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1 Zusammenfassung

Neben der Stimulation des TCR ist eine Interaktion von B7-1 und/oder B7-2 mit CD28
und/oder CTLA-4 (= Kostimulation) notwendig, um eine effektive T-Zellaktivierung zu
gewihrleisten. Um zu kldren, ob dies die Folge verdanderter Kalziumsignale ist, wurde eine
Methode etabliert, die es ermdglicht, Kalziumsignale in Einzelzellen nach Kostimulation
zu messen. Dabei wurden die Zellen mittels bispezifischer Fusionsproteine iiber den
TCR/CD3 stimuliert und tiber CD28 bzw. CTLA-4 kostimuliert. Es wurde gezeigt, dass
eine B7-2 nicht aber eine B7-1 Kostimulation in vorstimulierten CD4" T-Zellen zu einem
stark erhohten Kalziumsignal fiihrt. Nicht vorstimulierte T-Zellen und Jurkat T-Zellen
zeigen diesen Unterschied im Vergleich zu einer reinen CD3 Stimulation nicht. Wurde
hingegen CD28 auf den vorstimulierten T-Zellen blockiert, hatte eine B7-2 Kostimulation
keinen Effekt mehr auf die Kalziumsignale. Es wurde gezeigt, dass die erhdhten
Kalziumsignale nicht auf eine vermehrte Speicherentleerung zuriickzufiihren sind. Die
Applikation von 10 pM 2-APB hob den Unterschied jedoch auf (2-APB wirkt in dieser
Konzentration potenzierend auf den STIM2- und hemmend auf den STIMI-abhingigen
Kalziumeinstrom). Das ldsst darauf schlieen, dass die B7-2 Kostimulation direkt auf die
Aktivitdt des CRAC/Orail-Kanals wirkt. Die Daten deuten darauf hin, dass die Effizienz
der Kostimulation und die Regulation der Immunreaktion unter anderem direkt {iber

Kalzium reguliert werden.
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1.1 Summary

In addition to T-cell receptor engagement, the interaction between of B7-1 (CD80) and/or
B7-2 (CD86) with CD28 and/or CTLA4 receptors (= co-stimulation) is required for an
effective T-cell activation. To analyze if the molecular mechanism of co-stimulation
involves calcium signals, we developed a single cell assay to analyze Ca’" signals
following co-stimulation with bispecific antibodies. B7-2 but not B7-1 costimulation was
followed by an increase of Ca®" influx in prestimulated T-cells. This effect was not seen in
unstimulated T-cells or in Jurkat T-cells. The enhanced Ca’" influx following B7-2
co-stimulation was abrogated by an antibody interfereing with CD-28 function. The
differences in Ca®" influx between B7-1 and B7-2 co-stimulation were not dependent on
depletion of Ca®" stores but were eliminated by the application of 10 pM 2-APB (this
concentrations has to been shown to initially potentiate Ca’" influx through CRAC
channels). Our data indicate that B7 costimulation directly influence the CRAC/Orail
channel. The data from this thesis indicate that the efficiency of co-stimulation and the
regulation of the immunreaction is among other things regulated by differences of

intracellular Ca®" signals.
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2 Einleitung

2.1 Die Funktion der T-Zellen im Immunsystem

Das Immunsystem dient der Abwehr potentiell pathogener Keime und der Erkennung und
Eliminierung infizierter und entarteter Zellen. Die T-Zellen spielen dabei eine
ausschlaggebende Rolle. Ca. 65 % der T-Zellen sind T-Helferzellen (CD4"), die an der
Vermittlung der zelluliren Immunreaktion und an der Differenzierung von B-Zellen zu
antikorperproduzierenden Plasmazellen beteiligt sind. Die anderen 35 % sind zytotoxische
T-Zellen (T-Killerzellen, CD8"), die virusinfizierte Zellen nach Antigen-spezifischer
Erkennung lysieren kénnen.

Damit T-Zellen ihre Aufgaben erfiillen konnen, bedarf es einer Stimulation. Diese
geschieht vor allem durch Wechselwirkungen mit professionell Antigen-présentierenden
Zellen (APC), zu denen dendritische Zellen, B-Zellen und Monozyten bzw. Makrophagen
gezédhlt werden. Die wichtigsten Molekiile in diesem Aktivierungsprozess sind die T-Zell-
Rezeptoren (TCR) auf den T-Zellen und die Histokompatilititsantigene (MHC-Molekiile =
Major Histocompatibility Complex) auf den APCs. Mit dem TCR ist nicht-kovalent der
CD3-Molekiilkomplex assoziiert, der die eigentliche Signaliibertragung ins Zellinnere
tibernimmt. Zusammen werden TCR und CD3-Molekiilkomplex als funktioneller TCR-
Komplex bezeichnet. Dariiber hinaus sind mit dem TCR kostimulatoriche Molekiile wie
CD28 und CTLA-4 (cytotoxic T-lymphocyte antigen 4) (s. Punkt 2.2) assoziiert. Fehlen
diese kostimulatorischen Signale bei der Antigenerkennung, so geht die T-Zelle in die
Anergie, d.h. sie lebt zwar weiter, kann jedoch nicht mehr aktiviert werden, auch nicht
durch spitere Antigenpridsentation durch eine APC. Dies dient der Elimination von
T-Zellen, deren TCR mit korpereigenen Strukturen interagieren und ist somit ein wichtiger
Mechanismus zur Vermeidung von Autoimmunreaktionen. Die ebenfalls mit dem TCR
assoziierten Korezeptoren CD4 bzw. CDS8 sind notwendig fiir die Stabilisierung des

Kontaktes zwischen T-Zelle und APC.
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2.2 Rolle der Kostimulation fir die T-Zell Aktivierung

Eine alleinige TCR-Stimulation ist nicht ausstreichend fiir eine effiziente
T-Zellaktivierung. Das Immunsystem muss zudem auf sehr viele verschiedene Reize
reagieren konnen und bendtigt daher eine Feinregulation. Hierzu verfiigen T-Zellen iiber
verschiedene, mit dem TCR assoziierte, kostimulatorische Molekiile. Die
kostimulatorischen Molekiile kdnnen zwei Familien zugeordnet werden: der Familie der
Immunglobuline und der der ,,Tumor Necrosis Factor Rezeptoren“ (TNFR). Die
bekanntesten Mitglieder der ersten Familie sind CD28, ein positiver Kostimulator, und
CTLA-4 (CD152), das ein inhibitorisches Signal vermittelt (s. Abb. 2.1). Weiterhin
gehoren in diese Familie das positiv kostimulatorisch wirkendende Immunglobulin ICOS
(inducibel T-cell costimulator system) und das negativ kostimulatorisch wirkendende PD-1
(programmed cell death 1). In die Familie der TNFR gehort zum Beispiel der positive
Kostimulator OX40. Neben den hier aufgefiihrten gibt es noch weitere kostimulatorischen
Molekiile, von denen zum Teil die Wirkung noch nicht bekannt ist.

In dieser Arbeit wurde der Effekt der Kostimulation {iber B7/CD28 und B7/CTLA-4 auf
die T-Zell Aktivierung und das Kalziumsignal untersucht, weswegen diese Molekiile mit
ithren Signalwegen und ihren Liganden hier genauer beschrieben werden sollen. Trotz ihrer
unterschiedlichen Wirkungsweisen haben beide einige Gemeinsamkeiten: CD28 und
CTLA-4 haben eine Sequenzhomologie von 30 % und die gleichen Liganden, B7-1
(CD80) und B7-2 (CD86), die auf den APCs exprimiert werden. Beide sind durch eine
extrazelluldre Immunglobulindoméne (Ig-Doméne), einen Transmembranbereich und eine
zytoplasmatische Doméne mit verschiedenen Motiven, {iber die Signale vermittelt werden
konnen, charakterisiert (Schwartz et al., 2002). Thre auf den APCs exprimierten Liganden
B7-1 und B7-2 haben eine Sequenzhomologie von 33 % und sind durch zwei extrazellulire
Ig-Dominen, einen Transmembranbereich und eine kurze zytoplasmatische Domine
gekennzeichnet. Die Bindungsaffinitit von CTLA-4 fiir beide Liganden ist hoher als die
von CD28 (Collins et al., 2002; Linsley et al., 1994; van der Merwe et al., 1997), allerdings
wurde auch gezeigt, dass CTLA-4 B7-1 als Bindungspartner bevorzugt, wihrend CD28
B7-2 favorisiert (Manzotti et al., 2006; Manzotti et al., 2002; Pentcheva-Hoang et al.,
2004; Zheng et al., 2004). Auffallend ist, dass die Expressionsmuster von CD28 und B7-2
bzw. von CTLA-4 und B7-1 sehr dhnlich sind. Wihrend CD28 konstitutiv auf

unstimulierten T-Zellen exprimiert wird und nach Stimulation hochreguliert wird, ist
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CTLA-4 auf unstimulierten Zellen nicht detektierbar und wird erst mehrere Stunden bis
Tage nach Stimulation auf der Zelloberfliche exprimiert. B7-2 ist, wie CD28, konstant auf
APCs exprimiert und wird nach Kontakt mit einer T-Zelle lediglich hochreguliert. B7-1
dagegen ist, wie CTLA-4, nicht konstitutiv exprimiert und wird erst ein bis zwei Tage nach
Kontakt zwischen APC und T-Zelle hochreguliert und exprimiert (Alegre et al., 1996;
Hathcock et al., 1994; Lenschow et al., 1993; Perkins et al., 1996). Aber selbst zum
Zeitpunkt des Expressionsmaximums von CTLA-4 und B7-1 ist die Expression von CD28
und B7-2 auf der T-Zelle bzw. der APC hoher (Hathcock et al., 1994; Lenschow et al.,
1993; Linsley et al., 1992).

Auch wenn iiber CD28 bei weitem am meisten bekannt ist, ist der genaue
Signalmechanismus noch nicht endgiiltig aufgeklért. Es scheint so, dass manche von CD28
ausgehende Signale TCR unabhéngig sind, da sie sich im Gegensatz zu den TCR-Signalen
nicht von Cyclosporin A blockieren lassen. Allerdings hat CD28 auch direkte Wirkung auf
den TCR, indem es die Zahl der TCRs reduziert, die durch ein Antigen gebunden werden
missen, um zur Aktivierung der T-Zelle zu fiihren. Damit erniedrigt CD28 die
Reizschwelle der T-Zelle (Itoh and Germain, 1997; Viola and Lanzavecchia, 1996). Es
wird angenommen, dass CD28 zu einer Ansammlung sogenannter ,lipid rafts* an der
Kontaktstelle zwischen APC und T-Zelle (Immunologischen Synapse) fiihrt und damit die
dortige Konzentration von Enzymen und Adaptermolekiilen erhoht wird (Viola et al.,
1999).

Die Untersuchung von CTLA-4 wird dadurch erschwert, dass seine Oberfldchenexpression
iiber Endozytose reguliert wird. Vom Endoplasmatischen Retikulum (ER) wird CTLA-4 in
den Golgi-Apparat transportiert. Dort interagiert der zytoplasmatische Teil von CTLA-4
mit AP-1, das den Transport zur Zelloberfliche vermittelt. Wird CTLA-4 an der
Oberfliche nicht von B7 gebunden, bindet die Untereinheit AP-50 des Endozytose
vermittelnden Clathrin Adaptorproteins AP-2 an einem Tyrosinreste von CTLA-4, was zu
einer schnellen Endozytose fiihrt. Dieser Vorgang erklart die geringe Expression von
CTLA-4 auf der T-Zell Oberflache (Bradshaw et al., 1997; Shiratori et al., 1997; Zhang
and Allison, 1997). Selbst nach Aktivierung ist es 30- bis 50 mal schwécher auf der
Zelloberflache exprimiert als CD28 (Linsley et al., 1992).

Es wurde gezeigt, dass CTLA-4 auf zwei unterschiedliche Weisen inhibierend auf die
T-Zelle wirkt: Einerseits scheint es kompetitiv das CD28 Signal zu antagonisieren,
andererseits aber auch ein direktes, negatives Signal ins T-Zellinnere zu leiten (Carreno et

al., 2000). Der kompetetive Mechanismus gegeniiber CD28 ist unabhingig vom
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zytoplasmatischen Teil von CTLA-4 (Carreno et al., 2000; Cinek et al., 2000). Méuse, die
CTLA-4 exprimieren, dem der zytoplasmatische Teil fehlt und die damit unfdhig sind
selbst ein Signal zu generieren, entwickeln einen lymphoproliferativen Phédnotyp. Das
Krankheitsbild ist allerdings weniger aggressiv, als das in CTLA-4"~ Miusen. Dies spricht
dafiir, dass CTLA-4 neben dem CD28-Antagonismus noch einen weiteren Mechanismus
zur Inhibition der T-Zellaktivitit besitzt (Cinek et al., 2000; Fallarino et al., 1998;
Masteller et al., 2000). Dies wird durch die Fahigkeit von CTLA-4, auch in Abwesenheit
von CD28 die T-Zellantwort zu inhibieren, untermauert (Fallarino et al., 1998; Lin et al.,
1998). Auf welche Weise dies genau geschieht, ist noch unklar.

Fiir das Verstindnis des Immunsystems und der Entstehung verschiedener Erkrankungen
ist die Aufklirung der genauen kostimulatorischen Mechanismen unumgénglich. Neue
Erkenntnisse ermoglichen dariiber hinaus die Entwicklung neuer Behandlungsmethoden.
Bereits heute wird die Behandlung mit Antikorpern gegen verschiedene
Oberflachenmolekiile der T-Zellen oder der APCs sowohl in der Transplantationsmedizin,
als auch in der Therapie onkologischer Erkrankungen und Autoimmunerkrankungen
eingesetzt und es ist davon auszugehen, dass diese Therapieart an Bedeutung gewinnen
wird. Dabei besteht die Moglichkeit einer generalisierten, unspezifischen
Immunstimulation, z. B. durch Gabe eines anti-CTLA-4 Antikorpers (Maker et al., 2005;
Maker et al., 2006; Phan et al., 2003; Robinson et al., 2004), als auch einer
Immunsuppression, z. B. durch Gabe eines anti-CD3 Antikorpers (z. B. OKT3) in der
Transplantationsmedizin (Goldstein et al., 1986; Hirsch et al., 1987; Thistlethwaite et al.,
1987). GroBBer Nachteil dabei sind die starken Nebenwirkungen einer solchen Therapie.
Diese Nebenwirkungen gilt es zu minimieren. Eine Moglichkeit bietet hierbei unter
Umstidnden eine spezifische Therapie mit bispezifischen Antikérpern. Dabei werden
Antikdrper mit zwei verschiedenen Bindungsspezifititen verwendet, von denen eine
beispielsweise gegen die Tumorzelle gerichtet ist und die zweite ein Oberflichenmolekiil

einer T-Zelle bindet (Gall et al., 2005; Grosse-Hovest et al., 2003; van Spriel et al., 2000).
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Apoptosis Proliferation Cell-cycle arrest
Anergy Differentiation
Effector function

Abb. 2.1: Abhangigkeit der T-Zell-Reaktion von verschiedenen kostimulatorischen Signalen.
Wird der TCR ohne zusétzliche Stimulation von CD28 stimuliert, leitet die T-Zelle die Apoptose
ein oder wird anerg. Nur eine zusitzliche CD28-Kostimulation fiihrt zur einer Proliferation,
Differenzierung und der Entstehung von Effektor-Zellen. Nach T-Zell-Stimulation und CTLA-4
Hochregulation resultiert eine CTLA-4-Kostimulation in einem Zellzyklusarrest (Alegre et al.,

2001).
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2.3 Die Immunologische Synapse

Der Begriff der Immunologischen Synapse wurde von M. Norcross und der Arbeitsgruppe
von W. Paul eingefiihrt um die Interaktion zwischen T-Zelle und APC zu beschreiben
(Norcross, 1984; Paul et al., 1987). Schon 1984 wurde mit l6slichen Antikorpern, die
TCRs miteinander vernetzen, gezeigt, dass sich anschlieBend Zelloberflachenrezeptoren,
Aktinfilamente und bestimmte Lipide in einem bestimmten Teil der Zellmembran
konzentrieren. Diese Phidnomen wurde als ,,capping® bezeichnet (Spiegel et al., 1984).
Diese Molekiilkonzentration liegt im Fall der T-Zell Stimulation mittels APC im
Kontaktbereich dieser beiden Zellen (Kupfer and Dennert, 1984; Kupfer et al., 1983). Erst
die dreidimensionale Darstellung dieser Kontaktzone ermoglichte es zu erkennen, dass die
Verteilung nach einem bestimmten Muster erfolgt (Monks et al., 1998). Heute unterteilt
man die IS in drei Bereiche. Im Zentrum liegt die zentrale Region des ,,supra-molecular
activation complex* (cSMAC), in der sich TCRs, kostimulatorische Molekiile wie CD28
und CTLA-4, PKC-6 und Agrin konzentrieren. Um diesen Bereich liegt der periphere Ring
(pSMAC), indem sich unter anderem CD4, Talin, LFA1, Lck und CD2 anreichern. Im
auBersten, distalen Ring (ASMAC) findet man CD43, CD44 und CD45 (s. Abb. 2.2)
(zusammengefasst in (Bromley et al., 2001; Huppa and Davis, 2003). Durch die
Konzentration von Rezeptoren und Zelladhdsionsmolekiilen in einem Bereich der
Zellmembran und von weiteren Signalmolekiilen im Zytoplasma der Zelle direkt unterhalb
der Kontaktstelle konnen wichtige Signale zwischen Zellen sehr effektiv ausgetauscht
werden. Diese Form der Stimulation nennt man fokale Stimulation. Fokal, mit anti-
CD3/anti-CD28-beschichteten ~ Beads stimulierte Zellen weisen eine hohere
Proliferationsrate und eine erhohte IL-2 Synthese auf als Zellen, die mit
Phytohdamagglutinin (PHA) stimuliert wurden (Schwarz et al., 2007a). Die Stimulation mit
Beads ist wesentlich physiologischer als die mit Thapsigargin (blockiert die SERCA-
Pumpe des ER), PHA oder Antikorpern in Losung. Allerdings fehlen hier die
Zelladhdsionsmolekiile, die bei einer Stimulation mittels APC an der Bildung der IS
beteiligt sind. Eines der Ziele dieser Arbeit war es eine Methode zu etablieren, die es
ermdglicht die T-Zellen moglichst physiologisch, d.h. in einem Zell-Zell-Kontakt mittels
unterschiedlicher Antikorper zu stimulieren. Diese physiologischere Stimulation
ermoglicht die Erforschung des komplexen Zusammenspiels aller beteiligten Molekiile und

ist somit auch der Bead-Stimulation iiberlegen.
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Abb. 2.2: Ubersicht tiber die Immunologische Synapse (1S).

Abb. a zeigt eine Auswahl von Molekiilen, die an der Bildung der IS beteiligt sind essentiell fiir die
T-Zell Aktivierung sind. Kostimulatorische Peptide und der MHC-Komplex auf der APC sind in
rot dargestellt, positive Kostimulatoren auf der T-Zelle in blau, negative in gelb. Grau sind die
Molekiile, die nicht zur Signaliibertragung beitragen. Der Pfeil steht fiir Signale die gemeinsam zur
T-Zell Aktivierung fiihren. Abb. b zeigt einen Querschnitt durch die IS mit den typischen Zonen
(cSMAC (orange), pSMAC (griin) und dSMAC (blau)) und den darin angereicherten Molekiilen
(Huppa and Davis, 2003).

