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1. Zusammenfassung

1.1 Zusammenfassung

Im menschlichen Immunsystem ibernehmen CD4"-Zellen wichtige regulatorische Funktionen. Sie
sind dadurch ein unabdingbarer Bestandteil der adaptiven Immunantwort. Die Présentation eines Anti-
gens und die darauf folgende Ausbildung einer immunologischen Synapse zwischen Antigen-préasen-
tierender Zelle und CD4-Zelle fuhren zur Induktion einer durch den T-Zell-Rezeptor vermittelten
Signalkaskade. Der Ca®*-Einstrom durch ,,Ca* release-activated Ca*"* (CRAC)-Kanéle ist hierbei ein
notwendiger Schritt zur Aktivierung der CD4"-Zelle. Er reguliert die Expression mehrerer Transkrip-
tionsfaktoren (zum Beispiel NFAT und NF«B), tber die die Produktion von Zytokinen wie Interleukin
(IL) -2, -4 und Interferon-y und die Proliferation der Zellen gesteuert werden. Eine Interaktion des Ka-
nals mit den Proteinen STIML1, das die Kommunikation zwischen endoplasmatischem Retikulum und
Zellmembran vermitteln kénnte, und Orail, welches einen Teil der Porenregion des CRAC-Kanals
selbst zu sein scheint, konnte im Rahmen von Screening-Studien gezeigt werden. Fehlt der CRAC-
Strom, wie es unter anderem bei dem heterozygot vererbten Krankheitsbild des SCID (severe combi-
ned immuno deficiency) Syndroms der Fall ist, kénnen CD4"-Zellen nicht mehr adaquat und effektiv
auf Krankheitserreger reagieren.

Der volistandige molekulare Aufbau des Kanals sowie sein exakter Aktivierungsmechanismus sind
bislang noch ungeklart. Im zeitlichen Verlauf der vorliegenden Dissertation wurde das Orail-Protein
als Teil der CRAC-Kanal-Pore identifiziert, was zu der weiteren Aufklarung der CD4"-Zell-Aktivie-
rung beitrug. Unter der Familie der TRP (transient receptor potential)-Kanéle, die eine heteromere
Gruppe von Kationen-Kandlen zusammenfasst, wurden verschiedene Mitglieder beschrieben, die in
unterschiedlichen Kriterien mit dem CRAC-Kanal tbereinstimmen. Dazu gehdren zum Beispiel der
Aktivierungsmechanismus tiber die Entleerung der Ca®*-Speicher des endoplasmatischen Retikulums,
die Ca**-Selektivitat und die Interaktion mit weiteren Proteinen wie STIM1 und Orail. Darum wurde
als Hauptfragestellung der vorliegenden Dissertation eine mdgliche Beteiligung eines oder mehrerer
TRP-Kanéle am Ca®*-Einstrom und somit an der Aktivierung von CD4*-Zellen formuliert.

Um die Aktivierung der Zellen zu messen, wurden die 1L-2-Sekretion und die Proliferation quantitativ
erfasst. Die Realisierbarkeit des Projektes wurde in Voruntersuchungen (die auch Teil dieser Arbeit
waren) analysiert, in denen unter anderem getestet wurde, ob Proliferation ein ausreichend sensitiver
Parameter fir die CD4"-Zell-Aktivierung ist. Durch verschiedene Experimente wie zum Beispiel die
Messung der Proliferation unter dem Einfluss des CRAC-Kanal-Blockers BTP2, dessen Zugabe zu
den Zellen die Proliferation erheblich reduzierte, konnte bestatigt werden, dass ein Screening auf Basis
der CD4"-Zell-Proliferation gut durchfiinrbar ist. Mittels siRNA-Technologie wurden die TRP-
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Proteine herunterreguliert, die in CD4"-Zellen konsistent exprimiert sind. Dazu gehéren TRPC1 und
TRPC3, TRPM2, TRPM5 und TRPM7, TRPV1, TRPV2, TRPV3, TRPV5 und TRPV6. Wird eine
siRNA gegen ein bestimmtes Zielprotein in die Zelle gebracht, erfolgt der Abbau der mRNA des je-
weiligen Zielproteins, sodass das Protein nicht mehr translatiert werden kann. So bewirkt die siRNA
sekundar die Herunterregulierung des Zielproteins.

Im Rahmen des Screenings wurde gezeigt, dass CD4"-Zellen, die mit siRNA gegen den TRPC3-Kanal
transfiziert wurden, signifikant schlechter proliferieren als Zellen, die mit Kontroll-siRNA behandelt
wurden. Parallel dazu sank die IL-2-Sekretion von TRPC3-siRNA-transfizierten Zellen. Zudem konn-
te nachgewiesen werden, dass die TRPC3-Expression nach TCR-vermittelter Aktivierung der Zellen
hochreguliert wurde. Daraus wurde gefolgert, dass der TRPC3-Kanal fiir die CD4"-Zell-Aktivierung
eine wichtige Rolle spielt. In Verbindung mit den Ergebnissen weiterer Experimente, die die CRAC-
Kanal- und die Ca?*-Abhangigkeit der CD4*-Zell-Proliferation untersuchten, wurden mehrere Modelle
aufgestellt, in deren Rahmen dem TRPC3-Kanal eine Rolle fiir die CD4"-Zell-Aktivierung zugespro-

chen wird.

1.2 Summary

Analysis of the role of TRP proteins for human CD4"-cell activation using siRNA technology
CD4"-cell activation is central to the adaptive immune response. Following antigen presentation and
the formation of the immunological synapse several signaling cascades are induced by the T-cell
receptor (TCR). Ca®" entry through Ca®" release-activated Ca?* (CRAC) channels is an essential step
during CD4"-cell activation. Ca®** influx controls the expression of several transcription factors (e.g.
NFAT, NFkB), which regulate proliferation and the production of cytokines such as Interleukin (IL) -
2, -4 and Interferon-y. The complex molecular identity of CRAC channel is still unknown although a
recent screening analysis could demonstrate interactions with the protein STIM1. Another protein,
Orail, was found to be part of the CRAC channel. Whereas STIM1 plays a role in signaling
transduction between endoplasmatic reticulum and the plasma membrane, Orail seems to form the
pore unit of the CRAC channel. The absence of the CRAC current causes severe immuno deficiency
syndroms (amongst others SCID (severe combined immuno deficiency) disease) which lead to an
inefficient immune response of CD4"-cells.

Several members of the TRP (transient receptor potential) channel family have some properties similar
to CRAC channels, for exemple activation through endoplasmatic Ca**-release, Ca** selectivity of the
pore unit and in addition, they interact STIM1 and Orail. Based on this knowledge, the main question
of this work was to analyze a possible participation of one or even more TRP channels on the Ca*-

influx and on the activation of CD4"-cells.
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To measure the activation of CD4"-cells, 1L-2 secretion and proliferation of stimulated cells was quan-
tified. Preliminary investigations showed that these two parameters are sensitive to determine CD4"-
cell activation following stimulation through the TCR.

Using siRNA technology, proteins of those TRP channels, that are consistently expressed in CD4'-
cells were down-regulated (in particular TRPC1 and TPRC3, TRPM2, TRPM5 and TRPM7, TRPV1,
TRPV2, TRPV3, TRPV5 and TPV6).

It could be demonstrated that proliferation of CD4"-cells, which had been transfected with TPRC3-
SiRNA, is significantly reduced in comparison to control cells. In parallel, measurement of IL-2-
secretion showed a decreased IL-2 production of the transfected cells. Besides, TRPC3-mRNA was
highly upregulated in CD4"-cells after stimulation of the TCR by antibody-coated beads.

Combining these results, we present several models, in which TRPC3 takes part in the signaling cas-
cade of stimulated CD4"-cells. We conclude, that TRPC3 plays an important role for the activation of
CD4"cells.
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2. Einleitung

2.1 T-Lymphozyten als Steuerelemente des menschlichen Immunsystems

Im menschlichen Immunsystem spielen T-Lymphozyten (T-Zellen) eine essentielle Rolle. Sie sind ne-
ben Antigen-préasentierenden Zellen (APCs) und B-Lymphozyten wesentliches Element der adaptiven
Immunitét, in deren Rahmen diese Zellen in der Lage sind, auf spezifische Strukturen (Antigene) ge-
zielt zu reagieren und zellulire Abwehrmechanismen und Antikérperproduktion zu deren Bekdmpfung
zu aktivieren. Funktionell differenziert man zwischen zwei Haupttypen von T-Zellen, den CD4"- und
CD8"-Zellen. CD4 und CDS8 sind Oberflichenproteine (CD = cluster of differentiation), die mit den
zwei verschiedenen MHC-Molekiilen (major histocompatibility complex) MHCI und MHCII inter-
agieren. CD8"-Zellen haben in Interaktion mit MHCI-Molekiilen wichtige Aufgaben im Bereich der
Abwehr viraler Infekte. Durch die Fahigkeit, Virus-befallene Zellen abzutoten, werden sie auch zyto-
toxische T-Zellen oder T-Killer-Zellen genannt. CD4"-Zellen hingegen iibernehmen immunregula-
torische Funktionen. Dazu gehort die liber Sekretion von stimulatorischen Signalsubstanzen eingelei-
tete Aktivierung von Makrophagen und B-Lymphozyten oder auch NK-Zellen (natural killer cells)
und eosinophilen Granulozyten. Um ihre Signale zu verstirken, proliferieren stimulierte CD4 -Zellen
klonal. Dabei regt eine aktivierte Zelle iiber Wachstumsfaktoren sowohl sich selbst als auch weitere
CD4"-Zellen zur Proliferation an. Wihrend B-Lymphozyten nach Aktivierung ebenfalls klonal prolife-
rieren und zu Antikorper-produzierenden Plasmazellen ausdifferenzieren, dienen aktivierte Makropha-
gen der Eliminierung von Bakterien. Aufgrund ihrer Funktion, weitere Zellen zu stimulieren, werden
CD4"-Zellen auch T-Helfer-Zellen genannt. AuBerdem k&nnen sich CD4'-Zellen nach Antigen-
Kontakt zu T-Gedéchnis-Zellen entwickeln. Dariiber vermitteln sie sekunddre Immunitdt. Diese
besteht in der Fahigkeit, bei erneutem Kontakt mit dem gleichen Antigen eine direkte, spezifische und

dadurch schnellere Immunantwort in Form der Antikérperproduktion in Gang zu setzen.

2.2 Aktivierung von CD4"-Zellen

2.2.1 Stimulation des T-Zell-Rezeptors und T-Zell-Rezeptor-induzierte Signalkaskaden

Grundlegend fiir eine effiziente, erworbene Immunantwort ist die CD4 -Zell-Aktivierung. Antigene
werden den T-Zell-Rezeptoren (TCRs) der CD4"-Zellen iiber MHCII-Molekiile von APCs prisentiert.
Erfolgt die Aktivierung von CD4"-Zellen auf diese Weise, wird dies ,,fokale Stimulation® genannt.

Dadurch kommt es zur Ausbildung einer "immunologischen Synapse" (IS), in der die Zelle durch eine
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Vielzahl von Prozessen aktiviert wird. Der Begriff der IS wurde Ende der 90er Jahre von M.L. Dustin
geprigt [17]. Sie entsteht bei dem Aufeinandertreffen einer APC und einer CD4"-Zelle. In einem Be-
reich von 15 nm kommt es durch Zusammenlagerung von Signal- und Adhésionsmolekiilen zu einer
starken Verbindung der beiden Zellen, in deren Mitte der TCR auf der CD4"-Zell-Seite und das Anti-
gen mit dem MHCII-Komplex auf der APC-Seite liegen [11]. Die Ausbildung einer IS ist notwendig
fiir eine effiziente Immunantwort.

Der TCR ist aus mehreren Komponenten zusammengesetzt. Zentral liegt ein Heterodimer, das bei
CD4"-Zellen aus einer a- und einer p-Kette aufgebaut ist. Diese Ketten besitzen einen variablen Teil,
der der Antigenerkennung und Antigenbindung dient, und einen konstanten Teil, der mit seinem Ende
in der Zellmembran verankert ist. Mit der a- und B-Kette assoziiert ist ein Homodimer aus C-Ketten
und ein Komplex aus Proteinen, der in seiner Gesamtheit CD3 genannt wird. Darunter fallen eine y-,
eine 8- und je zwei s-Ketten. Neben CD3 sind in CD4"-Zellen das costimulatorische CD28-Molekiil
und das mit MHCII-Molekiilen interagierende CD4 mit dem TCR verbunden. CD28 wirkt als Signal-
verstirker des TCR-Signals. CD4 ist als Corezeptor fiir die Erkennung des Antigens notig. Das Protein
besteht aus vier hintereinander angeordneten Immunglobulindoménen, die in den extrazelluldren
Raum hineinragen [36, 62].

Bei Kontakt des TCR mit einem Antigen, kommt es durch Kinasen der Src-Familie zu einer Phospho-
rylierung der "immunoreceptor tyrosin-based activation motifs" (ITAMs), welche auf den CD3- und
den {-Ketten liegen. Dem folgt die Aktivierung des {-Ketten assoziierten Proteins ZAP-70. Dieses
phosphoryliert das Adapterprotein SLP76, wodurch sowohl Ras-induzierte Kinasekaskaden als auch
Phospholipase C-y (PLC-y) aktiviert werden. In die Plasmamembran eingelagertes Phosphatidylinosi-
toldiphosphat (PIP,) wird durch PLC-y in Diacylglycerol (DAG) und Inositoltriphosphat (IP5) gespal-
ten. DAG aktiviert Proteinkinase C (PKC), IP; initiiert durch die Bindung an den IP;-Rezeptor im En-
doplasmatischen Retikulum (ER) die Ca*"-Speicherentleerung. Freies Ca®" wird in das Zytosol der
Zellen freigesetzt. Das Ca*"-Signal wird durch die Offnung von Ca®" release-activated Ca*’- (CRAC-)
Kanilen, die einen Ca*"-Einstrom iiber die Plasmamembran erméoglichen, verstirkt und aufrechterhal-
ten. Der CRAC-Kanal, der nach dem zuerst in Mastzellen gefundenen Kanal benannt ist [27], gehort
zur Gruppe der speichergesteuerten Kanéle (,,store-operated channels®, SOCs). Diese 6ffnen sich auf
das Signal der Speicherentleerung des ER [54]. Im Gegensatz zu anderen SOCs zeichnet sich der
CRAC-Kanal durch eine besonders hohe Selektivitit fir Ca*" aus. Die Eigenschaften des CRAC-
Stroms sind seit seiner Entdeckung gut charakterisiert, allerdings besteht hinsichtlich des molekularen
Aufbaus und des Aktivierungsmechanismus noch Unklarheit (Abschnitt 2.2.2) [4, 5, 6, 37].

Die Erhéhung der intrazelluliren Ca**-Konzentration gilt als Schiisselsignal fiir die Aktivierung der
Zelle. Dadurch wird Calcineurin aktiviert, das Calmodulin bindet und den Transkriptionsfaktor
NFATc (nuclear factor of activated T-cells, cytosol) dephosphoryliert [8, 77]. Bereits 1991 konnten
Liu et al. iiber die Inhibition von Calcineurin durch Zyklosporin A und FK506 mit der Folge einer

schweren Immunsuppression die Wichtigkeit dieser Calcium-abhidngigen Kaskade zeigen. Die
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Dephosphorylierung von NFATc hat die Translokation in den Zellkern zur Folge. Dort bildet es einen
Komplex mit dem Transkriptionsfaktor NFATn (nuclear factor of activated T-cells, nucleus), dessen
Synthese durch DAG {iiber PKC aktiviert wurde. Dies flihrt zur Transkription fiir die Immunantwort
wichtiger Zytokine wie zum Beispiel des Interleukin-2 (IL-2)-Gens. Die IL-2-Produktion beginnt bin-
nen Sekunden bis Minuten nach Aktivierung der Zellen. IL-2 stimuliert die Zelle und andere B- und
T-Zellen iiber den IL-2-Rezeptor im Sinne eines positiven Feedback-Mechanismus zur klonalen Pro-
liferation. Neben NFAT werden weitere Transkriptionsfaktoren wie NFkB (nuclear factor-«B), Spl,
CTF und Gal4 (als Cofaktoren) aktiviert [38]. Uber die Produktion und Sekretion zahlreicher Zytokine
werden weitere Zellen aktiviert und zur Abwehr des Antigens eingesetzt.

Der bedeutsame Ca**-Einstrom iiber die Plasmamembran ist durch das SchlieBen der CRAC-Kaniile li-
mitiert. Durch einen negativen Feedback-Mechanismus kommt es bei einer starken Erhéhung der in-
trazelluldren Ca*"-Konzentration zur Inaktivierung der Kanile [27]. In die Regulation der CRAC-Ka-
nile und somit des Ca’"-Einstroms sind Mitochondrien involviert. Wird die Zelle fokal stimuliert,
wandern die Mitochondrien in Richtung IS [63]. Sie fungieren nahe der Plasmamembran als Ca**-Puf-
fer, indem sie Ca”" iiber einen Ca*"-Uniporter aufnechmen und in einer Ruhephase der Zelle iiber einen
Na'-Austauscher wieder abgeben konnen [18]. Somit wird die schlagartige Erhdhung der Ca®*-Kon-
zentration in der akuten Aktivierungsphase verhindert, aber gleichzeitig eine Riickkehr zur Ruhe-Ca*'-
Konzentration verzogert [28, 29]. Es kommt zur Ausbildung eines Plateaus, in dem die Ca*-Konzen-

tration gleichméBig erhoht bleibt.

Antigen-prdsentierende Zelle

(z.B. dendritische Zelle, Makrophagen
oder B-Lymphozyten)

..» Cal*
Orail/CRAC

e K(Ca)Kanal
- K{V)Kanal -
3 ) M “PmcA

LES B3 L8 B3 K )

- T-Zell Aktivierung

Proliferation T-Zelle

Abb. 2.1 Modell der Signalkaskaden in aktivierten CD4'-Zellen. Die Stimulation des TCR-Komplexes durch den
Antigen/MHCII-Komplex einer APC fiihrt iiber mehrere Zwischenschritte, an denen Tyrosinkinasen beteiligt
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sind, zur Aktivierung der PLC. PLC spaltet plasmamebranstidndiges PIP, in DAG und IP;. DAG aktiviert PKC,
die die NFATn-Synthese anregt. IP; dagegen bindet an IP;-Rezeptoren in der Membran des ER, was zu einer
Ca*'-Freisetzung aus dem ER fithrt. Dadurch kommt es zur Offnung von CRAC-Kanilen in der Plasmamem-
bran, durch die Ca®>" aus dem Extrazellulirraum in die Zelle einstromt. Eines der Signalmolekiile, die durch Ca**
aktiviert werden, ist Calcineurin. Durch die Ausbildung eines Calcineurin/Calmodulin-Komplexes kommt es ii-
ber eine Dephosphorylierung zur Translokation des Transkriptonsfaktors NFAT in den Nukleus, welcher eine
Schliisselrolle bei der Expression wichtiger Cytokine spielt. Die SERCA-Pumpen, die in der Membran des ERs
lokalisiert sind, sorgen fiir die Wiederauffiillung der Ca**-Speicher im ER.

In der vorliegenden Dissertation wurden IL-2-Sekretion und Proliferation aktivierter CD4"-Zellen be-
stimmt. Dadurch lie} sich die Immunantwort der Zellen quantifizieren. Die physiologische Stimula-
tion von CD4"-Zellen wird im menschlichen Korper iiber APCs vermittelt. Im Rahmen der Prolifera-
tionsbestimmung weisen APCs jedoch eine eigene Stoffwechselaktivitét auf, die nicht differenziert aus
der Gesamtstoffwechsellage herausgerechnet werden kann. Deswegen konnten APCs fiir diese Mes-
sungen nicht als CD4"-Zell-Stimulus eingesetzt werden. Um die CD4"-Zellen dennoch auf méglichst
physiologische Weise zu aktivieren, wurden Polystyrenmikropartikel (= Beads) mit einem Durchmes-
ser von 5,7 um als Imitat von APCs eingesetzt. Um eine spezifische Stimulation des TCRs der Zellen
zu erreichen, wurden die Beads mit Antikorpern gegen CD3 und das costimulatorische CD28 be-
schichtet. So konnte sicher davon ausgegangen werden, dass die Zellen nur iiber oben beschriebene
Kaskaden aktiviert wurden und die gemessene Aktivitdt des Proliferationsassays ausschlieBlich auf
dem Stoffwechsel der CD4"-Zellen beruhte. Die Antikdrper-beschichteten Beads werden in der For-
schung zur klonalen T-Zell-Expansion zum Beispiel bei Tumor-Patienten eingesetzt, deren Mangel an

T-Zellen zur Immundefizienz fiihrt [10, 33].

2.2.2  Aktivierungsmechanismen des CRAC-Kanals

Der CRAC-Kanal wird durch die Entleerung intrazelluldrer Ca®*-Speicher aktiviert. Dies geschieht in
CD4"-Zellen physiologisch durch Stimulation des TCR mit anschlieBender IP;-Produktion und IPs-
Rezeptor-Interaktion. Mit Thapsigargin, welches durch Inhibierung der sarkoplasmatischen Retikulum
Calcium ATPase (SERCA) eine Ca’-Freisetzung aus dem ER generiert, wurde eine pharmakologi-
sche Stimultionsalternative gefunden (Abbildung 2.1).

Der exakte Mechanismus, wie der CRAC-Kanal als Folge der Speicher-Entleerung aktiviert wird, ist
noch ungeklért. Es herrschen drei Hypothesen vor (siehe auch Abschnitt 2.4):

1. Aktivierung iiber einen Botenstoff, der vom ER freigegeben wird und zum CRAC-Kanal diffundiert
2. Aktivierung iiber eine direkte Interaktion von ER und Plasmamembran

3. Aktivierung {iber Fusion von CRAC-Kanal-enthaltenden Vesikeln mit der Plasmamembran

Zu 1. Aktivierung iiber einen Botenstoff
Das erste Erklarungsmodell besteht darin, dass bei Eingang eines Signals zur Speicherentleerung ein

CRAC-aktivierender Botenstoff im ER gespeichert ist oder auch de novo synthetisiert wird. Dieser
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konnte durch die ER-Entleerung ins Zytosol gelangen und zu den in der Plasmamembran gelegenen
CRAC-Kanilen diffundieren.

In diesem Zusammenhang gelang es Randriamampita und Tsien [64] im Jahre 1993, einen Faktor aus
aktivierten Jurkat-T-Zellen zu isolieren, der einen Ca®*-Einstrom evoziert. Dieser Faktor wurde Cal-
cium Influx Factor (CIF) genannt. Jurkat-T-Zellen entstammen einer immortalisierten, humanen T-
Zelle und werden iiblicherweise als Modell-Zelllinie zur Untersuchung der T-Zell-vermittelten Im-
munantwort eingesetzt. Die Injektion von CIF fiihrte in verschiedenen Zell-Typen zu Ca* -Einstrom,
was bedeutete, dass die CIF-Produktion offensichtlich nicht spezifisch fiir T-Zellen ist [9]. Ein mdgli-
cher Wirkmechanismus wurde in der Arbeitsgruppe um V. M. Bolotina aufgezeigt: CIF aktiviert die
Ca*"-unabhingige Phospholipase A, (iPLA,), die die Offnung von SOCs triggert [70]. Jedoch werden
in Jurkat-T-Zellen auch unselektive Kanile durch CIF gedffnet, die nicht durch Speicherentleerung ak-
tiviert werden konnen [74]. Deswegen bleibt die These der Aktivierung des CRAC-Kanals ausschlieB3-
lich durch CIF eher zweifelhaft. Sowohl dessen Proteinzusammensetzung als auch sein exakter Wirk-
mechanismus sind bis heute ungeklért.

Um die Annahme der Existenz eines Botenstoffs zu festigen, bedarf es im Wesentlichen erst der mole-
kularen Identifizierung und der Isolierung eines der Inhaltsstoffe von CIF oder eines neuen Botenstof-

fes.

Zu 2. Interaktion von ER und Plasmamembran

Die Hypothese, die Aktivierung des CRAC-Kanals konne, dhnlich wie in Muskelzellen, durch eine
Verkniipfung von ER und Plasmamembran geschehen, wurde zuerst von R. F. Irvine [32] aufgestellt
und von M. J. Berridge [04] weiterentwickelt. Wihrend im Muskel Dihydropyridin-sensitive Ca**-Ka-
nile der Plasmamembran direkt an Ca*'-freisetzende Ryanodin Typ I-Rezeptoren des Sarkolemms ge-
koppelt sind, wurde dquivalent dazu in T-Zellen angenommen, dass die IP;-Rezeptoren im ER unmit-
telbar mit den speichergesteuerten Kanélen in der Plasmamembran verbunden sind. Wie in Muskelzel-
len miisste so der Ca®*-Einstrom innerhalb weniger Millisekunden aktiviert werden konnen. Allerdings
offnen speichergesteuerte Kanéle trotz der schnell eintretenden Speicherentleerung in den meisten
Zelltypen eher langsam. Dies fiihrte die Arbeitsgruppe um D. L. Gill zu der Theorie, die unter der Be-
zeichnung ,secretion-like coupling model* bekannt ist [55]. Nach wie vor geht Gill davon aus, dass
speichergesteuerte Kanéle durch Bindung des IP;-Rezeptors aktiviert werden; allerdings sind in die-
sem Modell die Komplexe nicht vorgeformt, sondern miissen erst gebildet werden. Auf die Entleerung
der Ca**-Speicher hin bewegt sich das ER zur Plasmamembran. Erst nach optimaler Anpassung der
beiden Membransysteme findet die Verkopplung zwischen IP;-Rezeptor und Kanal statt. Dieser Ab-
lauf mit einer relativ langsamen ER-Bewegung passt besser zu der verzogerten Aktivierung von spei-
chergesteuerten Kanélen.

1997 verdffentlichten H. Sugawara et al. Experimente in IP;-knock-out Zellen. In dieser speziellen B-

Zelllinie wurde eine normale Entwicklung des Ca**-Einstroms und der CRAC-Aktivierung detektiert
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[75]. Dies wiederum wiirde bedeuten, dass keine Interaktion zwischen IP;-Rezeptor und Kanal fiir
Ca’"-Einstrom notwendig ist.

Dennoch ist nicht ausgeschlossen, dass sich nicht andere Proteine des ERs mit den Kanélen der Plas-
mamembran verbinden und diese durch die Verkopplung aktivieren. STIM1 (stromal interaction mole-
cule) konnte solch ein Protein darstellen, das eine derartige Verkniipfung ermoglicht (Ab-

schnitt 2.4).

Zu 3. Fusion von CRAC-Kanal-enthaltenden Vesikeln mit der Plasmamembran

Das Fusionsmodell nimmt an, dass CRAC-Kanile in Ruhe nicht in die Membran eingebaut sind, son-
dern in Vesikeln im Zytoplasma vorliegen. Der Mechanismus, iiber den die Vesikel nach Speicherent-
leerung in die Membran gelangen, wurde dabei allerdings nicht gekléart. Das Modell wurde durch Ex-
perimente unterstiitzt, in denen Exozytose oder Vesikelfusion beeintrdchtigt wurden. Zum Beispiel
konnte speichergesteuerter Ca**-Einstrom in HEK-Zellen durch Botulinumtoxin A oder Tetanustoxin
antagonisiert werden [01]. Die beiden Toxine hemmen SNAP-25, das zu der Gruppe der SNARE-
Komplex-Proteine gehort. Diese sind unabdingbar fiir die Fusion von Vesikeln mit der Zellmembran.
Die Inhibition der Kanéle durch Blockierung einer Vesikelfusion bot einen Anhaltspunkt dafiir, dass
die Kanéle erst in die Membran eingebaut werden. Zudem erklarte dieses Modell die zeitlich verzoger-
te Aktivierung der CRAC-Kandle.

Drei Jahre spiter wurde jedoch von der Arbeitsgruppe um S. Grinstein gezeigt, dass SNAP-25 von
HEK-Zellen nicht exprimiert wird [68], sodass eine beeintrachtigte Vesikelfusion nicht mehr fiir die
Inhibition des Ca*"-Einstroms verantwortlich gemacht werden konnte. Da der CRAC-Kanal bislang
ausschlieBlich iiber seine elektrophysiologischen Eigenschaften detektiert wurde und sich in Vesikeln
keine Strome ableiten lassen, bleibt es unmoglich, den CRAC-Kanal in Vesikeln nachzuweisen, solan-
ge seine molekulare Struktur nicht bekannt ist. Deswegen wurde das Fusionsmodell seither nicht mehr

weilterentwickelt.

Die Familie der TRP-Kanéle (Abschnitt 2.3) stellen seit langem einige potentielle Kandidaten, Teile
des CRAC-Kanals oder den CRAC-Kanal selbst zu bilden. Mitglieder der TRP-Kanal-Familie wurden
sowohl mit rezeptor- als auch mit speichergesteuertem Ca”*-Einstrom in Verbindung gebracht, wobei
eine Aktivierung iiber Speicherentleerung fiir manche Kanile in unterschiedlichen Zelltypen nachge-
wiesen werden konnte [49]. Dazu zdhlen insbesondere die Mitglieder der TRPC-Familie [41, 42, 52,
78, 87, 88, 89].

