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1 Abkiirzungsverzeichnis

2-APB 2-Aminoethyl-diphenyl-borat

Abb. Abbildung

AK Antikorper

AP-1 Aktivator Protein 1

APC Antigen présentierende Zelle

ATP Adenosintriphosphat

BAPTA 1,2-bis(2-aminophenoxy )ethane-N,N,N * N “-tetraacetic acid
BTP-2 3,5-bistrifluoromethyl-pyrazol

cADPR cyclic Adenosinediphosphateribose

cAMP Zyklisches Adenosinmonophosphat

CCCP Mesoxalonitril 3-chlorophenylhydrazon

CD Cluster of differentiation

CRAC Calcium release-activated calcium channel
CTLA-4 Cytotoxic T-lymphocyte antigen 4

DAG Diazylglyzerin

DC Dentritische Zelle

DNA Desoxyribonukleinsdure

Drpl Dynamin related protein 1

ER Endoplasmatisches Retikulum

FITC Fluorescein-5-isothiocyanat

HEK Human embryonic kidney

ICAM Intracellular cell-adhesion molecule

Ig Immunglobulin

IxB Inhibitory protein kB

IL Interleukin

IP; Inositol-1,4,5-triphosphat

IPsR IP3-Rezeptor

IS Immunologische Synapse

ITAM Immunoreceptor tyrosin-based activation motif
Kea Kalzium-abhangige Kaliumkanéle

Lck Lymphocyte-specific protein tyrosine kinase
LFA-1 Lymphocyte function-associated antigen-1
MAP-Kinase | Mitogen-activated protein kinase

MHC Major histocompatibility complex

NAAD Nicotinic acid adenine dinucleotide phosphate
NFAT Nuclear factor of activated T-cell
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NFxB
PBL"s
PKC
PIP,
PLC
PMCA
RT
SCID
SERCA
SMAC
SOC
STIM
TCR
TG

TK
TRP
ZAP-70

Nuclear factor kB

Periphere Blutlymphozyten
Phosphokinase C
Inositol-4,5-bisphosphat
Phospholipase C

Plasmamembran Kalzium ATPase
Raumtemperatur

Severe combined immunodeficiency
Sarco-endoplasmic-reticulum calcium ATPase
Supra-molecular activation complex
Store-operated channel

Stromal interaction molecule

T-Zell Rezeptor

Thapsigargin

Tyrosinkinase

Transient receptor potential
¢-chain-associated protein of 70 kD
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2 Zusammenfassung

Die Erhohungen von intrazellularen Kalziumkonzentrationen sind wichtige
Schliisselsignale bei der Aktivierung von T-Zellen. Nach Bindung des Antigen-
MHC-Komplexes an den TCR kommt es zur Aktivierung einer Signalkaska-
de, die u.a. in der Genexpression von Interleukinen und der Proliferation der
T-Zellen miindet. Fiir die Aktivierung der entsprechenden Transkriptions-
faktoren wird ein so hoher und langanhaltender Anstieg der intrazelluldren
Kalziumkonzentration benétigt, dass die Entleerung der intrazelluldren Kal-
ziumspeicher allein nicht ausreichend ist. Zuséatzlich erfolgt ein Einstrom von
Kalzium aus dem Extrazellularraum durch kalziumspeicheraktivierte CRAC-
Kanile (Ca®* realease-activated Ca?"- channels). Dadurch kommt es zu einer
lokalen Erhéhung der Kalziumkonzentration im Bereich dieser Kanéle, wo-
durch diese kalziumabhéngig inhibiert werden. Mitochondrien kénnen mit
Hilfe ihres Kalzium-Uniporters dieses einstréomende Kalzium aufnehmen und
verhindern somit die Inaktivierung der CRAC-Kanéle. Dadurch kann insge-
samt mehr Kalzium in die T-Zellen flieffen und dies fithrt zu langanhaltenden
intrazelluldren Erhéhungen der Kalziumkonzentrationen.

Ziel dieser Arbeit war, die Funktionen von Mitochondrien wahrend der T-
Zell Aktivierung nadher aufzukldren. So konnten wir zeigen, dass die mito-
chondrialen Bewegungen zur Immunologische Synapse (IS) kontinuierlich
iiber einen Zeitraum von mindestens einer Stunde erfolgen und fiir diese Be-
wegungen ein Kalziumeinstrom iiber die Plasmamembran von T-Zellen essen-
tiell ist. Desweiteren wurde mit Hilfe einer Kombination aus elektrophysiolo-
gischen, fluoreszenzbasierten und Kalzium-Imaging Techniken gezeigt, dass
die intrazelluldren Kalziumkonzentrationen von der mitochondrialen Loka-
lisation in Bezug zu den Kalziumkanélen in der Plasmamembran abhéngig
sind. Je ndher die Mitochondrien an den Kalziumkanilen in der Plasmamem-
bran lokalisiert sind, desto mehr Kalzium fliefst in die Zelle ein. Dieser Ef-
fekt ist in humanen CD4" T-Zellen starker ausgebildet als in der T-Zelllinie
Jurkat. Im Rahmen dieser Doktorarbeit sollte dariiberhinaus herausgefun-
den werden, was das eigentliche Ziel dieser mitochondrialen Bewegungen ist:
die IS oder der Kalziumeinstrom? Um diese Frage zu beantworten, wurden
neue Methoden entwickelt, mit der wir in der Lage waren, sowohl Kalzi-
um lokal zu applizieren, als auch an einem genau definierten Bereich der
T-Zellmembran eine IS zu induzieren. So konnte gezeigt werden, dass die
Mitochondrien entlang des Aktin-Zytoskeletts zur IS wandern, unabhéngig
davon, wo der Kalziumeinstrom in der T-Zelle lokalisiert ist. Mit dieser neu
entwickelten Methode kénnen in der Zukunft auch viele andere Fragestellun-
gen im Bereich der Kalzium-Signaliibertragung in Zellen des Immunsystems
beantwortet werden.
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3 Abstract

3.1 Functions of mitochondria during T-cell activation

The increase of intracellular calcium concentrations is an important signal
during T-cell activation. Binding of antigen-MHC-complexes to T-cell recep-
tors induces activation of different signalling pathways, ending up in gene
expression of different cytokines and proliferation of T-cells. It is necessa-
ry for the activation of transcription factors in order to generate very high
and long-lasting intracellular calcium concentrations that calcium enters the
cells through calcium release-activated calcium channels (CRAC) located in
the plasma membrane in addition to store depletion. These CRAC-channels
are inactivated by inflowing calcium, which accumulates in microdomains
underneath the mouth of the channels. Mitochondria are able to take up
this inflowing calcium by their calcium uniporters and thereby prevent the
inactivation of CRAC channels. As a consequence more calcium enters the
T-cells and long-lasting elevations in intracellular calcium concentrations are
generated.

The goal of this thesis was to reveal the functions of mitochondria during
the T-cell activation in detail. We could show that mitochondrial movements
to the immunological synapse (IS) occur continuously for at least one hour.
Calcium influx over the plasma membrane is essential for the mitochondri-
al movement towards the IS. Furthermore, using a combination of different
electrophysiological and fluorescence-based imaging techniques, we show that
the intracellular calcium concentrations depend on the localisation of mit-
ochondria towards the calcium influx source. The closer the mitochondria
are located at the site of the calcium influx, the more calcium enters the
cell. This effect was even bigger in isolated human CD4% T-cells than in a
Jurkat T-cell line. The most important question which should be answered
during this thesis, was: What is the destination of moving mitochondria: the
IS or the calcium influx source? To answer this question we developed a new
technique which allowed us to apply calcium locally and simultaniously in-
ducing an IS at a distinct area of the plasma membrane. Using this method,
we could show that mitochondria are moving along the actin-cytoskeleton
towards the IS independently of the localisation of the calcium influx source
in T-cells. This new method can also be used in the future to answer other
questions in the field of calcium signalling in lymphocytes.
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4 Einleitung

4.1 Funktionen von T-Zellen im Immunsystem

Das Immunsystem dient der Abwehr potentiell pathogener Keime sowie der
Erkennung und Eliminierung infizierter und entarteter Zellen. Dabei spielen
T-Lymphozyten, die der spezifischen, zelluldren (adaptiven) Immunabwehr
zugeordnet werden, eine wichtige Rolle. Dieser Zelltyp hat unterschiedliche
Funktionen innerhalb des Immunsystems und wird dementsprechend in ver-
schiedene Unterklassen eingeteilt.

Den groften Anteil der T-Zellen (65 %) bilden die T-Helferzellen (CD47), die
an der zelluldren Immunreaktion und Differenzierung von B-Zellen zu anti-
korperproduzierenden Plasmazellen beteiligt sind. Die T-Helferzellen werden
anhand der Zytokine, die sie produzieren, in drei Untergruppen eingeteilt:

e Ty 0-Zellen produzieren Interleukin-2 (IL-2), Interferon ~y, Interleukin-4
und -5

e Ty1-Zellen produzieren Interleukin-2 und Interferon ~

o T2-Zellen produzieren Interleukin-4 und -5

Welche T -Subpopulation zur Infektionsbekdmpfung gebildet wird, hangt
von mehreren Faktoren wie z. B. dem Erregertyp oder dem betroffenen Ge-
webe ab. Die restlichen 35 % der T-Lymphozyten werden den CD8" T-
Killerzellen zugerechnet (zytotoxische T-Lymphozyten). Sie kénnen Virus-
infizierte Zellen nach Antigen-spezifischer Présentation erkennen und mittels
Perforinen lysieren.

Zunachst miissen T-Zellen stimuliert werden, bevor sie ihre Zielfunktionen
ausfiihren konnen. Dies geschieht vor allem durch Wechselwirkungen mit
Antigen-préasentierenden Zellen (APC), zu denen dendritische Zellen, B-Zellen
und Monozyten bzw. Makrophagen gezahlt werden. Die wichtigsten Molekii-
le in diesem Aktivierungsprozess sind die T-Zell-Rezeptoren (TCR) auf den
T-Zellen und die Histokompatibilitdtskomplexe (MHC = Major Histocom-
patibility Complex) auf den APC’s. Die TCR s sind nicht-kovalent mit den
Cluster of Differentiation 3 (CD3) -Molekiilkomplexen assoziiert, die die ei-
gentliche Signaliibertragung ins Zellinnere iibernehmen. Zusammen werden
TCR und CD3-Molekiilkomplexe als funktionelle TCR-Komplexe bezeichnet.
Dariiber hinaus sind mit dem TCR kostimulatorische Molekiile wie CD28 und
CTLA-4 (cytotoxic T-lymphocyte antigen 4) assoziiert. Fehlen diese kosti-
mulatorischen Signale bei der Antigenerkennung, so wird die T-Zelle anerg,
d.h. sie lebt zwar weiter, kann jedoch nicht mehr aktiviert werden, auch nicht
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durch spétere Antigenprasentation durch eine APC. Dies dient der Eliminie-
rung von T-Zellen, deren TCR mit korpereigenen Strukturen interagieren
und ist somit ein wichtiger Mechanismus zur Vermeidung von Autoimmun-
reaktionen. Die ebenfalls mit dem TCR assoziierten Korezeptoren CD4 bzw.
CDS8 sind fiir die Stabilisierung des Kontaktes zwischen T-Zelle und APC
notwendig.

Im Rahmen dieser Interaktion zwischen APC und T-Zelle kommt es zur Ak-
tivierung einer intrazelluldren Signalkaskade (sieche Abschnitt 4.3), die zur
Bildung und Ausschiittung verschiedener Zytokine fithrt. Diese Interleukine
(IL) dienen zum einen der eigenen ,Riickkopplungs-Aktivierung* iiber den
IL-2 Rezeptor, was zu einer klonalen Expansion und damit zu einer Popu-
lation identischer T-Zellklone fiihrt. Desweiteren werden iiber die IL-2 und
IL-4 B-Lymphozyten aktiviert, die dann proliferieren und sich zu Antikorper-
produzierenden Plasmazellen entwickeln. Durch die Zytokinfreisetzung wer-
den zusétzlich natiirliche Killerzellen, Mastzellen, Makrophagen und Granu-
lozyten aktiviert, die dann gemeinsam gegen die Pathogene kimpfen kénnen.

4.2 Die Immunologische Synpase

Es ist seit dem Jahr 1998 bekannt, dass die T-Zellen mit den APC eine Ver-
bindung eingehen, die in der Aktivierung und nachfolgenden Proliferation der
T-Zellen miindet (Monks et al., 1998). Ein wichtiger Vorgang wéhrend der
T-Zell Aktivierung ist die anhaltende Stimulation des TCR (Ullman et al.,
1990). Erreicht wird dies durch eine komplexe Interaktion von Molekiilen in-
nerhalb der Interaktionszone zwischen T-Zelle und APC, die Immunologische
Synpase (IS) genannt wird. Obwohl das Konzept der IS nicht neu ist, wurde
diese Zell-Zell-Interaktion erst in letzter Zeit ndher untersucht (Grakoui et
al., 1999; Qi et al., 2001). Die Bildung der IS ist in drei Phasen unterteilt
(sieche Abb. 1):

1. Bildung der Zell-Zell-Verbindung, wobei entweder Leukozyten-Funktions-
Antigen 1 (LFA-1, T-Zellen) oder Intrazelluléres Zelladhédsions-Molekiile
(ICAM-1 Proteine; APC) im Zentrum der Interaktionsstelle verankert
werden und den ,central supramolecular activation cluster (c-SMAC)
bilden. Dadurch wird die Wanderung der T-Zellen gestoppt und die
Polarisierung der T-Zellen gestartet.

2. Gerichteter Transport von MHC-Antigenpeptid Komplexen, wobei die-
se Komplexe in die c-SMAC Zone wandern (TCR-abhéngig). Diese mo-
lekulare Bewegung wird durch eine Umorganisation des Zytoskeletts
vermittelt.
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3. Stabilisierung der IS: die ausgereifte IS besteht aus drei konzentrischen
Bereichen mit einem geclusterten MHC-Peptid/TCR-CD3 Bereich im
Inneren (c-SMAC) zusammen mit anderen Molekiilen (z.B.: CD4, CD8,
CD2 und CD28) und einem &duferen Bereich, indem Adhésionsmolekiile
wie LFA-1 akkumulieren (p-SMAC). Gleichzeitig werden grofte Mole-
kiile wie CD43 und CD45 aus dem Bereich der IS verdrdngt und im
dufersten ,distal supramolecular activation cluster (d-SMAC) ange-
reichert (siehe Abb. 2).

Bildung der Gerichteter MHC- . 4 TCR
Zell-Zell-Verbindung Peptid Transport Stabilisierung der IS

/S ICAM-1

& MHC-peptide

& Cytoskeletal
forces

3

prarge

Abb. 1: Bildung der Immunologischen Synapse: Die Bildung der IS ist
in drei Phasen unterteilt: Die Bildung der Zell-Zell-Verbindung, den gerichteten
MHC-Peptid Transport und die Stabilisierung der IS (aus Grakoui et al., 1999).

Durch diese IS-Bildung umgeht das Immunsystem viele Barrieren, die die
TCR-Aktivierung negativ beeinflussen wiirden, wie z.B. die sterische Hin-
derung von grofen Glykoproteinen wie CD43 und CD45, die geringe Grofe
des TCR und MHC, die geringe Affinitat des TCR-MHC-Peptid Komplexes
und die geringe Anzahl von MHC-Peptid Komplexen auf der Oberfliche der
APC’s (Friedl et al., 2005; Grakoui et al., 1999; Jacobelli et al., 2004; Krum-
mel und Davis, 2002).

Da die intrazelluldren Signalmolekiile, die durch die TCR-~Aktivierung ent-
stehen, nur eine kurze Halbwertszeit besitzen, wird ihre Akkumulation durch
eine kontinuierliche TCR-Aktivierung nach IS-Bildung sichergestellt (Beeson
et al., 1996).

Zusammenfassend lésst sich also sagen, dass die IS eine hoch organisierte zel-
luldre Verbindung zwischen T-Zelle und APC darstellt. Die IS stellt sicher,
dass Vorgénge auf der Zelloberfliache letztendlich zu einer T-Zell Aktivierung
fithren kénnen. Durch die Antigen-induzierte Polarisation der T-Zelle werden
zytosolische und plasmamembranstéandige Molekiile rekrutiert, die an intra-
zelluldren Signalkaskaden beteiligt sind. Proteine, die die T-Zell Aktivierung
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behindern wiirden, werden von der IS fern gehalten (Janeway et al., 2005).
Somit dient die IS dazu, das Schicksal der T-Zellen zu entscheiden, wie z.B.:
Anergie, den Grad der Zellproliferation oder der Toleranz.

A B

LFAT-ICAMT

Talin

of b
‘e . A
,* CD45 ",

Peptide-

C By
MHC { TCR-CD3-peptide
! -M 2

\ \ I o el K K
N CD45 N, CD2-CD48/CD59  CD44
\, - > y

Abb. 2: Aufbau der IS: (A) zeigt eine Auswahl von Molekiilen, die an der Bil-
dung der IS beteiligt sind. Kostimulatorische Peptide und der MHC-Komplex
auf der APC sind in rot dargestellt, positive Kostimulatoren auf der T-Zelle
in blau, negative in gelb. Grau sind die Molekiile, die nicht zur Signaliibertra-
gung beitragen. Der Pfeil steht fiir Signale, die gemeinsam zur T-Zell Aktivie-
rung fiithren. (B) zeigt einen Querschnitt durch die IS mit den typischen Zonen
(¢SMAC (hellgriin), pSMAC (dunkelgriin) und dSMAC (blau)) und den darin
angereicherten Molekiilen (aus Huppa and Davis, 2003).

4.3 Kalziumabhangige Signaltransduktion in T-Zellen

Nach der Bindung des MHC-Antigen-Komplexes an den TCR im Rahmen der
[S-Bildung kommt es im ersten Schritt der Signaltransduktion zur Phospho-
rylierung von Tyrosinkinasen, die ihrerseits die Phospholipase Cy (PLCr)
phosphorylieren und damit aktivieren. Die Phospholipase C~ spaltet das
membransténdige Phospholipid Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIPs)
in die ,second messenger* Inositol-1,4,5-triphosphat (IP3) und Diazylglyzerol
(DAG). IP3 fithrt durch Bindung an die IP3-Rezeptoren des endoplasmati-
schen Retikulums (ER) zu einer Freisetzung von Kalziumionen aus den Kal-
ziumspeichern in das Zytoplasma und zu einer Erhohung der intrazelluldren
Kalziumkonzentration. Das freigesetzte DAG und der Anstieg der intrazel-
luldren Kalziumkonzentration fithren zur Aktivierung der Proteinkinase C
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(PKC) und rufen eine Phosphorylierung mehrerer Proteinkomplexe wie z. B.
AP-1 (activator protein 1) und IkB/NF-£B hervor (Crabtree and Clipstone,
1994). Der 1xkB/NF-xB-Komplex dissoziiert aufgrund seiner Phosphorylie-
rung in die beiden Untereinheiten IxB und NF-xB. Das phosphorylierte [xB
wird im Zytoplasma degradiert, wohingegen der nun aktivierte Transkripti-
onsfaktor NF-£B in den Zellkern wandert. Dort bindet er an den Promotor
des IL-2-Gens und zusammen mit anderen Transkriptionsfaktoren wie AP-1
und NFAT (nuclear factor of activated T-cells) induziert dieser Komplex die
Expression von IL-2 (Baldwin, 1996; Partiseti et al., 1994).

Die phosphorylierten, zytosolischen NFAT-Proteine werden durch die kal-
zium /calmodulinabhéngige Phosphatase Calcineurin nach einem Anstieg der
intrazelluldren Kalziumkonzentration dephosphoryliert und damit aktiviert
(Flanagan et al., 1991; Hogan et al., 2003). Dadurch kommt es zu einer Kon-
formationsdnderung des NFAT, welches durch die Exposition seiner Kern-
lokalisationssequenz in den Kern transloziert. Dort kooperiert NFAT mit
verschiedenen Kofaktoren wie z. B. AP-1 und bildet funktionelle Transkrip-
tionsfaktor-Komplexe, die zur Expression von verschiedenen Genen fiihren.
Auch AP-1, das als wichtigster Interaktionspartner von NFAT gilt, wird
durch kalziumabhéngige Kinasen kontrolliert (Rao et al., 1997).

Zur Aktivierung der Transkriptionsfaktoren wird eine langanhaltende Er-
hohung des intrazellularen Kalziumspiegels benotigt, die nicht vollkommen
durch die Freisetzung von Kalzium aus den intrazelluldren Speichern (ER)
erreicht werden kann (Goldsmith and Weiss, 1988; Negulescu et al., 1994).
Weiterhin ist bekannt, dass das Kalziumsignal in aktivierten T-Lymphozyten
biphasisch ansteigt (Gardner, 1989). Daher muss neben der Entleerung der
intrazelluldren Kalziumspeicher auch ein Kalziumeinstrom tiber die Plasma-
membran stattfinden, denn ohne diesen Einstrom aus dem Extrazellularraum
ware das Immunsystem nicht funktionsfihig. Es wurde gezeigt, dass das Sig-
nal fiir die Aktivierung dieses Kalziumeinstroms die initiale Entleerung der
intrazellularen Kalziumspeicher ist (Putney, 1990). Daher wurde diese Art
von Kanal, die auch in vielen anderen Zellen entdeckt wurde, ,speicherakti-
vierter Kanal* (SOC = store-operated channel) genannt. Der in T-Zellen und
anderen Zellen gefundene ,store-operated channel* heift CRAC-Kanal (Ca®"
realease-activated Ca®" channel) und wurde nach dem gleichen, urspriinglich
in Mastzellen gefundenen Kanal benannt (Hoth and Penner, 1992). Er un-
terscheidet sich von anderen SOC “s durch seine hohe Selektivitéat fiir Kalzi-
umionen (siche Abschnitt 4.4).