2.4 Kalzium-abhangige Signaltransduktion in T-Zellen

Die Bindung des MHC/Antigen-Komplexes an den TCR-Komplex fiihrt unter Mitwirkung
der Korezeptoren zu einer Aktivierung der Src-Kinasen Fyn und Lck, die ihrerseits die
Limmunoreceptor tyrosin-based activation motifs“ (ITAMs) auf den (-Ketten des
CD3-Komplexes phosphorylieren (Gauen et al., 1994; Straus and Weiss, 1992). Diese
Phosphorylierung fiihrt zur Anlagerung und nachfolgender Phosphorylierung der
assoziierten Tyrosinkinase ZAP-70. ZAP-70 aktiviert iiber die Phosphorylierung mehrerer
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Adapterproteine die Phospholipase Cy (PLCy) und Ras (zusammengefasst in (Samelson,
2002). Ras aktiviert eine Kaskade von MAP-Kinasen, die wiederum Fos induzieren, einen
Bestandteil des Transkriptionsfaktors Aktivator Protein 1 (AP-1). Die Phospholipase C
(PLC) ihrerseits spaltet das membranstindige Phospholipid Phosphatidylinositol-4,5-
biphosphat (PIP;) in die ,second messenger” Inositol-1,4,5-triphosphat (IP;) und
Diazylglyzerol (DAG). IP; induziert durch Bindung an den IPs;-Rezeptor (IP;R) des
endoplasmatischen Retikulums (ER) eine Freisetzung von Kalziumionen aus dem
intrazelluldren Kalziumspeicher und damit eine Erhohung der intrazelluldren
Kalziumkonzentration (Crabtree and Clipstone, 1994). Die Entleerung dieser Speicher
flihrt zu einer STIM1 (stromal interaction molecule)-abhingigen Aktivierung des
CRAC-Kanals (Ca’" realease-activated Ca®") in der Plasmamembran (s. Punkt 2.5). Dieser
zu den ,speicheraktivierten Kandlen* (SOCs = store-operated channels) gehdrende Kanal
in T-Zellen wurde nach dem gleichen, urspriinglich in Mastzellen gefundenen Kanal
benannt (Hoth and Penner, 1992). Er unterscheidet sich von anderen SOCs durch seine
hohe Selektivitdt fiir Kalziumionen gegeniiber anderen Kationen. Der Anstieg der
intrazelluldren  Kalziumkonzentration wirkt aktivierend auf Kalzium-abhéingige
Kaliumkanile (K¢,) und die Ca’>*-ATPase in der Plasmamembran (PMCA). Gleichzeitig
hemmt der lokale Konzentrationsanstieg den CRAC-Kanal. Dies hitte zur Folge, dass das
Kalziumsignal schnell wieder abfallen wiirde. Verhindert wird dies unter anderem dadurch,
dass Mitochondrien, welche nahe an der Plasmamembran liegen, das einstromende
Kalzium iiber einen Uniporter aufnehmen und so die Riickkopplungshemmung des CRAC-
Kanals verhindern (Hoth et al., 1997; Lewis, 2001). Erst nach und nach geben die
Mitochondrien das Kalzium iiber einen Na'/Ca”*"-Austauscher wieder an das Zytosol ab
(Hoth et al., 1997; Lewis, 2001). Ein Teil des Kalziums wird vom ER iiber die SERCA-
Pumpe (sarco-endoplasmatic-reticulum Ca®"-ATPase) aktiv aus dem Zytosol
aufgenommen. Ein Uberblick iiber die Kalzium-abhingige Signaltransduktion in T-Zellen
ist in Abb. 2.3 zu sehen.

Die iiber den CRAC-Strom (Icrac) induzierte langanhaltende Erhdhung der intrazelluldren
Kalziumkonzentration ist ein ausschlaggebender Bestandteil der im Folgenden
beschriebenen Regulation der wichtigsten Transkriptionsfaktoren. Beeindruckend ist, dass
75 % aller durch T-Zell-Aktivierung regulierten Gene eine Abhingigkeit von der
Erh6hung der intrazelluldren Kalziumkonzentration iiber den Icrac zeigen (Feske et al.,

2001).
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Der erhdhte intrazellulire Kalziumspiegel fiihrt zu einer Aktivierung des Ca®"-bindenden
Proteins Calmodulin, das wiederum Calcineurin (Serin/ Threoninphosphatase) aktiviert.
Dieses dephosphoryliert wiederum den Transkriptionsfaktor NF-AT (Nuclear Factor of
Activated T-cells), der dann in den Zellkern wandert, wo er an den Promotor des
IL-2-Gens bindet und zusammen mit anderen Transkriptionsfaktoren, wie AP-1 und
NF-«B, die Expression von IL-2 induziert (Crabtree and Clipstone, 1994).

Der Anstieg der Kalziumkonzentration fithrt ebenso, zusammen mit dem freigesetzten
DAG, zur Aktivierung der Proteinkinase C (PKC, Serinkinase), was wiederum die
Phosphorylierung mehrerer Proteinkomplexe, wie z. B. IkB/NF-«kB induziert (Crabtree and
Clipstone, 1994). Der IkB/NF-kB-Komplex dissoziiert, infolge seiner Phosphorylierung, in
die beiden Untereinheiten IkB und NF-xB. Das phosphorylierte IxB wird im Zytosol
degradiert, wihrend der nun aktivierte Transkriptionsfaktor NF-xB in den Zellkern
wandert (Baldwin, 1996; Partiseti et al., 1994).

Die =zeitliche und rdumliche Dynamik des Kalziumsignals, die sich durch das
Zusammenspiel des intrazelluldren und extrazelluldren Kalziumeinstroms in das Zytosol
ergibt, ermoglicht eine Modulation der Immunantworten. Eine Stérung im Ablauf dieser
Kalziumsignale kann Ursache einer Immundefizienz sein (Feske et al., 2001; Le Deist et
al., 1995b; Partiseti et al., 1994) oder auch die Entstehung von Tumoren begiinstigen. Fiir
das Verstindnis der Immunantwort mit ihren unterschiedlichen Ausprigungen und der
Klarung der Entstehung immunologischer Erkrankungen ist es daher wichtig, die genauen
Abldufe der Signalkaskaden, den Einfluss der Kostimulation und die Entstehung und
Modulation des Kalziumsignale in T-Zellen aufzuklaren.

Wie wichtig die korrekten Abldufe aller Mechanismen des Immunsystems, vom
Zellkontakt bis zu den darauffolgenden Aktivierungs-Signalkaskaden (s. Abb. 2.3) sind,
wird klar, wenn man Krankheiten betrachtet, die auf Storungen dieser Prozesse
zuriickzufiihren sind. Dazu zéhlen Allergien, Autoimmunerkrankungen wie Multiple
Sklerose, Rheuma, chronisch entziindliche Darmerkrankungen wie Morbus Crohn und

Colitis Ulcerosa, aber auch die Entartung korpereigener Zellen zu Tumorzellen.
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Abb. 2.3: Ubersicht der Signaltransduktion in T-Zellen.

Die Bindung des MHC/Antigen-Komplexes an den TCR fiihrt zur Induktion einer Signalkaskade.
Durch die Aktivierung der PKC werden die Transkriptionsfaktoren AP-1 und NF«B aktiviert. [P;
fiihrt zur Entleerung der intrazelluliren Kalziumspeicher (ER). Uber STIM1 wird der CRAC/Orail
Kanal aktiviert und Kalzium stromt aus dem Extrazellularraum in die Zelle hinein. Das
einstromende Kalzium hemmt den CRAC/Orail Kanal, aktiviert die Kc,-Kanile, erhoht die
Aktivitit der PMCA und aktiviert das Ca*"-bindende Protein Calmodulin. Calmodulin aktiviert
Calcineurin, das wiederum den Transkriptionsfaktor NF-AT dephosphoryliert, der daraufthin in den
Kern wandert. Alle Transkriptionsfaktoren zusammen fithren zur I[L-2-Synthese. Die
Mitochondrien nehmen das durch den CRAC/Orail-Kanal einstromende Kalzium auf und

vermindern so dessen Inaktivierung.
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2.5 Bedeutung des CRAC/Orail Kanals in humanen T-Zellen

Der CRAC/Orail Kanal ist, wie oben bereits beschrieben, ein Kalziumkanal in der Plasma-
membran humaner T-Zellen, Mastzellen und vieler anderer Zelltypen. Er besitzt eine
Selektivitdt fiir Kalziumionen gegeniiber monovalenten Kationen von ungefihr 1000:1
(Hoth and Penner, 1993) und eine Einzelkanalleitfahigkeit von 10-20 fS (Prakriya and
Lewis, 2002; Zweifach and Lewis, 1993). Beziiglich der Kalzium-Selektivitdt entspricht
der CRAC/Orail Kanal fast der Selektivitit spannungsgesteuerter Kalziumkanile, die
jedoch eine wesentlich hohere Einzelkanalleitfahigkeit besitzen. Im Gegensatz zu diesen
spannungsgesteuerten Kalziumkandlen wird der CRAC/Orail Kanal nicht durch
Potentialdnderung sondern durch die Entleerung der intrazelluldren Kalziumspeicher
aktiviert. Der Kalziumeinstrom iiber die Plasmamembran ist notwendig, damit eine
effektive Aktivierung der T-Zellen bis hin zur Expression von Interleukinen erfolgen kann.
Trotz dieser eindeutig charakterisierten funktionellen Eigenschaften des CRAC/Orail
Kanals konnten bis heute seine molekularen Eigenschaften nicht vollstindig geklart
werden. Es gilt als sicher, dass Orail zumindest einen Teil des Kanals bildet (s. Punkt
2.5.2), allerdings wird kontrovers diskutiert, ob auch weitere Proteine, wie zum Beispiel
Mitglieder der TRP-Proteine (TRP = transient receptor potential), an dessen Aufbau
beteiligt sind (s. Punkt 2.5.3).

Die Entdeckung des CRAC/Orail Kanals, mit seiner wichtigen Rolle in der Signalkaskade
der T-Zell-Aktivierung, ldsst auf ein besseres Verstdndnis immunologischer Mechanismen
und auf neue pharmakologische Angriffspunkte in der Therapie von Immunerkrankungen
hoffen. Um diesem Ziel ndher zu kommen, ist zunidchst die Aufklidrung der genauen
molekularen Struktur und der am Aufbau des CRAC/Orail Kanals beteiligten Gene
unabdingbar. Erst die vollstindige molekulare Charakterisierung wird es ermdglichen, die
Funktion des Kanals und die genauen Mechanismen, die zu seiner Aktivierung fiihren, zu

klaren.
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2.6 Der molekulare Aufbau des CRAC-Kanals

2.6.1 STIMI1

STIM1 (stromal interaction molecule), das schon vor mehreren Jahren entdeckt wurde
(Oritani and Kincade, 1996), wurde als ein flir die Aktivierung von Icrac notwendiges
Protein von zwei Arbeitsgruppen etwa gleichzeitig mittels siRNA Screen gefunden (Liou
et al., 2005; Roos et al., 2005). Roos et al. fiihrte einen siRNA Screen in Drosophila
S2-Zellen durch, der alle Proteine beinhaltete, die mit dem speichergesteuerten
Kalziumsignal in Verbindung gebracht wurden, sowie weitere Kanalproteinen und einige
Proteine mit Transmembrandoménen. Von allen 170 untersuchten Genen war STIM das
einzige, das fiir die CRAC-Strom Aktivierung essentiell war. Liou et al. untersuchten
insgesamt 2304 Proteine in HeLa-Zellen und identifizierten die beiden Sidugetierhomologe
von STIM, STIM1 und STIM2 als am CRAC-Strom beteiligt, wobei der Effekt einer
STIM2-Runterregulation nur schwach war. Roos et al. zeigten in Jurkat T-Zellen, dass ein
»knock-down* von STIM2 mittels siRNA, im Gegensatz zu dem von STIMI1, keinen
Effekt auf Icrac hat.

STIM1 hat eine Transmembrandoméine und mehrere konservierte Motive, darunter ein
»sterile-alpha motif* (SAM), zwei ,,coiled-coil“ Doménen und ein EF-Hand-Motiv,
welches Kalzium binden kann (s. Abb. 2.4). Die Lokalisation von STIM1 wird kontrovers
diskutiert. Neben den Entdeckern (Oritani and Kincade, 1996) haben es auch mehrere
andere Gruppen in der Plasmamembran gefunden (Hauser and Tsien, 2007; Lopez et al.,
2006; Spassova et al., 2006; Zhang et al., 2005). Wihrend Zhang et al., Lopez et al. und
Hauser et al. nach Stimulation der Zelle einen signifikanten Anstieg der STIMI-
Konzentration in der Plasmamembran detektierten konnten, konnte dieser von Spassova et
al. nicht festgestellt werden. Andere Arbeitsgruppen fanden zu keiner Zeit eine
Lokalisation von STIM1 in der Plasmamembran (Liou et al., 2005; Mercer et al., 2006; Wu
et al., 2006). Liou et al. und Wu et al. zeigten dariiber hinaus, dass sich STIM1 in der
Membran des ER nach Stimulation in sogenannten ,,punctae®, nahe der Plasmamembran,
zusammenlagert. Aus den verschiedenen Ergebnissen wurden drei mogliche Modelle
entwickelt. Gemeinsam haben alle drei Modelle die STIMI-Lokalisation in der
ER-Membran vor Speicherentleerung und die Funktion des EF-Hand-Motivs als
Kalziumsensor im Lumen des ER. Das erste Modell, indem STIMI1 zu jeder Zeit sowohl in

der ER-Membran als auch in der Plasmamembran lokalisiert ist, geht von einer Interaktion
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des im ER lokalisierten STIM1 mit dem in der Plasmamembran lokalisierten STIM1 aus.
Das in der Plasmamembran lokalisierte ist hierbei notwendig fiir die Icrac Aktivierung
(Roos et al., 2005). Im zweiten Modell, das von Zhang et al. aufgestellt wurde, kommt es
nach Zellaktivierung zu einer Translokation von STIMI1 aus der Membran des ER in die
Plasmamembran. Der Mechanismus fiir diese Translokation ist allerdings ungeklért, wobei
gezeigt wurde, dass Vesikeltransport nicht an der Aktivierung des Icrac beteiligt ist
(Bakowski et al., 2001; Parekh and Putney, 2005). Das dritte, von Liou et al. favorisierte
Modell, geht von einer reinen ER-Membran Lokalisation der STIM1-Molekiile aus, in der
sich nach Stimulation die oben genannten ,,punctae‘ nahe der Plasmamembran bilden. Der
C-Terminus von STIMI1 kann in diesem Modell mit Komponenten des CRAC/Orail
interagieren oder selbst Teil des Kanals sein. Allerdings schlieBt dieses Modell nicht aus,
dass STIM1 unter Umsténden auch in der Plasmamembran gefunden werden kann.

Unabhingig von den unterschiedlichen Modellen sind sich alle einig, dass STIM1 eine
essentielle Rolle fiir die Aktivierung des Icrac spielt. Seine Rolle als Kalziumsensor wurde
anhand von Mutationen wichtiger Aminosiuren des EF-Hand-Motivs belegt. Zellen, die
diese Mutanten exprimierten, die nicht mehr in der Lage waren Ca®" zu binden, zeigten
einen konstitutiv aktivierten CRAC-Strom (Liou et al., 2005; Spassova et al., 2006; Zhang
et al., 2005). Aufzuklédren bleibt, wie genau die Signaliibertragung an den CRAC/Orail
Kanal ablduft. Dabei steht eine direkte Verbindung von STIM1 und dem Kanal einer
Signaliibertragung iiber einen weiteren Faktor gegeniiber. Weiterhin bleibt zu kléren,
welche Rolle STIM2 im Gegensatz zu STIMI spielt. Erste Daten zeigen, dass STIM2 unter
Umstidnden einen inhibitorischen Effekt auf die Aktivierung des Icrac hat (Soboloff et al.,

2006a).
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2.6.2 Orail

Das zweite Protein, das eine Komponente des CRAC/Orail Kanals zu sein scheint, wurde
in kurzem zeitlichem Abstand von drei Arbeitsgruppen entdeckt. Feske et al. (Feske et al.,
2006) nannten dieses Protein Orail, nach den Wichtern der Himmelspforten in der
griechischen Mythologie. In einer kurz darauf folgenden Verdffentlichung (Vig et al.,
2006b) wurde es CRACMI1 genannt. Die Orai-Familie in Sédugetieren besteht aus drei
Mitgliedern, Orail, Orai2 und Orai3. Feske et al. filhrten eine Linkage-Gen-Analyse an
SCID-Patienten durch, deren T-Zellen durch den Mangel an Icrac gekennzeichnet sind. In
dieser Studie wurde eine Mutation in der Porenregion des Orail-Gens entdeckt, die
ursichlich fiir den stark verminderten CRAC-Strom in den T-Zellen dieser Patienten ist.
Eine Transfektion dieser Zellen mit Wildtyp-Orail fiihrte zu einer vollstindig
Regeneration des Icrac. Zudem zeigte sich in einem Screen nach Genen, die in
Drosophilazellen fiir die Translokation von NFATc bendétigt werden, dass Orail essentiell
fiir den Kalziumeinstrom ist (Feske et al., 2005). Auch Vig et al. konnten mittels siRNA
Screen in Drosophila- und in HEK293-Zellen zeigen, dass Orai bzw. Orail eine wichtige
Komponente des Icrac ist (Vig et al., 2006b).

Alle Mitglieder der Orai-Familie sind Membranproteine mit vier Transmembrandoménen
(Feske et al., 2006; Vig et al., 2006b; Zhang et al., 2006). Orail scheint im Gegensatz zu
STIMI, nur in der Plasmamembran lokalisiert zu sein. Mehrere Arbeitsgruppen zeigten
eine starke Erhohung (50- bis 100-fach) des Icrac, wenn Orail zusammen mit STIM1
iiberexprimiert wurde (Peinelt et al., 2006; Soboloff et al., 2006b; Zhang et al., 2006).
Wenn allerdings nur Orail liberexprimiert wurde, fithrte dies zu einer Hemmung des Icrac
in Jurkat-, RBL- und HEK293-Zellen (Peinelt et al., 2006; Soboloff et al., 2006b; Zhang et
al., 2006). In Drosophila S2-Zellen fiihrt auch eine alleinige Uberexpression von Orail zu
einem Anstieg des Icrac, der allerdings durch eine zusétzliche STIMl-I"Jberexpression
noch erheblich verstirkt wird (Zhang et al., 2006). Diese Daten zeigen, dass eine
kombinierte STIMI- und Orail-Uberexpression notwendig und hinreichend ist, um die
Icrac Amplitude drastisch zu erhohen. Aber warum wirkt eine alleinige Orail-
Uberexpression inhibitorisch in verschiedenen Zelltypen und warum entsprechen die durch
STIM1- und Orail-Uberexpression entstehenden Strome nicht exakt den bekannten
Charakteristika des CRAC-Stroms (Cahalan et al., 2007; Vig et al., 2006a)? Eine mogliche
Erklirung fiir die hemmende Wirkung einer alleinigen Orail-Uberexpression wire, dass

durch das verstirkte Vorkommen nur einer Komponente des CRAC/Orail Kanals eine
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korrekte Zusammenlagerung verhindert wird. Oder aber der Kanal besteht neben Orail aus
weiteren Komponenten, wie beispielsweise Orai2, Orai3 oder einem TRPC-Protein. Wenn
dieses Protein mit STIM1 interagiert, konnte es in dieser Situation limitierend wirken.
Sicher scheint zu sein, dass Orail an der Bildung der Pore beteiligt ist oder diese sogar
alleine bildet. Mutationen im Bereich zwischen erster und zweiter Transmembrandoméne
von Orail fiihrten zu einer Authebung der Kalziumselektivitit des Kanals (Prakriya et al.,
2006; Vig et al., 2006a; Yeromin et al., 2006). Die Beteiligung anderer Proteine ebenso

wie die Rolle der verschiedenen Orai Proteine miissen nun geklart werden.

Abb. 2.4: Model von STIM1 und Orail.

STIMI hat eine Ca*-bindende EF-Hand-Domine und ein ,sterile-alpha motif* (SAM), eine
Transmembrandomine, zwei zytoplasmatische ,,coiled coil*“ Doménen (CC) und eine Prolinreiche-
Region (P). Orail besteht aus vier Transmembrandomdnen und eine Prolinreiche-Region am

zytoplasmatischen N-Terminus (Soboloff et al., 2006b).
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2.6.3 Die TRP-Proteine

Lange bevor STIMI und Orail entdeckt wurden, galten Mitglieder der TRP-Proteinfamilie
als beste Kandidaten fiir den CRAC Kanal. Das erste TRP-Protein wurde in der
Fruchtfliege Drosophila entdeckt. Fruchtfliegen bilden auf einen Lichtreiz hin ein
konstantes Rezeptorpotential. Man entdeckte eine mutierte Fruchtfliege, die auf diesen
Reiz hin ein transientes Rezeptorpotential bildete (Cosens and Manning, 1969). Nachdem
das mutierte Gen entdeckt und sequenziert wurde (Montell and Rubin, 1989), zeigten
Hardie und Minke 1992 (Hardie and Minke, 1992), dass es einen Kalziumkanal in den
Rhabdomeren des Auges der Fruchtfliege kodiert. Die Ursache des verédnderten Phénotyps
war der fehlende Kalziumeinstrom iiber die Plasmamembran in die Zelle. Der
entsprechende Kanal besteht aus mehreren Proteine (TRP, TRPL und TRPy) und er wird in
einem PLC-abhéngigen Prozess aktiviert.

