	Ionenkanals	TRPM2	beteiligt,	über	den	es	zum	Ca2+-Einstrom in das 
Zytosol	kommt	(Gasser	et	al,	2006	und	Heiner	et	al,	2006).	Gasser	und	Kollegen	konn-
ten	zeigen,	dass	in	Jurkat	T-Lymphozyten	basale	ADPR-Konzentrationen	von	44±11µM	
vorliegen	(Gasser	A	und	Guse	AH,	2005).	Durch	eine	Stimulation	mit	dem	Lektin	Con-
canavalin	A	konnte	ein	1,5	facher	Anstieg	in	der	ADPR-Konzentration	gemessen	werden.	
Die	Erhöhung	in	der	ADPR-Konzentration	war	auch	nach	15	Minuten	Stimulation	noch	
messbar (Gasser	et	al,	2006	A).	Die		Ca2+-Messungen	in	den	CD38	Knock	down-Klo-
nen	ergaben,	dass	die	[Ca2+]i nach Stimulation mit Concanavalin A stark erniedrigt war 
(Abbildung	4C	und	D).		Es	stellte	sich	heraus,	dass	die	[Ca2+]i wie bei der Stimulation 
mit	OKT3	stärker	in	der	Plateau-Phase	vermindert	war.	Ursache	für	diesen	Effekt	ist	die	
zytosolische	ADPR-Konzentration.	Die	Expressionsverminderung	von	CD38	führt	zu	ei-
ner	Reduktion		der	endogenen	ADPR-Konzentration,	die	sich	dann	in	einer	erniedrigten		
[Ca2+]i	äußert.	Der	direkte	Zusammenhang	zwischen	der	CD38-Expression	und	der	en-
dogenen	ADPR-Konzentration	muss	jedoch	durch	weitere	Messungen	bestätigt	werden.		
Die	Messungen,	die		nach	dem	Ca2+-free/Ca2+-readition-Protokoll	durchgeführt	wurden,	
ergaben,	dass	die	Klone	im	Release-Peak,	im	Influx-Peak	und	im	Ca2+-Plateau vermindert 
waren.	Es	stellte	sich	herraus,	dass	[Ca2+]i stärker	im	Influx-Peak	und	im	Plateau	ernied-
rigt	war.	Dies	 lässt	 sich,	wie	 bei	 den	 anderen	Messungen	 auch,	 durch	 eine	mögliche,	
CD38	abhängige	Verminderung	der	cADPR	und	ADPR-Konzentration	erklären.	Warum		
beide	vermessenen	Klone	einen	um	ca	60%	erniedrigten	 	Release-Peak	aufweisen,	 ist	
weniger offensichtlich. Die Freisetzung von Ca2+ aus	intrazellulären	Speichern	ist	nach	
der Stimulation der T-Lymphozyten ein eher frühes Ereignis und sollte mehr von NAADP 
und InsP3	reguliert	werden.	Da	das	NAADP-Signal	durch	den	CD38	Knock	down	nicht	
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vermindert	war	und	CD38	vermutlich	nicht	in	den	InsP3-vermittelten Signaltransdukti-
onsweg	involviert	ist,	sollte	der	Release-Peak	eigentlich	nicht	erniedrigt	sein.	Es	wurde	
jedoch	auch	beschrieben,	dass	cADPR	in	humanen	T-Lymphozyten	an	der	Bildung	sub-
zellulärer	Ca2+-Signale in der Schrittmacherphase des Ca2+-Signals	beteiligt	ist	(Kunerth	
et	al,	2004).	Der	reduzierte	Release-Peak	in	den	CD38	Knock	down-Klonen	kann	durch	
eine	veminderte	zytosolische	cADPR-Konzentration	entstehen.

5.5 NAADP: Vom lokalen zum globalen Ca2+-Signal

Durch	die	Vermessung	der	Zeitverläufe	für	NAADP,	InsP3 und cADPR sind die Ereignis-
se nach der Stimulation von Jurkat T-Lymphozyten über den T-Zellrezeptor bekannt. Die 
NAADP-Messungen	dieser	Arbeit	haben	gezeigt,	dass	nach		Stimulation	mit	OKT3	ein	
biphasisches Signal entsteht. Dieses Signal besteht aus einem schnellen Anstieg wenige 
Sekunden	 	nach	der	 	 	Stimulation	und	einer	 länger	anhaltenden	Erhöhung,	die	 in	dem	
Zeitraum zwischen einer Minute und 20 Minuten nach der Stimulation aufrecht erhalten 
wird	(Gasser	et	al,	2006).	InsP3  erreicht drei Minuten nach der Stimulation ein Maximum 
und	fällt	nach	sechs	Minuten	wieder	auf	basale	Werte	zurück	(Guse	et	al,	1993).	Stimula-
tionen	mit	OKT3	führen	in	Jurkat	T-Lymphozyten	zu	langanhaltenden	Erhöhungen	in	der	
cADPR-Konzentration.	Es	handelt	sich	dabei	im	Vergleich	zum	Basalwert	um	vierfache	
Erhöhungen,	die	auch	eine	Stunde	nach	der	Stimulation	noch	messbar	sind	(Guse	et	al,	
1999).	

