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Abstract

Calcium controls a multitude of vital processes in cells as diverse as
fertilisation, proliferation or the humane immune defence. The ac-
tivation of T-lymphocytes (T-cells) is very important for the human
immune defence. The successful T-cell activation needs a high, long
lasting and robust calcium (Ca2T) signal. This raises the intriguing
question of how T-cells overcome all those mechanisms nature provides
to remove an increased Ca?* level as fast as possible from the cytosol
since under normal circumstances high cytosolic Ca?* concentrations
are lethal for the cell.

In this thesis different models were used to study the influence of T-cell
polarization - a strong morphological change of the cell - on the Ca?*
signals and thus on T-cell activation. The results confirm that the ex-
perimentally observed mitochondria movement towards the immuno-
logical synapse (IS) controls Ca?* signals. Furthermore the models
predict that an accumulation of special Ca?* pumps around the IS is
essential for the occurrence of high Ca?* signals. In addition to this a
model is presented that helps to explain the experimentally observed
membrane signals of the enzyme protein kinase C (PKC) by postulat-
ing a cooperative binding of PKC’s.

These models help to provide insight into T-cell activation under "phys-
iological” conditions which are nearly impossible to realise in experi-
ments and aside encourage the development of new experimental setups.






Zusammenfassung

Calcium (Ca?t) steuert in Zellen eine Vielzahl von lebenswichtigen
Prozessen wie z.B. Befruchtung, Wachstum oder auch die menschli-
che Immunabwehr. Bei der Immunabwehr spielt die Aktivierung von
T-Lymphozyten (T-Zellen) eine wichtige Rolle. Deren erfolgreiche Ak-
tivierung erfordert ein lang andauerndes und hohes Ca®t-Signal. Da
im Normalfall zu hohe Ca?*-Konzentrationen schidlich fiir Zellen sind,
stellt sich die Frage, wie T-Zellen es schaffen, die vielen Mechanismen
zu umgehen, die existieren, um den zytosolischen Ca?*-Pegel wieder
herunter zu regeln.

In der vorliegenden Dissertation werden verschiedene Modelle unter-
sucht, um den Einfluss der Polarisierung - eine starke morphologi-
sche Anderung der Zelle - auf die Entstehung der Ca?*-Signale zu
erkldren. Die Ergebnisse bestétigen, dass die experimentell beobach-
tete Mitochondrienbewegung zur Immunologischen Synapse (IS) die
Ca?T-Signale kontrolliert und sagen voraus, dass die Anhiufung von
Ca?T-Pumpen an der IS essentiell fiir die Existenz hoher Ca?*-Signale
ist. Dariiber hinaus wird in dieser Dissertation ein Modell prasentiert,
mit dessen Hilfe die experimentell beobachteten Membransignale des
Enzyms Protein Kinase C (PKC) durch Postulation einer kooperati-
ven Bindung zwischen den PKC erklért werden kénnen.

Die Modelle liefern neue Erkenntnisse fiir die T-Zell-Forschung und
helfen dabei, die T-Zell-Aktivierung unter ,physiologischen“ Konditi-
onen zu untersuchen, die nur sehr schwer in Experimenten zu realisie-
ren sind.
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Kapitel 1

Einleitung

Calcium (Ca®*) ist der vielseitigste, universellste und wichtigste Signalgeber in nahezu
allen lebenden Zellen [1-3]. Zellen sind die kleinste lebende Einheit aller Organismen
und der menschliche Kérper zum Beispiel besteht aus ca. 10! solcher winziger Baustei-
ne. Viele fiir das Leben und die Reproduktion der Organismen entscheidende Prozesse
werden durch Calcium in seiner Funktion als sogenannter ,,Second Messenger“ ! gesteu-
ert. Als Second Messenger bindet Calcium innerhalb der Zelle an Enzyme und Proteine,
aktiviert diese und steuert dadurch weitere Signalwege, die eine zelluldre Antwort zur
Folge haben. Seine aulergewohnliche und einzigartige Bedeutung fiir das Leben beruht
darauf, dass Calcium solch unterschiedliche und essentielle Prozesse, wie z.B. Befruch-
tung [3, 4], Proliferation (Zell- bzw. Gewebswachstum) [3, 5] oder auch Lernen und
Gedéchtnis [6] kontrolliert. Wie wichtig die Erforschung Calcium abhéngiger Prozesse
ist, zeigt beispielsweise die diesjédhrige Verleihung des Medizin-Nobelpreises 2013, der
fiir das Verstdndnis des zelluldren Transportsystems an James E. Rothman, Randy W.
Schekman und Thomas C. Siidhof verliehen wurde. Ihre Arbeiten beschéftigen sich da-
mit, wie Vesikel an Zellen andocken, mit den Zellen verschmelzen und dadurch die von
den Vesikeln transportierten Giiter in das Zellinnere freigesetzt werden. Insbesondere
die Arbeiten von Thomas C. Siidhof haben gezeigt, dass der richtige Zeitpunkt der Ver-
schmelzung von Vesikeln und Zellmembran durch die Freisetzung von Calcium-Ionen
bestimmt wird [7].

Die oben genannten Prozesse wie Befruchtung, Proliferation usw. werden durch Calcium-
Signale initialisiert und gesteuert. Als Calcium-Signal versteht man im Allgemeinen jeg-
liche Erhohung der intrazelluliren Calciumkonzentration. Um jedoch zu verstehen, wie
die verschiedensten Zelltypen in der Lage sind, eine Konzentrationserhohung zu nutzen,

!Sekundérer Botenstoff, Sekundérsignal: Second Messenger dienen der intrazelluliren Weiterleitung
eines von auflen (extrazelluldr) kommenden priméren Signals/Stimulus.
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1 FEinleitung

um die unterschiedlichsten Prozesse auf Zeitskalen von Mikrosekunden bis hin zu Stun-
den zu steuern, muss man die genaue raumlich-zeitliche Gestalt der Signale betrachten.
Die Vielfaltigkeit von Calcium-Signalen hat ihren physikalischen Ursprung in Calcium-
Kanélen und Calcium-Pumpen, welche die Calcium-Ionen innerhalb der Zelle zwischen
den verschiedenen Zell-Organellen hin und her transportieren und auflerdem den Aus-
tausch zwischen Zellinnerem und extrazellulirem Raum gewéhrleisten. Diese Trans-
portmechanismen beruhen entweder auf einer einfachen Diffusion entlang von Kon-
zentrationsgradienten, oder es sind aktive Prozesse, die durch den Konsum des in-
trazelluldren Energietrigers Adenosintriphosphat ermoglicht werden. Die Aktivitédt der
Calcium-Kanéle und -Pumpen héngt meist nichtlinear von der Calciumkonzentration
ab, und es existieren sowohl Kanile, die durch positive Feedback-Mechanismen (z.B.
IP3-Rezeptor [8]) aktiviert werden, als auch Kanéle, die durch negative Feedback-Mech-
anismen (z.B. CRAC-Kanal [9-11]) deaktiviert oder inhibiert werden. Dadurch entstehen
sehr interessante rdumlich-zeitliche Signale, die von elementaren Calcium-Signalen bis
zu Oszillationen oder intra- und interzelluldren Calcium-Wellen reichen. Durch die De-
kodierung des Informationsgehalts, der in den Amplituden bzw. in Kinetik und Frequenz
der Calcium-Oszillationen und Wellen enthalten ist, wird die Zelle in die Lage versetzt,
verschiedene Calcium abhéngige Prozesse zu unterscheiden und zu steuern.

Aufgrund ihrer Bedeutung und Komplexitédt ist die Physik der Calcium-Signale seit
mehreren Dekaden immer wieder Gegenstand der aktuellen Forschung und der com-
puterbasierten Modellierung (Review zur Physik der Calcium-Signale, siehe [12]). Al-
lerdings vernachléssigen nach meinem Wissen nahezu alle existierenden Modelle den
Einfluss der rdumlichen Struktur der Zelle und die relative Lage der verschiedenen Zell-
Organellen zueinander. Dass dieser Ansatz nicht vollstdndig korrekt ist, zeigen experi-
mentelle Studien, die in Abhéngigkeit der Mitochondrienposition relativ zum Ort des
Calcium-Einstroms unterschiedliche Calcium-Signale beobachteten [13]. Des Weiteren
ist bekannt, dass sehr spezifische lokale Calcium-Signale existieren, sogenannte Mikro-
doménen?, die eine Reihe von Prozessen kontrollieren, wie zum Beispiel die neuronale
Funktion, die Muskelkontraktion sowie die Genexpression [14-17]. Auch um die Entste-
hung von Calcium-Mikrodoménen und deren Einfluss auf die Calcium abhingige Re-
gulierung von Calcium-Kanélen und -Pumpen zu beriicksichtigen, darf die rdumliche
Komponente in den Modellen nicht vernachlissigt werden. Aus diesem Grund ist eines
der Hauptziele der vorliegenden Dissertation, die Untersuchung und Modellierung von
Calcium-Signalen, wobei die exakte rdumliche Anordnung der verschiedenen Bausteine
innerhalb der Zelle eine besondere Beriicksichtigung findet.

Eine Form der értlichen Modulation von Calcium-Signalen wird in Zellen durch die Ent-
stehung von elementaren Ereignissen erreicht. Diese sogenannten Puffs oder Blips [18-
20] bezeichnen das Offnen einzelner Calcium-Kanéle des Endoplasmatischen Retikulums
und haben typischerweise eine Lebensdauer, die von einigen hundert Millisekunden bis
hin zu ca. zwei Sekunden reicht [3, 18, 21]. Zur Dekodierung dieser elementaren Er-

2Mikrodoménen entstehen in direkter Umgebung von Calcium-Kanélen und bezeichnen Orte mit einer
rdumlichen Ausdehnung von einigen hundert Nanometern und einer sehr hohen Konzentration im
Mikromolbereich.
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1 FEinleitung

eignisse nutzt die Zelle das Enzym Proteinkinase C (PKC), das durch Binden von zwei
Calcium-Ionen aktiviert wird. In Folge der Aktivierung transloziert PKC zur Zellplasma-
membran und bindet dort iiber zwei unabhéngige Bindungsdoménen, die sogenannten
C1l- und C2-Doménen, an die Zellmembran. Eine der Fragen, die im Rahmen dieser
Dissertation mit Hilfe von mathematischen Modellen beantwortet werden soll, ist es
zu kléren, wie die zwei von Reither et al. [22] beobachteten Populationen von lokalen
PKC-Translokationsereignissen (kurz LTE’s) verstanden werden kénnen. In den Expe-
rimenten von Reither et al. werden kurz andauernde und lang andauernde LTE’s beob-
achtet. Wahrend die kurz andauernden LTE’s mit den Lebenszeiten der zugrunde lie-
genden elementaren Calcium-Signale iibereinstimmen, iibersteigen die Lebenszeiten der
lang andauernden LTE’s die ihnen zugrunde liegenden Calcium-Signale um das Zehn-
fache. Zur Klarung der Diskrepanz zwischen der Theorie der Calcium-Signale und den
experimentellen Beobachtungen von Reither et al. wird in Kapitel 4 ein dreidimensiona-
ler Monte-Carlo Algorithmus vorgestellt, der sich zur Untersuchung der lokalen PKC-
Translokationsereignisse eignet. Eine These, die anhand der Modellergebnisse die Koexis-
tenz der beiden LTE-Populationen erkliaren kann, ist das Vorhandensein einer koopera-
tiven Wechselwirkung zwischen den via C2-Doméne gebundenen PKC-Molekiilen. Solch
ein kooperativer Effekt konnte auch unabhéngig von dem hier betrachteten Enzym PKC
sein und vielmehr eine universelle Eigenschaft der C2-Doméne darstellen, die Bestandteil
vieler weiterer Membranproteine ist. Ein kooperativer Mechanismus zwischen den PKC-
Molekiilen kann in Experimenten mittels FRET?-Messungen untersucht werden, wie sie
im Rahmen dieser Dissertation auch durchgefithrt wurden.

Neben der enormen Bedeutung von Calcium-Signalen fiir Zellen und Organismen im
Allgemeinen, sind Calcium-Signale im Speziellen auch entscheidend an der korrekten
Funktion der menschlichen Immunabwehr beteiligt. Durch die Zerstérung von krankhaf-
ten Zellen, die z.B. durch eine Virusinfektion oder Mutation entstanden sind, dient eine
Gruppe der weiflen Blutzellen der Immunabwehr: die sogenannten T-Lymphozyten oder
T-Zellen. Die erfolgreiche Aktivierung der T-Zellen benétigt ein sehr starkes und robustes
Calcium-Signal, das iiber mehrere Minuten bis hin zu Stunden aufrechterhalten werden
muss. Da im Normalfall zu hohe Calciumkonzentrationen schédlich fiir die Zelle sind,
und mehrere Mechanismen existieren, den erhdhten Calcium-Spiegel schnellstmdéglich
wieder herunter zu regulieren, stellt sich unmittelbar die Frage: wie schaffen es T-Zellen,
diese speziellen Calcium-Signale zu erzeugen?

Es gibt Hinweise darauf, dass die zu Beginn der T-Zell-Aktivierung einsetzende T-Zell-
Polarisierung - eine starke morphologische Anderung der Zelle - maBgeblichen Anteil an
einer erfolgreichen Aktivierung hat [13, 23]. Die genauen Zusammenhénge zwischen der
T-Zell-Aktivierung und der parallel dazu ablaufenden T-Zell-Polarisierung sind jedoch
noch nicht vollstédndig verstanden. Ich méchte deshalb in der vorliegenden Dissertation
den Einfluss der T-Zell-Polarisierung auf die entstehenden Calcium-Signale untersuchen.
Neben den augenscheinlichen physiologischen Fragestellungen werden gleichzeitig auch
physikalisch interessante Aspekte untersucht: spielen kooperative Effekte im Rahmen
der Entstehung der Calcium-Kanile eine Rolle und welche rdumlichen Konfigurationen

3Forster-Resonanzenergietransfer Mikroskopie
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fihren zu moglichst starken und robusten Calcium-Signalen und somit zu einer optima-
len T-Zell-Aktivierung?

Die Haupteinstromquelle fiir Calcium in T-Zellen bildet der sogenannte Calcium release-
activated Calcium (CRAC) Kanal, ein speichergesteuerter Ionen-Kanal, der in der Zell-
plasmamembran lokalisiert ist. Die Bedeutung des Calcium-Einstroms [cgrac durch den
CRAC-Kanal fiir die Immunabwehr wird im Fall von Immunkrankheiten deutlich, bei
denen die Betroffenen an einer Stérung des speichergesteuerten Calcium-Einstroms lei-
den [24]. Da der genaue Reaktionsablauf, der zur Bildung dieses Ionen-Kanals fiihrt,
nicht bekannt ist, wird in Kapitel 5 ein stochastisches Modell vorgestellt, das die aus
der Literatur bekannten Mechanismen beriicksichtigt und zur Studie der CRAC-Kanal-
Cluster Bildung und dem daraus resultierenden Calcium-Strom Icrac verwendet wird.
Wie gezeigt wird, ist dieses Modell in der Lage, die experimentell von Hoover und Lewis
[25] gemessenen CRAC-Strome Icrac korrekt zu reproduzieren, und die physikalischen
Prozesse zu benennen, die fiir die entsprechenden Strom-Verldufe verantwortlich sind.
Zusétzlich konnen mit Hilfe des Modells hypothetische Mechanismen benannt werden,
die einen zum Wildtypen geénderten Stromverlauf fiir eine Mutation des Ionen-Kanals
[26] hervorrufen koénnen.