Bei der Suche nach dhnlichen Sequenzen in unterschiedlichen Spezies stellte man fest,
dass es sich um eine grole Genfamilie handelt, die im Laufe der Evolution gut konserviert
wurde. Allein im menschlichen Genom fand man bis heute 28 Mitglieder der TRP-
Genfamilie (Clapham, 2007), die in den unterschiedlichsten Geweben exprimiert werden.
Die verschiedenen TRPs konnen durch so unterschiedliche Signale wie zum Beispiel
Hitze, Schmerz, Hormone, Licht und Osmolaritit aktiviert werden (Montell et al., 2002).
Die humanen TRP-Proteine werden mittlerweile in sechs Unterfamilien eingeteilt
(s. Abb.2.5) (Clapham, 2003; Clapham, 2007; Wissenbach et al., 2004), die der TRPCs,
TRPVs, TRPMs, TRPPs, TRPMLs und TRPA1. Die Einteilung erfolgt anhand von
Sequenzhomologien. Die Homologien zwischen manchen Unterfamilien betrdgt nur 20 %.
Aufgrund ihrer Eigenschaften waren die Mitglieder de TRPC-Unterfamilie, sowie TRPVS
und TRPVG6 lange Zeit die wichtigsten Kandidatengene zur Bildung des CRAC/Orail
Kanals (Clapham et al., 2001). Diese TRP-Proteine besitzen alle einen dhnlichen Aufbau
aus sechs moglichen Transmembrandomédnen, wobei zwischen der fiinften und sechsten
Transmembrandomédne die porenbildende Doméne liegt. Die amino- und
carboxyterminalen Enden der TRP-Proteine sind intrazellulér lokalisiert, was dafiir spricht,
dass sowohl das Aktivierungssignal als auch die Reaktion auf diese Aktivierung
intrazelluldr stattfinden (sieche Abb. 2.4). TRPC-Proteine besitzen mehrere ,,Ankyrin
Repeats“ (AnkR) am Aminoterminus und eine sogenannte ,,TRP-Box® am
Carboxyterminus. AnkR’s dienen der Interaktion mit dem Zytoskelett (Michaely and

Bennett, 1993). Bei der TRP-Box handelt es sich um den am hochsten konservierten
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Bereich der TRPC-Proteine mit der Aminosduresequenz EWKFAR. Die Mitglieder der
TRPCs konnen aufgrund der Homologien und funktionellen Eigenschaften wiederum in
Gruppen unterteilt werden. Homomere TRPCI1-Kanédle haben ebenso wie TRPC4- und
C5-Kandle eine geringe Selektivitit fiir Kalziumionen. Es werden sowohl
Rezeptoraktivierung als auch die Aktivierung durch Entleerung der intrazelluldren
Speicher diskutiert. Homomere TRPC3-, sowie C6- und C7-Kanidle haben eine etwas
hohere Selektivitit fiir Kalziumionen und werden durch Diazylglyzerol (DAG) und
Inositol-1,4,5-Triphosphat (IP;) aktiviert (Birnbaumer et al., 2003; Clapham et al., 2001;
Hofmann et al., 1999). Eine Aktivierung durch Entleerung der intrazelluldren Speicher
konnte bis heute nicht ausgeschlossen werden. Die TRPC3-Kanalfunktion auch hingt auch
vom TRPC3-Expressionslevel ab. Wahren hohe Expression einen Rezeptorgesteuerten
TRPC3-Kanal hervorbringt, wurde eine speicherabhingige Aktivierung nur bei niedriger
Expression festgestellt (Vazquez et al., 2001; Vazquez et al., 2003). Endogene TRP-Kanile
bestehen wahrscheinlich aus verschiedenen TRP-Proteinen, die zusammen die fiir
Kationen durchléssige Pore bilden. Die Eigenschaften der homomeren Kanile sind nicht
unbedingt auf endogen vorkommende TRPC-Kanile iibertragbar. Welche Proteine je nach
Funktion am Aufbau des Kanals beteiligt sind ist noch unklar. Zudem scheinen die
einzelnen Untereinheiten des Kanals sich unter bestimmten Umstinden gegenseitig
ersetzen zu konnen (Hofmann et al, 2002). Zudem kann der Aufbau der
speichergesteuerten Kanéle in verschiedenen Zelltypen variieren.

Unser Interesse gilt dem endogenen Kanal in priméren, humanen T-Zellen. Aus diesem
Grund habe ich im Rahmen meiner Diplomarbeit und in Zusammenarbeit mit anderen
Mitgliedern der Arbeitsgruppe Hoth eine Expressionsanalyse aller TRPCs, TRPVs und
TRPMs in humanen, primdren T-Zellen durchgefiihrt (Schwarz et al., 2007b). Von den
oben beschriebenen Kandidaten sind nur TRPC1 und TRPC3 konstant in CD3" T-Zellen
exprimiert, weswegen ich auf diese noch etwas genauer eingehen mdochte.

Wu et al. zeigten eine Reduktion im speichergesteuerten Ca*” Einstrom in HEK293-Zellen,
nachdem TRPC1 oder TRPC3 zusammen mittels antisense-RNA herunterreguliert wurden
(Wu et al., 2000; Wu et al., 2004). Ebenso ein siRNA , knock-down* beider Proteine zeigte
einen deutlichen hemmenden Effekt auf den Ca>" Einstrom (Zagranichnaya et al., 2005).
TRPCI1-Oberflichenexpression scheint direkt tiber STIM1 reguliert zu werden (Huang et
al., 2006; Lopez et al., 2006; Yuan et al., 2007), wihrend TRPC3 nur indirekt von STIM1,
tiber eine Heteromultimerisierung mit TRPC1, reguliert wird. Liao et al. zeigten ebenso

eine Interaktion zwischen TRPC3 und Orail. Dariiber hinaus zeigten sie, dass eine
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schwache Orail-Uberexpression den speichergesteuerten Ca’” Einstrom in TRPC3
exprimierenden Zellen im Gegensatz zu Zellen, die kein TRPC3 exprimieren, erhoht (Liao
et al., 2007). Der Komplex aus TRPC1, STIM1 und Orail scheint am SOC in humanen
Speicheldriisenzellen beteiligt zu sein (Ong et al., 2007). Die unterschiedlichen
Moglichkeiten der Interaktion sind in Abb. 2.6 dargestellt. Dabei ist noch offen, ob die
TRP-Proteine einen eigenen Kanal bilden, der Einfluss auf den Icrac nimmt oder, ob sie

selbst an der Bildung des CRAC/Orail Kanals beteiligt sind.

V&
V5 [ECaCT, Ga mTRPC2
Vanilloid (human TRPCZ Is pseudogens)
receptor

TRPV

Classical (short) TRPC

ML1 (MCOLN1)

ML3 (MCOLN3) Mz [hTRPCT, LTRPC2)

M8 (Trp-p8, CMR1)

M4 (WFLJ20041, LTRPC4, CAN)
M3 (Mitr1, LTRPCS)

Mucolipins

Melastatin (long) TRPM

10 PAM units

Abb. 2.5: Stammbaum der TRP-Familie (a) und Aufbau der TRPC-Proteine und -Kanéle (b).
Angegeben ist die gédngige Nomenklatur und in Klammern &ltere Namen, die durch die
gleichzeitige Entdeckung der Gene bzw. Proteine durch unterschiedliche Arbeitsgruppen
entstanden sind (a) (Clapham, 2003). TRPC-Proteine bestehen aus sechs Transmembrandoménen,
wobei zwischen der fiinften und sechsten Transmembrandoméne porenbildende Doméne liegt. Die
amino- und carboxyterminalen Enden sind intrazelluldr lokalisiert. Der N-Terminus enthilt vier
»ankyrin-like* Einheiten (,,ankyrin-like repeats”, AR), der C-Terminus enthidlt die CIRB-Region,
welche sowohl an Calmodulin als auch an den IP;-Rezeptor binden kann (calmodulin inositol-
triphosphate-receptor binding region) (b, oben). In dem Modell der Kanalformation besteht dieser
aus vier zusammenlagerten Untereinheiten. Die Abbildung zeigt, wie sich die Untereinheiten mit

den Transmembran-Domédnen und dem hydrophoben Segment in der Plasmamembran raumlich

anordnen (b, unten) (Putney, 2004).
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Abb.2.6: Mdglich Rolle von TRPC-Proteinen und Orail im speichergesteuerten
Kalziumeinstrom. (i) TRPC und Orail bilden unabhingige Kandle, (ii) TRPC und Orail gehoren
zu demselben Kanal, (iii)) TRPCI1 ist ein Regulator des Orail-Kanals (gekennzeichnet durch den
orangenen Pfeil) oder Orail reguliert den TRPC-Kanal (iv) (modifiziert nach (Ambudkar et al.,
2007).
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2.7 Zielsetzung der Arbeit

Die AG Hoth beschiftigt sich schon lange mit der Erforschung von Kalziumsignalen und
ihrer Bedeutung und Modulation in T-Zellen. Unter anderem ist bekannt, dass die
Proliferation ein kalziumabhingiger Prozess ist (Schwarz et al., 2007a; Zitt et al., 2004).
Die AG Renner hat gezeigt, dass eine Kostimulation mit B7-1 die Proliferation von
T-Zellen leicht und eine Kostimulation mit B7-2 die Proliferation sogar erheblich
gegeniiber einer reinen Stimulation des TCR/CD3 erhoht. Das Ziel dieser Arbeit war es
herauszufinden, ob die durch eine B7 Kostimulation verstirkte T-Zellaktivierung iiber
Kalziumsignale vermittelt wird. Das im Rahmen dieser Arbeit gefundene erhohte
Kalziumsignal nach B7-2 Kostimulation sollte dann weitergehend untersucht werden. Eine
zentrale Fragestellung war dabei welcher der beiden B7 Bindungspartner, CD28 oder
CTLA-4, die Modulation des Kalziumsignals bewirkt. Zudem galt es herauszufinden, ob
sich durch B7 Kostimulation die Entleerung der Kalziumspeicher verdndert oder ob der
Kalziumeinstrom iiber die Plasmamembran beeinflusst wird. Ein weiteres Ziel dieser
Arbeit war es, beteiligte Proteine zu charakterisieren, von denen bekannt ist, dass sie im
Kalziumsignal von T-Zellen eine Rolle spielen. Dazu gehdéren Orail (Bestandteil des
CRAC-Kanals), STIM1 (Kalziumsensor im ER) und TRPC3 (Rolle bei der Proliferation).

Die Erkenntnisse dieser Arbeit sollen zur vollstindigen Aufkldrung des Kalziumsignals in
primdren, humanen T-Zellen und der moglichen Modulation diese Signalweges durch eine
B7-Kostimulation beitragen und in Zukunft vielleicht die Entwicklung neuer Therapien im

Bereich der Onkologie und der Autoimmunerkrankungen ermdglichen.
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Chemikalien

Hier nicht aufgefiihrte Standardlaborchemikalien wurden von den Firmen VWR oder

Sigma in der Qualitét ,,zur Analyse* bezogen.

Chemikalie Bestellnummer Firma
2-APB (2-Aminoethoxydiphenyl borate) D-9754 Sigma
Borséure 4035-01 J. T. Baker
BSA A-7906 Sigma
EDTA (Ethyl-Diamin-Tetraacetic Acid) E-6758 Sigma
DMSO (Dimethylsulfoxide) D-8418 Sigma
FCS (fetales Kélberserum) 10270-106 Invitrogen
Percoll™ 17-0891 Amersham Biosciences
Fura-2 AM “cell permanent” F-1221 Molecular Probes
Glycin 3908.2 Roth
Hepes H-7523 Sigma
HT-Supplement 50x 41065-012 Invitrogen
Interleukin-2, human (hIL-2) 1204700 Roche
Penicillin-Streptomycin 15140-122 Invitrogen
PFA (Paraformaldehyd) F-1635 Sigma
PHA-P (Phytohemagglutinin-P) L-9132 Sigma
Polyornithin P-3655 Sigma
Puromycin, Dihydrochloride 540222 Calbiochem
SDS (Sodium Dodecyl Sulfate) 327315000 Acros Organics
Thapsigargin T-7458 Molecular Probes
Triton X100 018774 Eurobio
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3.1.2 Medien und Puffer

Erythrozytenlyse-Puffer pH 73 155 mM NH4Cl
10 mM KHCO;
0,1 mM EDTA

Losung 1 pH 7,4 155 mM NaCl

(0 mM Kalziumlosung) 4,5 mM KCL
3mM MgCl,
1 mM EGTA
10 mM Glukose
5SmM Hepes

Losung 2 pH 7,4 155 mM NaCl

(0,25 mM Kalziumlosung) 4,5 mM KCL
2,75 mM MgCl,
0,25 mM CaCl,
10 mM Glukose
5 mM Hepes

Losung 3 pH 7.4 155 mM NaCl

(0,5 mM Kalziumldsung) 4,5 mM KCL
2,5 mM MgCl,
0,5 mM CaCl,
10 mM Glukose
5SmM Hepes

Losung 4 pH 7,4 155 mM NaCl

(1 mM Kalziumldsung) 4,5 mM KCL
2 mM MgCl,
1 mM CaCl,
10 mM Glukose
5SmM Hepes

AIM-V®
HBSS
RPMI-1640
D-PBS

Invitrogen, # 12055
PAA Laboratories GmbH, # H15-009
Invitrogen, # 21875
Invitrogen, # 14190
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3.1.3 Antikorper

Soweit nicht anders vermerkt, richten sich alle verwendeten Antikdrper gegen humane

Antigene.

3.1.3.1 Direkt markierte Antikorper

Antikorper Fluorophor Firma Verdinnung
anti-CD3 R-PE Dako 1:10
anti-CD4 R-PE Dako 1:10
anti-CD8 CyS5 Dako 1:10
anti-CD19 FITC Dako 1:10
anti-CD28 R-PE Ebioscience 1:10
anti-CD33 R-PE BD Pharmingen™ 1:10
anti-CD125 (CTLA-4) R-PE BD Pharmingen™ 1:10

3.1.3.2 Primére Antikorper

Antikorper Firma Verdinnung Methode
anti-CD3 Serotec s. Punkt 3.2.6 Beads
anti-CD28 BD Pharmingen™ s. Punkt 3.2.6 Beads
anti—-CD28 (blocking) eBioscience 1:20 Ca’"-Imaging
anti—Orail ProSci 1:20 Immunfluoreszenz
anti-STIM1 BD Pharmingen™ 1:20 Immunfluoreszenz

3.1.3.3 Sekundére Antikorper

Antikorper Fluorophor Firma Verdunnung

anti-Kaninchen-IgG | Alexa-488 Molecular Probes 1:1000
anti-Maus-IgG Alexa-488 Molecular Probes 1:2000
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3.1.4 Fusionsproteine

Alle Fusionsproteine wurden uns von der Arbeitsgruppe Renner (USZ, Ziirich) zur
Verfiigung gestellt. Die Bindungsaffinititen aller verwendeten Fusionsproteine wurden
vorab von der Arbeitsgruppe Renner untersucht. Alle Fusionsproteine richten sich auf einer
Seite gegen das von den CHO-Zellen exprimierte CD33. Die andere Seite besteht aus
einem anti-CD3 Antikdrper oder der extrazelluliren Doméne von B7-1 (CD80) oder B7-2
(CD86). In Abb. 3.1 sind die Fusionsproteine schematisch dargestellt.

A) Anti-CD33

Vu Vi - C) Extrazellulare Domaine B7-1 bzw. B7-2/anti-CD33

B) Fusionsprotein anti-CD3/anti-CD33
Vu \R

Abb. 3.1: Schematische Darstellung des anti-CD33 Abschnittes und der verwendeten
Fusionsproteine. Die Fusionsproteine bestehen auf der einen Seite alle aus dem anti-CD33
Molekiil (A). Die andere Seite der Fusionsproteine besteht entweder aus einem anti-CD3 Molekiil

(B) oder aus der extrazelluliren Doméne von B7-1 bzw. B7-2 (C).

3.1.5 Small interfering RNAs (siRNAs)

Die siRNA Sequenzen wurde aus den DNA-Sequenz entnommen deren ,accession
number* angegeben ist. Die beiden siRNAs con bl (Produkt Nummer: D-001210-02-05)
und non-silencing (ns) (Katalog Nummer: 1022076) werden von den Firmen Dharmacon

bzw. Qiagen vertrieben und haben kein RNA-Target in der humanen DNA.
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Name siRNA Sequenz )
] Gen Konz.| Firma
[accession number] Sense und Anti-Sense
STIM1 5" GGCUCUGGAUACAGUGCUCATAT 3’
STIM1 20uM | Qiagen
[NM_003156] 5> GAGCACUGUAUCCAGAGCCATdT 3’
TRPC3 5" CGGUAUCGCUAGCAACUGAJTAT 3’
TRPC3 20uM |  Qiagen
[NM_003305] 5 UCAGUUGCUAGCGAUACCGATAT 3’
TRPC7 5" GGCCAAAAGCUGUGAAAAUATAT 3°
TRPC7 20uM | Qiagen
[NM_020389] 5 AUUUUCACAGCUUUUGGCCATAT 3’
5" UAGCGACUAAACACAUCAA UU 3°
con bl / 20uM | Dharmacon
- 5" UUGAUGUGUUUAGUCGCUA 3’
o 5 UUCUCCGAACGUGUCACGUATAT 3’ _
non-silencing (ns) / 20uM | Qiagen
5> ACGUGACACGUUCGGAGAAJTAT 3’
3.1.6 Gerite
IX 70 Olympus
Mikroskope
CK 30 Olympus
E600 Nikon
Rotator REAX 2 Heidolph
Schiittler 3005 GFL
Thriller® Thermo-Inkubationsmischer Peqlab
Zentrifugen Centrifuge 5415 C Eppendorf
Centrifuge 5415 R Eppendorf
Sorvall Ultrazentrifuge DuPont
Universal 32 R Hettich
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3.2 Methoden

3.2.1 Kultur der verwendeten Zelllinien

Alle Zellen wurden bei 37°C mit 5 % CO, und einer Luftfeuchtigkeit von 95 % kultiviert.
Der Jurkat T-Zellklon E6-1 (ATCC-Nr.: TIB-152) und die davon abstammende
Diphterietoxin-resistente parentale Zelllinie (par) wurden in RPMI-1640 Medium unter
Zugabe von 10 % fetalem Kéilberserum (FCS, Invitrogen), 100 U/ml Penicillin und
100 pg/ml Streptomycin kultiviert. Die Zellen wurden alle 2-3 Tage verdiinnt.

Die CD33 exprimierenden CHO (Chinese Hamster Ovary) Zellen wurden uns
freundlicherweise von der Arbeitsgruppe Renner (USZ, Ziirich) zur Verfligung gestellt.
Die stabil transfizierten, adhdrenten CHO Zellen wurden in RPMI-1640 Medium, unter
Zugabe von 10 % fetales Kélberserum (FCS, Invitrogen), 1 x HT-Supplement und dem
Selektionsantibiotikum Puromycin (2 pg/ml), kultiviert. Puromycin wurde direkt in die
Zellkulturflaschen, zu den Zellen, und nicht in die Mediumflasche gegeben, um zu
verhindern, dass wiederholtes Aufwirmen das Antibiotikum zerstort. Die CHO Zellen
wurden 5 min mit 15 ml PBS/0,5 mM EDTA (Zellkultur getestet) abgelost und
anschlieend einmal gewaschen. Nach der fiinfminiitigen Zentrifugation bei 200 x g
wurden die Zellen je nach Bedarf 1:5 bis 1:10 verdiinnt. Die CHO-Zellen wurden nur bis
maximal zur 30ten Passage verwendet. Wurden die Zellen fiir Zytologie (s. Punkt 3.2.2)
oder Kalziummessungen (s. Punkt 3.2.11.2) bendtigt, wurden 2 x 10° bis 5 x 10° Zellen in
3 ml Medium verdiinnt und in ein Well einer 6-well-Platte (Falcon) gegeben. In jedes Well
wurde zuvor ein autoklaviertes Deckglas (@ 25 mm, Stéirke 1, Kindler) gegeben, auf dem

die Zellen dann adhérieren.
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3.2.2 CD33-Farbung der CHO-Zellen

Zuniichst wurden die mit CHO-CD33" Zellen bewachsenen Deckglas (s. Punkt 3.2.1) in
eine eigens dafiir angefertigte Kammer (s. Abb. 3.2) eingesetzt und mit einem zweiten
Deckglas (@ 12 mm, Stirke 1, Kindler) abgedeckt. Die Kammer wurde mittels Silikon-Fett
(VWR) dicht verschlossen. Zwei Offnungen in der Kammer ermdglichen einen
Losungswechsel und ein Spiilen wihrend des Versuchs. Die Zellen wurden mit einem
20 x Objektiv (Olympus, Uplan/Apo, Numerische Apparatur (NA) = 1,0) im Mikroskop
betrachtet und die Kammer mit Medium durchgespiilt. Die Zellen wurden zunédchst im
Durchlicht bei einer Belichtungszeit von 10 ms aufgenommen. Der gleiche Bereich wurde
anschlieBend mit einem fiir Farbstoff R-Phycoerythrin (R-PE) geeigneten Filter (Part No:
F 41-007; Cy3, Anregungsfilter: HQ 610/75, Dichroischer Spiegel: Q 570 LP,
Emissionsfilter: HQ 545/30, A.H.F. Analysetechnik AG), einer Belichtungszeit von
1000 ms und einer Anregungswellenlinge von 550 nm (Polychrom IV Monochromator
von Till Photonics) aufgenommen um die Hintergrundfluoreszenz der Zellen zu
bestimmen. AnschlieBend wurden 40 pl einer 1:10 Verdiinnung des R-PE markierten anti-
CD33 Antikorpers in die Kammer gesaugt und 15 min im Dunklen inkubiert. Nach diesen
15 min wurde die Kammer kriftig mit Medium gespiilt um den nicht-gebundenen
Antikorper zu entfernen. Im Anschluss wurden die oben beschriebenen Bilder noch einmal

aufgenommen.

Abb. 3.2: Abbildung der zum Mikroskopieren verwendeten Kammer.