Neben dieser Moglichkeit wurden zwei weitere Ansétze zur Freisetzung von
Kalzium aus intrazelluldren Speichern beschrieben. Sowohl die T-Zelllinie
Jurkat als auch primére T-Lymphozyten exprimieren den Ryanodin- Rezep-
tor in der Membran des endoplasmatischen Retikulums. Durch Bindung des
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,second messengers‘ cADPR (cyclic ADP-ribose) an die Ryanodin-Rezeptoren
wird Kalzium aus dem ER freigesetzt. Wahrend der IP3-abhéngige Weg wich-
tig fiir die schnelle Freisetzung von Kalzium und die anschliefsende Akti-
vierung des CRAC-Kanals nétig ist, spielt cADPR eine Rolle in der Auf-
rechterhaltung des Kalziumsignals (Guse, 2004). Desweiteren wird in T-
Lymphozyten eine NAADP*-abhingige (NAADP™ = nicotinic acid adeni-
ne dinucleotide phosphate) Kalziumfreisetzung aus intrazelluléren Speichern
beschrieben, iiber die aber noch wenig bekannt ist. Ein Uberblick iiber die
Kalzium-abhéingige Signaltransduktion in T-Zellen ist in Abb. 3 zu sehen.
Die zeitliche und rdaumliche Dynamik des Kalziumsignals, die sich durch das
Zusammenspiel von intrazellularem und extrazelluldrem Kalziumeinstrom in
das Zytosol ergibt, ermoglicht die Modulation von Immunantworten. Treten
Storungen in diesem Zusammenspiel auf, so konnen daraus Krankheiten re-
sultieren, die mit einer Immunschwéche einhergehen (Feske et al., 2001; Le
Deist et al., 1995; Partiseti et al., 1994). Um geeignete Therapien und Me-
dikamente gegen diese Krankheiten entwickeln zu kénnen, ist es wichtig, die
genauen Zusammenhéinge dieser komplexen Signalwege zu entschliisseln.

4.4 Funktionen des CRAC/Orai Kanals in T-Zellen
4.4.1 Der CRAC/Orai-Kanal
Der CRAC/Orai Kanal ist, wie in Abschnitt 4.3 beschrieben, ein Kalziumka-

nal in der Plasmamembran humaner T-Zellen, Mastzellen und vieler anderer
Zelltypen. Er besitzt eine Selektivitat fiir Kalziumionen gegeniiber mono-
valenten Kationen von ungefahr 1000:1 (Hoth and Penner, 1993) und eine
Einzelkanalleitfahigkeit von 10-20 fS (Prakriya and Lewis, 2002; Zweifach and
Lewis, 1993). Beziiglich der Kalzium-Selektivitét entspricht der CRAC/Orai
Kanal fast der Selektivitdt spannungsgesteuerter Kalziumkanéle, die jedoch
eine wesentlich hohere Einzelkanalleitfahigkeit besitzen. Im Gegensatz zu die-
sen spannungsgesteuerten Kalziumkanélen wird der CRAC/Orai Kanal nicht
durch Potentialdnderung, sondern durch die Entleerung der intrazelluldren
Kalziumspeicher aktiviert. Der Kalziumeinstrom iiber die Plasmamembran
ist notwendig, damit eine effektive Aktivierung der T-Zellen bis hin zur Ex-
pression von Interleukinen erfolgen kann.

Durch den Kalziumeinstrom iiber die CRAC-Kanéle sammelt sich Kalzium
intrazelluldr in einer Mikrodoméane unter dem Kanaleingang an und inakti-
viert diesen. Eine Hemmung der CRAC-Kanile durch die ansteigende Kalzi-
umkonzentration wiirde also das Kalziumsignal schnell wieder abfallen lassen.
Diese Hemmung wird unter anderem dadurch verhindert, dass Mitochondri-
en, die in der Ndhe der Plasmamembran lokalisiert sind, das einstromende
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Antigen prasentierende Zelle
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Abb. 3: T-Zell Aktivierung: Die Antigen-prisentierende Zelle (APC) bin-
det mit dem MHC-Antigen-Komplex und kostimulatorischen Molekiilkomple-
xen an den TCR. Diese Zell-Zell-Verbindung wird Immunologische Synpase
(IS) genannt. Nach der Bildung der IS kommt es zur Bildung von verschie-
denen Signalmolekiilen wie z. B. Inositoltriphosphat (IP3). IP3 bindet an Re-
zeptoren in der Membran des ER und Kalzium wird daraufhin aus den intra-
zelluldren Speichern freigesetzt. Diese Freisetzung verursacht die Translokation
des ER-membranstindigen Molekiils STIM1 zur Plasmamembran, wo es mit
Orail, einer Untereinheit des CRAC-Kanals, interagiert und den Kanal akti-
viert. Kalzium stromt in die T-Zelle ein und aktiviert verschiedene Transkrip-
tionsfaktoren (z. B. NFAT), die wiederum die Genexpression von Interleukinen
aktivieren. Die Mitochondrien verhindern durch die Kalziumaufnahme mit ih-
ren Kalzium-Uniportern und die anschlieffende, langsame Kalzium-Freisetzung
durch Kalzium-Austauscher die kalziumabhéngige Inaktivierung des CRAC-
Kanals und tragen so zur T-Zell Aktivierung bei.
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Kalzium iiber einen Uniporter aufnehmen und als ,,Kalzium-Puffer” die Riick-
kopplungshemmung des CRAC-Kanals verhindern (siche Abschnitt 4.5). Das
von den Mitochondrien aufgenommene Kalzium wird nur langsam wieder
iiber einen Na'/Ca®"-Austauscher in das Zytoplasma abgegeben (Hoth et
al., 1997; Lewis, 2001). Ebenso wird ein Teil des eingestromten Kalziums
iiber die SERCA-Pumpe (sarco-endoplasmatic-reticulum-Ca?*- ATPase) ak-
tiv aus dem Zytosol aufgenommen.

Trotz dieser eindeutig charakterisierten funktionellen Eigenschaften des CRAC
/ Orai Kanals konnten seine molekularen Eigenschaften bis heute nicht voll-
standig geklart werden. Es gilt als sicher, dass Orail zumindest einen Teil des
Kanals bildet (sieche Abschnitt 4.4.2), allerdings wird kontrovers diskutiert,
ob auch weitere Proteine wie z. B. Mitglieder der TRP-Proteine (TRP =
transient receptor potential) an dessen Aufbau beteiligt sind.

4.4.2 Orai-Proteine: Untereinheiten des CRAC-Kanals

Die Orai-Proteinfamilie in Sdugern besteht aus drei Mitgliedern: Orail, Orai2
und Orai3. Feske et al. fithrten eine Linkage-Gen-Analyse an SCID-Patienten
durch, deren T-Zellen durch den Mangel an Iorac gekennzeichnet sind (Fes-
ke et al., 2006). In dieser Studie wurde eine Mutation in der Porenregion des
Orail-Gens entdeckt, die fiir den stark verminderten CRAC-Strom in den
T-Zellen dieser Patienten verantwortlich ist. Eine Transfektion dieser Zellen
mit Wildtyp-Orail fithrte zu einer vollstdndig Regeneration von Igrac. Zu-
dem zeigte sich in einem Screen nach Genen, die in Drosophilazellen fiir die
Translokation von NFAT in den Zellkern bendtigt werden, dass Orail essen-
tiell fiir den Kalziumeinstrom ist (Feske et al., 2005). Auch Vig et al. konnten
mittels siRNA Screen in Drosophila- und in HEK293-Zellen zeigen, dass Orai
bzw. Orail eine wichtige Komponente des Icgac ist (Vig et al., 2006b; Zhang
et al., 2006).

Alle Mitglieder der Orai-Familie sind Membranproteine mit vier Transmem-
brandoménen (Feske et al., 2006; Vig et al., 2006b; Zhang et al., 2006; siehe
Abb. 4). Orail ist nur in der Plasmamembran lokalisiert. Mehrere Arbeits-
gruppen zeigten eine starke Erhohung (50- bis 100-fach) von Icgac, wenn
Orail zusammen mit STIM1 {iberexprimiert wurde (Peinelt et al., 2006; So-
boloff et al., 2006b; Zhang et al., 2006). Wenn allerdings nur Orail tiberex-
primiert wurde, fithrte dies zu einer Hemmung des Icrac in Jurkat-, RBL-
und HEK293-Zellen (Peinelt et al., 2006; Soboloff et al., 2006b; Zhang et
al., 2006). In Drosophila S2-Zellen fiihrte auch eine alleinige Uberexpression
von Orail zu einem Anstieg des [orac, der allerdings durch eine zusétzliche
STIM1-Uberexpression noch erheblich verstirkt wurde (Zhang et al., 2006).
Diese Daten zeigen, dass eine kombinierte STIM1- und Orail-Uberexpression
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notwendig und hinreichend ist, um die Icgac Amplitude um mindestens eine
Grofenordnung zu erhéhen.

Wurden die menschlichen Orail-Homologe Orai2 und Orai3 zusammen mit
STIM1 iiberexprimiert, konnte ebenfalls eine Potenzierung von Iogac gemes-
sen werden (Lis et al., 2007). Alle drei Orai Varianten zeigen verschiedene bio-
physikalische Eigenschaften z. B. ihrer Selektivitét, ihrer kalziumabhéangigen
Aktivierung und pharmakologischen Profilen nach 2-APB Behandlung. Es
wird daher davon ausgegangen, dass es zu einer Heteromerisierung zwischen
den Orai Proteinen kommt, um flexibel auf die verschiedenen Bedingungen
der intrazelludren Kalziumsignale reagieren zu konnen.

4.4.3 STIM-Proteine: Funktionen wahrend der T-Zell Aktivie-
rung

Im Jahr 2005 entdeckten Roos et al. eine essentielle Komponente von Icrac
(Roos et al., 2005). Das schon frither beschriebene stromal-interaction mo-
lecule 1 (STIM1) (Oritani and Kincade, 1996) war fiir den speichergesteu-
erten Kalziumeinstrom essentiell. Roos et al. fithrten einen siRNA Screen in
Drosophila S2-Zellen durch, der 170 Gene beinhaltete, die mit dem speicher-
gesteuerten Kalziumsignal in Verbindung gebracht werden konnten. Diese
Insektenzellen wurden mit doppelstriangiger RNA (dsRNA) inkubiert, die
die gleiche Sequenz wie ein 500 bp Fragment von GC9126 ( Drosophila Stim)
hatten. Es zeigte sich ein deutlich reduzierter Kalziumeinstrom nach Thapsi-
gargin Behandlung. Zusétzlich war die Konzentration von STIM mRNA um
iiber 50 % gegeniiber den Kontrollzellen reduziert.

Das STIM Protein aus Drosophila hat zwei Sdugerhomologe STIM1 und
STIM2, die ebenfalls die Aktivierung des CRAC-Kanals kontrollieren (Roos
et al., 2005; Liou et al., 2005). STIM1 besteht aus einer Transmembrando-
méne (siehe Abb. 4) und ist in der ER Membran lokalisiert, wo es mit seinem
carboxyterminalen EF-Hand Motiv die Kalziumkonzentration im ER Lumen
messen kann.

Nach Entleerung der intrazelluldren Kalziumspeicher kommt es zu einer Reor-
ganisation von STIM1 von einer homogenen Verteilung hin zu einer Akkumu-
lation nahe der Zellmembran (,Punctae“-Bildung), ohne dass STIM1 jedoch
in die Membran integriert wird (Liou et al., 2005; Wu et al., 2006). Diese
Umverteilung tritt wenige Sekunden vor dem Offnen der CRAC-Kanile auf
und deutet darauf hin, dass dies ein essentieller Schritt wahrend der Iorac
Aktivierung ist (Wu et al., 2006).

Neueste Ergebnisse deuten auf eine direkte Interaktion zwischen STIM und
Orai Proteinen hin (Wei et al., 2008). Wei et al. postulieren, dass der CRAC/
Orai Kanal in seiner aktiven Form aus vier Orai-Molekiilen und zwei STIM
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Abb. 4: Aufbau der CRAC-Kanal Untereinheit Orail und dem Kalzi-
umsensor STIM1 in der ER-Membran: (A4) Orail ist ein Plasmamembran-
protein mit vier Transmembrandoménen (M1 - M4) und intrazellulédren Amino-
und Carboxytermini. Die Markierung zeigt die Arg91Trp Mutation in Patien-
ten mit SCID Syndrom (severe combined immunodeficiency), die die Funktion
des CRAC-Kanals beeintréichtigt. Ebenfalls angedeutet sind zwei konservierte
Glutamatreste (Glul06 und Glul90) und drei Aspartatreste (Asp), die die Kal-
ziumpermeabilitdt des CRAC-Kanals beeinflussen. (B) Das Stromal interaction
molecule 1 (STIM1) hat nur eine Transmembrandoméne und ist hauptsich-
lich in der Membran des ER lokalisiert. Der N-Terminus enthélt des Kalzium-
bindende EF-Hand Motiv mit den negativ geladenen Resten, die notwendig fiir
die Messung der Kalziumkonzentration im ER sind. Vorhersagen iiber Protein-
Protein Interaktionsdoménen in STIM1 beinhalten ein sterile A-Motiv (SAM),
coiled-coil Ezrin, Radixin und Moesin (ERM) Doménen, eine Serin und Prolin-
reiche Region (SP) und eine Lysin-reiche Region (K) (aus Feske, 2007).
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Proteinen aufgebaut ist. Penna et al. konnten zeigen, dass die Orai-Molekiile
unter Ruhebedingungen als Dimere vorliegen, die dann mit den C-Termini
der STIM-Molekiile interagieren und erneut dimerisieren. Dadurch bildet sich
das aktive Orai-Tetramer und bildet den aktiven Kanal (Penna et al., 2008).

4.5 Funktionen von Mitochondrien bei der kalziumab-
hangigen Signaltransduktion

Mitochondrien sind Organellen, die in allen eukaryotischen Zellen vorkom-
men und aus zwei verschiedenen Membranen aufgebaut sind: die d&ufsere und
die innere Membran, die in zahlreiche Cristae gefaltet ist. Zwischen den bei-
den Membranen befindet sich der Intermembranraum und das Zentrum der
Mitochondrien bildet die Matrix, die von der inneren Membran umbhiillt ist
(siche Abb. 5). Die bekannteste Funktion der Mitochondrien ist die Her-
stellung von chemischer Energie in Form von ATP (Adenosin-Triphosphat)
durch die katabolen Reaktionen des Zitronensaure-Zyklus und der oxydati-
ven Phosphorylierung. Diese Vorgénge laufen in der Matrix und der inneren
Membran ab. Jedoch erfiillen die Mitochondrien noch weitere Aufgaben, wie
die Regulation der Apoptose (Duchen, 2000) und die Regulation der kalzium-
abhéngigen Signaltransduktion (Hoth et al., 2000).

Mitochondrien kénnen durch einen Uniporter, der in der inneren Membran
verankert ist, sehr schnell Kalzium aus dem Cytosol aufnehmen. Diese elek-
trogene passive Aufnahme wird hauptséichlich durch einen Anstieg der zyto-
solischen Kalziumkonzentration ausgelost und durch das negative Potential
tiber der inneren mitochondrialen Membran (- 180 mV) angetrieben, wel-
ches durch die Elektronentransportkette verursacht wird. Dieser Uniporter
hat nur eine geringe Affinitat fiir Kalzium, d.h. er nimmt nur Kalzium auf,
wenn es in hoheren Konzentrationen (ab 500 nM) in unmittelbarer Ndhe
der Mitochondrien auftritt, z.B. in der Nédhe von offenen Kalziumkanélen in
der Plasmamembran oder dem ER (Rizzuto et al., 2000). Das aufgenom-
mene Kalzium wird anschliefend von den Mitochondrien iiber Ca®*/Na™-
und Ca?* /H*-Austauscher in der inneren mitochondrialen Membran wie-
der abgegeben (Hoth et al., 1997; Lewis, 2001). Diese Abgabe ist jedoch so
gering, dass die Affinitdt des Uniporters nicht ausreicht, um das Kalzium
erneut in die Mitochondrien aufzunehmen. Ein weiterer Mechanismus mit
dem Kalzium aus den Mitochondrien entfernt werden kann ist die PTP (per-
meability transition pore) (Huser et al., 1998). Uber diesen sehr leitfihigen,
nicht-selektiven Kanal ist noch wenig bekannt. Er schiitzt die Mitochondrien
wahrscheinlich vor Kalziumiiberladung durch die schnelle Kalziumaufnahme
des Uniporters. Durch diese Mechanismen der schnellen Kalziumaufnahme
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und langsamen Abgabe konnen die Mitochondrien als intrazellulare Kalzi-
umpuffer dienen.

Mit Hilfe dieser Pufferfunktion sind die Mitochondrien in der Lage verschie-
dene Kalzium-Transporter, wie IPs-abhidngige Kalzium-Kanéle in der ER-
Membran (Rizzuto et al., 1993) oder CRAC-Kanéle in der Plasmamembran
(Hoth et al., 2000) zu regulieren. Der Kalziumeinstrom iiber die CRAC-
Kanéle ist essentiell fiir die Aktivierung von T-Zellen. Diese CRAC-Kanile
werden jedoch ihrerseits durch das einstromende Kalzium gehemmt, das sich
in zytosolischen Mikrodoménen unter den CRAC-Kanélen ansammelt. In-
dem nun Mitochondrien, die sich in der Néhe dieses Kanals befinden, das
einstromende Kalzium durch den Uniporter aufnehmen, wird die Inaktivie-
rung der CRAC-Kanéle verhindert. Neben der Aufnahme durch Mitochon-
drien, wird das eingestromte Kalzium auch von der SERCA in das Lumen des
ER s zuriickgepumpt und damit die intrazelluldren Kalziumspeicher wieder
aufgefiillt. Diese Kalziumaufnahme ins ER erfolgt jedoch langsamer als die
mitochondriale Aufnahme.

Mitochondrien kénnen in lebenden Zellen eine grofse Formenvielfalt anneh-
men, die von vielen kleinen Kompartimenten bis hin zu komplizierten tubu-
laren Netzwerken reicht (Collins et al., 2002; Rizzuto et al., 1993). Durch
die Assoziation von Mitochondrien mit dem Zytoskelett der Zelle kann ihre
intrazelluldre Verteilung verédndert werden. Sie stehen u. a. mit den Mikro-
tubuli (Ball and Singer, 1982), mit Mikrofilamenten (Morris and Hollenbeck,
1995) und mit intermedidren Filamenten in Kontakt (Summerhayes et al.,
1983). Mitochondrien zeigen eine Bewegung entlang von Mikrotubuli, die so-
wohl vorwérts (+) als auch riickwérts (-) gerichtet sein kann (Morris and
Hollenbeck, 1995). Diese Bewegung erfolgt mit Hilfe von Motorproteinen,
den Kinesinen fiir die Bewegung in (+)-Richtung und den Dyneinen fiir die
Bewegung in (-)-Richtung. Diese Proteine sind Komplexe, die aus zwei identi-
schen schweren Ketten und einigen kleineren leichten Ketten aufgebaut sind.
Jede schwere Kette bildet eine globuldre Kopfregion, die die Motorprotei-
ne ATP-abhéngig an die Mikrotubuli bindet (Molecular Biology of the Cell,
1994). Die Dyneine sind tiber Dynactin an die Mitochondrien gekoppelt (Ha-
bermann et al., 2001) und die so gebundenen Motorproteine vermogen unter
ATP-Verbrauch die Mitochondrien entlang der Mikrotubuli zu bewegen.
Quintana et al. haben herausgefunden, dass sich die Mitochondrien in T-
Zellen mit Hilfe von Kinesinen nach Thapsigargin-Stimulation entlang der
Mikrotubuli in Richtung Plasmamembran wandern (Quintana et al., 2006).
Diese Annéherung an die Plasmamembran und die darin enthaltenen CRAC-
Kanéle erlaubt es den Mitochondrien Kalzium effektiv an den CRAC-Kanélen
aufzunehmen und somit deren Inaktivierung zu verhindern. Bei den mito-
chondrialen Bewegungen zur IS spielen die Mikrotubuli nur eine untergeord-
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nete Rolle. Quintana et al. haben in einer weiteren Studie festgestellt, dass die
mitochondrialen Bewegungen zur IS entlang des Aktin-Zytoskeletts erfolgen
(Quintana et al., 2007). Eine Zerstorung dieses Aktin-Netzwerks mit Lat-
runculin B verhindert auch die Bewegungen der Mitochondrien zur IS. Nach
diesen Ergebnissen schlugen die Autoren folgendes Modell zur mitochondria-
len Translokation vor: Die Mitochondrien bewegen sich aktiv entlang der Mi-
krotubuli in Richtung Plasmamembran, bis sie das kortikale Aktin-Netzwerk
erreicht haben. Dort angekommen, wechseln die Mitochondrien von den Mi-
krotubuli auf das Aktin-Zytoskelett, um dann in Richtung IS zu wandern.

Zusammenfassend lésst sich sagen, dass die Mitochondrien bewegliche Struk-
turen in der Zelle sind. Sie kénnen durch Kalzium-Sensor-Molekiile die intra-
zelluldren Kalziumsignale in mitochondriale Bewegungen umsetzen, die dann
von den assoziierten Motorproteinen ausgefiihrt werden (Yi et al., 2004).
Die Identitét dieser Kalzium-Sensor-Molekiile ist noch nicht genau erforscht.
Mit Hilfe der Motorproteine und Kalzium-Sensor-Molekiile konnten die Mit-
ochondrien sich allerdings gezielt in die Bereiche der Zellen bewegen, in denen
ihre Kalziumpuffer-Funktion oder ihre ATP-Produktion benotigt werden.