Wie bereits erwéhnt, ist jedoch nicht nur der Calcium-Einstrom fiir die erfolgreiche
Aktivierung der T-Zellen wichtig, sondern auch die Dauer und Stédrke des Calcium-
Signals. Inwiefern die T-Zell-Polarisierung dabei eine Rolle spielt und inwiefern das Zu-
sammenspiel zwischen der rdumlichen Anordnung verschiedener Zell-Organellen sowie
Calcium-Kanile und Calcium-Pumpen zum Vorkommen von speziellen lang anhalten-
den Calcium-Signalen fithren kann, ist noch nicht vollstdndig verstanden. Aus diesem
Grund werden in Kapitel 6 verschiedene Modelle préasentiert, die sich dazu eignen, den
Einfluss der rdumlichen Anordnung beispielsweise von Mitochondrien auf die entste-
henden Calcium-Signale zu untersuchen. Quintana et al. [13] berichten zum einen, dass
sich die Mitochondrien im Laufe der T-Zell-Aktivierung aktiv zum Immunologischen
Synapse, dem Ort des Calcium-Einstroms, bewegen. Zum anderen kommt es im Zuge
der T-Zell-Polarisierung in der Nidhe der Immunologischen Synapse zu einer Anhdufung
von speziellen Calcium-Pumpen, den sogenannten PMCA-Pumpen. Deshalb schlage ich
hier eine Funktion der Mitochondrien vor, die bisher noch nicht untersucht worden ist:
Noch bevor das Calcium die PMCA-Pumpen erreichen kann nehmen die Mitochondri-
en es in direkter Umgebung des Einstromortes auf und verteilen es in tiefer liegende
Bereiche des Zellzytosols. Die meisten in der Literatur vorhandenen Modelle, die sich
mit Calcium-Signalen beschéftigen, vernachléssigen die Auswirkungen von Mitochondri-
en ganzlich (auch im Fall von Calcium-Signalen in T-Zellen [27]) oder beriicksichtigen
lediglich die Puffer-Kapazitiat der Mitochondrien ([28-30]). Diese existierenden Modelle
nehmen eine rdumlich homogene Calciumkonzentration innerhalb des Zytosols an und
vernachlassigen die Ausbildung von lokalen Mikrodoménen, die durch die rdumliche
Anordnung der Calcium-Quellen und Senken entstehen. Dadurch sind sie nicht in der
Lage die entscheidende Frage zu klédren, die in der vorliegenden Dissertation beantwor-
tet wird: Wie wirkt sich die komplexe Korrelation zwischen der rdumlichen Anordnung
der Zell-Organellen und Calcium-Kanéle/Pumpen auf die Ausbildung der lokalen (Mi-
krodoménen) und globalen (zytosolisch) Calcium-Signale aus und befidhigt im Falle der
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T-Zell-Aktivierung die Zellen dazu, einen erhéhten zytosolischen Calcium-Spiegel auf-
recht zu erhalten. Die von mir entwickelten Modelle hingegen sind meines Wissens die
Ersten, die eine Erkliarung dafiir liefern, wie sich die Distanz zwischen verschiedenen
Zell-Organellen und die relative Anordnung verschiedener Calcium-Quellen und Senken
auf die zu erwartenden Calcium-Signale auswirken.

Das iibergreifende Ziel dieser Dissertation ist es nicht nur, die experimentellen Ergeb-
nisse zu reproduzieren, sondern vielmehr dazu beizutragen, die in der Zelle ablaufenden
Vorgénge zu verstehen und Vorhersagen zu treffen, die nicht ohne Weiteres unter realen
/ physiologischen Bedingungen tberpriift werden kénnen. So bestétigen zum Beispiel
die Modelle aus Kapitel 6, dass die Position der Mitochondrien relativ zur Immunologi-
schen Synapse die entstehenden lokalen und globalen Calcium-Signale kontrolliert. Sie
sagen gleichzeitig voraus, dass auch die experimentell beobachtete Pumpen-Anhiufung
essentiell fiir die T-Zell-Aktivierung ist. Des Weiteren versetzen die Modelle uns in die
Lage, ein neues Licht auf die T-Zell-Aktivierung zu werfen, indem Calcium-Signale un-
ter ,physiologischen” Bedingungen untersucht werden kénnen, die nicht ohne weiteres
in Experimenten zu realisieren sind. Die Ergebnisse ermutigen dazu, neue experimentel-
le Methoden zu entwickeln, um z.B. die Vorhersage zu iiberpriifen, dass die Pumpen-
Akkumulation in der Néhe der IS essentiell fiir die Aktivierung der T-Zellen ist. Daneben
mochte ich auch erwdhnen, dass die bisherigen Modelle in Zukunft noch weiter verfei-
nert und ausgebaut werden, um neue Erkenntnisse in der Calcium-Signalgebung lebender
Zellen zu erlangen.

Im Weiteren ist diese Dissertation wie folgt aufgebaut: In Kapitel 2 werden zunéchst alle
biologisch relevanten Fakten und Prozesse vorgestellt, die zum vollstdndigen Versténdnis
der Motivation sowie zum Verstdndnis der Modellentwicklung der Dissertation notwen-
dig sind. Nachdem der biologische Hintergrund in Kapitel 2 erklart wurde, konnen die
einzelnen Kapitel als selbstdndige Einheiten betrachtet werden, die unabhéngig vonein-
ander gelesen und verstanden werden konnen. Jedes dieser Kapitel beginnt mit einer
kurzen Einleitung und endet mit einer Zusammenfassung der wichtigsten Ergebnisse.
In Kapitel 3 werden die aus der Literatur bekannten Algorithmen vorgestellt, die als
Grundlage der Modellierung der Studien in Kapitel 4 und 5 dienen. Die Beschreibung
von PKC-Membrantranslokationen ist Gegenstand des Kapitels 4. Ein stochastisches
Modell, mit dessen Hilfe die Bildung des CRAC-Kanals untersucht wird, ist in Kapi-
tel 5 vorgestellt. Kapitel 6 beschéftigt sich mit der Modellierung von Calcium-Signalen
wéahrend der T-Zell-Polarisierung und -Aktivierung, bevor dann in Kapitel 7 die Zusam-
menfassung der vorliegenden Arbeit prasentiert wird.

Teile der in dieser Dissertation prasentierten Modelle und deren Ergebnisse wurden be-
reits in zwei Peer-Review-Artikeln verdffentlicht [26, 31].
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Kapitel 2

Biologie der Calcium-Signalgebung

2.1 Einleitung

Dieses Kapitel soll dazu dienen, die wesentlichen biologischen Fakten und Prozesse
der Calcium-Signalgebung zusammenzufassen. In Form einer systematischen Ubersicht
(Review) werden die aktuellen Forschungsergebnisse dargestellt, die zum Verstindnis
der Motivation und Modellentwicklung der vorliegenden Dissertation notwendig sind.
Zunichst werden die wichtigsten Mechanismen der Calcium-Signalgebung am Beispiel ei-
ner spezifischen Zellspezies, sogenannter T-Lymphozyten, vorgestellt. Diese T-Lympho-
zyten, auch T-Zellen genannt, spielen eine wichtige Rolle fiir die menschliche Immunab-
wehr, und ihre Aktivierung wird wesentlich von der in den Zellen vorherrschenden Cal-
ciumkonzentration bestimmt. Gerade bei T-Zellen sind das komplexe Zusammenspiel
und die rdumliche Anordnung der verschiedenen Zellorganellen sowie Calcium-Kanile
und -Pumpen enorm wichtig fiir die Aufrechterhaltung von langandauernden, starken
Calcium-Signalen. Deshalb folgt im zweiten Teil dieses Kapitels die Fokussierung auf die
einzelnen Zellbausteine, die bei der Entstehung der unterschiedlichen Signale beteiligt
sind. Auflerdem wird erldutert, wie biologische Zellen die Calcium-Signale nutzen, um
verschiedenste Prozesse zu initialisieren und zu regulieren.
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2.2 Grundlagen der Calcium-Signalgebung

Calcium ist ein fiir nahezu alle Lebewesen sehr wichtiges Element. Im menschlichen
Korper zum Beispiel ist es als Mengenelement mit einer Masse von ca. 1 kg vertreten.
Dabei ist es hauptséichlich in den Knochenzellen, aber auch in fast allen anderen Zel-
len gespeichert. Seine herausragende Stellung besitzt Calcium aufgrund seiner Funktion
als einer der einfachsten und zugleich vielseitigsten intrazelluldren Signalgeber [1-3]. In
einigen Féllen, wie z.B. der Polarisierung von Membranen, operiert Calcium selbst als
Signalgeber; meist jedoch spielt Calcium eine bedeutende Rolle als sogenannter ,,Second
Messenger“#. Als Second Messenger bindet Calcium an Enzyme oder Proteine, welche
dadurch aktiviert werden und in ihrem aktivierten Zustand weitere Calcium-abhéngige
Signalwege in Gang setzen, die wiederum eine zelluldre Antwort zur Folge haben.
Calcium kann auch als Signal des Lebens und des Todes bezeichnet werden [3], da
,Almost everything that we do is controlled by Ca?* — how we move, how our heart
beats and how our brains process information and store memories®™ [3]. Calcium steu-
ert solch unterschiedliche Prozesse, wie z.B. Befruchtung [3, 4], Proliferation (Zell- bzw.
Gewebswachstum) [3, 5], Lernen & Gedéchtnis [6] sowie die Muskelkontraktion [3], ist
aber auch in zu hohem Mafl toxisch fiir Zellen, wodurch der Zelltod durch Nekrose oder
Apoptose herbeigefithrt werden kann. Diese auf sehr unterschiedlichen Zeitskalen ab-
laufenden Prozesse (Muskelkontraktion im Bereich von Millisekunden, Befruchtung und
Wachstum im Bereich von mehreren Stunden) beruhen auf den ersten Blick im Wesent-
lichen alleine auf einer Erhohung der Calciumkonzentration innerhalb des Zellzytosols.
Bei Aktivierung steigt die Ca?T-Ruhekonzentration, die bei ca. 100 nM liegt, auf eine
»~Aktivierungs -Konzentration von ca. 1000 nM an [1-3].

Hier stellt sich direkt die Frage, wie eine reine Erhéhung der Konzentration solch ver-
schiedene und komplexe Prozesse steuern kann? Um dies zu verstehen, muss das konkrete
Aussehen der Calcium-Signale betrachtet werden. Calcium-Signale sind sowohl rdumlich
als auch zeitlich sehr komplex. Die Existenz von lokalen Mikrodoménen aber auch von
globalen Wellen (intra- und interzelluldr) mit unterschiedlichen Frequenzen und Am-
plituden, die durch sowohl positive als auch negative Feedback-Mechanismen und die
rdumliche Anordnung von verschiedenen Zellstrukturen zueinander gesteuert werden,
machen Calcium-Signale zu einem interessanten Gebiet fiir physikalische Fragestellun-
gen und computerbasierte Modellierung.

4Sekundirer Botenstoff, Sekundérsignal: Second Messenger dienen der intrazelluliren Weiterleitung
eines von auflen (extrazelluldr) kommenden priméren Signals/Stimulus.

5Nahezu alles, was wir tun wird durch Calcium gesteuert - wie wir uns bewegen, wie unser Herz schligt,
und wie unser Gehirn Informationen verarbeitet und im Gedéchtnis abspeichert.
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2.2.1 IP3-Rezeptor und Entstehung von lokalen und globalen Calcium-Signalen

Die Vielseitigkeit von Calcium als Signalgeber ist in der zeitlichen und rdumlichen Struk-
tur der Calcium-Signale begriindet. Die meisten Calcium-Signale haben ihren Ursprung
in lokalen Ereignissen sogenannter ,Blips‘ und ,,Puffs* [18-20], welche die Offnung ei-
nes einzelnen Inositoltriphosphat (IP3) -Rezeptors bzw. das Offnen mehrerer Kanile
eines einzigen Rezeptor-Clusters bezeichnen (siehe Abbildung 2.2). Im Folgenden wird
zunéchst die Funktionsweise des IP3-Rezeptors genauer erklért, bevor dann der Mecha-
nismus der Calcium-abhéngigen Calcium-Freisetzung besprochen wird.

Durch einen Zellstimulus wird in der Zellmembran eine Reihe von chemischen Reaktio-
nen in Gang gesetzt, deren Endprodukt IP3 ist, das dann im Zytosol diffundiert und an
den IP3-Rezeptor bindet (Review zum IP3-Rezeptor, siche z.B. [8]). Der IP3-Rezeptor
ist ein ligandenaktivierter Ionen-Kanal [32, 33], der in der Membran des Endoplasma-
tischen Retikulums (ER) lokalisiert ist [34, 35]. Seine Leitfahigkeit ist nicht nur durch
IP3 bestimmt, sondern auch durch andere Liganden und dabei insbesondere durch Cal-
cium. Durch die Freisetzung von Calcium aus dem wichtigsten intrazelluldrer Calcium-
Speicher, dem Endoplasmatischen Retikulum, ist der IP3-Rezeptor an der Entstehung
von komplexen Calcium-Signalen beteiligt und somit an der Regulierung vieler zellulérer
Prozesse.

Endoplasm.
Retikulum

Zytosol

Abbildung 2.1: Schematische Darstellung des IP3-Rezeptors. Die Skizze zeigt drei von
vier IP3-Molekiilen (in verschiedenen Farben), die zusammen einen Tetramer bzw. einen
einzelnen IP3-Rezeptor bilden. Durch den Zusammenschluss der vier Untereinheiten ent-
steht ein leitfahiger Kanal, der den Calciumstrom aus dem Lumen des Endoplasmati-
schen Retikulums in das Zytosol ermoglicht. Entnommen aus [8].
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Der IP3-Rezeptor ist ein Tetramer und ein funktionsfihiger Kanal wird aus vier ho-
momeren Protein-Untereinheiten gebildet (siche Abbildung 2.1). Die IP3-Kanile sind
zu Clustern aus ca. 20-100 Kanélen organisiert [18], wobei der Abstand zwischen ein-
zelnen Clustern im Bereich von Mikrometern liegt [36, 37]. Die Freisetzung von Cal-
cium durch den IP3-Rezeptor wird durch das Binden von IP3 an den Rezeptor ein-
geleitet. Des Weiteren haben Experimente [38, 39] (Xenopus, Ratte Typ 1) gezeigt,
dass eine zweistufige Regulierung des Kanals durch Calcium vorliegt. Bei Ruhekon-
zentration der Zelle von ca. 50-100 nM besitzt der IP3-Rezeptor eine sehr niedrige
Leitfihigkeit bzw. Offnungswahrscheinlichkeit. Fiir zytosolische Calciumkonzentrationen
im Bereich von einigen hundert Mikromol ist der IP3-Rezeptor maximal aktiviert und
die Offnungswahrscheinlichkeit liegt bei ca. 80 %. Eine weiterer Erhohung der Calcium-
konzentration deaktiviert den Kanal schlieBlich wieder. Die Offnungswahrscheinlichkeit
des IP3-Rezeptors wird somit durch einen positiven und auch durch einen negativen
Calcium-Feedback-Mechanismus gesteuert.