Die Identifizierung des Proteins Orail und die Entdeckung der wichtigen Rolle von STIMI1 fiir den
CRAC-Strom (Abschnitt 2.4) fielen zeitlich gesehen etwa in die Mitte der vorliegenden Dissertation.
Damit wurden zwei weitere wichtige Proteine gefunden, die die CD4"-Zell-Aktivierung essentiell be-
einflussen. Durch diese beiden fiir den CRAC-Strom entscheidenden Proteine ist die vollstindige Auf-

klarung des Aktivierungsmechanismus des CRAC-Kanals bedeutend niher geriickt.
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2.2.3 BTP2: ein CRAC-Kanal-Inhibitor mit noch ungeklartem Mechanismus

CRAC-Kanile weisen aufgrund ihrer Lokalisation in der Plasmamembran eine gute Zugénglichkeit
auf und stellen somit ein exzellentes, pharmakologisches Ziel zur Modulation der Immunantwort dar.
Um die Funktion der CRAC-Kanile noch detaillierter zu untersuchen, wurde ein spezifischer Blocker
gesucht, der den speichergesteuerten Ca®-Einstrom inhibiert. Die Arbeitsgruppe um M. Hoth fand
2003 heraus, dass 3,5-Bis-Trifluoromethyl-Pyrazol 2 (BTP2) den Ca**-Einstrom und die IL-2-Produk-
tion in Lymphozyten hemmt [94]. Die genaue Wirkung von BTP2 auf die Zelle ist noch ungeklart.
Bislang bestehen diesbeziiglich drei Thesen:

1. Die Inhibition des CRAC-Kanals

Im Jahre 2003 wurde von Zitt et al. gezeigt, dass BTP2 den CRAC-Strom in priméren T-Zellen mit ei-
nem ICsp-Wert von ca. 10 nM blockiert [94]. BTP2 hatte keinen Einfluss auf die Speicherentleerung,
Mitochondrien, K*-Kanilen oder Ca®*-Pumpen, sodass von einer hochspezifischen Inhibition ausge-
gangen wurde. Auflerdem blockierte BTP2 den CRAC-Strom unabhéngig von der Stimulationsmetho-
de der Zellen. Sowohl nach Stimulation mit aCD3-Antikorpern oder mit IP; als auch nach Speicher-
entleerung durch Thapsigargin wurde der Ca**-Einstrom inhibiert. Neben CRAC-Kanilen wurden die
Ca”"-abhingige Genexpression von IL-2, IL-5 und Interferon-y sowie die Proliferation der T-Zellen
gehemmt. BTP2 wurde als erster hochpotenter und hochspezifischer CRAC-Kanal-Inhibitor bezeich-
net. Es konnte gezeigt werden, dass BTP2 nach intrazelluldrer Injektion keine Wirkung auf den
CRAC-Strom hat, d.h. es wirkt nicht intrazelluldr. Allerdings lie3 sich das BTP2 nicht auswaschen. Es
wurde kein Weg gefunden, die Wirkung der Kanal-Blockade wieder aufzuheben. Dies bedeutet, dass
die Bindung an den Kanal - moglicherweise durch den Einbau des BTP2 in die Membran - irreversibel
ist. Wie genau allerdings BTP2 am Kanal selbst agiert und blockiert, blieb ungeklért.

Im Gegensatz zu spiteren Arbeiten wurde die 50%ige Inhibition des Ca**-Einstroms erst nach etwa

1,5-stiindiger Inkubation der Zellen mit BTP2 (200 nM) gemessen.

2. Die Inhibition von TRPC3 und TPRC5

In der Arbeitsgruppe um D. Gill wurde 2005 gezeigt, dass durch BTP2 der Ca**-Einstrom in HEK 293
Zellen, B-Zellen (DT40 B-Zellen) und glatten Muskelzellen (A7r5 Zellen) schon nach 10 Minuten
blockiert wird [24]. Der ICsp-Wert wurde um 200 nM angegeben. BTP2 blockierte TRPC3- und
TRPC5-Strome nach Aktivierung durch DAG. Der Ca**-selektive Kanal TRPV6 wurde durch BTP2-
Zugabe nicht inhibiert. Im Zuge dieser Experimente wurde auerdem gezeigt, dass BTP2 die Zell-
membran nicht depolarisiert. Das bedeutet, dass BTP2 nicht die treibenden Krifte fiir die einzelnen

Tonenstrome tiber die Zellmembran verdndert.



2. Einleitung 19

3. Die Aktivierung von TRPM4

Im Gegensatz zu Zitt et al. wiesen Takezawa et al. in Jurkat-T-Zellen einen inhibierenden BTP2-Ef-
fekt nach einer Inkubationszeit von nur wenigen Minuten nach [76]. Neben der Blockade des CRAC-
Stroms wies die Arbeitsgruppe um R. Penner einen Anstieg der TRPM4-Aktivitit nach BTP2-Zugabe
im nanomolaren Bereich nach. TRPM4 ist ein unselektiver Kationenkanal, der durch die Erh6hung der
intrazelluldren Ca®*-Konzentration aktiviert wird und bei seiner Offnung den Einstrom von vorrangig
Na'-Ionen entlang des Konzentrationsgradients in die Zelle induziert. Uber die daraus resultierende
Depolarisation der Plasmamembran wird die treibende Kraft fiir den Ca>*-Einstrom gesenkt. So wird
die CRAC-Aktivitdt gesenkt. Die Inhibition des CRAC-Kanals ist entlang dieses Mechanismus als
indirekt anzusehen. Dennoch wurde BTP2 wie schon von Zitt et al. als hochspezifischer, momentan
potentester und selektivster CRAC-Kanal-Blocker bezeichnet.

Diese inhibierende Eigenschaft wurde in der vorliegenden Dissertation benutzt. Die Blockade des
CRAC-Stroms in primiren CD4"-Zellen durch BTP2 wurde als Kontrolle eingesetzt. Nach der Be-
handlung mit BTP2 war die Proliferation der CD4"-Zellen deutlich reduziert (Abschnitt 4.3 und 5.1).

2.3 Familie der TRP-Kanale

Transient receptor potential (TRP) Ionenkanile bezeichnen eine Superfamilie von Kationen-Kanélen.
Sie wurden nach ihrer Rolle in Drosophila-Zellen benannt, wo TRP-Kanéle iiber einen PLC-abhéngi-
gen Prozess die Signaltransduktion in Fotorezeptoren generieren [22]. TRP-Kanile in Sdugetierzellen
zeigen eine auBlerordentliche Vielfalt an lonenselektivitit und Aktivierungsmechanismen, manche
scheinen sogar iiber bislang nicht bekannte Mechanismen reguliert zu sein. Die Funktionen der ver-
schiedenen Kanéle reichen von wichtigen Rollen in der Wahrnehmung von Schmerz und Temperatur
iiber Ca®*- und Mg*"-Absorption zu Endothelpermeabilitit und der Proliferation glatter Muskelzellen
[7,21,47].

Im Jahre 2002 wurde von Montell et al. eine neue und einheitliche Nomenklatur fiir die TRP-Kanal-
Familie eingefiihrt [50]. Nach dieser umfasst die Familie der TRP-Kanile drei Unterfamilien, TRPC-
(canonical-), TRPM- (melastatin-) und TPRV- (vanilloid receptor-) Kandle (Abbildung 2.2). Die
TRPC-Unterfamilie umfasst TRPC1 bis TRPC7, wobei das humane und bovine TRPC2 als Pseudogen
gilt, das nicht exprimiert wird. Zur TRPM-Gruppe gehéren TRPM1 bis TRPMS, zu den TRPV-Kané-
len TRPV1 bis TRPV6. Von D.E. Clapham wurden spiter noch drei weitere Untergruppen beschrie-
ben, deren Mitglieder in keine der bereits bestechenden Gruppen passen [7]. Dazu gehdren TRPA,
TRPP und TRPML.
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Abb. 2.2 Der Stamm-
baum der in Séuge-
tier-Zellen vorkom-
menden TRP-Kani-
len besteht aus den
drei groflen Unter-
familien TRPC, -M
und -V und den drei
kleineren Unterfami-
lien TRPA, -P und
-L. Durch die Angabe
der PAM (point ac-
cepted mutations)
Einheiten wird auch
die evolutiondre Ent-
fernung zwischen den
einzelnen  Kanilen
dargestellt.  (Abbil-
dung entnommen aus
D.E. Clapham, Na-
ture rev. (2003) 426.)
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In Saugetierzellen werden TRP-Kanal-Proteine ungefdahr 30 Genen kodiert. Allen Kanélen gemeinsam
sind sechs Transmembrandoménen (Abbildung 2.3). Die flinfte und sechste werden von einem
hydrophoben Segment getrennt, von dem angenommen wird, dass es fiir die Porenbildung verantwort-
lich ist. Vier solcher Proteine kdnnen sich in der Plasmamembran zu Tetrameren zusammenlagern und
dadurch eine kationendurchlissige Pore bilden. Im Detail wurden die Poren- und Permeabilititseigen-
schaften der TRP-Kanéle von B. Nilius untersucht [53].

In der vorliegenden Dissertation wurde ein Fokus auf die Untersuchung der drei Hauptgruppen TRPC,
TRPM und TRPV gelegt. Durch die Arbeit mit primdren CD4"-Zellen wurde eine weitere Selektion
aus der TRP-Familie getroffen, da nicht alle TRP-Kanile in jedem Zelltyp exprimiert sind. Das Ex-
pressionsmuster von TRP-Kanilen in priméiren, unstimulierten CD4 -Zellen wurde in der Diplomar-
beit von Melodie-Jo Wolfs ausfiihrlich untersucht. Aus der TRPC-Unterfamilie fand sie lediglich
TRPC1 und TRPC3. In der TRPM-Gruppe wies sie zundchst nur von TRPM2, TRPMS und TRPM7
eine konstante Expression nach. Spiter wurde im Zuge der Arbeit mit stimulierten CD4"-Zellen noch
TRPM4 in das Expressionsmuster aufgenommen. Aufler TRPV4 wurden alle Mitglieder der TRPV-
Unterfamilie gefunden. Daraus ergab es sich, dass zehn Kandidaten aus der TRP-Kanal-Familie auf ih-
re Funktion fiir die Aktivierung in primdren CD4"-Zellen untersucht wurden: TRPC1, TRPC3,
TRPM2, TRPMS, TRPM7, TRPV1, TRPV2, TRPV3, TRPVS und TRPV6.

Im Verlauf der Untersuchungen der vorliegenden Dissertation wurde durch viel versprechende erste
Ergebnisse ein Schwerpunkt auf TRPC3 gelegt (Abschnitt 4.6 und 4.7). TRPC3 ist einer der am léang-
sten bekannten und am besten untersuchten TRP-Kanidle. Die humane TRPC3-cDNA wurde schon
1996 aus HEK 293 Zellen isoliert [95]. Die meisten Studien belegen, dass TRPC3 PLC-abhéngig akti-

viert wird und einen unselektiven Kationenkanal formt [48]. Wichtig hierbei ist, dass es bislang nicht
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gelungen ist, die Existenz eines homomeren TRPC3-Kanals nachzuweisen. Homomer meint in diesem
Sinne ein TRP-Tetramer, welches aus vier identischen TRP-Protein-Einheiten besteht. Stattdessen
scheint TRPC3 mit einer Vielfalt an Partnerproteinen assoziieren zu kénnen und dadurch in der Lage
zu sein, unterschiedliche, heteromere Kationenkanédle zu formen. Deswegen spricht man von einem
heteromeren Aufbau des TRPC3-Kanals. Hofmann et al. zeigten, dass sich die nahen Verwandten
TRPC6 und TRPC7 mit TRPC3 zusammenlagern kénnen, um eine Kanalpore zu formen [26]. Bei der
Ausschaltung von entweder TRPC3 oder TRPC6 ersetzten sich sogar die jeweiligen Kanile. Auch
TRPCI1-TRPC3- und TRPC4-TRPC3-Interaktionen wurden beschrieben [41, 58, 79, 88].

(b)
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Abb. 2.3 Aufbau eines TRP-Kanals am Beispiel des TRPC3-Proteins: (a) Die TRPC3-Untereinheiten bestehen
aus sechs Transmembran-Segmenten, einem hydrophoben Segment (P), welches an der Porenbildung beteiligt ist
und einem weiteren hydrophoben Segment, das der Innenseite der Membran anliegt (grau) Der N-Terminus ent-
hélt vier ,,ankyrin-like* Einheiten (,,ankyrin-like repeats”, AR), der C-Terminus enthilt die CIRB-Region, die
sowohl an Calmodulin als auch an den IP;-Rezeptor binden kann (calmodulin inositol-triphosphate-receptor bin-
ding region). (b) Die Formation des Kanals erfordert die Zusammenlagerung von vier Untereinheiten. Die Abbil-
dung zeigt, wie sich die Untereinheiten mit den Transmembran-Doménen und dem hydrophoben Segment P in
der Plasmamembran raumlich anordnen. Ein Tetramer aus vier TRPC3-Untereinheiten konnte allerdings bislang
nicht nachgewiesen werden. (Abbildung entnommen aus J.W. Putney Jr, Cell Biology (2004) 14.)

Eine erste Verbindung zwischen TRPC3 und der Aktivierung humaner CD4"-Zellen wurde von Phil-
lipp et al. gekniipft [57]. Nachdem 1995 die Jurkat-T-Zell-Mutanten CJ1 bis CJ5 generiert wurden, de-
ren CRAC-Strom signifikant reduziert war [13], konnten Phillipp et al. in diesen Zellen einen Defekt
im TRPC3-Gen zeigen. Die Uberexprimierung von TRPC3 in den Mutanten-Zellen fiihrte zu einer
Wiederherstellung des TCR-abhingigen Ca®"-Einstroms und zu einer Erhohung der CRAC-Strom-
Amplitude in Patch-Clamp-Experimenten. Weitere wichtige Hinweise lieferten die Untersuchungen
der Aktivierungsmechanismen von TRPC3. Der Kanal kann durch DAG [25], durch Ca*" [93] wie
auch durch Speicherentleerung [80] aktiviert werden. Aullerdem reguliert eine Src-Kinase die Kanal-
Offnung [81]. Diese Src-Kinase ist eine in T-Zellen bedeutsame, vom TCR gesteuerte Kinase.

Ein Zusammenspiel von Orail (Abschnitt 2.4) und TRPC-Kanélen wurde von der Arbeitsgruppe um
L. Birnbaumer gezeigt [39]. In dieser Publikation wird berichtet, dass durch Coexpression von Orail
in TRPC3- und TRPC6-iiberexprimierenden HEK 293 Zellen der speichergesteuerte Ca*"-Einstrom er-

hoht werden konnte. Als Modell wurde Orai als regulatorische Untereinheit von speichergesteuerten
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Kanélen beschrieben, die aus TRPC-Untereinheiten bestehen (Abschnitt 5.2, Abbildung 5.2). Insge-
samt gibt es viele, voneinander unabhiingige Hinweise, dass TRPC3-Kanile in CD4"-Zellen eine be-

deutsame Rolle spielen.

24 STIM1 und Orail: Wichtige Komponenten zur Aktivierung des CRAC-Kanals und des
CRAC-Kanals selbst

Mit der Entdeckung der wichtigen Rollen von STIM1 und Orail fiir T-Zell-Aktivierung wurden zwei
Proteine gefunden, welche die Aufklarung um den Aktivierungsmechanismus des CRAC-Kanals ent-
scheidend beeinflussen. Die Wichtigkeit der beiden Proteine fiir den CRAC-Strom wurde im Jahre
2006 durch die Nutzung von RNA-Interferenz-Technik (RNAi, Abschnitt 2.5) nachgewiesen.

Das erste Protein wurde zeitgleich von zwei unterschiedlichen Gruppen in Drosophila S2- und in hu-
manen HeLa-Zellen entdeckt [40, 65]. Beide Gruppen zeigten, dass es bei einer Reduktion entweder
des STIM Proteins in Drosophila Zellen oder des STIM1 Proteins in Sdugetierzellen mittels siRNA
(small interfering RNA, Abschnitt 2.5) zur Stérung des Ca*"-Einstroms kam: nach einer Thapsigargin
induzierten Ca**-Speicherentleerung waren die Zellen nicht mehr dazu in der Lage, den speicherge-
steuerten Ca’"-Einstrom zu aktivieren.

Wihrend fiir die Identifizierung des STIM1 ein auf die Gene mit mdglicher lonenkanal- oder Signal-
tibermittlungsfunktion begrenzter Screen durchgefiihrt wurde, wurde in einem Screen des gesamten
Drosophila-Genoms das zweite Protein entdeckt [15, 82, 91]. Dieses Protein, genannt Orail oder
CRACMI, besitzt weder Ahnlichkeit noch Homologie zu allen bisher bekannten funktionellen Protei-
nen. Nach der erst-publizierten Beschreibung des Proteins wurde seine Identifizierung durch die Tatsa-
che ermoglicht, dass seine Mutation eine Immundefizienz (SCID = severe combined immunodeficien-
cy) hervorruft. Die Entdeckung dieser beiden Proteine STIM1 und Orail belebte die Erforschung der
molekularen Struktur des CRAC-Kanals und der Kontrollmechanismen des CRAC-Stroms.

STIM1

Durch Roos et al. wurde ein umfangreicher RNAi Screen in Drosophila S2 Zellen erarbeitet [65]. Die-
ser zielte auf jedes Protein mit transmembranen Doménen ab und beinhaltete TRP-Kanéle sowie jedes
weitere Protein, das im Zusammenhang mit speichergesteuertem Ca®" Einstrom stand. STIM (stromal
interaction molecule), das als Phosphoprotein schon vor mehreren Jahren entdeckt wurde [44, 83], war
als einziges von 170 Genen unabdingbar fiir die Aktivierung des CRAC-Stroms. Die parallele Studie
von Liou et al., welche 2304 Proteine erfasste, identifizierte die zwei Sdugetier-Homologe STIM1 und
STIM2, deren Herunterregulierung den Ca®" Einstrom in HeLa-Zellen reduzierte [40]. Roos et al.
konnten nur in STIM1- und nicht in STIM2-siRNA-transfizierten Jurkat-T-Zellen einen Effekt auf den

Ca”" Einstrom nachweisen [65].
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Die Ergebnisse dieser Experimente belegen die wesentliche Rolle von STIM (Drosophila) und von
STIM1 (Sdugetier) fiir die Aktivierung von speichergesteuerten Kanilen. Allerdings erhoht die Uber-
expression von STIMI den Ca**-Einstrom nur gering [45, 56]. AuBerdem hat das Protein nur eine
Transmembran-Doméne. Dadurch ist es unwahrscheinlich, dass STIM1 den CRAC-Kanal selbst bil-
det. Neue Wege, um die Frage nach der Funktion und Wirkung von STIM1 zu beantworten, wurden in
Struktur und Lokalisation des Proteins gesucht.

STIMI ist sowohl in der Plasmamembran [23, 43, 44, 73, 83, 92] als auch im ER [40, 45, 86] gefun-
den worden (Abbildung 2.4). Es hat eine Transmembran-Domine, wobei der N-Terminus entweder
ins Lumen des ER oder in den Extrazellularraum zeigt. Dieser Teil des Proteins enthilt ein so genann-
tes EF-Hand-Motif. Roos et al. [65] belegten 2005, dass diese EF-Hand als Ca**-Sensor im ER fun-
giert. Aulerdem kommen in STIM1 ,,protein-protein interaction domains® vor, wozu ein ,,sterile-alpha
motif* (SAM) auf der luminalen Seite des ERs bzw. im Extrazellularraum und eine ,,coiled coil re-
gion® im Zytoplasma z&hlt. Am C-Terminus hat das Protein eine Prolin-Serin-reiche und eine Lysin-

reiche Region.

STIM1 and SOC C Abb. 2.4 Schematischer Aufbau des
Activation

K Rich STIM1-Proteins und seine Lokalisatio-
S/PRich  hen. Durch Bindung von IP; an seinen
Rezeptor (IP3R) wird Ca®" aus dem ER
ins Zytoplasma entleert. Die im ER sin-
kende Ca”"-Konzentration wird durch die
EF-Hand des STIM1 registriert. Dadurch
wird STIM1 entweder mit den STIMI-
Proteinen der Plasmamembran zu Kom-
CcC plexen multimerisiert (Modell 1), in die
Plasmamembran eingelagert (Modell 2)
oder zu ,,punctac” zusammengelagert, die
SAM innerhalb des ER liegen (Modell 3) um
von dort aus die SOC-Aktivierung zu re-
EFHand  gylieren. (Abbildung entnommen aus
J.W. Putney: Capacitative calcium entry:
N sensing the calcium stores, J Cell Biol
2005 comment.)

Drei mogliche Mechanismen des STIM1-Effektes wurden bislang beschrieben. Die erste Erklarung
besagt, dass STIMI im ER auf den Reiz der sinkenden Ca’*-Konzentration wihrend der Speicherent-
leerung hin mit den STIM1-Proteinen in der Plasmamembran Komplexe bildet [65]. Diese Komplexe
werden zur Aktivierung der CRAC-Kaniéle benétigt. Dieser Mechanismus wiirde auch eine Erklarung
dafiir liefern, warum sich STIM1 sowohl im ER als auch in der Zellmembran befindet. Das zweite
Modell nimmt an, dass alle STIM1-Molekiile vor Stimulation im ER lokalisiert sind. Nach der Spei-
cherentleerung wird STIM1 auf noch ungeklérte Art und Weise zur Plasmamembran transportiert und
dort eingebaut [92]. Wie es daraufhin den CRAC-Strom aktiviert, ist ebenfalls unklar. Im dritten, mo-
mentan favorisierten Mechanismus wird beschrieben, dass STIM1 sich im ER befindet. In der Arbeits-

gruppe um T. Meyer wurden ,,punctae” aus zusammengelagerten YFP- (Yellow Fluorescent Protein-)
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STIMI1 gezeigt, die sich nach Speicherentleerung bilden. Sie sind sehr dicht an der Plasmamembran
lokalisiert, aber nicht dort eingebaut. In diesem Modell konnten die zytosolisch gelegenen C-Termini
mit CRAC-Kanilen interagieren oder sogar selbst einen Teil des Kanals darstellen. Es wird nicht aus-
geschlossen, dass STIM1 unter bestimmten Umstédnden auch in die Plasmamembran eingelagert ist.

Auch wenn der Mechanismus noch nicht eindeutig geklart ist, steht fest, dass STIM1 essentieller Be-
standteil der T-Zell-Aktivierung ist. Dieses Wissen wurde in der vorliegenden Dissertation genutzt.
Als Hypothese wurde angenommen, dass die durch Herunterregulierung von STIM1 mittels siRNA
hervorgerufene Reduktion des CRAC-Stroms eine Reduktion der Proliferation mit sich bringt. Der
Nachweis der reduzierten Proliferation von CD4"-Zellen, die zuvor mit siRNA gegen STIMI transfi-
ziert wurden, war eine wichtige Positivkontrolle fiir die Ergebnisse der vorliegenden Dissertation (Ab-

schnitt 2.5 und 4.5.2).

Orail

Das zweite, fiir die CRAC-Aktivierung wesentliche Protein wurde Orail genannt. In der griechischen
Mythologie sind Orai Wachter des Himmels [15]. Zur Orai-Familie gehoren Orail, -2 und -3. Im Zuge
einer Linkage-Gen-Analyse, durch die die Lokalisation der Mutation einer seltenen Form von SCID
herausgefunden werden sollte, wurde Orail identifiziert. Bei der untersuchten SCID-Variante handelte
es sich um eine Immundefizienz, die sich durch fehlenden CRAC-Strom in CD4'-Zellen auszeichnet.
Diese Experimente liefen in Kombination mit einem auf das gesamte Drosophila-Genom ausgeweitete
Screening nach Genen, die fiir die nukleare Translokation des Ca*"-aktivierten NFATc benétigt wer-
den [14]. Es wurde gezeigt, dass Orail essentiell fiir Ca**-Einstrom in Drosophila ist. Zusitzlich konn-
ten in T-Zellen von zwei SCID-Patienten und 13 Verwandten niedrigere CRAC-Strome gemessen
werden, die nach Transfektion mit Orail-Protein wieder hergestellt wurden. Die gefundene Mutation
fiihrte bei allen Probanden zu einer verdnderten Aminoséiure innerhalb der Porenregion des CRAC-Ka-
nals (Arginin zu Tryptophan).

Orai-Proteine sind membrandurchspannende Proteine mit vier Transmembrandoménen [15, 56, 91].
AuBer diesen kommen keine bekannten Doménen vor. Im Gegensatz zu STIM1 scheint Orail nur in

der Plasmamembran lokalisiert zu sein.

In mehreren Arbeitsgruppen wurde eine betréchtliche Erhdhung des CRAC-Stroms um das 50 bis 100-
fache nachgewiesen, sobald STIM1 und Orail zusammen iiberexprimiert wurden [56, 72, 91]. Diese
Erhohung konnte durch alleinige Transfektion mit STIMI1 nicht erreicht werden. Wurde nur Orail
transfiziert, lieB sich in Jurkat-T-Zellen [56], RBLs [72] und HEK-Zellen [45] eine Inhibition des
CRAC-Stroms detektieren. Aus diesen Versuchen wurde zum Einen geschlossen, dass STIM1 und
Orail die beiden einzigen benétigten Komponenten sind, um CRAC-Strom zu generieren. Interessan-
terweise entsprachen jedoch die CRAC-Strome, die in den STIM1 und Orail-iiberexprimierenden Zel-

len gemessen wurden, nicht exakt den bekannten Charakteristika des CRAC-Stroms. So war zum Bei-
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spiel die Durchlissigkeit fiir Ba®" und Sr** erniedrigt [27, 56, 96]. Dies spricht dafiir, dass fiir den
CRAC-Strom noch weitere Proteine bendtigt werden, die allerdings keine limitierende Rolle fiir die
Aktivierung und die Ca®*-Permeabilitit des Kanals spielen.

Die Tatsache, dass die Uberexpression von Orail den CRAC-Strom hemmt, legt die wichtige Vermu-
tung nahe, dass Orail mit mindestens zwei weiteren, CRAC-bestimmenden Komponenten interagiert
(genauer dazu [60], Abbildung 2). Eine davon stellt vermutlich STIM1, es muss aber noch eine wei-
tere Komponente geben, ansonsten reichte es aus, das endogene STIM1 und das tiberexprimierte Orail
zusammenzulagern, um CRAC-Strom zu aktivieren. Wahrscheinlich kommt die Inhibition dadurch zu-
stande, dass es durch ein Uberangebot an Orail statistisch unwahrscheinlicher wird, dass sich die
Komplexe richtig zusammenfinden. Dass sich das iiberexprimierte Orail auch in der Plasmamembran
einlagert, wurde von der Arbeitsgruppe um Anjana Rao gezeigt [19].

Die Entdeckung von STIMI und Orail haben die Forschung um speichergesteuerten Ca*"-Einstrom
entscheidend beeinflusst. Selbst wenn die exakten Mechanismen der Proteine und der Proteininterak-
tionen noch ungeklért sind, stehen sie nun als molekulare Werkzeuge zur Verfiigung, CRAC-Strome
zu analysieren. Besonders das Zusammenspiel der beiden Proteine und die Interaktion mit weiteren
Proteinen wie zum Beispiel TRPC3 [39] birgt moglicherweise Antworten fiir die ungeklarten Mecha-
nismen der Aktivierung des CRAC-Stroms und damit fiir die Aufkldrung der Entstehung einer effi-

zienten Immunantwort.

25 SiRNA Technologie

Seit 1984 von Mizuno et al. gezeigt wurde, dass in Bakterien iiber komplementire RNA die Expres-
sion eines Gens spezifisch inhibiert wird, ist die Genausschaltung durch Antisense-RNA (asRNA) aus-
fiihrlich untersucht worden [46]. Besonders fiir Organismen, in denen Knock-Outs nicht moglich sind
(wie zum Beispiel primére, humane Zellen), bot dieser Mechanismus eine neue Moglichkeit der Gen-
regulierung. Von der Arbeitsgruppe um C.C. Mello wurde 1998 publiziert, dass doppelstrangige RNA
(dsRNA) in C. elegans Gene deutlich effektiver als die jeweiligen Einzelstrdnge herunterreguliert [16].
Dieselben Autoren fiihrten den Begriff ,,RNA Interferenz* (RNAI) fiir diese Art der Geninhibition ein.
Diese wurde nicht als Knock-Out, sondern treffender als Knock-Down bezeichnet. Das Auffinden von
in die Zelle gebrachter, groBer als 30 Basenpaare langer dsSRNA und der komplementiren mRNA in
Form von 20 bis 23 Nukleotide langer dsRNA trug entscheidend zur Aufklidrung des genauen
Mechanismus des Gen-Knock-Downs bei [12]. Die RNA-Stiicke wurden small interfering RNAs
(siRNAs) genannt. In Drosophila konnte der Proteinkomplex ,,Dicer” als Ausldser fiir das Zustan-
dekommen der kurzen siRNA-Stiicke identifiziert werden [3] (Abbildung 2.5). Dieser zerlegt die lange
dsRNA in 21 Nukleotide lange siRNA. Durch die Entdeckung von ,,RISC* (RNA induced silencing
complex) wurde der Wirkmechanismus der siRNA geklért [20]. Der Proteinkomplex hat ss-(Einzel-
strang-) RNAse Aktivitdt und enthélt ein 21mer als RNA Komponente. Die Bindung von RISC an die
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siRNA entwindet diese, wobei der Antisense-Strang am Komplex verbleibt. Der neu entstandene

Komplex findet die Ziel-mRNA und fiihrt durch Zerstiickelung deren Degradation herbei.