Abb.5.1:	Darstellung	der	Zeitverläufe	von	InsP3,	cADPR	und	NAADP
Jurkat	T-Lymphozyten	wurden	mit	OKT3	stimuliert	und	die	Zeitverläufe	von	cADPR	(Guse	et	al,	1999),	
InsP3	 (Guse	et	al,	1993)	und	NAADP	(Gasser	et	al,	2006)	vermessen.	Die	Zeitverläufe	sind	als	relative	
Anstiege abgebildet. Zur Verfügung gestellt von A.H. Guse.

In	Abbildung	5.1	sind	die	Zeitverläufe	aus	Jurkat	T-Lymphozyten	nach	OKT3-Stimulati-
on  von InsP3,	cADPR	und	NAADP			dargestellt.	Die	schnelle	Bildung	von	NAADP	un-
mittelbar	nach	der	Stimulation	der	Zellen	deutet	daraufhin,	dass	dieser	Botenstoff	an	der	
Initiierung der Ca2+-Signale beteiligt ist. Dies zeigt sich auch durch den Vergleich der en-
dogenen	NAADP-Konzentration	und	der	[Ca2+]i unmittelbar nach der Aktivierung der T-
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Lymphozyten.  Die NAADP-Erhöhung lief der globalen [Ca2+]i-Erhöhung zeitlich etwas 
vorraus,	was	ebenfalls	daraufhin	deutet,	dass	NAADP	an	der	Bildung	lokal	begrenzter,	
subzellulärer	Ca2+-Signale beteiligt ist. Auch   Mikroinjektionsexperimente in T-Lympho-
zyten	mit	niedrigen,	nanomolaren	NAADP-Konzentrationen	legten	die	Beteiligung	von	
NAADP	an	der	Bildung	von	kleinen,	subzellulären	Ca2+-Signalen in der Entstehungspha-
se,	der	sogenannten	Schrittmacher-Phase	des	Ca2+-Signals	nahe	(Dammermann	W	und	
Guse	AH,	2005).		Diese Ca2+-Signale bewirken  die  Sensibilisierung von InsP3-Rezepto-
ren	und	Ryanodin-Rezeptoren,	was			eine		Ca2+-Freisetzung	aus	intrazellulären	Speichern	
einleitet	(Cancela	et	al,	2000).		Die	Ca2+-Freisetzung  wird durch die Wechselwirkung von 
InsP3 und	cADPR	mit	den		durch	NAADP	sensibilisierten	Rezeptor-Kanälen	eingeleitet.	
Dieser	Vorgang,	bei	dem	ein	kleines	und	lokal	begrenztes	Ca2+-Signal die Freisetzung von 
weiterem	Calcium	einleitet,	wird	als	Ca2+ induced Ca2+ release	(CICR)	bezeichnet	(Bak	et	
al,	2002).	Die	Entleerung	der	zytosolischen	Speicher	führt	zu	einer	Aktivierung	von	Ca2+-
permeablen	Ionenkanälen,	die	als	Orai1	/	CRACM1	bezeichnet	werden	und	sich		in	der	
Plasma-Membran	befinden	(Feske	et	al,	2006	und	Cai	X,	2007).		Der	Signalweg,	welcher		
von	der	Entleerung	der	intrazellulären	Ca2+-Speicher bis zur Öffnung der in der Membran 
sitzenden	Orai1-Kanäle	führt,	war	bis	vor	kurzer	Zeit	unklar.	Es	konnte	gezeigt	werden,	
dass	die	Aktivierung	der	Membran-Kanäle	über	einen	Ca2+-Sensor	verläuft,	der	sich	im	
ER	befindet.	Der		STIM1	benannte	Ca2+-Sensor besitzt im Lumen des ER eine Ca2+-bin-
dende	Domäne,	die	als	EF-Hand	bezeichnet	wird	(Lewis	RS,	2007).	Die	Ca2+-Freisetzung 
aus	dem	ER	führt	zu	einer	Relokalisation	von	STIM1,	so	dass	der	Membran-Kanal	Orai1	
durch	direkte	Wechselwirkung	mit	Stim1		geöffnet	wird	(Spassova	et	al,	2005).	Aufgrund	
der	Tatsache,	 dass	 	Orai1	 durch	 die	 Entleerung	 zytosolischer	 Speicher	 aktiviert	wird,	
wurde	dieser	Kanal	auch	als	CRAC	(Ca2+-release	activated	channel)	bezeichnet	(Donald	
et	al,	2006).	Der	resultierende	Ca2+-Einstrom	über	die	Plasma-Membran	führt	dazu,	dass	
aus dem unmittelbar nach der Stimulation gebildetem lokalem Ca2+-Signal durch die 
Ca2+-Freisetzung aus dem ER und dem Ca2+-Einstrom über die Membran ein globales 
Ca2+-Signal	entsteht	(Gennazzani	AA	und	Thorn	P,	2002).	