Da die IP3-Kanile durch das Binden von Calcium aktiviert werden, spricht man auch
von Calcium-induzierter Calcium-Freisetzung (CICR®). Die Clusterung der IP3-Kanéle
sowie die rdumliche Anordnung der Cluster zusammen mit der positiven Regulierung
der IP3-Kanéle durch Calcium (CICR) ermoglicht die Entstehung von lokalen und lang-
reichweitigen Calcium-Signalen als Folge der Aktivierung einzelner IP3-Kanéle. Diese
lokalen Ereignisse oder Events (Blips, Puffs) besitzen eine Lebensdauer von ca. ein bis
zwei Sekunden [3, 18, 21]. Je nach Stirke der lokalen Events kann es vorkommen, dass
Calcium die Strecke bis zum néichsten IP3-Kanal Cluster diffundiert ohne gepuffert / ab-
gesaugt zu werden und die [P3-Kanéle dieses Nachbar-Clusters aktiviert. Durch diesen
Mechanismus kénnen globale Ereignisse, sogenannte Calcium-Wellen (intra- und inter-
zellulér), entstehen (siehe Abbildung 2.2).

Neben den elementaren Ereignissen und Calcium-Wellen mit unterschiedlichsten Ampli-
tuden und Frequenzen kénnen auch Calcium-Mikrodoménen eine spezifische Form von
Signal darstellen. Diese Mikrodoménen, hohe Calciumkonzentrationen nahe der Calcium
ausschiittenden Kanile, kontrollieren z.B. die neuronale Funktion, Muskelkontraktionen
oder Genexpression [14-17]. Auch in der direkten Umgebung des IP3-Kanals entstehen
solche Mikrodoménen, in denen die Calciumkonzentrationen im zweistelligen Mikromol-
bereich liegt.

Um die diversen orts- und frequenzabhéngigen Calcium-Signale zu entschliisseln, besit-
zen Zellen ,molekulare Maschinen“. Nach heutigen Erkenntnissen sind dies die beiden
Proteine Calmodulin und Proteinkinase C (PKC). PKC wird experimentell zum Nach-
weis von Calcium-Ereignissen im Zytosol benutzt, da es an der Zellmembran sehr leicht
durch Fluoreszensproteine nachgewiesen werden kann. Dies ist nicht zuletzt aufgrund
der GroSenunterschiede” in Bezug auf Calcium ein entscheidender Vorteil. Bevor ich im
néachsten Abschnitt auf das Enzym PKC eingehe, m6chte ich noch einige Aspekte der
theoretischen Modellierung des IP3-Rezeptors diskutieren.

SCalcium induced calcium release, englisch fiir Calcium-induzierte Calcium Freisetzung.
"Masse : Calcium ~ 40 Da <+ PKC 82.000 Da. Dalton: 1 Da =1u=1,6-10"2" kg.
Atomradius Calcium 180 pm ¢ Stokescher Radius PKC ca. 50 A [40].
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,»Blip”

Geringe IP;-Konzentration Ax ca. 1um Endoplasmatisches Retikulum

,Puff”
P =2 = =

Mittlere IP3-Konzentration

Ca%*- Welle

= =

Hohe IP;-Konzentration

IP;-Cluster

Ca?*-Signal von: 1 Rezeptor ca. 10-20 Rezeptoren gesamtem Cluster

Abbildung 2.2: Lokale und globale Calcium-Signale und Calcium-abhéngige Calcium-
Freisetzung (CICR). Abhéngig von der Stéirke des IP3-Stimulus entstehen entweder
lokale oder globale Calcium-Signale. Bei niedrigen bis mittleren IP3-Konzentrationen
offnet sich lediglich ein einziger IP3-Rezeptor bzw. 6ffnen sich wenige IP3-Rezeptoren
und es entstehen lokale Calcium-Signale, die sogenannten ,Blips* oder ,,Puffs* . Bei nied-
rigen [P3-Konzentrationen reicht die Calcium-Ausschiittung nicht aus, um die Calcium-
abhéngige Calcium-Freisetzung benachbarter Rezeptor-Cluster zu induzieren, da zyto-
solische Calcium-Puffer und Pumpen das freigesetzte Calcium vorher wieder aus dem
Zytosol entfernen. Im Gegensatz dazu fithren hohe IP3-Konzentrationen oft zu globalen
Calcium-Signalen, den sogenannten Calcium-Wellen, die aus der Calcium-induzierten
Offnung benachbarter IP3-Kanal Cluster resultieren.

Der IP3-Rezeptor ist der in der Literatur wohl am héufigsten und detaillgetreuesten mo-
dellierte Ionen-Kanal, was sicherlich auch darin begriindet ist, dass er experimentell sehr
ausfiihrlich studiert wurde. Hinzu kommt, dass die oben beschriebenen positiven und
negativen Calcium Feedback-Mechanismen des Rezeptors sehr viele interessante Frage-
stellungen bieten, die Anlass zur theoretischen Untersuchung geben. Da die Calcium-
Freisetzung durch den IP3-Rezeptor die Grundlage fiir die Entstehung von lokalen Er-
eignissen bis hin zu komplexen Wellen darstellt, ist der IPs-Rezeptor fester Bestandteil
fast aller Zell-Modelle, die sich mit der Calcium-Signalgebung beschéftigen.

In Modellen zur Calcium-Signalgebung kommt je nach betrachteter Fragestellungen eine
mehr oder weniger detaillierte Beschreibung des IP3-Rezeptors zum Einsatz. In Zell-
Modellen, die meist auf groflen Zeit- und Léngenskalen betrachtet werden, ist nicht
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die komplexe Beschreibung der Kanal-Kinetik notwendig. In solchen Modellen wird
aus verschiedenen Griinden, wie beispielsweise der KEinsparung an Computerrechen-
zeit, auf eine eher qualitative Beschreibung der IP3-Rezeptor-Dynamik zuriickgegriffen.
Diese Ganzzell-Modelle beziehen die Dynamik des [P3-Rezeptors und die resultierende
Calcium-Anderung in Form von gekoppelten Differentialgleichungen ein [27, 41, 42].

Im Gegensatz zu der deterministischen Beschreibung werden stochastische Modelle ver-
wendet, falls man an der Untersuchung von Einzelkanalstromen, Calcium-Profilen in
direkter Néhe eines einzelnen Rezeptors oder an der Kanalaktivitdt als Funktion der
zytosolischen Ca?*-Konzentration interessiert ist.

Diese stochastischen Modelle ergeben sich meist als Verbesserung oder Weiterentwick-
lung des IP3-Rezeptor-Modells von De Young und Keizer [43]. Bei dieser Art von Model-
len geht man davon aus, dass die Ubergéinge zwischen den verschiedenen Kanalzustanden
stochastische Prozesse sind, und befasst sich meist mit den Auswirkungen von entweder
Einzelkanalstromen oder Clusterstromen auf die zelluldren Calcium-Signale [44-49].
Ausgangspunkt des urspriinglichen Modells von De Young und Keizer ist, dass der IP3-
Rezeptor aus vier Untereinheiten besteht, die jeweils eine Bindungsstelle fiir [Pz und zwei
Bindungsstellen fiir Calcium besitzen. Diese drei Bindungsstellen kénnen entweder frei
(= 0) oder besetzt (= 1) sein, so dass sich pro Untereinheit des Kanals 23 = 8 mogliche
Zustinde ergeben. Fiir die Ubergénge zwischen den verschiedenen Kanalzustinden wird
ein kinetisches Reaktionsschema zugrunde gelegt. Befinden sich gleichzeitig mindestens
drei der vier Untereinheiten im Zustand 110 (IP3 gebunden, Ca?t gebunden, unbe-
setzt), so offnet der Kanal und Calcium wird aus dem ER freigesetzt. Sobald die zwei-
te Calcium-Bindungsstelle, die eine langsamere Reaktionskinetik als die erste Calcium-
Bindungsstelle besitzt, ebenfalls mit einem Calcium-Ion besetzt ist, sich die Untereinheit
also im Zustand 111 befindet, wird diese Untereinheit blockiert. Dadurch beriicksichtigt
das Modell sowohl den positiven als auch den negativen Calcium-Feedback-Mechanismus
des IP3-Rezeptors: Zunédchst wird der Kanal durch Calcium und IP3 aktiviert, doch durch
eine weitere Erhohung der Calciumkonzentration wird es wahrscheinlicher, dass mehr als
eine Untereinheit blockiert und der IP3-Kanal schlieft.

Wie oben bereits erldutert, werden die stochastischen Modelle oft dazu verwendet, um
die Auswirkungen von lokalen Calcium-Ereignissen (Blips, Puffs) auf die entstehenden
komplexen Calcium-Signale oder die entstehenden Konzentrationsprofile in Kanalnédhe
zu untersuchen. Ein weiterer Verdienst dieser Modelle ist es, dass die experimentell
beobachtete Calcium abhéngige Kanalinhibierung als Funktion der Calcium- und der
IP3-Konzentration reproduziert und erklart werden kann.
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2.2.2 Proteinkinase C o

Proteinkinase C a (PKCa) ist ein Protein, welches an der Signaltransduktion der Zelle
beteiligt ist und als Read-out Sensor fiir elementare Calcium-Signale herangezogen wer-
den kann [22] (Review zu PKC, siehe [50]). Des Weiteren ist PKCa ein Musterbeispiel
dafiir, wie die Regulation der Proteinfunktion von zwei Membranbindungsmodulen ge-
steuert wird [51]. Im inaktiven Zustand frei im Zytosol diffundierend wird PKCa nur
dann aktiviert, wenn gleichzeitig beide Bindungsmodule, die sogenannte C1- und C2-
Doménen, mit den ,Second Messenger* Diacylglycerol und Calcium / Phosphatidylserin
besetzt sind (siche Abbildung 2.3). Die Aktivierung von PKCa beginnt mit der dufleren
Stimulation der Zelle durch ein Signal (,,First Messenger“), das an die Zellmembran an-
dockt und in der Membran eine Kaskade von biochemischen Mechanismen in Gang setzt.
Am Beginn dieser Kaskade steht die Aktivierung von Phospholipase C, welche dann die
Hydrolyse von Phosphatidylinositol (PIP3) katalysiert. Hierbei entstehen die beiden ,,Se-
cond Messenger“ Inositoltriphosphat (IP3) und Diacylglycerol (DAG). DAG verbleibt in
der Plasmamembran, das IP3 jedoch diffundiert frei im Zytosol und 6ffnet dort die IPs-
Kanile des endoplasmatischen Retikulums. Die freigesetzten Ca?* -Ionen diffundieren
ebenfalls frei im Zytosol und kénnen an die C2-Doméne des PKCa-Proteins binden.
Falls zwei Ca’t-Ionen an die C2-Doméne des PKC gebunden sind, ist die elektrostati-
sche Abstoflung zwischen der C2-Doméne und der Plasmamembran soweit verringert,
dass der PKC-2Ca?* Komplex bei seinem Random Walk durch das Zytosol der Mem-
bran so nahe kommen kann, dass die C2-Doméne an das in der Membran vorhandene

DAG PS Extrazellularer Raum
—— —-— b & 4 & 4 4 o 4 4 o I 4 b & 4 4 & 4 4 Plasma-
@ G aWw LA 4 A 4 4 A 4 . 4 A 4 4 2 4 12 4 4 membran
L
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Abbildung 2.3: Aktivierungsschema und Membrantranslokation von Proteinkinase C.
Das Binden von zwei Ca?t -Ionen an die C2-Domiine von PKC fiihrt zu der Membran-
translokation von PKC. An der Membran kommt es zur Bildung von zwei unterschiedli-
chen Membran-PKC-Komplexen mit verschiedener Lebensdauer. Erst eine Bindung an
sowohl PS als auch an DAG aktiviert das Enzym.
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Phosphatidylserin (PS) binden kann [52].

Das Binden an die Membran kann in Experimenten z.B mit Hilfe von Fluoreszenspro-
teinen nachgewiesen werden. Dieser Prozess, bei dem das im Zytosol vorhandene PKCa
durch Ca?t-Aktivierung an die Membran diffundiert bzw. transloziert und dort bindet,
bezeichnet man als PKC-Membrantranslokation. Der PKC-2Ca?*-PS Komplex hat ei-
ne relativ kurze Lebensdauer, was bedeutet, dass die Abloserate sehr hoch ist. Trifft
dieser Komplex jedoch bei seiner zweidimensionalen Diffusion in der Plasmamembran
auf ein ebenfalls in der Membran diffundierendes DAG-Molekiil, so kann PKCa mit-
tels seiner C1-Doméne zusétzlich noch an DAG binden. Dadurch entsteht ein weitaus
stabilerer Komplex mit bis zu 20-fach hoheren Lebenszeiten [53] und entsprechend klei-
nerer Membran-Abloserate. Das Andocken von PKCa mittels Cl-Doméne bzw. mit-
tels C2-Doméne geschieht unabhéngig voneinander [54] und es wird vermutet, dass
die Cl-Membran-Wechselwirkung die Lebensdauer des Komplexes an der Membran
bestimmt [55]. Nachdem sowohl C1- als auch C2-Doméne des PKC an die Membran
gebunden haben, kommt es zu einer Konformationsinderung des Komplexes und der
Freisetzung des Pseudosubstrates (griines Rechteck, siehe Abbildung 2.3) aus dem akti-
ven Zentrum und somit zur Aktivierung des Enzyms [56].

2.3 Calcium-Signale am Beispiel von T-Lymphozyten

2.3.1 T-Lymphozyten

T-Lymphozyten oder kurz T-Zellen sind fast perfekt kugelférmige Zellen (siehe Ab-
bildung 2.4 a), gehoren zu einer Gruppe der weiflen Blutzellen und sind bedeutender
Bestandteil des Immunsystems. In der Zellmembran der T-Zellen befindet sich der so-
genannte T-Zell-Rezeptor, der nach dem Schliissel-Schloss Prinzip auf ganz bestimmte
Molekiile von schédlichen, antigenpréisentierenden Zellen passt. T-Zellen kénnen unter-
schiedliche Funktionen haben. Eine Spezies der Lymphozyten, die T-Killerzellen, besit-
zen die Aufgabe den Organismus nach Zellen, deren Zelloberfliche z.B. durch Virus-
infektionen oder Mutation (Tumorzellen) verdndert wurde, zu durchsuchen und die-
se dann zu zerstoren. Um ihre jeweiligen Funktionen korrekt ausfithren zu konnen,
miissen die T-Zellen durch Aktivierung bestimmter Gene des Zellkerns zunéchst in ihren
aktivierten Zustand iibergehen. Der erste Schritt zur erfolgreichen T-Zell-Aktivierung
stellt die Ausbildung einer Immunologischen Synapse dar [57, 58|. Die Immunologi-
sche Synapse bezeichnet im Wesentlichen die Kontaktfliche zwischen dem Lymphozyten
und der antigenprésentierenden Zelle (siche Abbildung 2.4 b). Ihre vollstindige Aus-
bildung - im Gegensatz zum Vorkommen einer transienten / kurzfristigen Synapse -
erfordert ein langanhaltendes und robustes Calcium-Signal iiber mehrere Minuten bis
hin zu Stunden. Wie dies in T-Zellen erreicht wird, soll im Folgenden erldutert wer-
den.
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Abbildung 2.4: Mikroskopie-Aufnahmen einer T-Zelle. a) Aufnahme einer T-Zelle mittels
Elektronenmikroskopie [59]. b) Kontakt zwischen einem T-Lymphozyten (gelb) und einer
antigenpréasentierenden Zelle (dendritische Zelle; blau). Die Ausbildung dieses Kontakts
kann zur Bildung einer Immunologischen Synapse fithren. Mit freundlicher Genehmigung
des Institut Pasteur Paris [60].