Wie in Bild A zu sehen, besteht die Kammer aus zwei Teilen, die ineinander gesetzt werden
konnen (s. Bild B). Zwischen beide Kammerteile kommt das Deckglas mit den Zellen. Die
zusammengesetzte Kammer wird mit einem kleinen Deckglas verschlossen. Die Kammer wird, wie
in Bild C und D zu sehen, am Messplatz eingespannt und mit zwei Schlduchen verbunden, die

einen Losungswechsel wihrend der Messung ermoglichen.
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3.2.3 Isolation peripherer Monozyten aus humanem Vollblut

Zur Isolation humaner, peripherer Blutmonozyten (PBMCs) wurden Leukozyten-
Depletionsfilter aus der Blutbank verwendet, die uns vom Blutspendedienst der
Universititskliniken des Saarlandes (Abteilung fiir klinische Hémostaseologie und
Transfusionsmedizin) zur Verfiigung gestellt wurden. Alle Zentrifugationen wurden bei
Raumtemperatur (RT) in der Hettich-Zentrifuge durchgefiihrt. Die Depletionsfilter
(Fresenius) wurden zunéchst wie in Abb. 3.3 dargestellt, befestigt und mit 60-70 ml HBSS
gegen die Laufrichtung des Blutes in eine Zellkulturflasche gespiilt. Zwei Leucosep-
Rohrchen (Greiner) wurden mit je 15 ml Ficoll beladen und 30 s bei 1000 x g zentrifugiert.
Das Ficoll befindet sich anschlieBend unter dem Filter. Das Zell-Puffergemisch wurde auf
diese Leucosep-Rohrchen verteilt. Die Gradientenzentrifugation wurde 30 min bei 450 x g
(ohne Bremse) durchgefiihrt. Darauthin wurden beide Leukozytenringe abgenommen und
in ein 50 ml Reaktionsgefdl tiberfiihrt. Das Reaktionsgefd3 wurde mit HBSS auf 50 ml
aufgefiillt und 15 min bei 250 x g zentrifugiert. Wenn nétig (rote Farbe des Sediments),
wurde eine Erythrozytenlyse mit 1-2 ml Erythrozytenlyse-Puffer fiir 1-2 min durchgefiihrt.
Um die Lyse zu stoppen, wurde mit HBSS auf 50 ml aufgefiillt und 10 min bei 200 x g
zentrifugiert. Das Sediment wurde in 10-20 ml PBS/0,5 % BSA aufgenommen. Die Zellen
wurden mit Hilfe einer Neubauer-Kammer gezéhlt. Hierzu wurden sie 1:1 mit Trypanblau
(Sigma) gemischt, um sie auf ihre Vitalitit zu testen. Aus diesen Zellen wurden dann direkt
entweder CD3"- oder. CD4'- Zellen isoliert (s. Punkt 3.2.4).

Ein positives Votum der Erthikkommission zur Verwendung humaner Blutzellen lag vor

(s. Punkt 7.1).
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Bild 2 Bild 3

Abb. 3.3: Aussptilung der PBMCs aus einem Leukozyten-Depletionsfilter.

Der Filter wird, wie in Bild 1 und 2 gezeigt, befestigt. Anschlieend wird zunéchst der mit Pfeil 1
markierte Schlauch durchgeschnitten und des Ende in die Zellkulturflasche gesteckt. Dann erfolgt
ein Schnitt durch den mit Pfeil 2 markierten Schlauch. Darauthin werden die Klemmen entfernt
und der mit Pfeil 3 markierte Schlauch durchgeschnitten. AbschlieBend wird der Filter, wie in Bild
3 zu sehen, gegen die Laufrichtung mit einer mit HBSS gefiillten Spritze durchgespiilt. Das
Blut/HBSS-Gemisch wird in der Flasche aufgefangen (modifiziert nach (Ebner et al., 2001).

3.2.4 Negativ-Bead-Isolation von CD3"- bzw. CD4 - Zellen

Die Bead-Isolation der CD3"- bzw. CD4"- Zellen wurde mit dem Dynal® T Cell Negative
Isolation Kit bzw. Dynal® CD4 Negative Isolation Kit von Dynal Biotech durchgefiihrt.
Alle Zentrifugationen wurden bei 4°C in der Eppendorf-Zentrifuge 5415 R durchgefiihrt.
Die Isolation wurde entsprechend dem Herstellerprotokoll durchgefiihrt, allerdings wurde
statt des angegebenen Puffers 1 (PBS w/0,1 % BSA und 2 mM EDTA) PBS mit 0,5 %
BSA und ohne EDTA verwendet. Es wurden auch keine ,,Buffy coats* oder kompletten
Blutproben, sondern zuvor isolierten PBMCs verwendet (s. Punkt 3.2.3). Da diese wihrend
der Isolation schon gewaschen wurden, wurde die entsprechende Zellzahl PBMCs nach
einmaliger Sedimentierung von 8 min bei 220 x g direkt in einem dem Protokoll
entsprechendem Volumen PBS/0,5 % BSA resuspendiert und entsprechend des Protokolls

weiterbehandelt.
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3.2.5 anti-CD3 bzw. anti-CD4 Farbung isolierter T-Zellen

Im Anschluss an die Isolation (s. Punkt 3.2.4) wurde die Population mittels
Antikérperfirbung auf ihre Reinheit untersucht. Hierzu wurden ca. 0,5 x 10° T-Zellen kurz
in der Eppendorf-Zentrifuge 5415 C zentrifugiert und anschlieBend in 40 pl AIM-V®
Medium resuspendiert. 15 pl der Zellen wurden dann auf ein Deckglas (@ 25 mm, Stirke
1, Kindler) gegeben, dass wie folgt vorbehandelt wurde damit die Zellen haften: Ein
Tropfen Polyornithin (0,1 mg/ml) wurde auf das Deckglas gegeben und 30 min inkubiert,
bevor das restliche, noch fliissige Polyornithin, abgesaugt wurde. Die Zellen wurden dann
10 min absitzen gelassen, bevor die Messkammer wie unter Punkt 3.2.2 beschrieben
zusammengebaut wurde (siehe auch Abb. 3.2). Die Zellen wurden mit einem 20 x Objektiv
(Olympus, Uplan/Apo, Numerische Apparatur (NA) = 1,0) im Mikroskop betrachtet und
die Kammer solange mit Medium durchgespiilt, bis nur noch die haftenden Zellen iibrig
waren. Die Zellen wurden zundchst im Durchlicht bei einer Belichtungszeit von 10 ms
aufgenommen. Der gleiche Bereich wurde anschlieBend mit einem fiir Farbstoff R-PE
geeigneten Filter (Part No: F 41-007; Cy3, Anregungsfilter: HQ 610/75, Dichroischer
Spiegel: Q 570 LP, Emissionsfilter: HQ 545/30, A.H.F. Analysetechnik AG), einer
Belichtungszeit von 1000 ms und einer Anregungswellenldnge von 550 nm (Polychrom IV
Monochromator von Till Photonics) aufgenommen um die Hintergrundfluoreszenz zu
bestimmen. AnschlieBend wurden 40 pl einer 1:10 Verdiinnung des R-PE markierten anti-
CD3/anti-CD4 Antikorpers in die Kammer gesaugt und 15 min im Dunklen inkubiert.
Nach diesen 15 min wurde die Kammer kriftig mit Medium gespilt um den
iberschiissigen Antikdrper zu entfernen. Im Anschluss wurden die oben beschriebenen
Bilder noch einmal aufgenommen. Die Auswertung dieser beiden Bilder ermoglicht die

Berechnung des Anteils der CD3"- bzw. CD4"-Zellen an der gesamten Zellpopulation.
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3.2.6 Herstellung der anti-CD3/CD28 gecoateten Beads

Alle Zentrifugationen wurden bei RT entweder in der Eppendorf-Zentrifuge 5415 C oder
in der Heraeus-Zentrifuge durchgefiihrt. Wenn nicht anders angegeben, wurden die
Zentrifugationen fiir 10 min bei 8000 x g durchgefiihrt. Zunichst wurden 100 pl Beads
(Polybead® polystyrene 6.0 micron Microspheres, Polysciences, Inc.) mit 900 pl 0,1 M
Boratpuffer (0,1 M Borsdure, pH 8,5 mit NaOH eingestellt) gemischt und anschlieBend
5 min zentrifugiert. Die Beads wurden dann zweimal in je 1 ml Boratpuffer gewaschen.
Nach dem Waschen wurden die Beads in 450 ul Boratepuffer resuspendiert und 12,5 pl
anti-CD3 Antikorper und 37,5 pl anti-CD28 Antikorper zugegeben. Die Beads wurden
tiber Nacht auf dem Rotator mit den Antikoérpern inkubiert. AnschlieBend wurden die
Beads erneut zentrifugiert, dann in 500 ul Boratpuffer mit 10 mg/ml BSA resuspendiert
und 30 min auf dem Rotator inkubiert. Dieser Schritt wurde insgesamt dreimal wiederholt,
bevor die Beads in 500 pl Storage Puffer (Bottle #7 des Carbodiimide Kit for Carboxylate
Beads von Polysciences, Inc.) resuspendiert und dann bei 4°C gelagert wurden. Bevor die
Beads verwendet wurden, wurde die entsprechende Menge zunichst 2 x mit Medium

gewaschen.

3.2.7 Vorstimulation der T-Zellen

Die Zellen wurden ein oder vier Tage nach Isolation und eventueller Transfektion
stimuliert. Handelte es sich um transfizierte Zellen wurden diese zunidchst einmal
gewaschen (Zentrifugation fiir 5 min bei 100 x g in der Eppendorf-Zentrifuge 5415 R) und
in frischem AIM-V® Medium aufgenommen. Die Stimulation erfolgte entweder durch
Zugabe von 3 pg/ml PHA und 12 U/ml humanes IL-2 (hIL-2) oder durch Zugabe von
anti-CD3/anti-CD28 gecoateten Beads (Herstellung s. Punkt 3.1.6) im Verhéltnis 1:2
(Beads : Zellen). Wenn die Zellen zu dicht oder das Medium zu gelb wurde, wurde frisches
Medium zugegeben und, im Fall der Stimulation mit PHA und hIL-2, auch die

entsprechende Menge dieser Substanzen.
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3.2.8 Transfektion CD4" T-Zellen durch Elektroporation

Zunéchst wurden, pro Transfektion, 5 x 10° CD4" T-Zellen 5 min bei 100 x g zentrifugiert
und in 100 pl T-Cell Nucleofector Solution (Amaxa) aufgenommen. Ab diesem Zeitpunkt
wurde jede Transfektion einzeln bis zum Ende durchgefiihrt. Die Durchfiihrung aller
Transfektionen sollte eine Dauer von 20 min nicht tiiberschreiten, da die T-Cell
Nucleofector Solution sonst zytotoxisch wirkt. Zundchst wurden 100 ul Zellen mit der
entsprechenden Menge DNA bzw. siRNA in einem 1,5 ml Reaktionsgefd3 gemischt. Die
siRNAs wurden entsprechend des Herstellerprotokolls vorbehandelt und besitzen eine
Konzentration von 20 uM. Es wurde ca. 1 pg siRNA (= 3 pl) eingesetzt. Die gemischte
Probe wurde in eigens dafiir vorgesehene Kiivetten (Amaxa) {iberfiihrt und die Zellen mit
dem Programm U-14 in dem Elektroporator von Amaxa transfiziert. AnschlieBend wurde
zu jeder Transfektion 500 pl warmes AIM-V® Medium zugegeben und die Zellen mit
eigens dafiir vorgesehenen Plastikpipetten (Amaxa) in ein Well einer 24-well-Platte
(Falcon) iiberfiihrt. In jedes Well wurden weitere 1,5 ml AIM-V® Medium gegeben und die
Zellen bei 37°C, 5 % CO; und 95 % H,0O inkubiert. Am darauffolgenden Tag wurden die
Zellen einmal gewaschen und in frischem Medium resuspendiert, um die restliche T-Cell
Nucleofector Solution und die toten Zellen zu entfernen und bis zur weiteren Verwendung

bei 37°C, 5 % CO, und 95 % H,0 inkubiert.
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3.2.9 Immunfluoreszenz

Zunichst wurde je ein Deckglas (@ 12 mm, Stirke 1, Kindler) in ein Well einer 4-well
Platte (Multidish 4 wells von Nunc A/S) gegeben und 500 pl Polyornithin (0,1 mg/ml)
zugegeben. Nach 30 min wurde das Polyornithin abgesaugt und die Deckglidser 2 x 5 min
mit je 1 ml 1 x PBS gewaschen. AnschlieBend wurden ca. 0,5-1 x 10° T-Zellen in jedes
Well gegeben und 60 min absitzen gelassen. Nach zweimaligem Waschen mit 1 x PBS
wurden die Zellen auf dem Deckglas fixiert, indem in jedes Well fiir 20 min 500 pl
PBS/3 % PFA gegeben wurden. Um das restliche PFA zu inaktivieren wurden die
Deckgléser anschlieBend mit 500 pl PBS/0,1 M Glycin 3 min inkubiert. Sollten CTLA-4,
STIM1 oder Orail gefirbt werden, wurden die Zellen nach einmaligem Waschen 20 min in
PBS/0,1 % Triton permeabilisiert. Fiir die Farbungen von CD3 und CD28 war eine
Permeabilisierung der Zellen nicht notwendig. Diese Deckgldser wurden nur einmal
gewaschen. In allen folgenden Schritten wurde Triton nur dann zu den Ldsungen
hinzugefiigt, wenn die Zellen permeabilisiert wurden. Im Anschluss wurden die
Deckgliaser 20 min mit ,,blocking buffer (PBS/2 % BSA/mit oder ohne 0,1 % Triton)
inkubiert. Fiir die anschlieBende Antikorperfarbung, die in einer feuchten Kammer im
Dunklen durchgefiihrt wurde, wurden direkt markierte bzw. unmarkierte Primérantikdrper
(s. Punkt 3.1.3) mit “blocking buffer verdiinnt und je 50 pl auf ein Stiick Parafilm
getropft. Die Deckglidser wurden dann vorsichtig, mit den Zellen nach unten, auf den
jeweiligen Antikorpertropfen gelegt und 60 min inkubiert. Im Anschluss wurden die
Deckglédser 3 x 5 min in PBS/ mit oder ohne 0,1 % Triton gewaschen. Wenn ein nicht
direkt markierter Primérantikorper verwendet wurde, folgte nun eine zweite
Antikorperfarbung mit dem entsprechenden Zweitantikorper. Diese erfolgte auf die gleiche
Weise wie die Farbung zuvor. Nach anschlieBendem Waschen wurden die Deckgléser kurz
in Wasser getaucht und auf einem Deckglas (@ 25 mm, Starke 1, Kindler) eingebettet. Als
Einbettmedium wurde der ProLong® Antifade Kit von Molecular Probes™ verwendet. Fiir
die konfokalen Aufnahmen wurde das Mikroskop E600 (Nikon) mit einem 100 x Ol
Objektiv (PlanApo, NA 1.4, Pk3 DM, Nikon) verwendet. Als Lichtquelle dienten Laser der
Wellenldnge 488 nm (Coherent Saphire 488 30) bzw. 561 nm (Melles Griot 85-YCA-015).
Die Aufnahmen wurden mit der VoxCellScan Software aufgenommen und mit dem

Programm ImagelJ ausgewertet.
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3.2.10 STIMI1-Tranlokationsmessung
Die Zellen wurden zunichst wie unter Punkt 3.2.8 beschrieben mit STIM1-YFP Vektor

(freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von Tobias Meyer) transfiziert. Einen Tag nach
Transfektion wurden ca. 0,5-1 x 10° T-Zelle kurz in der Eppendorf-Zentrifuge 5415 C
zentrifugiert und anschlieBend in 40 pl AIM-V® Medium resuspendiert. 15 pul der Zellen
wurden dann auf ein Deckglas (@ 25 mm) gegeben, dass wie unter Punkt 3.2.5 mit
Polyornithin vorbehandelt wurde. Die Zellen wurden 10 min absitzen gelassen, bevor die
Messkammer wie unter Punkt 3.2.2 beschrieben zusammengebaut wurde (siche auch Abb.
3.2). Die Zellen wurden mit einem 40 x Ol-Objektiv (Olympus, Uplan/Apo, Numerische
Apparatur (NA) = 1,0) im Mikroskop betrachtet und die Kammer solange mit Medium
durchgespiilt, bis nur noch die haftenden Zellen iibrig waren. Mit einem fiir den Farbstoff
YFP geeigneten Filter (Part No: F41-028; YFP, Anregungsfilter: HQ 535/30, Dichroischer
Spiegel: Q 515 LP, Emissionsfilter: HQ 500/20, A.H.F. Analysetechnik AG), einer
Belichtungszeit von 1000 ms und einer Anregungswellenldnge von 480 nm (Polychrom IV
Monochromator von Till Photonics) wurde zunichst ein Bereich gesucht, indem sich
moglichst viele STIM-YFP positive T-Zellen befanden. Dieser Bereich wurde dann sowohl
mit einem YFP Filter, als auch im Durchlicht bei einer Belichtungszeit von 10 ms
photographiert. AnschlieBen wurde die Translokationsmessung gestartet und mit dem
Programm TILL Vision (TILL Photonics) aufgenommen. Es wurde alle 10 s ein
Infrarotbild aufgenommen und eines mit dem YFP Filter (Belichtungszeit: 500 ms). Direkt
nachdem die Messung gestartet wurde, wurden, zur fokalen Stimulation der T-Zellen,
ca. 2 x 10° anti-CD3/CD28 gecoatete Beads in 50pul AIM-V® Medium in die Kammer
zuriickgesaugt. Die Messung dauert 1500 s und wurde anschlieBend mit den Programmen

TILL Vision (TILL Photonics) und IGOR pro ausgewertet.
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3.2.11 Messung intrazellularer Kalziumkonzentrationen

Alle Zentrifugationen wurden in der Eppendorf-Zentrifuge 5450 C durchgefiihrt. Die
T-Zellen wurden vor Messbeginn 30 min mit 2 pM des Fura-2 (Ester)/AM (gelost in
DMSO, Stock 1 mM) in AIM-V® Medium geladen, Jurkat T-Zellen mit 1 uM des
Fura-2 (Ester)/AM (gelost in DMSO, Stock 1 mM) in RPMI Medium geladen. Das Fura-
2/AM enthaltende Medium wurde 15 s bei maximaler Geschwindigkeit mittels eines
Vortexers gemischt, bevor es zu den Zellen gegeben wurde. Ca. 0,5-1 x 10° T-Zelle
wurden in ein 1,5 ml Reaktionsgefdl tiberfithrt und kurz abzentrifugiert. Das Sediment
wurde in 1 ml Fura-2-Medium resuspendiert und 30 min im Dunklen inkubiert. Fura-2 ist
ein Kalzium-bindender Farbstoff, der dazu verwendet wird, die intrazellularen
Kalziumkonzentrationen zu bestimmen. Die Zellen wurden im Anschluss an die
Inkubation kurz abzentrifugiert und einmal mit 1 ml Medium gewaschen. Dann wurden die
Zellen in 40 pl der jeweiligen Messlosung resuspendiert und gemessen. Bei den
Messungen wurde der Farbstoff Fura-2/AM bei den Wellenlingen 340 nm und 380 nm
iber einen dichroischen Spiegel (DLCP 410) angeregt, welche von einem Monochromator
(Polychrom IV Monochromator von Till Photonics) generiert werden. Die Kalzium-
abhingige Emission des Farbstoffs bei 520 nm wird durch das jeweilige Objektiv (siehe
Punkte 3.2.11.1 — 3.2.11.3) mittels einer CCD Kamera gemessen. Alle Messungen wurden
mit dem Programm TILL Vision (TILL Photonics) aufgenommen und anschlieBend mit
diesem und mit IGOR pro ausgewertet. Die Ratio 340/380 ist dabei direkt proportional zur
Kalziumkonzentration in der Zelle und wird mit folgender Formel abgeschitzt:

[Ca2+]i = K*(R - Rpin)/(Rmax - R) (Grynkiewicz et al., 1985).
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3.2.11.1 Messung der Kalziumkonzentrationen nach TG-Stimulation

Von den wie unter Punkt 3.2.11 beschriebenen Jurkat T-Zellen wurden etwa 10-20 pl auf
ein vorbereitetes Deckglas (@ 25 mm, Stirke 1, Kindler) gegeben und 5-10 min im
Dunklen absitzen gelassen. Das Deckglas wurde in eine eigens dafiir angefertigte Kammer
(s. Abb. 3.2) eingesetzt und mit einem kleineren Deckglas (@ 12 mm, Stirke 1, Kindler)
abgedeckt. Die Kammer wurde mittels Silikon-Fett (VWR) dicht verschlossen. Zwei
Offnungen in der Kammer ermdglichten einen Losungswechsel und ein Spiilen wihrend
des Versuchs. Zundchst wurden die Zellen im Mikroskop mit einem
20 x Objektiv (Olympus, Uplan/Apo, Numerische Apparatur (NA) = 1,0) betrachtet und
die Kammer solange mit Losung 3 (155 mM NaCl, 4,5 mM KCL, 10 mM Glukose, 5 mM
Hepes, 2,5 mM MgCl,, 0,5 mM CaCl,, pH 7,4) durchgespiilt, bis moglichst keine Zellen
mehr {ibereinander lagen. AnschlieBen wurde die Kalziummessung gestartet und mit dem
Programm TILL Vision (TILL Photonics) aufgenommen. Die Messung erfolgte
abwechselnd bei 340 nm und 380 nm. Alle 5 s wurde ein Ratio-Bild aufgenommen.
Zundchst wurde der Wert des Ruhekalziums gemessen. Nach 100 s wurde die Kammer mit
Losung 1 (155 mM NaCl, 4,5 mM KCL, 10 mM Glukose, 5 mM Hepes, 3 mM MgCl,
1 mM EGTA, pH 7,4), zu der 1 uM Thapsigargin (TG) zugegeben wurden, durchgespiilt.
TG fiihrt zu einer Entleerung der intrazellularen Kalziumspeicher, d. h. in den Zellen steigt
das Kalziumssignal leicht an. Nach weiteren 500 s wurde die Kammer mit Losung 4
(155 mM NaC(l, 4,5 mM KCL, 10 mM Glukose, 5 mM Hepes, 2 mM MgCl,, 1 mM CacCl,,
pH 7.4), der ebenfalls 1 uM TG zugegeben wurde, durchgespiilt. Nach weiteren 500 s
erfolgte der letzte Losungswechsel mit Losung 2. Die Messung wurde iiber einen Zeitraum
von 1400 s durchgefiihrt. Um den Hintergrund berechnen und bei der Auswertung
miteinbeziehen zu kénnen, wurde ein Ausschnitt gesucht, indem keine Zellen lagen und
dieser wie folgt aufgenommen: Je ein Bild mit A = 340 nm beziechungsweise A = 380 nm
mit dem fiir Fura geeigneten Filter und einer Belichtungszeit von 20 ms und bei den
gleichen Wellenldngen je ein Bild im Durchlicht und mit einer Belichtungszeit von

ca. 10 ms.
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3.2.11.2 Messungen der Kalziumkonzentrationen nach B7-Stimulation