ATP-Synthase Partikel

Membranzwischenraum

Cristae
Ribosom

Granula

Kalzium-Uniporter

Innenmembran
AuRenmembran
Kalzium-Natrium-
Austauscher

DNA

Kalzium-Protonen-
Austauscher

Abb. 5: Aufbau eines Mitochondriums: Zur néheren Erlduterung siehe Ab-
schnitt 4.5. Die fiir die Kalzium-Homd&ostase wichtigen Transportproteine sind
in der inneren mitochondrialen Membran lokalisiert. Uber der inneren Membran
liegt ein Membranpotential von - 180 mV an, wodurch Kalzium sehr schnell
durch den Uniporter aufgenommen werden kann. Die Kalzium-Austauscher ge-
ben das aufgenommene Kalzium anschlieffend wieder langsam ab.
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4.6 Zielsetzung dieser Arbeit

Quintana et al. haben gezeigt, dass die Mitochondrien in T-Zellen wihrend
der T-Zell Aktivierung zur IS wandern. Im ersten Teil dieser Arbeit sollte
dieser Vorgang im Hinblick auf die Kalziumabhéangigkeit und die zeitliche
Kinetik ndher untersucht werden. Hierzu wurde die Lokalisation von Mito-
chondrien in parentalen Jurkat T-Zellen nach Stimulation mit antikorper-
beschichteten Beads unter Kalzium und kalziumfreien Bedingungen analy-
siert.

Zusétzlich sollte der Einfluss der Mitochondrien in T-Zellen auf die Ausbrei-
tung von intrazelluldren Kalziumsignalen néher erforscht werden. Um diese
Fragestellung zu 16sen, wurde eine Kombination aus elektrophysiologischen
und fluoreszenzmikroskopischen Techniken eingesetzt, um Kalzium lokal iiber
einen cell-attached Patch an der T-Zell Membran zu applizieren und gleichzei-
tig die intrazelluldren Kalziumkonzentrationen und Lage der Mitochondrien
zu detektieren.

Die Aufklarung des Ziels mitochondrialer Bewegungen wéahrend der T-Zell
Aktivierung war die Hauptfrage, die in dieser Arbeit beantwortet werden
sollte. Es war bis dato nicht klar, ob die Mitochondrien zu einem vermehrten
Kalziumeinstrom an der IS wandern, um die Inaktivierung der CRAC-Kanéle
dort zu verhindern oder ob sie unabhéangig von der Kalziumeinstromquelle
entlang des Zytoskeletts zur IS wandern. Durch vorangegangene Arbeiten
ist bekannt, dass es nach IS-Bildung zu einer Reorganisation des Aktin-
Zytoskeletts kommt und sich die Mitochondrien entlang dieses Zytoskeletts
zur IS bewegen (Quintana et al., 2007). Durch einen neuartigen experimen-
tellen Aufbau, in dem wir die Bildung der IS und den Kalziumeinstrom in
den T-Zellen raumlich separieren konnten, waren wir in der Lage diese Fra-
gen zu beantworten. Dieser experimentelle Aufbau beinhaltete eine lokale
Kalzium-Applikation durch einen cell-attached Patch auf einer Seite der T-
Zelle und eine kontrollierte Platzierung eines antikorperbeschichteten Beads
auf der anderen Seite der T-Zelle. Auch in diesen Experimenten wurden die
intrazelluldren Kalziumkonzentrationen und die mitochondrialen Lokalisatio-
nen simultan im zeitlichen Verlauf gemessen.

Durch die so gewonnenen Erkenntnisse ist ein weiterer Schritt in der Erfor-
schung des menschlichen Immunsystems und die Funktionen der Mitochon-
drien in diesem Kontext getan. Mit der neu entwickelten Methode zur Se-
paration von Kalziumeinstrom und Bildung einer IS kénnen in der Zukunft
auch andere Fragen beziiglich der Kalziumsignaliibertragung in Lymphozy-
ten beantwortet werden, die dann moglicherweise in Zukunft zur Entwicklung
von neuen Medikamenten fithren konnen.
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5 Material und Methoden

5.1

Material

5.1.1 Chemikalien

Hier nicht aufgefithrte Standardlaborchemikalien und Lésungen wurden von
den Firmen VWR, Roche, Merck oder Sigma-Aldrich in der Qualitit ,zur
Analyse” bezogen.

2-Aminoethyl-diphenyl-borat (2-APB) (Sigma-Aldrich, D9754)
3,5-bistrifluoromethyl-pyrazol (BTP-2) (Altana Pharma)
CaCly (J. T. Baker, 0504)

Mesoxalonitril 3-chlorophenylhydrazon (CCCP) (Sigma-Aldrich, 21855)
DMSO (Sigma, A-0808)

EGTA (Sigma, E-4378)

ER-Tracker Green (Molecular Probes, E34251)

FCS (fetales Kélberserum)(Gibco, 10270-106)

Fura-2/AM (Molecular Probes, F1221)

HEPES (Sigma, H-7523)

MitoTracker Green FM (Molecular Probes, M7514)

Nocodazol (Sigma-Aldrich, M1404)

Penicillin/Streptomycin (Gibco, 15140-122)

Rhod-2/AM (Molecular Probes, R1244)

Silikon-Fett (Merck, 107746)

Thapsigargin (Molecular Probes, T7459)



5 MATERIAL UND METHODEN 24

5.1.2 Medien und Losungen
e Medien:

— RPMI-1640 Invitrogen 500 ml (Gibco), Kat.-Nr. 21875-034: ver-
setzt mit 5.5 ml Penicillin /Streptomycin (Verdiinnung 1:100; Stamm-
16sung: 10 000 units/ml Penicllin + 10 000 pg/ml Streptomycin),
55 ml FCS

— PBS Invitrogen (Gibco), Kat.-Nr. 14190-094
— HBSS (PAA Laboratories GmbH, Kat.-Nr. H15-009)

e Losungen:

— 0,5 mM CaClsy-Lésung: 155 mM NaCl, 4,5 mM KCI, 10 mM Glukose,
5 mM HEPES, 2,5 mM MgCly, 0,5 mM CaCly, pH 7,4 (eingestellt mit
NaOH)

— 1 mM CaCly-Lésung: 155 mM NaCl, 4,5 mM KCI, 10 mM Glukose,
5 mM HEPES, 2,5 mM MgCly, 1 mM CaCly, pH 7.4 (eingestellt mit
NaOH)

— 1 mM CaCl,-Lésung mit 1 M Thapsigargin: 1 uM Thapsigargin,
155 mM NaCl, 4,5 mM KCI, 10 mM Glukose, 5 mM HEPES, 2 mM
MgCly, 1 mM CaCly, pH 7,4 (eingestellt mit NaOH)

— 0 mM CaCl,-Lésung mit 1 M Thapsigargin: 1 uM Thapsigargin
(TG), 155 mM NaCl, 4,5 mM KCl, 10 mM Glukose, 5 mM HEPES, 3
mM MgCly, 1 mM EGTA, pH 7,4 (eingestellt mit NaOH)

5.1.3 Antikorper
e Anti-Human-CD28 Acide free (Euroclone)

e Anti-Human-CD3 Acide free (Euroclone)
e Anti-Human CD3-FITC Antikérper (Dako Cytomation)

Anti-Human CD3 Antikorper Azide free (AbD Serotec)

Anti-Human CD28 Antikérper Azide free/Low Endotoxin (BD Phar-
migen )
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5.1.4 Konstrukte
e TagYFP-bActin

e cGFP-bActin

e pDS SP-YFP-STIM1 II-2

5.1.5 Mikropipetten
e Glaskapillaren aus Sodaklarglas (Hilgenberg, 1412627)

e Glaskapillaren aus Bo-Silikatglas (Hilgenberg, 1405063)
5.1.6 Geriate
e Mikroskope:

— Zeiss Cell Observer (High Speed Fluoreszenz)
— Olympus IX70 (Calcium-Imaging)

Zentrifugen:

— Centrifuge 5450 C (Eppendorf)
— Universal 32 R (Hettich)

Elektrophysiologische Geréte:

— Heka EPC 9 (Patch-Clamp-Verstérker)

— Sutter Instrument Company MP-285 (Mikromanipulator)
— APS (Mikromanipulator)

— Sutter Instrument Company P-97 (Mikropipetten-Puller)

Elektroporatoren:

— Bio-Rad Gene Pulser 11

— Amaxa Nucleofector 11

Schiittler:

— Reax 2 (Heidolph)
— Duomax 1030 (Heidolph)

25
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5.1.7 Software

e Microsoft Excel

Zeiss AxioVision (Version 7.2.1)

TILL Photonics Vision (Version 4.01)

Wavemetrics Igor Pro (Version 6.0.3.1)

Corel Draw Graphics Suite (Version 11)

5.2 Zellen und Beads
5.2.1 Parentale Jurkat-Zellen

Die Kultivierung der parentalen Jurkat-Zellen (Fanger, C. M. et. al, 1995) er-
folgte in RPMI-Medium (Invitrogen), das mit Penicillin/Streptomycin (Gib-
co) und FCS (Gibco) versetzt wurde. Durch Passagieren wurde die Zelldichte
in einem Bereich von 200 000 - 900 000 Zellen/ml gehalten. Die Kultivierung
erfolgte bei 37 °C, 5 % CO4 und 95 % H,O.

5.2.2 Humane CD4" T-Zellen

Humane periphere Blutlymphozyten und CD41 T-Zellen wurden isoliert und
kultiviert wie in Schwarz, A.; et. al (2004) beschrieben . Um eine Vor-
aktivierung von CD4% T-Zellen zu verhindern, wurden die Zellen mittels
negativer Aufreinigung laut Herstellerprotokoll behandelt (T-Cell Negative
Isolation Kit; Invitrogen; Karlsruhe, Germany).

5.2.3 Transfektion von parentalen Jurkat T-Zellen

Parentale Jurkat T-Zellen wurden in einer Dichte von 300 000 Zellen/ml
kultiviert. Pro Transfektion wurden ca. 3 Millionen Zellen und eine DNA-
Menge von 1-3 ug verwendet. Die Transfektionen wurden geméfs Hersteller-
protokoll durchgefiihrt (Amaxa GmbH, Optimized Protocol for Jurkat Cells,
Programm C-16).

5.2.4 Herstellung der aCD3/aCD28 beschichteten Beads

Zunéchst wurden 100 pl Beads (Polybead polystyrene 6.0 micron Microsphe-
res, Polysciences, Inc.) mit 900 ul 0,1 M Boratpuffer (0,1 M Borséure, pH 8,5
mit NaOH eingestellt) gemischt und anschlieffend 5 min bei 8000 x g zentri-
fugiert. Die Beads wurden dann zweimal in je 1 ml Boratpuffer gewaschen.
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Nach dem Waschen wurden die Beads in 450 ul Boratpuffer resuspendiert
und 12,5 pl anti-CD3 Antikérper und 37,5 pl anti-CD28 Antikorper zugege-
ben. Die Beads wurden iiber Nacht auf dem Rotator mit den Antikérpern
inkubiert. Anschliefend wurden die Beads erneut zentrifugiert, dann in 500
ul Boratpuffer mit 10 mg/ml BSA resuspendiert und 30 min auf dem Ro-
tator inkubiert. Dieser Schritt wurde insgesamt dreimal wiederholt, bevor
die Beads in 500 pl Storage Puffer (Bottle Nr.7 des Carbodiimide Kit fiir
Carboxylate Beads von Polysciences, Inc.) resuspendiert und dann bei 4°C
gelagert wurden. Bevor die Beads verwendet wurden, wurde die entsprechen-
de Menge zunéchst 2 x mit PBS gewaschen und dann in die entsprechende
Messlosung aufgenommen.

5.3 Fluoreszenz-Techniken
5.3.1 Markierung der Mitochondrien mit MitoTracker Green FM

Zum Markieren der Mitochondrien in parentalen Jurkat-Zellen und periphe-
ren Blutlymphozyten wurde in dieser Arbeit MitoTracker Green FM (Mole-
cular Probes) verwendet. Es handelt sich dabei um einen Fluoreszenzfarb-
stoff, der sich spezifisch in die mitochondriale Membran einlagert. Um die
Mitochondrien zu markieren, werden die Zellen mit 200 nM MitoTracker
Green FM fiir 30 min inkubiert, worauthin der Farbstoff passiv durch die
Plasmamembran diffundiert und in aktiven Mitochondrien akkumuliert. Das
Anregungsmaximum liegt bei 490 nm und das Emissionsmaximum bei 516
nm.

5.3.2 Aktin-Farbung von parentalen Jurkat-Zellen

Zunachst wurden die jeweiligen Experimente wie beschrieben durchgefiihrt
(Bead-Stimulation oder lokale Kalzium Applikation) und anschliefsend eine
Farbung des Aktin Zytoskeletts der Jurkat T-Zellen vorgenommen. Diese
Farbung wurde direkt am Messplatz durchgefiihrt, ohne den experimentellen
Aufbau zu verdndern oder die Zellen aus der Messkammer zu entnehmen.
Die Aktin-Féarbung erfolgte wie bei Quintana et al. (2007) beschrieben.
Daraufhin wurden die Zellen bei 580 nm mit einem Polychrom IV Mono-
chromator (TILL Photonics, Grifelfing, Deutschland) jeweils fiir 3000 ms
belichtet, wobei als Anregungsfilter ein HQ 560/55 und ein 595 LP als di-
chroischer Teilerspiegel eingesetzt wurden. Die Fluoreszenz wurde bei 605 nm
(HQ 645/75) mit einer CCD Kamera (TILL Photonics) aufgenommen und
mittels TILL Vision Software analysiert.
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5.3.3 Fura-2/AM - Messungen

Fiir zytosolische Kalzium-Messungen wurden die T-Zellen bei RT fiir 30 min
mit 2 pM Fura-2/AM in RPMI/HEPES-Medium beladen und einmal gewa-
schen. Vor den Experimenten wurden die Zellen auf ein Deckglas (Durchmes-
ser 25 mm, Stérke 1, Kindler) tiberfiihrt und fiir 2 min im Dunkeln absetzen
gelassen. Danach wurden die Fura-2 Fluoreszenzen entweder direkt gemes-
sen und die Zellen mit den jeweiligen Messlosungen umspiilt oder die Zellen
wurden zuerst gepatcht, die Fura-2 Messung gestartet und nach 20 s der Kal-
ziumeinstrom durch Anderung des Membranpotentials gestartet.

Die Fura-2 beladenen T-Zellen wurden fiir jeweils 20 ms mit Licht der Wel-
lenléngen 340 und 380 nm belichtet. Die Fura-2 Emission wurde bei 520 nm
mit einer CCD-Kamera (TILL Imago) detektiert. Als Mikroskop wurde ein
Olympus IX70 mit einem 60x UPlanFL Objektiv (N.A.=1,25) und einem
dichroischen Spiegel DCLP 500 (UV) mit einem LP 515 als Emissionsfilter
verwendet. Alle Messungen wurden mit dem Programm TILL Vision (TILL
Photonics) aufgenommen und anschliefslend mit diesem Programm und mit
IGOR pro (Wavemetrics) ausgewertet.

5.3.4 Rhod-2/AM - Messungen

Bei Rhod-2/AM handelt es sich um ein Rhodamin-Derivat, welches positiv
geladen ist. Durch diese Eigenschaft wird Rhod-2 iiber eine Membranpo-
tential getriebene Aufnahme in Mitochondrien angereichert. Mitochondrien
besitzen eine hohe Kalziumaufnahme-Kapazitit und benttigen daher Kalzi-
umindikatoren mit einer niedrigen Affinitét fiir Kalzium, wie Rhod-2 (K4 =
570 nM). Rhod-2 hat sein Absorptionsmaximum bei 550 nm und sein Emis-
sionsmaximum bei 571 nm.

Fiir mitochondriale Kalzium-Messungen wurden parentale Jurkat T-Zellen
bei RT fur 45 min mit 10 gM Rhod-2/AM in RPMI/HEPES-Medium be-
laden, einmal gewaschen und anschlieffend elektroporiert. Diese Elektropo-
ration diente zur Entfernung von iiberschiissigem Rhod-2 aus dem Zytosol
(Quintana et al., 2007). Nach zweimaligem Waschen wurden die Zellen bei
RT fiir 10 min gelagert und danach in eine 0 mM CaCly-Losung mit 1 pM
Thapsigargin iiberfiihrt.

Zunéchst wurde das Membranpotential der Zellen in der cell-attached Patch
Konfiguration auf 4+ 150 mV geklemmt und nach 20 s auf - 100 mV eingestellt.
Als Pipettenlosung wurde eine 1 mM CaCly-Losung benutzt. Die Messungen
und Analyse wurde wie in Quintana et al., (2007) beschrieben durchgefiihrt.
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5.4 Elektrophysiologische Technik zur Kontrolle des lo-
kalen Kalziumeinstroms

Um Kalzium an einem raumlich begrenzten Teil der Plasmamembran von
T-Zellen zu applizieren, wurde in dieser Arbeit die Patch Clamp Technik
eingesetzt. Diese Methode der lokalen Kalzium-Applikation wurde erstmals
von Mogami et al. eingesetzt, um die Kalzium-Ausbreitung in pankreatischen
Azinuszellen zu untersuchen. Die Bezeichnung Patch bezieht sich auf den klei-
nen Membranausschnitt (engl. Patch: Flicken) unter der Patch-Pipette, die
zugleich als Messelektrode diente. Wahrend den Messungen wurde der Mem-
branpatch auf einem vorgegebenem Potential gehalten (engl. to clamp: befes-
tigen, festklemmen). Die Messelektrode wurde aus einer Glaskapillare (Boro-
silikatglas) angefertigt, die dazu unter Hitzeeinwirkung mit einem Pipetten-
puller (Sutter Instruments) sehr diinn ausgezogen wurde. Die Leitfahigkeit
der Pipette wurde durch Befiillung mit einer Losung (1 mM CaCly-Losung)
hergestellt, in die ein mit Silberchlorid beschichteter Silberdraht eintauchte.
Die gefiillte Patch-Pipette wurde in einen Halter gespannt und an den dort
angebrachten Vorverstarker angeschlossen. Der Stromkreis wurde mittels ei-
ner Badelektrode aus Silberdraht geschlossen. Die kurze Entfernung zwischen
Messelektrode und Verstirker war notwendig, um die Uberlagerung der sehr
kleinen Messstrome durch dufsere Storsignale auf ein Mindestmals zu verrin-
gern. Der Widerstand der mit Losung befiillten Messelektrode betrug in den
Experimenten dieser Arbeit zwischen 2 und 5 M().

Zu Beginn der Experimente wurde die Patch-Pipette vorsichtig auf eine in-
takte T-Zelle platziert. Unterhalb der Pipette innerhalb des Durchmessers
der Spitze befand sich ein Stiick Membran - der Patch oder Membranfleck.
Anschliefsend wurde durch leichten Unterdruck, der am hinteren Ende der Pi-
pette angelegt wurde, eine starke Verbindung zwischen Membran und Pipette
erzeugt. Zwischen dem Inneren der Pipette und der Aufenlésung entstand
dadurch ein elektrischer Widerstand in der Gréfenordnung von mehreren Gi-
gaohm, der sogenannte Gigaseal. Mit der Herstellung des Gigaseals war die
sogenannte cell-attached-Konfiguration erreicht.

Durch Anderung des Membranpotentials mit Hilfe des Patch-Clamp-Verstér-
kers (Heka Elektronik, EPC 9) war es moglich, den Kalziumeinstrom von der
Pipette iiber Kalzium-Kanile in der Plasmamembran in die Zelle zu steu-
ern. So wurde zu Beginn der Experimente ein positives Membranpotential
angelegt (+ 150 mV fiir Jurkat T-Zellen und + 60 mV fiir CD4" T-Zellen),
um einen friithzeitigen Kalziumeinstrom zu unterbinden. Durch sprunghafte
Anderung des Membranpotentials auf negative Werte (- 100 mV fir Jur-
kat T-Zellen und - 60 mV fiir CD4" T-Zellen) konnte der Kalziumeinstrom
initiiert werden.
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Bead- Lokale Kalzium-
Manipulation Applikation

Abb. 6: Kombinierter Imaging/Patch-Clamp-Messplatz: Das linke Bild
zeigt eine Ubersicht iiber den selbstgebauten Messplatz. Das rechte Bild zeigt
eine Nahaufnahme der Messkammer und den beiden Mikropipetten, die fiir die
Kalzium-Applikation und die Bead-Manipulation eingesetzt werden.

5.4.1 Lokale Kalzium-Applikation mittels Patch-Clamp Technik

In dieser Experimentreihe wurde Kalzium durch eine Patchpipette lokal an
einem Bereich der T-Zell Membran appliziert, um den Einfluss der mitochon-
drialen Lokalisation auf die intrazelluldren Kalziumsignale zu untersuchen.
Hierzu wurden die T-Zellen mit 2 pM Fura-2/AM und 200 nm MitoTracker
Green FM fiir 30 min bei RT in RPMI/HEPES-Medium beladen, um spéter
im Versuch gleichzeitig die Lokalisation der Mitochondrien und die Verande-
rungen der zytosolischen Kalziumkonzentrationen ermitteln zu kénnen. Vor
dem Versuchsbeginn wurden die Zellen fiir 3 min mit 1 uM Thapsigargin
(0 mM CaCly-Losung mit 1 uM Thapsigargin) vorbehandelt, um eine Ent-
leerung der intrazelluliren Kalziumspeicher zu bewirken und die Offnung
der speichergesteuerten Kalziumkanéle in der Plasmamembran der T-Zellen
zu bewirken. Thapsigargin ist ein spezifischer Blocker der SERCA und ver-
hindert ein Wiederauffiillen der Kalziumspeicher, welche sich durch passive
Transporterscheinungen iiber die Zeit entleeren.

Bei Versuchsbeginn wurde die cell-attached Patch Konfiguration hergestellt
und ein Membranpotential von + 150 (Jurkat-Zellen) bzw. + 60 mV (CD4"
T-Zellen) eingestellt, um einen vorzeitigen Kalziumeinstrom zu unterbinden
(siche Abb. 7). 20 s nach Beginn der Messungen wurde das Membranpoten-
tial sprunghaft auf - 100 bzw. - 60 mV gewechselt und somit der Kalziu-
meinstrom gestartet. Wahrend der Messung wurden die Zellen jede Sekunde
abwechselnd mit Licht der Wellenldnge 340 und 380 nm (fiir jeweils 20 ms),
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490 nm (100 ms) und Infrarotlicht (20 ms) belichtet, um die Zellmorphologie
zu uberpriifen. Die Infrarot- und Fluoreszenzbilder wurden mit einer CCD-
Kamera (TILL Imago) detektiert. Als Mikroskop wurde ein Olympus IX70
mit einem 60x UPlanFL Objektiv (N.A.=1,25) und einem dichroischen Spie-
gel DCLP 500 (UV) mit einem LP 515 als Emissionsfilter verwendet. Alle
Messungen wurden mit dem Programm TILL Vision (TILL Photonics) auf-
genommen und anschliefsend mit diesem und mit IGOR pro (Wavemetrics)
ausgewertet.