2.3.2 Funktion der Mitochondrien fiir die Calcium-Signalgebung

Mitochondrien werden meist als Kraftwerke der Zelle bezeichnet, da sie das energiereiche
Molekiil Adenosintriphosphat (ATP) bilden, das fiir eine Vielzahl von intrazelluldren
Prozessen als chemische Energiequelle dient. Sie haben einen Durchmesser von etwa
0,5-1,5 pm und sehr unterschiedliche Formen, von einzelnen kleinen Gebilden bis zu
komplexen Netzwerken [61, 62] (siche Abbildung 2.5 b)). In T-Zellen kann abgeschétzt
werden, dass sie in 2D ca. 10% der Zellfliche einnehmen. Mitochondrien sind aus einer
inneren und einer dufleren Membran aufgebaut (siehe Abbildung 2.5 a)). Im Inneren
der Organelle befindet sich die fliisssige Mitochondrienmatrix, in der hauptséchlich die
Energieproduktion des Mitochondriums stattfindet.

Neben ihrer Funktion als Energielieferant ist mittlerweile aber auch bekannt, dass Mit-
ochondrien Einfluss auf die Calcium-Signalgebung haben (Reviews, siehe z.B [63, 64])
und an der Steuerung der Signaltransduktion [65] und Apoptose [66] beteiligt sind. Des
Weiteren sind Mitochondrien sehr starke Calcium-Puffer, die iiber eine direkte (physische
und funktionelle) Kopplung zum ER verfiigen und das aufgenommene Calcium iiber ihr
weitverzweigtes Netzwerk im Zellzytosol verteilen. Die Calcium-Aufnahme der Mitochon-
drien erfolgt durch einen in der inneren Membran lokalisierten Calcium-Uniporter, wo-
hingegen die Abgabe von mitochondrialem Calcium CaZ2! durch einen Natrium-Calcium-
Austauscher erfolgt. Wichtig zu erwédhnen ist, dass die Calcium-Aufnahme durch den
Uniporter von der extramitochondrialen Calciumkonzentration Ca?* abhingt. Fiir klei-
ne Erhéhungen der zytosolischen Calciumkonzentration stellt sich ein Gleichgewicht zwi-
schen der zytosolischen Calciumkonzentration Ca2* und der Konzentration innerhalb der
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Abbildung 2.5: Aufbau und Form von Mitochondrien. a) Die Hiille der Mitochondrien
besteht aus einer dufleren und einer inneren Membran. Die &uflere Membran umbhiillt das
Organell wie eine Schale, wohingegen die innere Membran zur Oberflichenvergréoflerung
gefaltet und gefdchert ist. Zwischen diesen Falten befindet sich die fliissige Mitochon-
drienmatrix, in der die Energieproduktion des Mitochondriums stattfindet. Die fiir die
Calcium-Signalgebung wichtigen Transportproteine sind in der inneren mitochondria-
len Membran lokalisiert. Calcium wird sehr schnell durch den Uniporter aufgenommen
und langsam durch den Calcium-Austauscher wieder ins Zytosol abgegeben. Abbildung
iibernommen von [67]. b) Mitochondrien (gelb eingefirbt) in einer Krebs Zelle (Wi-
star Melanoma), die mit dem ATP-Sensor Ateam markiert sind. Gut zu erkennen ist
die teilweise rohrenférmige Struktur der Mitochondrien sowie der Zusammenschluss der
Mitochondrien zu weitreichenden Netzwerken. Mit freundlicher Genehmigung der Ar-
beitsgruppe Prof. Markus Hoth [68].

Mitochondrien Ca2; ein. Ab einem Wert von Ca2* von ca. 400-500 nM iibersteigt jedoch
die Calcium-Aufnahme durch den Uniporter die Calcium-Abgabe durch den Natrium-
Calcium-Austauscher und die Mitochondrien beginnen mit der Pufferung von Calcium
[63, 69]. Diese Pufferfunktion fiir erhéhte zytosolische Konzentrationen erlaubt die Re-
gulierung von Calcium-Kanélen durch die Mitochondrien. Es wurde gezeigt, dass bei-
spielsweise IP3-Kaniéle [70] und auch CRAC-Kanéle [65] durch Mitochondrien reguliert
werden.

Nicht nur aufgrund der Regulierung des CRAC-Kanals, der Haupteinstromquelle von
extrazellularem Calcium in T-Zellen, lasst sich vermuten, dass Mitochondrien essenti-
ell fiir die erfolgreiche T-Zell-Aktivierung sind. Vielmehr gibt es mittlerweile zahlreich
Hinweise darauf, dass Mitochondrien an der Calcium-Signalgebung in T-Zellen beteiligt
sind. Beispielsweise fiihrt eine Blockade der als Calciumpuffer wirkenden Mitochondrien
zu einer Erhohung der zytosolischen Calciumkonzentration [71], auch wenn man intuitiv
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das gegenteilige Ergebnis erwarten wiirde. Mitochondrien reduzieren in T-Zellen also
nicht die Calcium-Signale, sondern verstiarken diese. Auflerdem kommt es im Zuge der
Zellpolarisierung auch zu einer aktiven Translokation von Mitochondrien zu der Im-
munologischen Synapse [13, 72-74]. Die Auswirkungen dieser Translokation werden im
Abschnitt 2.4 noch genauer erldutert.

2.3.3 Calcium-ATPase (SERCA / PMCA -Pumpe)

Calcium-Signale entstehen durch einen Austausch von Calcium-Ionen zwischen Zytosol
und dem extrazelluliren Raum sowie zwischen dem Zytosol und intrazelluldren Calci-
umspeichern. Die Calciumruhekonzentration liegt in Zellen typischerweise im Bereich
von 50-100 nM [3]. Sowohl die Konzentration im Endoplasmatischen Retikulum [75, 76]
als auch im extrazelluldren Raum betrégt einige Millimol, wodurch sich in beiden Fallen
ein riesiger Gradient von ca. 103 — 10* GroéBenordnungen zur Konzentration des Zyto-
sols ergibt. Diese hohen Konzentrationsunterschiede kénnen aufrechtzuerhalten werden,
da Pumpen durch Energieverbrauch Calcium entgegen den Gradienten aus dem Zytosol
heraus transportieren. Im Falle des Endoplasmatischen Retikulums bezeichnet man diese
Pumpe als ,Sarco(endo)plasmic reticulum calcium ATPase“ (SERCA) und im Falle der
Plasmamembran als ,,Plasma membrane calcium ATPase“ (PMCA).

Die Struktur und Funktionsweise der beiden Calcium-Pumpen ist sehr dhnlich (SERCA,
sieche Abbildung 2.6 b)). Beide nutzen ATP als Energielieferant um Calcium aus dem
Zytosol heraus zu transportieren. Entscheidend fiir ihre Funktionsweise ist das Vorhan-
densein von zwei unterschiedlichen Konformationen der Proteine, was im Folgenden am
Beispiel der SERCA-Pumpe erldutert werden soll.

Ein Pumpzyklus kann als Abfolge verschiedener Reaktionen aufgefasst werden (siehe
Abbildung 2.6 a)) und lauft fiir SERCA [77] und PMCA [78] fast identisch ab: 1) Die
als E1 bezeichnete Konformation bindet mit sehr hoher Affinitdt zwei Calcium-Ionen
des Zytosols. 2) Danach bindet ATP an die Pumpe wodurch die Phosphorylierung der
SERCA eingeleitet wird. 3) Es findet eine Konformationsénderung der Pumpe in den
sogenannten E2-Zustand mit geringer Calcium-Affinitéat statt. 4) Die beiden Calcium-
Ionen werden in das Endoplasmatische Retikulum freigesetzt. 5) Der néchste Schritt
besteht in der Dephosphorylierung der SERCA. 6) Es folgt der Ubergang von der E2-
Konformation (ER-Lumen, niedrige Ca?*-Affinitét) zur E1-Konformation (Zytosol, hohe
Ca?*-Affinitéit), wodurch der Pumpzyklus erneut beginnen kann.

Beide ATPase-Pumpen haben einen groflen Einfluss auf die Calcium-Signalgebung in
Zellen. Der nichtlineare Calcium-Austausch zwischen ER und Zytosol, der iiber die
IP3 -Rezeptoren sowie die SERCA-Pumpen erfolgt, erzeugt Calcium-Oszillationen und
Calcium-Wellen wie beispielsweise die Experimente in Xenopus-Eizellen zeigen [79, 80].
Die PMCA-Pumpe wiederum hat einen starken regulatorischen Effekt auf den CRAC-
Kanal [81, 82], dessen Calciumeinstrom so essentiell fiir die T-Zell-Aktivierung ist. Die
Aktivitat der beiden Pumpen ist unter Ruhebedingungen relativ gering und steigt mit
erhohter Calciumkonzentration an [81-84], bis sie schlielich in eine Séttigung iibergeht.
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Abbildung 2.6: Calcium-Transportzyklus und Struktur der SERCA-Pumpe. a) Reakti-
onsschema fiir den Transport von Calciumionen durch die SERCA-Pumpe. Skizziert
ist der oben im Text beschriebenen Transportzyklus, wobei die El-Konformation ei-
ne hohe Ca’?t-Affinitit besitzt und zwei Calciumionen aus dem Zytosol bindet und
die E2-Konformation mit niedriger Ca?*-Affinitéit das Calcium im ER-Lumen freisetzt.
b) Schematische Darstellung der SERCA: gezeigt ist die N-Doméne (rot, Nucleotid-
bindende Doméne), die A-Doméne (gelb, Aktivierungs- oder [-Faltblatt), die P-
Domaéne (lila, Phosphorylierungsdoméne) und die Transmembrandoméne (hellblau).
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2.3.4 Calcium , Toolkit” und Aktivierung von T-Lymphozyten

Calcium ,,Toolkit*

Calcium kann selbst Signalgeber sein, steuert jedoch meist als Second Messenger diverse
Zellprozesse. Unabhéngig von der Funktion als Primér- oder Sekundérsignal kann die
Calcium-Signalgebung auf der einfachsten Ebene der Beschreibung in vier Schritte unter-
teilt werden (Reviews zur Calcium-Signalgebung, siehe [1-3]):

1. Stimulus, der zur Erzeugung der Calcium-Signale fiihrt.

2. On-Mechanismus (Ein-Mechanismus), der eine Erhéhung der zytosolischen
Calciumkonzentration bewirkt.

3. Calcium stimuliert verschiedene Calcium-sensitive Prozesse.

4. Off-Mechanismus (Aus-Mechanismus), der die Zelle in ihren Ruhezustand
zurlickbringt.

Den Anfang macht ein duflerer Stimulus, der an die Zellmembran bzw. an darin enthal-
tene Rezeptoren andockt und eine Reaktionskaskade in der Zellmembran in Gang setzt.
Im Zusammenhang mit der Calcium-Signalgebung ist das Endprodukt dieser Reaktio-
nen meist Inositoltrisphosphat, welches wiederum den On-Mechanismus einleitet. Unter
dem On-Mechanismus werden alle moéglichen Prozesse zusammengefasst, die zu einer
Erhéhung der intrazelluldren Calciumkonzentration fithren. Dazu zéhlen sowohl extra-
zelluldre Calcium-Einstrome durch Membrankanéle (spannungs-, rezeptor- und speicher-
gesteuerte Kanile) als auch die Ausschiittung von Calcium aus intrazelluldren Calcium-
Speichern. Nach erfolgreicher Erzeugung des Calcium-Signals durch den On-Mechanismus
laufen diverse Calcium-sensitive Prozess ab, deren Konsequenz eine entsprechende Zel-
lantwort, z.B. Muskelkontraktion, darstellt. Sobald Calcium seine Funktion durch Ent-
stehung des Calcium-Signals erfiillt hat, wird es schnellstméglich wieder aus dem Zytosol
entfernt und die Zelle geht in ihren Ruhezustand iiber. Dazu wird es entweder von Pum-
pen aus der Zelle beférdert oder in die vorhandenen Speicher zuriick gepumpt. Es kann
aber auch von mobilen und immobilen Puffern sowie diversen Zellorganellen aufgenom-
men und langsam wieder abgegeben werden.

Die genauen Ablaufe der Calcium-Signalgebung werden im Folgenden detaillierter am
Beispiel der T-Zell-Aktivierung erlautert (siche Abbildung 2.7).

Calcium-Signale wihrend der T-Zell-Aktivierung

Die Entstehung von Calcium-Signalen ist ein komplexes Zusammenspiel verschiede-
ner Zellorganellen, Calcium-Kanélen und Calcium-Pumpen. Diese Kanéle und Pumpen
transportieren und verteilen das Calcium zwischen den verschiedenen Zellbestandteilen
sowie dem Zellinneren (Zytosol) und dem extrazelluldren Raum. Wie bereits erwéhnt,
ist zur korrekten Ausiibung der T-Zell-Funktion zunéichst die Aktivierung der T-Zelle
und damit verbunden ein langanhaltendes, robustes Calcium-Signal notwendig (Review
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Abbildung 2.7: Schematische Darstellung der Calcium-Signalgebung. Links zu sehen ist
die Stimulation der Zelle durch einen dufleren Reiz, welcher zur Calcium-Freisetzung
durch die IP3-Rezeptoren (IP3R) fiithrt. Die Calcium-Freisetzung hat die Entleerung
des Endoplasmatischen Retikulums zur Folge, was dann die Offnung des speicherge-
steuerten CRAC-Kanals induziert. Rechts dargestellt ist die Erhéhung der zytosolischen
Calciumkonzentration durch den massiven Calcium-Einstrom, die von der Aktivierung
der Calcium-Pumpen (SERCA- und PMCA-Pumpen) begleitet wird.

Mitochondrium

zur Calcium-abhéngigen T-Zell-Aktivierung, siehe z.B. [86]).

Die Calcium-Signalgebung in T-Zellen beginnt mit einem duferen Stimulus, der durch
die Wechselwirkung des T-Zell-Rezeptors mit einer antigenprésentierenden Zelle dar-
gestellt wird. Danach kommt es zur Ausbildung einer Kontaktfliche, der sogenannten
Immunologischen Synapse (IS), zwischen der T-Zelle und der antigenprésentierenden
Zelle [57, 58]. Diese Kontaktflache bleibt bis zur vollstandigen Aktivierung der T-Zellen
fiir mehrere Minuten bis hin zu Stunden bestehen [87, 88]. Im frithen Stadium der T-Zell-
Aktivierung kommt es an der IS zur Bildung von IP3, welches ins Zytosol freigesetzt wird
und darin diffundiert bis es an die IP3-Rezeptoren des Endoplasmatischen Retikulums
(ER) bindet. IP3-Rezeptoren besitzen vier Untereinheiten mit jeweils drei Bindungsstel-
len, eine fiir IP3und zwei fiir Calcium. Sind gleichzeitig bei mindestens drei der vier
Untereinheiten die IP3-Bindungsstelle und die erste, jedoch nicht die zweite Calcium-
Bindungsstelle besetzt, so 6ffnet der Kanal und Calcium wird aus dem ER freigesetzt.
Sobald die zweite Calcium-Bindungsstelle, die eine langsamere Reaktionskinetik als die
erste Calcium-Bindungsstelle besitzt, ebenfalls mit einem Calcium-Ion besetzt ist, wird
die Untereinheit blockiert. Durch eine weitere Erh6hung der Calciumkonzentration wird
es also wahrscheinlicher, dass mehr als eine Untereinheit blockiert und der IP3-Kanal
schliefit. Somit besitzt der IP3-Rezeptor sowohl einen positiven als auch einen negativen
Calcium-Feedback-Mechanismus.