Zunichst wurden die mit CHO-CD33" Zellen bewachsenen Deckglas (s. Punkt 3.2.1) in
ein neues ,well* einer 6-well-Platte iiberfiihrt und mit 200 pl der entsprechenden
Fusionsproteine {iiberschichtet. Die Fusionsproteine wurden zuvor in dem fiir die
CHO-Zellen geeigneten Medium entsprechend verdiinnt. Wihrend der 30 miniitigen
Inkubation wurden die T-Zellen wie oben beschrieben mit Fura-2 beladen. Das Deckglas
mit den Fusionsprotein-beladenen CHO-Zellen wurde in die Messkammer eingelegt und
diese wie unter Punkt 3.2.2 beschrieben zusammengebaut (siche auch Abb. 3.2).
AnschlieBend wurden die Zellen im Mikroskop mit einem 20 x Objektiv (Olympus,
Uplan/Apo, Numerische Apparatur (NA) = 1,0) betrachtet und die Kammer griindlich mit
der entsprechenden Messlosung durchgespiilt, um die nicht gebundenen Fusionsproteine
auszuwaschen. Die Zellen wurden dann im Durchlicht bei einer Belichtungszeit von 10 ms
aufgenommen. Der gleiche Bereich wurde anschlieBend mit einem fiir Farbstoff Fura-2
geeigneten Filter, einer Belichtungszeit von 50 ms und einer Anregungswellenldnge von
360 nm (Polychrom IV Monochromator von Till Photonics) aufgenommen. Um die
Hintergrundfluoreszenz der CHO-Zellen zu bestimmen, wurde der gleiche Bereich noch
mit 340 bzw. 380 nm und einer Belichtungszeit von 20 ms aufgenommen. Anschlieend
wurde die Kalziummessung gestartet. Die Messung erfolgte indem alle 5 s abwechselnd
bei 340 nm und 380 nm ein Bild aufgenommen wurde. Zusitzlich wurde alle 5 s ein
Infrarotbild aufgenommen. Kurz vor Messbeginn wurden die T-Zellen gewaschen und in
40 pl Messlosung resuspendiert. Direkt nach Start der Messung wurden die T-Zellen dann
in die Kammer gesaugt, wo sie sich innerhalb kurzer Zeit auf den CHO-Zellrasen absetzen.
In manchen Fillen wurden wihrend der Messungen verschiedene Losungswechsel, zum
Teil mit Thapsigargin und/oder mit 2-APB, durchgefiihrt.

Sollte das CD28 Molekiil auf den T-Zelle vor der Messung blockiert werden (s. Punkt
4.3.2), wurden die Zellen nach Fura-Ladung 10 min in 40 pl der entsprechenden
Verdiinnung des blockierenden anti-CD28 Antikorpers in Messlosung inkubiert und dann
in die Kammer eingesaugt.

Bei der Auswertung musste beachtet werden, dass die T-Zellen sich zu unterschiedlichen
Zeitpunkten auf den CHO-Zellrasen absetzten und sie sich durch die nicht vorhandene
Fixierung zum Teil stark bewegten. Aus diesem Grund wurde jede Zelle einzeln
ausgewertet und nur verwendet, wenn es moglich war, sie wihrend der gesamten Messung

zu verfolgen. Dies war besonders wichtig wenn wihrend der Messung ein Losungswechsel
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stattfand. Um das Kalziumsignal der Zellen zu mitteln wurden die Kurven der einzelnen
Zellen im Programm IGOR Pro dahingehend bearbeitet, dass der Beginn ihrer Reaktion

zeitgleich auf null gesetzt wurde.

3.2.11.3 Messung des basalen Kalziums bei 37°C

Alle Schritte wurden soweit moglich bei 37°C durchgefiihrt. Zunédchst wurde ein Deckglas
(@ 25 mm, Stirke 1, Kindler) wie unter Punkt 3.2.5 mit Polyornithin vorbehandelt. Das
Fura-Medium wurde auf 37°C erwdrmt und die Zellen bei 37°C 30 min im Brutschrank
damit inkubiert. Nach einmaligem Waschen wurden die Zellen in 40 pl AIM-V® Medium
resuspendiert. Etwa 15 pl Zellen wurden auf ein vorbereitetes Deckglas (@ 25 mm)
gegeben und 5-10 min im Dunklen bei 37°C absitzen gelassen. AnschlieBend wurde die
Messkammer wie unter Punkt 3.2.2 beschrieben zusammengebaut (siche auch Abb. 3.2).
Zunichst wurden die Zellen im Mikroskop mit einem 20 x Objektiv (Olympus, Uplan/Apo,
Numerische Apparatur (NA) = 1,0) betrachtet und die Kammer solange mit AIM-V®
Medium durchgespiilt, bis moglichst keine Zellen mehr {ibereinander lagen. AnschlieBend
wurde die Kalziummessung gestartet. Die Messung erfolgte abwechselnd bei 340 nm und
380 nm, wobei alle 5 s je ein Bild aufgenommen wurde. Insgesamt dauerte die Messung
10 min. Um den Hintergrund berechnen und bei der Auswertung miteinbeziehen zu
konnen, wurde ein Ausschnitt gesucht, indem keine Zellen lagen, und dieser wie folgt
aufgenommen: Je ein Bild mit A = 340 nm beziehungsweise A = 380 nm mit dem fiir Fura
geeigneten Filter und einer Belichtungszeit von 20 ms und bei den gleichen Wellenldngen

je ein Bild im Durchlicht und mit einer Belichtungszeit von ca. 10 ms.



4. Ergebnisse 41

4 Ergebnisse

4.1 Arbeitshypothese und Aufbau der Methode

4.1.1 Die Arbeitshypothese

Die Arbeitsgruppe von Christoph Renner und insbesondere sein Mitarbeiter Markus Thiel
haben gezeigt, dass die T-Zellproliferation von der CD3 Konzentration abhingig ist.
(s. Abb. 4.1, Daten der Arbeitsgruppe Renner, USZ, Ziirich). Dariiber hinaus haben sie
gezeigt, dass bei submaximaler CD3 Stimulation (2 pg/ml anti-CD3/anti-CD33-
Fusionsprotein) eine Kostimulation iiber B7-1 bzw. B7-2 die Proliferation in
unterschiedlicher Weise modulieren kann. Dabei wirkte B7-1 leicht proliferationsfordernd,
B7-2 dagegen erhohte die Proliferation erheblich (s. Abb. 4.2). Die Frage, die sich stellte,
war liber welchen Mechanismus dieser Effekt gesteuert wird. Unsere Arbeitsgruppe hat
bereits gezeigt, dass die Proliferation und das intrazelluldre Kalziumsignal miteinander
korrelieren (Schwarz et al., 2007a; Zitt et al., 2004). Aus diesem Grund sollte im Rahmen
der vorliegenden Arbeit die Hypothese untersucht werden, dass der Effekt der B7

Kostimulation iiber eine Erh6hung des intrazelluldren Kalziums gesteuert wird.
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Abb. 4.1: Konzentrationsabhéngige Proliferation nach Stimulation mit anti-CD3/anti-CD33-
Fusionsprotein. 96-well-Platten wurden mit 2 pg/ml CD33 Antigen beschichtet. Nach
anschliefender Inkubation mit der angegebenen Konzentration des anti-CD3/anti-CD33-
Fusionsproteins wurden 100.000 PBMCs in jedes Well gegeben. Die Proliferation wurde an Tag 3
anhand des in die DNA eingebauten ‘H-Thymidins gemessen. Die Daten wurden mir

freundlicherweise von der Arbeitsgruppe Renner, USZ zur Verfiigung gestellt.
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Abb. 4.2: Einfluss der B7 Kostimulation auf die Proliferation.

96-well-Platten wurden mit 2 pg/ml CD33 Antigen beschichtet. Nach anschlieBender Inkubation
mit der angegebenen Konzentration der entsprechenden Fusionsproteine wurden 100.000 PBMCs
in jedes Well gegeben. Die Proliferation wurde an Tag 3 anhand des in die DNA eingebauten
*H-Thymidins gemessen. Die Daten wurden mir freundlicherweise von der Arbeitsgruppe Renner,

USZ zur Verfiigung gestellt.
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4.1.2 CD33-Expression der CHO-Zellen

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, Kalziumsignale in humanen T-Zellen nach
Kostimulation zu untersuchen. Die T-Zellen wurden dabei mittels der unter Punkt 3.1.4
beschriebenen bispezifischen Fusionsproteinen stimuliert. Ein Teil dieser Fusionsproteine
besteht immer aus einem anti-CD33 Molekiil. Als Trager der Fusionsproteine wurden aus
diesem Grund CD33 exprimierenden CHO-Zellen verwendet. Durch das Binden der
Fusionsproteine an die CHO-Zellen, sollte eine fokale und damit mdglichst physiologische
Stimulation der T-Zellen erreicht werden. Um vergleichbare Messbedingungen zu
garantieren, ist es entscheidend, dass alle CHO Zellen CD33 exprimieren. Hierzu wurde
eine CD33-Antikorperfirbung mittels R-PE markierten anti-CD33 Antikorpern von
unterschiedlichen Passagen der CHO-Zellen durchgefiihrt (s. Punkt 3.2.2). Abbildung 4.3
zeigt die zwolfte Passage der CHO-Zellen im Durchlicht (linkes Bild) und die CD33-
Féarbung des entsprechenden Ausschnitts (rechtes Bild). Alle CHO-Zellen exprimieren
CD33 auf ihrer Oberflache. Die Farbungen zu anderen Zeitpunkten sahen vergleichbar aus

und sind deshalb nicht abgebildet.

Abb. 4.3: CD33-Farbung der CHO-Zellen (Passage 12)
Die beiden Bilder zeigen CD33" CHO-Zellen im Durchlicht (links) und die anti-CD33 (rechts)

Férbung. Beide Bilder wurden mit einem 20 x Objektiv aufgenommen. Bar =20 pm
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4.1.3 Anteil an CD4" bzw. CD3" T-Zellen nach Bead-Negativ-Isolation

In der vorliegenden Arbeit wurden CD3"- bzw. CD4"-T-Zellen verwendet, die aus zuvor
isolierten PBMCs mittels Negativ-Bead-Isolation isoliert wurden. Die Negativ-Bead-
Isolation stellt sicher, dass die T-Zellen wihrend der Isolation nicht stimuliert werden. Die
Reinheit dieser Isolationen stellt eine wichtige Vorraussetzung fiir die anschlieBenden
Experimente dar. Aus diesem Grund wurden alle verwendeten Populationen auf ihre
Zusammensetzung hin untersucht. Um die Anteile der verschiedenen Lymphozyten-
populationen in den PBMCs zu bestimmen, wurden die Zellen mit unterschiedlich
markierten Antikérpern gegen CD4 (R-PE) bzw. CD8 (CyS5) und CD19 (FITC) gefarbt.
CDS8 und CD4 sind Oberflaichenmarker fiir T-Zellen. CDS ist ein Marker fiir zytotoxische
T-Zellen, CD4 fiir T-Helferzellen. CD19 ist ein Oberflachenmarker fiir B-Zellen. Abb. 4.4
A zeigt einen repriasentativen Ausschnitt der PBMCs, die sowohl im Durchlicht
aufgenommen wurden, als auch mit den entsprechenden Farbungen. Im Mittelwert ergab
sich eine Zusammensetzung der PBMCs aus 75 % CD3" T-Zellen (Addition der CD4" und
CDS8" T-Zellen) und 14 % CD19" B-Zellen. Die CD3" T-Zellen setzen sich wiederum aus
zwei Drittel CD4" T-Zellen und einem Drittel CD8" T-Zellen zusammen. Nach dem
gleichen Prinzip wurde die Reinheiten der CD3" bzw. CD4" T-Zellen nach Negativ-Bead-
Isolation untersucht. Abb. 4.4 B bzw. C zeigen repriisentative Ausschnitte isolierter CD3"
bzw. CD4" positiver T-Zellen, sowohl im Durchlicht als auch mit den entsprechenden

Féarbungen. Die isolierten Populationen wiesen eine Reinheit von mindestens 95 % auf.
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CD4* purification

Abb. 4.4: Zusammensetzung der PBMCs und Anteil CD3" bzw. CD4" T-Zellen nach Negativ-
Bead-Isolation. A zeigt einen repréisentativen Ausschnitt der PBMCs sowohl im Durchlicht, als
auch mit den entsprechenden Féarbungen (anti-CD3—R-PE; CD8—Cy5; CD19—FITC). B bzw. C
zeigen reprisentative Ausschnitte isolierter CD3" bzw. CD4" positiver T-Zellen sowohl im

Durchlicht, als auch mit der entsprechenden CD3- bzw. CD4-Féarbung. Bar = 10 um.
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4.1.4 Messung des Kalziumsignals isolierter T-Zellen nach Stimulation

mittels Fusionsprotein-beladener CHO-Zellen
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde eine neue Methode etabliert, T-Zellen wihrend
Kalziummessungen zu stimulieren. Abb. 4.5 stellt eine solche Messung dar. In A sind
reprasentative Bilder eines Ausschnitts zu unterschiedlichen Zeitpunkten der Messung
abgebildet. Die obere Abb. zeigt eine Infrarot-Aufnahme, die untere die parallele Kalzium-
messung mit Fura-2. In den Ratio 340/380 Bilder bedeutet ein blauer Farbton eine niedrige
intrazelluldre Kalziumkonzentration und ein wirmer werdender Farbton eine hoéhere
Kalziumkonzentration. Zum Zeitpunkt null sind nur mit 2 pg/ml anti-CD3/anti-CD33
Fusionsproteinen beladenen CHO-Zellen in der Messkammer. Diese sind nicht mit Fura-2
geladen und somit auch nicht in dem Ratio 340/380 Bild zu sehen. Sobald die Messung
gestartet wird, werden Fura-2 geladenen T-Zellen in die Kammer eingesaugt. Diese setzen
sich zundchst ab und haben bis zum Zeitpunkt des Kontaktes mit einer CHO-Zelle ein
niedriges Ruhekalzium. Zum Zeitpunkt 1000 s nach Messbeginn bekommt Zelle 1 Kontakt
zu einer CHO-Zelle und reagiert innerhalb von 50 s mit einem starken Anstieg der
Kalziumkonzentration. Zelle 2 hat wiahrend der ganzen Messung keinen Kontakt zu einer
CHO-Zelle und zeigt erwartungsgemiB damit auch keine Anderung der Kalzium-
konzentration. Abb. 4.5 B zeigt die Kurvenverldufe der Kalziumkonzentration der beiden
in A markierten Zellen wihrend der ganzen Messung. Die Ratio 340/380 ist dabei direkt
proportional zur Kalziumkonzentration in der Zelle und wird mit folgender Formel

abgeschitzt: [Ca®Ti= K*(R - Ryin)/(Rmax - R) (Grynkiewicz et al., 1985).
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Abb. 4.5: Messung des Kalziumsignals isolierter T-Zellen nach Stimulation mit
Fusionsprotein-beladenen CHO-Zellen. In A sind repréisentative Bilder eines Ausschnitts zu
unterschiedlichen Zeitpunkten der Messung abgebildet. Die oberen Bildern wurden mit
Infrarotlicht aufgenommen und die unteren mit einem fiir Fura-2 geeigneten Filter. In den Ratio
340/380 Bilder bedeutet ein blauer Farbton eine niedrige intrazellulire Kalziumkonzentration und
ein wiarmer werdender Farbton eine hohere Kalziumkonzentration. B zeigt die Kurvenverldufe der
Kalziumkonzentration der beiden in A markierten Zellen wihrend der ganzen Messung. Die Ratio
340/380 ist dabei direkt proportional zur Kalziumkonzentration in der Zelle und wird mit folgender
Formel abgeschitzt: [Ca”"];= K*(R - Rypin)/(Rmax - R) (Grynkiewicz et al., 1985).
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In Abb. 4.5 ist eine Kalziummessung von T-Zellen gezeigt, die nur mit anti-CD3/
anti-CD33-Fusionsproteinen stimuliert wurden. In den in dieser Arbeit durchgefiihrten
Experimenten zur Kostimulation wurden die Fusionsproteine auf CHO-Zellen gebunden.
Dadurch wird erreicht, dass die T-Zellen fest an die CHO-Zellen gebunden werden und
eine fokale Stimulation erreicht wird. Da nicht auszuschlieBen ist, dass sich wihrend der
Messung die Fusionsproteine von der Zelle losen, war es von Interesse, ob das anti-
CD3/anti-CD33-Fusionsprotein auch in Losung einen Effekt auf das Kalziumsignal der
T-Zelle hat. Von allen ausgewerteten Zellen zeigten nur etwa 50 % eine Reaktion auf die
Stimulation mit 10 pg/ml anti-CD3/anti-CD33-Fusionsprotein in Losung (Daten nicht
gezeigt). Die dargestellten Einzelzellen zeigen sehr unterschiedliche Verldufe des
Kalziumsignals, bei denen sich kein langanhaltend erhohtes Kalziumplateau einstellt
(s. Abb. 4.6, unten). Die Kalziumsignale der Einzelzellen unterscheiden sich stark von
denen, die bei einer fokalen Stimulation gefunden wurden. In den Auswertungen der
durchgefiihrten Messungen wére es folglich moglich, zwischen einer Stimulation der
T-Zellen durch Fusionsproteine in Losung und einer Stimulation mittels gebundener
Fusionsproteinen zu unterscheiden. Da aber gleichzeitig in allen durchgefiihrten
Messungen T-Zellen ohne Kontakt zu einer CHO-Zelle kein erhohtes Kalziumsignal
aufwiesen, ist davon auszugehen, dass Fusionsproteine in Losung fiir diese
Versuchsdurchfiihrung keine Rolle spielen.

Ein weiterer wichtiger Punkt, den die Arbeitsgruppe Renner bereits fiir die Proliferation
von T-Zellen gezeigt hat ist, dass die Verwendung von B7-1/anti-CD33- bzw. B7-2/
anti-CD33-Fusionsproteinen alleine keinen Effekt hat (Daten nicht gezeigt). In der
vorliegenden Arbeit wurden allerdings keine Proliferations- sondern Kalzium-Imaging-
Experimente durchgefiihrt. Folglich war es notwendig zu untersuchen, ob eine alleinige
CD28 bzw. CTLA-4 Stimulation einen Effekt auf das Kalziumsignal hat. Fiir dieses
Experiment wurden vorstimulierte T-Zellen (4 Tage mit 2 pg/ml PHA und 25 U/ml IL-2)
verwendet, da diese sowohl CD28, als auch CTLA-4 exprimieren (s. Abb. 4.8). Zum
Vergleich ist die Reaktion auf Stimulation mit 2 pg/ml anti-CD3/anti-CD33-
Fusionsprotein gezeigt (Abb. 4.7, schwarze Kurve). Abb. 4.7 zeigt, dass weder eine
alleinige Stimulation mit 10 pg/ml B7-1/anti-CD33-Fusionsprotein (dunkelblaue Kurve)
noch eine Stimulation mit B7-2/anti-CD33-Fusionsprotein (rote Kurve) das Kalziumsignal
in vorstimulierten CD4" T-Zellen verdndert. Es zeigt den gleichen Verlauf wie das

Kalziumsignal in nicht stimulierten Zellen (ohne Kontakt zu einer CHO-Zelle).



4. Ergebnisse 50

— 2pgCD3 auf CHO-Zellen 53

1,0 -

0,5

3,0 5

Einzelzellen

Ratio 340/380 (a.u.)

0 500 1000 1500
Zeit (s)

Abb. 4.6: Wirkung von 10 pug/ml anti-CD3/anti-CD33-Fusionsproteinen in Lésung.