Abb. 2.5 Standardmodell fiir RNA Inter-

dsRNA : : . ‘
I 9 _) siRNAs ferenz: dsRNA wird von Dicer (ein Ho-
molog der dsRNA-spezifischen RNase-
DdaRNase E & III) in siRNAs zerlegt, siRNAs werden
Qi) Ly von RISC (RNA Induced Silencing com-
‘6\ plex mit ssRNAse Aktivitdt) gebunden
\L und entwunden, der Antisense-Strang
spezifiziert RISC zur Degradation der
mRNA v Ziel-mRNA. (Abbildung entnommen aus

Entwindung Martens und Nellen, BIOspektrum Uber-
9 - é blick (2002))

Risc Risc Risc

\’

-rrrE“_‘_

RNAIi wird in zahlreichen Organismen gefunden. Sie stellt einen wichtigen Abwehrmechanismus ge-
gen Pathogene dar. Hierbei wirken die RISC-Komplexe durch die RNA-Stiicke als Trager konservier-
ter, molekularer Marker fiir den jeweiligen Erreger. Insbesondere bei der Replikation vieler Viren wer-
den dsRNA-Stiicke hergestellt, die in Zusammenarbeit von Dicern mit RISC-Komplexen abgebaut
werden. Auflerdem wird durch RNAI ein Springen mobiler Elemente im Genom verhindert. Dadurch
tragt der Mechanismus zur Stabilitit des Genoms bei.

SiRNAs werden heute in Medizin und Naturwissenschaft eingesetzt, um spezifische Gene herunterzu-
regulieren. Durch Einbringen der siRNA in eine Zelle (Transfektion), wird {iber einen bestimmten
Zeitraum die jeweilige mRNA abgebaut. Das entsprechende Protein kann nicht mehr translatiert wer-
den, wodurch die Zelle dann zum Beispiel hinsichtlich der Funktion dieses Proteins analysiert werden

kann.

Um die siRNA-Technik optimal in Laborversuchen einsetzen zu konnen, miissen einige wichtige Be-
dingungen erfiillt sein. Die siRNA muss zu 100 % komplementér zur Ziel-mRNA sein, denn selbst die
Abweichung von nur einem Nukleotid kann die Effizienz der siRNA beeintrdchtigen [31]. AuBerdem
muss gepriift werden, ob die gewihlte Sequenz spezifisch fiir die Ziel-mRNA ist. Das heil3t, dass die
Sequenz nicht zu weiteren im menschlichen Genom vorkommenden mRNAs komplementér sein darf.
Dies kann Computer-gesteuert analysiert werden. Fiir die Fragestellungen der vorliegenden Disserta-
tion wurden siRNAs gegen die verschiedenen Mitglieder der TRP-Kanal-Familie benotigt. Durch die
Ahnlichkeit der einzelnen Proteine und somit der einzelnen mRNAs untereinander lag eine besondere
Schwierigkeit darin, spezifische siRNAs herzustellen, die nicht zu den mRNAs weiterer Familienmit-

glieder komplementér sind.
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Die Kriterien fiir eine effiziente siRNA beruhen aufgrund der Neuigkeit der Technik nicht auf Lang-
zeiterfahrungen. Selbst innerhalb des Zeitraumes der vorliegenden Dissertation wurden neue Bedin-
gungen gewdhlt, um eine optimale Wirkung der siRNA zu erzielen. Von der anfianglichen Position,
siRNA-Sequenzen nach definierten Regeln (wie zum Beispiel fiir PCR-Primer) zu erstellen, ging man
zur Computer-unterstiitzten Sequenzsuche iiber. In einer Zusammenarbeit der Firmen Qiagen und No-
vartis wurden mit einem umfangreichen Screen zahlreiche siRNA-Sequenzen nach einem nicht verdf-
fentlichten Algorithmus auf ihre Effizienz getestet. Mittlerweile kann man die Struktur der jeweiligen
mRNA in die Sequenzensuche einbeziehen. Die verschiedenen Arten der siRNA-Ermittlung wurden in
der vorliegenden Dissertation beriicksichtigt. Deshalb wurden pro Protein jeweils mehrere siRNAs ge-
testet, um iiber mehrere Algorithmen eine funktionierende siRNA zu finden. Fiir TRPC3 zum Beispiel
wurden acht verschiedene siRNA-Sequenzen eingesetzt, die mit drei verschiedenen Methoden erstellt

wurden.

2.6 Fragestellungen

Die Rolle von TRP-Kanilen in primiren, humanen CD4"-Zellen wurde bislang nicht erforscht. In der

vorliegenden Dissertation werden in einem Screening die einzelnen TRP-Kanéle insbesondere im Hin-

blick auf ihre Funktion fiir T-Zell-Aktivierung und fiir die T-Zell-vermittelte Immunantwort unter-

sucht. Hierbei wurden als Parameter fiir T-Zell-Aktivierung die IL-2-Sekretion und die Proliferation

der Zellen gewdhlt. Die wichtigste Fragestellung lag in der Auswirkung des Knock-downs einzelner

Kandle auf die Proliferation der Zellen. Um dies zu realisieren, musste in Voruntersuchungen die prak-

tische Durchfiihrbarkeit des Projektes iiberpriift werden. Die Arbeit mit priméiren Zellen eréffnete wei-

tere Problemstellungen.

= Etablierung einer Methode, mit der IL-2-Sekretion und Proliferation von priméren, humanen
CD4"-Zellen valide bestimmt werden kann. Hierunter fillt auch die Untersuchung optimaler Proli-
ferationsbedingungen fiir die Zellen, wie zum Beispiel die Untersuchung der Zelldichte und des
Zellstimulus.

= Anwendung der Methode auf wechselnde Bedingungen, zum Beispiel die Messung der Zell-Proli-
feration unter Blockade des CRAC-Kanals oder unter variierenden Ca**-Bedingungen.

= Etablierung der siRNA-Technologie durch qualitative und quantitative Bestimmung der Effizienz
der siRNAs und durch Ausarbeitung optimaler Negativ- und Positivkontrollen.

* Quantitative Auswertung der Effekte des Knock-downs einzelner TRP-Kanile auf die CD4"-Zell-

Aktivierung, die durch Messung der IL-2-Sekretion und der Zell-Proliferation ermittelt wurden.
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3. Material und Methodik

3.1 Material

3.1.1 Substanzen

Hier nicht aufgefiihrte Standardlaborchemikalien und Losungen wurden von den Firmen Roche,

Sigma und VWR in der Qualitit ,,zur Analyse“ bezogen. Die fiir die Arbeit verwendeten siRNA und

die dazugehorigen Sequenzen sind im Anhang aufgelistet.

Substanz Firma Katalog-Nr.
Acrylamid/bis-Acrylamid Sigma A-7168
Agarose Multi Purpose Bioline BIO-41025
Bromphenolblau Eurobio 018069
BSA (Serumalbumin vom Kalb) Sigma A7906-506
BTP2 (3,5-BisTrifluoromethyl Pyrazol 2) Altana

CellTiter-Blue Promega G8080/1/2
DEPC (Diethylpyrocarbonat) Sigma H15-009
DMSO (Dimethylformamid) Sigma D-8418
EDTA (Ethyl-Diamin-Tetraessigsaure) Sigma E-9884
EGTA (Ethylenglykol-Tetraessigsaure) Sigma-Aldrich E4378
Ethidiumbromid Sigma E8751
FCS (fetales Kélberserum) Invitrogen 10270-106
Ficoll-Paque™Plus AmershamBiosciences 17-1440-03
G418 (Geneticin) Invitrogen 10131-019
Glycogen (5 pg/pl) Invitrogen 10814-010
HiPerfekt Transfection Reagent Qiagen 301705
Interleukin-2 (1L-2, 10.000 U/ml) Roche 1204700
2-Mercaptoethanol 99% Acros Organics 125472500
NaN; (Natriumazid) Sigma S-8032
Nucleofector Solution fur T-Zellen Amaxa VPA-1002
PHA (Phytohemagglutinin, 10 mg/ml in H,O) Sigma L-9132

10. 000 U/ml Penicillin / 10 mg/ml Streptomycin PAA Laboratories GmbH P11-010
Poly-Ornithin Sigma 3655
Polystyrene Microparticles, g 5,68 um Polysciences Europe 07312
Ponceau S Solution Sigma P-7170
Proteinase-Inhibitor-Tablette (EDTA-free) Roche 10266500
SDS (Sodium Dodecyl Sulfate) Acros Organics 327315000
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TEMED (Tetramethylethylethylendiamid) Sigma T-9281
Tris-Base Sigma T-6066
TRIzol Reagent Invitrogen 15596
Trockenmilch, fettfrei Biorad 80171B
TrypanBlue Solution 0,4% Sigma T8154
0,25% Trypsin/1 mM EDTA Invitrogen 25300
Tween-20 Sigma P-1379
3.1.2 Antikorper
Antikorper Firma Katalog-Nr.
Maus anti-humaner CD3 Antikorper Serotec MCA463XZ
Maus anti-humaner CD28 Antikdrper BD Pharmingen 555725
Maus anti-humaner ICAM Antikdrper Sigma C2969
FITC-konjugierter Maus anti-humaner CD3 Antikdrper DAKO FO0818
RPE-konjugierter Maus anti-humaner CD4 Antikdrper DAKO R0O805
RPE / Cy5-konjugierter Maus anti-humaner CD8 Antikdrper DAKO C7079
Maus anti-HA Antikdrper Roche 1583816
Kaninchen anti-1gG Antikorper Sigma A5545
Kaninchen anti-TRPC3 Antikdrper Alamone ACC-016
3.1.3 Medien und Puffer
Medium/Puffer Firma Katalog-Nr.
AIM-V Medium Invitrogen 12055-091
D-MEM Medium Invitrogen 31095
HBSS PAA Laboratories GmbH H15-009
PBS Invitrogen 14190-094
6 x Auftragspuffer zl(i’/f ,Ssaccharose in 10 mM Tris/Cl
Boratpuffer Bil i/’ISBorséiure
10 x Elektrophorese-Puffer fur pH 8,4
PAGE 0,25 M Tris-Cl, 1,92 M Glycin, 1% SDS, 2 mM EDTA

EMBL-Puffer

48 mM Tris-Base, 39 mM Gycin, 1,3 mM SDS, 20% Methanol

Erythrozytenlyse-Puffer pH 7,3

155 mMNH,CI, 10 mM KHCOs, 0,1 mM EDTA

3 x L&mmli-Probenpuffer fur pH 6,8

PAGE 187,5 mM Tris-Cl, 30% Gycerol, 6,9% SDS, 300 mM DTT, Bromphenolblau

Lyse-Puffer pH 7.4

10 mM Tris-Cl, 150 mM NaCl, 0,5% NP40, Proteinase-Inhibitor-Tablette
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1xPBS/0,1% BSA PBS, 0,1% BSA, steril filtriert
1x PBS/0,5% BSA PBS, 0,5% BSA, steril filtriert
6 x Proben-Puffer 40% Saccharose in H,O
] pH 7.4
Storage-Puffer 0,1 M Phosphatpuffer, 15 mM NaCl, 1% BSA, 5% Glycerol, 0,1% NaNj
T pH 6,7
Stripping-Puffer 62,5 mM Tris-Cl, 2% SDS, 1% Mercaptoethanol
pH 8
10X TBE 0,5 M Tris-Cl, 0,5 M Borséure, 10 mM EDTA
pH 8,0
10X TBS 248 mM Tris-Cl, 1,4 M NaCl, 27 mM KCI
1xTBST 1 x TBS, 0,05% Tween 20
pH 8.0
1xTE 10 mM Tris-Base, | mM EDTA
3.1.4  Filtersysteme
Filter Nr. Fluorochrom Anregung [nm] Anregungsfilter  dichroischer Spiegel Emissionsfilter
F 41-017 FITC (anti-CD3) 490 HQ 470/40 Q495 LP HQ 525/50
F41-007  RPE (anti-CD4) 550 HQ 545/30 Q570 LP HQ 610/75
F41-008  RPE/CyS5 (anti-CDS) 620 HQ 620/60 Q 660 LP HG 700/75
Alle Filter stammen von AHF-Analysetechnik, Tiibingen.
3.1.5 Geréate und Zellkultur-Platten
Gerét / Platten Firma
Elektroporator: Nucleofector™ I1 Amaxa
Mikroskope: 1X70 (Fluoreszenz) CK30 (Durchlicht) Olympus
Photometer: BioPhotometer Eppendorf
Uberkopfschiittler Heidolph
PCR-Gerét: TPersonal Thermocycler Biometra
Universal-Mikroplattenmessgerét: Genius Pro ELX800UV Tecan

Zentrifugen: Centrifuge 5415 R, Universal 32 R

Eppendorf, Hettrich

6-Well-Zellkulturplatten, transparent/flacher Boden BD Falcon #353046
24-Well-Zellkulturplatten, transparent/flacher Boden BD Falcon #353047
96-Well-Microtest™ -Platten, schwarz/transparenter, flacher Boden BD Falcon #353948




3. Material und Methodik 31

3.1.6  Auswertungsprogramme

Programm Firma

Excel Microsoft

Igor Pro Wave Metrics, Inc.
Till Vision Till Photonics

3.2 Zellbiologische Methodik

3.2.1  Aufreinigung humaner peripherer Blutlymphozyten (PBLS) Giber Dichtegradienten-

Zentrifugation

Die fiir die Aufreinigung bendétigten peripheren Blutmonozyten wurden aus Leukozyten-Reduktions-
Filtern der Blutbank gewonnen. Durch vorsichtige Injektion von 60 ml HBSS entgegen der urspriing-
lichen Laufrichtung des Blutes lieBen sich die Zellen aus den Filtern zuriickspiilen. Sie wurden dann
iiber Dichtegradienten-Zentrifugation (450xg, 30 Minuten, Raumtemperatur (RT)) in 50 ml Leucosep-
tubes (Greiner, #227290) isoliert. Der Monozytenring wurde abgenommen und in HBSS auf 50 ml
verdiinnt. Durch die anschlieende Zentrifugation (250xg, 10 Minuten, RT) wurden die Monozyten
gewaschen. Das Pellet wurde in 1 ml Lysepuffer aufgenommen (1 Minute, RT), wodurch vorhandene
Erythrozyten lysiert wurden. Nach Erhohung des Volumens mit HBSS auf 50 ml wurden die Zellen
erneut zentrifugiert (200xg, 10 Minuten, RT). Durch die niedrige g-Zahl verblieben die Thrombozyten
im Uberstand.

Entweder wurden die Zellen in AIM-V Medium mit 10% FCS im Inkubator oder fiir die weitere
Aufreinigung in PBS/0,5% BSA bei 4°C aufbewahrt. Die Zellen in Medium wurden bei 37°C, 5%
CO; und 95% Luftfeuchtigkeit in einer Dichte von 2-3x10° Zellen/ml in Kultur gehalten. Die Zellzéhl-
ung erfolgte in der Neubauerkammer (Labor Optics, #718606), wobei die Verwendung von Trypan-

Blue Solution der Markierung nicht-vitaler Zellen diente (Gebrauch in 1:2 Verdiinnung).

3.2.2 Isolierung von CD3"- und CD4"-Zellen durch ,,Negative Isolation*

Um eine Vorstimulation der T-Zellen zu vermeiden, wurde nach dem Prinzip der ,,Negative Isolation*
(Invitrogen, 113.11D, 113.19D) geméaB des Herstellerprotokolls gearbeitet. Die Isolierung erfolgte mit
Hilfe von magnetischen Polystyrenmikropartikeln (,,Dynabeads®). Den in PBS/0,5% BSA aufgenom-
menen PBLs wurde FCS und der Antikdrpermix mit Antikdrpern gegen Nicht-CD4"-Zellen zugege-
ben. Neben den Nicht-CD4"-Zellen werden auch voraktivierte CD4"-Zellen (HLA II-positive Zellen)

durch den Antikorpermix erfasst. Nach einer Inkubationszeit von 20 Minuten bei 4°C wurden die
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Zellen zentrifugiert (500xg, 8 Minuten, 4°C) und in PBS/0,5% BSA aufgenommen. Die gewaschenen
Dynabeads wurden den Zellen beigefiigt. Zur Ausbildung der Bindung zwischen Antikdrper und
Dynabeads wurde die Suspension erneut 15 Minuten bei RT auf dem Uberkopfschiittler inkubiert. Das
Volumen wurde mit PBS/0,5% BSA auf das Doppelte erhoht und das 50 ml Falcon Tube in einen
passenden Magneten gestellt. Auf diese Art wurden die Dynabeads mit den gebundenen Antikdrpern
herausgezogen. Der Uberstand mit den verbleibenden Zellen (CD3"- oder CD4"-Zellen) wurde abge-
nommen und zentrifugiert (200xg, 10 Minuten, 4°C). Fiir eine anschlieBend geplante Transfektion
wurden die Zellen in PBS/0,5% BSA (4°C) aufgenommen. Ansonsten wurden die Zellen in AIM-V
Medium mit 10% FCS in einer Dichte von etwa 3x10° Zellen/ml aufgenommen und bei 37°C, 5% CO,
und 95% Luftfeuchtigkeit inkubiert.

3.2.3 Bestimmung der Lymphozytensubpopulationen aufgereinigter Zellen mittels

Antikdrperfarbung

Um in den aufgereinigten Zellen die Hohe des CD3"- bzw. des CD4"-Zellanteils zu ermitteln, erfolgte
eine Farbung der Oberfldchenantigene mit fluoreszierenden Antikdrpern. Eine parallele Farbung der-
selben Zellen mit drei Antikdrpern gegen CD3 (Fluoreszeinisothiocyanat (FITC)-gekoppelt), CD4 (R-
Phycoerythrin (RPE)-gekoppelt) und CD8 (Cyanin5-Phycoerythrin (RPE/CyS5)-gekoppelt) wurde
durchgefiihrt. Ungefihr 350.000 Zellen wurden fiir 30 Minuten bei 4°C im Dunkeln mit den Antikor-
pern inkubiert. Nach der Inkubationszeit wurden sie durch kurze Zentrifugation und Aufnahme in PBS
gewaschen und auf ein mit Poly-Ornithin (0,1 mg/ml) beschichtetes Deckglas gegeben. Dieses wurde
im Fluoreszenzmikroskop (IX 70, Olympus) mit dem 20er Objektiv (Olympus) eingestellt und
betrachtet. Danach wurde das Signal eines jeden Fluorochroms im entsprechenden Filter als Einzel-
bildaufnahme festgehalten. Aulerdem wurde zusitzlich eine Aufnahme unter Verwendung von Trans-
missionslicht angefertigt. Die verwendeten Antikorper sowie die entsprechenden Anregungswellenlin-

gen, Belichtungszeiten und Filtersysteme sind unter Abschnitt 3.1 aufgelistet.

3.2.4 Transfektion humaner PBLs und CD4"-Zellen durch Elektroporation

Die Zellen wurden nach erfolgter Aufreinigung in 4°C kaltem PBS/0,5% BSA aufgenommen. Fiir je
eine Transfektion wurden 4-6x10° Zellen eingesetzt, wobei schrittweise den Angaben des Hersteller-
protokolls (Amaxa) gefolgt wurde. Die einzelnen Proben wurden zentrifugiert (200xg, 8 Minuten,
4°C) und in 100 pl T-Zell-Nucleofector-Losung (RT) aufgenommen. Nach der Zugabe von 0,9 pg
siRNA (3 pl einer 20 uM Losung (297 pg/ml)) wurden die Proben in eine Kiivette (Amaxa) tiberfiihrt.
Die Transfektion erfolgte im Elektroporator mit dem Programm U-14 fiir unstimulierte humane T-

Zellen. Unmittelbar im Anschluss an die Transfektion wurden 500 pl AIM-V-Medium (37°C) in die
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Kiivette gegeben. Die transfizierten Zellen wurden mit einer eigens dafiir vorgesehenen Plastikpipette
(Amaxa) in ein Well einer 24-Well-Platte tiberfiihrt. Nach Erhéhung des Volumens mit AIM-V-Me-
dium auf 2 ml (Zellkonzentration: 3x10° Zellen/ml) wurden die Zellen mindestens 12 Stunden bei

37°C, 5% CO, und 95% Luftfeuchtigkeit inkubiert.

3.2.5 Préaparation von Antikdrper-beschichteten Beads

Die Beschichtung von Polystyrenmikropartikeln (von hier ab als ,,Beads* bezeichnet) mit azidfreien
aCD3- und aCD28-Antikorpern oder al CAM-Antikorpern erfolgte gemill dem Herstellerprotokoll. Es
wurden 100 pl der Bead-Losung in ein Eppendorf Reaktionsgefédl3 iiberfithrt. Nach der Zugabe von
900 pl Boratpuffer wurde die Suspension zentrifugiert (8.000xg, 5 Minuten, RT). Durch die erneute
Aufnahme des Bead-Pellets in Boratpuffer und die zweimalige Wiederholung der letzten beiden
Schritte wurden die Beads gewaschen. Nach der dritten Zentrifugation wurden die Beads in 450 pl
Boratpuffer aufgenommen und entweder 12,5 pl aCD3-Antikérper und 37,5 pl aCD28-Antikorper
oder 50 ul alCAM-Antikorper zugegeben. Es folgte die Inkubation der Beads mit den Antikdrpern
iiber Nacht bei RT auf dem Uberkopfschiittler. Am folgenden Tag wurde die Bead-Suspension zu-
nichst zentrifugiert (8.000xg, 10 Minuten, RT). Das Pellet wurde in Boratpuffer aufgenommen, der
zur Stabilisierung der Antikorper-Bead-Bindung mit BSA (10 mg/ml) versetzt war. Danach wurde die
Losung 30 Minuten bei RT rotierend inkubiert und erneut zentrifugiert. Diese letzten drei Schritte
wurden zweimal wiederholt. Am Ende wurden die mit Antikdrper beschichteten Beads in einen Auf-
bewahrungspuffer (storage buffer) aufgenommen. Dieser Puffer ermdglichte die Verwendung der
Beads iiber einen Zeitraum von etwa einem Monat. Die Beads wurden bei 4°C gelagert und vor Benut-
zung gezédhlt und zweimal in AIM-V-Medium gewaschen. Fiir die Proliferationsexperimente wurden

die Beads den T-Zellen in einem Bead/Zell-Verhéltnis von 1/1 zugefiihrt.

3.2.6  Proliferationsexperimente

Alle Proliferationsexperimente wurden in schwarzen 96-Well-Zellkulturplatten durchgefiihrt. Soweit
es nicht anders erwéhnt ist, wurden 50.000 Zellen pro Well (Z/W) in einem Gesamtvolumen von
200 ul eingesetzt. Daflir wurden untransfizierte Zellen zundchst gezdhlt, zur Auswaschung von
Zellresten zentrifugiert (200xg, 10 Minuten, RT) und in einer Konzentration von 500.000 Zellen/ml in
AIM-V Medium (37°C) aufgenommen. So konnten sie in 100 pl in die Wells der 96-Well-Platte
pipettiert werden. Zellen, die mit siRNA transfiziert worden waren, wurden vorsichtig aus den Wells
der 24-Well-Platte entnommen und in ein 15 ml Falcontube iiberfiihrt. Das Well wurde mit 2 - 4 ml
AIM-V Medium (37°C) nachgespiilt, um den Zellverlust moglichst gering zu halten. Die Zellen
wurden zentrifugiert (200xg, 8 Minuten, RT) und in 2 ml AIM-V Medium (37°C) aufgenommen.
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Nach der Zellzdhlung wurde das fiir die Endkonzentration von 500.000 Zellen/ml benétigte Volumen
AIM-V Medium (37°C) zugegeben. Wiederum wurde in 100 pl pipettiert.

Beim Einsatz von siRNA-transfizierten Zellen wurde die Proliferation zumeist unter den zwei Bedin-
gungen 1. Zugabe von EGTA und 2. keine Zugabe von EGTA gemessen. Also wurden jeweils zwei
Ldsungen angesetzt, eine 2,0 - 2,4 mM EGTA-L6sung fiir eine Endkonzentration von 1,0 - 1,2 mM in
den Wells und AIM-V-Medium ohne EGTA. Dahinein wurden die Beads in einer Konzentration von
500.000 Beads/ml gegeben. Die Losungen wurden in 100 ul auf die Platten pipettiert. Nach einer
kurzen Inkubation bei 37°C, 5% CO,und 95% Luftfeuchtigkeit erfolgte die Zugabe der Zellen.

Fiir Experimente, in denen EGTA-Konzentrationsreihen getestet wurden, wurden die gewaschenen,
aCD3-/aCD28-beschichteten Beads als Stimulus direkt zu den Zellen gegeben. Die Menge wurde so
gewahlt, dass die Endkonzentration ebenfalls 500.000 Beads/ml ergab (Bead/Zell-Verhéltnis 1/1). Die
EGTA-L6sungen unterschiedlicher Konzentrationen wurden zuvor angesetzt und in 100 pl auf die
Platten pipettiert. Eine mehrstiindige Inkubation der Platten bei 37°C, 5% CO, und 95% Lulft-
feuchtigkeit erlaubte die pH-Wert-Einstellung des Mediums. Danach wurden die Zellen mit Beads in
100 pl dazugegeben.

Bei der Verwendung von PHA als Stimulus wurde es in einer Endkonzentration von 2 pug/ml in den
Wells benutzt. Um in 100 pl zu pipettieren, wurde eine Losung der Konzentration von 4 pg/ml herge-
stellt. Dafiir wurde das PHA (Stammlosung 10 mg/ml) in AIM-V Medium verdiinnt. In Experimenten
mit den Kanalblockern BTP2 und Econazol wurde die Substanzen ebenfalls in AIM-V Medium
verdiinnt auf die Platten gegeben. Sowohl BTP2 (Stammldsung 10 mM) als auch Econazol (Stamm-
16sung 50 mM) wurden in einer Konzentration von 200 nM eingesetzt.

Die Platten wurden fiir 1 Stunde (Tag 0), 24 Stunden (Tag 1), 48 Stunden (Tag 2), 72 Stunden (Tag 3),
96 Stunden (Tag 4) und 120 Stunden (Tag 5) bei 37°C, 5% CO, und 95% Luftfeuchtigkeit inkubiert.
Um einen Fliissigkeitsverlust durch Verdunstung zu vermeiden, wurden die du3eren Wells ausgespart
und mit 200 ul Wasser gefiillt. Aulerdem wurden die Platten kontinuierlich in ,,feuchten Kammern*
(Instrumentenkésten (VWR, #216-1383) mit je 100 ml destilliertem Wasser) aufbewahrt. Nach der
Inkubationszeit wurde mit dem CellTiter-Blue™ Assay die Zahl der lebenden Zellen ermittelt. Die
Funktionsweise des Assays basiert auf der Eigenschaft lebender Zellen, den Redox-Farbstoff Resazu-
rin in das fluoreszierende Endprodukt Resorufin umzusetzen (Abbildung 3.2.5). Resorufin zeichnet
sich durch ein starkes Fluoreszenzsignal mit einem Anregungs- bzw. Emissionsmaximum der Wellen-
langen 579 nm bzw. 584 nm aus. Es wurden zu jedem Well 20 pl CellTiter-Blue gegeben, die Platten
weitere drei Stunden zu den oben genannten Bedingungen inkubiert und schlieBlich das Fluoreszenz-
signal mit dem Universalmikroplattenleser Genios Pro bei 535g,/590g,, (Anregungswellenldnge [nm] /
Emissionswellenldnge [nm]) ausgemessen. Um das optimalste Signal/Rausch-Verhéltnis zu bestim-
men, wurden mit unterschiedlichen Filtern verschiedene Anregungs- und Emissionswellenldngen
getestet (darunter 535gx/590gm, 560k/590gm, 535Ex/620g, und 560g,/620k,,). Das beste Signal/Rausch-

Verhiltnis wurde bei 535g,/590g,, gemessen, obwohl diese Wellenldngen nicht exakt in den Maxima
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der Fluoreszenzkurven liegen. Somit wurden die weiteren Messungen bei dieser Anregungs- und
dieser Emissionswellenldnge durchgefiihrt. Die weiteren FEinstellungen des Mikroplattenlesers
lauteten: Gain (manual) = 38, Lag time = 0 ps, Integration time = 40 pus, Number of flashes = 10, Time
between move and flash = 0 pus, Read mode = bottom, Shaking time = 15-30 s, Settle time = 15-30 s.

Die Messwerte wurden als Triplikate bestimmt und anschlieBend gemittelt.
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Abb. 3.2.5 Die Reduktion von Resazurin durch metabolisch aktive Zellen fiihrt zu dem fluoreszierenden End-
produkt Resorufin. Das Fluoreszenzsignal ist proportional zu der Zahl der lebenden Zellen. Die rechte Abbild-
ung zeigt das Anregungs- und Emissionsspektrum von Resorufin. (Die Abbildungen wurden aus dem ,,Technical
Bulletin No 317 von Promega entnommen.)

3.2.7  Zellkultur TRPC3-uberexprimierender HEK 293 Zellen

Die Effizienziiberpriifung der siRNA wurde in der Zelllinie Human Embryonic Kidney (HEK) 293
Zellen durchgefiihrt. Stabil-transfizierte TRPC3-iiberexprimierende HEK 293 Zellen wurden freund-
licherweise von Mike Zhu zur Verfiigung gestellt. Sie wurden in D-MEM Medium (10% FCS, 10%
Penicillin/Streptomycin) mit zugegebenem G418 (0,5%) bei 37°C, 5% CO, und 95% Luftfeuchtigkeit
kultiviert.