+ 150 mV -> - 100 mV

Abb. 7: Lokale Kalzium-Applikation durch Cell-attached Patch: Die
T-Zelle wird mittels einer Glasmikropipette in der cell-attached Patch Konfigu-
ration gepatcht und der Kalziumeinstrom iiber den gepatchten Membranbereich
durch Anderung des Membranpotentials gesteuert. Die Badlosung ist frei von
Kalzium, sodass Kalzium nur durch die Pipette in die Zelle eindringen kann.
Die Pipette wurde vorher mit einer 1 mM CaCls-Lésung befiillt.

5.4.2 Kombination aus lokaler Kalzium-Applikation und fokaler
Stimulation von T-Zellen

Neben der Aktivierung der T-Zellen durch Thapsigargin wurden die Zellen
auch fokal durch verschiedene Methoden stimuliert. Zum einen wurden aCD3-
FITC-Antikorper zusammen mit einer 1 mM CaCly-Losung zum Befiillen der
Mikropipette benutzt. Zum anderen wurden aCD3/aCD28-beschichtete Be-
ads verwendet, die mittels Mikromanipulator an die gewiinschte Stelle an der
Plasmamembran der T-Zellen platziert wurden. Zudem wurden aCD3/aCD28-
Antikorper direkt auf eine Mikropipette aus Sodaglas gebunden und die-
se beschichtete Pipette mittels Mikromanipulator an die T-Zelle gefahren.
Gleichzeitig wurde Kalzium lokal an der gegeniiberliegenden Seite der Zel-
le appliziert und die Mitochondrienlokalisation und Kalziumkonzentration
gemessen, wie in Abschnitt 5.4.1 beschrieben wurde.
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Stimulation durch aCD3/aCD28 -antikérperbeschichtete Pipette
Um die Glaspipetten (Sodaglas, Hilgenberg) mit Antikérpern zu beschichten,
waren mehrere Vorbehandlungsschritte notwendig. Zuerst wurden die Glas-
rohlinge mit Hilfe eines Pullers (Sutter Instruments) zu Mikropipetten ausge-
zogen und anschliefsend die Spitzen mittels eines Glithdrahts (Eigenbau) rund
geschmolzen, sodass die Spitze die Form einer Kugel bekam (Durchmesser ca.
6 pum). Danach wurden die Pipetten mit 0,01 % Poly-L-Lysin fiir 15 min bei
RT gecoatet und anschlieffend fiir 30 min bei 60 °C im Trockenschrank ge-
trocknet. Die Antikorperbeschichtung mit aCD3/aCD28-Antikérpern wurde
mit einer Antikérperverdiinnung von 1:10 in PBS fiir 2 h bei 37 °C im Inku-
bator durchgefiihrt.

In den eigentlichen Experimenten wurden diese beschichteten Pipetten dann
an die bereits gepatchte T-Zelle herangefiihrt und die Experimente im An-
schluss, wie in Abschnitt 5.4.1 dargestellt, durchgefithrt. Abb. 8 zeigt den
schematischen Aufbau dieser Experimente.

+ 150 mV -> - 100 mV

Abb. 8: Kombination aus lokaler Kalzium-Applikation und fokaler
Stimulation iliber antikorperbeschichtete Pipette: Eine T-Zelle wird in
der cell-attached Patch Konfiguration, wie in Abschnitt 5.4.1 beschrieben,
gepatcht. Diese Pipette enthdlt 1 mM CaCls-Losung und dient der lokalen
Kalzium-Applikation. Auf der linken Seite ist die aCD3/aCD28-Antikorper-
beschichtete Pipette dargestellt, deren Spitze zu einer runden Form geschmolzen
wurde. Diese Pipette dient der fokalen Stimulation der T-Zelle. Der Kalziumein-
strom wird durch Anderung des Membranpotentials initiiert.

Stimulation durch aCD3/aCD28-beschichtete Beads FEin anderes
Verfahren die T-Zellen an einem genau definierten Bereich der Plasmamem-
bran zu stimulieren stellte der Einsatz von aCD3/aCD28-beschichteten Beads
dar. Diese wurden mit Hilfe eines zweiten Mikromanipulators punktgenau an
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der der lokalen Kalzium-Applikation gegeniiberliegenden Seite der Zelle plat-
ziert (sieche Abb. 9). Die Beads wurden dazu im Vorfeld mit Antikérpern
beschichtet, wie in Abschnitt 5.2.4 erlautert wurde. Vor den eigentlichen Ex-
perimenten wurden die Beads 2 x mit PBS gewaschen und im Anschluss in
0 mM CaCl,-Losung resuspendiert. Die T-Zellen, die sich ebenfalls in einer
0 mM CaCl,-Losung befanden, wurden zunéchst wieder in der cell-attached
Patch Konfiguration gepatcht und die Beads in die Badlosung gegeben. Nach
einer Wartezeit von ca. 1 min waren die Beads soweit abgesunken, dass sie
durch eine leere Mikropipette mittels Kapillarwirkung aufgenommen werden
konnten. Danach konnten sie behutsam mit Hilfe eines Mikromanipulators an
die gepatchte Zelle gefahren werden. An der gepatchten Zelle wurde wahrend
der ganzen Zeit ein Membranpotential von + 150 mV angelegt, um einen
vorzeitigen Kalziumeinstrom zu inhibieren.

Im Folgenden wurden alle 30 s Bilder bei 340, 380, 490 nm und Infrarot-
bereich iiber insgesamt 1 h aufgenommen. Die Auswertung und verwendete
Hardware war genau dieselbe, wie in Abschnitt 5.4.1 beschrieben.

+ 150 mV -> - 100 mV

Abb. 9: Kombination aus lokaler Kalzium-Applikation und fokaler
Stimulation iiber antikérperbeschichtete Beads: Kalzium wird iiber den
cell-attached Patch lokal an der Plasmamembran der T-Zelle appliziert (rechte
Seite). Auf der linken Seite wird ein aCD3/aCD28-beschichteter Bead mittels
Mikropipette an die Zelle gefahren, um an dieser Stelle die Zelle fokal iiber den
T-Zell Rezeptor zu stimulieren.

Stimulation durch aCD3-FITC Antikorper in der Mikropipette FEi-
ne weitere Moglichkeit die T-Zellen fokal zu stimulieren bestand darin, die
Pipette zur lokalen Kalzium-Applikation gleichzeitig mit aCD3-FITC-Anti-
kérpern zu beladen (Dako, Klon: UCHT1, Verhéltnis 1:20). Dadurch wurde
sichergestellt, dass die Antikorper nur an einem kleinen, definierten Bereich
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mit den CD3-Molekiilkomplexen auf der Membran der T-Zellen reagieren
konnten und so die Signalkaskade zur T-Zell-Aktivierung vom Patch aus
initiiert wurde (sieche Abb. 10). Auch in diesen Experimenten wurden die
T-Zellen zunéchst in die Messkammer zusammen mit 0 mM CaCly-Losung
gegeben und im Anschluss die cell-attached Patch Konfiguration hergestellt.
Die Experimentdurchfithrung, Bildaufnahme und Auswertung wurde gemafs
den Experimenten in Abschnitt 5.4.1 durchgefiihrt. Hierbei sind Lokalisation
der IS und Lokalisation des Kalzium Einstroms identisch.

+ 150 mV -> - 100 mV

Abb. 10: Kombination aus lokaler Kalzium-Applikation und fokaler
Stimulation iiber antikorperbefiillte Pipette: Eine T-Zelle wird in der
cell-attached Patch Konfiguration, wie in Abschnitt 5.4.1 beschrieben, gepatcht.
In der Pipette befinden sich neben der 1 mM CaCls-Losung noch zusétzlich
aCD3-FITC Antikorper, um die T-Zelle fokal iiber den Patch zu stimulieren.
Der Kalziumeinstrom wird durch Anderung des Membranpotentials gesteuert.
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6 Ergebnisse

6.1 Arbeitshypothese

Unsere Arbeitsgruppe hat in fritheren Untersuchungen festgestellt, dass die
Mitochondrien mafgeblich an der T-Zell Aktivierung beteiligt sind. So konn-
ten wir zeigen, dass die Mitochondrien nach Kalzium-Einstrom iiber die
CRAC-Kanéile zur Plasmamembran wandern und dort als Kalzium-Puffer
dienen, um die kalziumabhéngige Inaktivierung der CRAC-Kanéle zu verhin-
dern (Quintana et al., 2006). Durch diese gerichtete Bewegung und Kalzium-
aufnahme der Mitochondrien kann mehr Kalzium in die T-Zellen strémen
und so zu einer effizienteren T-Zell Aktivierung fiihren.

Im Folgenden waren wir daran interessiert, ob eine Translokation von Orga-
nellen insbesondere Mitochondrien festzustellen ist, wenn die T-Zellen fokal
iiber eine IS stimuliert werden. Wir konnten in unseren Experimenten mit
T-Zellen eine zielgerichtete und zytoskelettabhéngige mitochondriale Bewe-
gung zur IS hin beobachten (Quintana et al., 2007). Die Mitochondrien né-
herten sich der IS auf Abstdnde unter < 200 nm, wie wir mit Hilfe von
TIRF-Mikroskopie Experimenten herausgefunden haben. Die Umverteilung
von Mitochondrien zur IS war notwendig, um den Kalzium-Einstrom iiber
die Plasmamembran und kalziumabhéngige T-Zell Aktivierung aufrecht zu
erhalten.

Es blieben jedoch mehrere Fragen offen:

1. Wie sieht die Kinetik der Mitochondrienbewegung zur IS iiber einen
langeren Zeitraum (z.B.: 1 h) aus?

2. Wie beeinflussen Mitochondrien lokale Kalziumsignale in T-Zellen?

3. Was veranlasst die Mitochondrien zur IS zu wandern? Ein erhohter
Kalziumeinstrom im Bereich der IS oder die Bildung der IS selbst mit
der einhergehenden Reorganisation des Zytoskeletts?

Diese Fragen sollten in der vorliegenden Arbeit untersucht und beantwortet
werden.

6.2 Kalziumabhangige mitochondriale Bewegung zur Im-
munologischen Synapse

Um die Kinetik der Mitochondrienbewegungen in T-Zellen nach Bildung der
IS zu analysieren, wurden die Mitochondrien in Jurkat T-Zellen mit Mito-
Tracker Green FM angeférbt und die Zellen mit Hilfe von aCD3/aCD28-
beschichteten Beads fokal stimuliert. Abb. 11 (A) und (B) zeigen jeweils die
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Lokalisation von Mitochondrien in Jurkat T-Zellen nach Stimulation mit ei-
nem Bead unter kalziumanwesenden und kalziumfreien Bedingungen im zeit-
lichen Verlauf. Wenn Kalzium extrazellulidr vorhanden war, so bewegten sich
die Mitochondrien im Verlauf einer Stunde zielgerichtet zur IS. Ohne exter-
ne Kalziumzugabe veranderten die Mitochondrien ihre Lage kaum, es waren
keine gerichtete Bewegungen zur IS festzustellen.

Fir die Analyse dieser mitochondrialen Bewegungen wurden die Fluores-
zenzintensitdten im Bereich der IS (rote Markierung in Abb. 11 (A)) tiber
die Zeit in Bezug zur mitochondrialen Fluoreszenz im restlichen Bereich unter
der T-Zell Plasmamembran (gelbe Markierung in Abb. 11 (A)) ausgewertet.
Im IS-Bereich kann man bei Anwesenheit von externem Kalzium eine kon-
stante nahezu lineare Zunahme der mitochondrialen Fluoreszenz iiber einen
Zeitraum von einer Stunde beobachten (Abb. 11 (C), rote Linie). Im iibrigen
Bereich unter der Plasmamembran der T-Zellen bleibt die mitochondriale
Fluoreszenz unverandert (Abb. 11 (C), schwarze Linie). Unter kalziumfreien
Bedingungen gibt es im Verlauf einer Stunde keine signifikanten Unterschiede
der mitochondrialen Fluoreszenzintensititen zwischen IS-Bereich und iibri-
gem Bereich unter der Plasmamembran (Abb. 11 (D)).

Daraus folgt, dass die Mitochondrien in Jurkat T-Zellen einen Kalzium-
einstrom iiber die Plasmamembran benétigen, um sich in den Bereich der
IS zu bewegen. Diese Bewegung findet dann konstant iiber einen Zeitraum
von mindestens einer Stunde statt. Ohne Kalziumeinstrom verdndert sich die
Lokalisation der Mitochondrien kaum.

Um zu iiberpriifen, ob es unter den Bedingungen der fokalen Stimulation
mit antikorperbeschichteten Beads iiberhaupt zur Bildung einer IS und nach-
folgendem Kalziumeinstrom {iiber die Plasmamembran in Jurkat T-Zellen
kommt, wurden Kalzium-Imaging Experimente und Fluoreszenzfiarbungen
des Aktin- Zytoskeletts mit und ohne extrazellularem Kalzium durchgefiihrt.
Abb. 12 (B) zeigt die gemittelten Fura-2 Ratio Werte von Jurkat T-Zellen,
die mit beschichteten Beads stimuliert wurden. Sowohl mit als auch ohne
externes Kalzium findet eine IS-vermittelte Entleerung der intrazelluldren
Kalziumspeicher statt, doch nur bei externer 1 mM CaCly-Lésung kommt
zusétzlich zu einem Kalziumeinstrom iiber die Plasmamembran. Die IS bil-
det sich also unabhéngig von der Anwesenheit von externem Kalzium aus.
Zur weiteren Kontrolle dieser Ergebnisse wurde zusétzlich noch die Reorgani-
sation des Aktin-Zytoskeletts observiert, welche fiir die Ausbildung einer IS
notwendig ist (Dustin and Cooper, 2000; Qi et al., 2001). Hierzu wurden die
T-Zellen wie iiblich mit den Beads fiir 30 min in der Messkammer inkubiert
und anschlieftend fixiert. Es erfolgte eine Farbung des Aktin-Zytoskeletts mit
Texas Red gekoppeltem Phalloidin, dem aktinstabilisierenden Gift des Knol-
lenblétterpilzes. Abb. 12 (C) zeigt zwei Beispiele der Aktin-Akkumulation im
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Abb. 11: Die Translokation von Mitochondrien zur IS benétigt Kalzi-
umeinstrom iiber die Plasmamembran: (A) Infrarot und Fluoreszenzbil-
der einer einzelnen MitoTracker Green/AM beladenen Jurkat T-Zelle in einer
1 mM CaCly-Losung. Die Zelle wird durch einen aCD3/aCD28 beschichteten
Bead stimuliert. Die Mitochondrien bewegen sich iiber die Zeit zum Kontaktbe-
reich zwischen Bead und Zelle (IS, durch rote Linie hervorgehoben). (B) Gleiche
Versuchsbedingungen wie in (A) aber in 0 mM CaCly-Losung. Man kann keine
signifikanten Mitochondrienbewegungen erkennen. (C) Statistische Auswertung
der Mitochondrienlokalisation unter der Plasmamembran (< 0,99 pm unter der
PM) in Jurkat T-Zellen (n = 13; £ SEM) nach aCD3/aCD28 Bead-Stimulation
in 1 mM CaCly-Losung. Die rote Linie entspricht der Mito-chondrienfluoreszenz
an der IS und die schwarze Linie zeigt die Fluoreszenz unter der PM ohne den
IS-Bereich. Die Fluoreszenz wurde auf die Groke der einzelnen Auswertebe-
reiche normalisiert (hervorgehoben in (A)). (D) Statistische Auswertung der
mitochondrialen Fluoreszenz unter der PM in Jurkat T-Zellen (n = 9; £ SEM)
unter kalziumfreien Bedingungen.
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Abb. 12: Die Bildung der IS ist unabhingig vom Kalziumeinstrom:
(A) Infrarot- und Fura-2 Ratio-Bilder von Jurkat T-Zellen in 1 mM CaCly-
Losung und 0 mM CaCly-Losung, die mit aCD3/aCD28 Beads stimuliert wur-
den. (B) Gemittelte Fura-2 Ratio Werte von Jurkat T-Zellen in 1 mM CaCls-
Losung (rote Linie; n = 56) und 0 mM CaCly-Losung (schwarze Linie; n =
103), die mit aCD3/aCD28 Beads stimuliert wurden. (C) Infrarot- und Fluo-
reszenzbilder von einzelnen Jurkat T-Zellen, in denen das Aktin-Zytoskelett
mit Phalloidin/Texas Red gefirbt wurde, nachdem die Zellen fiir 30 min mit
aCD3/aCD28 Beads in 1 mM CaCly-Losung oder 0 mM CaCly-Losung stimu-
liert wurden.

Zell-Bead-Kontaktbereich mit und ohne extrazellularem Kalzium. Bei beiden
Bedingungen kommt es zur Aktin-Akkumulation und Bildung einer IS.
Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass die Bildung der IS in T-Zellen un-
abhingig vom Kalziumeinstrom iiber die Plasmamembran ist, die Bewegung
der Mitochondrien zur IS jedoch kalziumabhéngig ist.
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6.3 Intrazellulare Kalziumsignale in T-Zellen werden durch
die mitochondriale Lokalisation beeinflusst

Da Mitochondrien in T-Zellen neben der Energiegewinnung auch regulierend
in den Mechanismus des Kalzium-Signalwegs eingreifen, wurden diese Funk-
tionen durch neuartige Kombination von elektrophysiologischen und Imaging
Techniken naher untersucht. Ziel dieser Experimente war es, durch lokale
Kalzium-Applikation an einer definierten Stelle der T-Zell Plasmamembran
unter Berticksichtigung der mitochondrialen Lokalisation die intrazellularen
Kalzium-Signale zu messen. Zunéchst musste hierfiir jedoch ein Kalzium-
Imaging Messplatz mit einem portablen elektrophysiologischen Messplatz
ausgestattet und die Kombination aus beiden Techniken eingehend getestet
werden (siehe Abschnitt 5.4).

6.3.1 Kontrollierte lokale Kalzium-A pplikation durch cell-attached
Patch Technik

Zu Beginn dieser Experimentreihe musste zuerst iiberpriift werden, ob es mit
Hilfe der cell-attached Patch Technik moglich ist, wihrend Kalzium-Imaging
Versuchen Kalzium lokal an den T-Zell Membranen zu applizieren. Mit die-
ser lokalen Kalziumzugabe sollte sichergestellt werden, dass der Kalziumein-
strom nur an diesem kleinen Bereich der T-Zell Oberfliche erfolgen kann, um
dann zu untersuchen, wie die Mitochondrien diese Kalziumausbreitung be-
einflussen. Der experimentelle Aufbau und Ablauf dieser Experimente wurde
bereits in Abschnitt 5.4.1 dargestellt.

Abb. 13 (A) zeigt die Fura-2 Ratio Werte einer Jurkat T-Zelle nach TG Be-
handlung und Kalzium-Applikation mittels cell-attached Patch Technik. Der
Kalziumeinstrom iiber die Kanéle im Membranpatch erfolgte erst nach dem
Wechsel des Membranpotentials nach 100 s von + 150 mV auf - 100 mV. Der
erneute Potentialwechsel nach 150 s auf + 150 mV beendete den Kalziumein-
strom nahezu unverziiglich. Somit war es nun méglich durch Anderung des
Membranpotentials durch den Patch-Clamp Verstérker die treibende elektro-
chemische Kraft fiir Kalzium zu manipulieren und so den Kalziumeinstrom
tiber den Patch gezielt steuern zu kénnen. Abb. 13 (B) verdeutlicht noch ein-
mal den genauen experimentellen Aufbau. In Abb. 13 (C) ist die rdumliche
Ausbreitung des Kalziumeinstroms in einer Jurkat T-Zelle gezeigt. Nach TG
Stimulation und Anderung des Membranpotentials verteilt sich das einstro-
mende Kalzium vom Patch ausgehend. Bereiche, in denen Mitochondrien lie-
gen, weisen niedrigere Kalziumkonzentrationen auf. Abb 13 (D) verdeutlicht,
dass die Kalziumkonzentrationen nach Anderung des Membranpotentials von
- 100 mV auf + 150 mV durch die Technik des cell-attched Patch auch wieder
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erniedrigt werden konnen. Somit kann der Kalziumeinstrom reversibel aus-
und angeschaltet werden.

6.3.2 Einfluss der Mitochondrien-Lokalisation auf Kalziumsignale
in Jurkat T-Zellen

Nach Optimierung der Methoden wurden nun Jurkat T-Zellen nach TG Be-
handlung hinsichtlich des Kalziumeinstroms iiber den Patch und die Lokali-
sation der Mitochondrien beziiglich des Kalziumeinstrombereichs untersucht
(Versuchsbedingungen siehe Abschnitt 5.4.1). Zur Analyse der Kalziumsig-
nale in Abhéangigkeit vom Aufenthaltsort der Mitochondrien wurden die T-
Zellen in 2 Populationen eingeteilt: T-Zellen mit Mitochondrien nah am
Kalziumeinstrom und T-Zellen mit Mitochondrien entfernt vom Kalziumein-
strom (Beispiele siche Abb. 14 (A)). Die Ergebnisse dieser Analyse der Fura-
2 Ratio Werte ist in Abb. 14 (B) gezeigt. T-Zellen, in denen Mitochondrien
nah am Kalziumeinstrom /Patch vorhanden sind, zeigen hohere intrazellulé-
re Kalziumkonzentrationen als T-Zellen ohne Mitochondrien in der Nahe des
Patch. Der Unterschied beziiglich der Kalziumkonzentrationen zwischen den
beiden Zellpopulationen ist kurz nach Anderung des Membranpotentials und
damit dem Beginn des Kalziumeinstroms am starksten ausgepragt. Um die-
sen Unterschied zu verdeutlichen wurden die Anderungen der Fura-2 Ratio
Werte zwischen 200 - 500 s gemittelt und in Abb. 14 (C)) angegeben. Somit
sind die Anderungen der Ratio-Werte von Jurkat T-Zellen mit Mitochondri-
en nah am Kalziumeinstrom mehr als doppelt so hoch wie in Zellen ohne
Mitochondrien am Einstrombereich.