Es sind die Messungen der Ratio 340/480 iiber die Zeit angegeben. Bei den angegebenen Werten
handelt es sich entweder um die Mittelwerte aller gemessenen Zellen, die eine Reaktion zeigten
(n = Zellzahl, obere Abbildung) oder um die Werte einzelner Beispielzellen (unten) aus der
Messung mit 10 pg anti-CD3/anti-CD33-Fusionsprotein in Losung (blaue Kurve, obere
Abbildung). Die CD4" T-Zellen wurden einen Tag nach Isolation 4 Tage mit 2 pg/ml PHA und
25 U/ml IL-2 vorstimuliert, bevor die Messungen durchgefiihrt wurden.
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Abb. 4.7: B7-Stimulation alleine zeigt keinen Einfluss auf das Kalziumsignal in T-Zellen.
Es sind die Messungen der Ratio 340/480 iiber die Zeit angegeben. Bei den angegebenen Werten
handelt es sich jeweils um die Mittelwerte aller gemessenen Zellen (n = Zellzahl). Die CD4"
T-Zellen wurden einen Tag nach Isolation 4 Tage mit 2 pg/ml PHA und 25 U/ml IL-2
vorstimuliert, bevor die Messungen auf unterschiedlich beladenen CHO-Zellen durchgefiihrt

(s. Punkt 3.2.11.1) wurden.
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4.2 Die B7-Kostimulation

4.2.1 Einfluss der B7 Kostimulation auf das Kalziumsignal

Eine reine TCR Stimulation flihrt dazu, dass die T-Zelle in einen anergen Zustand
iibergeht. Eine B7-Kostimulation ist daher essentiell fiir eine effiziente Aktivierung der
T-Zellen. Die Mechanismen der Kostimulation sind noch nicht genau aufgeklért. Die
Arbeitshypothese der vorliegenden Arbeit war, dass die B7-Kostimulation das
Kalziumsignal in den T-Zellen beeinflusst. Um dies zu untersuchen, wurden Imaging-
Experimente mit dem Kalziumfarbstoff Fura-2 unter verschiedenen Stimulations-
bedingungen durchgefiihrt. In Abbildung 4.8 A-D sind diese Messungen dargestellt. Die
Zellen wurden entweder mit 2 pg/ml anti-CD3/anti-CD33-Fusionsprotein alleine oder zusitzlich
mit 10 pg/ml B7-1/anti-CD33- bzw. B7-2/anti-CD33-Fusionsprotein stimuliert. Parentale und
E6.1 Jurkat T-Zellen (Abb. 4.8 A und B) und nicht vorstimulierte T-Zellen (Abb. 4.8 C)
zeigten keinen Unterschied im Kalziumsignal, unabhédngig davon, wie sie stimuliert
wurden. Primdre T-Zellen, die drei bis flinf Tage mit anti-CD3/anti-CD28 beschichteten
Beads (fokale Stimulation) bzw. PHA und Interleukin-2 vorstimuliert wurden, reagierten
gegeniiber einer reinen Stimulation mit anti-CD3/anti-CD33-Fusionsprotein mit einem
leicht erhohten Kalziumsignal, wenn sie mit B7-1/anti-CD33 kostimuliert wurden, und mit
einer starken Erhohung nach Kostimulation mit B7-2/anti-CD33 (Abb. 4.8 D). Fiir jede
Messung und Stimulationsbedingung wurden mindestens 25 Einzelzellen ausgewertet. Die
Messungen in den T-Zelllinien wurden je einmal durchgefiihrt. Die Messungen der
unstimulierten primédren T-Zellen wurden dreimal in zwei verschiedenen Spendern
durchgefiihrt. Die statistische Analyse dieser Experimente ergab keinen signifikanten
Unterschied zwischen einer reinen CD3 Stimulation und einer zusétzlichen B7
Kostimulation. Die Messung der vorstimulierten T-Zellen wurde in sieben verschiedenen
Spendern mehrfach durchgefiihrt. Die abgebildete Messung ergab einen signifikanten
Unterschied im Kalziumsignal zwischen einer Stimulation mit 2 pg anti-CD3/anti-CD33-
Fusionsprotein alleine und einer zusétzlichen Kostimulation mit B7-2/anti-CD33-
Fusionsprotein (p-Wert = 0,00001). Der Unterschied zwischen der reinen CD3 Stimulation
und einer B7-1/anti-CD33 Kostimulation war dagegen nicht signifikant (p-Wert = 0,24).
Da B7-1 und B7-2 auf T-Zellen an CD28 und CTLA-4 binden, wurden im folgenden die
Expressionsmuster von CD3 und den B7-Bindungspartner, CD28 und CTLA-4, mittels

Immunfluoreszenz untersucht. Abb. 4.8 E-H zeigen repréisentative Bilder dieser Farbungen
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aller vier T-Zellpopulationen, die im Durchlicht (obere Bilder) und mit einem fiir R-PE
geeigneten Filter (untere Bilder) aufgenommen wurden. Alle vier Zellpopulationen
exprimieren CD3 auf ihrer Oberfliche (E-H, links). CD28 dagegen wird nur in sehr
geringen Malle von unstimulierten primdren Zellen (G, Mitte) und stark von
vorstimulierten priméren Zellen (H, Mitte) und E6.1 Jurkat T-Zellen (E, Mitte) exprimiert.
Parentale Jurkat Zellen exprimieren kein oder kaum CD28. CTLA-4 wird nur von
stimulierten priméren T-Zellen exprimiert (E-H, rechts).

Diese Daten legen den Schluss nahe, dass der Unterschied im Kalziumsignal in
vorstimulierten primdren T-Zellen durch die Expression von CTLA-4 auf diesen Zellen
zustande kommt. Verwunderlich ist dabei, dass CTLA-4 in der Literatur cher eine
inhibitorische Wirkung zugeschrieben wird. Bleibt also zu kldren, ob das erhdhte

Kalziumsignal nach B7-2 Kostimulation tatsidchlich iber CTLA-4 vermittelt wird.



4. Ergebnisse 54

A Parental Jurkat T cells

B 2 pg/ml anti-CD3
1,0 - M 2 pg/ml anti-CD3 + 10 pg/mi B7-1
M 2 pg/ml anti-CD3 + 10 pg/ml B7-2

Ratio 340/380 (a.u.)

B 4,0 .‘ _ Jurkat E6.1 T cells

Ratio 340/380 (a.u.)

C
230,
o Unstimulated CD3+ T cells
S 20+
D ?
&
2 1,04
[v]
4
D : ¥,
E 3,0 ; Prestimulated CD3+ T cells “a "
§ . . ; A — s
S 20+ cD3 P
& 2
S et " .
5 1,0 1 £

0 1000 2000
Time (s)

Abb. 4.8: Effekt der B7-Kostimulation auf verschiedene T-Zell Populationen.

Abb. A-D zeigen die Kinetiken der intrazelluldren Kalziumkonzentrationen (als Ratio 340/480) von
parentalen und E6.1 Jurkat T-Zellen (A und B), nicht vorstimulierten CD3" T-Zellen (C), und CD3"
T-Zellen, die vier Tage mit PHA und IL-2 vorstimuliert wurden (D). Die Zellen wurden in den
Messungen mit CHO-Zellen stimuliert, die mit 2 pg/ml anti-CD3/anti-CD33-Fusionsprotein alleine
oder zusidtzlich mit 10 pg/ml B7-1/anti-CD33- bzw. B7-2/anti-CD33-Fusionsprotein beladen
wurden. In den Abb. E-H sind reprédsentative Ausschnitte der Immunfluoreszenzen mittels anti-
CD3, anti-CD28 und anti-CTLA-4 Antikorpern dargestellt (untere Bilder). Die unteren Bilder

zeigen die dazugehdrigen Durchlichtaufnahmen. Bar =5 um
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4.2.2 Die Blockade von CD28 und ihr Einfluss auf das Kalziumsignal

Beide Bindungspartner der B7-Molekiile, CD28 und CTLA-4, werden von den primiren
T-Zellen nach Stimulation hochreguliert (Abb. 4.8 G und H). Aus der Immunfluoreszenz
(s. Abb.4.8 E-H) ldsst sich jedoch ableiten, dass sich die vorstimulierten T-Zellen
hauptsdchlich durch ihre Expression von CTLA-4 von den anderen T-Zellpopulationen
unterscheiden. Um herauszufinden ob der Unterschied im Kalziumplateau tatséchlich iiber
CTLA-4 vermittelt wird, wurden Kalziummessungen mit T-Zellen durchgefiihrt, bei denen
CD28 zuvor mit einem blockierenden anti-CD28 Antikdrper (Schlossman et al., 1995) in
seiner Funktion inhibiert wurde. Der Unterschied im Kalziumplateau miisste gleich bleiben
oder sich sogar vergroBBern, wenn CTLA-4 dafiir verantwortlich ist. Abb. 4.9 zeigt
Kalziummessungen von Zellen, deren CD28 nicht blockiert wurde (durchgezogenen
Kurven) und im Vergleich Zellen, deren CD28 blockiert wurde (gestrichelten Kurven).
Das normalerweise nach B7-2 Kostimulation signifikant hohere Kalziumplateau entsprach
nach der Blockade von CD28 dem Kalziumplateau der Zellen, die alleine mit anti-
CD3/anti-CD33-Fusionsprotein stimuliert wurden (rote und schwarze Kurven). Wurden
die Zellen dagegen mit B7-1 kostimuliert, zeigte die Blockade von CD28 keine Wirkung
(blauen Kurven). Als Negativkontrolle wurden Zellen verwendet, die nur mit dem anti-
CD3/anti-CD33-Fusionsprotein stimuliert wurden (schwarze Kurven). Wie erwartet, zeigte
eine CD28 Blockade hier keinen Effekt. Diese Messung wurde nur einmal durchgefiihrt.
Die ausgewerteten Zellzahlen n pro Messbedingung sind in Abb. 4.9 angegeben.

Diese Ergebnisse legen nahe, dass nicht CTLA-4 sondern CD28 das hohere Kalziumsignal
nach B7-2 Kostimulation vermittelt. Da Jurkat E6.1 Zellen, die viel CD28 aber kein
CTLA-4 exprimieren (s. Abb. 4.8 F), diesen Unterschied jedoch nicht aufweisen, scheint

eine zusétzliche Expression von CTLA-4 notwendig fiir diesen Effekt zu sein.
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Abb. 4.9: Effekt einer CD28 Blockade auf das Kalziumsignal.

Dargestellt sind die Kinetiken der intrazelluldren Kalziumkonzentrationen (als Ratio 340/480). Bei

den angegebenen Werten handelt es sich jeweils um die Mittelwerte aller gemessenen Zellen
(n = Zellzahl). Der Mittelwert des Kalziumplateaus (als Ratio 340/480) zwischen 2005 und 2500 s
betrug fiir die Messung mit einer B7-2 Kostimulation ohne CD28 Blockade 1214 und mit CD28

Blockade 997. Damit entsprach das Plateau nach CD28 Blockade dem der anderen Messungen

ohne Kostimulation bzw. mit B7-1 Kostimulation mit und ohne Blockade von CD28 (Plateau

zwischen 957 und 997, keine statistische Signifikanz untereinander). Die gemessenen CD4"

T-Zellen wurden vier Tage mit anti-CD3/anti-CD28 beschichteten Beads vorstimuliert. Die Zellen

wurden in den Messungen mit CHO-Zellen stimuliert, die mit 2 pg/ml anti-CD3/anti-CD33-

Fusionsprotein alleine oder mit 2 pg/ml anti-CD3/anti-CD33 und 10 pg/ml B7-1/anti-CD33- oder

B7-2/anti-CD33-Fusionsprotein beladen wurden. Die Blockade von CD28 erfolgte, indem die

Zellen vor Messbeginn 10 min mit einer 1:20 Verdiinnung dieses Antikorpers inkubiert.
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4.2.3 FEinfluss der B7 Kostimulation auf die Kalziumfreisetzung und den

Kalziumeinstrom

In den bisher durchgefiihrten Experimenten konnte nicht gezeigt werden, ob das nach B7-2
Kostimulation erhohte Kalziumsignal durch eine verstirkte Freisetzung von Kalzium aus
dem ER oder durch einen erhohten Kalziumeinstrom iiber die PM zustande kommt. Um
beide Prozesse nach Kostimulation getrennt zu untersuchen, wurde zunichst analysiert, ob
die Kostimulation einen Einfluss auf die Entleerung der intrazelluliren Kalziumspeicher
hat. Um dies herauszufinden, wurden die T-Zellen in einer kalziumfreien Losung auf
unterschiedlich beladenen CHO-Zellen absitzen gelassen und anschlieBend wurde die
Speicherentleerung verglichen (siche Abb. 4.10 A). Fiir die Auswertung war es notwendig,
dass die Speicherentleerung bei alle Zellen zeitgleich begann. Hierzu wurden die Kurven
der Einzelzellen alle zehn Messpunkte (= 50 s) vor Beginn der Speicherentleerung
abgeschnitten. Bei der in Abb. 4.10 A dargestellten Kurve handelt es sich um die
Mittelwerte aller Zellen. In den Messungen konnte meist ein kleiner Unterschied
festgestellt werden, der jedoch nicht signifikant war (insgesamt wurden die Zellen von vier
verschiedenen Spendern gemessen, wobei die Zellen eines Spenders zweimal gemessen
wurden). Abb. 4.10 B =zeigt alle Zellen, die vor Zugabe von TG schon eine
Speicherentleerung nach Kontakt mit einer CHO-Zelle hatten (n (B7-1) = 25,
n (B7-2) = 37). Diese Zellen reagierten nicht mehr auf die Zugabe von TG, was bedeutet,
dass ihre Speicher schon vollstindig entleert waren. In Abb. 4.10 C sind die Zellen
abgebildet, die erst nach TG Applikation eine Speicherentleerung zeigten (n (B7-1) = 5,
n (B7-2) = 8). Nur die Zellen, deren Speicher noch nicht vollstdndig durch Kontakt mit
einer CHO-Zelle entleert waren, reagierten mit einer weiteren Entleerung nach TG
Applikation (Daten nicht gezeigt). Dabei handelte es sich immer nur um sehr wenige
Zellen (in der abgebildeten Messung nur um eine Zelle pro Messung), deren
Kalziumplateau dann meist relativ niedrig ausfiel.

Wurde nach Erreichen des Kalziumplateaus, nach B7-1 bzw. B7-2 Kostimulation, 10 uM
2-APB (wirkt in diesen Konzentrationen aktivierend auf CRAC/Orail Kanile) appliziert,
bewirkte dies einen Anstieg des Kalziumsignal auf sehr dhnliche Werte (s. Abb. 4.10 A
und B). Der zuvor signifikante Unterschied (t-Test aller Messwerte aller in 4.10 B und C
zusammengefassten Zellen im Bereich zwischen 2950s - 2995s ergibt einen p-Wert von

0,0008) ist nach Applikation von 2-APB nicht mehr signifikant (t-Test aller Messwerte
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aller in 4.10 B und C zusammengefassten Zellen im Bereich zwischen 3225s - 3270s bzw.
3450s - 3495s ergibt einen p-Wert von 0,35 bzw. 0,36).

Diese Ergebnisse fiihren zu der Schlussfolgerung, dass der Einfluss der B7-2
Kostimulation auf das Kalziumsignals nicht auf der Beeinflussung der Speicherentleerung,

sondern auf einer Erh6hung Kalziumeinstrom iiber die Zellmembran basiert.
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Abb. 4.10: Einfluss der B7 Kostimulation auf die Speicherentleerung und den CRAC-Strom.

Dargestellt sind die Kinetiken der intrazelluldren Kalziumkonzentrationen (als Ratio 340/480). Es

handelt sich um die Mittelwerte aller gemessenen Zellen. Die CD4" T-Zellen wurden fiinf Tage mit

anti-CD3/anti-CD28 beschichteten Beads vorstimuliert. Die Zellen wurden in den Messungen mit

CHO-Zellen stimuliert, die mit 2 pg/ml anti-CD3/anti-CD33 und 10 pg/ml B7-1/anti-CD33- oder

B7-2/anti-CD33-Fusionsprotein beladen wurden. In Abb. A ist die Speicherentleerung nach B7-1

bzw. B7-2 Kostimulation dargestellt. Abb. B bzw. C zeigen das Kalziumplateau vor und nach

Applikation von 2-APB in Zellen, deren Speicher mittels Fusionsprotein beladenen CHO-Zellen
(B) bzw. TG (C) entleert wurden.
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4.3 Beteiligte Proteine

Die Kostimulation scheint ein bedeutender Faktor fiir die Entstehung und Modulation des
Kalziumsignals in humanen T-Zellen zu sein. Dennoch ist sie nur der erste Schritt im
Ablauf einer Reihe wichtiger Signalwege, an denen sehr viele Molekiile beteilig sind. Die
nach Stimulation folgenden Abldufe sind bis heute nicht vollstandig aufgeklart. Es ist aber
eindeutig gezeigt, dass STIM1 (Liou et al., 2005; Spassova et al., 2006; Zhang et al., 2005)
und ORAII (Feske et al., 2006; Mercer et al., 2006; Peinelt et al., 2006; Prakriya et al.,
2006; Soboloff et al., 2006b; Vig et al., 2006a; Zhang et al., 2006) am CRAC-Strom
beteiligt sind. Ferner hat Anna Wenning (AG Hoth) im Rahmen ihrer Doktorarbeit gezeigt,
dass TRPC3 die Proliferation von T-Zellen beeinflusst. Aus diesem Grund wurden auch

diese Proteine und ihr Einfluss auf das Kalziumsignal in primédren T-Zellen untersucht.

4.3.1 STIMI

Das Transmembranprotein STIM1 dient als Kalziumsensor im ER und spielt damit eine
wichtige Rolle bei der Signaltransduktion in T-Zellen. Zunédchst wurde die Expression von
STIM1 in allen verwendeten T-Zellpopulationen mittels Immunfluoreszenz untersucht.
Abb. 4.11 zeigt reprdsentative Ausschnitte unstimulierter und vorsimulierter primérer
CD4" T-Zellen, sowie parentaler und E6.1 Jurkat T-Zellen dieser Firbungen (untere
Bilder) und die entsprechende Durchlichtaufnahmen (obere Bilder). Alle vier verwendeten
T-Zell Populationen exprimieren STIM1 in unterschiedlichen Mengen. Die
Immunfluoreszenz der E6.1 Jurkat T-Zellen wurde nicht zum gleichen Zeitpunkt
durchgefiihrt wie die der anderen T-Zell Populationen. Eine Einschédtzung der quantitativen
Expression von STIMI im Vergleich zu den anderen Populationen ist also nur bedingt
moglich.

Wurden vorstimulierte STIM1-YFP transfizierte CD4" T-Zellen mittels anti-CD3/anti-
CD28 beschichteten Beads stimuliert, konnte eine Translokation des STIM1-YFP hin zur
Immunologischen Synapse (Kontaktbereich zwischen T-Zelle und Bead) beobachtet
werden. In Abb. 4.12 sind einzelne Aufnahmen einer solchen Messung im zeitlichen
Verlauf dargestellt. Der Ausschnitt wurde sowohl mit Infrarotlicht (obere Bilder) als auch

mit einem fiir YFP geeigneten Filter (untere Bilder) aufgenommen.
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Abb. 4.11: STIM1 Expression in verschiedenen T-Zellpopulationen.

Die Abbildung zeigt reprasentative Ausschnitte der verschiedenen T-Zell Populationen (von links
nach rechts: unstimulierte und stimulierte CD4+ T-Zellen und parentale, sowie E6.1 Jurkat
T-Zellen) nach Féarbung der Zellen mit einem anti-STIM1 Antikdrper (untere Bilder). Die oberen

Bilder zeigen die entsprechenden Aufnahmen im Durchlicht. Bar =5 um
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Abb. 4.12: STIM-YFP Translokation zur Immunologischen Synapse.

Dargestellt sind unterschiedliche Zeitpunkte eines reprisentativen Ausschnitts, die sowohl mit
Infrarotlicht als auch mit einem fiir Alexa-568 geeigneten Filter aufgenommen wurde. Die CD4"
T-Zellen wurden einen Tag vor der Messung mit STIM-YFP transfiziert und wihrend der Messung

mit anti-CD3/anti-CD28 beschichteten Beads stimuliert. Bar = 10 um
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Wurden parentale Jurkat T-Zellen mit einer siRNA gegen STIM1 transfiziert, zeigten diese
nach Stimulation mit Thapsigargin ein signifikant niedrigeres Kalziumplateau als Zellen,
die mit einer Kontroll-siRNA transfizierte wurden. Abb. 4.13 zeigt eine solche Messung,
die an Tag 3 nach Transfektion durchgefiihrt wurde. Fiir die Statistik wurden von jeder
Zelle die 20 Messpunkte zwischen 950 s und 1095 s gewihlt, da diese dem Plateauwert am
ndchsten kommen. Der Unterschied im Kalziumplateau stellt sich als signifikant dar
(p-Wert: 0,0007). Mitarbeiter der AG Hoth konnten die Wirksamkeit der STIM1-siRNA in

diesen Zellen auch mittels quantitativer PCR nachgewiesen werden (Abb. 4.14).
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Abb. 4.13: Kalziumsignal in STIM1 siRNA transfizierten parentalen Jurkat T-Zellen.
Dargestellt sind die Kinetiken der intrazelluldren Kalziumkonzentrationen (als Ratio 340/480). Bei
den angegebenen Kurven handelt es sich jeweils um die Mittelwerte aller gemessenen Zellen
(n = Zellzahl). Die Messungen wurden drei Tage nach Transfektion durchgefiihrt. Vor dem ersten

Loésungswechsel befanden sich die Zellen in einer 0,5 mM Kalziumlésung.
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Abb. 4.14: Wirksamkeit der STIML1 siRNA in parentalen Jurkat T-Zellen.