Fiir die folgenden Experimente wurden die Zellen am Vortag mit etwa 1 ml 0,25% Trypsin/l mM
EDTA vom Zellkulturflaschenboden abgelost. Nach einer Zdhlung in der Neubauerzdhlkammer
wurden die Wells einer 6-Well-Platte mit Zellen in verschiedenen Konzentrationen befiillt. Hierbei
lagen die Zellzahlen zwischen 200.000 Z/W fiir an Tag 3 terminierte Versuche und 700.000 Z/W fiir
an Tag 0 terminierte Versuche. Die Platten wurden bei 37°C, 5% CO, und 95% Luftfeuchtigkeit in

,,feuchten Kammern* inkubiert.
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3.2.8 Transfektion von HEK 293 Zellen mit siRNA

Die HEK 293 Zellen wurden mit der HiPerfect-Transfektionstechnik (Qiagen) transfiziert. Dafiir wur-
den jeweils fiir die zu transfizierenden Zellen eines Wells einer 6-Well-Platte 0,6 pl siRNA (entspricht
150 ng der 20 uM Loésung) in 99,4 ul serumfreiem D-MEM Medium verdiinnt. Dazu wurden 12 ul
HiPerfect Reagent gegeben. Es folgte eine Inkubationszeit von 5-10 Minuten bei RT, in der die For-
mation der Transfektionskomplexe stattfand. Aus den 6-Well-Platten wurde das Medium vom Vortag
entfernt und pro Well 2300 pl frisches Medium hineingegeben. Die Zugabe der 112 pl Transfektions-
l6sung zu den Zellen erfolgte tropfenweise. Durch die behutsame Kreisbewegung der Platten wurde
eine Homogenisierung der Losung im Gesamtvolumen erzielt, die die gleichmiBige Diffusion der
Transfektionskomplexe in alle Zellen vereinfachte. AnschlieBend wurden die Zellen unter den vorheri-

gen Bedingungen inkubiert.

3.3 Molekularbiologische Methodik

3.3.1 Isolierung totaler RNA
Mit Hilfe des TRIzol Reagents erfolgte die Isolierung der RNA. Dafiir wurden 800.000 HEK 293 Zel-

len und zwischen 3x10°und 1x10” CD4"-Zellen eingesetzt. Die Zellen wurden durch eine Zentrifuga-
tion (250xg, 10 Minuten, RT) sedimentiert und in 1 ml TRIzol Reagent lysiert. Nach einem erneuten
Zentrifugationsschritt (12.000xg, 10 Minuten, 4°C) wurde der Uberstand in ein frisches Reaktionsge-
faf} {iberfithrt und 5 Minuten bei RT inkubiert. Pro 1 ml TRIzol-Probe wurden 200 ul Chloroform zu-
gegeben, gemischt und weitere 3 Minuten bei RT inkubiert. Nach der folgenden Zentrifugation
(12.000xg, 15 Minuten, 4°C) wurde die wissrige Phase abgenommen und in ein neues Reaktionsgefil3
gegeben. Zur Erhohung der Ausbeute der RNA wurde 1 pl Glycogen hinzugegeben. Fiir die RNA-Pré-
zipitation wurden 0,5 ml Isopropanol pro 1 ml TRIzol-Probe zugefiihrt und bei RT 10 Minuten inku-
biert. Es folgte ein Zentrifugationsschritt (12.000xg, 10 Minuten, 4°C). Das Pellet wurde durch Zuga-
be von 75% Ethanol (100% Ethanol mit 0,1% DEPC-H,O verdiinnt) und Zentrifugation (7.500xg,
5 Minuten, 4°C) gewaschen. Das RNA-Pellet wurde an der Luft getrocknet und in 15-20 pul DEPC-be-
handeltes Wasser aufgenommen. Die Qualitdt und Quantitit der RNA wurde mittels photometrischer
Messung und Gelelektrophorese iiberpriift. Die nicht direkt in die reverse Transkription eingesetzte
RNA wurde mit DEPC-H,O auf 200 pl aufgefiillt. Nach der Zugabe von 30 pl Natriumacetatldsung
(2 M, 0,15 x Vol, pH 5,2) und 500 pl Ethanol (100%, 2,5 x Vol) wurde die RNA bei -80° C aufbe-

wahrt.
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3.3.2 Reverse Transkription

In die reverse Transkription wurden 0,8 pg totale RNA in einem Reaktionsvolumen von 20 pl einge-
setzt. Es folgte entsprechend des Herstellerprotokolls (Invitrogen) die Umschreibung der mRNA mit
einem Oligo(dT);,.;s Primer und einer Super Script'™1I RNaseH™ Reverse Transkriptase in cDNA. Aus

der reversen Transkription wurden 0,5 - 2 pl der entstandenen DNA-Matrize in die PCR eingesetzt.

3.3.3 Amplifikation spezifischer DNA mittels Polymerase Kettenreaktion (PCR)

Die PCR wurde in einem Reaktionsvolumen von 20 pl durchgefiihrt. Fiir einen Ansatz wurden
200 uM dNTPs (Invitrogen) und 1 uM jeden Primers sowie 0,5 Units AmpliTaq Polymerase (Taq
DNA Polymerase Kit, Qiagen) eingesetzt. Die Primer-Sequenzen wurden von Eva Schwarz, Bettina
Straul und Melodie-Jo Wolfs erstellt und von Invitrogen synthetisiert. Es wurden 0,5 - 2 pul der DNA-
Matrize aus der reversen Transkription verwendet. AuBerdem wurde bei jeder PCR eine
Negativkontrolle (H,O als Template) mitgefiihrt. Alle Pipettiervorgénge fanden auf Eis statt. Die PCR
wurde mit einer Denaturierungszeit von 45 Sekunden bei 94°C, mit einer Hybridisierungszeit fiir die
Primer von 30 Sekunden bei 58°C und mit einer Kettenverldngerungszeit von 30 Sekunden bei 72°C
durchgefiihrt. Das Standardprofil einer gesamten PCR bestand aus 35 Zyklen, mit einer anfanglichen
Denaturierungszeit von 3 Minuten bei 94°C und einer abschlieBenden Elongation von 10 Minuten bei
72°C. Bis zur weiteren Verwendung wurde die Reaktion auf 4°C gekiihlt. Die Analyse erfolgte mittels

Gelelektrophorese.

3.3.4 Photometrische Bestimmung der Konzentration und Reinheit von Nukleinsauren

Der photometrischen Bestimmung von Nukleinsdurekonzentrationen liegt zugrunde, dass 1,0 ODyg
(optische Dichte bei A = 260 nm) 50 pg doppelstrangiger DNA / ml beziehungsweise 38 pg RNA / ml
entspricht. Das Verhiltnis der optischen Dichte von A =260 nm und A = 280 nm (OD,4,/ODyg) gibt ei-
nen Anhaltspunkt fiir die Reinheit der Nukleinsduren. Der Quotient sollte fiir reine DNA- und RNA-
Loésungen zwischen 1,8 und 2,0 liegen. Geringere Werte weisen auf unvollstdndig in Losung gegange-
ne Nukleinsdure oder eine Kontamination mit Proteinen hin, da diese Licht bei A = 280 nm absorbie-
ren.

Die Proben wurden in den Verdiinnungen 1:200, 1:100 und 1:50 eingesetzt. Die Verdiinnungen wur-
den in einem Gesamtvolumen von 50 ul unter Verwendung von DEPC-behandeltem 1 x TE-Puffer
hergestellt. Die Proben wurden in UV-Kiivetten (UVetten® 220-1600 nm Eppendorf) iiberfithrt und im

Photometer vermessen.
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3.3.5 Agarose-Gelelektrophorese

Die Gelelektrophorese von DNA und totaler RNA wurde durchgefiihrt wie es 1989 bei Sambrook et
al. in Kapitel 6 beschrieben ist [66]. Zur Herstellung der Gele wurde Agarose Multi Purpose (1-2%)
und 1 x TBE-Puffer sowie Ethidiumbromid (0,5 pg/ml) zur Anfarbung der DNA eingesetzt. 1 x TBE
wurde auBBerdem als Laufpuffer benutzt. Gearbeitet wurde in den Gelelektrophorese-Kammern ,,DNA
Pocket Block* von Biozym und ,,Sunrise* von Biometra. Es wurden 6 x Auftragspuffer und eine 1Kb

DNA Ladder (Invitrogen) als Marker verwendet.

3.4 Proteinchemische Methodik

3.4.1 Proteinisolierung aus TRPC3-Uberexprimierenden HEK 293 Zellen

In die Proteinisolierung wurden zwischen 1-3x10° HEK 293 Zellen eingesetzt. Die Zellen wurden
nach der Ablésung mit 0,25% Trypsin/l mM EDTA in Medium aufgenommen und zentrifugiert
(200xg, 10 Minuten, RT). Im Lysepuffer (4°C) wurde eine Proteinase-Inhibitor-Tablette in der vom
Hersteller angegebenen Konzentration geldst (1 Tablette in 10 ml Lysepuffer). Das Zellsediment wur-
de in 100 pl des Puffers aufgenommen und zur Aufbrechung der Zellen fiir 2 x 20 Sekunden mit Ultra-
schall beschallt (Amplitude 38%). Um ein zu starkes Erhitzen der Probe zu vermeiden, wurde nach je-
der Beschallung eine Pause von 60 Sekunden gemacht. Bis zur weiteren Verwendung wurde das

Zelllysat bei -20°C gelagert.

3.4.2 Polyacrylamid - Gelelektrophorese (PAGE)

Die Durchfiihrung der diskontinuierlichen, denaturierenden Elektrophorese erfolgte wie 1997 in Ausu-
bel et al. beschrieben [02]. Die Proteine wurden nach ihrem Molekulargewicht in Polyacrylamid-Ge-
len in vertikalen Kammern (Biometra) aufgetrennt (Sammelgel: pH 6,8, 0,5 M Tris-Cl, 0,4% SDS, 8%
Acrylamid/bis-Acrylamid; Trenngel: pH 8,8, 1,5 M Tris-Cl, 0,4% SDS, 8% Acrylamid/bis-Acryl-
amid). Als GroBenstandard wurde der Marker Precision Plus Protein Dual Color Standards (Biorad,

#1610374) verwendet.

3.4.3 Proteintransfer auf Nitrocellulose-Membranen (Western-Blot)

Das Western-Blotting wurde entsprechend den Angaben von Amersham Life Science durchgefiihrt.

Von den Polyacrylamid-Gelen wurden die Proteine auf Nitrocellulose-Membranen (Pore: 0,45 pm,
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Schleicher & Schuell, #10439194) transferiert und mit Ponceau S Solution angeférbt. Die Membranen
wurden mit TBS vollsténdig entférbt und iiber Nacht in 5%iger, nicht-fetthaltiger Trockenmilch/TBST
inkubiert. Die Membranen wurden mit Primérantikorper in 3%iger, nicht fetthaltiger Trocken-
milch/TBS eine Stunde inkubiert. AnschlieBend wurden sie 4 x 5 Minuten in TBST gewaschen. Mit
dem Sekunddrantikérper wurden die Membranen ebenso in 3%iger, nicht fetthaltiger Trocken-
milch/TBS inkubiert und gewaschen. Die Peroxidase, die an den Sekundarantikérper gekoppelt ist,

wurde mit ECL™

(Enhanced Chemoluminiscence Western Blotting Detection Reagents, Amersham)
detektiert. Das Signal wurde auf einem Rontgenfilm (Cronex 5, AGFA) festgehalten (Entwickler:

Ilfoospeed, Fixierer: Paper Fixer, Ilford).
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4, Ergebnisse

4.1 Entwicklung und Validierung der Methodik

4.1.1 ldentifizierung und Quantifizierung der Lymphozytensubpopulationen in peripheren

Blutlymphozyten (PBLs) und in aufgereinigten CD4"-Zellen

Nach der Aufreinigung von peripheren Blutlymphozyten (PBLs) wurden die einzelnen T-Zell-Popu-
lationen durch eine Antikorperfarbung mit aCD3-, aCD4- und aCD8-Antikérpern ermittelt. Unter-
sucht wurden Zellen von sechs Spendern, nachdem sie iiber Nacht bei 37°C, 5% CO, und 95% Luft-
feuchtigkeit inkubiert wurden. Die im Uberstand enthaltenen PBLs setzen sich zu 74,6 + 3,1% aus
CD3"-Zellen zusammen. Unter die CD3-negativen Zellen in der Population fallen neben NK-Zellen B-
Lymphozyten, Monozyten, Granulozyten und eventuell verbliebene Erythrozyten.

Nach der Isolierung von CD4"-Zellen wurde die Reinheit der Zellen durch eine aCD4-Firbung be-
stimmt. Es wurden Zellen aus 31 CD4"-Zell-Aufreinigungen untersucht. Im Mittel betrug der CD4"-
Zell-Anteil 96,2% (SD: 2,3%).

Die Entscheidung, mit reinen CD4"-Zellen zu arbeiten, entstand aus der Beobachtung, dass PHA in
PBLs eine mit den Antikdrper-beschichteten Beads vergleichbare Proliferation hervorruft, in einer rei-
nen CD4"-Zell-Population jedoch keinen Effekt hat (Abschnitt 4.1.3). Dies zeigt, dass in PBLs nicht
ausschlieBlich die Stimulation des T-Zell-Rezeptors (TCR) zu T-Zell-Proliferation fiihrt. Weitere Fak-
toren wie Zell-Zell-Interaktionen und eventuell ausgeschiittete Zytokine spielen eine wichtige Rolle.
Da eine wichtige Fragestellung der vorliegenden Dissertation darin bestand, TCR-vermittelte T-Zell-
Aktivierung und -Proliferation zu analysieren, lieferte dieses Ergebnis letztendlich das entscheidende
Argument zu dem Entschluss, mit reinen CD4"-Zellen zu arbeiten,. So wurde an die PBLs-Aufreini-
gung jeweils eine CD4 -Zell-Isolierung angeschlossen, auch wenn die Experimente dadurch sowohl

zeitlich als auch finanziell deutlich aufwendiger wurden.

4.1.2 Proliferation von PBLs und CD4"-Zellen in Abhangigkeit von der Zellzahl

Fiir die Proliferationsexperimente musste eine Anfangszellzahl gewahlt werden, bei der sichergestellt
war, dass die Proliferation der Zellen auch tatsichlich auf die Modifikation der gewdhlten Parameter
(wie z.B. Anderung der extrazelluliren Kalziumkonzentration mittels EGTA, Transfektion der Zellen
mit siRNA) zuriickzufiihren ist. Die Zellzahl musste in einem Bereich liegen, in dem das Messsignal

linear mit der zu messenden Zellzahl {iber den zu messenden Zeitraum steigt. Die Linearitdt der
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Zellzahl zum gemessenen Signal stellte sicher, dass andere Parameter wie z.B. Well-Grof3e, Zelldichte
oder Verbrauch von Medium nicht zum limitierenden Faktor fiir die Proliferation werden.

Es stellte sich ein linearer Anstieg des iiber den CellTiter Blue-Assay ermittelten Fluoreszenzsignals
fiir die Anfangszellzahlen 12.500 bis 50.000 Zellen pro Well (Z/W) {iber einen Zeitraum von vier Ta-
gen heraus (Abbildung 4.1). Bei hoheren Zellzahlen wurden eine Verlangsamung und eine Séttigung
der Proliferation beobachtet. Oben angegebene Faktoren wie zum Beispiel eine zu hohe Zelldichte er-
klaren dieses Ergebnis. Es wurde die Zellzahl 50.000 Z/W gewéhlt, um gleichzeitig das hochstmog-
liche Messsignal zu erhalten. Diese Zellzahl wurde fiir alle weiteren Proliferationsexperimente einge-
setzt.

Dieselben Experimente wurden mit aufgereinigten CD4"-Zellen wiederholt. Auch die Proliferation
von einer reinen CD4'-Zell-Population mit der Anfangszellzahl von 50.000 /W verhielt sich iiber den

Zeitraum von vier Tagen linear.
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Abb. 4.1 Proliferation von PBLs eines reprisentativen Spenders iliber sechs Tage. Getestet wurden fiinf
verschiedene Anfangszellzahlen 12.500, 25.000, 50.000, 100.000 und 200.000 Zellen pro Well (Z/W). Die
Zellen wurden mit aCD3-/aCD28-beschichteten Beads im Verhéltnis 1:1 stimuliert. An den jeweiligen
Messzeitpunkten (Tag 0 bis Tag 6) wurde durch Zugabe von CellTiter Blue, dreistiindige Inkubation und
Messung im Mikroplattenmessgerit das der Zellproliferation entsprechende Fluoreszenzsignal ermittelt.

4.1.3 Proliferation von PBLs und CD4"-Zellen in Abhéangigkeit vom Stimulus

Primére PBLs und CD4"-Zellen bendtigen einen Stimulus, um zu proliferieren (Abschnitt 2.2). Natiir-
licherweise geschieht dies tiber ein MHCII-gebundenes Antigen, das von einer Antigen-prasentieren-
den Zelle (APC) angeboten wird. Dies nennt man eine fokale Stimulation. Thr folgt die Formation der
immunologischen Synapse zwischen den beiden Zellen, woriiber der TCR und als Folge die T-Zelle
aktiviert wird. Um diese fokale Stimulation zu imitieren, wurden Beads benutzt, die mit aCD3- und

aCD28-Antikérpern im Verhéltnis 1:4 beschichtet worden waren.
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Durch Ca®"-Imaging-Versuche wurde verifiziert, dass aCD3-/aCD28-beschichtete Beads iiber die
fokale Aktivierung der CD4"-Zellen einen Ca*'-Einstrom ausldsen (Abbildung 4.2). Dafiir wurden
CD4"-Zellen mit dem fluoreszierenden Kalzium-Farbstoff Fura-2 A/M geladen und in eine
Messkammer eingebracht. Nach Zugabe der stimulierenden Beads zeigt sich im Infrarot-Bild die
Ausbildung einer breiten Zell-Bead-Kontaktstelle. Diese wurde als immunologische Synapse
interpretiert. Damit einhergehend wurde die Erhéhung der intrazelluldren Ca’’-Konzentration als
Zunahme des Fluoreszenzsignals gemessen. Diese intrazelluldre Konzentrationserhohung entspricht
der Entleerung der Ca**-Speicher und die folgende Aktivierung des Ca®-Einstroms iiber CRAC-
Kanile. Durch dieses Experiment wird die effiziente Stimulation der CD4"-Zellen durch Antikdrper-
beschichtete Beads demonstriert. Parallel zu den Ca*"-Imaging-Experimenten wurde mittels Patch-
Clamp-Technik in derartig stimulierten CD4"-Zellen die Aktivierung des CRAC-Stromes gemessen
(Daten in [67] publiziert).

Abb. 4.2 Durch den Ca*'-Farbstof Fura-2
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Die Sperzifititskontrolle fiir die Beads bestand in alCAM-beschichteten Beads. Durch diese wurde
iberpriift, dass es der Beschichtung der Beads mit aCD3- und aCD28-Antikdrpern bedurfte, um die
Zellen zu stimulieren. Die Aktivierung von ICAM (Intracellular Adhesion Molecule, das den TCR
nicht stimuliert) durch anti-ICAM-Antikdrper sollte keine Zellproliferation bewirken. AuBerdem
wurde das tiblicherweise zur T-Zell-Stimulation eingesetzte PHA getestet. PHA ist ein Lectin aus
Phaseolus vulgaris, das bei Kontakt mit der T-Zell-Membran unspezifisch Oberflichenmolekiile
vernetzt. Unter anderem wird auch der TCR vernetzt und dadurch aktiviert.

Zellen von mehr als 50 Spendern wurden wie folgt untersucht: Nach der Aufreinigung wurden die
Zellen iiber Nacht in AIM-V-Medium (ohne Stimulus) bei 37°C, 5% CO, und 95% Luftfeuchtigkeit
inkubiert und erst am folgenden Tag weiterverwendet. Zu 50.000 Z/W wurden verschiedene Stimuli

gegeben, dazu zéhlten aCD3-/aCD28- oder alCAM-beschichtete Beads, PHA und Antikérper in
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Losung, die direkt ins Well zu den Zellen gegeben wurden (aCD3- und aCD28-Antikdrper der Well-
Konzentration 5 pg/ml). AuBerdem wurden Zellen ohne Stimulus belassen.
aCD3-/aCD28-beschichtete Beads stellen einen sehr effizienten Stimulus sowohl fiir PBLs als auch
fiir reine CD4"-Zellen dar (Abbildung 4.3). Im Durchschnitt lieB sich eine Zunahme des mit dem
CellTiter Blue Assay gemessenen Fluoreszenzsignals von 900% bei PBLs und von 1440% bei CD4"-
Zellen von Tag 0 zu Tag 4 messen. Beads, die mit alCAM-Antikérper beschichtet wurden, bewirkten
kein Zellwachstum. PBLs proliferierten nach Stimulation mit PHA &hnlich gut wie nach Bead-Stimu-
lation (1030% Anstieg des Fluoreszenzsignals an Tag 4, Daten nicht gezeigt). Dagegen lieBen sich
CD4"-Zellen mit PHA alleine nicht stimulieren. Auch die Antikdrper, die in Losung zu den Zellen
gegeben wurden, stellten keinen Proliferationsstimulus fiir CD4"-Zellen dar.

Mit aCD3-/aCD28-beschichteten Beads wurde damit eine hoch effiziente Stimulationsmethode fiir
primire CD4"-Zellen gefunden. Diese Ergebnisse bestitigen die Idee, Beads als fokalen Stimulus fiir
die Zellen einzusetzen. Sie aktivieren spezifischer als PHA den TCR und die TCR-abhingigen Signal-
kaskaden und stellen durch die Imitierung der APC einen &uferst physiologischen Stimulus dar.

Fiir alle folgenden Proliferationsexperimente wurden aCD3-/aCD28-beschichtete Beads zur Stimula-

tion der CD4"-Zellen verwendet.
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Abb. 4.3 Nebeneinander gezeigt ist die Proliferation von aCD3-/aCD28-beschichteten Bead-stimulierten PBLs
(griin) und auf verschiedene Weise stimulierten CD4'-Zellen iiber vier Tage. An Tag 0 wurden die CD4"-Zellen
entweder mit aCD3-/aCD28-beschichteten Beads (rot), PHA (2 pg/ml) (gelb), alCAM-beschichteten Beads
(hellgrau) oder freien aCD3- und aCD28-Antikdrpern (5 pg/ml) (dunkelgrau) stimuliert. Als Negativkontrolle
wurden Zellen nicht stimuliert (schwarz). Es wurden Messungen von 29 Spendern in der PBL-Darstellung
zusammengefasst. Daten von zwei (PHA-stimuliert) bis zwolf (Bead-stimuliert) Spendern gingen in die Grafik
der CD4"-Zellen ein. Das Fluoreszenzsignal an Tag 0 wurde auf 100% gesetzt.

In den oben beschriebenen Proliferationsexperimenten wurden die Daten quantitativ als ,,Anstieg des
Fluoreszenzsignals* angegeben. Diese Umschreibung ergab sich aus der Beobachtung, dass der erhdh-
te Umsatz des CellTiter Blue, d.h. ein Anstieg des Fluoreszenzsignals, aus zweierlei Griinden ge-

schieht:
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1. Wachstum: In den ersten zwei Tagen nach Zugabe von aCD3-/aCD28-beschichteten Beads steigt
das Volumen der Zellen auf das 3fache ihres urspriinglichen Volumens an (@ (unstimulierte Zellen):
8,41 um, n = 255 Zellen; @ (stimulierte Zellen an Tag 2): 12,10 um, n = 51 Zellen). Aus den RNA-
Isolierungen ergab sich eine um den Faktor 5,8 steigende Menge an totaler RNA (RNA(Tag 0): 1,5 pg
pro Zelle; RNA(Tag 2): 8,76 pg pro Zelle, analysiert mit quantitativer PCR, Daten aus 3 Spendern).
Dies spricht fiir eine starke Aktivierung der Zellen. Die dementsprechend gesteigerte Stoffwechsel-
aktivitit wird mit CellTiter Blue detektiert, ohne dass es in dieser Zeit zu einer tatsichlichen Erh6hung
der Zellzahl kommt.

2. Proliferation: Dem Prozess des Zellwachstums folgt die Zellteilung. Die tatsdchlichen Zellteilungs-
raten liegen in einer Verdopplung der Zellzahl nach ungefiahr zwei Tagen. Diese Zahl soll als grober
Anbhaltspunkt gelten und wurde aus Proliferationsversuchen mit untransfizierten CD4"-Zellen erhoben,
welche der Proliferationsrate transfizierter Zellen nicht genau entsprechen muf3. Durch die steigende
Zellzahl, das heifit durch mehr aktive Zellen, erhoht sich ebenfalls die Gesamtstoffwechselaktivitit,
was als ein gesteigerter Umsatz des CellTiter Blue gemessen wurde.

Durch die Messung von Wachstum und Proliferation konnten sowohl der Aktivierungsstatus als auch
die Zellzahlerhohung bestimmt werden. Zellen, die in wichtigen Komponenten der Signalkaskade
eingeschréankt sind, zeigen auch eine verminderte Aktivierung, die in eine verminderte Zellprolifera-
tion resultiert.

Dass die erste Zellteilung erst nach ungefdhr zwei Tagen stattfindet, bot den folgenden Transfektions-
experimenten einen wichtigen Vorteil: Die siRNA verbleibt einige Zeit in der Zelle, ohne durch die
Aufteilung des Zytoplasmas auf zwei Zellen verdiinnt zu werden. Die Zeit, in der sie in der Anfangs-

konzentration in der Zelle vorliegt, wird so verldngert.

4.1.4 Interleukin-2-Sekretion von PBLs und CD4"-Zellen in Abhangigkeit vom Stimulus

Ein wichtiger weiterer Parameter fiir die Analyse der T-Zell-Aktivierung ist die Sekretion von
Interleukin-2 (IL-2). IL-2 z#hlt zu den wichtigsten Zytokinen des Immunsystems und wird binnen
Sekunden bis Minuten nach Stimulation des TCR ausgeschiittet. Es bewirkt als Wachstumsfaktor die
Proliferation von CD4"-Zellen und die Aktivierung von CD8"-Zellen. AuBerdem ist es ein Differen-
zierungsfaktor fiir verschiedene Zellen wie B-Lymphozyten, Monozyten und NK-Zellen. Durch
Bestimmung des IL-2-Gehaltes im Medium von stimulierten T-Zellen wurde - wie auch durch die
Messung von Proliferation - die Aktivierung der T-Zellen quantifiziert.

Die IL-2 Sekretion wurde direkt parallel zur Proliferation in Zusammenarbeit mit Eva Schwarz und
Bettina Strau} ermittelt. Die 96-Well-Platten wurden im Anschluss an die Fluoreszenzsignalmessung
zentrifugiert (150xg, 8 Minuten, RT). Die Uberstinde wurden zellfrei abpipettiert und in eine 96-Well-
Platte iiberfiihrt. Bis zur Bestimmung der I1-2-Konzentration mittels ELISA-Analyse wurden sie bei
-20°C gelagert.
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Auf die Stimulation von sowohl PBLs als auch CD4"-Zellen mit aCD3-/aCD28-beschichteten Beads
erfolgte die Produktion und Sekretion von IL-2, welche durch Erhéhung der IL-2-Konzentration
gemessen wurde (Abbildung 4.4). Es zeigte sich, dass die fiir die Proliferationsexperimente gewéhlten
Bedingungen (50.000 Z/W in 200 ul Anfangsvolumen) geeignet waren, um die IL-2-Detektion im
Uberstand derselben Zellen durchzufiihren. Schon drei Stunden nach Zugabe der Antikdrper-
beschichteten Beads zu CD4"-Zellen konnte eine Erhéhung der IL-2 Konzentration gemessen werden.
Sie erreichte mit 5,3 ng/ml nach 48 Stunden ein Maximum. Wiederum wurde durch PHA keine
Stimulation einer reinen CD4 -Zell-Population erreicht: PHA fiihrte nicht zur Erhéhung der IL-2-
Konzentration. Dagegen wurden PBLs sowohl durch Beads als auch durch PHA zur IL-2-Ausschiit-
tung angeregt. In den Proliferationsexperimenten war die Proliferationsrate der Bead- und PHA-stimu-
lierten PBLs etwa gleich (900% Bead-stimuliert, 1030% PHA-stimuliert, Tag 4). In der IL-2-Messung
wurde nun mit Bead-Stimulation eine iiber die Zeit hohere IL-2-Konzentration erreicht. Es ist
moglich, dass die fokale Stimulation des TCR durch die spezifischere Aktivierung zu einer erhohten
IL-2 Ausschiittung fiihrt. Eventuell ist auch die IL-2-Bestimmung sensitiver, wodurch Unterschiede
im Aktivierungsstatus der Zellen noch besser aufgeschliisselt werden konnen. Insgesamt lagen die

IL-2-Konzentrationen der PBLs mehr als 50 % unter denen der Bead-stimulierten CD4 "-Zellen.