Um festzustellen, ob diese Unterschiede wirklich durch die mitochondria-
le Kalziumaufnahme verursacht wurden, blockierten wir die mitochondriale
Kalziumaufnahme durch Inkubation der Jurkat T-Zellen mit 1 uM CCCP.
CCCP ist ein H*-Tonophor und ein Entkoppler der oxidativen Phosphory-
lierung. Durch diese Eigenschaften bricht der elektrochemische Gradient in
Mitochondrien fiir Protonen zusammen und die mitochondriale Kalziumauf-
nahme wird verhindert (Peng et al., 1998).

In Abb. 14 (D) sind die gemittelten Fura-2 Ratio Werte der beiden T-Zell
Populationen nach CCCP Behandlung gezeigt. Nur zu Beginn des Kalziu-
meinstroms ist ein Unterschied zwischen den Zellpopulationen zu erkennen,
wobei die Zellen ohne Mitochondrien am Patch hohere Kalziumkonzentratio-
nen erreichen. Diese Unterschiede verschwinden nach ca. 110 s und die Kalzi-
umkonzentrationen in den beiden Zellpopulationen gleichen sich im weiteren
Verlauf der Experimente an. Die mittleren Anderungen der Fura-2 Ratio
Werte zwischen 200 - 500 s zeigen fast keine Unterschiede zwischen den bei-
den Zellpopulationen (Abb. 14 (E)).
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Abb. 13: Lokale Kalzium-Applikation mit Hilfe der cell-attached
Patch Technik: (4) Fura-2 Ratio Werte einer Jurkat T-Zelle bei verschiedenen
Membranpotentialen (+ 150 mV und - 100 mV), nach Zugabe von 1 uM Thap-
sigargin (TG). Der Kalziumeinstrom kann durch Anderungen des Membran-
potentials mit Hilfe der cell-attached Patch Technik gesteuert werden. Rechts
ist ein Modell des experimentellen Aufbaus gezeigt. Kalzium kann nur durch
die Patch-Pipette (gefiillt mit 1 mM CaCly-Losung) in die Zelle eindringen, da
als externe Losung eine 0 mM CaCly-Losung verwendet wird. (B) Schema des
experimentellen Aufbaus. (C) Kalzium Gradient in einer Jurkat T-Zelle nach
Stimulation mit TG und Anderung des Membranpotentials von + 150 mV auf
- 100 mV. Das Bild bei 470 nm zeigt die mitochondriale Lokalisation in der
Zelle. Die Ausbreitung des Kalziums erfolgt vom cell-attached Patch aus (siehe
IR Bild). (D) Abfallen der zytosolischen Kalziumkonzentrationen der Jurkat T-
Zelle aus (A) nach Stimulation mit TG und Anderung des Membranpotentials
von - 100 mV auf + 150 mV. Das Bild bei 470 nm zeigt die mitochondriale
Lokalisation in der Zelle.
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Somit wurde eindeutig gezeigt, dass die mitochondriale Kalziumaufnahme
und Anordnung von Mitochondrien in T-Zellen die intrazelluldren Kalzium-
signale beeinflussen kénnen. Dabei erreichen T-Zellen mit Mitochondrien nah
am Bereich des Kalziumeinstroms hohere intrazelluldre Kalziumkonzentratio-
nen als Zellen ohne Mitochondrien in diesem Bereich.

6.3.3 Einfluss der Mitochondrien-Lokalisation auf Kalziumsignale
in CD4" T-Zellen

Da es sich bei Jurkat T-Zellen um eine immortalisierte Zelllinie handelt und
diese sich von naiven humanen CD4*1 T-Zellen in vielerlei Hinsicht unterschei-
den (z. B. Grofe, Chromosomenzahl) (Gillis und Watson, 1980), wurden die
Experimente, die in Abschnitt 6.3.2 beschrieben wurden, auch in humanen
CD4" T-Zellen durchgefiihrt. Dadurch sollte geklirt werden, ob die Beein-
flussung der Kalziumsignale durch die Lokalisation von Mitochondrien auch
in T-Zellen zu finden ist, die direkt aus Spendern isoliert wurden (siche Ab-
schnitt 5.2.2).

Abb. 15 (A) zeigt Beispiele von zwei CD4" T-Zellen, deren Mitochondrien
auch mit MitoTracker Green FM gefarbt und Kalzium durch den Indikator
Fura-2/AM visualisiert wurden. Im Vergleich zu Jurkat T-Zellen waren die
nalven CD4" T-Zellen nur etwa halb so grof (Durchmesser ca. 6 pum), wo-
durch die technische Ausfithrung der Experimente wesentlich anspruchsvoller
wurde (siche Abschnitt 5.4.1). Diese Zellen tolerierten auch den grofsen Mem-
branpotentialwechsel von + 150 mV auf - 100 mV nicht, da bei diesen grofsen
Potentialdnderungen die Verbindungen zwischen Pipette und Zelle zerstort
wurden. Daher wurde in dieser Experimentreihe das Membranpotential nur
von + 60 mV auf - 60 mV gedndert.

So konnten wir in CD4" T-Zellen einen groferen Unterschied der intrazellula-
ren Kalziumkonzentrationen zwischen Zellen mit und ohne mitochondrialer
Lokalisation in der Ndhe des Kalziumeinstroms zeigen. Abb. 15 (B) zeigt
die gemittelten Fura-2 Ratio Werte von CD4" T-Zellen mit Mitochondrien
nahe und entfernt vom Kalziumeinstrom. Diese Zellen erreichen auch wesent-
lich héhere intrazelluldre Kalziumkonzentrationen als Jurkat T-Zellen, wenn
Kalzium durch den cell-attached Patch zugegeben wurde. Zudem sind auch
die mittleren Kalziumkonzentrationsdnderungen im Verhaltnis zur Ruhekal-
ziumkonzentration hoher als in Jurkat T-Zellen, wie Abb. 15 (C) verdeutlicht.
Dabei sind die mittleren Konzentrationsanderungen in Zellen mit Mitochon-
drien am Patch nahezu dreimal so hoch wie in Zellen ohne Mitochondrien
am Patch.

In menschlichen CD4" T-Zellen hat die mitochondriale Lokalisation beziig-
lich des Kalziumeinstroms noch grofseren Einfluss auf die intrazelluldren Kal-
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Abb. 14: Intrazelluldre Kalziumsignale werden durch die Lokalisation
der Mitochondrien in Bezug zu den Kalziumkanilen in der Plasma-
membran beeinflusst: (A) Beispiele von zwei Jurkat T-Zellen beladen mit
Fura-2/AM und MitoTracker Green FM bei verschiedenen Membranpotentia-
len (+ 150 mV und - 100 mV; nach 20 s gewechselt) nach Zugabe von 1 uM TG
in 0 mM CaCls-Losung. Kalzium wurde durch die Patch-Pipette appliziert (1
mM CaCly-Losung). Die obere Reihe zeigt eine Zelle, deren Mitochondrien nah
am Patch lokalisiert sind (470 nm Bild). Die untere Reihe zeigt eine Zelle, deren
Mitochondrien entfernt vom Patch liegen. (B) Gemittelte Fura-2 Ratio Werte
von Jurkat T-Zellen unter den gleichen Bedingungen wie in (A). Die rote Linie
zeigt die Ratio-Werte von Zellen mit Mitochondrien nah am Patch (n = 19) und
die schwarze Linie Zellen mit Mitochondrien entfernt vom Patch (n = 12). (C)
Durchschnitt der Fura-2 Ratio Wertédnderungen zwischen 200 - 500 s derselben
Zellen wie in (B)(+ SEM; p = 0,31 (T-Test)). (D) Gleiche Bedingungen wie in
(A) nach Inkubation der Jurkat T-Zellen mit 1 pM CCCP. Die rote Linie zeigt
Fura-2 Ratios von T-Zellen mit Mitochondrien nah am Patch (n = 15) und die
schwarze Linie Zellen mit Mitochondrien entfernt von der Patch-Pipette (n =
3). (E) Durchschnittliche Fura-2 Ratio Wertednderungen zwischen 200 - 500 s
derselben Zellen wie in (D)(£ SEM; p = 0,91 (T-Test)).
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ziumsignale als in T-Zelllinien.

6.3.4 Analyse intramitochondrialer Kalziumsignale nach lokaler
Kalzium-Applikation

Um intramitochondriale Kalziumkonzentrationen in T-Zellen nach lokaler
Kalziumapplikation zu messen, bedienten wir uns des Kalziumindikators Rhod-
2 (siche Abschnitt 5.3.4). Abb. 16 (A) zeigt eine Jurkat T-Zelle, die mit Rhod-
2 beladen und danach in der cell-attached Konfiguration gepatcht wurde. Die
Zelle wurde mit TG stimuliert und der Kalziumeinstrom durch Anderung
des Membranpotentials von + 150 mV auf - 100 mV gestartet. Zu Beginn
des Experiments zeigt sich nur eine geringe Rhod-2 Fluoreszenz. Mit Beginn
des Kalziumeinstroms steigt die Fluoreszenzintensitét aber rasch an und fallt
nach ca. 130 s ab. Nur die linken Bereiche in der Zelle zeigen die Fluoreszenz
von intramitochondrialem Rhod- 2. Die grofsen Bereiche in der Mitte der Zel-
le, die erst nach dem Kalziumeinstrom erscheinen, stellen Rhod-2 Fluoreszenz
im Zytosol dar und wurden fiir die Analyse nicht beriicksichtigt. Auffallig ist,
dass die Rhod-2 Fluoreszenz von Mitochondrien nahe am Patch eine héhere
Intensitit zeigen, als entfernt vom Patch.

Die Ergebnisse der Analyse von Kalziumsignalen in Mitochondrienclustern in
Jurkat T-Zellen nah und entfernt vom Kalziumeinstrom sind in Abb. 16 (B)
aufgezeigt. Nach dem Wechsel des Membranpotentials fiel die Rhod-2 Fluo-
reszenz Intensitaten zunéchst noch ab. Nach kurzer Zeit stiegen die Fluores-
zenzintensititen jedoch an, wobei dieser Anstieg in Mitochondrien nah am
Patch wesentlich schneller und hoher vonstatten ging als in Mitochondrien
entfernt vom Kalziumeinstrom.

Zusammenfassend ldsst sich also sagen, dass Mitochondrien in Jurkat T-
Zellen, die nahe am Kalziumeinstrom lokalisiert sind, wesentlich schneller
und mehr Kalzium durch ihren Uniporter aufnehmen, als Mitochondrien, die
sich entfernt vom Kalziumeinstrom befinden.

6.3.5 Effekte von 2-APB und BTP-2 auf Kalziumsignale nach cell-
attached Patch Applikation

Um zu kléren, ob es sich bei den im Abschnitt 6.3.2 beschriebenen Kalzi-
umsignalen wirklich um Einstrom iiber den CRAC-Kanal handelt, wurde die
Wirkung von CRAC-Kanal Inhibitoren auf diesen lokalen Kalziumeinstrom
hin untersucht. Der experimentelle Aufbau und Ablauf war der gleiche wie in
Abschnitt 5.4.1 beschrieben wurde. Zusétzlich wurde zu allen verwendeten
Losungen 100 pM 2-APB oder 1 uM BTP-2 (24 h Vorinkubation) zugege-
ben. Beide Substanzen sind bekannte Inhibitoren des IP3-induzierten Kalzi-
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Abb. 15: Einfluss der mitochondrialen Lokalisation auf intrazelluldre
Kalziumsignale in CD4" T-Zellen: (A) Beispiele von zwei humanen CD4"
T-Zellen beladen mit Fura-2/AM und MitoTracker Green FM bei verschiedenen
Membranpotentialen (+ 60 mV und - 60 mV; nach 20 s gewechselt) nach Zugabe
von 1 uM TG in 0 mM CaCly-Losung. Kalzium wurde durch die Patch-Pipette
appliziert (1 mM CaCly-Losung). Die obere Reihe zeigt eine Zelle, deren Mito-
chondrien nah am Patch lokalisiert sind (470 nm Bild). Die untere Reihe zeigt
eine Zelle, deren Mitochondrien entfernt vom Patch liegen. (B) Durchschnittli-
che Fura-2 Ratio Werte von CD4" T-Zellen (gleiche Bedingungen wie in (A)).
Das Membranpotential wurde nach 20 s von + 60 mV auf - 60 mV geéndert.
Die rote Linie entspricht den Zellen mit Mitochondrien nah am Patch (n = 10)
und die schwarze Linie den Zellen mit Mitochondrien entfernt vom Patch (n =
3). (C) Durchschnittliche Fura-2 Ratio Wertédnderungen zwischen 200 - 500 s
derselben Zellen wie in (B) (& SEM; p = 0,1 (T-Test)).
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Abb. 16: Die mitochondriale Kalziumaufnahme ist abhéngig von der
Lokalisation der Mitochondrien in Bezug zur Kalziumeinstromquelle:
(A) Infrarot- und Rhod-2 Fluoreszenzbilder einer Jurkat T-Zelle, die mit 1 pM
Thapsigargin stimuliert wurde. Die Zelle wurde in der cell-attached Patch Kon-
figuration gepatcht und das Membranpotential nach 20 s von + 150 mV auf - 100
mV geéindert. Der rote Pfeil weist auf die Position eines Mitochondrienclusters
nah an der Patch-Pipette hin; der griine Pfeil deutet auf Mitochondrien ent-
fernt von der Kalziumeinstromquelle. (B) Zeitlicher Verlauf der normalisierten
Rhod-2 Fluoreszenzen von Mitochondrien, die sich entweder nah (rote Linie; n
= 9) oder weiter entfernt von der Kalziumquelle (griine Linie; n = 7) befanden
unter den gleichen experimentellen Bedingungen wie in (A).

umeinstroms iiber CRAC-Kanile in der Plasmamembran (Zitt et al., 2004;
Maruyama et al., 1997).

In Abb. 17 (A) ist die Wirkung dieser Substanzen auf Jurkat T-Zellen nach
TG Stimulation und Kalzium-Applikation iiber den cell-attached Patch ab-
gebildet. Die beiden Substanzen inhibieren den Kalziumeinstrom nach dem
Wechsel des Membranpotentials nicht. Im Gegenteil beide Substanzen ver-
starken sogar den Einstrom, wobei dieser Effekt mit 2-APB starker ausge-
préagt ist, als bei BTP-2. Nach 2-APB Behandlung zeigen die Zellen dop-
pelt so hohe intrazellulare Kalziumkonzentrationen als unter Kontrollbedin-
gungen (2-APB freie Bedingungen). Der Kalziumeinstrom zeigt auch nach
2-APB Behandlung einen biphasischen Verlauf, wobei der zweite Kalzium-
anstieg nach 100 s verzogert eintritt. Mit BTP-2 kommt es ebenfalls zu einer
Verstarkung des Kalziumeinstroms, der jedoch nicht so stark ausgeprigt ist,
wie bei 2-APB und auch keinen biphasischen Verlauf zeigt.

Um zu testen, wie die beiden Substanzen unter Bedingungen ohne cell-
attached Patch Technik wirken, wurden Kalzium-Imaging Experimente durch-
gefiihrt und die T-Zellen mit den gleichen Substanzkonzentrationen umspiilt.
Abb. 17 (B) zeigt die Wirkung von 1 uM BTP-2 auf den Kalziumeinstrom
in Jurkat T-Zellen (Versuchsdurchfiihrung siehe auch Abschnitt 5.3.3). Nach
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dem ersten Losungswechsel von 0,5 mM CaCly-Losung auf 0 mM CaCl,-
Losung mit 1 pM TG (+ 1 uM BTP-2) ist kein Effekt von BTP-2 auf die
Kalziumfreisetzung aus dem ER erkennbar. Im Gegenteil diese Speicherent-
leerung wurde durch BTP-2 sogar noch etwas verstarkt. Um nun den Kal-
ziumeinstrom iiber die CRAC-Kanéle zu untersuchen, wurde 1 mM CaCl,-
Losung mit 1 uM TG (+ 1 uM BTP-2) appliziert. Hier zeigen Messungen
mit BTP-2 den inhibitorischen Effekt. Der Kalziumeinstrom iiber die CRAC-
Kanéle wird fast komplett unterdriickt. Beim erneuten Wechsel auf 0 mM
CaCly-Losung mit 1 uM TG (+ 1 uM BTP-2) weisen die intrazelluldren Kal-
ziumkonzentrationen bei BTP-2 behandelten Zellen hohere Werte auf als bei
Kontrollzellen. Dies kommt durch die stiarkere Entleerung der Kalziumspei-
cher und das nachfolgende Fehlen des Kaliumeinstroms zum Wiederauftfiillen
der Speicher zu Stande.

Die Wirkungen von 2-APB (100 pM) wurden analog zu den BTP-2 Imaging
Experimenten untersucht (Abb. 17 (C)). Unter diesen Bedingungen zeigte
sich bereits ein Effekt auf die Speicherentleerung, die bei 2-APB Behand-
lung nicht so effizient war wie unter Kontrollbedingungen. Der nachfolgende
Kalziumeinstrom war ebenfalls bei 2-APB fast vollstéandig blockiert. Nach
dem letzten Losungswechsel sind die Kalziumkonzentrationen zwischen 2-
APB und unbehandelten Zellen gleich.
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Abb. 17: 2-APB und BTP-2 verstarken den Kalziumeinstrom in T-
Zellen iiber den cell-attached Patch, unterdriicken diesen Kalziumein-
strom aber in der Ganzzell-Applikation: (A) Durchschnittliche Fura-2
Ratio Werte von Jurkat T-Zellen (n = 27) mit Mitochondrien nah am Kalzi-
umeinstrom nach Zugabe von 1 pM Thapsigargin (TG). Extern wurde 0 mM
CaCly-Losung verwendet, in die entweder 2-APB (100 uM; n = 8) oder BTP-2 (
1 uM; 24 h Vorinkubation; n = 14) gegeben wurde. Nach 20 s wurde das Mem-
branpotential von + 150 mV auf - 100 mV eingestellt. Kalzium wurde durch den
cell-attached Patch appliziert. (B) Gemittelte Fura-2 Ratio Werte von Jurkat
T-Zellen( n = 89; Kontrolle: n = 154), die mit folgenden Losungen komplett
umspiilt wurden: 0,5 mM CaCly-Losung (0 - 100 s), 0 mM CaCly-Losung + 1
uM TG (+ 1 pM BTP-2, 24 h Vorinkubation; 100 - 600 s; 1100 - 1500 s) und 1
mM CaCly-Losung + 1 uM TG (+ 1 pM BTP-2; 600 - 1100 s). (C) Gemittelte
Fura-2 Ratio Werte von Jurkat T-Zellen (n = 186; Kontrolle: n = 63) unter den
gleichen Versuchsbedingungen wie in (B), jedoch anstelle von BTP-2 wurden
100 uM 2-APB zu den Lésungen beigefiigt.
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6.4 Mitochondrien wandern zur Immunologischen Syn-
apse und nicht zum Bereich des Kalziumeinstroms

Wir haben in den vorangegangenen Studien festgestellt, dass die Mitochon-
drien in T-Zellen nach Bildung der IS in diesen [S-Bereich translozieren. Des-
weiteren haben wir herausgefunden, dass diese mitochondrialen Bewegungen
kalziumabhéngig sind. Unbekannt ist allerdings, was die Mitochondrien ver-
anlasst in diesen Bereich einzuwandern. Mit den folgenden Untersuchungen
sollte analysiert werden, ob sich die Mitochondrien zu einem verstarkten
Kalziumeinstrom im Bereich der IS bewegen oder ob das Ziel dieser Bewe-
gungen die Bildung der IS selbst mit der einhergehenden Umorientierung des
Zytoskeletts ist. Aus diesem Grund entwickelten wir verschiedene experimen-
telle Bedingungen, in denen wir die IS-Bildung und den Kalziumeinstrom in
den T-Zellen an der gleichen Stelle der Plasmamembran oder rdumlich ge-
trennt voneinander auslosen konnten. Um einen lokalen Kalziumeinstrom zu
erreichen, verwendeten wir die Technik des cell-attached Patch, die in Ab-
schnitt 5.4 erlautert wurde. Die Bildung der IS induzierten wir mit verschie-
denen Methoden an der gegeniiberliegenden Seite der Zellen (siehe Abschnitt
5.4.2).

6.4.1 Lokale Kalzium-Applikation und fokale Stimulation durch
antikorperbeladene Pipette

In dieser Experimentreihe wurden die Jurkat T-Zellen durch eine Mikropi-
pette stimuliert, die mit aCD3-Antikorpern befiillt war und gleichzeitig als
Kalziumquelle diente (siche Abschnitt 5.4.2 und Abb. 18 (D)). Dadurch sollte
untersucht werden, wie die Lokalisation von Mitochondrien die intrazellula-
ren Kalziumsignale beeinflusst, wenn der Kalziumeinstrom direkt an der IS
stattfindet.

Die Auswertung der Fura-2 Ratio Werte erfolgte analog zu den Auswertung
in Abschnitt 6.3.2. Abb. 18 (A) zeigt die gemittelten Fura-2 Ratio Werte
der beiden Zellpopulationen, die sich durch ihre mitochondrialen Lokalisa-
tionen in Bezug zum Patch unterscheiden. Auch unter diesen experimentel-
len Bedingungen zeigen die Zellen, deren Mitochondrien nah am gepatchten
Bereich liegen nach dem Wechsel des Membranpotentials im Mittel die ho-
heren Kalziumkonzentrationen. Die Kalziumkonzentrationen von Zellen mit
Mitochondrien entfernt vom Patch sind im Durchschnitt geringer, jedoch zei-
gen sich zwei Ratio-Peaks kurz nach Membranpotentialwechsel und nach ca.
400 s. Diese beiden Peaks sind allerdings nur von kurzer Dauer. Mittelt man
die Fura-2 Ratio Anderungen der beiden Zellpopulationen zwischen 500 und
1800 s, so zeigt sich der Unterschied in den Kalziumkonzentrationen deutli-
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cher (Abb. 18 (B)). Die durchschnittlichen Ratio-Wertédnderungen von Zellen
mit Mitochondrien nah am Patch sind fast doppelt so grof wie in der anderen
Zellgruppe.