Dargestellt ist die Expression von STIM1 in parentalen Jurkat T-Zellen nach Transfektion mit einer
siRNA gegen STIM1 (rote Kurve) bzw. einer Kontroll-siRNA (schwarze Kurve). Die Expression
wurde mittels quantitativer qRT-PCR ermittelt und ist als relative Expression (2°") zu dem

Kontrollgen TBP ausgedriickt. (Daten der AG Hoth)

In primdren T-Zellen zeigten die mit einer gegen STIM1 gerichteten siRNA transfizierten
Zellen ein niedrigeres Kalziumsignal als die Zellen, die mit der Kontroll-siRNA transfiziert
wurden (s. Abb. 4.15). Allerdings erwies sich dieser Unterschied als nicht signifikant,
unabhingig davon, ob die Zellen mit TG (Daten nicht gezeigt) oder mit den Fusionsprotein
beladenen CHO-Zellen stimuliert wurden. Die in Abb. 4.15 dargestellten Messungen
wurden an CD4" T-Zellen durchgefiihrt, die nach Transfektion vier Tage mit anti-
CD3/anti-CD28 beschichteten Beads vorstimuliert wurden. In den Messungen wurden die
Zellen mit CHO-Zellen stimuliert, die mit 2 pg/ml anti-CD3/anti-CD33 und 10 pg/ml
B7-1/anti-CD33- oder B7-2/anti-CD33-Fusionsprotein beladen wurden.
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Abb. 4.15: Kalziumsignal in STIM1 siRNA transfizierten priméren T-Zellen.

Dargestellt sind die Kinetiken der intrazelluldren Kalziumkonzentrationen (als Ratio 340/480). Bei
den angegebenen Kurven handelt es sich jeweils um die Mittelwerte aller gemessenen
Zellen (n = Zellzahl). Die CD4" T-Zellen wurden nach Transfektion vier Tage mit anti-CD3/
anti-CD28 beschichteten Beads vorstimuliert. In den Messungen wurden die Zellen mit CHO-
Zellen stimuliert, die mit 2 pg/ml anti-CD3/anti-CD33 und 10 pg/ml B7-1/anti-CD33- oder
B7-2/anti-CD33-Fusionsprotein beladen wurden.
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4.3.2 Orail
Das Transmembranprotein Orail ist an der Bildung des CRAC/Orail-Kanals beteiligt. Aus

diesem Grund wurde auch seine Expression mittels Immunfluoreszenz untersucht.
Abb. 4.16 zeigt reprdsentative Ausschnitte der Orail Firbungen unstimulierter und
vorsimulierter primérer CD4 " T-Zellen, sowie parentaler und E6.1 Jurkat T-Zellen (untere
Bilder). Die oberen Bilder zeigen die selben Ausschnitte, die im Durchlicht aufgenommen
wurden. Orail wird von allen vier untersuchten T-Zell Populationen exprimiert. Die
Immunfluoreszenz der E6.1 Jurkat T-Zellen wurde nicht zum gleichen Zeitpunkt
durchgefiihrt wie die der anderen T-Zell Populationen. Eine Einschédtzung der quantitativen
Expression von Orail im Vergleich zu den anderen Populationen ist also nur bedingt
moglich.

Auch fiir das Protein Orail wurde der Einfluss einer Erniedrigung der Orail-Expression
mittels siRNA untersucht. Das Ergebnis entsprach dem der STIM1-siRNA Transfektionen
in priméren Zellen: Das Kalziumsignal zwar tendenziell niedriger als in Zellen, die mit
einer Kontroll-siRNA transfiziert wurden, jedoch ergab die statistische Analyse keine

Signifikanz (Daten nicht gezeigt).

Unstimulierte Vorstimulierte Parentale E6.1
CD 4" T-Zellen CD 4 TZeIIen Jurkat TZeIIen Jurkat T-Zellen

Abb. 4.16: Orail Expression in verschiedenen T-Zellpopulationen.

Die Abbildung zeigt reprasentative Ausschnitte der verschiedenen T-Zell Populationen (von links
nach rechts: unstimulierte und stimulierte CD4+ T-Zellen und die parentale und E6.1 Jurkat
T-Zelllinien) nach Fiarbung der Zellen mit einem anti-Orail Antikorper (untere Bilder). Die

gleichen Ausschnitte wurden ebenso im Durchlicht aufgenommen (obere Bilder). Bar =5 pm
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4.3.3 TRPC3

Es konnte von Mitgliedern unserer Arbeitsgruppe mittels quantitativer RT-PCR gezeigt
werden, dass die Expression der TRPC3-mRNA nach Stimulation der T-Zellen deutlich
zunimmt (Daten nicht gezeigt). Dies ldsst eine wichtige Funktion dieses Proteins in
stimulierten T-Zellen vermuten. Fiir die in dieser Arbeit verwendete siRNA gegen TRPC3
konnte Mitarbeiter der AG Hoth zeigen, dass sie die entsprechende mRNA in TRPC3
tiberexprimierenden HEK293-Zellen herunterreguliert (Abb. 4.17)

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde zunédchst untersucht, ob TRPC3 einen Einfluss
auf die intrazelluldre Kalziumkonzentration nach Stimulation hat. Hierzu wurden T-Zellen
mit der siRNA gegen TRPC3 bzw. einer Kontroll-siRNA gegen TRPC7 transfiziert und
mehre Tage nach Stimulation wurden Kalziummessungen durchgefiihrt. Diese Messungen
zeigten keinen Unterschied zwischen TRPC3 bzw. TRPC7 siRNA transfizierten Zellen
(Daten nicht gezeigt). Daten von Anna Wenning aus der AG Hoth zeigen, dass eine
Runterregulation von TRPC3 in primdren Zellen die Proliferationsrate hemmt. Die
Proliferation ist ein kalziumabhingiger Prozess. Eine weitere Moglichkeit {iber die TRPC3
wirken konnte ist, indem es das basale Kalzium in vorstimulierten T-Zellen beeinflusst.
Um diese Hypothese zu testen, wurden primire T-Zellen mit einer siRNA gegen TRPC3
bzw. mehreren Kontroll-siRNAs transfiziert und anschlieBend mit anti-CD3/anti-CD28
beschichteten Beads vorstimuliert. Drei bis vier Tage nach Stimulation wurde bei 37°C
tiber 10 min die intrazelluldre Kalziumkonzentration gemessen. In der in Abb. 4.18
dargestellten Auswertung wurden jeweils 2 Messungen unterschiedlicher Spendern
zusammengefasst (Tag 3 ns-siRNA nur eine Messung). Die Zahl der ausgewerteten Zellen
n ist in den entsprechenden Sdulen angegeben. Darunter ist zu sehen wie viele Zellen je
Messung ausgewertet wurden. Jede Messung dauerte 10 min, in denen alle 5 s ein ratio
340/380 Bild aufgenommen wurde. D. h. jede Messung besteht aus 120 Einzelmesswerten,
die alle gleichwertig in die statistische Auswertung miteinbezogen wurden. An Tag drei
nach Stimulation zeigten die Zellen, die mit der siRNA gegen TRPC3 transfiziert wurden
ein gegeniiber allen Kontrollen signifikant niedrigere basale Kalziumkonzentration. An
Tag vier nach Stimulation war die Kalziumkonzentration noch signifikant niedriger als in
den mit con bl und ns siRNAs transfizierten Kontrollen. Diese Ergebnisse legen nahe,
dass TRPC3 {iber einen noch unbekannten Mechanismus das basale Kalzium verandert und

damit eine Rolle in der Kalziumhomdostase der T-Zelle spielt.
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Abb. 4.17: Wirksamkeit der TRPC3 siRNA in TRPC3-lberexprimierenden HEK293-Zellen.

Dargestellt ist die Expression von TRPC3 in TRPC3-iiberexprimierenden HEK293-Zellen nach

Transfektion mit einer siRNA gegen TRPC3 (rote Kurve) bzw. einer Kontroll-siRNA (schwarze
Kurve). Die Expression wurde mittels quantitativer QqRT-PCR ermittelt und ist als relative Expres-
sion (2™“") zu dem Kontrollgen HUPO ausgedriickt. (Daten der AG Hoth, HEK293-Zellen wurden
freundlicherweise von Mike Zhu zur Verfiigung gestellt).

Bl TRPC3
Bl TRPC7
B con_b1
=

n n n n n n

Ratio 340/380 (a.u.)

114 87 110 83 98 104
77137 54/33 | 81/29 28/55  54/44 | 45/59

Tag 3 nach Bead-Stimulation Tag 4 nach Bead-Stimulation

Abb. 4.18: Ruhekalzium in TRPC3 siRNA transfizierten Zellen.

Die Abbildung zeigt die Mittelwerte der Ratio 340/380 aller Messpunkte aller gemessenen Zellen.
In den jeweiligen Séulen steht die Gesamtzahl der ausgewerteten Zellen und darunter die Zellzahl
der einzelnen in die Auswertung aufgenommenen Experimente (n = Zellzahl). Die Signifikanz
(* bedeutet p<0,5, * * bedeutet p<0,1) bezieht sich immer auf die Messungen mit den Zellen, die
mit der siRNA gegen TRPC3 tranzfiziert wurden (roter Balken).



5. Diskussion 68

5 Diskussion

Die Stimulation von T-Zellen mittels Antigen pridsentierender Zellen (APC) ist ein
komplexer Vorgang, an dem eine Vielzahl von Molekiilen beteiligt ist. Nach Stimulation
ist die Erhéhung der intrazelluliren Kalziumkonzentration eines der fiir die
T-Zellaktivierung entscheidenden Ereignisse. Dabei fiihren mehrere Signalkaskaden zu
einer Entleerung der intrazelluldren Kalziumspeicher und zu einer Aktivierung speicher-
aktivierter CRAC/Orail Kanéle in der Plasmamembran. Die Speicherentleerung reicht
dabei aus, um diese Kanidle und damit die T-Zelle zu aktivieren (Putney, 1990). Aus
diesem Grund und wegen der relativ leichten Handhabung werden zur experimentellen
Zellstimulation Substanzen wie Thapsigargin (TG), Kalziumchelatoren wie BAPTA oder
Ionophore wie lonomycin verwendet. All diese Substanzen fiihren iiber verschiedene
aktive oder passive Mechanismen zur Entleerung der intrazelluldren Kalziumspeicher und
damit zur Aktivierung der CRAC/Orail Kanile. Diese Substanzen haben jedoch einen
entscheidende Nachteil: alle Signalkaskaden, die durch die Stimulation des TCR und der
kostimulatorischen Rezeptoren ausgelost werden und der Speicherentleerung vorausgehen,
werden nicht aktiviert. Diese Signalkaskaden haben neben der Speicherentleerung aber
noch weitere Konsequenzen, die das Kalziumsignal und damit die Zellaktivierung
beeinflussen. Mit TG stimulierte T-Zellen =zeigen eine andere Kinetik der
Speicherentleerung und des Kalziumeinstroms iiber die Plasmamembran als solche, die
mittels Antikorper iiber den TCR stimuliert wurden (Quintana et al., 2007). Ebenso wurde
gezeigt, dass der Ca*"-Einstrom iiber den CRAC/Orail Kanal wesentlich héher ist, wenn
die Antikorper an einen Bead gebunden sind und nicht einfach zur extrazelluldren Losung
dazugegeben werden. Der Unterschied liegt hier in der fokalen Stimulation und damit der
Simulation einer Immunologischen Synapse (IS). Dass sich eine IS ausbildet, kann anhand
einer ZAP-70 Translokation zur Kontaktstelle hin (Bunnell et al., 2002; Sloan-Lancaster et
al., 1998; Sloan-Lancaster et al., 1997) und einer CD43 Translokation von der IS weg
(Allenspach et al., 2001; Delon et al., 2001; Sperling et al., 1998) nachgewiesen werden.
Das hohere Kalziumsignal kann unter anderem dadurch entstehen, dass bei der fokalen
Stimulation die Mitochondrien néher an die Plasmamembran und die IS heran kommen.
Mitochondrien verhindern, durch die Aufnahme des einstromenden Kalziums, die
Feedback-Hemmung der CRAC/Orail-Kanal und haben somit einen entscheidenden
Einfluss auf die Hohe des CRAC-Stroms (Hoth et al., 1997; Quintana et al., 2006;
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Quintana et al., 2007). Durch eine Anndherung der Mitochondrien und der
Plasmamembran konnen die Mitochondrien mehr Kalzium aufnehmen und dadurch eine
Ca*"-abhingige Inaktivierung des CRAC-Stroms verhindern. Ein Mechanismus, der die
Mitochondrien niher an die Plasmamembran und die IS bringt ist die Formverdnderung der
T-Zelle beim Kontakt mit der APC (Delon et al., 1998a). Nocodazol, das die Funktion der
Mikrotubuli inhibiert, hemmt auch die Translokation der Mitochondrien. Aus diesem
Grund scheint auch ein aktiver Transport der Mitochondrien zur IS wahrscheinlich
(Quintana et al., 2006; Quintana et al., 2007). Beads stellen eine gute und einfache
Moglichkeit dar, die Bildung der IS zu simulieren. Nachteile der Beads sind jedoch die
fehlenden Zelladhdsionsmolekiile und, dass ein sogenanntes ,,Umordnen® der
Oberflachenmolekiile auf dem Bead nicht méglich ist. Es wurde gezeigt, dass die APC
selbst Einfluss auf das Kalziumsignal der T-Zelle hat (Averbeck et al., 2004). Selbst nach
Stimulation mit verschiedenen APCs, wie B-Zellen oder dendritischen Zellen (DC), weisen
T-Zellen unterschiedlich starke Kalziumsignale auf (Delon et al.,, 1998b). Diese
Unterschiede kommen unter anderem durch die verschiedenen Gréf8en der APCs zustande.
Die wesentlich groferen DCs ermoglichen die Ausbildung einer groBeren und damit
scheinbar effektiveren IS. Diesen Vorteil weisen auch die, in dieser Arbeit verwendeten,
CHO-Zellen gegeniiber den Antikorper-gekoppelten Beads auf. Die unterschiedliche
Effektivitdt der Stimulation mittels verschiedener APCs kommt aber auch dadurch
zustande, dass DCs mehr MHC- und kostimulatorischen Molekiilen exprimieren als
B-Zellen (Delon et al., 1998b). Eine Stimulation mittels DC stellt somit die effektivste und
physiologischste Art der T-Zell Stimulation dar. Fiir die Fragestellung dieser Arbeit war es
allerdings  notwendig, die  Expression  verschiedener  stimulatorischer  und
kostimulatorischer Molekiile zu kontrollieren, was mittels DC nicht ohne weiteres moglich
ist. Aus diesem Grund wurde die Stimulationsmethode mittels der CD33 exprimierenden
CHO-Zellen und bispezifischen Fusionsproteinen etabliert. Diese Methode ermoglichte es
zum einen, die Expression der an der T-Zell Stimulation beteiligten Molekiile zu
kontrollieren und zum anderen, die IS in Form eines Zell-Zell Kontaktes zu simulieren. Sie
ist damit physiologischer als die Bead-Stimulation und besser kontrollierbar als eine
Stimulation mittels APCs. Diese Art der T-Zell Stimulation stellt somit einen sehr guten
Kompromiss zwischen der Stimulation mittels Beads bzw. APCs dar, indem sie die

Vorteile beider Methoden in sich vereint.
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Wie komplex die Signaliibertragung mittels Kalzium ist, wird deutlich, wenn man bedenkt,
dass die Signale nicht nur in der Hohe der Kalziumkonzentration, sondern auch durch
zeitliche und rdumliche Dynamik kodiert werden (Clapham, 1995). So ist z. B. die
Kalziumkonzentration im Zellkern an der Steuerung der Proliferation beteiligt (Rodrigues
et al., 2007), wihrend die mitochondriale Kalziumkonzentration entscheidend fiir die
Einleitung der Apoptose ist (Mendes et al., 2005; Minagawa et al., 2005). Kleine
Anderungen in der intrazelluliren Kalziumkonzentration scheinen einen grofen Einfluss
auf das Gleichgewicht zwischen Proliferation und Apoptose zu haben (Schwarz et al.,
2007a). Neben der Hohe der Kalziumkonzentration ist es auch von Bedeutung, ob eine
konstante Erhohung der intrazelluliren Kalziumkonzentration oder ein oszillierendes
Kalziumsignal entsteht (Dolmetsch and Lewis, 1994; Donnadieu et al., 1992; Donnadieu et
al., 1994; Hoth et al, 1997; Lewis and Cahalan, 1989). Die Expression der
Transkriptionsfaktoren NFAT, AP-1 und NFxB wird in Jurkat T-Zellen ebenfalls iiber
verschiedene Muster von Kalziumsignalen gesteuert, wobei Amplitude, Dauer und
Frequenz des Signals eine Rolle spielen (Dolmetsch et al., 1997; Dolmetsch et al., 1998;
Li et al., 1998). Etwa 75 % aller durch Aktivierung regulierten Gene sind vom
Kalziumeinstrom tiiber die CRAC/Orail Kanéle abhidngig (Feske et al., 2001). Die
Wichtigkeit dieses Kalziumeinstroms in die Zelle fiir den Ablauf einer normalen
Immunantwort wird auch dadurch deutlich, dass Patienten ohne nennenswerte CRAC-
Aktivitat SCID ausbilden (Feske et al., 2005; Le Deist et al., 1995a; Partiseti et al., 1994).

Auch die kostimulatorischen Molekiile CD28 und CTLA-4 beeinflussen die
Kalziumkonzentration in der Zelle und werden selbst durch Kalzium reguliert. In der
Literatur gibt es mehrere Hinweise auf einen Einfluss von CD28 auf das Kalziumsignal in
T-Zellen: In nicht vorstimulierten CD4'CD8" T-Zellen der Maus erhoht eine CD28
Kostimulation den Kalziumeinstrom signifikant. Auch zeigen diese Zellen unter CD28
Kostimulation mehr sogenannte ,,Spikes* im Verlauf des Kalziumeinstroms (Freedman et
al., 1999). In vorstimulierten murinen CD4" T-Zellen konnte ebenfalls ein positiver Effekt
einer CD28 Kostimulation auf das Kalziumsignal festgestellt werden (Gatta et al., 2002).
Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass eine Kostimulation mit B7-2
(CD86) zu einem signifikant erhohten Kalziumeinstrom in vorstimulierten, priméren,
humanen T-Zellen fiihrt. Primére, nicht vorstimulierte T-Zellen sowie parentale und E6.1
Jurkat T-Zellen zeigten diese Erhohung der intrazelluliren Kalziumkonzentration nach

B7-2 Kostimulation nicht. Die Immunfluoreszenz hat gezeigt, dass von allen in dieser
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Arbeit verwendeten T-Zellen nur die vorstimulierten primidren T-Zellen CTLA-4
exprimieren. Die parentalen Jurkat T-Zellen exprimieren dariiber hinaus nur wenig bis kein
CD28. In diesen Zellen wire also kein oder zumindest nur ein sehr geringer Effekt durch
eine B7 Kostimulation zu erwarten, da die Bindungspartner auf der T-Zelle fehlen. Sie
eignen sich daher gut als Negativkontrolle. Die nicht vorstimulierten T-Zellen exprimieren
CD28 nur schwach. Moglicherweise reicht die Zahl der CD28 Molekiile also nicht aus, ein
hinreichend starkes Signal an die Zelle weiterzuleiten, um eine Verdnderung des
Kalziumsignals zu bewirken. Das konnte dann auch einer der Griinde sein, warum die
Zelle nach Stimulation die CD28 Expression stark erhoht. Dieses Argument wird
allerdings dadurch entkréftet, dass E6.1 Jurkat T-Zellen ebenfalls kein erhdhtes
Kalziumsignal nach B7-2 Kostimulation zeigen. E6.1 Jurkat T-Zellen exprimieren zwar
kein CTLA-4, ihre CD28 Expression ist jedoch sogar hoher als die in vorstimulierten
primiren CD4" T-Zellen. Das E6.1 Jurkat T-Zellen kein CTLA-4 aber CD28 exprimieren,
wurde auch von anderen Arbeitsgruppen gezeigt (Baroja et al., 2000; Freeman et al.,
1992). In den E6.1 Jurkat T-Zellen konnte das alleinige Vorhandensein von CD28, als
einziger Bindungspartner der B7 Molekiile, eine mdgliche Erklarung fiir den fehlenden
Unterschied im Kalziumeinstrom nach B7-1 und B7-2 Kostimulation sein. Sowohl B7-1
als auch B7-2 konnen CD28 binden und aktivieren. Durch die fehlende Konkurrenz von
CD28 und CTLA-4 um die B7 Molekiile wird CD28 in beiden Féllen in gleichem Malle
gebunden. Zu erwarten wire dennoch, dass eine CD28 Kostimulation gegeniiber einer
reinen CD3 Stimulation einen positiven Effekt auf das Kalziumsignal hat. Aber die E6.1
Jurkat T-Zellen reagierten auch nach reiner CD3 Stimulation mit einem ebenso hohen
Kalziumsignal. Eine mogliche Erkldrung konnte sein, dass eine CD28 Kostimulation das
Kalziumsignal erst nach effektiver Stimulation und den damit verbundenen Anderungen in
der Zelle, wie zum Beispiel die Expression von CTLA-4, beeinflusst. Freedman et al.
konnten einen positiven kostimulatorischen Effekt von CD28 in nicht vorstimulierten
CD4'CD8" T-Zellen von C57B1/6 Mausen nachweisen (Freedman et al., 1999; Gatta et
al., 2002). Es wurde allerdings nicht untersucht, ob diese Zellen CTLA-4 exprimieren. Es
ist allerdings bekannt, dass unstimulierte CD4" T-Zellen dieser Miuse CTLA-4 in sehr
geringem Malle exprimieren (Gatta et al.,, 2002). Es konnte sein, dass diese geringe
Expression von CTLA-4 schon ausreicht, das Kalziumsignal nach CD28 Kostimulation zu
erhohen. Gatta et al. haben gezeigt, dass eine CD28 Kostimulation in vorstimulierten
Zellen das Kalziumsignal erhoht. In den durchgefiihrten Experimenten wurde dieser Effekt

jedoch durch zusitzliche Stimulation von CTLA-4 inhibiert. CTLA-4 Kostimulation
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reduzierte sogar das Kalziumsignal gegeniiber Zellen, die nur iiber CD3 stimuliert wurden.
Die Ergebnisse von Gatta et al. sprechen also fiir eine direkte inhibitorische Wirkung von
CTLA-4 auf das Kalziumsignal. Dieser Effekt konnte im Rahmen der vorliegenden Arbeit
nicht reproduziert werden. Im Gegensatz zu den Experimenten in der vorliegenden Arbeit
wurden allerdings nicht die B7 Molekiile zur Kostimulation verwendet, die um CTLA-4
und CD28 konkurrieren, sondern monoklonale Antikérper, die spezifisch nur CD28 oder
CTLA-4 binden. Nun ist bei der Stimulation mittels der B7 Molekiile nicht klar
abzugrenzen, ob die Zelle iiber CTLA-4, tiber CD28 oder iiber beide gleichzeitig
kostimuliert wird. Die Blockade von CD28 auf vorstimulierten priméren T-Zellen, die
dazu fiihrt, dass B7-1 und B7-2 nur noch an CTLA-4 binden konnen, hatte jedoch auch
kein erniedrigtes Kalziumsignal gegeniiber einer reinen CD3 Stimulation zur Folge.