Abb. 4.4 Die Sekretion von IL-2 wurde iiber einen Zeitraum von vier Tagen 50
gemessen. Dabei wurden die Uberstinde aus einem Proliferationsexperiment, in
das eine Anfangszellzahl von 50.000 Z/W eingesetzt wurden, zellfrei abgenom-
men und die darin enthaltene IL-2-Menge ermittelt. Gezeigt werden die IL-2-
Konzentrationen von PBLs und CD4'-Zellen desselben Spenders nach
Stimulation mit aCD3-/aCD28-beschichteten Beads, PHA und ohne Zugabe 0

eines Stimulus. In der rechten Abbildung ist der 3-Stunden-Zeitpunkt vergroBert 3h
dargestellt.
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Parallel zu oben gezeigten IL-2-Experimenten wurde zuvor die Proliferation derselben Zellen ermit-
telt. In Abbildung 4.5 sind die IL-2 Sekretion und Proliferation desselben Experiments parallel darge-
stellt. Daraus wird eine frithe IL-2-Antwort und eine darauf folgende, zeitlich um 36-48 Stunden ver-
setzte Proliferation ersichtlich. Durch die IL-2-Konzentrationsbestimmung wurde es mdglich, auch zu
frithen Zeitpunkten wie Tag 1 oder Tag 2 den Aktivierungsstatus der Zellen zu ermitteln. Fiir spitere
Tage eignete sich die Messung der Proliferation besser. Die Kombination der beiden Assays erlaubte

die genaue und umfangreiche Analyse der Aktivierung von T-Zellen.
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42  Ca®-Abhangigkeit der Proliferation von CD4*-Zellen

Extrazelluliren Ca®"-Ionen sind essenticlle Voraussetzung fiir die Aktivierung und Proliferation von
CD4"-Zellen [67]. Durch die Verinderung der extrazelluliren Ca®’-Konzentration wird die
Proliferation der Zellen entscheidend beeinflusst. Mit den folgenden Ca®*-Experimenten sollte neben
der optimalen Zelldichte und einem effizienten Stimulus die fiir dieses Proliferationssystem optimale
Ca**-Konzentration bestimmt werden. Hintergrund dieser Uberlegung sind die Experimente mit den
Jurkat-T-Zell-Mutanten CJ1 und CJ5, die in der Dissertation von K. Wagner beschrieben sind. In CJ1-
und CJ5-Zellen ist der CRAC-Strom signifikant reduziert [13]. K. Wagner untersuchte die
Proliferation der Mutanten-Zellen im Vergleich zu parenteralen Jurkat-T-Zellen. In diesem Rahmen
fand sie heraus, dass Unterschiede in der Proliferation trotz der erheblichen Differenzen des
speichergesteuerten Ca”’-Einstromes nur unter Ca”’-limitierten Bedingungen gemessen werden
konnen. Fiir die vorliegende Dissertation wurde dieses Wissen genutzt. Daflir wurde zunichst die
Ca*"-Abhingigkeit der Proliferation von primaren, humanen CD4"-Zellen untersucht.

Die extrazellulire Ca*"-Konzentration wird durch das AIM-V Medium vorgegeben. Die Modifikation
der Ca’*-Bedingungen des Versuchsystems erfolgte durch die Zugabe der chelatbildenden Substanz
EGTA, die eine sehr hohe Affinitit zu Kalzium besitzt. Neben der EGTA-Wirkung wurde getestet, ob
die Erhohung der Ca’’-Konzentration durch Kalziumchlorid (CaCl,) die T-Zell-Proliferation beein-
flusst. Zusitzlich wurde die Zytotoxizitdt von EGTA und CaCl, iiber die equimolare Zugabe von

jeweils EGTA und CaCl, iiberpriift. Der Effekt von zum Beispiel | mM EGTA auf die Ca**-Konzen-
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tration sollte durch die Zugabe von 1 mM CaCl, aufgehoben werden. Die so behandelten Zellen
sollten also eine den Kontrollzellen entsprechende Proliferation aufweisen. Eine Toxizitit von
entweder EGTA oder CaCl, auf die Zellen wiirde sich durch die reduzierte Proliferation im Vergleich
zu nicht behandelten Kontrollzellen zeigen.

In den folgenden Experimenten wurde die Reduktion der Proliferation von aCD3-/aCD28-beschich-
teten Bead-stimulierten CD4'-Zellen in Abhiingigkeit von der EGTA-Konzentration sichtbar
(Abbildung 4.6). An Tag 4 des Versuches wurde ein ICsp-Wert von 1,06 mM ermittelt, was bedeutet,
dass die Zugabe von 1,06 mM EGTA die Proliferation von CD4"-Zellen um 50 % reduziert. Durch
einen Wechsel der FCS-Charge wéhrend der Experimente verschob sich der ICso-Wert um 0,05 mM
nach links von 1,1 mM auf den angegebenen Wert 1,06 mM. Die Bestimmung des Gesamtkalziums im
FCS durch die Firma InfraCerv Knapsack mittels ICP-OES (inductively coupled plasma optical
emission spectroscopy) bestétigte eine Reduktion der Kalziumkonzentration von 130 mg/l im
vorherigen FCS auf 110 mg/l im FCS der neuen Charge. Dies erklart, warum in frilheren
Proliferationsexperimenten mit hoheren EGTA-Konzentrationen gemessen wurde, welche dieselben
Ergebnisse zeigten.

Die Zugabe von 0,5 mM, 1,0 mM und 1,5 mM CaCl, beeinflusste die Proliferation von Zellen im
Vergleich zu einer unbehandelten Kontrolle nicht. Die Zellen wurden dann equimolaren EGTA- und
CaCl,-Konzentrationen im Bereich von 0,5 mM und 1,5 mM ausgesetzt (Abbildung 4.6, rechts). Die
alleinige Behandlung mit 1,5 mM EGTA fiihrt zu einer totalen Proliferationsinhibition. Durch Zugabe
von CaCl, wurde diese Inhibition vollsténdig aufgehoben. Es wurde ein Proliferationssignal gemessen,
das sich nicht von dem der unbehandelten Zellen unterschied. Deswegen kann von einem EGTA-
Effekt ausgegangen werden, der nicht auf Toxizitdt des EGTA an sich, sondern in der Abnahme des

extrazelluliren [Ca®"] begriindet liegt.
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Abb. 4.6 Links wird die Abhingigkeit der CD4"-Zell-Proliferation zur EGTA-Konzentration gezeigt. Die Zellen
wurden mit aCD3-/aCD28-beschichteten Beads stimuliert und iiber vier Tage mit den aufgefiihrten EGTA-
Konzentrationen inkubiert Das zur entsprechenden EGTA-Konzentration zugehorige freie [Ca*'] in AIM-V-



4. Ergebnisse 48

Medium mit 10% FCS ist ebenfalls gezeigt ([Ca*'],) (die Werte wurden in Zusammenarbeit mit Carsten
Kumerow ermittelt). Die Daten von 6 Spendern wurden gemittelt. Rechts stehende Grafik zeigt die
Negativkontrollen, bei denen weder die alleinige Zugabe von 1 mM CaCl, noch die equimolare Zugabe von 0,5,
1,0 und 1,5 mM CaCl, und EGTA die Proliferation beeinflusste. Daten von zwei Spendern wurden zusammen-
gefasst.

Zur besseren Untersuchung dieser Abhéngigkeit wurden die Konzentrationen des freien Ca®* der
entsprechenden EGTA-Losungen bestimmt. Sie sind in Abbildung 4.6 unter den einzelnen EGTA-
Konzentrationen aufgefiihrt. Es wurde beobachtet, dass nur sehr niedrige extrazellulire Ca**-Konzen-
trationen erforderlich sind, um T-Zell-Proliferation zu ermdglichen. Der 1Cso-Wert von 1,06 mM
EGTA entspricht einer freien Ca**-Konzentration von nur noch ungefahr 70 uM. Wenn man von einer
Konzentration von 1,2 mM freiem Ca®" im humanen Blutplasma ausgeht, bedeutet dies eine Reduktion
um mehr als das 15fache. Sogar unter diesen extremen Bedingungen proliferieren humane CD4"-

Zellen noch halbmaximal.

4.3 Proliferationsexperimente unter Blockade des CRAC-Kanals

Wie in Abschnitt 2.2 beschrieben, ist der CRAC-Kanal eine wesentliche Komponente in der TCR-
vermittelten Aktivierung von CD4"-Zellen. BTP2 (3,5-BisTrifluoromethyl Pyrazol 2) blockiert diesen
Kanal spezifisch mit einem ICso-Wert von etwa 10 nM (Abschnitt 2.2.3) [94]. Wie 2004 von Zitt et al.
gezeigt wurde, fiihrt diese Blockade zu verminderter CD4"-Zell-Proliferation. Allerdings wurden die
Experimente mit auf der Zellkulturplatte gebundenen Antikérpern als T-Zell-Stimulus durchgefiihrt.
Deswegen wurden in der vorliegenden Dissertation die Versuchbedingungen an die Stimulationsme-
thode mit aCD3-/aCD28-beschichteten Beads angepasst.

Fiir die Problemstellungen der vorliegenden Dissertation lag besondere Bedeutung darin, zu beweisen,
dass eine Verdnderung der TCR-vermittelten Signalkaskaden grundsétzlich zu einer Reduktion der
Proliferation nach fokaler (Bead-) Stimulation fiihrt. Dies wurde mit dem Einsatz von BTP2
ermoglicht.

CD4"-Zellen wurden entweder mit BTP2 (200 nM) oder ohne BTP2 stimuliert und iiber vier Tage in
96-Well-Platten inkubiert. An Tag 4 wurde die Proliferation der Zellen gemessen. Der Mittelwert von
sechs Spendern ergab eine mittlere Proliferationsinhibition der mit BTP2-behandelten Zellen von
45,8% (Abbildung 4.7). So wurde durch den Einsatz von BTP2 demonstriert, dass fiir die Proliferation
von CD4"-Zellen Ca**-Einstrom notwendig ist; die Proliferation ist CRAC-Kanal-abhingig (Abschnitt
5.1). AuBlerdem zeigt dieses Experiment, dass es nach einer Modifikation in der Signalkaskade zu
reduzierter Proliferation kommt.

Die Inhibition der Proliferation von BTP2-behandelten Zellen im Vergleich zur Kontrolle an Tag 4
erhohte sich auf 86%, wenn zusitzlich zum BTP2 1,1 mM EGTA zu den Zellen gegeben wurde. Aus

dieser Beobachtung kann geschlossen werden, dass eine Reduktion der Proliferation durch die Limi-
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tierung des extrazelluliren Ca®"-Angebots verstirkt wird. 1,1 mM EGTA reduziert in AIM-V-Medium
die Konzentration des freien Ca®* um eine Zehnerpotenz von 468 uM auf 46 pM. Dadurch wird die
Proliferation um etwa 50% (ICsp-Wert = 1,06 mM) gehemmt. Werden zusétzlich zum stark reduzierten
Ca’"-Angebot diejenigen Kanile blockiert, die den Eintritt von extrazellulirem Ca*" in die Zelle
ermdglichen, steht der Zelle nicht mehr genug fiir die Proliferation benétigtes Ca®” zur Verfiigung.
Daraus folgt die stirker reduzierte Proliferationsrate BTP2-behandelter Zellen von 86% im Vergleich
zu Kontrollzellen, denen zwar EGTA, jedoch kein BTP2 zugegeben wurde.

Dies entspricht insgesamt einer Verstirkung der BTP2-Wirkung um mehr als 50% im Vergleich zu
den Zellen, die mit derselben Menge BTP2 ohne EGTA inkubiert werden. Dieser Effekt wurde in den
folgenden Proliferationsexperimenten ausgenutzt. Die Hauptfragestellung der vorliegenden Disserta-
tion lag darin, ob die Herunterregulierung von TRP-Kanilen den Ablauf von TCR-induzierten Signal-
kaskaden und dariiber die Proliferation von CD4"-Zellen beeinflusst. Nach demselben Prinzip der
BTP2-Wirkung wurde angenommen, dass sich bei limitiertem extrazelluliren Ca**-Angebot und
zusdtzlicher Ausschaltung beteiligter Kanile (durch siRNA), wiederum die Wirkungen addieren und
in eine stark reduzierte Proliferation resultieren. Die Erkennung solcher potentiell wichtigen Kanéile
fiir die T-Zell-Aktivierung wiirde auf diese Weise erleichtert. Eben diese Uberlegung wurde schon bei
den Jurkat-T-Zell-Mutanten CJ1 und CJ5 angewendet, wodurch nach Limitierung des extrazelluldren
Ca”"-Angebotes die Reduktion der Mutanten-Zell-Proliferation im Vergleich zu parenteralen Jurkat-T-

Zellen nachgewiesen werden konnte (Abschnitt 4.2).
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Abb. 4.7 Nach der Applikation von entweder
200 nM BTP2 (orange Balken) oder 0,0 nM BTP2
(schwarze Balken) wurden die CD4"-Zellen mit
aCD3-/aCD28-beschichteten  Beads  stimuliert.
AuBerdem wurden Zellen zusitzlich mit 1,1 mM
EGTA inkubiert. Nach viertdgiger Inkubation
wurde die Proliferation mittels CTB bestimmt.
Gezeigt sind die Daten eines représentativen Spen-
ders.
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Interessanterweise wurde die Proliferation von CD4'-Zellen, die zuvor schon iiber drei Tage mit
Beads stimuliert worden waren, durch eine Zugabe von BTP2 nicht mehr beeinflusst. Die Proliferation
wurde durch BTP2 nicht mehr inhibiert. Eine mdgliche Erklérung fiir diese Beobachtung ist, dass
Zellen auch unabhéngig von der TCR-vermittelten Signalkaskade proliferieren, wenn die IL-2 Produk-
tion einmal in Gang gesetzt ist. Sobald IL-2 von stimulierten Zellen in das Medium ausgeschiittet
wird, konnen weitere Zellen iiber den IL-2-Rezeptor zur Proliferation angeregt werden. Die Blockade
des CRAC-Kanals beriihrt diesen IL-2-abhingigen Signalweg nicht, sodass BTP2 auf bereits stimu-

lierte Zellen keine inhibierende Wirkung mehr hat.
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4.4 Etablierung der siRNA-Technologie

Das Ziel der Transfektion von Zellen mit siRNA ist der selektive Abbau von mRNA, was zu der
verminderten Expression des zugehorigen Proteins fithrt (Abschnitt 2.5). Der Nachweis der Funktiona-
litdt der siRNA sollte optimalerweise iiber die Bestimmung des reduzierten Proteingehaltes erfolgen.
Da fiir TRP-Kanéle, die in der vorliegenden Dissertation untersucht wurden, keine gut funktionieren-
den, spezifischen Antikorper existieren, wurde der Nachweis iiber die Reduktion der mRNA gefiihrt.
Die mRNA-Bestimmungen wurden in Zusammenarbeit mit Eva Schwarz und Bettina Straufl mittels
quantitativer PCR durchgefiihrt (Abschnitt 4.4.2). Da im Verlauf der vorliegenden Dissertation dem
TRPC3-Protein ein besonderes Interesse galt, wurde ein Fokus auf den Nachweis der Reduktion der
TRPC3-mRNA durch Transfektion mit TRPC3-siRNA gelegt.

Fiir diese Experimente wurde mit HEK 293 Zellen gearbeitet, die den TRPC3-Kanal stabil {iberexpri-
mieren. Die Zellen wurden freundlicherweise von Mike Zhu zur Verfiigung gestellt. Sie enthalten
durch den starken Promoter des Plasmids eine groflere TRPC3-mRNA-Menge als T-Zellen. Der
TRPC3-Kanal wird deutlich stirker exprimiert. Damit kann auBlerdem von einer héheren Turn-over-
Rate des TRPC3 ausgegangen werden. Der entscheidende Vorteil der Arbeit mit HEK 293 Zellen liegt
in der starken Vereinfachung des Nachweises der siRNA-Funktion, der in unstimulierten T-Zellen an
der Grenze des technisch Moglichen liegt. Ein weiterer wichtiger Vorteil ist, dass das TRPC3-Protein
als Fusionsprotein vorliegt und C-terminal einen Himagglutinin (HA-) Anhang enthdlt. Gegen diesen
HA-Anhang gibt es spezifische Antikorper, sodass TRPC3 nachgewiesen werden kann, ohne einen
TRPC3-Antikérper zu bendtigen. Deswegen kann neben der mRNA-Reduktion auch eine
Proteinreduktion durch die siRNA gezeigt werden. Die Proteinreduktion wurde in Zusammenarbeit
mit Eva Schwarz und Bettina Straufl mittels Western Blot analysiert (Abschnitt 4.4.3).

Fiir die genannten Vorteile der Verwendung einer Zelllinie wurden auch Nachteile in Kauf genom-
men. Die hohe Turn-over-Rate des TRPC3 in HEK 293 Zellen bedingt eine hohe mRNA-Menge und
damit eine gute Nachweismoglichkeit fiir die siRNA-Wirkung. Allerdings léasst sich die fir HEK
Zellen ermittelte Kinetik nicht auf T-Zellen iibertragen, deswegen musste auf die Beobachtung der
Kinetik von siRNAs verzichtet werden.

Dennoch lieferten die HEK 293 Zellen ein konstantes und solides System, in dem die siRNA-Effizienz
ohne aufwendige Optimierungen (zum Beispiel der siRNA Mengen oder der Anzahl der transfizierten
Zellen) nachgewiesen werden konnte. Aufgrund der Neuheit der Technologie und der Vielfalt an
Fehlermoglichkeiten ist es nicht selbstverstdndlich, dass eine siRNA iiberhaupt den erwarteten Effekt
hat. So lag der Stellenwert der HEK 293 Zell-Experimente im Nachweis der grundsitzlichen
methodischen Méglichkeit, TRPC3 durch die Transfektion mit TRPC3-siRNA herunterzuregulieren.
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44.1 Bestimmung der Transfektionsrate von siRNA-transfizierten, TRPC3-tberexprimieren-
den HEK 293 Zellen und humanen CD4"-Zellen

Die HEK 293 Zellen wurden durch die HiPerfect-Technik von Qiagen transfizert, bei der die siRNA in
sogenannten Transfektionskomplexen in die Zellen gebracht wird. Zunéchst wurde die Transfektions-
rate der auf diese Weise behandelten HEK 293 Zellen bestimmt. Dies erfolgte iiber die Transfektion
mit unspezifischer, Fluoreszenz-gekoppelter siRNA (Negative Control siRNA Alexa Fluor 546).
Sowohl vier Stunden als auch acht Stunden nach Transfektion wurde das intrazelluldre Fluoreszenz-
signal gemessen. Zudem wurde eine Aufnahme im Transmissionslicht angefertigt. Zu beiden Zeit-
punkten befand sich in jeder Zelle fluoreszierende siRNA. Damit ergab sich eine Transfektionsrate
von 100%. Dieser Versuch wurde zur Uberpriifung des Ergebnisses zweimal wiederholt.

Um die Transfektionsraten von primiren CD4 -Zellen zu bestimmen, die durch Elektroporation trans-
fiziert wurden, wurden die Zellen mit der oben genannten, Fluoreszenz-gekoppelten siRNA transfi-
ziert. Zwei Stunden nach Transfektion wurde das intrazelluldre Fluoreszenzsignal ermittelt. 1720 Zel-
len von insgesamt 1773 Zellen enthielten fluoreszierende siRNA, sodass eine Transfektionsrate von
97% bestimmt wurde. Auch das Ergebnis dieses Versuches wurde mit unterschiedlichen Spendern
uberpriift.

Neben der Transfektionseffizienz wurde aulerdem die Wirkung einer siRNA auf das CD4-Protein in
CD4"-Zellen gezeigt. Die Kontrolle stellten Kontroll-siRNA-transfizierte PBLs (Abbildung 4.8). Nach
einer Inkubationszeit von drei Tagen wurden die Zellen mit aCD4-Antikorper gefarbt. Einzelbildauf-
nahmen von CD4- und Kontroll-siRNA-transfizierten Zellen wurden am Fluoreszenzmikroskop ange-
fertigt. Im Vergleich zu den Kontrollzellen zeigte sich ein reduziertes Fluoreszenzsignal in den CD4-
siRNA-transfizierten Zellen. Die statistische Analyse ergab eine Reduktion des aCD4-Antikorper-
Fluoreszenzsignals um 58% (n = 596 Zellen, 1 Spender, mittleres Fluoreszenzsignal (CD4-siRNA-
transfizierte Zellen) 175, mittleres Fluoreszenzsignal (Kontrollzellen) 412). Diese Experimente

belegen, dass durch die Transfektion mit siRNA in primiren CD4"-Zellen ein Membranprotein

herunterreguliert werden kann.

Abb. 4.8 PBLs wurden mit Kontroll-siRNA (links)
und CD4-siRNA (rechts) transfiziert und iiber drei
Tage inkubiert (37°C, 5% CO, und 95% Luftfeuch-
tigkeit). Nach der Farbung mit RPE-konjugiertem
aCD4-Antikorper wurde am Fluoreszenzmikroskop
das Fluoreszenzsignal bestimmt (Die Abbildung
wurde freundlicherweise von Melodie-Jo Wolfs zur
Verfligung gestellt).
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4.4.2 Quantifizierung der TRPC3-siRNA-Effizienz in transfizierten, TRPC3-
Uberexprimierenden HEK 293 Zellen durch quantitative Real-Time PCR

Eine Methode, um die Funktionalitdt der siRNA nachzuweisen, liegt in der quantitativen Bestimmung
der mRNA. Mit quantitativer Real-Time PCR (qRT-PCR) wurden die TRPC3-mRNA-Mengen von
TRPC3-siRNA- und Kontroll-siRNA-transfizierten Zellen analysiert.

Die Transfektion von TRPC3-iiberexprimierenden HEK 293 Zellen erfolgte mit TRPC3-1-siRNA und
einer Kontroll-siRNA (Im Anhang in Abschnitt 7.1 sind die einzelnen siRNAs aufgelistet). Uber einen
Zeitraum von drei Tagen wurden die Zellen jeweils nach 0, 12, 24, 48 und 72 Stunden untersucht, in-
dem sie abgelost und in TRIzol aufgenommen wurden. Die mRNA-Mengen wurden mittels quantita-
tiver PCR bestimmt (Abbildung 4.9).

Schon innerhalb der ersten 24 Stunden reduzierte die TRPC3-1-siRNA die TRPC3-mRNA in den
transfizierten Zellen deutlich: Der 2"*“T-Wert am 12-Stunden-Punkt betrigt 0,61 im Vergleich zu 0,15
am 24-Stunden-Punkt. Der 2°“"-Wert ist das Verhiltnis von TRPC3-mRNA zu einem Kontrollgen,
das heift, es wird die relative TRPC3-mRNA-Menge bestimmt. Dafiir wurde die TRPC3-mRNA-
Menge ins Verhidltnis zu der mRNA-Menge des Kontrollgens HUPO (Human Acidic Protein 0)
derselben Zellen gesetzt. 48 Stunden nach Transfektion sank die relative Expression von TRPC3 der
TRPC3-1-siRNA-transfizierten Zellen auf noch 17,0% der relativen Expression von TRPC3 der
Kontrollzellen (2*“" [TRPC3-siRNA-transfiziert]: 0,08; 2" [Kontroll-siRNA-transfiziert]: 0,47).
Danach stieg die TRPC3-mRNA-Menge der TRPC3-1-siRNA-transfizierten Zellen wieder an.

Dieses Ergebnis belegt, dass die TRPC3-1-siRNA den erwarteten, mRNA-abbauenden Effekt in der

Zelle hat. Dies war die Grundvorrausetzung fiir die siRNA-Experimente.
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Abb. 4.9 TRPC3-1- (rot) und Kontroll-1-siRNA (grau)-transfizierte HEK 293 Zellen wurden iiber einen Zeit-
raum von drei Tagen analysiert. Nach Isolierung der totalen RNA und der reversen Transkription der RNA in
cDNA wurde mittels quantitativer PCR die TRPC3-mRNA-Menge bestimmt. Die mRNA-Hohe ist als relative
Expression (2") zu dem Kontrollgen HUPO ausgedriickt. Die Experimente wurden in Zusammenarbeit mit Eva
Schwarz und Bettina Strauf8 durchgefiihrt.
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4.4.3 TRPC3-Protein-Bestimmung in transfizierten, TRPC3-Uberexprimierenden HEK 293

Zellen mittels Western Blot Analyse

Die Experimente zur Bestimmung der TRPC3-Expression auf Proteinebene wurden weitgehend paral-
lel zu den mRNA-Ermittlungen durchgefiihrt. Diejenigen Zellen, die nach Entnahme der Probe fiir die
mRNA verblieben, wurden zur Proteinanalyse eingesetzt. Die Inkubationszeiten nach Transfektion

betrugen 0, 24, 48 und 72 Stunden.

Kontroll-siRNA TRPC3-1-siRNA TRPC3-3-siRNA

100 kD - ...:-."‘g— - = :w
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Oh 12h 24h 48h 72h Oh 12h 24h 48h 72h Oh 12h 24h 48h 72h
Abb. 4.10 Western Blot Analyse von HEK 293 Zellen, die mit Kontroll-siRNA, TRPC3-1- und TRPC3-3-siRNA
transfiziert wurden. Zum jeweiligen Zeitpunkt (0 Stunden bis 72 Stunden) wurden die Zellen mit Lysepuffer auf-
gebrochen und die Proteine aus dem Zelllysat isoliert. Durch Polyacrylamid-Gelelektrophorese und anschlieen-
den Transfer der Proteine auf Nitrocellulosemembranen wurde die Expression des TRPC3-Proteins bestimmt.

Die mittlere Bande entspricht dem TRPC3-Protein mit einem errechneten Molekulargewicht von 96 kD - die
oberhalb von 96 kD gelegenen Banden entsprechen den glykosylierten TRPC3-Proteinen.

Entsprechend den mRNA-Bestimmungen wurde festgestellt, dass die TRPC3-Expression nicht stabil
ist, sondern zu verschiedenen Zeitpunkten unterschiedliche Stirke aufweisen kann. Dadurch wurden in
den Kontrollzellen Schwankungen der TRPC3-Expression gemessen (Abbildung 4.10, Kontroll-
siRNA, 48h). Wie in Abschnitt 4.4 schon beschrieben, dienten die HEK 293 Zell-Experimente jedoch
dem grundsétzlichen methodischen Nachweis, dass TRPC3-siRNA TRPC3 herunterreguliert. Deswe-
gen wurde von weiteren Optimierungen abgesehen, um sich nach erfolgreichem Nachweis der Funk-
tionalitit der siRNA wieder auf CD4"-Zellen zu konzentrieren.

Neben der TRPC3-1-siRNA wurde die TRPC3-3-siRNA getestet. Die Analyse sowohl der mit
TRPC3-1-siRNA- als auch der mit TRPC3-3-siRNA-transfizierten HEK 293 Zellen zeigte eine
Reduktion der TRPC3-Expression iiber den gemessenen Zeitraum. In der Kinetik unterschieden sich
die beiden siRNAs. Die Transfektion mit TRPC3-1-siRNA reduzierte die TRPC3-Expression inner-
halb von 24 Stunden, wihrend die Transfektion mit TRPC3-3-siRNA erst nach 72 Stunden einen redu-
zierenden Effekt auf das TRPC3-Protein hatte. Wie der Nachweis der Reduktion der mRNA durch
siRNA war auch die Reduktion der TRPC3-Proteinexpression durch siRNA von besonderer Wichtig-
keit fiir die vorliegende Dissertation. Das Ergebnis bestitigte die gute Effizienz der TRPC3-siRNA mit
einer zweiten Methode auf Proteinebene.

Im weiteren Verlauf der Experimente zur Quantifizierung der siRNA-Effizienz gelang es auch mit
einem Fluoreszenz-gekoppeltem aHA-Antikdrper (aHA-Alexa 458-Antikorper), die Herunterregulie-
rung des TRPC3-Proteins darzustellen. Dieser Antikorper ist gegen den HA-Anhang des TRPC3-

Proteins in HEK 293 Zellen gerichtet und fluoresziert bei einer Anregungswellenldnge von 458 nm. In
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TRPC3-1-siRNA-transfizierten HEK 293 Zellen war innerhalb von 48 Stunden nach Transfektion das
Fluoreszenzsignal im Vergleich zu Kontroll-siRNA-transfizierten Zellen um mehr als 80% gesenkt
(Experimente von Anne Sappok im Rahmen ihrer Dissertation durchgefiihrt). Dies entspricht den in

Abbildung 4.10 gezeigten Ergebnissen der Western Blot Analyse.

4.5 Bestimmung und Etablierung optimaler Kontroll-siRNAs

45.1 Negativkontrollen

Innerhalb der siRNA-Experimente wurden zwei unterschiedliche Negativkontrollen eingesetzt. Die
erste Kontrolle waren Kontroll-siRNAs, die von den Herstellern angeboten werden (Qiagen,
Dharmacon). Die Namen ,non-silencing® oder ,non-targeting* rithren daher, dass die siRNA-
Sequenzen so gewahlt sind, dass sie zu keiner im gesamten menschlichen Genom vorkommenden
mRNA komplementér sind. Die siRNAs wurden iiber computergesteuerte Sequenzanalyse von den
Firmen hergestellt.