Die Entleerung des ER und die damit verbundene Erhéhung der zytosolischen Calcium-
konzentration wiirde nicht zur T-Zell-Aktivierung ausreichen, ist aber notwendig, um die
speichergesteuerten Calcium-Kanéle der Zellmembran zu aktivieren. Abhéngig vom ER-
Fiillstand &6ffnen sich die sogenannten ,Calcium Release-Activated Calcium® (CRAC)

8Calcium-Freisetzung aktiviert Calcium
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Kanéle, die in der Zellmembran sitzen und bei entleertem Speicher den Einstrom von
extrazellularem Calcium ins Zellzytosol ermoglichen. Der CRAC-Kanal wird durch die
beiden Proteine STIM (Stromal Interaction Molecule) und Orai gebildet [89-91] und
ist in T-Zellen die einzig nennenswerte Quelle fiir Calcium-Einstrom [92, 93]. Durch
diesen Einstrom entstehen komplexe Calcium-Signale, die im Allgemeinen nun Calcium-
sensitive Prozesse steuern und in T-Zellen fiir die korrekten Genexpressions-Profile und
die T-Zell-Aktivierung verantwortlich sind.

Da unter normalen Umstédnden eine zu hohe Calciumkonzentration schédlich ist, kommt
es nach der Entstehung der Calcium-Signale zu dem Off-Mechanismus. Dieser sorgt
dafiir, dass die Erhéhung der Calciumkonzentration endet, das Calcium wieder aus dem
Zytosol entfernt wird, und die Zelle in ihren Ruhezustand iibergeht. Ein Teil des Off-
Mechanismus besteht in der Verringerung der zytosolischen Calciumkonzentration schon
wahrend der eigentlichen Signalgebung. Dies geschieht einerseits durch Abpumpen des
Calciums in den extrazellularen Raum. In T-Zellen sind dafiir hauptsachlich die in der
Membran sitzenden PMCA-Pumpen verantwortlich [81]. Zum anderen wird Calcium
von mobilen und immobilen Calciumpuffern gebunden und dann mit der Zeit langsam
wieder ins Zytosol abgegeben. Auflerdem wird Calcium auch von den Mitochondrien
gepuffert und nach Ende des Calcium-Signals wieder abgegeben, wobei die Mitochon-
drien zusédtzlich zur Pufferung auch noch eine rdumliche Umverteilung des Calciums
vornehmen.

Der zweite Teil des Off-Mechanismus besteht in der Beendigung einer weiteren Erhéhung
der zytosolischen Calciumkonzentration, also der Schliefung der jeweiligen Calcium-
Kanaéle, im Fall der T-Zelle also der Inhibierung der CRAC-Kanéle. Es gibt verschiedene
Calcium-abhéngige Mechanismen, die zu einer Deaktivierung oder zumindest zu einer
geminderten Aktivitdt des CRAC-Kanals fithren [94-97]. Als speichergesteuerter Kanal
ist natiirlich das Wiederauffiillen des ER mittels der sogenannten SERCA-Pumpen ein
moglicher Weg der Deaktivierung. Aber auch die Entstehung einer Ca?*-Mikrodoméne
in der direkten Umgebung des CRAC-Kanals mindert die Kanalaktivitéit. Es existieren
also mindestens zwei unabhéngige und durch Calcium gesteuerte Feedback-Mechanismen
die zu einer Inhibierung der CRAC-Kanéle fithren [9-11].

Aber gerade an dieser Stelle sind die T-Zell-Aktivierung und die Calcium-Signalgebung
in T-Zellen einzigartig und nehmen eine besondere Stellung ein. Denn obwohl die Na-
tur eine Reihe von Mechanismen zur Verfiigung stellt, die unter normalen Umstédnden
dafiir sorgen, dass der Off-Mechanismus relativ schnell eintritt um eine mégliche toxische
/ schédliche Wirkung einer zu hohen Calciumkonzentration zu verhindern, schaffen es
T-Zellen, die zytosolische Konzentration {iber mehrere Stunden konstant hoch zu hal-
ten. Gerade dieses langandauernde und robuste Calcium-Signal ist entscheidend fiir die
korrekte T-Zell-Aktivierung, T-Zell Funktion und Proliferation [98]. Es gibt Hinweise,
dass die Polarisation von T-Zellen, also die raumliche Neuanordnung von Zellorganel-
len, Calcium-Kanélen und Pumpen, mafigeblichen Anteil an der Aufrechterhaltung der
Calciumsignale hat [13].
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2.4 CRAC-Kanal und T-Zell-Polarisierung

2.4.1 CRAC-Kanal

Der CRAC-Kanal wird durch die beiden Proteine STIM und Orai gebildet [89-91], und
es gibt eine direkte STIM-Orai Wechselwirkung, die hinreichend fiir die Offnung des
CRAC-Kanals ist [89]. Er gehort zu der Klasse der speichergesteuerten oder SOCY-
Kanéle, und der Calcium-Einstrom durch die Plasmamembran wird ausgeltst, wenn der
intrazelluldre Calcium-Speicher, das Endoplasmatische Retikulum, entleert ist.
STIM-Proteine wirken wie ein Sensor und erkennen den Fiillstand bzw. die Calcium-
Entleerung des ER. STIM ist ein Transmembranprotein, welches an seiner Transmem-
brandoméne im Lumen des ER eine Calcium-Bindungsstelle besitzt [99]. Diese ist bei
aufgefiilltem ER (Konzentrationen im Millimol Bereich) mit genau einem Ca2*-Ion be-
setzt [100]. Sobald die Entleerung des ER durch Offnung der IP3-Rezeptoren einsetzt,
dissoziiert Calcium von dieser Bindungsstelle, und die Oligomerisation bzw. Dimeri-
sation der STIM-Molekiile setzt ein [99]. Nachdem sich die STIM-Oligomere geformt
haben, translozieren diese mit unbesetzter Calcium-Bindungsstelle (,empty-handed* )
zur Plasmamembran und bilden dort Cluster, die sogenannten ,,Puncta“. Diese Cluster
oder Puncta haben typischerweise Oberflichenausdehnungen von 1600-9000 nm? [91].
Aus FRET!- und TIRF!'-Mikroskopie-Experimenten wei man, dass sich die STIM-
Oligomere an speziellen ER-Plasmamembran Verbindungsstellen (,Junctions*) anla-
gern, die sich durch ihren sehr geringen Abstand ER-Plasmamembran von ca. 10-25
nm auszeichnen [101]. Die Clusterung der STIM an der Plasmamembran ist ein sehr
schneller Prozess, der innerhalb weniger Sekunden und vor der Aktivierung der CRAC-
Kanéile ablduft. Auflerdem sind die STIM-Oligomerisation sowie die Entstehung von
Puncta reversible Prozesse, die durch den ER-Fiillstand kontrolliert werden [102]. Die
Oligomerisation der STIMs, sowie deren Translokation zu ER-Plasmamembran Juncti-
ons und die Bildung von Punctas sind zwei sequentielle Prozesse. Nach der Entleerung
des ER dauert es nur ca. 5 Sekunden, bis sich die STIM-Oligomere in der ER-Membran
gebildet haben, wobei es jedoch in den gleichen Zellen ca. 40 Sekunden dauerte, bis
die Oligomere zu den ER-Plasmamembran Junctions transloziert sind [102]. Aulerdem
wurde gezeigt, dass die Oligomerisation der STIMs notwendig und hinreichend fiir die
Translokation zu den ER-Plasmamembran-Junctions und fiir die CRAC-Kanal Aktivie-
rung ist. In Experimenten wurde die STIM-Oligomerisation chemisch induziert, was zu
Membrantranslokationen und zur CRAC-Kanal Aktivierung fiihrte, ohne dass das ER
entleert wurde [100].

Die STIM Signal-Transduktion ist ein lokaler Prozess. Mittels FRAP2-Experimenten
wurde die Diffusionsrate von STIM vor und nach der ER-Entleerung zu 0,1 bzw. 0,05
pm? /s bestimmt [102]. Eine einfache Abschitzung der mittleren freien Rekrutierungslinge

9(,store-operated“ )

0Fsrster-Resonanzenergietransfer Mikroskopie

" Total internal reflection fluorescence microscopy (Interne Totalreflexionsfluoreszenzmikroskopie)
12F]uorescence recovery after photo-bleaching
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ER mit Ca?* gefiillt

Plasmamembran (PM) Qmbletgmars

Caz: 1. Ca?* Dissoziation
2. Oligomerisation
. . —)
ER-Lumen .

STIM-Monomer

(a)

ER entleert, T<40-80 s ER entleert, T>80's

~2.” STIM binden an ORAI
und formen PUNCTA an
de.n ER-PM Junctions

3. Diffusion zur PM
)

4. ORAI ,,Rekrutierung”
—)

STIM-Oligomere

(b) (c)

Abbildung 2.8: Vier Schritte des STIM1-Signalwegs vom Endoplasmatischen Retiku-
lum (ER) hin zur Plasmamembran. Bei gefiilltem ER verhindert eine Ca?-Bindung
an die STIM1-Proteine deren Oligomerisation. Als ein erster Aktivierungsschritt fiihrt
die Calcium-induzierte Calcium-Freisetzung zu einer Dissoziation der Calcium-Ionen von
den STIM1-Proteinen. STIM1, die keine Calcium-Ionen gebunden haben, oligomerisie-
ren sehr schnell und diffundieren frei in der ER-Plasmamembran. An den sogenannten
ER-Zellmembran-Junctions fangen die STIM1-Oligomere die in der Zellmembran dif-
fundierenden Orail-Proteine ein und bilden zusammen mit ihnen den CRAC-Kanal. In
Anlehnung an eine Abbildung aus [102].

iiber die Beziehung (%, exrut) = (4Dt /7)/? lieferte bei Annahme einer Zeitspanne von
t = 40 s, die die oligomerisierten STIMs benotigen, um die Punctas zu bilden, ein z,cput
von 1,6 bzw. 2,3 um [103]. Dies ldsst die Schlussfolgerung zu, dass lediglich STIM-
Proteine mit einem Abstand Z,errt < 2 pm zur Bildung der Punctas beitragen kénnen.
Die geclusterten STIM-Proteine fangen dann an diesen Stellen, die in der Plasmamem-
bran frei diffundierenden Orai, wie in einer Art ,Diffusion-Trap* (Diffusionsfalle) Modell
ein [25]. FRAP-Experimente lassen die Diffusionsrate der Orai sowie das Verhéltnis
von fest in der Membran zu frei diffundierenden Orai abschétzen. Aus den Experimen-
ten ergibt sich eine freie Diffusion der Orai in der Plasmamembran (PM) zu Doe; =
0,07 4+ 0,011 pm?/s [91]. AuBerdem kann abgeschiitzt werden, dass ca. 84% =+ 2% der
Kanile in der Membran mobil sind [91]. Insgesamt kann der STIM-Signalweg vom ER
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bis hin zur Plasmamembran in vier Schritte gegliedert werden (siche Abbildung 2.8)
[102]:

i) Rezeptor-induzierte Reduzierung der ER Calciumkonzentration und damit ver-
bunden eine Verringerung der Anzahl an STIMs, deren Transmembrandoméne im
ER-Lumen mit Calcium besetzt ist.

ii) STIMs, an die kein Calcium gebunden ist, bilden sehr schnell Oligomere entlang
des ER-Netzwerkes (t < 5 s).

iii) Es kommt zu einer Ansammlung von STIM-Oligomeren (deren Abstand eyt < 2
pm ist) an ER-Plasmamembran Junctions. Es bilden sich die sogenannten Punctas
aus.

iv) An diesen ER-Plasmamembran Junctions rekrutiert STIM in einer Art Diffusions-
falle Orais und aktiviert somit die CRAC-Kanaéle.

In Abhéngigkeit von der Anzahl an STIMs, die an die Orai-Tetramere gebunden sind,
kommt es zu abgestuften CRAC-Strémen [25, 104]. Ein maximaler Strom wird bei
CRAC-Kanilen gemessen, die aus einem Orai-Tetramer und daran gebunden 8 STIM-
Proteinen bestehen. Der maximale Strom kann durch eine Bereitstellung von mehr
STIM-Proteinen, z.B. durch eine kiinstliche STIM Uberexpression, nicht weiter erhoht
werden [104]. Des Weiteren kann gezeigt werden, dass eine Uberexpression von STIM zu-
sammen mit Orai hinreichend fiir starke CRAC-Strome ist [105].

Neben der CRAC-Kanal-Bildung und -Aktivierung ist natiirlich auch die Kanal-Deak-
tivierung bzw. Inhibierung ein wichtiges Forschungsfeld [94-96]. Gerade im Fall der T-
Zell-Aktivierung ist die Frage nach den moglichen Inhibierungsmechanismen von grofier
Bedeutung, da nur eine Umgehung dieser Inhibierungsmechanismen zu einer stabilen
und langandauernden T-Zell-Aktivierung fithren kann. Zusétzlich zum Wiederanstieg
der ER Calciumkonzentration gibt es wahrscheinlich noch weitere Mechanismen, die
zur Inhibierung der CRAC-Kanéle beitragen. Diese negative Feedback-Mechanismen re-
sultieren direkt aus dem Calcium-Einstrom durch den CRAC-Kanal und dem damit
verbundenen, lokalen Anstieg der zytosolischen Calciumkonzentration, bzw. der Entste-
hung von Calcium-Mikrodoménen [9-11, 106]. Der genaue Ablauf dieser Deaktivierungs
/ Inhibierungsmechanismen ist jedoch zum jetzigen Zeitpunkt nicht vollstdndig verstan-
den.
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2.4.2 T-Zell-Polarisierung und Calcium-Signalgebung

T-Zell-Polarisierung

Auf die Bildung einer Immunologischen Synapse (IS) folgt in T-Zellen die Polarisierung
der Zelle. Unter der Zellpolarisierung versteht man im Allgemeinen eine starke morpho-
logische Verdnderung der Zelle, die in T-Zellen nach heutigem Forschungsstand mafigeb-
lichen Anteil an der erfolgreichen T-Zell-Aktivierung hat [13, 23]. Wahrend der Zellpola-
risierung kommt es an der IS zu einer Anhdufung bzw. Verarmung an Rezeptoren, Zell-
organellen, dem Zytoskelett, Calcium-Pumpen und Kanélen. In T-Zellen sind die wich-
tigsten Bestandteile, die an der Polarisierung beteiligt sind, die CRAC / Orai-Kanéle,
PMCA-Pumpen, Mitochondrien, sowie das ER mit den in der ER-Membran lokalisierten
SERCA-Pumpen und IP3-Rezeptoren (sieche Abbildung 2.9).

Zelle im Ruhezustand Zell-Polarisierung

Ca?* ® PMCA IP,-Rezeptor
Mitochondrien { A a P *

crac | serca ¢ e 0

Abbildung 2.9: Schematische Darstellung der T-Zell-Polarisierung. Links zu sehen ist
die Verteilung der Calcium-Kanéle und -Pumpen sowie der Zellorganellen unter Ruhe-
bedingungen. Rechts dargestellt ist die rdumliche Neuordnung der Zelle nachdem die
T-Zell-Aktivierung durch Bildung einer Immunologischen Synapse eingesetzt hat.
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Einfluss der T-Zell-Polarisierung auf die Calcium-Signalgebung

Die Zellpolarisierung ist essentiell fiir die Calcium-abhéngige T-Zell-Aktivierung und
die damit verbundene Zellantwort, z.B die Zerstorung einer mutierten oder antigen-
prasentierenden Zelle. Nach der Bildung einer Kontaktfliche zwischen T-Zelle und an-
tigenpréasentierender Zelle kommt es zu einer Anhdufung von CRAC / Orai-Kanilen
an dem durch die IS ausgezeichneten Zellpol [13, 107]. Nur in Einzelféllen kann auch
ein verstdrktes Vorkommen von Kanélen an dem der IS gegeniiberliegenden Pol be-
obachtet werden [108]. Da die zur Aktivierung der CRAC-Kanéle benétigten STIM-
Proteine hauptséichlich in der Plasmamembran des ER sitzen, ist es logisch, dass auch
eine rdumlichen Umordnung des ER notwendig ist. Denn nur an Stellen, an denen die
Distanz zwischen ER und Zellmembran weniger als ca. 25 nm betrédgt [101], konnen die
STIM-Oligomere an Orai-Tetramere binden.