Die Blockade von CD28 mittels blockierenden anti-CD28 Antikorpern fiihrte jedoch dazu,
dass der positive kostimulatorische Effekt einer B7-2 Kostimulation auf das Kalziumsignal
aufgehoben wird. Das Kalziumsignal nach B7-1 Kostimulation wurde durch die Blockade
nicht beeinflusst. Das spricht zum einen dafiir, dass das Erhohte Kalziumsignal nach B7-2
Kostimulation tiber CD28 vermittelt wird. Zum anderen spricht es dafiir, dass B7-1 eher
CTLA-4 bindet, wihrend B7-2 CD28 als Bindungspartner vorzieht. Obwohl die
Bindungsaffinitdt von CTLA-4 fiir beide B7 Molekiile hoher ist als die von CD28 (Collins
et al., 2002; Linsley et al, 1994; van der Merwe et al., 1997), kommen mehrere
Arbeitsgruppen zu dem Ergebnis, dass B7-1 eher CTLA-4 und B7-2 eher CD28 bindet
(Manzotti et al., 2006; Manzotti et al., 2002; Pentcheva-Hoang et al., 2004; Zheng et al.,
2004). Zusammen sprechen die Ergebnisse aus den Expressionsanalysen und den
Kalziummessungen in den verschiedenen T-Zellpopulationen dafiir, dass der positiv
kostimulatorische Effekt einer B7-2 Kostimulation iiber CD28 vermittelt wird, die
gleichzeitige Expression von CTLA-4 fiir diesen Effekt aber ebenfalls notwendig ist.
Wurden die Zellen nur mit B7-1, dem bevorzugten Bindungspartner von CTLA-4,
kostimuliert, konnte kein Effekt gegeniiber Zellen festgestellt werden, die mit anti-CD3
Antikorpern alleine stimuliert wurden. So scheint CTLA-4 auf der einen Seite den
positiven kostimulatorischen Effekt einer B7-2 Kostimulation erst zu ermdglichen, auf der
anderen Seite sorgt die Expression von B7-1 auf der APC und die Expression von CTLA-4
auf stimulierten T-Zellen dafiir, das dieser Effekt und damit die Stimulation der T-Zelle
nicht iberhand nimmt. Das Immunsystem scheint also einen sehr komplexen Mechanismus
entwickelt zu haben, der durch zeitliche und rdumliche Koordination von Molekiilen in der

Lage ist die Immunreaktion den Gegebenheiten anzupassen.
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Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass selbst nach vollstdndiger
Entleerung des ER durch TG der Unterschied im darauffolgenden Kalziumplateau nach
Kostimulation mit B7-1 bzw. B7-2 erhalten bleibt. Der Unterschied im Kalziumplateau
wird folglich nicht durch unterschiedliche starke Speicherentleerung verursacht. Dafiir
spricht auch, dass nur der Anteil der T-Zellen, deren Speicherentleerung durch B7-1 bzw.
B7-2 Kostimulation noch nicht vollstindig ist, eine weitere Speicherentleerung nach
Applikation von TG zeigt. Zellen, deren Speicher vor TG-Applikation vollstindig entleert
waren, reagierten nicht mehr mit einer weiteren Kalziumfreisetzung. Sowohl B7-1 als auch
B7-2 Kostimulation scheinen also eine vollstindige Entleerung des ER zu bewirken.
Interessant ist auch, dass die T-Zellen nach Entleerung des ER mittels TG ein niedrigeres
Kalziumplateau erreichen als T-Zellen, deren Speicher mittels B7-1 bzw. B7-2
Kostimulation entleert wurden. Dies zeigt, dass die eingeleiteten Signalkaskaden das
Kalziumsignal nicht nur durch die Speicherentleerung beeinflussen und macht deutlich wie
wichtig eine moglichst physiologische Stimulation der Zellen ist, wenn man die
Komplexitit der T-Zellaktivierung und die Rolle von Kalzium in diesem Prozess verstehen
mochte.

Die Applikation von 10 uM 2-APB (wirkt in diesen Konzentrationen aktivierend auf
CRAC/Oail Kaniéle), nach Erreichen des Kalziumplateaus, hebt den signifikanten
Unterschied im Kalziumplateau nach B7-1 bzw. B7-2 Kostimulation auf. Die beiden B7
Molekiile beeinflussen folglich die Offnungswahrscheinlichkeit bzw. die Zahl der
aktivierten CRAC/Orail Kanidle. Es ist gezeigt, dass 50 uM 2-APB den STIM2
abhéngigen Kalziumeinstrom in Orail {berexprimierenden HEK293-Zellen erhoht,
wihrend es den STIM1 abhéngigen erniedrigt (Soboloff et al., 2006b). In den in dieser
Arbeit durchgefiihrten Experimenten stieg die Kalziumkonzentration nach der Applikation
von 10 uM 2-APB sowohl nach B7-1, als auch nach B7-2 Kostimulation auf einen
dhnlichen Wert an. Es ist also nicht auszuschlieBen, dass die beiden B7 Molekiile tiber
unterschiedliche Aktivierung der STIM1 bzw. STIM2 abhédngigen Kalziumeinstromen
wirken. Fiir STIM2 wurde gezeigt, dass es nicht nur speicherabhingig, sondern auch
unabhéngig von der Speicherentleerung den CRAC/Orail Kanal aktivieren kann (Parvez et
al.,, 2007). Parvez et al. haben auch gezeigt, dass die speicherunabhingige Aktivierung
iiber 2-APB aktiviert werden kann. Scheinbar verdrangt 2-APB den natiirlichen Inhibitor
Calmodulin-Ca®* von seiner Bindungsstelle am STIM2/CRAC/Orail Komplex. Folglich
konnte die zusétzliche Aktivierung der CRAC/Orail Kandle zur Authebung des

Unterschiedes im Kalziumplateau nach den verschiedenen B7 Kostimulationen fiihren.
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Dies wiirde allerdings voraussetzen, dass Zellen die mit B7-1 kostimuliert wurden mehr
CRAC/Orail Komplexe haben, die an STIM2 gebunden sind. Erkldren konnte man dies
dadurch, dass sich weniger STIM1/CRAC/Orail Komplexe bilden, was sich durch das
schwichere Kalziumsignal zeigt.

Parentalen Jurkat Zellen zeigten nach STIM-siRNA Transfektion ein signifikant
niedrigeres Kalziumplateau als Zellen, die mit einer Kontroll-siRNA gegen TRPC7
transfiziert wurden. Eine Herunterregulation von STIM1 mittels siRNA in priméren
humanen T-Zellen hatte keinen signifikant niedrigeren Kalziumeinstrom in die Zellen zur
Folge. Ein Grund hierfiir konnte sein, dass sich die priméren Zellen auch nach Stimulation
erst spit anfangen zu teilen, wéahrend sich die Jurkat T-Zellen alle 24 h einmal teilen. Das
hat zur Folge, dass die Jurkat T-Zellen ihre Proteine wahrscheinlich taglich verdoppeln und
die siRNA, die auf mRNA Ebene agiert, so sehr gut wirken kann. In primiren Zellen
gestaltet sich diese Technik wesentlich schwieriger, da man nicht weil}, in welchem
zeitlichen Abstand sich Proteine wie STIM1 verdoppeln. Was aber deutlich gezeigt werden
konnte, ist das STIMI1-YFP nach Stimulation mit anti-CD3 und anti-CD28 Antikorpern
beladenen Beads zur IS transloziert wird. Auch andere Arbeitsgruppen haben dies mittels
dendritischer Zellen fiir primire und Jurkat T-Zellen gezeigt (Lioudyno et al., 2008). In
STIM1 {iberexprimierenden HEK293-Zellen wurde gezeigt, dass der Effekt von 50 uM
2-APB davon abhéngt, ob Orail, 2 oder 3 zusitzlich {liberexprimiert wird. Wird Orail
tiberexprimiert, wirkt 2-APB in dieser Konzentration blockierend auf den Icrac, wird
Orai2 iberexprimiert, wirkt es inhibierend und wird Orai3 zusitzlich zu STIMI1
iiberexprimiert, wirkt 2-APB potenzierend (Lis et al., 2007). Zu bedenken ist bei diesen
Experimenten, dass HEK293-Zellen auch endogen alle drei Orai-Proteine exprimieren
(Gwack et al., 2007) und somit die Uberexpression nicht gezwungenermafen homomere
Kanéle zur Folge hat. Fiir die Wirkung von 2-APB, dessen genauer Wirkmechanismus
ungeklart ist, scheint also wichtig zu sein welches STIM- mit welchem Orai-Protein
interagiert. Es ist gezeigt, dass alle drei Orai-Proteine mit STIM1 (DeHaven et al., 2007;
Mercer et al., 2006) und STIM2 (Parvez et al., 2007) SOCs bilden kdnnen und dass Orail
mit sich selbst sowie mit Orai2 und Orai3 Multimere bilden kann (Lis et al., 2007).
Allerdings bewirkt die Mutation in der Porendoméne von Orail (E106Q) (Prakriya et al.,
2006; Vig et al., 2006a) eine Inhibition des Icrac in allen Multimeren (Lis et al., 2007).
Folglich konnte es auch sein, dass die B7 Kostimulation die Zusammensetzung der Kanile
beeinflusst und 2-APB aus diesem Grund in beiden Fillen, wenn auch nicht im gleichen

Malle, potenzierend wirkt. Dazu kommt, dass die in dieser Arbeit durchgefiihrten
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Experimente alle in primdren, humanen T-Zellen ohne Uberexpression durchgefiihrt
wurden. In diesen Zellen sind alle drei Orai- und die beiden STIM-Proteine in sehr
unterschiedlicher Quantitdt exprimiert, wie mittels quantitativer PCR innerhalb unserer
Arbeitsgruppe gezeigt werden konnte (Daten nicht gezeigt).

Es steht mittlerweile auBler Frage, dass Orail (Feske et al., 2006; Mercer et al., 2006;
Peinelt et al., 2006; Prakriya et al., 2006; Soboloff et al., 2006b; Vig et al., 2006a; Zhang et
al., 2006) und evtl. Orai2 und Orai3 (Gwack et al., 2007; Mercer et al., 2006) den CRAC-
Kanal bilden. Vor der Entdeckung der Orai-Proteine galten die TRPC-Proteine und TRPVS
und TRPV6 als beste Kandidaten, um diesen Kanal zu bilden. Bis heute ist aber noch nicht
ausgeschlossen, dass diese Proteine SOCs bilden und unter Umstdnden sogar an der
Bildung des CRAC-Kanals beteiligt sind oder diesen zumindest beeinflussen. Unser
Interesse gilt den primédren humanen Zellen und von den oben genannten Kandidaten sind
nur TRPC1 und TRPC3 konstant in humanen CD3" T-Zellen exprimiert (Schwarz et al.,
2007b). Aus diesem Grund sollen nur diese beiden Proteine hier diskutiert werden.

Es wurde gezeigt, dass eine Uberexpression von TRPC3 in Jurkat T-Zellen keinen Effekt
auf den Kalziumeinstrom nach Speicherentleerung mittels Thapsigargin hat. Im Gegensatz
dazu, zeigen diese Zellen aber einen stirkeren Kalziumeinstrom iiber die Plasmamembran
nach Stimulation mit PHA oder OKT-3 (Philipp et al., 2003). Wenn TRPC3 in HEK293-
Zellen tlberexprimiert wird, fungiert es als ein nicht-selektiver Kanal fiir monovalente
Kationen mit einer hohen Leitfdhigkeit (Hofmann et al., 1999; Hurst et al., 1998; Kiselyov
et al., 1998). Es wurde gezeigt, dass in DT40 Zellen, einer B-Zelllinie aus dem Huhn, die
Funktion von TRPC3-Kanélen als SOC vom Epressionslevel abhingt. Nur bei niedriger
Expression fungiert TRPC3 als SOC (Kiselyov et al., 1998), bei hoher Expression ist seine
Aktivitdt unabhidngig von der Speicherentleerung (Vazquez et al., 2001; Vazquez et al.,
2003). Vasquez et al. benutzten neben anderen Stimulationsmethoden auch Thapsigargin
zur Speicherentleerung und zeigten, dass nur bei niedriger Expression von TRPC3 ein
anschlieBender Kalziumeinstrom {iber die Plasmamembran detektierbar war. Demzufolge
konnten Philipp et al. (2003) in ihrem Uberexpressionsmodel gar kein verindertes
Kalziumsignal nach dieser Stimulation nachweisen. Eine Stimulation mit PHA oder
OKT-3 wurde von Vasquez et al. leider nicht durchgefiihrt. Die Uberexpression einzelner
TRP-Proteine hat erheblich dazu beigetragen die Funktionen der einzelnen Proteine
aufzuklédren. Allerdings geht man davon aus, dass die natiirlich gebildeten Kanile nicht nur
aus einem Protein bestehen, sondern sich aus verschiedenen Proteinen zusammensetzten.

Um die Funktion von TRPC1 und TRPC3 zu erforschen, scheint es eine
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vielversprechendere Moglichkeit zu sein, die Expression zu verringern. Wenn ein Protein
eine wichtige Rolle im Kalziumeinstrom spielt, sollte die verringerte Expression sich auf
dieses Signal auswirken. In HEK293-Zellen wurde gezeigt, dass eine Runterregulation von
TRPC3 mittels Antisense-RNA oder siRNA zu einer Reduktion des Kalziumeinstroms
fithrt (Wu et al., 2000; Wu et al., 2004; Zagranichnaya et al., 2005). Zagranichnaya et al.
untersuchten auch TRPC1 und stellten fest, dass ein ,.knock-down“ von TRPC3 und
TRPCI1 den Kalziumeinstrom nicht stérker inhibiert als die alleinige Herunterregulation
von TRPCI. Auch in anderen Zellen fiihrte eine Suppression von TRPC3 zu einer
Inhibition des SOC (Kaznacheyeva et al., 2007; Thebault et al., 2005). Auch im Rahmen
dieser Arbeit wurde untersucht, ob ein , knock-down* von TRPC3 mittels siRNA einen
Effekt auf den Kalziumeinstrom in primiren, humanen CD4" T-Zellen hat. Allerdings
brachten diese Messungen kein eindeutiges Ergebnis (Daten nicht gezeigt). Die
Funktionalitidt der verwendeten siRNA wurde in TRPC3 iiberexprimierenden HEK293-
Zellen getestet. Da das exprimierte TRPC3 an ein Fluorochrom gekoppelt war, konnte
anhand der verringerten Fluoreszenz in TRPC3-siRNA transfizierten Zellen gezeigt
werden, dass diese siRNA TRPC3 tatsdchlich herunterreguliert. Auch hier stellt sich
wiederum die Frage, ob der fehlende Effekt auf die sehr geringen Teilungsrate der
primdren Zellen, und der damit evtl. sehr geringe Neusynthese von Proteinen,
zuriickzufiihren ist. Erste Messungen, in denen die Zellen nicht stimuliert wurden, zeigten
jedoch einen Einfluss von TRPC3 auf das Ruhekalzium in vorstimulierten T-Zellen. Sollte
sich dieser Effekt in kommenden Experimenten bestitigen, konnte es auch sein, dass
TRPC3 den CRAC-Strom dadurch beeinflusst, dass es die intrazelluldre
Kalziumkonzentration reguliert. Ein Indiz dafiir, dass TRPC3 eine wichtige Rolle fiir die
Zelle spielt, ist die Steigerung der TRPC3 Expression nach Stimulation der Zellen. Dies
wurde innerhalb der AG Hoth mittels quantitativer PCR gezeigt. Ein solcher Effekt wurde
fiir TRPC1 nicht gefunden (Daten nicht gezeigt). Dariiber hinaus konnte Anna Wenning
(AG Hoth) zeigen, dass die Proliferation nach Transfektion primédrer humaner T-Zellen
mittels TRPC3-siRNA reduziert ist (Daten nicht gezeigt).

Sowohl fiir TRPCI, als auch fiir TRPC3, gibt es Daten, die diese mit den Proteinen STIM1
und Orail in Verbindung bringen. Die Oberflaichenexpression von TRPC1 wird scheinbar
direkt tiber STIM1 reguliert (Huang et al., 2006; Lopez et al., 2006; Yuan et al., 2007),
wihrend TRPC3 indirekt, iiber eine Heteromultimérisierung mit TRPCIl,von STIMI
reguliert wird (Yuan et al., 2007). Auch eine Interaktion zwischen TRPC3 und Orail

konnte nachgewiesen werden (Liao et al., 2007). Zudem wurde gezeigt, dass eine
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schwache Orail-Uberexpression den speichergesteuerten Ca’” Einstrom in TRPC3
exprimierenden Zellen, im Gegensatz zu Zellen, die kein TRPC3 exprimieren, erhoht (Liao
et al., 2007). Der Komplex aus TRPC1, STIM1 und Orail scheint am SOC in humanen
Speicheldriisenzellen beteiligt zu sein (Ong et al., 2007). All diese Ergebnisse deuten
darauf hin, dass die TRP-Proteine einen Einfluss auf den Icrac ausiiben. Ob sie einen
eigenen Kanal bilden oder an der Bildung des CRAC/Orail Kanals beteiligt sind, konnte

bis heute nicht gezeigt werden.

Ziel dieser Arbeit war es, das Kalziumsignal in primiren humanen T-Zellen besser zu
verstehen. Hierzu wurde sowohl der Einfluss einer B7 Kostimulation untersucht, als auch
die Rolle verschiedener Proteine, wie STIM1, Orail und TRPC3. Die Ergebnisse machen
deutlich, dass die B7 Kostimulation auch iiber die Regulation der intrazelluldren
Kalziumkonzentration agiert. Es wurde jedoch auch deutlich, dass an diesem Prozess viele
Molekiile beteiligt sind, die raumlich und zeitlich auf komplexe Weise interagieren. Die
vollstindige Aufkldrung dieses Prozesses eroffnet neue Moglichkeiten in der Therapie
verschiedener Erkrankungen. So konnten bispezifische Antikdrper, die auf der einen Seite
ein Tumorantigen erkennen und auf der anderen Seite Antikdrper oder Peptide zur
gezielten T-Zell Stimulation tragen zu einer sehr nebenwirkungsarmen Tumortherapie
eingesetzt werden. Auch in der Transplantationsmedizin und der Bekdmpfung von
Autoimmunerkrankungen gibt es die Hoffnung neue gezieltere Therapieformen zu
entwickeln, die nicht nur die Heilungschancen erhdhen, sondern auch die Lebensqualitét
der Patienten durch Minderung der Nebenwirkungen immunsupressiver Therapien zu

steigern.
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