Aufgrund des Expressionsmusters der TPR-Kanile in humanen CD4"-Zellen (Abschnitt 2.3) bot sich
eine weitere Kontrolle an: Es wurden siRNAs gegen diejenigen TRPs, die nicht exprimiert werden, als
Kontrolle eingesetzt. Darunter fallen TRPC4, -C5, -C6, -C7 und TRPMS. Jeweils 2 siRNAs gegen
TRPC4 und TPRC7 wurden verwendet.

45.2 STIM1-siRNA-transfizierte Zellen als Positivkontrolle

Anfang 2005 wurde von Roos et al. [65] unter anderem gezeigt, dass der Knock-down des STIMI1-
Proteins durch siRNA in Jurkat-T-Zellen zu einer signifikant verminderten Aktivitit des CRAC-
Kanals fiihrt (Abschnitt 2.4). Auflerdem wiesen die Autoren mit Hilfe von PCR und Western Blot
Analysen die Effizienz der siRNA nach (bis auf 10% reduzierte STIM1-Proteinexpression nach Trans-
fektion mit STIM1-siRNA). Die in der Publikation gezeigten Daten wurden zunédchst mit huSTIM1-
1140-siRNA durchgefiihrt. Durch eine zweite siRNA (huSTIM1-1414) wurden die Ergebnisse besti-
tigt.

In den hier folgenden Experimenten wurde die STIM1-siRNA derselben Sequenz wie huSTIM1-1140-
siRNA eingesetzt. Die Proliferation von CD4"-Zellen nach Transfektion mit STIM1- und Kontroll-
siRNA wurde tiber fiinf Tage analysiert. Die Herunterregulierung des STIM1-Protein durch siRNA
fiihrte zu reduzierter Proliferation (Proliferation an Tag 4, zwei Spender, gepaarter Student’scher t-

Test, p = 0,009). Die Proliferation der STIM1-siRNA-transfizierten CD4"-Zellen im Vergleich zu
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Kontrollzellen wurde an Tag 4 um 31% reduziert (Abbildung 4.11). Dies korreliert mit den
Ergebnissen der Proliferationsexperimente unter Blockade des CRAC-Stroms: Die Behandlung mit
BTP2 bewirkte eine Verminderung der Proliferation von stimulierten CD4 -Zellen (Abschnitt 4.3).
Daraus wurde geschlossen, dass T-Zell-Proliferation CRAC-Kanal-abhéngig ist. Bestiarkt wird diese
These nun durch die verminderte Proliferation von STIM1-siRNA-transfizierten Zellen, schlieBlich ist
gezeigt, dass die Reduktion des STIM1-Proteins zu einer reduzierten Aktivitit des CRAC-Kanals
fiihrt.
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Abb. 4.11 Proliferation STIM1-siRNA-transfizierter CD4'-Zellen gemessen iiber vier Tage. Die Zellen wurden
mit aCD3-/aCD28-beschichteten Beads stimuliert. Die Kontrollzellen wurden mit siRNA gegen TRPC7 transfi-
ziert (TRPC7-1, -C7-2). Die Zugabe von 1,1 mM EGTA diente der Herstellung Ca’'-limitierender Bedingungen.
Daten von zwei Spendern wurden gemittelt und als Prozent von Tag 0 aufgetragen. Die Reduktion der Prolifera-
tion STIM1-siRNA-transfizierter Zellen wird iiber den gemessenen Zeitraum an Tag 4 (gepaarter Student’scher
t-Test, p = 0,009) sichtbar.

Im weiteren Verlauf der vorliegenden Dissertation wurden die Messbedingungen fiir siRNA-transfi-
zierte Zellen variiert. So wurden zum Beispiel die Proliferationsexperimente an unterschiedlichen
Tagen nach Transfektion der Zellen mit siRNA (genau beschrieben in Abschnitt 4.8.1). Es wurden
auch fiir die STIMI1-siRNA-Experimente spitere Stimulationszeitpunkte gefunden, an denen die
Proliferationsdifferenzen grofer waren als nach Stimulation an Tag 1 nach Transfektion (Tabelle 4.1).
Zum Beispiel fiihrte der Stimulationsbeginn an Tag 8 nach Transfektion nach vier Tagen zu um 52%
reduzierter Proliferation der STIMI-siRNA-transfizierten Zellen (sechs Spender, gepaarter
Student’scher t-Test p = 0,033). In einem Experiment mit zwei Spendern wurde getestet, ob noch
spétere Stimulationszeitpunkte noch stirkere Proliferationsreduktionen zeigen. Es wurde jedoch beob-
achtet, dass die Zeit nach Transfektion, in der die unstimulierten Zellen mit der siRNA inkubiert
werden, durch das Absterben der Zellen limitiert ist. Zwolf Tage nach Transfektion lieBen sich Zellen

des einen Spenders zur Proliferation stimulieren, die Zellen des zweiten Spenders zeigten bis zum
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Tag 4 keine Erhohung im mit CellTiter Blue bestimmten Fluoreszenzsignal. Die Daten des ersten
Spenders ergaben immer noch eine Verminderung der Proliferation STIMI1-siRNA-transfizierter
Zellen um 32% im Vergleich zur Kontrolle an Tag 4 des Experimentes. Das bedeutet, dass 16 Tage
nach Transfektion der Zellen mit siRNA (zwolf Tage bis zur Stimulation und vier Tage
Inkubationszeit) diese offensichtlich noch in ihrer Funktionalitdt und in ausreichender Konzentration
in der Zelle vorliegt. Dieses Ergebnis der sehr langen Verweildauer der siRNA in der Zelle, ohne
zerstort oder heraustransportiert zu werden, wurde weiter positiv verstarkt durch die Beobachtung,
dass CD4"-Zellen langsam proliferieren. Durch diese Ergebnisse wird deutlich, dass sich durch siRNA
auch solche Proteine herunterregulieren lassen, die eine sehr hohe Halbwertszeit und damit niedrige

Turn-over-Raten haben.

Stimulation nach Transfektion an Tag Tabelle 4.1 Die Mittelwerte der Proliferation von STIM1-siRNA-

1 4 8 12 transfizierten Zellen wurden in der Tabelle zu den Mittelwerten
Tag 0 1 1 1 1 der Kontrollzell-Proliferation ins Verhiltnis gesetzt. Stimulation
Tag1| 0,68 an Tag 1: n = 2 Spender, Stimulation an Tag 4: n = 3 Spender,

Stimulation an Tag 8: n = 6 Spender, Stimulation an Tag 12: n=1
Spender. Rot markiert wurden die Verhéltnisse, die sich aus den
Tag3 | 0,96 0,78 0.47 0,60 Experimenten mit nach acht Tagen stimulierten Zellen
Tag4 | 0,69 0,72 0,52 0,68 zusammensetzen. Die grau unterlegten Daten zeigen die
Tag5 | 0,69 0,71 0,56 Verhiltnisse der Proliferation an Tag 4.

Tag2 | 1,17 0,98 0,76

Die messbaren Proliferationsdifferenzen der transfizierten Zellen bestitigten die Idee, siRNA-indu-
zierte Verinderungen in der TCR-vermittelten Signalkaskade {iber eine Anderung der Proliferation

messen zu konnen. Die Transfektion mit STIM1-siRNA ist die Positivkontrolle des Systems.

4.6 Screening von TRP-siRNA-transfizierten CD4%-Zellen auf Differenzen in der

Proliferation

Nach Optimierung der Kontrollen, wurden siRNAs gegen TRP-Kanile eingesetzt. Entsprechend des
Expressionsmusters der TRP-Kaniile in CD4"-Zellen (Abschnitt 2.3) wurden siRNAs gegen TRPC1
und -C3, TRPM2, -M5 und -M7 sowie TRPV1, -V2, -V3, -V5 und -V6 getestet. Dabei wurde unter-
sucht, ob die Herunterregulierung eines der genannten Kanile durch siRNA die Proliferation der trans-
fizierten CD4"-Zellen beeinflusst.

Die Versuchsbedingungen wurden zuvor optimiert und durch die oben beschriebenen Experimente
festgelegt. Es wurden an Tag 0 der Experimente 50.000 CD4"-Zellen pro Well einer 96-Well-Platte
eingesetzt und 1:1 mit aCD3-/aCD28-beschichteten Beads stimuliert. Die Zugabe von 1,1 mM EGTA
diente der Limitierung der extrazelluliren Ca*’-Konzentration. Fiir das Screening wurden die Zellen
direkt im Anschluss an die Aufreinigung mit siRNA transfiziert und 15 - 20 Stunden spéter stimuliert.
Die Proliferation wurde lber fiinf Tage gemessen. Die Gesamtgrafik im Anhang (Abschnitt 7.2) zeigt
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eine Zusammenfassung der Experimente mit allen TRP-siRNAs an Tag 4. In den folgenden drei
Absitzen wird auf die Bedingungen und die Ergebnisse der drei TRP-Proteinfamilien TRPC, TRPM
und TRPV eingegangen. Als erster Anhaltspunkt wurde hierbei eine Grenze bei einer Proliferations-

abweichung von mehr als 10 % gesetzt und als ,,Differenz gewertet.

TRPC-Kanale:

In humanen CD4"-Zellen werden TRPC1 und TRPC3 exprimiert. Fiinf verschiedene siRNAs gegen
TRPC1 und acht gegen TRPC3 wurden untersucht, auBerdem eine siRNA gegen das ,,TRP-motif*
(C1-C3-siRNA), das jeweils mit einer unterschiedlichen Base sowohl zu TRPCI1 als auch zu TRPC3
homolog ist. Es wurden bei allen TRPC1-siRNAs die Daten von drei Spendern zusammengefasst.
Wihrend die erste TRPC3-siRNA (TRPC3-1) an elf Spendern getestet wurde, wurden die zweite,
dritte, vierte, siebte und achte TRPC3-siRNA (TRPC3-2, -3, -4, -7, -8) jeweils dreimal eingesetzt.
Daten von zwei Spendern gingen in die Ergebnisse der flinften und sechsten (TRPC3-5, -6) TRPC3-
siRNA ein. Der hiufige Einsatz der ersten TRPC3-siRNA erklért sich durch das erste Proliferationsex-
periment, in dem transfizierte CD4"-Zellen untersucht wurden. Dort wurde eine drastische Reduktion
der Proliferation an Tag 4 der mit TRPC3-1-siRNA-transfizierten Zellen eines Spenders auf 42,5% der
Proliferation der Kontrollzellen beobachtet. Somit wurde diese siRNA in den folgenden Experimenten

neben den anderen zu testenden siRNAs wiederholt eingesetzt.

siRNA (TRP-) ‘Cl-l Cl-2 Ci1-3 Ci14 CI-5 ‘CI-C3‘C3-1 C3-2 (C3-3 C34 C3-5 C3-6 C3-7 C3-8

%-Proliferation
der Kontrollzellen

69 68 113 75 88 ‘ 86 ‘ 80 92 81 87 71 63 104 103

Tabelle 4.2 Verhiltnis der Proliferation von mit verschiedenen TRPC-siRNAs transfizierten CD4'-Zellen zur
Proliferation der Kontrollzellen. Gezeigt ist die Proliferation an Tag 4, die Proliferation der Kontrolle wurde auf
100 % gesetzt.

Die Experimente der TRPC1-siRNAs zeigten bei vier von fiinf siRNAs eine reduzierte Proliferation
an Tag 4 (Tabelle 4.2). Die Reduktion lag zwischen 12% und 32%. Bei Zellen, die mit der dritten
TRPC1-siRNA transfiziert wurden, wurde eine Erhdhung der Proliferation um 13% beobachtet.

Auch bei Transfektion mit siRNA gegen den TRPC3-Kanal wurde eine Reduktion der CD4"-Zell-
Proliferation beobachtet. Zwar proliferierten diejenigen Zellen, die mit TRPC3-2-, TRPC3-7- und
TRPC3-8-siRNA transfiziert wurden, in gleichem MaBle wie die Kontrollzellen (92%, 104% und
103%), jedoch zeigten die mit den flinf weiteren TRPC3-siRNAs transfizierten Zellen reduzierte Proli-

feration. Die Reduktion lag im Bereich von 63% bis 87% Proliferation der Kontrolle.
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TRPM-Kanéle:
Es wurden die drei Kanile TRPM2, -M5 und -M7 auf ihre Funktion fiir T-Zell-Proliferation unter-
sucht. Alle siRNAs wurden an zwei Spendern getestet, wobei jeweils zwei siRNAs gegen denselben

Kanal eingesetzt wurden.

siRNA (TRP-) ‘MZ-I M2-2 ‘MS-I MS5-2 |M7-1 M7-2

%-Proliferation

der Kontrollzellen 84 4

100 88 110 106

Tabelle 4.3 Verhiltnis der Proliferation von mit verschiedenen TRPM-siRNAs transfizierten CD4"-Zellen zur
Proliferation der Kontrollzellen. Gezeigt ist die Proliferation an Tag 4, die Proliferation der Kontrolle wurde auf
100 % gesetzt.

M7-siRNA-transfizierte Zellen zeigten nach vier Tagen den Kontrollzellen entsprechende Prolifera-
tion (Tabelle 4.3). Wihrend die Transfektion mit einer siRNA gegen TRPM2 und TRPMS5 (TRPM2-2
und TRPM5-1) die Zellproliferation nicht beeinflusste, wurden bei TRPM2-1- und TRPMS5-2-siRNA-
transfizierten Zellen eine Reduktion um 16% bzw. 12% der Proliferation der Kontrollzellen beobach-

tet.

TRPV-Kanale:

Gegen alle TRPV-Kanile, die in humanen CD4"-Zellen exprimiert sind, wurden siRNAs eingesetzt.
Dazu gehorten TRPV1, -V2, -V3, -V5 und -V6, fiir die jeweils zwei siRNAs benutzt wurden. Wah-
rend die Daten lediglich eines Spenders von V3-siRNA- (TRPV3-1 und -2) und V1-siRNA (TRPV1-
2)-transfizierten Zellen eingingen, wurden fiir die {ibrigen siRNAs Daten zweier Spender zusammen-

gefasst. Die erste TRPV1-siRNA (TRPV1-1) wurde in drei Spendern getestet.

siRNA (TRP-) ‘ VIi-1 V12 ‘ V2-1 V22 | V3-1 V32 ‘ V5-1 V52 ‘ Vé6-1 V6-2

%-Proliferation

der Kontrollzellen 9 187

75 113 ‘ 108 167

135 91 ‘ 97 98

Tabelle 4.4 Verhiltnis der Proliferation von mit verschiedenen TRPV-siRNAs transfizierten CD4'-Zellen zur
Proliferation der Kontrollzellen. Gezeigt ist die Proliferation an Tag 4, die Proliferation der Kontrolle wurde auf
100 % gesetzt.

Die Ergebnisse der TRPV-Experimente zeigten zwei Auffilligkeiten (Tabelle 4.4). Die Zellen, die mit
siRNAs gegen V1, V3 und VS5 transfiziert worden waren, wiesen in je einer siRNA (TRPVI1-2,
TRPV3-2, TRPV5-1) eine erhohte Proliferationsrate bis zu 187% der Proliferation der Kontrollzellen
auf. Die Transfektion mit der zweiten siRNA (TRPV1-1, TRPV3-1, TRPVS5-2) beeinflusste die Proli-
feration wiederum nicht. Ebenso wenig wurde die Proliferation von TRPV6-siRNA-transfizierten Zel-
len verdndert. Eine auf 75% reduzierte Zellproliferation wurde nach Transfektion mit der ersten
siRNA gegen TRPV2 (TRPV2-1) beobachtet. Die zweite siRNA hingegen (TRPV2-2) bewirkte die

113%ige Proliferation der Kontrollzellen. Bei der Bewertung der Ergebnisse darf man nicht aus den
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Augen verlieren, dass die siRNAs TRPVI1-1, TRPV3-1 und TRPV3-2 an lediglich einem Spender

getestet wurden.

Durch diese Experimente wurden mehrere Aspekte aufgedeckt, von denen in der vorliegenden Disser-
tation nicht alle differenziert behandelt werden konnten:

1. Die Transfektion mit der Mehrzahl der siRNAs gegen sowohl TRPC1 als auch TRPC3 reduzierte
die CD4"-Zell-Proliferation an Tag 4.

2. Auch in TRPM2-, -M5- und -V2-siRNA-transfizierten Zellen wurden nach Transfektion mit je einer
siRNA reduzierte Proliferationsraten ermittelt.

3. Im Gegensatz dazu wurde in TRPVI1, -V3 und -V5-siRNA-transfizierten Zellen (mit je einer
siRNA) ein Anstieg der Proliferation beobachtet.

Der Anstieg der Proliferation, der im letzten Punkt erwihnt ist, wurde in der vorliegenden Dissertation
nicht weiter verfolgt. Er stellt jedoch einen interessanten Untersuchungsgegenstand dar, der eventuell
zur Klirung der Funktion von TRPV1, -V3 und -V5-Kénalen in CD4"-Zellen beitragen konnte.

Die Reduktion der Proliferation wurde bei Herunterregulierung der folgenden TRP-Kanéle (d.h. bei
Transfektion mit der entsprechenden siRNA) ermittelt: TRPC1, TRPC3, TRPM2, TRPM5 und
TRPV2. Diese fiinf Kanéle wurden in den folgenden Experimenten weiter auf ihre Funktion fiir die T-

Zell-Aktivierung untersucht.

4.7 Expression einzelner TRP-Kanale in stimulierten CD4"-Zellen

Um die Funktionen der TRP-Kanéle genauer zu analysieren, wurden deren Expressionsmuster in
stimulierten CD4"-Zellen quantitativ {iber einen Zeitraum von 13 Tagen erfasst. Das Hauptinteresse
galt hierbei der Regulation von TRP-Kanélen als Reaktion auf die Bildung einer immunologischen
Synapse. Dazu wurden CD4"-Zellen von drei Spendern im Anschluss an die Aufreinigung mit aCD3-
/aCD28-beschichteten Beads stimuliert. An insgesamt zwolf Zeitpunkten wurden RNA-Proben
abgenommen und die TRP-mRNA in Zusammenarbeit mit Eva Schwarz und Bettina Straul3 mittels
gqRT-PCR analysiert.

Die mRNA-Mengen der einzelnen TRP-Kanéle wurden nach Aktivierung der Zellen unterschiedlich
beeinflusst: TRPC3-mRNA wurde in stimulierten CD4"-Zellen stark hochreguliert (Abbildung 4.12,
4.13 und 4.14). Ab 24 Stunden nach Stimulation stieg die mRNA-Menge bis zu einem Maximum bei
96 (Spender 3) und 120 Stunden (Spender 1 und Spender 2). Dort betrug die mRNA das Sechs-, Acht-
und 14fache der Anfangsmenge (im ersten Spender wurde der fehlende Oh-Wert durch den 7h-Wert
ersetzt). Uber die weiteren Zeitpunkte bis 288 Stunden hielt sich die TRPC3-mRNA aller Spender auf
einem etwa vier- bis fiinfmal hoheren Niveau. Danach sank sie, fiel jedoch im gemessenen Zeitraum

nicht mehr auf das Ausgangsniveau zuriick.
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Neben TRPC3 wurde TPRM2 hochreguliert (Abbildung 4.12). Um 48 Stunden versetzt zu TRPC3
stieg die TRPM2-mRNA-Menge ab 72 Stunden nach Stimulation auf eine relative Expression von 4,6.
Das Maximum wurde ebenfalls nach 120 Stunden erreicht. Schneller als die TRPC3-mRNA-Menge
sank die TRPM2-mRNA und erreichte sogar das Ausgangsniveau. Die mRNA-Mengen der TRP-
Kanile TRPCI1, -V1 und -V2 verhielten sich {iber den gemessenen Zeitraum nahezu konstant. Im
Gegensatz dazu wurde TRPMS eindeutig herunterreguliert. Innerhalb der ersten sieben Stunden nach
Zugabe der Beads sank die TRPMS5-mRNA-Menge um das 20fache im Vergleich zu dem Kontrollgen
TBP (Relative Expression = 0,04)

Dass die Zellen die TRPC3- und TRPM2-mRNA-Mengen nach Stimulation des TCRs hochregulieren,
deutet auf eine wichtige Rolle der beiden Kanile fiir die T-Zell-Aktivierung hin. TRPM2 ist ein Kal-
ziumkanal, der durch ADP/NAD aktiviert wird und die Zelle vor oxidativem Stress schiitzt. Die direk-
te Involvierung von TRPM2 in die Aktivierungskaskade von CD4"-Zellen ist somit eher unwahr-
scheinlich. TRPC3 dagegen ist ein Kationenkanal, der auf viele verschiedene Mechanismen aktiviert
werden kann und viele unterschiedliche Funktionen hat (Abschnitt 2.3). Deswegen wurde nach diesen
Experimenten ein Schwerpunkt auf die Untersuchung des TRPC3-Kanals gelegt. Die iibrigen TRP-
Kandle, die in den Proliferationsexperimenten aufgefallen waren (TRPC1, TRPM2, TPRMS, TRPV1
und TRPV2) wurden in ihrer Analyse hinter TRPC3 gestellt. Die Hochregulation des TRPC3 lieferte
dafiir ein sehr starkes Argument. Trotzdem kann nicht ausgeschlossen werden, dass sich unter den
iibrigen TRP-Kanilen interessante Kandidaten mit Funktionen fiir die T-Zell-Aktivierung und —Proli-

feration befinden.

.
. TRPCI
—&— TRPC3
5 —&— TRPM2
TRPMS
4 TRPV1
—e— TRPV2

Relative Expression (2-2€T)

Oh 7h 24h 48h 72h 96h 120h 144h  168h  240h  288h  306h

Abb. 4.12 Quantitative Analyse der mRNA-Expression von TRPC1, -C3, -M2, -MS5, -V1 und -V2 eines Spen-
ders. Unmittelbar vor Punkt Oh wurden CD4"-Zellen mit aCD3-/aCD28-beschichteten Beads stimuliert. Die
mRNA wurde mittels quantitativer RT-PCR analysiert, die TRP-mRNA wurde zur mRNA des Kontrollgens
TBP (TATA box binding protein) normalisiert. Die Daten des Nullstundenwerts wurden auf Eins gesetzt. Der
Nullstunden-Wert, der bei der TRPC3-mRNA fehlt, wurde durch den Siebenstunden-Wert ersetzt und auf Eins
gesetzt.
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Abb. 4.13 und 4.14 Quantitative Analyse der TRPC3-mRNA-Expression von zwei weiteren Spendern. CD4"-
Zellen wurden mit Beads stimuliert, die Analyse erfolgte mittels qRT-PCR. Die TRPC3-mRNA wurde zu TBP
normalisiert und die relative Expression des Nullstundenwertes auf Eins gesetzt.

4.8 Experimente zum TRPC3-Kanal

4.8.1 Proliferation TRPC3-siRNA-transfizierter CD4"-Zellen unter variierenden Bedingungen

Die Schwierigkeiten, die sich im Rahmen der vorliegenden Dissertation ergaben, bestanden auf zwei
Tatsachen. Zum einen erfolgten fast alle Experimente in primdren Zellen. Dies erhdhte die
Komplexitit der Versuchsabldufe und erschwerte die Vorhersehbarkeit und auch die
Reproduzierbarkeit der einzelnen Ergebnisse (Abschnitt 5.3). Die zweite Ebene bezieht sich auf den
TRPC3-Kanal. Im Zusammenhang mit T-Zellen ist {iber diesen Kanal wenig bekannt. Fiir primére
CD4"-Zellen sind in der Literatur keine Daten zu finden. Die besonders fiir die siRNA-Experimente
entscheidende Turn-over-Rate des TRPC3-Proteins ist ginzlich unbekannt. Hétte man einen
Anbhaltspunkt iiber die ungefihre Zeit, lieBe sich abschétzen, ab wann ein Effekt der siRNA zu
erwarten ist, also wann die Proliferation durch die siRNA-Wirkung beeinflusst wird. Es lésst sich nur
spekulieren, dass die ,,Lebensdauer der TRPC3-Proteine im Bereich von Tagen liegt. Erst dann

wiirde der Effekt der (durch die siRNA) zerstdrten mRNA sichtbar, weil die Zelle das Protein nicht



4. Ergebnisse 62

mehr translatieren kann. Das Problem der fehlenden spezifischen Antikdrper gegen TRPC3 wurde in
Abschnitt 4.4 bereits erwihnt. Die Expression des TRPC3-Proteins nach Transfektion mit TRPC3-
siRNA konnte nicht mittels Antikdrperfarbung verfolgt werden. Also wurden weitere Moglichkeiten
gesucht, den Zeitraum der maximalen Effektivitdt der siRNA zu bestimmen.

Dazu wurde insbesondere der Zeitpunkt der Stimulation, das heiit der Zugabe von aCD3-/aCD28-
beschichteten Beads, variiert. Der Versuchsaufbau der Proliferationsexperimente, die im Rahmen des
TRP-siRNA - Screenings durchgefiihrt wurden, war wie folgt: Am Tag der Aufreinigung wurden
PBLs und CD4"-Zellen aus Spendern isoliert. Es erfolgte die Transfektion. Diese fand am selben Tag
im Anschluss an die Aufreinigung statt. Der Stimulationszeitpunkt lag mindestens 15 Stunden am
ersten Tag nach Transfektion. Mit der Stimulation wurde das Proliferationsexperiment gestartet.

Wie sich gezeigt hat, war die Anderung des Stimulationszeitpunktes nach Transfektion eine wichtige
Variation des Versuchsablaufes. Falls TRPC3-Kanile iiber einen langen Zeitraum stabil in der
Zellmembran liegen sollten, wurde mit der Stimulation der Zellen zu einem spéteren Zeitpunkt
ermdglicht, die Ausschaltung des Proteins trotzdem zu detektieren. Fiir den Fall, dass das betroffene
Protein tatsdchlich eine Funktion fiir T-Zell-Proliferation hat, ist es sicherlich einfacher, einen Effekt
auf die Proliferation nachzuweisen, wenn zum Zeitpunkt der Stimulation schon eine Reduktion des
Proteins stattgefunden hat. Nach der Bead-Zugabe beginnt die IL-2-Produktion, wodurch die Zellen
auch unabhingig der TCR-vermittelten Signalkaskaden proliferieren. Differenzen in der Proliferation,
die durch einen Fehler in der TCR-Signalkaskade hervorgerufen sind, werden dadurch schwerer
aufzuschliisseln.

Natiirlich ist der Zeitraum, in dem man die transfizierten CD4"-Zellen unstimuliert in Kultur halten
kann, durch das Absterben der Zellen begrenzt. Auflerdem lassen sich Zellen, die sehr lange kultiviert
wurden (im Bereich von zehn Tagen), nur noch bedingt stimulieren. Dies ergab einen maximalen
praktisch méglichen Zeitraum zwischen Transfektion und Stimulation von ca. zwolf Tagen. Die
Ergebnisse der Proliferationsexperimente zu den variierten Stimulationszeitpunkten sind im Folgenden
beschrieben. Es wurde ausschlieSlich die erste TRPC3-siRNA (TRPC3-1-siRNA) fiir die TRPC3-
Herunterregulierung benutzt, fiir die in vorherigen Experimenten eine gute Effizienz nachgewiesen
wurde (Abschnitt 4.4.2 und 4.4.3). Als Stimulationszeitpunkte wurden Tag 1 (15 - 20 Stunden), Tag 4,
Tag 8 und Tag 12 nach Transfektion gewahlt.

1. Stimulation an Tag 1 (15 - 20 Stunden) nach Transfektion

Diese Experimente fanden im Rahmen des Screening der TRP-siRNAs statt. Die TRPC3-1-siRNA
wurde an elf Spendern getestet. Uber einen Zeitraum von fiinf Tagen wurde die Proliferation von
TRPC3-siRNA-transfizierten CD4 -Zellen gemessen (Abbildung 4.15). An Tag 4 wurde die signifi-
kant reduzierte Proliferation auf 83% der Proliferation der Kontrollzellen ermittelt (gepaarter Stu-

dent’scher t-Test p = 0,039).
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Abb. 4.15 Proliferation TRPC3- (rot) und Kontroll-siRNA (schwarz)-transfizierter, Bead-stimulierter CD4 "-Zel-
len tber fiinf Tage. Die Zellen wurden 15 - 20 Stunden nach Transfektion mit aCD3-/aCD28-beschichteten
Beads stimuliert. Die Limitierung der Ca**-Konzentration wurde durch die Zugabe von 1,1 mM EGTA erreicht.
Die Differenz der Proliferation von TRPC3- und Kontroll-siRNA-transfizierten Zellen an Tag 4 ist mit p = 0,039
signifikant.

2. Stimulation an Tag 4 nach Transfektion

An drei Spendern wurde getestet, ob die Erhohung der Inkubationszeit der siRNA auf vier Tage eine
groflere Proliferationsdifferenz der TRPC3- und Kontroll-siRNA-transfizierten Zellen zeigt. In der Tat
wurde nach vier Tagen eine Proliferation der TRPC3-siRNA-transfizierten Zellen gemessen, die nur
74% der Proliferation der Kontrollzellen entsprach (Abbildung 4.16). Von den drei Spendern war
dieser Unterschied bei zweien besonders deutlich, wihrend die Proliferation der verschieden transfi-
zierten Zellen des dritten Spenders keine Unterschiede zeigte. Diese Proliferationsreduktion war hoher
als die der Experimente, die am Tag nach Transfektion gestartet wurden (Abbildung 4.18). Die grofie-
ren Differenzen wurden auch an den Tagen 3 und 5 beobachtet.