Zusétzlich zu dem Anstieg der CRAC / Orai-Konzentration an der IS und der Umstruk-
turierung des ER kommt es wiahrend der T-Zell-Aktivierung auch zu einer Umverteilung
der PMCA-Pumpen. Nach Beginn der Bildung einer IS kann eine verstirkte Présenz
von PMCA-Pumpen an der IS, die sich in der Nahe der CRAC-Kanéile ansammeln, be-
obachtet werden [13].

Dies ist ein sehr interessantes Ergebnis, da das Abpumpen des zytosolischen Calcium
in den extrazellularen Bereich bei T-Zellen fast ausschliefllich durch PMCA-Pumpen
erfolgt [81]. Die PMCA-Pumpen sind bei Ruhekonzentration recht schwache Pumpen,
werden aber durch die Calciumkonzentration moduliert und erreichen recht schnell nach
Aktivierung der CRAC-Kanéle (10-60 Sekunden) eine bis zu fiinfmal hohere Maximal-
pumpstéirke [81, 82]. Eine Ansammlung von Pumpen in der direkten Umgebung vom
Einstromort - wobei jede einzelne Pumpe durch den Einstrom in ihrer Pumpleistung
gestirkt wird - ist auf den ersten Blick ein energetisch nicht sehr sinnvoller Prozess,
der auch noch im Widerspruch zu den fiir die T-Zell-Aktivierung notwendigen, langan-
dauernden Calcium-Signalen steht. Um ein starkes und langanhaltendes Calcium-Signal
aufrechtzuerhalten, muss das Abpumpen durch die PMCA-Pumpen minimiert und die
Calcium-abhéingige CRAC-Kanal-Inhibierung gemindert werden.

Es gibt starke Hinweise darauf, dass den Mitochondrien hierbei eine wichtige Rolle zu-
kommt [13, 23, 71, 73]. Zum einen sind Mitochondrien wie bereits beschrieben sehr star-
ke Calcium-Puffer, zum anderen besitzen sie eine direkte (physische und funktionelle)
Kopplung zum ER und verteilen das aufgenommene Calcium iiber ihr weitverzweigtes
Netzwerk im Zellzytosol. Im Gegensatz zu der Erwartung, dass eine Blockade der als
Calcium-Puffer wirkenden Mitochondrien zu einer Erhéhung der zytosolischen Calcium-
konzentration fithrt, konnte das Gegenteil gezeigt werden [71]. Ein weiterer wichtiger
Punkt ist die im Zuge der Zellpolarisierung stattfindende aktive Translokation der Mit-
ochondrien zu der IS [13, 72, 73]. Diese Translokation der Mitochondrien ist Calcium-
abhéngig [72], wohingegen zu hohe Calciumkonzentrationen die Mobilitat der Mitochon-
drien stark einschriankt oder sogar ganz verhindert [62, 109]. An der IS befinden sich
die Mitochondrien in kurzer Distanz (< 200 nm) zu den CRAC-Kanélen [13, 72] und
den PMCA-Pumpen [13]. Dadurch sind sie in der Lage, die an den Kanélen entstehende
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Calcium-Mikrodoméne und somit die Calcium-abhéngige Kanalinhibierung zu reduzie-
ren [65], indem sie in einer Art Wettbewerb oder ,,Competition“ mit den PMCA-Pumpen
um das einstromende Calcium konkurrieren [23].

Zusammenfassend ist die T-Zell-Polarisierung, die kurz nach Bildung einer Immunolo-
gischen Synapse einsetzt, von entscheidender Bedeutung fiir das erfolgreiche Aufrecht-
erhalten eines hohen Calciumsignals und somit fiir die T-Zell-Aktivierung. Die T-Zell-
Polarisierung zeichnet sich hauptséchlich aus durch eine rdumliche Umstrukturierung
des Endoplasmatischen Retikulums, der Anhdufung von CRAC / Orai-Kanilen sowie
PMCA-Pumpen an der IS und einer aktiven Bewegung der Mitochondrien hin zur IS.
Experimentelle Ergebnisse lassen die Schlussfolgerung zu, dass die Mitochondrien nahe
der IS die Calcium-Mikrodoméne verringern, somit die CRAC-Kanal-Inhibierung re-
duzieren, einen Wettbewerb um das einstromende Calcium gegen die PMCA-Pumpen
fihren und das Calcium tief im Zytosol wieder freisetzen. Dieses komplexe Zusammen-
spiel, inklusive der starken rdumlichen Abhéingigkeit der Organell- sowie Pump- und
Kanal-Positionen, ist nach heutigem Forschungsstand der Schliissel fiir eine erfolgreiche
T-Zell-Aktivierung.

43






Kapitel 3

Aktueller Stand der Methodik

3.1 Einleitung

Die herausragende Stellung von Calcium als ,,Second Messenger” riickt das Studium der
Calcium-Signalgebung seit zwei Dekaden immer wieder in den Fokus der mathemati-
schen / physikalischen Beschreibung und Modellierung (fiir ein Review tiber die Physik
der Calcium-Signalgebung siehe Falcke [12]). Bei der Modellierung von Calcium-Signalen
ist es fast immer unmoglich, alle an der Entstehung der Signale beteiligten Mechanismen
einzubeziehen. Dies liegt zum einen daran, dass an der Calciumsignalgebung meist sehr
viele verschiedene Zellorganellen, mobile und immobile Calciumpuffer sowie Calcium-
Kanile und -Pumpen beteiligt sind. Zum anderen sind die Aktivierung und Inhibierung
dieser Kandle und Pumpen meist selbst Calcium-abhéngig und werden durch positive
oder auch negative Calcium-Feedbackmechanismen gesteuert. Aus diesem Grund sind die
Kanéle und Pumpen selbst Gegenstand der aktuellen Forschung und Modellierung, wie
die Beispiele des IP3-Rezeptors [43, 110, 111], der SERCA-Pumpe [112, 113] sowie des
CRAC-Kanals zeigen [25]. Hinzu kommt noch die Schwierigkeit, dass Calcium-Signale
auf sehr unterschiedlichen Zeit- und Léngenskalen stattfinden, und die rdumliche Struk-
tur der Zelle eine wichtige Rolle spielt, was am Beispiel der T-Zell Aktivierung und
Polarisierung (siehe Abschnitt 2.4) deutlich wird. Zusammenfassend ist in den meisten
konkreten Fragestellungen eine detaillierte bzw. vollstindige Beschreibung, der an der
Calcium-Signalgebung beteiligten Prozesse, nicht moéglich. Deshalb muss bei der compu-
terbasierten Modellierung ein Kompromiss gefunden werden, der eine hinreichend genaue
Beschreibung der Zellabldufe mit einer noch vertretbaren Computerrechenzeit verein-
bart und gleichzeitig eine Reproduktion experimenteller Ergebnisse sowie das Treffen
von Vorhersagen ermdoglicht.
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3.1.1 Reaktions-Diffusions Systeme

Calcium-Signale, die eine lokale oder globale Erhéhung der zytosolischen Calcium-Kon-
zentration bewirken (siehe Kapitel 2), kénnen in die Klasse der Reaktions-Diffusions
Systeme eingeordnet werden. Als Reaktions-Diffusions Systeme bezeichnet man Modell-
Systeme, bei denen sich die Konzentration einer oder mehrerer Spezies entweder durch
eine Umwandlung von Stoffen / Spezies (Reaktion) oder durch die raumliche Bewegung
der Stoffe / Spezies (Diffusion) dndert.

Es gibt prinzipiell zwei mégliche mathematische Beschreibungen von gekoppelten bioche-
mischen Systemen, deren zeitliches Verhalten durch partielle Differentialgleichungen be-
schrieben wird: zum einen deterministisch, durch Lésen der Differentialgleichungen oder
zum anderen diskret, durch stochastische Prozesse. Ein stochastischer Prozess ist eine
geordnete Folge von zufélligen Vorgéngen, die die zeitliche Entwicklung eines Systems
beschreibt. Bei der deterministischen Formulierung sind die Variablen die Stoffkonzentra-
tionen, die durch kontinuierliche, zeit- und ortsabhédngige Funktionen beschrieben werden
und sich geméfl der entsprechenden Reaktionsraten dndern. Im Gegensatz dazu sind bei
der stochastischen Beschreibung die Teilchen- oder Molekiilzahlen die Variablen. Die
Reaktionsraten werden durch die Reaktionswahrscheinlichkeit pro Zeiteinheit ersetzt,
und die zeitliche Entwicklung des Systems wird durch einen Markov-Prozess beschrie-
ben. Physikalisch gesehen ist die stochastische der deterministischen Formulierung zum
Beispiel in Grenzfillen von sehr wenigen Teilchen oder im Falle von Reaktionsraten, die
nichtlinear von den Teilchenzahlen abhingen, iiberlegen. Jedoch ist die deterministische
Beschreibung mathematisch meist leichter umzusetzen, und die Losung der Systemglei-
chungen kann mit weniger zeitintensiven Computerberechnungen gewonnen werden. Je
nach Problemstellung bieten also beide Arten der Beschreibung Vor- und Nachteile und
werden dementsprechend beide in der Literatur zur Modellierung von Calcium-Signalen
verwendet.

Exemplarisch fir die deterministische Beschreibung soll hier das ,,One-Pool“ Modell [114]
genannt werden, eines der ersten Modelle, mit dessen Hilfe die in Zellen beobachteten
Calcium-Oszillationen beschrieben werden konnten. Einer der bekanntesten Vertreter
fiir stochastische Modelle im Kontext der Calcium-Signalgebung ist das IP3-Rezeptor
Modell von De Young und Keizer [43], welches wie das ,,One-Pool* Modell ebenfalls zur
Erkldrung von Calcium-Oszillationen benutzt werden kann. Natiirlich gibt es auch die
Méglichkeit teils deterministische, teils stochastische Algorithmen zu entwickeln [115],
was bei der Modellierung von Calcium-Signalen in groflen Geometrien zu einer erhebli-
chen Ersparnis der Computerrechenzeit fithren kann. Diese Rechenzeitverkiirzung kann
erreicht werden, indem man die sehr schnelle Calcium-Diffusion vom restlichen System
entkoppelt und deterministisch beschreibt, wohingegen die iibrigen Reaktionen / Diffu-
sionen weiterhin stochastisch behandelt werden, wie dies zum Beispiel bei der Model-
lierung von elementaren Calcium-Signalen auf groflen Zellgeometrien angewendet wurde
[116].

In der vorliegenden Dissertation werden sowohl die deterministische als auch die stochas-
tische Beschreibung von Reaktions-Diffusions Systemen zur Modellierung von Calcium-
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Signalen verwendet. Wéhrend alle in der Dissertation beschriebenen Modelle (Kapi-
tel 3-5) eigenstandig entwickelt wurden und mit keinen Modellen, die bereits in der
Literatur beschrieben wurden korrelieren, orientieren sich die Computer-Algorithmen
an bereits aus der Literatur bekannten Verfahren. Fiir die deterministische Modellie-
rung (Kapitel 5) nutze ich aufgrund der sehr komplexen dreidimensionalen Systemgeo-
metrie die kommerzielle FEM (Finite-Elemente-Methode) Software ,,Comsol Multiphy-
sics“ [117]. Bei den Modellen, die in Kapitel 3 und 4 vorgestellt werden, handelt es
sich um selbst implementierte, stochastische Monte-Carlo- Algorithmen, die Trajektorien
von Markov-Prozessen der zugehorigen ,,Reaction-Diffusion Master Equation® (RDME)
sampeln. Aufgrund der grofien Simulationsvolumina und der enormen Teilchenzahlen des
betrachteten Reaktions-Diffusions Systems werden sehr effiziente Algorithmen bendotigt.
Deshalb wurde ein Algorithmus entwickelt, der auf die betrachteten Systeme optimiert
ist und von der sogenannte ,Next Subvolume Method* [118] inspiriert ist. Die ,Next
Subvolume Method“ ist eine numerisch sehr effektive Methode, die sich aus Kombina-
tion von Gillespies direkter Methode [119, 120] und der von Gibson und Bruck daraus
abgeleiteten ,Next Reaction Method* [121] ergibt. Hauptmerkmal der ,Next Subvolume
Method“ ist die Unterteilung des Simulationsvolumens in viele kleine Subvolumina. In
den folgenden Abschnitten dieses Kapitels soll zundchst der Gillespie-Algorithmus und
darauf aufbauend dessen Erweiterungen, die ,,Next Reaction Method“ und die ,Next
Subvolume Method“ , vorgestellt werden.

3.2 Stochastische Beschreibung

Reaktions-Diffusions Systeme kénnen sowohl deterministisch als auch stochastisch be-
schrieben werden. Eine diskrete Beschreibung ist bei Reaktions-Diffusions Systemen oft
wiinschenswert, da chemische Reaktionen und Diffusionen stochastische Prozesse darstel-
len, in dem Sinn, dass man nicht vorhersagen kann, wo und wann das néchste Ereignis
stattfinden wird. Die stochastische Beschreibung soll an einem Beispiel erldutert werden;
ich betrachte dazu folgendes Reaktions-System:

A+B B ¢ (3.1)
c+p B Ep. (3.2)

Bei der stochastische Beschreibung ist der Systemzustand zu jedem Zeitpunkt ¢ durch
Angabe der Molekiilzahlen aller Spezies bestimmt und &ndert sich diskret, falls eine Re-
aktion oder ein Diffusionsprozess stattfindet. Der Systemzustand S = (#A,#B, #C,
#D, #FE) geht z.B. durch Ausfithrung einer Reaktion von Typ 3.1 in den Systemzu-
stand " = (#A — 1, #B — 1, #C + 1, #D,#FE) iiber!3. Um die Wahrscheinlichkeiten
aller moglichen Zustandsénderung anzugeben, miisste man nun alle Molekiile der Spe-
zies A(Aq, Aa, .., Aya), der Spezies B(By, Bs, .., Byp) sowie der beiden Spezies C' und

134 bedeutet: Anzahl an.
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D markieren. Es gibt dann # A - #B verschiedene Realisierungen der Reaktion 3.1 und
#C - #D verschiedene Realisierungen der Reaktion 3.2. Betrachtet man jedoch homo-
gene Systeme innerhalb derer die Position der einzelnen Molekiile keine Rolle spielt,
so kann man die Reaktionen nach Molekiilen zu einer einzigen Reaktion gruppieren
bzw. zusammenfassen und erhélt so fiir die Wahrscheinlichkeit der Zustandsdnderung
von S — S":

P(S',t+dt|S,t) = ki - (#A) - (#B) dt + O(dt?). (3.3)

Dies ist die bedingte Wahrscheinlichkeit dafiir, dass sich das System zum Zeitpunkt
t + dt im Zustand S’ befindet, wenn es zum Zeitpunkt ¢ im Zustand S war. Diese
Ubergangswahrscheinlichkeit héngt nur vom aktuellen Zustand ab, es handelt sich also
um einen Markov-Prozess. In der stochastischen Formulierung schreibt man mit Hilfe
der Ubergangswahrscheinlichkeiten pro Zeiteinheit W (S;|S;), die man aus Gleichung 3.3
gewinnt, die sogenannte Master-Gleichung auf:

OP(S:,1)

T > [W(SilS)P(S;,t) = W(S;|S:) P(Si, 1)] (3-4)

S;#S;

mit W (S;]5;) = P(S},t]S:,t:)/(t; —t;) > 0 und t; > t;. Die Master-Gleichung, eine Art
Bilanzgleichung, beschreibt die zeitliche Entwicklung des Systems als ein gekoppeltes
Differentialgleichungssystem, das Wahrscheinlichkeiten als Variablen besitzt. Fiir linea-
re Systeme mit sehr wenigen Zustinden kann man dieses Gleichungssystem vollstdandig
aufschreiben und l6sen. Fiir komplexe Reaktions-Diffusions Systeme ist dies jedoch nicht
praktikabel. Zur Erlauterung betrachtet man als Beispiel ein System, bei dem sich M
verschiedene Spezies in einem in N Teilvolumina aufgeteilten dreidimensionalen Volu-
men V befinden, die an R verschiedenen Reaktionen teilnehmen koénnen. In 3D besitzt
jedes dieser Teilvolumina sechs néchste Nachbarvolumina, so dass zu jedem Zeitpunkt
N(6M + R) elementare Reaktionen den Systemzustand verandern kénnen. Bei der rea-
listischen Beschreibung biologischer Systeme iiberschreitet der Wert fiir N meist 10°,
so dass eine Simulation solcher Systeme selbst mit sehr schnellen Rechnern indiskutabel
wird. Des Weiteren skaliert die Anzahl an Systemzustédnden in einer Reaktions-Diffusions
Master-Gleichungs-Formulierung exponentiell mit der Anzahl N der Teilvolumina [118].
Ein alternativer Ansatz zur stochastischen Beschreibung von Reaktions-Diffusions Sys-
temen stellen Monte-Carlo-Algorithmen dar (Einfithrung in Monte-Carlo-Simulationen,
siehe [122]). Bei dem Ansatz der Master-Gleichung versucht man das komplette Glei-
chungssystem fiir alle moglichen Trajektorien simultan zu lésen.