Abbildung	5.1	deutet	an,	dass	der	Verlauf	des	Ca2+-Signals durch die zeitlich differen-
zierte Synthese unterschiedlicher Ca2+-freisetzender	Botenstoffe	präzise	reguliert	werden	
kann.	 Unmittelbar	 nach	 Stimulation	werden	 durch	NAADP	 subzelluläre	 Ca2+-Signale 
initiert.	 Nachdem	 	 NAADP	 wieder	 auf	 fast	 basale	Werte	 abfällt	 steigt	 die	 endogene	
InsP3-Konzentration	an	und	trägt	durch	weitere	Ca

2+-Freisetzung zur Bildung eines glo-
balen	Signals	bei.	Zwischen	10	und	20	Minuten	nach	der	Stimulation	befindet	sich	das	
InsP3	wieder	auf	basalen	Konzentrationen	und	es	kommt	zu	einem	erneuten	Anstieg	der	
NAADP-Konzentration.		In	diesem	Zeitraum	steigt	auch	die	cADPR-Konzentration	an	
und	ermöglicht	es	T-Lymphozyten,		einen	langanhaltenden	Ca2+-Einstrom über die Mem-
bran aufrecht zu erhalten.
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5.6	 CD38	und	die	Hydrolyse	von	NAADP

Die	NAADP-Messungen	in	den	HeLa-CD38pos.-Zellen ergaben im Vergleich zum HeLa-
WT	erniedrigte	Konzentrationen.	Dieser	Effekt	wurde	besonders	deutlich	in	den	Stimu-
lationsexperimenten. Somit wurde durch die Expressionsverminderung 	 von	CD38	 in	
den	 Jurkat	T-Lymphozyten	 ein	Anstieg	 in	 der	NAADP-Konzentration	 und	 durch	 eine	
Überexpression	 von	 CD38	 in	 den	 HeLa-Zellen	 eine	Verminderung	 gemessen.	 Dieser	
Zusammenhang	zwischen	der	CD38-Expression	und	der	endogenen	NAADP-Konzent-
ration	ist	auch	von	Soares		et	al	(2006)	beschrieben	worden.		Wie	zuvor	erwähnt,	wurden	
in	Uterus,	Leber	und	Milz	von	CD38	Knock	out-Mäusen	erhöhte	NAADP-Konzentrati-
onen	gemessen.	Um	den	Einfluss	von	CD38	auf		NAADP	näher	zu	untersuchen,	wurden	
HL60-Zellen	mit	1µM	Retinsäure	inkubiert.	Es	ist	beschrieben	worden,	dass	Retinsäure	
an der Regulation von Proliferation und Differenzierung beteiligt ist und die Expression 
von	CD38	verstärkt	(Graeff	et	al,	1994	und	Lamkin	et	al,	2006).	Eine	Westernblot-Analy-
se	ergab,	dass	die	Retinsäure	behandelten	Zellen	im	Vergleich	zu	den	unbehandelten	Zel-
len	eine	erhöhte	CD38-Expression	aufwiesen.		Durch	Messungen	der	basalen	NAADP-
Konzentration	stellte	sich	heraus,	dass	die	HL60-Zellen	ohne	Inkubation	mit	Retinsäure	
20fmol	NAADP	/mg	Protein	aufwiesen.		In	den	Zellen,	in	denen		durch		Inkubation	mit	
Retinsäure	 eine	 erhöhte	CD38-Expression	 auftrat,	 lagen	die	NAADP-Konzentrationen	
bei	14	fmol	NAADP	/mg	Prot.	Weiterhin	wurde	dargestellt,	dass	die	Retinsäure	behandel-
ten	Zellen	im		Vergleich	zu	den	nicht	behandelten	Zellen	eine	signifikant	erhöhte	CD38-
Enzymaktivität		aufwiesen	(Soares	et	al,	2006).	Somit	wurde	eine	mögliche	Beteiligung	
von	CD38	am	Abbau	von	NAADP			in	verschiedenen	Zellsystemen	postulliert.	Für	einen	
möglichen	Zusammenhang	zwischen	CD38	und	einer	Degradation	von	NAADP	spricht	