Abb. 4.16 Proliferation TRPC3- (rot)
und Kontroll-siRNA (schwarz)-transfi-
B TRPC3 siRNA zierter, Bead-stimulierter CD4'-Zellen
iiber fiinf Tage. Die Zellen wurden vier
B Kontrolle Tage nach Transfektion mit aCD3-
/aCD28-beschichteten Beads stimuliert.
Die Limitierung der Ca**-Konzentration
wurde durch die Zugabe von 1,05 mM
EGTA erreicht (Durch eine neue FCS-
Charge wurde der ICsp-Wert verscho-
ben, Abschnitt 4.2).
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3. Stimulation an Tag 8 nach Transfektion

Fiir diese Experimente wurden die Daten von sechs Spendern zusammengefasst. Es wird deutlich, dass
sich die Zellen, die 8 Tage unstimuliert in Kultur gehalten wurden, nicht mehr in gleicher Weise
aktivieren lassen (Abbildung 4.17). Das Proliferationssignal beginnt spéter zu steigen. An Tag 3 wurde
ein etwa 280%iger Anstieg des durch Cell-Titer Blue ermittelten Fluoreszenzsignals von Tag 0
gemessen. Zellen, die direkt an Tag 1 nach Transfektion stimuliert wurden, wiesen nach drei Tagen
eine ungefdahr 580%ige Erhohung des Signals auf. Dieselbe Beobachtung wurde an Tag 4 gemacht.
Dennoch zeigt die Kurve durch die Erhéhung des Fluoreszenzsignals, dass die Zellen grundsétzlich
aktiviert werden und proliferieren, obwohl sie acht Tage unstimuliert in Kultur gehalten wurden.

Die Experimente zeigen wiederum die reduzierte Proliferation von TRPC3-siRNA-transfizierten
CD4"-Zellen. Das Verhiltnis zu der Proliferation der Kontrollzellen ist jedoch hoher als bei friiher
stimulierten Zellen, das heillt die TRPC3-siRNA-transfizierten Zellen proliferieren besser als zu einem
fritheren Stimulationszeitpunkt. Ein um 11% reduziertes Fluoreszenzsignal wurde an Tag 4 des

Experimentes ermittelt.

3000

B TRPC3 - siRNA

M Kontroll - siRNA

2000

% - RFU

1000

Tag 0 Tag 1 Tag 2 Tag 3 Tag 4 Tag 5

Abb. 4.17 Proliferation TRPC3- (rot) und Kontroll-siRNA (schwarz)-transfizierter, Bead-stimulierter CD4 "-Zel-
len iiber fiinf Tage. Die Zellen wurden acht Tage nach Transfektion mit aCD3-/aCD28-beschichteten Beads
stimuliert. Die Limitierung der Ca*’-Konzentration wurde durch die Zugabe von 1,05 mM EGTA erreicht
(Durch eine neue FCS-Charge wurde der ICso-Wert verschoben, Abschnitt 4.2).

4. Stimulation an Tag 12 nach Transfektion

An einem Spender wurde getestet, ob eine zwolftagige Inkubation der Zellen mit siRNA eine Vergro-
Berung der Differenzen der Proliferation und somit eine Verbesserung des Versuchsablaufs mit sich
zieht. Die Proliferation der TRPC3-siRNA-transfizierten Zellen war im Vergleich zu den Kontroll-

zellen an Tag 4 um 19% reduziert.
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Zur exakten Analyse der Ergebnisse wurde das Verhiltnis der Proliferation der unterschiedlich transfi-
zierten Zellen zur Hilfe genommen. Das Verhiltnis der Proliferation TRPC3-siRNA-transfizierter
Zellen zur Proliferation der Kontrollzellen entspricht der Reduktion der Proliferation TRPC3-siRNA-
transfizierte Zellen zum jeweiligen Zeitpunkt. Es stellte sich heraus, dass die gilinstigsten Verhéltnisse
der Proliferation (mit der grofiten Reduktion) gemessen werden konnten, wenn an Tag 4 nach Trans-
fektion stimuliert wurde (Abbildung 4.18). Auf den Zeitpunkt Tag 4 des Proliferationsexperimentes,
das heifit auf den Zeitpunkt, an dem die Zellen vier Tage lang stimuliert waren, wurde wahrend der
gesamten Arbeit ein Fokus gesetzt, weil sich das Messsignal des CellTiter Blues dort in einem optima-
len Bereich befindet (grau unterlegt). Es wurde deswegen der Stimulationszeitpunkt nach Transfektion
gesucht, an dem die Reduktion der Proliferation der TRPC3-siRNA-transfizierten Zellen des Zeit-
punktes Tag 4 am hochsten war. Mit der Reduktion auf 74 % wurde durch Stimulation am vierten Tag

nach Transfektion die grofite detektierbare Differenz der Proliferation gemessen (rot markierte Spalte).

Stimulation nach Transfektion an Tag I
M Stimulation an Tag | nach Transfektion

! 4 8 12 M- an Tag 4
Tag 0 1 1 1 1 - an Tag 8
Tag 1 0,87 1,1 O-an Tag 12
Tag2 | 105 085 1 2.9

Tag3 | 091 086 092
Tag4 | 083 074 089 081
Tag5| 085 067 087

S
-3

%-RFU [TRPC3-1-siRNA]/ %-RFU [Kontroll-siRNA]
=]
= <]

0.6

Tag 4

Abb. 4.18 Die Mittelwerte der Proliferation von TRPC3-siRNA-transfizierten Zellen wurden in der Tabelle zu
den Mittelwerten der Proliferation der Kontrollzellen ins Verhéltnis gesetzt. Die Versuche, bei denen die Zellen
einen Tag nach Transfektion stimuliert wurden, setzen sich aus Daten von elf Spendern zusammen .An Tag 4
nach Transfektion gestartete Experimente wurden mit drei Spendern durchgefiihrt, an Tag 8 nach Transfektion
gestartete Experimente mit sechs. Fiir das Experiment mit Beginn an Tag 12 nach Transfektion wurden die Zel-
len von nur einem Spender verwendet. Rot markiert wurden die Verhiltnisse, die sich aus den Experimenten mit
nach vier Tagen stimulierten Zellen zusammensetzen. Die grau unterlegten Daten (Verhéltnisse der Proliferation
an Tag 4 nach Stimulation) sind in der rechten Grafik gesondert abgebildet.

TRPC3-siRNA-transfizierte Zellen proliferierten nach Stimulation mit aCD3-/aCD28-beschichteten
Beads schlechter als Kontrollzellen. Diese Beobachtung wurde fiir die Proliferation an den Tagen 3, 4
und 5 gemacht. In Abhingigkeit des Stimulationszeitpunktes variierte die Reduktion im Bereich von
8% an Tag 3 (Stimulation acht Tage nach Transfektion) und 33% an Tag 5 (Stimulation vier Tage

nach Transfektion).
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4.8.2 IL-2-Sekretion TRPC3-siRNA-transfizierter CD4"-Zellen

Wie in Abschnitt 4.1.4 beschrieben, wurden parallel zu den Proliferationsmessungen die 1L-2-Sekre-
tion von CD4"-Zellen nach Beadstimulation analysiert. Aufgrund des erhdhten zeitlichen und finan-
ziellen Aufwandes wurde diese Methode nicht standardisiert neben den Proliferationsexperimenten
eingesetzt.

Abbildung 4.19 zeigt beispielhaft eine parallele Messung der IL-2-Sekretion (Tag 3) und der Prolifera-
tion (Tag 0, 3, 5) transfizierter CD4"-Zellen. Die Zellen wurden mit TRPC3-1-siRNA oder einer Kon-
troll-siRNA transfiziert und mit aCD3-/aCD28-beschichteten Beads stimuliert. Uber den Zeitraum
von fiinf Tagen proliferierten TRPC3-1-siRNA-transfizierte Zellen schlechter als die Kontrollzellen
(genaue Analyse in Abschnitt 4.8.1 beschrieben). Dieselben TRPC3-1-siRNA-transfizierten Zellen

schiitteten eine im Vergleich zur Kontrolle eine deutlich verminderte IL-2-Menge aus.
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Abb. 4.19 Die Proliferation siRNA-transfizierter, Bead-stimulierter CD4"-Zellen wurde iiber einen Zeitraum von
fiinf Tagen gemessen. Nach Bestimmung der Proliferation wurden die Uberstéinde aus dem Proliferationsexperi-
ment zellfrei abgenommen und die darin enthaltene IL-2-Menge durch ELISA-Analyse ermittelt. Beispielhaft ist
hier die IL-2-Sekretion des Tages 3 dargestellt. Fiir die Auswertung der Proliferation wurden die Werte von Tag
0 auf Eins gesetzt.

Das Zytokin IL-2 stimuliert als Wachstumsfaktor direkt die Proliferation der CD4"-Zellen. Es ist ab-
hingig von der intrazelluliren Kalziumkonzentration, und seine Ausschiittung wird iiber den Ca**-Ein-
strom wéhrend der Aktivierung der Zelle reguliert [67]. Dies legt den Zusammenhang nahe, dass die
reduzierte Proliferation erstens aus der reduzierten IL-2-Sekretion resultiert und zweitens Folge eines
reduzierten Ca*"-Einstroms in die Zelle ist. Die parallele Messung von IL-2-Sekretion und Proli-
feration stellt einen vielversprechenden Ausgangspunkt fiir weitere Experimente zur Quantifizierung

der Immunantwort von stimulierten CD4"-Zellen dar.
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5. Diskussion

5.1 Proliferation nach Inhibition des CRAC-Kanals

Die Aktivierung von CD4"-Zellen ist ein essentieller Bestandteil der erworbenen Immunantwort.
Durch Stimulation des TCRs werden mehrere Signalkaskaden in Gang gesetzt, welche letztendlich zur
Produktion von IL-2 und anderen Zytokinen und zur klonalen T-Zell-Proliferation fiithren. In diesem
Zusammenhang ist bekannt, dass die Offnung von CRAC-Kanilen und der darauf folgende Ca**-Ein-
strom einen zentralen Punkt der Zell-Aktivierung darstellen. Zum Beispiel wurde gezeigt, dass die
Mutation des Proteins Orail, das einen Teil der CRAC-Kanal-Pore bildet, eine schwere Immun-
defizienz erzeugen kann [59]. AuBlerdem fiihrte die Inhibition der CRAC-Kanéle durch BTP2 zu einer
reduzierten CD4"-Zell-Proliferation [67, 94]. Ebenso gesenkt wurde die Proliferation durch die Reduk-
tion des extrazelluldren Ca*". Die chelatbildende Substanz EGTA reduzierte die Proliferation von
CD4"-Zellen mit einem ICso-Wert von 1,06 mM, was einer extrazelluliren Ca**-Konzentration von 50
uM entspricht [67].

Auf die bislang bekannten Einzelheiten der Aktivierungsmechanismen von CD4"-Zellen wurde in den
Abschnitten 2.2 und 2.4 eingegangen. Uber die letztendliche Aktivierung und Regulierung des spei-
chergesteuerten Ca*"-Einstroms herrscht Unklarheit. In Abbildung 5.1 ist ein von Smyth et al. ent-
wickeltes Modell gezeigt, welches die molekularen Komponenten STIM1 und Orail in einer Kaskade
verkniipft [71]. Die Produktion von IP;, die im gezeigten Fall durch Agonist-Rezeptor-Interaktion ak-
tiviert wurde, fiihrt zur Ca**-Speicherentleerung des ERs. Diese wird von den Ca®’-Sensoren der
STIM1-Proteine erfasst. Dadurch kommt es zur Translokation von STIM1 zur Plasmamembran. Das
Protein bleibt in der ER-Membran verankert, kann aber nun durch die rdumliche Nihe zur Plasma-
membran mit Orail-Proteinen interagieren. Dadurch kommt es zur Aktivierung der speichergesteuer-
ten Kanile (SOCs = store-operated channels) und zum Ca**-Einstrom. Orail spielt dabei eine wichtige
Rolle in der Bildung der Porenregion der Kanile. Die in der Kaskade aufgefiihrten TRPC-Kanile wer-
den einerseits direkt durch PLC aktiviert und fithren auf diesem Wege zum Ca”*"-Einstrom. Anderer-
seits sind TRPC-Kanile bekannt, die durch Speicherentleerung aktiviert werden. Die Schritte von der
Speicherentleerung zur Aktivierung der TRPC-Kanile konnten ebenfalls durch STIMI, aber auch
durch andere, bislang unbekannte Proteine vermittelt werden. Die Arbeitsgruppe um P.F. Worley fand
in diesem Zusammenhang heraus, dass TRPC1-Kanéle {iber STIM1 reguliert werden. Neben der
rdumlichen, durch Koimmunoprézipitation gezeigten Interaktion der beiden Proteine, konnte in Jurkat-
T-Zellen eine Regulation der TRPC1-Kanal-Offnung durch STIM1 gezeigt werden [30]. Weiterfiih-
rende Ergebnisse wurden von Yuang et al. 2007 ver6ffentlicht, in der noch andere TRPC-Kanile auf
ihre Interaktion mit STIM1 untersucht wurden [90]. Hier wird gezeigt, dass auch TRPC4 und TRPC5

als SOCs agieren konnen, die durch STIM1 reguliert werden. Ebenso erfolgt die Untersuchung von
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TRPC3 und TRPC6, wobei STIMI1 die Multimerisierung von TRPC3 mit TRPC1 und TRPC6 mit
TRPC4 zu beeinflussen scheint. In einer Zusammenfassung ihrer Arbeiten postulieren P.F. Worley et
al. eine Bindung von STIM1 an TRPC1, TRPC2, TRPC4 und TRPCS5, nicht aber an TRPC3, TRPC6
und TPRC7 [85]. Erneut weisen sie die direkte Regulation von TRPC1 und die indirekte Regualation
von TPRC3 und TRPC6 durch STIM1 nach. Die neue Definition von speichergesteuerten Kanélen als
,Kanile, die durch STIM1 reguliert werden* wurde bislang von der Literatur nicht kommentiert.
TRPC3 und TRPC6 wurden kurz zuvor schon von Liao et al. mit speichergesteuertem Ca**-Einstrom
in Verbindung gebracht [39]. AuBBerdem wurde von der Arbeitsgruppe um L. Birnbaumer erstmalig
die Interaktion von Orail und TRPC-Kanélen beschrieben.

Mit diesem Modell als Grundlage werden im Folgenden die Ergebnisse der vorliegenden Dissertation
betrachtet, um einen Beitrag zur Aufkldrung der Aktivierungsmechanismen von human, priméiren

CD4"-Zellen zu leisten.

Abb. 5.1 Modell fiir die Aktivie-
rung von speichergesteuertem
Ca’"-Einstrom: Die Rezeptor-Sti-
mulation (R) durch ein Antigen
(Ag) generiert die Aktivierung
von Phospholipase C (PLC). PLC
aktiviert einerseits direkt TRPC-
Kanéle und fiihrt andererseits zur
IP;-Produktion. IP; bindet an in
der ER-Membran verankerte IPs-
Rezeptoren (IP3R), was zur Ent-
leerung der Ca®'-Speicher des
ERs fiihrt. Es kommt zur Aktivie-
rung von STIM1, das zur Plasma-
membran transloziert und dort mit
Orail interagiert. Diese Interak-
tion fiihrt zur Offnung des CRAC-
Kanals, dessen Pore von Orail ge-
bildet wird. Es muss noch endgiiltig gekléart werden, ob und auf welche Weise STIM1 weitere speicher-gesteuer-
te Kanile wie TRPC-Kanile reguliert. (Abbildung entnommen aus J.T. Smyth: Emerging perspectives in store-
operated Ca2+ entry: Roles of Orai, Stim and TRP. Biochim Biophys Acta 1763 (2006) rev.)

Im Mittelpunkt dieser Arbeit stand die Untersuchung der CD4 -Zell-Proliferation nach Aktivierung
der Zellen iiber den T-Zell-Rezeptor (TCR). Die Experimente unter Einsatz von EGTA belegen die
Ca’"-Abhingigkeit der Proliferation. Auch mit Hilfe von BTP2, einem spezifischen CRAC-Kanal-
Blocker (Abschnitt 2.2.3), wurde gezeigt, dass die Aktivierung des CRAC-Kanals und der folgende
Ca’"-Einstrom fiir T-Zell-Proliferation notwendig ist (Abschnitt 4.3). Die mit BTP2-behandelten Zel-
len proliferierten schlechter als die Kontrollzellen. Benutzten Zitt et al. auf der Zellkulturplatte gebun-
dene Antikorper als Stimulus (gebundener aCD3-Antikorper [3 pg/well] und freier aCD28-Antikorper
[3 pg/ml)) fiir die primidren CD4"-Zellen, so gelang im Rahmen der vorliegenden Dissertation der
Nachweis mit stimulatorischen aCD3-/aCD28-beschichteten Beads, die zur fokalen Stimulation der

CD4"-Zellen fiihren.
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Damit einhergehend wurde in der Dissertation von K. Wagner (2007) gezeigt, dass die Jurkat-T-Zell-
Mutanten CJ1 und CJ5, die keinen oder sehr geringen CRAC-Strom besitzen, eine signifikante Re-
duktion der Proliferation im Vergleich zu Kontrollzellen aufweisen [13]. Die Quantifizierung dieser
Reduktion wurde durch die Durchfiihrung der Experimente in Ca**-limitierenden Bedingungen ermog-
licht. Dieses Ergebnis, dass die T-Zell-Proliferation durch fehlende Funktion des CRAC-Kanals durch
Mutation oder durch Blockade des CRAC-Kanals gesenkt wird, 148t auf gravierende Folgen in der
Immunantwort fiir den betroffenen Organismus schlieBen. SchlieBlich sind CD4"-Zellen als Signalver-
stirker, Immunregulator und Stimulus weiterer Zellen fiir eine effiziente Immunantwort unabdinglich.
Eben diese Folgen des fehlenden CRAC-Stroms sind von Feske et al. ausfiihrlich untersucht worden
[14, 15]. Die Mutation des Orail-Proteins verursacht eine schwere Immundefizienz, die sowohl die
Lebenserwartung als auch die Lebensqualitét der betroffenen Patienten erheblich einschrinkt.

Im Rahmen der BTP2-Experimente fiel auf, dass trotz der erwarteten Reduktion der CD4"-Zell-Proli-
feration eine hohe Rest-Proliferation der BTP2-behandelten Zellen gemessen wurde. Diese betrug in
den Experimenten, in denen kein EGTA zur Limitierung der extrazelluliren Ca-Konzentration, im
Durchschnitt 54,2% (n = 6 Spender). Die eingesetzte Menge an BTP2 betrug 200 nM. Der fiir die
Ca**-Imaging-Experimente ermittelte ICs-Wert von BTP2 betrug 10 nM [94]. Fiir Proliferationsmes-
sungen ist dieser Wert aufgrund der unterschiedlichen experimentellen Bedingungen zwar nicht direkt
iibertragbar, dennoch kann bei dem Einsatz von 200 nM BTP2 von einer starken Inhibition der CRAC-
Kanile ausgegangen werden. Auch bei Zitt et al. konnte erst durch die Zugabe von iiber 1| mM BTP2
eine totale Proliferationsblockade von humanen CD4"-Zellen erreicht werden. Eine mogliche Ursache
dafiir konnte darin liegen, dass die Aktivierung der CD4 -Zell-Proliferation nicht ausschlieBlich iiber
die Offnung von CRAC-Kaniilen geschieht. Weitere Kanile kénnten den fiir die Proliferation so wich-
tigen Ca’"-Einstrom generieren. Es ist moglich, dass TRP-Kanile zusitzliche Wege darstellen, die Ak-
tivierung der Zelle weiterzuleiten, wenn die CRAC-Kanéle blockiert sind.

Nicht auBer Betracht zu lassen ist natiirlich eine unvollstdndige Kanal-Inhibition durch BTP2. Primére
CD4"-Zellen benétigen nur eine sehr geringe Anzahl an offenen CRAC-Kanilen, um zu proliferieren
[67], sodass wenige aktive CRAC-Kanidle zumindest einen Teil der Rest-Proliferation erklédren

konnten. Diese und weitere mogliche Fehlerquellen werden in Abschnitt 5.3 analysiert.

5.2 Die Rolle des TRPC3-Kanals

Schon in Abschnitt 2.3 wird auf die besondere Stellung des TRPC3-Kanals innerhalb der TRP-Kanal-
Familie eingegangen. TRPC3 wird aus vielen verschiedenen Perspektiven mit T-Zellen und mit spei-
chergesteuertem Ca**-Einstrom in Verbindung gebracht [39, 57, 80, 81, 90].

Aufgrund der viel versprechenden Ergebnisse erster Experimente der vorliegenden Dissertation wurde
TRPC3 tiefergehend auf seine Funktion fiir humane CD4"-Zellen untersucht. Unter diese wegweisen-

den Ergebnisse fiel der Nachweis der Hochregulation von TRPC3-mRNA nach Stimulation mit
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aCD3-/aCD28-beschichteten Beads (Abschnitt 4.7). Die Ausbildung einer immunologischen Synapse
filhrte in Zellen aller untersuchten Spender (n= 3 Spender) zu einer Erhéhung der TRPC3-mRNA-
Menge um den Faktor 6-14. Daraus ldsst sich folgern, dass TRPC3 wéhrend und nach der Aktivierung
einer CD4"-Zelle vermehrt benétigt wird, wobei die vermutete, damit verbundene Hochregulation des
TRPC3-Proteins aufgrund der fehlenden Antikorper bislang noch nicht nachgewiesen werden konnte.

Mit der Aktivierung des TRPC3-vermittelten Ca®*-Einstroms und seiner Rolle fiir die Zelle beschaftig-
ten sich zuletzt Liao et al. und Yuan et al. Thre Arbeiten lieferten entscheidende Hinweise zur Aufkla-
rung der zelluliren Mechanismen des speichergesteuerten Ca*"-Einstroms. In der Arbeit von Liao et
al. wird die Verbindung von TRP-Kanélen zum Orail-Protein aufgezeigt [39]. Die Ergebnisse werden

in folgendem Modell (Abbildung 5.2) zusammengefasst.

Abb. 5.2 Ein mdgliches Modell fiir die molekulare
Zusammensetzung des CRAC-Kanals, der von
STIM1 aktiviert wird: Der im endoplasmatischen
Retikulum (ER) gelegene Ca®*-Sensor des STIMI-
Proteins registriert die Ca**-Speicherentleerung des
ERs. Orail, das in der Plasmamembran (PM) als
regulatorische Untereinheit eines TRPC-Kanals
fungiert, dient hierbei der Ubersetzung des STIM1-
Signals in die Aktivierung des TRPC-Kanals. Diese
fiihrt zum Ca®"-Einstrom durch die Pore des TRPC-
Kanals. (Abbildung entnommen aus Y. Liao: Orai
proteins interact with TRPC channels and confer
ER responsiveness to store depletion. Proc Natl Acd
Sci USA 104 (2007) 4682-4687.)

STIM

Ca

Yuan et al. wihlen einen anderen Ansatz. Im Gegensatz zu Liao differenzieren sie zwischen zwei ver-
schiedenen Formen von speichergesteuertem Ca*'-Einstrom, einem Ca**-selektiven Strom, der von
Proteinen der Orai-Familie reguliert wird, und einem Ca*"-unselektiven Strom durch TRPC-Kaniile.
Der zweite Typ - ausgenommen TRPC7 - wird iiber STIM1 reguliert, wobei explizit erwahnt wird,
dass STIM1 zwar obligat fiir die Aktivierung der TRPC-Kanile iiber Rezeptorstimulation, nicht je-
doch fiir die Kanal-Funktion ist. Dies erklért, warum TRPC3- und TRPC6-Strome in Uberexpressions-
systemen auch STIM1-unabhéngig gemessen werden konnen. Es wird ausgeschlossen, dass STIM1 ei-
nen Teil eines TRP-Kanals darstellt. Wie schon von Wu et al. wird eine heteromere Multimerisierung
des TRPC3-Kanals, das heilit eine Zusammenlagerung von vier TRP-Proteinen zu einem Kanal, die
nicht ausschlieBlich aus TRPC3-Untereinheiten bestehen, postuliert [88]. Dabei wird TRPC1 als Inter-
aktionspartner genannt, wobei die Regulation dieser Verbindung wiederum STIM1-vermittelt ist.

In beiden Arbeiten werden dem TRPC3-Protein in Interaktion mit anderen Proteinen wichtige Rollen
in speichergesteuertem Ca**-Einstrom zugesprochen. Weiterhin wurde in friiheren Publikationen die
Bedeutung des TRPC3-Kanals fiir T-Zellen aufgezeigt [57, 81]. Die Ergebnisse der Experimente zu

TRPC3 der vorliegenden Dissertation belegen diese beiden Aspekte. Es wurde nachgewiesen, dass im
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Rahmen der Aktivierung von primiren, humanen CD4"-Zellen die Ausschaltung des TRPC3-Proteins
zu einer Reduktion der IL-2-Produktion und der Proliferation fiihrt (Abschnitt 4.8). Im Detail wurde
nach Stimulation mit aCD3-/aCD28-beschichteten Beads eine signifikant verminderte Proliferation
von TRPC3-siRNA-transfizierten CD4"-Zellen im Vergleich zu Kontrollzellen gezeigt. Dies spricht -
wie auch die Hochregulation der TRPC3-mRNA - fiir eine Bedeutung des TRPC3-Proteins fiir die
CD4"-Zell-Aktivierung. Fehlt das TRPC3-Protein (dazu Abschnitt 5.3), ist die Immunantwort, die sich
in IL-2-Sekretion und Proliferation widerspiegelt, beeintrachtigt. Allerdings ldsst dieser Schluss keine
Aussagen iiber den Mechanismus und die Lokalisation des TRPC3 in der Zelle zu.

Die Proliferation wird in CD4"-Zellen iiber die in Abbildung 2.1 gezeigte Signalkaskade vermittelt.
Die BTP2-Experimente belegen hierbei, dass die Proliferation - zumindest zu 54% - durch CRAC-Ka-
nal-abhingigen Ca**-Einstrom reguliert ist. Die absolute Abhingigkeit der Proliferation von Ca**-Ein-
strom, unabhingig auf welchem Wege die Ca**-Ionen in die Zelle gelangen, wird durch die Versuche
sowohl mit dem Ca*"-Chelatbildner EGTA wie auch mit der Kombination von EGTA und BTP2 nach-
gewiesen (Abschnitt 4.2, 4.3 und [67]). Die Proliferation von CD4"-Zellen kann durch die Senkung
der extrazelluliren Ca’*-Konzentration auf 22,8 uM (entspricht der Zugabe von 1,5 mM EGTA) géinz-
lich inhibiert werden.

Wie in Abschnitt 5.1 schon erwéhnt, kann in Erwigung gezogen werden, dass es einen Ca*"-Einstrom
in den Zellen gibt, der nicht iiber den CRAC-Kanal reguliert wird. Dies wiirde erkldren, warum die
Zellen nach Inhibition des CRAC-Kanals durch BTP2 noch zur Proliferation fahig sind. Es kdnnte ei-

nen parallelen Weg zur bislang bekannten Aktivierungskaskade zu geben.

Es stellt sich die Frage, auf welchem Wege TRPC3 seine Funktion ausiibt, innerhalb (1) oder eventuell
sogar auBerhalb (2) des speichergesteuerten Ca**-Einstroms.

1. Einhergehend mit der Arbeit von Liao et al. konnten von Orail regulierte TRPC3-Proteine tatsach-
lich eine Untereinheit des CRAC-Kanals bilden. Damit wéire TRPC3 Teil der speichergesteuerten Sig-
nalkaskade. Auf einem dhnlichen Weg konnte TRPC3 auch direkt mit STIM1 interagieren, wie es von
Yuan et al. vorgeschlagen wurde. TRPC3 kdnnte mit TRPC1-Untereinheiten einen speichergesteuer-
ten Kanal bilden. Diese These wiirde auch durch die Ergebnisse der Experimente mit TRPC1-siRNA-
transfizierten Zellen unterstiitzt. Die Zellen, die mit TRC1-siRNA transfiziert wurden, wiesen eine re-
duzierte Proliferation im Vergleich zu Kontrollzellen auf. Zeitlich gesehen konnte der TRPC3-Kanal
(oder zusammengesetzte TRPC3- und TRPCI1-Untereinheiten) entweder gleichzeitig oder versetzt zu
dem CRAC-Strom aktivieren, wobei es eher unwahrscheinlich ist, dass die Stréme dieselben Aktivie-
rungskinetiken haben. Zudem wurde der CRAC-Strom als einziger Ca*"-Einstrom als direkte Reaktion
auf die Entleerung der Ca”*-Speicher detektiert [27]. Eine vielleicht sogar um Stunden versetzte Off-
nung der TRPC3-Kanile ist moglich. SchlieBlich ist unklar, ob die Kanéle bereits in der Membran
vorliegen, oder ob die Proteine erst translatiert und dorthin transportiert werden miissen. Wahrend sich

die TRPCI1-Expression nach Aktivierung der Zellen durch Stimulation des TCRs praktisch konstant
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verhielt, stieg die Menge der TRPC3mRNA in allen untersuchten Spendern erheblich an (Faktor 6, 8
und 14).