Abschlieflend wurde noch getestet, ob sich unter diesen Versuchsbedingungen
eine IS ausbildet, indem wiederum das Aktin-Zytoskelett nach Fixierung der
T-Zellen fluoreszenzmarkiert wurde (siche auch Abschnitt 5.3.2). So konnten
wir ebenfalls in mehreren unabhéngigen Experimenten eine Akkumulation
des Aktin-Zytoskeletts im Bereich des Patches detektieren (siche Abb. 18
(C)). Somit bildet sich auch eine IS aus, wenn aCD3-Antikorper nur an einer
kleinen Stelle auf der T-Zell-Oberfliche binden, ohne dass diese Antikérper
ihrerseits vorher an eine feste Oberflache gebunden sind.

6.4.2 Lokale Kalzium-Applikation und fokale Stimulation von T-
Zellen durch antikorperbeschichtete Pipetten

Bei diesen Experimenten wurde eine aCD3/aCD28-beschichtete Pipette be-
nutzt (siehe Abb. 19 (E)), um damit eine IS an einer Seite der T-Zelle zu
induzieren (siche Abschnitt 5.4.2). Gleichzeitig wurde Kalzium durch die cell-
attached Patch Technik lokal an einem kleinen Bereich der gegeniiberliegen-
den T-Zell-Oberflache appliziert, um damit eine rdumliche Trennung zwi-
schen IS und Kalziumeinstrom sicherzustellen (Schema siehe Abb. 19 (D)).
Abb. 19 (A) zeigt eine Jurkat T-Zelle, die mit einer antikdrperbeschichteten
Pipette stimuliert und Kalzium durch den cell-attached Patch an der an-
deren Zellseite lokal appliziert wurde. Die Zelle wurde vorher simultan mit
Fura-2 und MitoTracker Green FM beladen (siche Abschnitt 5.4.2 ). Die
Kalziumkonzentration ist nach 60 min angestiegen, die Lokalisation der Mit-
ochondrien aber nahezu unverandert geblieben.

Abb. 19 (B) zeigt die gemittelten Fura-2 Ratio Werte von Jurkat T-Zellen,
die mit dieser Methode gemessen wurden. Kurz nach dem Wechsel des Mem-
branpotentials kommt es zu einem starken Anstieg der Ratio-Werte und im
weiteren Verlauf der Experimente zu Oszillationen der intrazellularen Kal-
ziumkonzentrationen, d.h. dass man mit dieser Methode einen Kalziumein-
strom iiber die Plasmamembran erreichen kann.

In Abb. 19 (C) wurden die mitochondrialen Fluoreszenzintensitéten im Be-
reich der IS (roter Bereich in Abb. 19 (A)) und Bereich des Kalziumeinstroms
(griiner Bereich in Abb. 19 (A)) analysiert. Die Mitochondrienfluoreszenzen
im Kalziumeinstrombereich blieben im zeitlichen Verlauf konstant. Im Be-
reich der IS konnte nach 60 min ein leichter Anstieg der mitochondrialen
Fluoreszenzintensitat detektiert werden. Diese mitochondrialen Bewegungen
waren aber nicht so grof, wie in den Versuchen mit Bead-Stimulation von T-
Zellen (vergleiche Abschnitt 6.2). Aus diesem Grund wurde nun anschliefend
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Abb. 18: Die Bildung einer IS mit Hilfe einer aCD3-

antik6rperbeladenen Pipette und gleichzeitiger Kalzium-Applikation
durch die Pipette zeigt, wie wichtig die mitochondriale Lokalisation
fiir die Beeinflussung intrazelluldrer Kalzium-Signale ist: (A) Mittel-
werte der Fura-2 Ratios von Jurkat T-Zellen, die mit einer Pipette gepatcht
wurden, die aCD3-FITC Antikérper und eine 1 mM CaCls-Losung enthielt
(extern: 0 mM CaCly-Losung). Das Membranpotential wurde nach 20 s von +
150 mV auf - 100 mV geédndert. Die rote Linie korrespondiert mit den Zellen,
deren Mitochondrien nah am Patch lokalisiert waren (n = 15), die schwarze
Linie zeigt die Zellen mit Mitochondrien entfernt vom Patch (n = 3). (B)
Statistische Analyse der Fura-2 Ratio Wert Anderungen zwischen 500 und 1800
s der Experimente aus (A) (+ SEM). Zellen, deren Mitochondrien néher am
Patch liegen, zeigen hohere intrazelluldre Kalzium Signale. (C) Infrarot- und
Fluoreszenzbilder einer einzelnen Jurkat T-Zelle, deren Aktin-Zytoskelett nach
30 min nach Stimulation mit der aCD3 antikérperbeladenen Patch-Pipette mit
Phalloidin/Texas Red angefarbt wurde. Das Membranpotential wurde nach
den ersten 20 s von + 150 mV auf - 100 mV gewechselt. (D) Schematischer
Aufbau des Experiments.
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iiberpriift, ob sich bei Stimulation mit der antikorperbeschichteten Pipette
eine IS in T-Zellen ausbildet.

Hierzu wurden Jurkat T-Zellen mit DNA transfiziert, die fiir YFP-gekop-
peltes Aktin codiert, um die Reorganisation des Aktin-Zytoskeletts nach
IS-Bildung zu beobachten. Abb. 20 (A) zeigt die Infrarot- und Fluores-
zenzbilder einer Jurkat T-Zelle, deren Aktin fluoreszierte und die mit einer
aCD3/aCD28-antikérperbeschichteten Pipette berithrt wurde (Badlésung: 1
mM CaCl,-Losung). Unter diesen Bedingungen zeigte sich nach 60 min keine
aufféllige Aktin-Reorganisation im Fluoreszenzbild. Die quantitative Analy-
se der Aktin-Fluoreszenz im Pipetten-Zell-Kontaktbereich (roter Bereich in
Abb. 20 (A)) von verschiedenen Jurkat T-Zellen ist in Abb. 20 (B) darge-
stellt. In diesem Bereich ist iiber den Zeitraum von 60 min nur eine leichte
Zunahme der Aktinfluoreszenz festzustellen. Die Bildung einer wirksamen IS
mit dieser Methode ist also unwahrscheinlich.

6.4.3 Lokale Kalzium-Applikation und fokale Stimulation von T-
Zellen durch antikorperbeschichtete Beads

In Abschnitt 6.2 wurde gezeigt, dass sich bei der Stimulation von T-Zellen
mit antikorperbeschichteten Beads eine IS ausbildet, Kalzium einstromt und
eine Translokation von Mitochondrien zur IS stattfindet. Das bedeutet, dass
die fokale Stimulation mit den Beads sehr effizient ist und sich auch fiir
die rdumlich getrennte Untersuchung von IS-Bildung und Kalziumeinstrom
eignet. Das Problem die Beads an einem genau definierten Bereich auf der
T-Zell-Oberflache zu prasentieren wurde durch die Verwendung eines zwei-
ten Mikromanipulators gelost, an dem eine Pipette ohne Befiillung befestigt
war. Mit dieser Pipette wurde durch Kapillarwirkung ein Bead eingefangen
und anschlieftend kontrolliert mit der T-Zelle in Kontakt gebracht (siche Ab-
schnitt 5.4.2). Gleichzeitig wurde an der gegentiberliegenden Seite der T-Zelle
Kalzium mittels cell-attached Patch zugegeben. Durch diese Versuchsanord-
nung konnte die Bildung der IS und der Kalziumeinstrom raumlich getrennt
werden und die Kalziumsignale und mitochondrialen Bewegungen unabhén-
gig untersucht werden (Abb. 21 (B)).

Abb. 21 (A) zeigt Infrarot-, Fluoreszenz- und Fura-2 Ratio Bilder einer Jurkat
T-Zelle im zeitlichen Verlauf, die mit dieser Methode gemessen wurde. Man
erkennt in den Infrarotbildern die starke Formverdnderung, die die T-Zelle
nach Bead-Kontakt vollzogen hat. Dies ist ein klares Anzeichen fiir die Bil-
dung einer IS, wie in fritheren Studien gezeigt wurde (Quintana et al., 2008).
Die Fluoreszenzbilder zeigen die MitoTracker Green gefarbte Mitochondri-
en, die im Verlauf einer Stunde zielgerichtet zum Zell-Bead-Kontaktbereich
und nicht zum Kalziumeinstrom wanderten. Die Fura-2 Ratio Werte zeigten
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Abb. 19: Stimulation von T-Zellen mit aCD3/aCD28-
antikérperbeschichteten Pipetten und gleichzeitiger lokaler Kalzium-
Applikation: (A) Infrarot-, Fluoreszenz- und Fura-2 Ratio-Bilder einer
einzelnen Jurkat T-Zelle, deren Mitochondrien mit MitoTracker Green/AM
angefarbt wurden, zu Beginn der Experimente und nach 60 min. Die Zelle
wurde in der cell-attached Patch Konfiguration gepatcht (Pipettenlosung: 1
mM CaCls-Losung; externe Losung: 0 mM CaCly-Losung). Eine mit aCD3-
und aCD28-Antikérpern beschichtete Pipette wird an der gegeniiberliegenden
Seite der Zelle platziert, um dort eine fokale Stimulation der T-Zelle zu
erreichen. Das Membranpotential wurde nach 20 s von + 150 mV auf - 100
mV gewechselt. Es lésst sich keine signifikante Bewegung der Mitochondrien
unter diesen Bedingungen feststellen. (B) Durchschnitt der Fura-2 Ratio Werte
von Jurkat T-Zellen unter den Bedingungen wie in (A) beschrieben (n = 11).
(C) Vergleich der prozentualen Anteile mitochondrialer Fluoreszenz an der
Stelle der fokalen Stimulation (siehe (A), Bereich durch rote Linie umrandet;
p = 0,11 (T-Test)) und an der Kalzium-Einstrom-Quelle (blauer Bereich in
(A); p = 0,53 (T-Test)) in Jurkat T-Zellen (n = 11; + SEM). Die Zellen
wurden mit aCD3/aCD28-antikorperbeschichteten Mikropipetten stimuliert
und das Membranpotential nach 20 s von + 150 mV auf - 100 mV geéndert.
(D) Schematischer Aufbau des Experiments. (E) Infrarot- und Fluoreszenzbild
einer Jurkat T-Zelle, die mit einer aCD3-FITC antikorperbeschichteten Pipette
in Kontakt steht.
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Abb. 20: Keine IS-Bildung nach Stimulation mit aCD3/aCD28-
antikérperbeschichteten Pipetten: (4) Infrarot- und Fluoreszenzbilder ei-
ner einzelnen Jurkat T-Zelle, die mit TagYFP-bAktin transfiziert wurde und
mit einer aCD3/aCD28-beschichteten Sodaglas-Pipette in Kontakt stand. Die
Bilder wurden zu Beginn und nach 60 min aufgenommen. Als externe Lo-
sung wurde eine 1 mM CaCly-Losung verwendet. (B) Analyse der Aktin-YFP
Fluoreszenz (normalisiert auf Gesamtfluoreszenz) im Kontaktbereich zwischen
Antikérper-beschichteter Pipette und T-Zelle (n = 7; roter Bereich in (A) ge-
kennzeichnet; = SEM). Gleiche Bedingungen wie in (A).

einen schwachen Kalziumeinstrom, der nach 30 min sein Maximum erreicht
hat. Am Ende des Experiments zeigte sich im Bereich der Mitochondrien eine
hohere Kalziumkonzentration als im Rest der T-Zelle.

Die Fura-2 Ratio Werte von verschiedenen Experimenten wurden gemittelt
und in Abb. 22 (A) aufgetragen. Nach Ausbildung des Zell-Bead-Kontakts
und Anderung des Membranpotentials zeigte sich initial ein starker Anstieg
der Fura-2 Ratio Werte, der aber nur 120 s anhielt. Danach fielen die Ratio-
Werte ab und blieben stabil in einem Bereich unter 0,6.

Unter diesen experimentellen Bedingungen zeigte sich eine deutliche mit-
ochondriale Translokation zur IS und nicht zur Quelle des Kalziumeinstroms
(Abb. 22 (B)). Analysiert wurden die mitochondrialen Fluoreszenzintensitéa-
ten im Bereich der IS (roter Bereich in Abb. 21 (A)) und im Bereich des
Kalziumeinstroms (griiner Bereich in Abb. 21 (A)) zu Beginn der Experi-
mente und nach 60 min. Die Fluoreszenintensitaten dnderten sich im Bereich
des Patches im Verlauf einer Stunde nicht. Im Bereich der IS erkennt man je-
doch nach einer Stunde eine signifikante Zunahme der mitochondrialen Fluo-
reszenz. Das Ziel der Mitochondrienbewegungen war daher die IS und nicht
die Quelle des Kalziumeinstroms.

Im Anschluss wurde noch der Prozentsatz von Jurkat T-Zellen ermittelt,
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welche diese Mitochondrienbewegung zur IS zeigen. In 90 % der Zellen wan-
derten die Mitochondrien zur IS, in den restlichen 10 % wurden tiberhaupt
keine mitochondrialen Bewegungen detektiert (Abb. 22 (C)).

Abschliefsend wurde noch ermittelt, ob unter diesen Versuchsbedingungen ei-
ne Umorganisation des Aktin-Zytoskeletts und damit die Bildung einer funk-
tionellen IS stattfindet. Die Zellen wurden hierfiir gepatcht und mit Beads
in Kontakt gebracht, fixiert und anschliefend das Aktin-Zytoskelett ange-
farbt (siehe Abschnitt 5.3.2). Abb. 22 (D) zeigt exemplarisch eine Jurkat
T-Zelle vor und nach Beginn der Experimente im Infrarotbild. Man erkennt
oberhalb der Zelle die Pipette fiir die Kalziumapplikation und unterhalb den
Bead zur Bildung der IS. Nach der Fixierung und Fluoreszenzmarkierung des
Zytoskeletts sieht man eine deutliche Akkumulation von Aktin im Bereich
des Zell-Bead-Konaktes. Diese Aktinakkumulation wurde in verschiedenen
Experimenten beobachtet (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 21: Beispiel fiir Kombination aus lokaler Kalzium-Applikation
und fokaler Stimulation von T-Zellen: (4) Infrarot-, Fluoreszenz- und
Fura-2 Ratio-Bilder einer einzelnen Jurkat T-Zelle, die mit MitoTracker
Green/FM und Fura-2/AM beladen wurden, im zeitlichen Verlauf. Die Zel-
le wurde in der cell-attached Patch Konfiguration gepatcht (Pipettenlosung: 1
mM CaCls-Losung; externe Losung: 0 mM CaCls-Losung). Ein aCD3/aCD28
Antikdérper beschichteter Bead wird an die Zelle gefahren, um an dieser Stelle
die Bildung einer IS zu induzieren. Das Membranpotential wurde nach 20 s von
+ 150 mV auf - 100 mV gewechselt. Die Mitochondrien bewegen sich zur IS und
nicht zum Kalziumeinstrom, der durch den cell-attached Patch vermittelt wird.
(B) Schematischer Aufbau des Experiments.
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Abb. 22: Die Mitochondrien bewegen sich zur IS und nicht zur Kal-
ziumeinstromquelle: (4) Durchschnitt der Fura-2 Ratio Werte von Jurkat
T-Zellen (n = 8) bei lokaler Kalzium-Applikation iiber die Patch-Pipette und fo-
kaler Stimulation tiber aCD3/aCD28-antikorperbeschichtete Beads. Das Mem-
branpotential wurde nach 20 s von + 150 mV auf - 100 mV geéndert. (B) Ver-
gleich der prozentualen Anteile mitochondrialer Fluoreszenz an der IS (siehe
Abb. 21 (A), Bereich durch rote Linie umrandet; p = 0,0096 (T-Test)) und an
der Kalziumeinstromquelle (blauer Bereich in Abb. 21 (A); p = 0,65 (T-Test))
in Jurkat T-Zellen (n = 8; &+ SEM). Gleiche Zellen wie in (A). (C) Prozentuale
Anteile von Zellen, die eine Bewegung von Mitochondrien zur IS hin zeigen im
Vergleich zu den Zellen, deren Mitochondrien sich nicht bewegen (gleiche Bedin-
gungen wie in (B)). (D) Infrarot- und Fluoreszenzbilder einer einzelnen Jurkat
T-Zelle, deren Aktin-Zytoskelett mit Phalloidin/Texas Red 30 min nach Stimu-
lation mit aCD3/aCD28 antikorperbeschichteten Beads angefarbt wurde. Die
Zelle wurde in der cell-attached Patch Konfiguration gepatcht (Pipettenlosung:
1 mM CaCls-Losung; externe Losung: 0 mM CaClp-Losung) und das Membran-
potential nach 20 s von + 150 mV auf - 100 mV geéndert. Danach wurde die
Zelle fixiert und angeférbt. Der griine Kreis im Fluoreszenzbild deutet auf die
Lage des Beads hin.
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7 Diskussion

7.1 Mitochondriale Translokation zur IS

Die Aktivierung von T-Zellen ist ein komplexer Vorgang, der durch verschie-
dene Signalkaskaden und Interaktionen gekennzeichnet ist. Kalzium stellt in
diesem Zusammenhang einen wichtigen Botenstoff dar, denn die Erhéhung
der zytosolischen Kalziumkonzentration ist eine wichtige Voraussetzung fiir
die erfolgreiche Aktivierung der T-Zellen (Crabtree and Clipstone, 1994).
Wir haben in fritheren Studien gezeigt, dass eine effiziente kalziumabhén-
gige T-Zell Aktivierung und anschliefende klonale Expansion der T-Zellen
eine Interaktion zwischen Mitochondrien und IS benétigen (Quintana et al.,
2007). Die Bildung einer ausgereiften IS verursacht nicht nur eine anhaltende
T-Zell Rezeptorstimulation durch die rdumlich sehr begrenzte Lokalisation
von T-Zell Rezeptoren und MHC-Antigen Komplexen an der IS (Qi et al,
2001; Dustin und Cooper, 2000), sondern initiiert auch die Umverteilung von
Mitochondrien zur IS (Quintana et al., 2007). Beide Prozesse sind notwen-
dig, um den Kalziumeinstrom iiber CRAC/Orai-Kanile aufrecht zu erhalten,
was wiederum zu einer effizienten Zytokinproduktion fiihrt, die iiber Stunden
andauert (Grakoui et al., 1999; Lee et al., 2003).

Im ersten Teil dieser Arbeit wurde die Kinetik der mitochondrialen Lo-
kalisation zur IS hin untersucht und gleichzeitig tiberpriift, ob dieser Vor-
gang einen Kalziumeinstrom iiber die CRAC/Orai-Kanéle benotigt. Wir ha-
ben festgestellt, dass sich die Mitochondrien nach fokaler Stimulation durch
aCD3/aCD28-Antikérper beschichtete Beads kontinuierlich iiber einen Zeit-
raum von mehr als einer Stunde zur IS bewegen. Fiir diese mitochondrialen
Bewegungen war ein Kalziumeinstrom iiber die Plasmamembran notwendig,
da in den Experimenten ohne Kalziumeinstrom keine signifikanten Bewegun-
gen der Mitochondrien zur IS hin festzustellen waren.

Nach diesen Ergebnissen stellte sich die Frage, ob sich ohne Kalziumein-
strom iiber die Membran der T-Zellen iiberhaupt eine IS ausbildet. Um diese
Frage zu beantworten, wurde die Aktin-Translokation nach IS-Bildung in Ex-
perimenten mit und ohne Kalziumeinstrom untersucht. In fritheren Studien
wurde gezeigt, dass nach IS-Bildung eine Umorganisation des Zytoskeletts
auftritt, daher konnten wir diese Umorganisation als Beweis fiir die Bildung
einer IS unter den gegebenen Bedingungen einsetzen (Dustin and Cooper,
2000; Qi et al., 2001). Zusétzlich tiberpriiften wir, ob nach der Bindung eines
Beads an eine T-Zelle eine Entleerung der intrazellularen Kalziumspeicher
auftrat, was fiir eine Aktivierung der T-Zell Rezeptoren und anschliefsen-
de IP3-abhéngige Signalkaskade sprechen wiirde. Unter diesen Bedingungen
konnten wir eine Entleerung der intrazelluldren Kalziumspeicher detektie-
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ren und somit von einer IS-Bildung ausgehen. Damit wurde gezeigt, dass
die IS-Bildung unabhéngig vom Kalziumeinstrom iiber die T-Zellmembran
stattfindet.

Quintana et al. (2007) haben herausgefunden, dass die mitochondrialen Trans-
lokationen zur IS durch das Aktin-Zytoskelett und nicht durch Mikrotubu-
li unterstiitzt werden. Die Behandlung von T-Zellen mit Nocodazol, einem
Blocker der Mikrotubulisynthese, verhinderten weder die Bewegungen der
Mitochondrien zur IS, noch die Akkumulation von Aktin an der IS. In ei-
ner fritheren Studie (Quintana et al., 2006) wurde jedoch gezeigt, dass sich
die Mitochondrien in T-Zellen nach Thapsigargin Behandlung entlang der
Mikrotubuli zur Plasmamembran bewegen, um dort die Inaktivierung der
CRAC/Orai-Kanéle durch ihre Kalziumpufferfunktion zu verhindern (Glitsch
et al., 2002; Hoth et al., 2000; Lewis, 2001; Parekh and Putney, 2005). Diese
offensichtliche Diskrepanz beziiglich der unterschiedlichen Zytoskelettkom-
ponenten, an denen sich die Mitochondrien entlang bewegen, begriindeten
Quintana et al. damit, dass sich die Mitochondrien so lange mit Hilfe von
Kinesin- und Dynein-Motorproteinen an den Mikrotubuli entlang bewegen,
bis sie die Plasmamembran und das kortikale Aktin-Netzwerk erreicht ha-
ben. Dort angekommen binden sie an das Aktin-Netzwerk und werden durch
Dynactin-Motorproteine zur IS weiter transportiert.