auch,	dass	CD38	zur	Zeit	das	einzige	bekannte	Enzym	ist,	das	in	der	Lage	ist,	spezifisch	
NAADP	zu	hydrolysieren	(Graeff	et	al,	2006).	Die	CD38	katalysierte	NAADPase-Akti-
vität	hat	ein	Optimum	bei	pH	5.	Bei	der	Reaktion	wird	NAADP	zu	ADPRP	und	Nikotin-
säure	hydrolysiert.		Das	CD38	eine	zentrale	Rolle	im	Abbau	von	NAADP	hat,	ist	jedoch	
eher	unwahrscheinlich.	Zum	einen	ist	CD38,	wie	bereits	erwähnt,	ein	Ecto-Enzym.	Es	
treten	somit	einige	der		Probleme	auf,	die	eine	Beteiligung	von	CD38	an	der	Synthese	
unwahrscheinlich	machten.	Hierzu	gehöhrt	 zum	einen	der	Transportmechanismus,	der	
die Substrate innerhalb weniger Sekunden über die Plamsa-Membran transportieren 
müsste	und	auch	das	pH-Optimum	im	sauren	Bereich.	Möglich	wäre,	dass	CD38	eine	
Art	Notfall-System	im	NAADP-Abbau	übernimmt,	falls	das	eigentliche	Enzym,	welches	
die	Degradierung	durchführt,	ausfällt.	Im	Zusammenhang	mit	dem	NAADP-Abbau	ist	
auch	über	eine	Dephosphorylierung	diskutiert	worden	(Berridge	et	al,	2002).	Galione	und	
Kollegen	konnten	in	Acinus-Zellen	der	Maus	zeigen,	dass	die	Dephosphorylierung	von	
NAADP einer Ca2+-Abhängigkeit	unterliegt.	Durch		Inkubation	mit	dem	membrangän-
gigen Ca2+-Chelator	BABTA-AM	konnte	nach	Stimulation	mit	Cholecystokinin	(10pM)	
ein kontinuierlicher NAADP-Anstieg gemessen werden. Ohne Vorinkubation mit BAB-
TA-AM	fiel	die	NAADP-Konzentration	wenige	Sekunden	nach	der	Stimulation	wieder	
auf	basale	Konzentrationen	ab	(Galione	et	al,	2006).	Ein	Enzym,	das	die	Dephosphory-
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lierung	von	NAADP	durchführt,	ist	auf	zellulärer	Ebene	noch	nicht	identifiziert	worden.	
Welche	Funktion	CD38	im	Metabolismus	von	NAADP	genau	einnimmt,	ist	ohne	weitere	
Experimente		nicht	zu	klären.	
Die Messungen der  [Ca2+]i	 in	 den	HeLa-WT	 und	 den	HeLa-CD38pos.-Zellen ergaben 
eine	 erhöhte	 Plateau-Phase	 in	 den	 CD38pos.-Zellen. Eine Erhöhung der [Ca2+]i wurde 
auch	von	Zocchi	et	al	(1998),	die	das	gleiche	Zellsystem	verwendeten,	publiziert.  Das 
erhöhte [Ca2+]i  konnte in direkten Zusammenhang mit einer Erhöhung  der cADPR-
Konzentration		und	der	daraus	resultierenden	Sensibilisierung	der	Ryanodin-Rezeptoren			
gebracht	werden	(Zocchi	et	al,	1998).	Die	Ca2+-Peak-Werte	 	der	HeLa-CD38pos.-Zellen 
sind	 trotz	der	signifikant	verminderten	NAADP-Konzentration	(Abbildung	4.17)	 iden-
tisch mit den Ca2+-Peak-Werten aus dem HeLa-WT.  Da NAADP eine Funktion in der 
frühen Phase der Ca2+-Freisetzung	zugesprochen	wird	(Cancela	et	al,	2001;	Lee,	2001;	
Yamasaki	et	al,	2005	und	Gasser	et	al,	2006),	wäre	eine	Verminderung	im	Ca2+-Peak zu 
erwarten	gewesen.	Die	NAADP-Messungen	haben		gezeigt,	dass	nach	Stimulationen	mit	
100µM	Carbachol	in	den	HeLaCD38pos.-Zellen verminderte NAADP-Signale entstehen. 