Im Gegensatz dazu besteht die Kernidee der Monte-Carlo-Methode darin, Reaktionen
und Zeiten nach der korrekten Wahrscheinlichkeitsverteilung auszuwéhlen, so dass die
Trajektorien genau mit der gleichen Wahrscheinlichkeit generiert werden, wie dies im Fall
der Master-Gleichung auch geschieht. Hat man einen exakten Monte-Carlo-Algorithmus
entwickelt, in dem Sinne exakt, dass der Algorithmus die Trajektorien nach der rich-
tigen Wahrscheinlichkeitsverteilung samplet / generiert, so erhdlt man Werte fiir die
physikalischen Observablen aus der Statistik. Man erzeugt sehr viele unabhéngige Tra-
jektorien und mittelt dann iiber diese, um die entsprechenden Parameterwerte zu er-
halten. Zwei solcher exakten Monte-Carlo-Algorithmen fiir chemische Reaktionssyste-
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me wurden 1976 von Daniel Gillespie vorgeschlagen [119]. Im Folgenden sollen beide
dquivalenten Verfahren sowie darauf aufbauende algorithmische Verbesserungen vorge-
stellt werden.

3.3 Gillespie-Algorithmus

Daniel Gillespie entwickelte 1976 [119] einen Algorithmus, der sich zur exakten stochas-
tischen Beschreibung von chemischen Systemen eignet. Dieser Algorithmus stellt eine
Monte-Carlo Methode dar, bei der Markov-Prozesse gesamplet werden, die die Wahr-
scheinlichkeitsverteilung der zugrunde liegenden chemischen Master-Gleichung eindeutig
wiedergeben, ohne die Master-Gleichung explizit zu benutzen. Der Algorithmus kann als
exakt im mathematischen Sinne bezeichnet werden, da er in keiner Form Gebrauch von
Approximationen macht. Lediglich bei der Verwendung von computergenerierten Zu-
fallszahlen, die in dem Monte-Carlo Schritt des Algorithmus verwendet werden, kann es
zu kleinen Ungenauigkeiten kommen. Im Folgenden werde ich den Algorithmus sowie die
wichtigsten mathematischen Schritte vorstellen und mich dabei an Gillespies Notation
orientieren [119, 120]. Betrachtet wird stets ein System, welches aus N verschiedenen
Spezies S; besteht. Die Spezies sind homogen im Volumen V verteilt, und ihre Teilchen-
oder Molekiilanzahl ist gegeben durch die Variablen X; , ¢ = 1,..,N. Die Molekiile
kénnen an M verschiedenen Reaktionen R, (1 = 1,..,M) teilnehmen, die durch die
Reaktionsparameter ¢, charakterisiert werden (siehe Beispielreaktionen, Gl. 3.5-3.8).
Beispielreaktionen fiir N=2 und M=4:

x5 Produkte (3.5)

S1 3 Produkte (3.6)
S1+S ™ Produkte (3.7)
281 ™ Produkte (3.8)

Reaktionen vom Typ 3.5 beschreiben spontane Teilchenkreationen bzw. externe Teilchen-
Quellen, wohingegen bei Reaktionen vom Typ 3.6 ein Teilchen einer einzigen Spezies,
bei Reaktionen vom Typ 3.7 jeweils ein Teilchen zweier unterschiedlicher Spezies und
bei Reaktionen vom Typ 3.8 zwei Teilchen der gleichen Spezies umgewandelt werden.
Die Produkte obiger Beispielreaktionen sind offen gelassen und konnen ein einziges oder
auch mehrere Teilchen einer bzw. unterschiedlicher Spezies sein.

Um die zeitliche Entwicklung solcher Reaktions-Systeme, also die zeitliche Entwicklung
der Systemvariablen {X;}, bei Kenntnis der Anfangswerte {X?} sowie Kenntnis aller
Reaktionsparameter {c,} zu simulieren, entwickelte Gillespie den nach ihm benannten
Algorithmus. Zu jedem Zeitpunkt befindet sich das System genau in einem Zustand, der
durch die zu diesem Zeitpunkt vorliegenden Teilchenzahlen X; der verschiedenen Spe-
zies gegeben ist. Uberginge zwischen Systemzusténden erfolgen durch Ausfithrung von
Reaktionen, so dass es M mogliche Ubergéinge gibt. Die Ubergangswahrscheinlichkeiten
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héngen immer nur vom aktuellen Systemzustand ab, was das Merkmal von Markov-
Prozessen ist. Die Schwierigkeit ist es nun, im sogenannten Monte-Carlo Schritt die
computergenerierten Zufallszahlen nach der korrekten Wahrscheinlichkeitsverteilung zu
erzeugen und diese dann zur Auswahl der Systemiibergéinge zu verwenden. Gillespie
entwickelte zwei dquivalente Methoden, die genau diese Kriterien erfiillen: die ,Direct
Method*“ und die ,,First Reaction Method“.

Den Ausgangspunkt zur Herleitung des Gillespie-Algorithmus [119] bildet die funda-
mentale Hypothese der chemischen Kinetik, ndmlich dass die Reaktionsparameter c,
wie folgt definiert werden kénnen:

¢, 67 = durchschnittliche Wahrscheinlichkeit, dass eine zufillige Kombi- (3.9)
nation von Reaktanten der Reaktion R, im

néchsten Zeitintervall 7 reagieren wird.
Ausgehend von dieser Hypothese leitet Gillespie [119] die ,,Reaction Probability Density
Function® (Wahrscheinlichkeitsdichtefunktion der Reaktion) P(u, 7) her.
P(u,7)dr = Wahrscheinlichkeit, dass zum Zeitpunt ¢ die nichste (3.10)
Reaktion im Volumen V' im Zeitintervall (¢t + 7, t + 7 + dr)

passieren wird und vom Reaktionstyp R, ist.
(3.11)

Sie wird anstelle der sonst bei stochastischen Beschreibungen {iblichen Wahrscheinlich-
keitsfunktion P(X7,.., Xn,t) verwendet, um die zeitliche Entwicklung des Systems zu
simulieren. Um einen analytischen Ausdruck fir P(u,7) zu erhalten, definiert man
zunéchst die M reaktionsspezifischen Zustandsvariablen hq, ho, .., hjs als

h, = Anzahl verschiedener Reaktanten-Kombinationen der Reaktion R, (3.12)

zur Zeittim Volumen V.

Unter Ausnutzung des Additionstheorems fiir unabhéngige Wahrscheinlichkeiten und der
Hypothese 3.9 erhélt man:

huc,07 = Wahrscheinlichkeit, dass eine Reaktion vom Typ R, (3.13)

im Volumen V im nachsten Zeitintervall §7 stattfinden wird.

Der Parameter i, hangt von den aktuellen Teilchenzahlen X; der an der Reaktion R, be-
teiligten Spezies ab und ergibt sich fiir die Beispielreaktionen (Gl. 3.5-3.8) zu:

hy=1 fiir eine Reaktion vom Typ (3.5).
hy = X; fiir eine Reaktion vom Typ (3.6) .
hy = X - Xi, fiir eine Reaktion vom Typ (3.7) .
hy=X;-(X;—1)/2 fiir eine Reaktion vom Typ (3.8).
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Des Weiteren kann die Wahrscheinlichkeitsdichtefunktion (Gl. 3.10) weiter umgeformt
werden, indem man die gerade gewonnene Wahrscheinlichkeit h,c,07 mit der Wahr-
scheinlichkeit Pp(7) multipliziert:

P(p,7)dr = Py(T) - hycuot, (3.14)

wobei Py(7) die Wahrscheinlichkeit ist, dass zur Zeit ¢ keine Reaktion im Zeitintervall
(t;t + 7) passiert. Nun muss noch ein von den Systemvariablen abhdngender Ausdruck
fir Py(7) gefunden werden. Dazu unterteilt man das Intervall [t,¢ + 7] in K Teilin-
tervalle der Linge ¢ = 7/K. Unter Ausnutzung des Multiplikationstheorems fiir un-
abhéngige Wahrscheinlichkeiten und Gleichung 3.13 lédsst sich die Wahrscheinlichkeit
dafiir, dass im ersten e-Intervall [t,t + €] keine der Ry, Ra, .., Rjy; Reaktionen stattfinden
als

M M
[T 10— hucveto(e)] =1 = [hucye + o(e)] (3.15)
v=1 v=1

schreiben. Dies ist aber gleich der Wahrscheinlichkeit, dass im Intervall [t + ¢, t 4 2¢] und
im Intervall [t + 2¢,t + 3¢] usw. keine Reaktion stattfindet. Insgesamt gibt es K solcher
Teilintervalle und somit kann Py(7) umgeschrieben werden zu:

K

M
Py(r) = [1 - Z [hycve + 0(6)]1 (3.16)

v=1
K

M
= [1 - Z [hycyT/K+ o(K‘l)”

v=1

Bildet man nun den Limes unendlich kleiner Teilintervalle (K — oo) und nutzt die Rei-
hendarstellung der Exponentialfunktion aus, so erhilt man

M
Py(1) = exp (— Z hl,c,,7'> (3.17)
v=1

als Ausdruck fiir Py(7) und schliellich durch einsetzen von Gl. 3.17 in den Ausdruck 3.14
die Wahrscheinlichkeitsdichtefunktion:

M
P(1, 1) = hycyexp (— Z hl,c,,7> . (3.18)
v=1

Mit diesem Ausdruck lésst sich die Wahrscheinlichkeitsdichtefunktion P(u,7) fur alle
Werte 0 < 7 < oo und 1 < p < M berechnen. Hierbei ist 7 kontinuierlich und g nimmt
nur ganzzahlige Werte (Integer) an.

Der Algorithmus, mit dessen Hilfe das durch P(7, 1) beschriebene System simuliert wer-
den kann, ldsst sich folgendermafien zusammenfassen [119]:

(0) Initialisierung. Setze die Zeit ¢ = 0 und initialisiere alle N Variablen X; mit der
Anzahl der jeweiligen Molekiilspezies S; sowie alle M Reaktionsparameter ¢, der
Reaktionen R,,. Lege eine Endzeit 4, fest.
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3 Aktueller Stand der Methodik

(1) Monte-Carlo Schritt. Erzeuge ein Paar von Zufallszahlen (u,7) die der vorge-
gebenen Verteilung P(7, 1) geniigen.

(2) Iteration. Ersetzte die Systemzeit ¢ mit Hilfe der in Schritt 1 generierten Zufallszahl
7, durch ¢t =t + 7 und fiihre Reaktion R, aus, indem alle Werte von Molekiilen X;
gedndert werden, die an einer Reaktion vom Typ p beteiligt sind. Berechne erneut
die Reaktionsparameter h, fiir alle Reaktionen R, an denen Molekiile beteiligt
sind, deren Anzahl durch Ausfiihrung der Reaktion R, verdndert wurde.

(3) Ausgabe der aktuellen Systempopulation X, X, .., Xy. Falls ¢ > tg,), ist oder
keine Reaktanten mehr zur Verfiigung stehen (alle ¢, = 0) beende die Berechnung.
Andernfalls fithre erneut Schritt 1 aus.

Je nach Wahl des Monte-Carlo Schritts (1) unterscheidet Gillespie zwei Arten sei-
nes Algorithmus: die ,Direct Method* (direkte Methode) und die ,First Reaction Me-
thod“ (Methode der ersten Reaktion).

3.3.1 ,Direct Method"

Die erste der beiden von Gillespie vorgeschlagenen Implementierungen des Monte-Carlo
Schrittes (1) ist die sogenannte Gillespies ,,Direct Method* . Bei ihrer Umsetzung wer-
den zwei Fragen an das betrachtete System gestellt. Welcher Reaktionstyp p findet als
néchstes statt, und zu welchem Zeitpunkt 7 lduft diese Reaktion ab? Ausgehend von der
Formel fiir die Wahrscheinlichkeitsdichtefunktion P(7, 1) aus Gleichung 3.18, die meist

noch zu
M

P(1,p1) = ay exp (—T Z al,> mit a; = hycy (3.19)
v=1

umgeschrieben wird, kénnen diese beiden Fragen direkt beantwortet werden. Integriert

man P(7, p) iiber alle Zeiten 7 von 0 bis oo, so erhdlt man die Wahrscheinlichkeit, dass

eine Reaktion vom Typ p stattfindet zu:

M
P(Reaktionstyp = p) = a,/ Z ay, p=12.,M. (3.20)
v=1
Des Weiteren erhélt man die Wahrscheinlichkeitsverteilung fir die Zeiten 7 aus Summa-
tion von P(7, p) tiber alle moglichen p zu:

M M
P(r)dr = (Z a,,) exp (—T Z a,,) dr, 0<7<00. (3.21)
v=1 v=1

Die Idee der ,Direct Method* ist es nun, ein Tupel (7, ) zu konstruieren, welches der
Verteilung P(7, p) gentigt. Zunédchst wird ein zufélliger Wert fiir 7 generiert, welcher
der Verteilung aus Gleichung 3.21 geniigt, und danach wird geméfl der Verteilung aus
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Gleichung 3.20 ein zufilliger Integer erzeugt. In der Praxis werden hierzu zwei Zufalls-
zahlen 71 und 7o erzeugt, die auf dem Intervall [0, 1] gleichverteilt sind. Mit Hilfe der
Inversionsmethode (siehe z.B. [123]), einem Simulationsverfahren, um aus gleichverteil-
ten Zufallszahlen andere Wahrscheinlichkeitsverteilungen zu erzeugen, kann man mittels
der beiden Zufallszahlen r1 und ro den Zeitpunkt und den Typ der zuerst ablaufenden
Reaktion bestimmen. Es kann gezeigt werden [119], dass man zur Bestimmung von 7
den Ausdruck

7= (1/a)ln(1/r1) (3.22)

erhélt und sich der Reaktionstyps p als ganzzahligen Wert (Integer) ergibt, fiir den
gilt:

p—1 Iz
Z a, < roa < Z ay , (3.23)
v=1 v=1

. M
mit a = Zuzl hyc, und a, = hyc,.