Dass die mitochondrialen Bewegungen von Mikrotubuli und Mikrofilamenten
abhéngig sind, wurde schon in vielen verschiedenen Zelltypen gezeigt (Ball
and Singer, 1982; Knowles et al., 2002; Morris and Hollenbeck, 1995; Vara-
di et al., 2004; Yi et al., 2004). Es wurde eine ganze Reihe von Proteinen
entdeckt, die an der Fission, Fusion und Translokation von Mitochondrien
beteiligt sind (Yoon, 2005;Yaffe, 2003;Vale, 2003), aber die treibende Kraft
fiir die mitochondrialen Bewegungen ist immer noch nicht vollsténdig ent-
schliisselt (Yoon, 2005). Im Jahr 2004 wurden von Yi et al. in kardialen
Myoblasten ebenfalls mitochondriale Bewegungen entdeckt, die von intrazel-
luldren Kalziumkonzentrationen abhingig sind. In dieser Studie haben die
Autoren beobachtet, dass die mitochondrialen Bewegungen unter Ruhekal-
ziumkonzentrationen (ca. 100 nM) am stérksten waren, minimal ausgeprégt
bei ansteigenden Kalziumkonzentrationen und bei abfallenden Konzentra-
tionen wieder teilweise anstiegen. In T-Zellen verhélt es sich genau anders
herum: hier zeigen die Mitochondrien ihre gréfiten Bewegungen, wenn die
intrazelluldren Kalziumkonzentrationen hoch sind (> 500 nM). Diese star-
ken zielgerichteten Bewegungen traten in der Regel kurz nach Erhéhung der
Kalziumkonzentrationen auf und dauerten bei der Bewegung zur IS hin iiber
eine Stunde an. Die in dieser Arbeit gewonnenen Daten weisen daher auf eine
unterschiedliche Beziehung zwischen Mitochondrien und Kalziumkonzentra-
tionen in verschiedenen Zelltypen hin.
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Unsere Ergebnisse lassen vermuten, dass es einen gut kontrollierten Kalzium-
abhéngigen Aktivierungsmechanismus von Kinesin-, Dynein- und Dynactin-
Motorproteinen in T-Zellen gibt, der die Lokalisation von Mitochondrien zur
Plasmamembran bzw. IS kontrolliert, um die CRAC/Orai-Kanéle iiber einen
langen Zeitraum offen zu halten. Mdogliche Proteine, die in diesem Zusam-
menhang eine Rolle spielen konnten, sind eine Untergruppe von Rho GTP-
asen mit dem Namen Miro. Sie besitzen zwei kalziumbindende EF-Hand Mo-
tive und wurden schon im Zusammenhang mit der Ausprdgung der mito-
chondrialen Morphologie (Fransson et al., 2003; Frederick et al., 2004) und
des mitochondrialen Transports entlang von Drosophila Axonen (Guo et al.,
2005) beschrieben. Miro ist durch das Adapterprotein Milo an Kinesin-1 ge-
koppelt und vermittelt so den anterograden Transport von Mitochondrien
(Wang and Schwarz, 2009). Die Autoren dieser Studie haben auch herausge-
funden, dass Kinesin in allen axonalen Mitochondrien in Neuronen gefunden
werden kann, unabhéngig davon, ob die Mitochondrien sich retrograd oder
iiberhaupt nicht bewegen. Miro vermittelt auch das kalziumabhéngige Stop-
pen der mitochondrialen Bewegungen und die regulatorischen Mechanismen:
in diesem Fall disoziiert Kinesin-1 nicht von den Mitochondrien, sondern die
Kalziumbindung erlaubt es Miro direkt mit den Kinesinen zu interagieren
und so die Interaktionen zwischen Motorproteinen und Mikrotubuli zu ver-
hindern. Kinesin-1 wechselt also von einem aktiven Zustand, in dem es nur
iiber Milton an Miro gebunden ist, in einen inaktiven Zustand, in dem es
direkt an Miro gebunden ist und so die Interaktion mit den Mikrotubuli ver-
hindert. Saotome et al. (2008) haben desweiteren herausgefunden, dass unter
Ruhekalziumbedingungen die Bewegungen von Mitochondrien durch Uberex-
pression von Miro unabhéangig vom EF-Hand Motiv verstiarkt werden. Miro
verstarkte weiterhin die Fusion von Mitochondrien unter Ruhekalziumbedin-
gungen und vermittelte eine Fragmentierung der Mitochondrien bei héheren
intrazelluldren Kalziumkonzentrationen. Diese Effekte von Miro auf die Mor-
phologie von Mitochondrien scheint mit der Aktivierung und Supression von
Drpl (dynamin related protein 1) zusammenzuhéngen. In priméren Neuronen
vermittelt Miro zusétzlich eine Zunahme der dendritischen mitochondrialen
Masse und steigert die mitochondriale Kalziumsignaliibertragung. Zusam-
menfassend lasst sich also sagen, dass das Protein Miro als kalziumsensitiver
Schalter und bifunktioneller Regulator fiir die Bewegungen und die Fusions-
und Fissionsdynamik von Mitochondrien fungiert.

Zusétzlich zu diesen mitochondrialen Translokationen konnte nach Bildung
der IS eine Formverédnderung der T-Zellen beobachtet werden (siehe Abb.
12 (A)). Diese vom Aktin-Zytoskelett abhingigen Formverdnderungen fiih-
ren zu Verldngerungen oder zum Abflachen der T-Zellen. Der Abstand von
Mitochondrien zur Plasmamembran und den darin enthaltenen CRAC/Orai-
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Kanélen wird durch diesen Mechanismus verringert, da sich die Hohe der
T-Zellen (in z-Dimension) dndert. Diese durch die Formveranderung beding-
te Anndhrung der Mitochondrien an die Zellmembran korrelliert mit einem
Anstieg der Kalziumamplituden (Quintana et al., 2008). Sogar T-Zellen, in
denen die mitochondrialen Bewegungen zur Plasmamembran durch Dynein
Motorproteine komplett blockiert wurden, zeigen durch die Formveranderung
keine Inhibierung des kalziumabhéngigen CRAC-Kanals. Natiirlich erleich-
tert diese Formverdnderung der T-Zellen auch die Interaktion von T-Zelle
mit APC, da so eine grofere Fliache zur Verfligung steht, an der sich eine IS
bilden kann. Diese Ergebnisse zeigen, wie wichtig diese Formveranderungen
fiir die T-Zell Aktivierung nach IS-Bildung sind.

Die hohen intrazellularen Kalziumkonzentrationen, die nach der Bildung der
IS, der unterstiitzenden Wirkung der mitochondrialen Kalziumpufferfunktion
und Translokationen erreicht werden, haben mehrere Auswirkungen fir die
T-Zellen. Sie verldngern nicht nur die Interaktionszeiten zwischen T-Zelle und
APC durch das Beenden der T-Zell Migration und der damit einhergehen-
den Verstarkung der Gentranskription, die zu einer positiven Selektion fiihrt
(Bahkta et al., 2005). Die hohen Kalziumkonzentrationen induzieren auch die
T-Zell Anergie durch anhaltende Calcineurin Aktivierung, wenn eine positive
Kostimulation nicht simultan stattfindet (Heissmeyer et al., 2004). In diesem
Fall induzieren die Kalziumsignale die Aktivierung von NFAT Proteinen, je-
doch ohne gleichzeitige Aktivierung von AP-1 (Macian, 2005; Macian et al.,
2002), was zu einem Wechsel des Genexpressionsprofils fiihrt.

7.2 Kontrolle der intrazellulairen Kalziumsignale durch
die mitochondriale Lokalisation

Im zweiten Teil dieser Arbeit sollte untersucht werden, ob und wie die mito-
chondriale Lokalisation Einfluss auf die Ausbreitung von lokalen Kalziumsig-
nalen in T-Zellen nehmen kann. Hierzu wurde die cell-attached Patch Technik
eingesetzt, um Kalzium lokal an der T-Zellmembran zu applizieren. Mogami
et al. haben im Jahr 1997 diese Technik zum ersten Mal eingesetzt, um in
Azinuszellen die Ausbreitung von Kalzium innerhalb des Endoplasmatischen
Reticulums (,,Kalzium-Tunnelling“) néher zu untersuchen.

Um den Einsatz dieser Technik in unserem experimentellen System zu evalu-
ieren, wurden zunéchst folgende Vorversuche durchgefiihrt. Nach TG-Stimu-
lation und Anderung des Membranpotentials wurde ein fokaler Kalziumein-
strom nur iiber den gepatchten Bereich der Zellmembran erzeugt. Zuséatzlich
konnten wir auch iiber Membranpotentialdinderungen den Kalziumeinstrom
reversibel aus- und wieder einschalten (Daten nicht gezeigt). Mit dieser Tech-
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nik wurden darauthin die intrazellularen Kalziumkonzentrationen in verschie-
denen T-Zellarten gemessen, die sich hinsichtlich ihrer (zufélligen) mitochon-
drialen Lokalisationen zu Beginn der Experimente unterschieden. Wir stellten
fest, dass in Zellen mit Mitochondrien nahe der Kalziumeinstromquelle ho-
here Kalziumkonzentrationen innerhalb kiirzerer Zeit nach TG Stimulation
und Membranpotentialanderungen erreicht wurden, als in Zellen ohne Mito-
chondrien in diesem Bereich. Diese Ergebnisse zeigen erneut, wie wichtig die
Mitochondrien fiir die Aktivitdt der CRAC/Orai-Kanéle sind. Sind die Mito-
chondrien direkt an der Kalziumeinstromquelle lokalisiert, kénnen sie dort
durch ihre Pufferfunktion effektiver die kalziumabhéngige Inaktivierung der
CRAC/Orai-Kanéle verhindern. Dadurch werden in den T-Zellen héhere in-
trazellulare Kalziumkonzentrationen erreicht, die fiir die anschlieftenden Vor-
giange wihrend der T-Zell Aktivierung von entscheidender Bedeutung sind
(Grakoui et al., 1999; Lee et al., 2003). Sind die Mitochondrien weiter ent-
fernt vom Kalziumeinstrom und den darin involvierten CRAC/Orai-Kanélen
werden diese durch die Kalziumakkumulation in der Mikrodoméne unter dem
Eingang der Kanéle schneller inhibiert (Glitsch et al., 2002; Hoth et al., 2000;
Lewis, 2001; Parekh and Putney, 2005).

Zuséatzlich zu dieser Kalziumaufnahme durch die Mitochondrien, tragt noch
ein weiterer Effekt dazu bei die CRAC/Orai-Kanéle iiber ldngere Zeitraume
offen zu halten. Bakowski und Parekh haben im Jahr 2007 herausgefunden,
dass Pyruvat die schnelle Inaktivierung dieser Kanéle verhindert (Bakowski
and Parekh, 2007). Dieser Effekt des Pyruvats kommt nicht durch einen ge-
steigerten mitochondrialen Metabolismus, gesteigertem ATP oder verstarkter
zytoplasmatischer Kalziumpufferaktivitat zu Stande. Vielmehr scheint Pyru-
vat einen direkten Effekt auf die CRAC-Inhibierung zu haben, indem es die
Kalzium-abhangige Inaktivierung direkt an der Kalziummikrodoméne oder
in der Pore selbst beeinflusst. Die Regulation des CRAC/Orai-Kanals durch
den Zwischenmetabolit Pyruvat koppelt die Kalziumsignaliibertragung an
den zelluldren Energiemetabolismus und kann so viele physiologische Pro-
zesse beeinflussen. Desweiteren sollte eine Steigerung des Kalziumeinstroms
durch SOC s zu einer gesteigerten Kalziumaufnahme durch die Mitochondri-
en fithren und nachfolgend eine hohere Umsatzrate von Pyruvat zu Acetyl-
CoA zur Folge haben. Diese Vorginge wiirden die Glukose-Oxidation und
ATP Produktion steigern.

Auffallend war an unseren Ergebnissen, dass in CD41 T-Zellen grofere Un-
terschiede beziiglich der intrazellularen Kalziumkonzentrationen in Abhén-
gigkeit von der mitochondrialen Lokalisation auftraten und die Kalziumkon-
zentrationen auch insgesamt um den Faktor 2 grofer waren, als in parentalen
Jurkat T-Zellen. Zusétzlich war die treibende elektrochemische Kraft fiir den
Kalziumeinstrom in CD4" T-Zellen geringer, da hier nur eine Potentialdn-
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derung von + 60 mV auf - 60 mV durchgefiihrt wurde (bei Jurkat T-Zellen
+150 mV auf - 100 mV). Eine mogliche Erklarung fiir diese Ergebnisse kénn-
te in einer hoheren CRAC/Orai-Kanal Dichte in der Membran der CD4"
T-Zellen liegen. Dadurch kénnte insgesamt mehr Kalzium in die Zellen flie-
Ken, als dies in Jurkat T-Zellen der Fall war. Offensichtlich inaktivierten auch
die CRAC/Orai-Kanéle in CD4" T-Zellen mit mitochondrialer Lokalisation
entfernt vom Kalziumeinstrom nicht so stark, wie dies in Jurkat T-Zellen der
Fall war. Hier konnte die mogliche Ursache in der unterschiedlichen Zellgrofe
liegen: parentale Jurkat T-Zellen haben einen Durchmesser von ca. 10 um, der
Durchmesser von CD41 T-Zellen liegt bei ca. 6 um. Daher gelangt das ein-
stromende Kalzium unter Bedingungen, in denen die Mitochondrien entfernt
von der Einstromquelle liegen in CD4" T-Zellen viel schneller in Bereiche mit
Mitochondrien, als in Jurkat T-Zellen. Dadurch kénnen die Mitochondrien in
CD4" T-Zellen durch die Kalziumaufnahme tiber ihren Uniporter effektiver
die CRAC-Inaktivierung verhindern (Glitsch et al., 2002; Hoth et al., 2000;
Lewis, 2001; Parekh and Putney, 2005).

Weiterhin wurde tiberpriift, ob die beobachteten unterschiedlichen Kalzium-
konzentrationen wirklich aufgrund der verschiedenen mitochondrialen Loka-
lisationen relativ zur Kalziumeinstromquelle zu Stande kamen, indem die
mitochondriale Kalziumaufnahme in Jurkat T-Zellen durch CCCP blockiert
wurde. In diesem Fall wiirde man davon ausgehen, dass die Kalziumkonzen-
trationen sowohl in Zellen mit Mitochondrien nahe an der Kalziumeinstrom-
quelle, als auch entfernt davon die gleichen Werte annehmen wiirden, da die
Mitochondrien die kalziumabhéngige CRAC-Inaktivierung nicht mehr ver-
hindern wiirden und die CRAC/Orai-Kanéle unabhéngig von der mitochon-
drialen Lokalisation zum gleichen Zeitpunkt schliefen wiirden. In unseren
Experimenten zeigte sich, dass sich die Kalziumkonzentrationen in den bei-
den Zellpopulationen tatséchlich nach einer Zeit von 150 s bis zum Ende der
Experimente keine Unterschiede mehr aufwiesen. Jedoch zu Beginn der Expe-
rimente, als der Kalziumeinstrom durch Anderung des Membranpotentials in-
itiiert wurde, gab es einen deutlichen Unterschied zwischen Zellen mit unter-
schiedlichen mitochondrialen Lokalisationen. So zeigten Jurkat T-Zellen, in
denen Mitochondrien und Kalziumeinstromquelle raumlich getrennt waren,
nach Membranpotentialanderung einen hohen transienten Kalziumkonzen-
trationsanstieg, wohingegen die andere Zellpopulation, bei der keine rdum-
liche Trennung vorlag, einen langsameren und deutlich niedrigeren Konzen-
trationsanstieg aufwies. Der Grund hierfiir kénnte in einer Behinderung der
Kalziumdiffusion in Zellen mit Mitochondrien am Kalziumeinstrombereich
sein. Dadurch, dass die Mitochondrien kein Kalzium mehr aufnehmen, kann
sich unter diesen Bedingungen das einstrémende Kalzium nicht mehr unein-
geschriankt im Zytosol verteilen (Barrierefunktion der Mitochondrien) und
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es kommt im Vergleich zu der anderen Zellpopulation zu einer schnelleren
Inhibierung der CRAC/Orai-Kanéle.

Durch den Einsatz des kalziumsensitiven Farbstoffes Rhod-2 waren wir in
der Lage, die intramitochondrialen Kalziumkonzentrationen in unserem ex-
perimentellen System zu messen, um herauszufinden, ob es Unterschiede in
den Kalziumsignalen in Abhéngigkeit von der mitochondrialen Lokalisation
relativ zur Kalziumeinstromquelle gibt. Wir konnten zeigen, dass in Mit-
ochondrien, die nahe am cell-attached Patch lagen, nach dem Wechsel des
Membranpotentials innerhalb kiirzerer Zeit héhere intramitochondriale Kal-
ziumkonzentrationen erreicht wurden. Diese Mitochondrien befanden sich in
der Nihe der Kalziummikrodomine, die durch die Offnung der CRAC /Orai-
Kanile nach TG-Behandlung entstanden ist (Parekh, 2008). Dadurch konn-
ten die Uniporter in der Membran der Mitochondrien mehr Kalzium auf-
nehmen (Rizzuto et al., 2000), als dies weiter entfernt vom Kalziumeinstrom
moglich war. Je weiter die Mitochondrien entfernt vom Patch lokalisiert wa-
ren, desto ldnger dauerte es, bis Kalzium durch Diffusion in diesen Zellbe-
reichen angekommen war. Desweiteren war in diesen Zellbereichen auch zu
Beginn eine geringere Kalziumkonzentration messbar, da entweder Mitochon-
drien nahe am Patch schon einen Teil des eingestromten Kalziums aufgenom-
men haben oder die Kalziumkonzentation durch den langeren Diffusionsweg
im Vergleich zur Mikrodoméne in der Ndhe der CRAC/Orai-Kanéle abge-
nommen hat. Quintana et al. haben gezeigt, dass es ebenfalls Unterschiede
in den intramitochondrialen Kalziumkonzentrationen in Abhéngigkeit von
der Lokalisation in Bezug zur IS gibt (Quintana et al., 2007). Mitochondrien,
die nahe an der IS lokalisiert waren, zeigten in dieser Studie auch hohere
intramitochondriale Kalziumkonzentrationen. Ebenso stiegen diese Kalzium-
signale im Vergleich zu denen in Mitochondrien entfernt von der IS auch
innerhalb kiirzerer Zeit an. Die Autoren erklarten diese Ergebnisse ebenfalls
durch die unterschiedlichen Abstianden zu Kalziummikrodoménen, die sich
in der Néhe der IS und den dort lokalisierten CRAC/Orai-Kanélen bildeten.
In den obigen Experimenten sind wir immer von einem Kalziumeinstrom
iiber CRAC/Orai-Kanéle in den Membranen der T-Zellen ausgegangen. Um
zu untersuchen, ob der Kalziumeinstrom in unseren experimentellen Auf-
bau ausschliefslich iber CRAC/Orai-Kanile erfolgt, wurden die bekannten
CRAC-Kanal Blocker BTP-2 und 2-APB eingesetzt (Zitt et al., 2004; Marya-
ma et al., 1997). Nachdem Jurkat T-Zellen mit diesen Substanzen behandelt
wurden, zeigte sich nach TG-Stimulation und Anderung des Membranpoten-
tials jedoch ein verstiarkter Kalziumeinstrom iiber den cell-attached Patch im
Vergleich zu unbehandelten Kontrollzellen. Hierbei zeigten 2-APB behandel-
te Zellen hohere intrazelluldare Kalziumkonzentrationen als BTP-2 behandelte
Zellen. In Kalzium-Imaging Experimenten ohne lokale Kalzium-Applikation
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mittels cell-attached Patch zeigten die beiden Substanzen die iibliche Inhibie-
rung des Kalziumeinstroms iiber die CRAC/Orai Kanéle nach TG Stimulati-
on. Beide Substanzen zeigten in diesen Experimenten jedoch unterschiedliche
Wirkungen auf die Kalziumfreisetzung aus TG-sensitiven Speichern. Hierbei
zeigte BTP-2 eine Verstarkung und 2-APB eine Verminderung der Kalzium-
freisetzung im Vergleich zu den unbehandelten Kontrollzellen.

Fiir die beobachteten Effekte in den Experimenten mit lokaler Kalzium-
Applikation konnte es verschiedene Erklarungen geben. Zum einen kénnten
die Effekte der 2-APB behandelten Zellen durch die Ergebnisse von Peinelt
et al. erklart werden (Peinelt et al., 2008). Die Autoren zeigten, dass 2-APB
verschiedene Wirkungen auf die unterschiedlichen CRAC/Orai-Kanal Sub-
typen hat. So zeigte sich in ihrer Studie, dass 2-APB auf den Orai3-Kanal
(CRACM3) aktivierende Wirkung hat. So kénnten unsere Ergebnisse damit
erklart werden, dass die heteromeren CRAC-Kanéle (Lis et al., 2007; Gross et
al., 2007) in Jurkat T-Zellen zu einem grofen Anteil aus Orai3-Untereinheiten
aufgebaut sein konnten. Allerdings haben Versuche mit einer Uberexpression
von Orai3 in diesem Zelltyp zu keinem signifikanten Anstieg des 2-APB Ef-
fekts gefiithrt (Daten nicht gezeigt). Zum anderen wére es auch moglich, dass
nach 2-APB- bzw. BTP-2 Behandlung die positiven und negativen Riickkop-
pelungspropzesse auf die unterschiedlichen Orai-Subtypen verdndert werden,
wenn nur eine kleiner Teil der Kanéle aktiv ist (Zweifach and Lewis, 1995).
Die Autoren dieser Studie haben festgestellt, dass es mindestens zwei ver-
schiedene Inaktivierungsprozesse fiir die CRAC/Orai-Kanéle gibt und diese
konnten durch die Behandlung mit 2-APB bzw. BTP-2 unterschiedlich be-
einflusst werden.