Es	wäre	jedoch	möglich,	dass	trotz	der	Reduktion	immer	noch	genug	NAADP		in	den	
Zellen	gebildet	wird	 	um	subzelluläre	Ca2+-Signale	einzuleiten,	die	zu	einem	dem	WT	
vergleichbaren Ca2+-Peak	führen.	Um	einen	Unterschied		zwischen	dem	HeLa-WT	und	
den	HeLa	CD38pos.-Zellen im Ca2+-Peak	zu	messen,	müssten	die	Stimulation	der	Zellen	
mit	unterschiedlichen	Carabachol-Konzentrationen	durchgeführt	werden,	um	eine	Bedin-
gung	zu	finden,	die	sich	stärker	in	den	CD38	transfizierten	Zellen	bemerkbar	macht	als	
in den WT-Zellen.
Seit	der	Aufklärung	der	Struktur	von	NAADP	vor	mehr	als	10	Jahren	(Lee	und	Aarhus,		
1995)	 konnten	 durch	 die	Ergebnisse	 verschiedener	Arbeitsgruppen	 viele	 Informatinen	
zum	Verständnis	der	NAADP	vermittelten	Signaltransduktion	zusammengetragen	wer-
den. Die Ca2+-freisetzende Wirkung von NAADP konnte durch Mikroinjektionsexperi-
mente	 relativ	 früh	bestätigt	werden	 (Aarhus	et	 al,	1996).	Für	die	Bestimmung	basaler	
NAADP-Konzentrationen	mussten	zunächst	Systeme	etabliert	werden,	mit	denen	es	mög-
lich	war	NAADP		auf	zellulärer	Ebene	zu	messen.	Nachdem	gezeigt	werden	konnte,	dass	
die	NAADP-Konzentration	nach	physiologischer	Stimulationen	in	der	Zelle	ansteigt	und	
dass	diese	Erhöhungen	durch	spezifische	Pharmaka	inhibierbar	waren,	wurde	NAADP		
als Ca2+-freisetzender Botenstoff allgemein akzeptiert.  Die Frage nach der molekularen 
Identität	des	NAADP-Rezeptors	wird	zur	Zeit	kontrovers	diskutiert.	So wird zum einen 
das	Modell	vertreten,	nachdem	NAADP	an	einen	noch	unbekannten	NAADP-Rezeptor	
bindet und so eine Ca2+-Freisetzung	aus	sauren,	lysosomartigen	Kompartimenten	indu-
ziert		(Kinnear	et	al,	2004;	Yamasaki	et	al,	2004	und	Churchill	et	al,	2002).	Es	gibt	aber	
auch	Daten,	die	belegen,	dass	die	NAADP	vermittelte	Ca2+-Freisetzung über den Rya-
nodin-Rezeptor	verläuft		(Hohenegger	et	al,	2002	und	Dammermann		und	Guse,	2005). 
Der Metabolismus von NAADP ist noch  unklar. Durch die in dieser Arbeit vorgestellten 
Daten	kann	CD38	als	NAADP-bildendes	Enzym	ausgeschlossen	werden.		Über	welches	
Enzym	die	Synthese	von	NAADP	verläuft	und	wie	der	Botenstoff	abgebaut	wird,	ist	noch	
unklar.	Abbildung	5.1	fasst	die	Abläufe	des	NAADP-Signalsystems	in	T-Lymphozyten	
zusammen.
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Abb.5.�: Modell des NAADP vermittelten Signalsystems.  Nach Stimulation der T-Lymphozyten über 
den	T	Zellrezeptor/CD3-Komplex	kommt	es	zur	Aktivierung	eines	noch	unbekannten	NAADP	bildenden	
Enzyms	(NAADP-Syntase).	Das	gebildete	NAADP	bindet	an	den	Ryanodin-Rezeptor		des	Endoplasma-
tischen Reticulums.  Durch Freisetzung von Ca2+ aus	dem	ER	entstehen	kleine,	subzelluläre	Ca2+-Signale. 
Der	Abbau	von	NAADP	ist		noch	unklar.	Eine	Möglichkeit	wäre	die	Umsetzung	von	NAADP	durch	eine	
2`-Phosphatase		zu	NAAD.	Es	könnte	auch	sein,	dass	NAADP	über	ein	Transportsystem		vom	Zytosol	in	
den	Extrazellularraum	gelangt.	Dort	setzt	CD38		NAADP	zu	ADPRP	und	Nikotinsäure	um.	
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6 Zusammenfassung der Ergebnisse

1987	machten	Clapper	und	Kollegen	durch	Experimente	an	Seeigelei-Mikrosomen	die	
Enteckung,		dass	Injektionen	von	Nikotinamidadenindinukleotid-2`-phosphat	(NADP	)	
starke Ca2+-Signale	auslösen	(Clapper	et	al,	1987).	Es	war	schnell	klar,	dass	nicht	NADP	
selbst,	 sondern	eine	Verunreinigung	des	Produkts	 für	die	Wirkung	verantwortlich	sein	
musste.	Die	Struktur	des	Botenstoffs,	welcher	sich	als	Nikotinsäureadenindinukleotid-2`-
phosphat	(NAADP)	herrausstellte,		wurde	1995		veröffentlicht	(Lee		und	Aarhus,	1995).	