2. Die zweite Moglichkeit besteht in einer von der Speicherentleerung unabhéngigen TRPC3-Aktion
in der Zelle. Seit langem ist bekannt, dass TRPC3 sowohl {iber PLC direkt als auch iiber ihr Produkt
DAG aktiviert werden kann [25, 48]. Damit einhergehend konnte nach der Aktivierung der Zellen an
der Stelle der PLC- oder DAG-Synthese eine parallele Kaskade beginnen, welche ebenfalls zur I1L-2-
Produktion und zur Proliferation fiihrt. In diesem Modell kdnnte TRPC3 sowohl mit TRPC1 als auch
mit bislang unbekannten Proteinen interagieren. Der C-Terminus des TRPC3-Proteins kann mit der
CIRB (calmodulin inositol-triphosphate-receptor binding)-Region an den IP;-Rezeptor und an
Calmodulin binden. Uber den IPs-Rezeptor werden unter anderem die Ca**-Speicherentleerung aus
dem ER aktiviert. Calmodulin leitet durch Interaktion mit aktiviertem Calcineurin die Uberleitung der
Aktivierung der Zelle vom Zytoplasma in den Kern.

Die Proliferation der Zellen wird durch die Herunterregulierung von TRPC3 zu maximal 33% redu-
ziert (Abschnitt 4.8.1). Der speichergesteuerte Ca**-Einstrom iiber den CRAC-Kanal funktioniert also
moglicherweise trotz der TRPC3-Herunterregulation noch, wodurch die Rest-Proliferation zu erkldren

ware.

Beide Modelle beriicksichtigen, dass in priméren Zellen keine homomeren TRPC3-Kanéle nachgewie-
sen werden konnten. Auerdem ist jeweils eine zusitzliche Regulation liber die TCR-abhéngige Kina-
se Src nicht ausgeschlossen. Fiir die Kinetik der oben aufgezihlten Wege ist zu beachten, dass die
IL-2-Sekretion in stimulierten CD4"-Zellen innerhalb drei Stunden gemessen werden konnte (Ab-
schnitt 4.1.4). Vielleicht besteht die Mdglichkeit, durch Experimente, in denen die IL-2-Sekretion von
BTP2-behandelten Zellen ermittelt wird, die Kinetiken der verschiedenen Kanile aufschliisseln. Sollte
ein zum CRAC-Strom paralleler Ca’*-Einstrom existieren, fiir den die molekularen Bestandteile erst
zusammengefiigt werden miissen, wiirde die IL-2-Sekretion eventuell spiter als in nicht-behandelten

Zellen erfolgen.

Eine dritte, von den ersten beiden Modellen unabhingige und eventuell zusitzliche Erklarungsmog-
lichkeit der Proliferations-Reduktion von TRPC3-siRNA-transfizierten Zellen konnte in der IL-2-Kas-
kade liegen. Unabhingig davon, dass die TRPC3-Herunterregulierung die IL-2-Sekretion gehemmt
hat, konnte TRPC3 in der IL-2-Kaskade eine Rolle spielen, bzw. in ihre Regulation involviert sein. IL-
2 aktiviert liber den IL-2-Rezeptor iiber eine nicht ginzlich bekannte Kaskade die Proliferation der
Zelle. Der 1L-2-Rezeptor, der aus einer o (CD25)-, einer f (CD122)- und einer yC (CD132)-Unterein-
heit besteht, lagert sich nach Kontakt mit IL-2 fest zusammen und wird von einer Janus Kinase
(JAK3) phosphoryliert [51, 69]. Dadurch entsteht eine Bindungsstelle fiir die Proteinfamilie zytoplas-
matischer Transkriptionsfaktoren STAT (signal transducer and activator of transcription). Durch den

Kontakt mit dem Rezeptor werden die STAT-Proteine durch Phosphorylierung aktiviert und translo-
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zieren in den Zellkern. Dort induzieren sie die Gentranskription. Sowohl JAK3 als auch STAT-Prote-
ine werden durch eine Vielzahl an Mechanismen reguliert. Ubernihme TRPC3 wichtige Kontrollfunk-
tionen dieser Proteine, konnte dies ebenfalls die reduzierte Proliferation der TRPC3-siRNA-transfi-

zierten Zellen erkléren.

Eine Moglichkeit, um die beiden oben genannten Hypothesen zu priifen, liegt zum Beispiel in der
BTP2-Zugabe zu TRPC3-siRNA-transfizierten Zellen. Durch die Bestimmung der Proliferation der
Zellen, in denen gleichzeitig der CRAC-Kanal blockiert und das TRPC3-Protein herunterreguliert ist,
lieBe sich erkennen, ob sich die reduzierende Wirkung auf die Proliferation addiert oder bei 46% (ent-
spricht dem Block durch BTP2-Zugabe) bestehen bleibt. Eine Erhéhung der Reduktion der Prolifera-
tion spriache fiir das parallele Fungieren des CRAC- und des TRPC3-Kanals, was nicht ausschlieft,
dass sich die Kanédle untereinander beeinflussen. Bliebe die Reduktion der Proliferation konstant,
konnte man darauf schlieBen, dass TRPC3 Teil des CRAC-Kanal-Komplexes ist oder aber die Akti-
vierung des CRAC-Kanals und die Aktivierung des TRPC3-Kanals hintereinander geschaltet sind.

Die Ausschaltung von STIM1 durch siRNA fiihrte zu einer um maximal 53%igen Reduktion der Proli-
feration (Abschnitt 4.5.2). Fiir die verwendete siRNA wurde von Roos et al. [65] ihre gute Effizienz
mittels PCR und Western Blot Analyse nachgewiesen. Das Fehlen von STIMI1 fiihrt zu einer Inhibi-
tion des CRAC-Kanals. Somit fiihrt auch diese indirekte Inhibition durch STIM1-siRNA des CRAC-
Stroms zu einer Reduktion der T-Zell-Proliferation um 50%.

Eine weitere grofle Rolle konnte TRPM4 in den Kaskaden spielen. Der Nachweis der konsistenten Ex-
pression von TRPM4 konnte in unstimulierten CD4-Zellen nicht erbracht werden, fokal stimulierte
Zellen hingegen exprimieren TRPM4. Aus diesem zeitlichen Verlauf heraus wurde die Auswirkung
der Herunterregulierung von TRPM4 auf die CD4-Zell-Aktivierung noch nicht untersucht. Die Inte-
gration des unselektiven, durch Ca**-Ionen aktivierten Kationen-Kanals in das Modell konnte weitere
Unklarheiten in der Signalkaskade beseitigen. Die TRPM4-Aktivierung fiihrt durch den Einstrom von
Kationen in die Zelle zur Depolarisation der Zellmembran [35]. Durch die lokal sinkenden Konzentra-
tionsgradienten iiber die Zellmembran, nimmt die treibende Kraft fiir Na'- und Ca*"-Ionen in die Zelle
langsam ab. Dadurch wird die Triebkraft fiir diese Kanile gesenkt. Launey et al. postulierten im Jahre
2004, dass die durch TRPM4-induzierte Membrandepolarisation zu einer Verlingerung des Ca**-Sig-
nals und damit zu einer Erhohung der IL-2-Sekretion in Jurkat-T-Zellen fiihrt [34]. Die Verldngerung
des Ca*"-Signals wird durch eine Unterbindung des negativen Feed-back-Mechanismus des CRAC-
Kanals erklért, weil die starke Aktivierung des Kanals, die eine negative Riickkopplung auslosen
konnte, durch die Depolarisation der Zellmembran abgefangen wird.

Durch denselben Mechanismus kann TRPM4 auch TRPC3 hemmen. Da der TRPC3-Kanal ein unse-
lektiver Kanal ist, wird seine Aktivitit sogar noch stirker inhibiert als die des hoch Ca**-selektiven
CRAC-Kanals, da der Konzentrationsgradient von Ca*" sehr viel héher als der von Na™ iiber die Mem-

bran ist. Die Rolle des TRPM4-Kanals fir die Aktivitit des TRPC3-Kanals und fiir die Interaktion des
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TRPC3- und des CRAC-Kanals ist noch nicht endgiiltig geklért. Es existieren jedoch Anhaltspunkte
dafiir, dass die Aktivierung von TRPM4-Kanilen sowohl CRAC-Kanile als auch weitere Kationenka-
nile in ihrer Funktion beeinflussen und somit fiir die T-Zell-Aktivierung eine wichtige Funktion iiber-

nehmen kann.

5.3 Schwierigkeiten und offene Fragen

Auf die Schwierigkeiten, auf die im Rahmen der vorliegenden Dissertation gestoBen wurde, ist zum
Teil in Abschnitt 4.8.1 eingegangen worden. Es erfolgten fast alle Experimente in primiren Zellen.
Primére Zellen bieten neben vielen Nachteilen im praktischen Umgang wie zum Beispiel das Abster-
ben der Zellen in Kultur und duBerst geringe RNA- und Proteinmengen erheblich weniger Erfahrungs-
werte im Bereich von Standardversuchen. Die Stimulation einer reinen CD4"-Zell-Population musste
erst etabliert werden, wohingegen die Jurkat-T-Zelllen ohne Stimulus proliferieren. Die Proliferations-
bedingungen und die Messung der Proliferation bedurften wie viele andere Parameter der Optimie-
rung. Die Komplexitit der Versuchsabldufe wurde erhoht und erschwerte die Vorhersehbarkeit und
auch die Reproduzierbarkeit der einzelnen Ergebnisse. Zudem musste eine gewisse Variabilitdt unter
den einzelnen Spendern beriicksichtigt werden, auf die kein Einfluss genommen werden konnte. Den-
noch sollte festgehalten werden, dass sich durch die Durchfithrung der Experimente mit priméren Zel-
len die Aussagekraft der Ergebnisse fiir den menschlichen Organismus enorm erhdht. Die iiblicherwie-
se eingesetzten Jurkat-T-Zellen entstammen einer Leukdmie-Zell-Linie. Diese Zellen sind immortali-
siert, das heif}t, sie proliferieren ohne Stimulus. Nebst diesem dulerst unphysiologischem Charakteri-
stikum weisen sie eine Vielfalt an Unterschieden in ihrer Proteinexpression auf. Zum Beispiel expri-
mieren Jurkat-T-Zellen TRPC6, wohingegen dieser Kanal in primdren CD4'-Zellen nicht
nachgewiesen wurde. Ergebnisse aus Jurkat-T-Zellen zu TRP-Kanélen sind somit schlecht auf den
menschlichen Organismus {ibertragbar. Diese Argumentation rechtfertigte den finanziellen und
zeitlichen Mehraufwand der vorliegenden Dissertation, in der ausschlieflich mit priméiren CD4"-
Zellen gearbeitet wurde.

Die Hauptschwierigkeit der vorliegenden Dissertation liegt in der komplexen Kombination der unter-
schiedlichen Themen und Methoden. Die Methode zur Herunterregulierung von Proteinen durch
siRNA ist neu und bietet vor allem im Bereich der priméren Zellen keine Langzeiterfahrungen und
kaum Literatur. Die Herunterregulierung von Membranproteinen stellt eine besondere Problematik
dar, wenn fiir diese Proteine keine Antikorper existieren, iiber die man den Effekt der siRNA nachwie-
sen und quantifizieren kann. Dies trifft fiir TRP-Kanile, die sich untereinander jeweils nur in wenigen
Aminosduren voneinander unterscheiden, bedauerlicherweise zu. Die existierenden Antikorper bieten
keine zuverlédssige Spezifitit und sind somit unbrauchbar fiir den detailgenauen Einsatz in primédren
Zellen. Auf eine Beobachtung der Kinetik der siRNA auf Proteinebene musste daher verzichtet wer-
den. Aufgrund des mangelnden Wissens iiber die Turn-over-Raten des TRPC3-Proteins, wurden mit

den Proliferationsexperimenten ein Zeitraum zwischen 0 und 12 Tagen abgedeckt. Der maximale Ef-
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fekt der siRNA trat an Tag 4 nach Transfektion. Deswegen konnte vermutet werden, dass die Turn-
over-Rate des TRPC3-Proteins im Bereich von 1-4 Tagen liegt (Abschnitt 4.8.1).

Zudem wurde bei TRP-Kanilen im Jahre 2002 von Hofmann et al. ein besonderes Phdnomen be-
schrieben: Die TRP-Kanile scheinen sich untereinander ersetzen zu konnen. In Versuchen mit
TRPC6-knock-out Mausen iibernahm TRPC3 einen Teil der urspriinglichen TRPC6-Funktion. Auch
fiir TRPC7, dessen Proteinsequenz dem TRPC3 mit 83% Ubereinstimmung am #hnlichsten ist, wur-
den derartige Vermutungen geduB3ert [26, 79]. Diese Beispiele stellen keine konkrete Problematik fiir
die Ergebnisse der vorliegenden Dissertation dar, weil TRPC6 und TRPC7 in humanen, priméren
CD4"-Zellen nicht exprimiert werden. Allerdings muss diese grundsitzliche Fihigkeit der TRP-Kanile
mit in die mdglichen Fehlerquellen miteinbezogen werden. Eine spekulative Uberlegung wire, dass
sich zwei TRPC3- und zwei TRPC1-Proteine zu einem Tetramer zusammenlagern und einen spei-
chergesteuerten Kanal in der Signalkaskade der T-Zellen bilden. Nach Herunterregulierung der
TRPC3-Proteine durch siRNA um 50%, bestiinde das Tetramer neben anderen moglichen Zusammen-
setzungen zum Beispiel noch aus einem TRPC3-Protein und zwei TRPC1-Proteinen. Konnte nun ein
TRPC1-Protein die Funktion des einen fehlenden TRPC3-Proteins ersetzen, hitte die Herunterregulie-
rung von TRPC3 keinen oder geringen Effekt auf die Zelle. Dies erschwerte den Nachweis der Funk-
tion von TRPC3 fiir die Zelle erheblich. Bislang wurden keine sich gegenseitig ersetzenden TRPC1-
und TRPC3-Untereinheiten beschrieben. Die grundsitzliche Mdoglichkeit dieses Phdnomens sollte je-
doch bei der kritischen Interpretation der Ergebnisse bestehen bleiben.

Eine weitere Problematik birgt der CRAC-Kanal-Blocker BTP2. In der vorliegenden Dissertation wur-
de sich an die géngigen Thesen gehalten, dass BTP2 den CRAC-Kanal auf direktem (Zitt et al. [94])
oder indirektem (Takezawa et al. [76]) Wege inhibiert. Allerdings ist nicht genau bekannt, ob die ver-
wendete Konzentration von 200 nM die CRAC-Aktivitdt tatsdchlich zu 100% senkt. Fiir die effiziente
Aktivierung einer CD4"-Zelle sind nur sehr wenige Kanile nétig [67]. Deswegen muss in Betracht ge-
zogen werden, dass ein Teil der Rest-Proliferation, wie sie in Abschnitt 5.1 und 5.2 beschrieben ist,
durch ein Leck in der Inhibition entstanden ist. Dies erklért jedoch sicherlich nicht die gesamte, ver-
bliebene Proliferation von 54%.

Trotz der vielen Hindernisse und Fehlerquellen, die die Versuchsumstinde mit sich brachten, war es
moglich, ein stabiles Versuchsystem zu etablieren, in dem die Reproduzierbarkeit letztendlich gewéhr-
leistet war. Die Proliferationsexperimente wurden der statistischen Analyse unterzogen und boten fiir

viele der Fragestellungen signifikante Resultate.

5.4 Ausblick
TRP-Kanile stehen im Fokus des wissenschaftlichen Interesses. Ihre vielfdltigen Funktions- und Inter-
aktionsmoglichkeiten sind faszinierend und bieten Stoff fiir zahlreiche weitere Untersuchungen. Wah-

rend der TRPC3-Kanal in der vorliegenden Dissertation intensiv auf seine Funktion fiir primére CD4"-
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Zellen untersucht wurde, wird die Rolle der iibrigen Mitglieder der TRP-Familie ,,nur” im Rahmen des
Screenings behandelt. Es steht noch aus, ob sich die Ergebnisse zum TRPC1-Kanal (Reduktion der
Proliferation TRPC1-siRNA-transfizierter Zellen im Vergleich zu Kontrollzellen um 32% an Tag 4)
reproduzieren lassen. Dies gilt ebenfalls fiir TRPM2, TPRMS5 und TRPV2. Die Entwicklung und Ver-
besserung von spezifischen TRP-Kanal-Antikorpern wird sicherlich zur detailgenaueren Arbeit mit
TRP-Kanélen beitragen.

Einen viel versprechenden Ansatz fiir die ausstehende Untersuchung bietet der 96-well-Nucleofactor
von Amaxa. Durch den weiterentwickelten Elektroporator, in dem 96 Transfektionen fast zeitgleich
stattfinden konnen, sind besonders die Aufrechterhaltung konstanter Bedingungen und damit die Ver-
gleichbarkeit der siRNAs untereinander gewéhrleistet. Ein erstes Test-Proliferationsexperiment mit
der weiterentwickelten Technik zeigte die deutliche Reduktion der Proliferation von sowohl TRPC3-
als auch STIM1-siRNA-transfizierter CD4"-Zellen im Vergleich zu Kontrollzellen (Abbildung 5.3).
Ebenfalls reduziert war die Proliferation TRPC1-siRNA-transfizierter Zellen. Mittels der 96-well-

Elektroporation wird die Erhebung grofer, valider Datenmengen moglich.

Abbildung 5.3 Proliferation von pri-
miren CD4"-Zellen, die mit dem 96-
well-Nucleofactor  (Amaxa)  mit
siRNA transfiziert wurden. Die Zel-
len wurden vier Tage nach Transfek-
tion mit aCD3-/aCD28-beschichteten
Beads stimuliert. Gezeigt wird die
Proliferation der Zellen an Tag 8 nach
ESTIMI Stimulation (bedingt durch verlang-
samte Reaktion der transfizierten Zel-
M Kontrolle len, die am chesten durch fehlerhaft
hergestellte aCD3-/aCD28-beschich-
tete Beads verursacht wurde). Die Li-
mitierung  der Ca®'-Konzentration
wurde durch die Zugabe von 1,05
mM EGTA erreicht. Gezeigt sind die
Daten eines repriasentativen Spenders.
Die Experimente wurden in Zusam-
menarbeit mit Christian Bickel (Ama-
xa) durchgefiihrt.
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Zeitlich gesehen stellt die in Abbildung 5.3 demonstrierte Proliferationsmessung das letzte Experiment
der vorliegenden Dissertation dar. Es bietet einen guten und positiven Ausblick auf zukiinftige techni-

sche Moglichkeiten zur Untersuchung der TRP-Kandle.
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7. Anhang

7.1 Ubersichtstabelle Giber die verwendeten siRNAs

siRNA Benennung Firma DNA-Ziel-Sequenz

Alexa Fluor 546 Alexa Fluor 546 Qiagen

Control non-silencing Kontroll-1 Qiagen

Control non-targeting 1 Kontroll-2 Dharmacon

Control non-targeting 2 Kontroll-3 Dharmacon

huSTIM1-1140 STIM1 Qiagen 5" AAG GCT CTG GAT ACA GTG CTC 3’
TRPC1-1 TRPC1-1 Qiagen 5" AAG GAT TGG GAT GCA TTC CAT 3°
TRPC1-2 TRPC1-2 Qiagen 5" AAG TGA TGT GCT GCC TAG TGC 3’
TRPC1-A TRPC1-3 Qiagen 5" AA GCC CGG AATTCTCGT GAA T3
TRPC1-B TRPC1-4 Qiagen 5" AA GCC CAC CTGTAA GAAGATA ¥
TRPC1-bl TRPC1-5 Dharmacon 5 GAGGTGAAGGAGGAGAATA 3’
TRPC1-TRPC3-motif TRPC1-C3-motif Qiagen 5" AATGG AAG TTT GCT CGT GCAA 3’
TRPC3 2-For-Silencing 1 TRPC3-1 Qiagen 5’ TCC GTT GTG CTC AAA TAT GAT 3’
TRPC3 2-For-Silencing 2 TRPC3-2 Qiagen 5" AAC GGT ATC GCT AGC AACTGA 3’
TRPC3 2-For-Silencing 3 TRPC3-3 Qiagen 5’ CACGTTATCAGCAGATAATGA 3’
TRPC3 2-For-Silencing 4 TRPC3-4 Qiagen 5" AAGGACTGTAAAGGACATATT 3’
TRPC3-2 TRPC3-5 Qiagen 5 AAG TGT CTC GTT GTG CTG GTC 3’
TRPC3-3 TRPC3-6 Qiagen 5 AAG TGA CTT CCG TTG TGC TCA 3’
TRPC3-b1 TRPC3-7 Dharmacon 5" ATGATGAAGTTAATGAAGG 3’
TRPC3-b2 TRPC3-8 Dharmacon 5" AAGGATATAGAAATGGGAA 3’
TRPC4-1 TRPC4-1 Qiagen 5" AA GGC CTG ACC GAAGAGAACT3
TRPC4-2 TRPC4-2 Qiagen 5" AA GTT CCA GAG AACTGG AAATZY
TRPC7-1 TRPC7-1 Qiagen 5’AA GGC CAA AAG CTG TGA AAA T3’
TRPC7-2 TRPC7-2 Qiagen 5" AA GGC GAG CTG AAG GAAATCA 3
TRPM2-A TRPM2-1 Qiagen 5 AA GAG GAGGTGTGGCCATCAA 3
TRPM2-B TRPM2-2 Qiagen 5" AA GCC GCG GCT GAAGAGCATT3
TRPM5-A TRPMS-1 Qiagen 5" AACCG CCCACAGAGTGGACTT3
TRPM5-B TRPMS5-2 Qiagen 5" AA GGT GGC CGA GAAGCAGTITT¥
TRPM7-A TRPM7-1 Qiagen 5 AATCG GAG GTC TGG CCG AAA T3’
TRPM7-B TRPM7-2 Qiagen 5" AA GCC AGC TAT GGATAC AAAT3’
TRPV1-bl TRPVI1-1 Dharmacon 5" ATTGAAGACGGGAAGAATG 3’
TRPV1-B TRPVI-2 Qiagen 5" AA GGG CGG CCTGGATTCTACT 3
TRPV2-A TRPV2-1 Qiagen 5" AA GGG CCA AGG GACTTGCTT T 3’
TRPV2-B TRPV2-2 Qiagen 5" AA GCC TCC TTG GAG CTC TTC A 3’
TRPV3-A TRPV3-1 Qiagen 5" AA GGG CAG ACG GCGCTGAACA 3
TRPV3-B TRPV3-2 Qiagen 5" AA GAG CAG AGG AGG AAAAAGA3Y
TRPV5-A TRPVS-1 Qiagen 5" AA ACG AGA GGCTCGCCAAATT3

TRPV5-B TRPV5-2 Qiagen 5" AATGC GTT TCT GCT GGC TGA T 3’
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TRPV6-A TRPV6-1 Qiagen 5" AA GGG CTA ATT CTC TGC CTA T 3’
TRPV6-B TRPV6-2 Qiagen 5" AA GCA CAC CCA GTG GACGTA T3’
Benennung SiRNA Sequenz (Sense, 5’- 3”) SiRNA Sequenz (Anti-Sense, 5°- 3”)
Alexa-Fluor 546 UUCUCCGAACGUGUCACGUATAT ACGUGACACGUUCGGAGAAJdTAT
Kontroll-1 UUCUCCGAACGUGUCACGUATAT ACGUGACACGUUCGGAGAAJdTAT
Kontroll-2 UAGCGACUAAACACAUCAA UU UUGAUGUGUUUAGUCGCUA
Kontroll-3 UAAGGCUAUGAAGAGAUAC UU GUAUCUCUUCAUAGCCUUA
STIM-1 GGCUCUGGAUACAGUGCUCITAT GAGCACUGUAUCCAGAGCCATdT
TRPC1-1 GGAUUGGGAUGCAUUCCAUdTAT AUGGAAUGCAUCCCAAUCCATdT
TRPC1-2 GUGAUGUGCUGCCUAGUGCATdT GCACUAGGCAGCACAUCACTATAT
TRPC1-3 GCCCGGAAUUCUCGUGAAUITAT AUUCACGAGAAUUCCGGGCATAT
TRPC1-4 GCCCACCUGUAAGAAGAUAJdTAT UAUCUUCUUACAGGUGGGCATAT
TRPC1-5 GAGGUGAAGGAGGAGAAUAATIT UAUUCUCCUCCUUCACCUCdCdC
TRPC1-C3-motif UGGAAGUUUGCUCGUGCAAATAT UUGCACGAGCAAACUUCCAJTIT
TRPC3-1 CGUUGUGCUCAAAUAUGAUdTAT AUCAUAUUUGAGCACAACGAGdA
TRPC3-2 CGGUAUCGCUAGCAACUGAJdTAT UCAGUUGCUAGCGAUACCGATAT
TRPC3-3 CGUUAUCAGCAGAUAAUGAJdTAT UCAUUAUCUGCUGAUAACGATAT
TRPC3-4 GGACUGUAAAGGACAUAUUATAT AAUAUGUCCUUUACAGUCCATAT
TRPC3-5 GUGUCUCGUUGUGCUGGUCATAT GCACAGCACAACGAGACACITAT
TRPC3-6 GUGAUCUCCGUUGUGCUCAJdTAT UGAGCACAACGGAAGUCACATAT
TRPC3-7 AUGAUGAAGUUAAUGAAGGATAT CCUUCAUUAACUUCAUCAUUUdTAT
TRPC3-8 AAGGAUAUAGAAAUGGGAAdTAT UUCCCAUUUCUAUAUCCUUCUdTAT
TRPC4-1 GGCCUGACCGAAGAGAACUITAT AGUUCUCUUCGGUCAGGCCATdT
TRPC4-2 GUUCCAGAGAACUGGAAAUITAT AUUUCCAGUUCUCUGGAACATAT
TRPC7-1 GGCCAAAAGCUGUGAAAAUATAT AUUUUCACAGCUUUUGGCCATAT
TRPC7-2 GGCGAGCUGAAGGAAAUCAJATAT UGAUUUCCUUCAGCUCGCCATAT
TRPM2-1 GAGGAGGUGUGGCCAUCAAJATAT UUGAUGGCCACACCUCCUCATdT
TRPM2-2 GCCGCGGCUGAAGAGCAUUITAT AAUGCUCUUCAGCCGCGGCATAT
TRPM5-1 CCGCCCACAGAGUGGACUUITAT AAGUCCACUCUGUGGGCGGATAT
TRPMS5-2 GGUGGCCGAGAAGCAGUUUATAT AAACUGCUUCUCGGCCACCATdT
TRPM7-1 UGCGAGGUCUGGCCGAAAUITAT AUUUCGGCCAGACCUCCGAdTAT
TRPM7-2 GCCAGCUAUGGAUACAAAUATAT AUUUGUAUCCAUAGCUGGCATAT
TRPV1-1 AUUGAAGACGGGAAGAAUGATIT CAUUCUUCCCGUCUUCAAUdCdA
TRPV1-2 GGGCGGCCUGGAUUCUACUdTAT AGUAGAAUCCAGGCCGCCCATAT
TRPV2-1 GGGCCAAGGGACUUGCUUUATAT AAAGCAAGUCCCUUGGCCCATAT
TRPV2-2 GCCUCCUUGGAGCUCUUCAJdTAT UGAAGAGCUCCAAGGAGGCATdT
TRPV3-1 GGGCAGACGGCGCUGAACAATAT UGUUCAGCGCCGUCUGCCCATdT
TRPV3-2 GAGCAGAGGAGGAAAAAGAATAT UCuuuuuCCUCCUCUGCUCdTdT
TRPV5-1 ACGAGAGGCUCGCCAAAUUITAT AAUUUGGCGAGCCUCUCGUATAT
TRPV5-2 UGCGUUUCUGCUGGCUGAUdTAT AUCAGCCAGCAGAAACGCAJTIT
TRPV6-1 GGGCUAAUUCUCUGCCUAUdTAT AUAGGCAGAGAAUUAGCCCATAT

TRPV6-2

GCACACCCAGUGGACGUAUATAT

AUACGUCCACUGGGUGUGCATAT
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Abb. 7.1 Gezeigt wird die Proliferation aCD3-/aCD28-Bead-stimulierter CD4"-Zellen nach Transfektion mit
siRNA gegen alle, von CD4"-Zellen konsistent exprimierten TRP-Kanile. An Tag 4 wurde die Proliferation mit-
tels CellTiter Blue bestimmt. Zur Analyse der Daten, die in insgesamt sechs Experimenten mit 13 Depletionsfil-
tern entstanden, wurden die Messwerte jeweils gemittelt und als Prozent der Proliferation der zugehdrigen Kon-
trolle gezeigt. Dafiir wurde die Proliferation der Kontrollzellen an Tag 4 auf 100% gesetzt. Es wurden pro Expe-
riment mindestens zwei Kontroll-siRNAs mitgefiihrt. Zu den verwendeten Kontroll-siRNAs gehdrten: Control
non-silencing-siRNA, TRPC4-1-, TRPC7-1- und TRPC7-2-siRNA (Nomenklatur siche Abschnitt 7.1).
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7.3 Unbedenklichkeitserklarung der Ethikkommission

In dieser Arbeit wurden Leukozyten-Reduktions-Filter von Vollblutspendern zur Aufreinigung der T-
Zellen weiterverwendet. Dieses Vorgehen wurde von der Ethikkommission begutachtet und gestattet
(Unbedenklichkeitserkldrung vom 05. 04. 2005, Kenn-Nummer: Prof. Schie/Gn, Projektfinanzierung
durch die Deutsche Forschungsgemeinschaft (SFB 530, Projekt A3)).
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