Die verstirkenden Effekte des Kalziumeinstroms, die mit BTP-2 in Jurkat
T-Zellen nach Kalzium-Applikation iiber den cell-attached Patch erzielt wur-
den, lassen sich nicht ohne weiteres durch unspezifische Wirkungen von BTP-
2 erklaren. Zitt et al. haben in ihrer Publikation zu BTP-2 gezeigt, dass
BTP-2 nicht mit Kalziumpumpen, mitochondrialer Kalziumaufnahme, Kal-
ziumfreisetzung aus dem ER oder Kalziumkanélen interagiert (Zitt et al.,
2004). Desweiteren zeigten sie, dass die Inhibierung der Kalziumsignale durch
BTP-2 in T-Zellen unabhéngig von der Stimulationsmethode der T-Zellen ist
(a-CD3 Antikorper, TG, IP3).

Grundsatzlich lasst sich sagen, dass die beobachteten Unterschiede der Kal-
ziumkonzentrationen nach 2-APB- bzw. BTP-2- Behandlung durch lokalen
bzw. globalen Kalziumeinstrom in den T-Zellen verursacht werden. Wird
Kalzium nur lokal durch den cell-attached Patch appliziert, so sind auch nur
wenige CRAC/Orai-Kanéle am Kalziumeinstrom beteiligt. Hier kénnten die
Substanzen anders auf die Feedback-Mechanismen wirken, als bei der Betei-
ligung von vielen CRAC/Orai-Clustern am Kalziumeinstrom. Im Falle des
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globalen Kalziumeinstroms werden die CRAC/Orai-Kanile fast vollstiandig
inhibiert und positive Feedback-Mechanismen spielen unter diesen Bedingun-
gen keine Rolle. Im Falle eines lokalen Kalziumeinstroms kénnten allerdings
positive Feedback-Mechanismen gegen die Wirkung von 2-APB bzw. BTP-
2 arbeiten und so zu einer Aktivierung der CRAC/Orai-Kanéle fiihren. Es
ist allerdings sehr fraglich, ob diese Aktivierung wirklich stérker wiére, als
unter den Bedingungen ohne Substanzzugabe. Zur Kldrung dieser Phéno-
mene bedarf es noch weiterer Experimente, damit man die Zusammenhénge
zwischen lokalem Kalziumeinstrom, Anderung des Membranpotentials und
CRAC-Kanal Blocker mechanistisch noch besser versteht.

7.3 Aufklarung des Ziels mitochondrialer Bewegungen

Im letzten Teil dieser Doktorarbeit sollte die Frage gekldrt werden, was das
Ziel der mitochondrialen Bewegungen zur IS ist: eine Kalziumeinstromquelle
im Bereich der IS oder die Bildung der IS selbst mit einhergehender Reor-
ganisation des Zytoskeletts. Hierzu wurde an einer Stelle der T-Zell Mem-
bran Kalzium durch die cell-attached Patch Technik lokal appliziert und an
der gegeniiberliegenden Seite der Membran mit unterschiedlichen Methoden
versucht, eine IS-Bildung zu induzieren. Durch die rdumliche Trennung von
Kalziumeinstrom und IS-Bildung mit simultaner Analyse der mitochondria-
len Bewegungen konnte das Ziel dieser Bewegungen aufgeklirt werden.

In der ersten Experimentreihe wurde versucht, die Bildung einer IS mit Hilfe
einer aCD3/aCD28-antikérperbeschichteten Pipette zu erreichen. Da schon
in vielen vorangegangenen Publikationen gezeigt wurde, dass man mit Hil-
fe von antikorperbeschichteten Beads die Bildung einer IS und damit eine
Aktivierung der T-Zellen erreichen kann (Schwarz et al., 2007; Quintana et
al., 2007), entwickelte sich die Idee, eine Glaspipette an der Spitze kugelfor-
mig zu schmelzen und darauf die gleichen Antikérper zu binden, wie sie bei
der Beadbeschichtung verwendet wurden. Nach mehreren Vorversuchen mit
verschiedenen Glassorten und fluoreszierenden Antikérpern, waren wir in der
Lage die Antikorper stabil auf die Oberflichen der Pipetten zu binden. Dies
wurde durch die Messung der Antikorperfluoreszenz auf der Glasoberfliche
iiberpriift.

Mit Hilfe dieser beschichteten Pipetten und der gleichzeitigen lokalen Ap-
plikation von Kalzium iiber den cell-attached Patch konnte ein Kalziumein-
strom in Jurkat T-Zellen nach Anderung des Membranpotentials ausgelost
werden. Der Kalziumeinstrom in diesem experimentellen Aufbau fluktuierte
stark tiber den Zeitraum einer Stunde im Vergleich zur Beadstimulation von
Jurkat T-Zellen (hierbei wurde Kalzium global appliziert). Die Analyse der
mitochondrialen Fluoreszenzintensititen iiber den Zeitraum von einer Stun-
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de im Bereich des Kalziumeinstroms und des Beriihrungsbereichs zwischen
antikorperbeschichteter Pipette und T-Zelle zeigte jedoch keine signifikan-
ten Préaferenzen fiir die Mitochondrien, sich in einen der beiden Bereiche zu
bewegen. Daher stellte sich die Frage, ob man mit diesen beschichteten Pipet-
ten iiberhaupt die Bildung einer IS induzieren kann. Zur Beantwortung die-
ser Frage wurde die Aktin-Translokation nach Kontaktherstellung iiberpriift.
Dustin und Cooper haben gezeigt, dass nach IS-Bildung eine Umorganisa-
tion des Zytoskeletts auftritt, daher konnten wir diese Umorganisation als
Beweis fiir die Bildung einer IS unter den gegebenen Bedingungen einsetzen
(Dustin and Cooper, 2000; Qi et al., 2001). Eine Analyse der Fluoreszenzin-
tensitdten von TagYFP-bActin transfizierten Jurkat T-Zellen im Pipetten-
Zell-Kontaktbereich zeigte keine starke Erhohung der Aktinfluoreszenz iiber
den beobachteten Zeitraum. Ebenso konnten wir keine Formverédnderung der
T-Zellen nach Pipetten-Kontakt erkennen, wie sie bei Bead-Stimulation der
T-Zellen auftritt (Quintana et al., 2008). Daher kann man davon ausgehen,
dass die Methode mit antikorperbeschichteten Glaspipetten nicht geeignet
ist, die Bildung einer IS auszulésen. Der Grund hierfiir kénnte in der unter-
schiedlichen Oberflichenbeschaffenheit von Beads und Sodaglaspipette lie-
gen. Moglicherweise sind die stimulierenden AK s auf den Beads in einer
hoheren Dichte gebunden und koénnen so effizienter die Bildung einer IS aus-
16sen. Vielleicht gibt es auch Unterschiede beziiglich der Bindungsaffinitaten
zwischen Glas- bzw. Polystyrenoberfliche und den zu bindenden AK “s. Soll-
te die Bindung auf der Glasoberfliche nicht stark genug sein, so kénnten die
AK’s beim Eintauchen der beschichteten Pipette in die Messlosung wegge-
spiilt werden.

Trotz der Tatsache, dass mit diesem experimentellen Aufbau anscheinend kei-
ne IS-Bildung erreicht wurde und die Zellen auch nicht durch TG aktiviert
wurden, konnte ein Kalziumeinstrom in den Jurkat T-Zellen beobachtet wer-
den. Das lasst die Frage aufkommen, ob es neben den CRAC/Orai-Kanélen
noch andere Ionenkanéle in der Membran der T-Zellen gibt, die fiir den An-
stieg der Kalziumkonzentrationen verantwortlich sein kénnten. Abb. 23 zeigt
einen Uberblick iiber die Ionenkanile in Lymphozyten und ihre Funktionen
im Rahmen der Kalziumsignaliibertragungswege. So gab es in der Vergangen-
heit kontroverse Diskussionen, ob auch spannungsaktivierte Kalziumkané-
le wihrend der T-Zell-Aktivierung eine Rolle spielen (Kotturi et al., 2003;
Winslow und Crabtree, 2005). Wir konnten ebenfalls einen leichten Kalziu-
meinstrom nach Anderung des Membranpotentials in Jurkat T-Zellen beob-
achten, wenn die Zellen nicht mit TG behandelt wurden und auch keine an-
derweitige Stimulation der Zellen erfolgt ist (Daten nicht gezeigt). Moglicher-
weise induziert die Anderung des Membranpotentials durch den cell-attached
Patch noch andere Mechanismen in den Zellen, die zu einem CRAC/Orai-
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unabhéngigen Kalziumeinstrom fiihren. Diese Fragestellung wurde jedoch im
Rahmen dieser Doktorarbeit nicht ndher untersucht.

Wie oben dargestellt, wurde in fritheren Arbeiten gezeigt, dass die foka-
le Stimulation mit antikérperbeschichteten Beads die Bildung einer IS und
nachfolgende Aktivierung der T-Zellen auslost (Schwarz et al., 2007; Quin-
tana et al., 2007). Daher war es naheliegend, fiir die rdumlich kontrollier-
te IS-Bildung in unserem experimentellen System aCD3/aCD28-antikorper-
beschichtete Beads zu benutzen, die dann mit Hilfe einer Pipette exakt an die
dem Kalziumeinstrom gegeniiberliegende Membranseite positioniert wurden.
Unter diesen experimentellen Bedingungen konnten wir sowohl eine Aktin-
Akkumulation im Zell-Bead-Kontaktbereich identifizieren, als auch starke
Formverandungen nach Zell-Bead-Kontakt beobachten. Daher kann man da-
von ausgehen, dass sich unter diesen Bedinungen wirklich eine funktionelle
IS ausgebildet hat (Dustin and Cooper, 2000; Qi et al., 2001; Quintana et
al., 2008). Zugleich konnten wir auch hier eine Kalziumkonzentrationséande-
rung beobachten, die nach der Anderung des Membranpotentials ihr Maxi-
mum erreicht hat und dann innerhalb von ca. 500 s auf ein gleichbleibendes
Niveau abféllt. Hier waren allerdings keine ausgepréigten Fluktuationen der
Kalziumkonzentration (Fura-2 Ratio Werte) wie in den Experimenten mit
Antikorper-beschichteten Pipetten zu erkennen. Zugleich war auch der Kal-
ziumeinstrom insgesamt hoher als in den vorangegangenen Experimenten mit
antikorperbeschichteten Pipetten.

Die Analyse der mitochondrialen Fluoreszenzintensitéaten im Bereich des Kal-
ziumeinstroms und im Zell-Bead-Kontaktbereich zeigte nach einer Stunde
eine signifikante Erhohung der Fluoreszenzsignale im Bereich der IS, wo-
hingegen im Bereich des Kalziumeinstroms die Fluoreszenzintensititen im
Vergleich zu den Anfangsbedingungen etwas vermindert waren. Dies ist ein
deutliches Ergebnis, das fiir die Bewegung der Mitochondrien zur IS spricht,
unabhéngig davon, wo sich die Quelle des Kalziumeinstroms in den T-Zellen
befindet. Aus den gewonnen Ergebnissen kann man nun folgern, dass die
Mitochondrien wahrend der T-Zell Aktivierung Kalzium fiir ihre Bewegun-
gen brauchen, das Ziel dieser Bewegungen aber nicht die Quelle des Kal-
ziumeinstroms, sondern die IS selbst ist. Desweiteren kann man die oben
erwahnte Hypothese von Quintana et al. bestédtigen bzw. erweitern, die be-
sagt, dass die Mitochondrien zu Beginn der T-Zell Aktivierung zuerst entlang
der Mikrotubuli in Richtung Plasamamembran und dann entlang des Aktin-
Zytoskeletts zur IS wandern. Dort angekommen unterstiitzen die Mitochon-
drien die CRAC/Orai Aktivitat durch Kalziumaufnahme und Verminderung
der kalziumabhéngigen Inaktivierung der CRAC/Orai-Kanéle, was fiir die
nachfolgende Aktivierung von Transkriptionsfaktoren und korrekte T g-Zell
Funktion notwendig ist (Ubersicht iiber T-Zell Aktivierung sieche Abb. 24).
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Abb. 23: Ionenkanile, die an der kalziumabhangigen Signaltransduk-
tion in T-Zellen beteiligt sind: Ionenkanile, die an der Initiierung und Mo-
dulation von Kalziumsignalen in T-Zellen beteiligt sind, nachdem ein Ligand am
T-Zell Rezeptor gebunden hat und die T-Zell Aktivierung gestartet wurde. In
ruhenden Lymphozyten transportieren Ky 1.3-Kanéle Kalium aus der Zelle und
die SERCA pumpt Kalzium wieder in die Speicher des ER-Lumens zuriick. Das
resultierende Ruhepotential liegt bei -65 mV. Die Stimulation des T-Zell Rezep-
tors fithrt zur Aktivierung der Phospholipase C-y (PLC-v) und nachfolgender
Produktion des second messengers IP3. IP3 bindet an IP3-Rezeptoren (A) in
der ER-Membran und Kalzium wird intrazellulér freigesetzt. Cay 1-Kanéle (B)
werden durch einen unbekannten Mechanismus nach T-Zell Rezeptorstimulation
aktiviert und sind moéglicherweise am initialen Anstieg der intrazelluldren Kal-
ziumkonzentration beteiligt. Nach Stimulation des T-Zell Rezeptors 6ffnen sich
die CRAC-Kanile (C) und extrazelluldres Kalzium flieft in die Zelle. Wenn die
Kalziumkonzentration einen Schwellenwert erreicht, wird TRPM4 (D) aktiviert
und die CRAC-Kanile inhibiert. TRPM4 Aktivierung fiithrt zu einem Natri-
umstrom in die Zelle, wodurch der Kalziumeinstrom durch die Depolarisation
der Membran reduziert wird. Kalziumaktivierte Ko ,-Kanéle werden ebenso ak-
tiviert, was die Zellen repolarisiert und zu einem nachfolgenden Kalziumspike
fiihrt. Das untere Bild zeigt das typische intrazellulare Kalziumkonzentrations-
profil nach T-Zell Rezeptorstimulation (Pfeil). Die Kanile, die wihrend jeder
Phase aktiviert werden, sind unter dem Profil aufgezeigt (aus Winslow und
Crabtree, 2005).
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Daher sind CRAC/Orai-Kanéle, die an der IS lokalisiert sind, langer ak-
tiv als solche, die weiter entfernt von diesem Bereich sind. Diese Vorhersage
wird durch die Ergebnisse von Quintana et al. (2007) unterstitzt, die zei-
gen, dass Mitochondrien, die nahe an der IS liegen, signifikant mehr Kalzium
aufnehmen, als solche, die in anderen Zellbereichen lokalisiert sind. Zusétz-
lich wurde 2008 von Lioudyno et al. gezeigt, dass es eine Akkumulation von
Stim1 und Orail an der IS gibt und diese Molekiile dort mit T-Zell Rezep-
toren und kostimulatorischen Molekiilen kolokalisiert sind. Auch Barr et al.
zeigten 2008, dass Stiml und Orail in ,Punctae‘ an der IS kolokalisieren.
Die Autoren dieser Studie fanden jedoch eine zusétzliche Orail /Stim1 Ak-
kumulation am gegeniiberliegenden Ende der Zelle (,Cap-Struktur”). Diese
Cap-Strukturen waren sehr dynamisch und dienen méoglicherweise dazu, vor-
gefertigte Kalziumkanal-Komponenten an bestehende oder neu entstehende
IS zu liefern. Eine Akkumulation von CRAC/Orai-Kanélen an der IS wiir-
de funktionell eine lang andauernde Aktivitédt dieser Kanéle und somit eine
effiziente Reduktion ihrer kalziumabhéngigen Inhibierung erlauben, die nur
durch die mitochondriale Kalziumaufnahme in unmittelbarer Néhe dieser
Kanéle bewerkstelligt werden kann. Quintana et al. konnten in ihrer Studie
2007 mit Hilfe von TIRF-Mikroskopie Experimenten zeigen, dass die Mit-
ochondrien néher als 200 nm zur IS translozieren. In Experimenten unserer
Arbeitsgruppe, in denen Jurkat T-Zellen mit GFP-markiertem Orail trans-
fiziert und mit Hilfe von aCD3/aCD28-Antikorper beschichteten Beads sti-
muliert wurden, konnte allerdings weder eine Orail Akkumulation an der IS
noch die Bildung einer Cap-Struktur gezeigt werden (Daten nicht gezeigt).
Die mitochondrialen Bewegungen zur IS in unserem experimentellen System,
mit rdumlich getrennter IS und Kalziumeinstrom wurden im Grofteil aller
untersuchten Zellen gefunden. 90 % aller untersuchten T-Zellen zeigten dieses
Verhalten, wohingegen die restlichen 10 % der Zellen tiberhaupt keine mito-
chondrialen Bewegungen aufwiesen. Diese Ergebnisse zeigen, wie wichtig die
Bewegungen der Mitochondrien zur IS fiir die T-Zell Aktivierung sind.

Im letzten experimentellen Teil dieser Doktorarbeit wurde untersucht,
welchen Einfluss die mitochondriale Lokalisation auf die intrazelluldren Kal-
ziumsignale hat, wenn der lokale Kalziumeinstrom direkt an der IS statt-
findet. Hierzu wurde die Pipette, mit der der cell-attached Patch durchge-
fiihrt wurde, nicht nur mit 1 mM CaCl,-Losung befiillt, sondern zusétzlich
mit aCD3-Antikérper beladen. Die Bildung einer IS wurde auch in diesen
Experimenten durch Uberpriifung der Aktin-Akkumulation im Bereich des
Patches bewiesen. Zur Analyse der intrazellularen Kalziumsignale wurden die
Jurkat T-Zellen wieder in zwei Populationen aufgeteilt: Zellen mit Mitochon-
drien nah an der IS/Kalziumeinstrom und Zellen mit Mitochondrien entfernt
von diesem Bereich. Die Ergebnisse zeigen erneut, wie wichtig die mitochon-
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driale Lokalisation an der IS fiir die Aufrechterhaltung hoher intrazellularer
Kalziumkonzentrationen ist: Zellen mit Mitochondrien an der IS zeigen im
zeitlichen Verlauf hohere Kalziumsignale als Zellen ohne Mitochondrien in
diesem Zellbereich.

Auffallend waren die beiden Spikes der Fura-2 Ratio Werte von Zellen mit
Mitochondrien entfernt vom Patch. Diese Spikes wurden von einer einzelnen
Jurkat T-Zelle produziert und fallen durch den geringen Stichprobenumfang
(n = 3) in den gemittelten Werten stark auf. Der geringe Stichprobenumfang
in dieser Zellpopulation kommt durch die Tatsache zu Stande, dass durch die
Bildung der IS in den meisten Zellen die Mitochondrien zum Patch-Bereich
gewandert sind und kaum Zellen ohne Mitochondrien in diesem Bereich ana-
lysiert werden konnten.

Abb. 24 zeigt noch einmal die Funktionen von Mitochondrien wéhrend der T-
Zell Aktivierung. Dieses Modell fasst die neuesten Erkenntnisse zusammen,
die auf dem Gebiet der Kalziumsignalwege im Bereich der T-Zellen erzielt
wurden und fiir diese Arbeit relevant waren bzw. durch diese Arbeit entstan-
den sind.

Ziel dieser Arbeit war, die Funktionen von Mitochondrien wéihrend der
T-Zell Aktivierung néher aufzukldren. So konnten wir zeigen, dass die mito-
chondrialen Bewegungen zur IS kontinuierlich {iber einen Zeitraum von min-
destens einer Stunde erfolgen und fiir diese Bewegungen ein Kalziumeinstrom
iiber die Plasmamembran von T-Zellen essentiell ist. Desweiteren wurde ge-
zeigt, dass die intrazelluldren Kalziumkonzentrationen von der mitochondria-
len Lokalisation relativ zu den Kalziumkanélen in der Plasmamembran ab-
hiangig sind. Dieser Effekt hat in humanen CD4" T-Zellen noch stérkere
Auswirkungen als in der T-Zelllinie Jurkat. Die wichtigste Ergebnis dieser Ar-
beit ist die Beantwortung folgender Frage: Was ist das eigentliche Ziel dieser
mitochondrialen Bewegungen: die IS oder die Quelle des Kalziumeinstroms?
Mit Hilfe einer neuen Methode konnte diese Frage beantwortet werden: Die
Mitochondrien wandern entlang des Aktin-Zytoskeletts zur IS, unabhéngig
davon, wo der Kalziumeinstrom in der T-Zelle lokalisiert ist. Mit dieser neu
entwickelten Methode kénnen in der Zukunft auch viele andere Fragestellun-
gen im Bereich der Kalzium-Signaliibertragung in Zellen des Immunsystems
beantwortet werden.
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Abb. 24: Modell der T-Zell-Aktivierung: Nach der Bildung der IS kommt
es zu einer Umordnung des Zytoskeletts und der IPs3-induzierten Entleerung
der intrazelluldren Kalziumspeicher. Diese Speicherentleerung 16st die Verlage-
rung des ER-membranstdndigen und kalziumbindenden Molekiils STIM1 zur
Plasmamembran hin aus. Dort interagiert es mit ORAI-Molekiilen, die die Un-
tereinheiten des CRAC-Kanals bilden und diesen aktivieren bzw. 6ffnen. Es
kommt zum Kalziumeinstrom in die T-Zelle und der nachfolgenden Aktivierung.
Mito-chondrien wandern entlang des Aktin-Zytoskeletts zur IS und verhindern
dort durch ihre Kalziumpufferfunktion die kalziumabhéngige Inaktivierung der
CRAC-Kanale. Durch diese Verlagerung und Kalziumaufnahme der Mitochon-
drien kann mehr Kalzium in die T-Zelle flieffen und eine effiziente Aktivierung
der T-Zelle induzieren.
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