NAADP ist bis heute die potenteste Ca2+-freisetzende Substanz. Durch Mikroinjektions-
experimente	konnte	gezeigt	werden,	 dass	NAADP	 im	niedrigen	nanomolaren	Bereich	
wirksam	 ist.	Um	zu	klären	welche	Funktion	NAADP	 in	der	Ca2+-vermittelten Signal-
transduktion	hat	und	ob	es	sich	vielleicht	sogar	um	einen	sekundären	Botenstoff	handelt,	
war	es	erforderlich,	die	zellulären	Konzentration	von	NAADP	zu	bestimmen.	Dies	war	
erst durch die Etalbierung sensitiver Nachweissysteme möglich. 
 Die Messungen in dieser Arbeit wurden mit einem enzymatischen Cycling-Assay 
durchgeführt,	mit	dem	die	Bestimmung	endogener	NAADP-Konzentrationen	in	Suspen-
sionszellen,	in	adhärent	wachsenden	Zellen	und	in	Geweben	durchführbar	ist	(Gasser	et	
al,	2006).	 	Durch	die	Bestimmung	von	basalen	NAADP-Konzentrationen	 in	 Jurkat	T-
Lymphozyten	ergaben	sich	Konzentrationen	von	4nM.		Stimulation		des	T-Zellrezeptor/
CD3-Komplexes	führte	zu	einem	biphasischen	NAADP-Verlauf.	Unmittelbar	nach	der	
Stimulation	stieg	die	NAADP-Konzentration	um	das	7,6	 fache	an	und	sank	dann	 	auf	
fast	basale	Werte	wieder	ab.	Nach	fünf	Minuten	erreichte	die	NAADP-Konzentration	ein	
zweites	Maximum	und	fiel	50	Minuten	nach	der	Stimulation	auf	basale	Werte	zurück.	Der	
schnelle NAADP-Anstieg wird mit der Einleitung der Ca2+-vermittelten Signaltransduk-
tion	in	Verbindung	gebracht	(Kinnear	et	al,	2004;	Yamasaki	et	al,	2005;	Gasser	et	al,	2006	
B	und	Soares	et	al,	2006).	Der	biologische	Hintergrund	der	zweiten	Erhöhung	ist	noch	
unklar. Möglicherweise wird  [Ca2+]i	in	Kombination	mit	dem	auch	zu	dieser	Zeit	aktiven	
Second	Messenger	zyklische	Adenosindiphosphatribose	(cADPR)	reguliert	(Guse	et	al,	
1999).	Durch	die	Blockierung	von	Tyrosinkinasen	mit	Genistein	konnte	die	NAADP-
Erhöhung	unterdrückt	werden.	Weiterhin	konnte	gezeigt	werden,	dass	es	nur	zu	einem	
NAADP-Anstieg	kam,	wenn	über	den	T-Zellrezeptor/CD3-Komplex	 stimuliert	wurde.	
Eine	pharmakologische	Entleerung	der	zellulären	Calciumspeicher	und	eine	Aktivierung	
des Ca2+-permeablen	Ionenkanals	TRPM2	mit	dem	Lektin	Concanavalin	A	(Gasser	et	al,	
2006	B)	führten	zu	keiner	signifikanten	NAADP-Erhöhung.	Der	NAADP-Anstieg	in	den	
Jurkat	T-Lymphozyten	unterlag	einer	Konzentrations-Abhängigkeit.				
Zu den noch offenen Fragen im NAADP-Signalsystem gehören die Synthese und der 
Abbau	 des	Botenstoffes.	 	 In	 der	 Literatur	wurde	 häufig	 postuliert,	 dass	 die	NAADP-
Bildung	über	das	Ecto-Enzym	CD38	verläuft	(Liu	et	al,	2005	und	Graeff	et	al,	2006).	
Zur	Überprüfung	 der	Hypothese	wurde	 in	 Jurkat	T-Lymphozyten	 die	 Expression	 von	
CD38	vermindert.	Der	Knock	down	wurde	mit	Hilfe	von	shRNA	durchgeführt.	Durch	
eine	 Zellvereinzelung	wurden	 dann	 stabile	Klone	 erhalten.	Der	 Erfolg	 der	 CD38-Ex-
pressionsverminderung wurde durch  Western Blot-Analyse und durch die Bestimmung 
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der	CD38	vermittelten	NAD-Glykohydrolase-Aktivität	überprüft.	Überraschenderweise	
stellte	sich	heraus,	dass	die	NAADP-Konzentration	in	den	Klonen	nicht	erniedrigt	war.		
Die	CD38	Knock	down-Klone	wiesen	im	Vergleich	zum	Jurkat-WT	sogar	leicht	erhöhte	
NAADP-Konzentrationen	auf.	Um	eine	CD38-Restaktivität	als	Ursache	für	die	NAADP-
Bildung	auszuschließen,	wurden	Messungen	in	CD38	Knock	out-Mäusen	durchgeführt.	
Es	wurden	die	Milzen	und	Thymi	von	WT-Mäusen	und	den	Knock	out-Mäusen	vermes-
sen.	Auch	hier	zeigte	sich,	dass	die	Abwesenheit	von	CD38	zu	erhöhten	NAADP-Werten	
führt.	Die	Bestimmung	der	NAADP-Konzentration	in	HeLa-Zellen,	die	CD38	überexpri-
mieren,	führten	im	Vergleich	zum	HeLa-WT	zu	verminderten	NAADP-Konzentrationen.	
Durch	die	Experimente	konnte	somit	gezeigt	werden,	dass	CD38	nicht	an	der	Synthese	
von NAADP beteiligt ist. 
Die Bestimmung der  [Ca2+]i	in	den	CD38	Knock	down-Klonen	ergaben	Verminderungen,	
die	sich	stärker	in	der	Plateau-Phase	der	Ca2+-Signale	bemerkbar	machten.	Es	ist	bekannt,	
dass die Bildung der Ca2+-freisetzenden Botensoffe cADPR und Adenosindiphosphatri-
bose	(ADPR)	über	CD38	verläuft	(Howard	et	al,	1993	und	Metha	et	al,	1996).	Die	Ex-
pressionsverminderung	von	CD38	führt	also	wahrscheinlich	zu	einer	Erniedrigung	dieser	
Botenstoffe,	was	sich	dann	in	einer	erniedrigten	[Ca2+]i	äussert.
Die Ergebnisse dieser Arbeit haben zu neuen Erkenntissen in der NAADP vermittelten 
Signaltransduktion beigetragen.  NAADP wird in T-Lymphozyten dem Status eines  
Ca2+-freisetzenden	Botenstoffes	gerecht.	Hierzu	zählen	die	Kenntnisse	um	die	basalen	
NAADP-Konzentrationen	und	der	Anstieg	nach	der	Stimulation	über	den	T-Zellrezeptor,	
sowie	die	Spezifität	und	die	Konzentrationsabhängigkeit	der	Stimulation.	CD38	konnte	
als	NAADP	bildendes	Enzym	ausgeschlossen	werden.	Die	Tatsache,	dass	NAADP		nach	
heutigen	Kenntnissen	als	erster	Ca2+-freisetzender Botenstoff nach Stimulation der Zellen 
gebildet wird und an der Einleitung der Ca2+-Signale,	der	 sogenannten	Schrittmacher-
Phase,	beteiligt	ist,	macht	NAADP	auch	aus	pharmakologischer	Sicht	zu	einem	interesan-
ten	Ziel.	Das	gleiche	gilt	für		CD38,	dass	durch	die	Bildung	der	Botenstoffe	cADPR	und	
ADPR	eine	wichtige	Rolle	in	der	Signaltransduktion	einnimmt.	Um	mehr	über	die	Regu-
lation	von	cADPR	und	ADPR	zu	erfahren,	ist	es	wichtig	auch	von	diesen	Botenstoffen	
zukünftig	detaillierte	Zeitverläufe		in	den	CD38	Knock	down-Klonen	zu	messen.
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7 Abstract

In	1987,	Clapper	and	colleagues	discovered	that	microinjection	of		Nicotinamide	adenine	
dinucleotide	phosphate	(NADP)	into	sea	urchin	microsoms	induced	Ca2+-transients	(Clap-
per	et	al,	1987).	Because	of	the	high	endogenous	concentration	of	NADP	it	becameclear	
that an impurity  must be responsible for Ca2+-mobilisation. The compound was Nicoti-
nic	acid	adenine	dinucleotide	phosphate	(NAADP)	and	is	the	most	potent	Ca2+-releasing 
messenger	known	today.	The	structure	was	published	in1995		(Lee		and	R	Aarhus,	1995).	
Microinjection experiments revealed that NAADP is active in the low nanomolar range. 
To understand the function of NAADP in Ca2+-signaling cellular NAADP concentrations 
had to be determined. Measurement of endogenous NAADP was possible after develope-
ment of sensitive methods. The results described here were performed with  custom-made 
NAADP	Cycling-Assay.	This	method	allows	NAADP	detection	in	suspension	cells,	ad-
herent	cells	and	animal	tissues	with	a	detection	limit	of	50	fmol	(Gasser	et	al,	2006).		In	
unstimulated T cells the NAADP concentration amounted to 4±�nM. Stimulation of the 
cells	via	the	T	cell	receptor/CD3	complex,		resulted	in	a	biphasic	elevation	kinetics	of	
cellular	NAADP	levels.	Seconds	after	stimulation	NAADP	concentration	increased	7,6	
fold. The second increase in NAADP had its maximum 5 minutes after stimulation and 
reached basal levels after 50 minutes of stimulation. The fast increase of NAADP may 
bi involved in the initiation of Ca2+-signals in the very early phase of the signaling event 
(Kinnear	et	al,	2004;	Yamasaki	et	al,	2005;	Gasser	et	al,	2006	B	and	Soares	et	al,	2006).	
The biological meaning  of the second elevation is not yet clear. It is possibele that at this 
time Ca2+-signaling is shaped in coorporation with the established modulator of the rya-
nodine	receptor,	cADPR	(Guse	et	al,	1999).	A	broad	band	inhibition	of	Tyr	kinases	using	
genistein completely abolished NAADP elevation. An increase in NAADP only occurred 
after stimulating the cells via the T cell receptor/CD3 complex. An increase in NAADP 
was neither found upon a pharmacologically induced rise in [Ca2+]i using thapsigargin nor 
upon	stimulation	of	T	lymphocytes	via	the	ADPR/TRPM2	signaling	system	(Gasser	et	al,	
2006B).	A		bell-shaped	concentration-response	curve	was	found.	

Metabolism	 of	NAADP	 is	 still	 unclear	 today.	 The	 ectoenzyme	CD38	 has	 often	 been	
discussed	in	the	literature	for	being	involved	in	NAADP	formation	(Liu	et	al,	2005	und	
Graeff	et	al,	2006).	To	investigate	wether	CD38	is	responsible	for	NAADP	synthesis	we	
performed	a	CD38	knock	down		 in	Jurkat	T-lymphocytes,	using	shRNA	induced	gene	
silencing.	After	generation	of	stable	clones	we	confirmed	the	success	of	the	CD38	knock	
down by western blot-analysis  and measurement of glycohydrolase-activity. NAADP 
measurements revealed that there is no decrease in NAADP concentration in the knock 
down	clones.	In	fact,	NAADP	levels	in		CD38	knock	down	clones	seemed	to	be	slight-
ly elevated compared to Jurkat-WT. To exclude the possibility that NAADP formation 
occurred	because	of	 the	remaining	CD38	molecules	in	the	CD38	Knock	down	clones,	
we	also	performed	NAADP	measurements	in	CD38-/-mice. NAADP measurements were  
performed in thymus and spleen of WT-mice and CD38-/-mice and revealed that NAADP 
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levels in CD38-/--tissues were elevated. 
NAADP	 levels	 in	 CD38pos-HeLa were strongly reduced compared to HeLa-WT. All 
experiments	 suggest	 that	CD38	 is	 not	 involved	 in	NAADP	synthesis.	The	 increase	 in	
NAADP		in	the	CD38	knock	down	clones	and	CD38	-/--tissues may be a consequence of 
the decrease of cADPR. 

Ca2+-measurements  showed reduced   [Ca2+]i in		CD38	knock	down	clones	as compared 
to Jurkat-WT. The reduction was more pronounced  in the plateau phase of the Ca2+-
signal.	The	experiments,	using	OKT3	 for	 stimulation,	 indicated	 that	Cyclic	 adenosine	
diphosphate-ribose	 (cADPR)	 and	 Adenosine	 diphosphate-ribose	 (ADPR)	 is	 reduced.	
Stimulation with the lectin Concanavalin A pointed out that ADPR is decreased. Both 
Ca2+-measurements  support the hypothesis that NAADP is increased to compensate for a 
reduction in cADPR concentration. 
All	together,	the	results	of	the	current	PhD	thesis	provide	new	insights	into	NAADP	me-
diated Ca2+-signaling.	According	to	Lee	(Lee,	2003)	and	Rutter	(Rutter,	2003)	most	of	the	
criteria	for	the	establishment	for	NAADP		as	second	messenger	are	now	fulfilled.		Basal	
NAADP concentrations were determined. Stimulation  resulted in a biphasic elevation  
in	NAADP	 concentration.	 Increase	 in	NAADP	 specifically	 occurred	 after	 stimulation	
via	 the	T	cellreceptor/CD3-complex.	Gene	 silencing	and	KO-mice	 suggest	 that	CD38	
is not involved in NAADP formation. The fact that NAADP is the initial Ca2+-releasing 
messenger after stimulation of the cells makes this compound a valuable target for phar-
macological research. 
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