3.3.2  First Reaction Method"

Eine alternative Umsetzung des Monte-Carlo Schrittes (1) ist die sogenannte ,,First Re-
action Method* . Die Idee der ,First Reaction Method*“ besteht darin, fiir alle méglichen
Reaktionstypen R, (v =1,2,.., M) eine Probe-Zeit zu bestimmen, nach der sie bei ak-
tuellem Systemzustand eintreten sollten. Dazu generiert man ausgehend von der Wahr-
scheinlichkeit

P,(t)dr = ayexp(—a,T)dr (3.24)
= Wabhrscheinlichkeit zur Zeit t, dass im Intervall [t + 7,¢ + 7 + d7]
eine R, Reaktion ablduft

M auf dem Einheitsintervall gleichverteilte Zufallszahlen r, und berechnet die verschie-
denen Reaktionszeiten geméf der Formel (Ausnutzen der Inversionsmethode, analog zur
Direct Method):

7= (1/a,)in(1l/r,), (3.25)

mit a, = hyc,. Aus diesen Probe-Zeiten bestimmt sich nun der Zeitpunkt und der Typ
der als néchstes stattfindenden Reaktion. Dazu wird angenommen, dass die Reaktion mit
kleinster Probezeit 7, als erstes (,first“) ablaufen wird, man setzt also:

7 = Kkleinstes 7, fir alle v =1,2,.., M ; (3.26)

p = v fiir welches 7, am kleinsten ist .

Die bereits ausgewiirfelten Probe-Zeiten 7, konnen jedoch nicht dazu benutzt werden nun
der Reihe nach die Reaktionen der Grofle der Probezeiten nach auszufithren. Also kann
nicht als zweites eine Reaktion des Typs p anhand der zweitkleinsten Probezeit 7,, durch-
gefiihrt, dann die Reaktion die zu der drittkleinsten Probezeit 7, passt usw. durchgefiihrt
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werden. Denn nach Ausfithrung der ersten / einer Reaktion werden die Molekiilzahlen
aller an der Reaktion beteiligten Spezies gedndert. Dies hat zur Folge, dass sich die h,
und somit die a,, dndern und deshalb konsequenterweise nach jedem Reaktionsereignis
alle Probezeiten 7, neu ausgewiirfelt werden miissen.

3.3.3 Fazit

Ein Vergleich der ,Direct Method“ und der ,First Reaction Method“ zeigt, dass bei-
de die richtige Wahrscheinlichkeitsdichtefunktion aus Gleichung 3.11 generieren [119].
Allerdings haben beide Methoden sehr unterschiedliche Intensionen sowie Laufzeiten.
Die ,,Direct Method*“ benétigt in jedem Iterationsschritt genau zwei Zufallszahlen, wobei
die ,First Reaction Method*“ jeweils M (Anzahl an Reaktionen) Zufallszahlen benétigt.
Dies bedeutet, dass die ,,Direct Method“ ohne eine Verbesserung oder Anpassung an das
konkrete Problem, fiir Systeme mit drei oder mehr méglichen Reaktionen immer Perfor-
mancevorteile gegeniiber der ,First Reaction Method“ besitzt.

Ein grofier Nachteile des von Gillespie vorgeschlagenen Algorithmus ist, dass er nur bei
raumlich homogenen Systemen / Mischungen verwendet werden kann. Denn die mathe-
matischen Herleitungen besitzen nur Giiltigkeit, wenn man eine homogene Reaktions-
Master-Gleichung zugrundelegt. Der Gillespie-Algorithmus kann also ohne Erweiterun-
gen nicht benutzt werden, wenn eine rdumliche Auflésung innerhalb der Simulations-
geometrie verlangt ist. Auflerdem werden im urspriinglichen Gillespie-Algorithmus keine
Diffusionsprozesse betrachtet und die Computerperformance des Algorithmus wird sehr
schlecht, wenn grofle Systeme mit vielen Teilchen und vielen moglichen Reaktionen be-
trachtet werden.

Da gerade im Falle von biologischen Systemen die rdumliche Auflésung der ablaufenden
Prozesse sowie die Diffusion der beteiligten Spezies sehr wichtig ist, und die biologi-
schen Reaktions-Diffusion Systeme bezogen auf die auftretenden Teilchenzahlen meist
sehr grof} sind, miissen Verbesserungen bzw. Erweiterungen des Gillespie-Algorithmus
entwickelt werden. Bei diesen Erweiterungen ist es jedoch wichtig, dass die zeitliche
Entwicklung des Systems weiterhin durch Markov-Prozesse ausgewiirfelt wird, die der
Master-Gleichung geniigen.

Zunéchst entwickelten Gibson und Bruck [121] die ,Next Reaction Method*, die sich
hauptséchlich durch eine Verkiirzung der Computerrechenzeit auszeichnet und sich da-
durch zur Simulation groflerer Systeme eignet. Darauf aufbauend stellten EIf und Eh-
renberg [118] die ,Next Subvolume Method“ vor, die neben einer rdumliche Auflésung
und Integration von Diffusionsprozessen die Anwendung auf dreidimensionale nicht not-
wendigerweise homogene Gesamtvolumina ermdoglicht.
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3.4 Gibson und Brucks ,,Next Reaction Method*

Beide von Gillespie entwickelten Methoden [119], sowohl die ,,First Reaction Method* als
auch die ,Direct Method“ , benétigen fiir grofle Systeme sehr lange Computerrechenzei-
ten. Deshalb entwickelten Gibson und Bruck [121] auf Basis der ,First Reaction Me-
thod“ die sogenannte ,Next Reaction Method“ (NRM). Hauptintension von Gibson und
Bruck bei der Formulierung der NRM war es, einen exakten, stochastischen Algorith-
mus zu prasentieren, der eine erhebliche Verbesserung der Laufzeit I gegeniiber dem
Gillespie-Algorithmus aufweist. Um dies zu erreichen, mussten die drei in der innersten
Iterationsschleife ablaufenden Schritte der ,First Reaction Method*“ verbessert werden,
da diese Rechenzeiten benttigen, welche proportional zu der Anzahl M an moglichen
Reaktionen sind (vgl. Abschnitt 3.3.2):

1. Berechne (update) alle a; mit ¢ € [1,.., M].
2. Berechne fiir alle M Reaktionen die Probezeiten ;.
3. Identifiziere (,suche*) die kleinste Probezeit.

Die Computerrechenzeit dieser drei Iterationsschritte konnte von Gibson und Bruck er-
heblich reduziert werden. Im Wesentlichen erreichten sie dies durch eine geschickte Wahl
von Datentypen und einer zusédtzlichen Speicherung von Variablen. Bei der Gréfle der
heutzutage zur Verfiigung stehenden Computerspeicher (RAM) ist es absolut sinnvoll ei-
nige Variablen (~ 10%—10* FlieBkommazahlen) mehr zu speichern, wenn dadurch ein Per-
formancegewinn beziiglich der Rechenzeit zu erwarten ist. Die beiden Datenstrukturen,
die von Gibson und Bruck verwendet wurden um die Laufzeit des Gillespie-Algorithmus
zu verbessern, sind zum einen die sogenannte Prioritétsliste (in der Informatik: ,indexed
priority queue“) und zum anderen der ,Dependency Graph“ (Abhéngigkeitsgraph). Die
beiden Datenstrukturen sind in Abbildung 3.1 dargestellt und sollen im Folgenden kurz
erlautert werden. Die Datenstruktur der Prioritétsliste ist ein bindrer Baum, in dem die
Elemente ihrer Wichtigkeit / Prioritdt nach eingeordnet sind und ihre Position innerhalb
des Bindrbaums mit einem Index markiert ist. Im Beispiel der NRM sind die Elemen-
te der Prioritatsliste der Probezeit nach sortiert, wobei die Reaktionen mit kleinster
Probezeit ganz oben im Baum stehen. Durch die Verkniipfung mit einem zusétzlichen
Index weifl man sogleich, an welcher Position die Probezeiten stehen, die im jeweiligen
Iterationsschritt geupdatet werden miissen. Aulerdem ist die Neusortierung eines sol-
chen Bindrbaums extrem effizient (Laufzeit O(log(n)), n die Hohe des Baums). In dem
Abhéngigkeitsgraphen wird fiir alle M Reaktionstypen abgespeichert welche Reaktions-
parameter a; geupdatet werden miissen, falls eine bestimmte Reaktion stattgefunden hat
und sich dadurch Molekiilzahlen verandert haben. Der Abhingigkeitsgraph dient somit
der Neuberechnung der Reaktionsparameter mit minimalem Rechenaufwand. Insgesamt
ergeben sich folgende Verbesserung bzw. Verdnderungen, die zu einer Laufzeitverkiirzung
gegeniiber der ,First Reaction Method* fithren [121]:
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a) Speichere alle 7;, nicht nur a;.

b) Fiihre nicht generell eine erneute Berechnung der a; (und 7;) durch. Berechne nur
die a;, die sich durch das Stattfinden einer Reaktion gedndert haben. Um diese a;
schnellstméglich finden zu kénnen, wird ein ,Dependency Graph®“ benutzt. In ihm
wird gespeichert, welche Reaktion von welchen Reaktanten abhéngt, also welche
a;, gedndert werden miissen, falls sich die Anzahl bestimmter Molekiile gedndert
hat.

c) Wechsle von relativer Zeit (Zeit zwischen Reaktionen) zu absoluter Zeit.

d) Benutze zur Speicherung der a; und 7; eine Prioritéitsliste, in der die Reaktionen
mit geringster Probezeit 7; immer an oberster Stelle zu finden ist.

Die Punkte a)-c) dienen der Optimierung der Iterationsschritte 1 und 2. Zu Beginn der
Simulation miissen einmalig alle M Probezeiten berechnet werden, die dann aber in einer
zusétzlichen Computervariablen abgespeichert werden. Nach Ausfithrung einer Reaktion

hangt ab von beeinflusst Auswirkung
auf Reaktion
A,B C 12

Reaktion 1 A+B —> C
Reaktion 2 A+C —> D AC D 1,2,3
Reaktion3 D+E —> F D,E E 3

A
n 312
o
B C
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Abbildung 3.1: Datenstruktur der Prioritédtsliste und des Abhéngigkeitsgraphen.
Oben sind Beispiel-Reaktionen aufgefiihrt, die verdeutlichen sollen, wie der
Abhéngigkeitsgraph aufgebaut wird. Dieser ist unten links zu sehen. Unten rechts ist
ein Bindrbaum, die sogenannte Prioritatsliste, dargestellt. Thre Eintrage sind absteigend
mit grofflen Buchstaben A, B, C usw. markiert. Unter den Buchstaben stehen rechts die
Probezeiten (nach denen die Warteschlange sortiert ist) und links daneben der mit den
Probezeiten verkniipfte Index. Unterhalb des Bindrbaums ist noch einmal verdeutlicht,
wie man durch Verwendung der Indizes sehr schnell und effizient die Position der mit
dem jeweiligen Index verkniipften Probezeit innerhalb des Bindrbaums findet.
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und der damit verbundenen Anderung von Molekiilzahlen werden nun nicht alle 7; und a;
neu berechnet. Vielmehr wird im Abhéngigkeitsgraph iiberpriift, welche Reaktionen von
den Molekiilzahlen abhéngen, die sich gerade gedndert haben, und entsprechend werden
nur diese a; und die zugeordneten 7; geupdatet. Durch den Ubergang von relativer zu
absoluter Zeit konnen alle nicht gednderten 7; weiterhin benutzt werden, indem man die
neu berechneten 7; zu der aktuellen Systemzeit ¢ addiert und die so gewonnene Probezeit
7; = 7; +t in die Prioritdtsliste einsortiert (fiir den Beweis, siehe [121]). Beriicksichtigt
man all diese Optimierungen, so ergibt sich insgesamt folgender Algorithmus fiir die

NRM, eine verbesserte Version von Gillespies ,First Reaction“ Method:

Algorithmus (,,Next Reaction Method*) [121]

I. Initialisierung

1. Initialisiere die Molekiilanzahl fiir alle Spezies, setzte ¢ = 0 und erstelle den
Abhéngigkeitsgraphen.

2. Berechne alle a;.
3. Berechne alle Probezeiten 7;.

4. Speichere alle Probezeiten 7; in einer Index-Warteschlange P.

II. Iteration
5. Wahle p als die Reaktion, fiir die die Zeit 7, als oberstes in P steht.
6. Setzte 7 als 7,.

7. Andere die Anzahl der Molekiile, die an der Reaktion p beteiligt sind, und
setzte t = 7.

8. Gehe den Abhéngigkeitsgraphen durch und update alle a;’s und 7,, in PP.
9. Gehe zu Schritt 1I.

Dieser verbesserte Algorithmus besitzt eine geringere Laufzeit als Gillespies Version,
wobei der Performance-Gewinn umso grofler ist, je grofer das System (bzw. die An-
zahl an ablaufenden Reaktionen) ist. Der erste Schritt I dieses Algorithmus wird nur
zu Beginn einer Simulation ein einziges Mal durchgefithrt. Die Schritte 5-9 werden in
jedem Simulations- / Iterationsschritt wiederholt. Allerdings héngen die Punkte 6, 7
und 9 nicht von der Anzahl der Reaktionen M ab. Auch Schritt 5 wird nur ein ein-
ziges Mal pro Iteration ausgefithrt, was durch die geschickte Datenstruktur der Prio-
ritatenwarteschlange erreicht wird (in Gillespies urspriinglicher Version war dieser Vor-
gang von der Ordnung O(M)). Schritt 8, in dem die a;’s erneuert werden, muss k mal
wiederholt werden, wobei k die Anzahl der Abhéngigkeiten der jeweils ausgefiihrten
Reaktion ist. Dabei ist auch dieser Schritt schon von minimalem Aufwand, da der
Abhéngigkeitsgraph direkt alle k& Reaktionstypen p liefert, deren Reaktionsparameter
neu berechnet werden miissen. Normalerweise ist k& < M oder sogar k << M. Insge-
samt kann gezeigt werden, dass dieser Algorithmus beziiglich der Anzahl an Operationen
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von der Ordnung O(log(M)) ist [121].

Die Next Reaction Method ldsst durch geschickte Ausnutzung von Informatik-spezi-
fischen Algorithmus-Verbesserungen bereits die Berechnung bzw. Simulation weitaus
groferer Systeme zu, als dies mittels des naiven Gillespie-Algorithmus moglich gewe-
sen wére. Jedoch ist auch die NRM noch nicht dazu geeignet, Systeme zu simulieren, bei
denen eine rdumliche Auflésung wichtig ist. Aulerdem fehlt in Gibson und Brucks NRM
eine Implementierung von Diffusionsprozessen, sowie eine Optimierung des Algorithmus
auf komplexe und nicht homogene dreidimensionale Reaktions-Diffusions Systeme. Ein
Algorithmus, der diese fehlenden Features beinhaltet, ist die sogenannte ,Spatial Next
Reaction* oder ,Next Subvolume Method* [118], die im folgenden Abschnitt 3.5 erldutert
wird.

3.5 Die ,,Next Subvolume Method“

Die ,Next Subvolume Method“ (NSM) [118] ist ein Monte-Carlo Algorithmus, der Tra-
jektorien von Markov-Prozessen der zugehorigen Reaktions-Diffusions Master-Gleichung
samplet. Die NSM ist eine numerisch sehr effiziente Methode, die sich aus Kombination
von Gillespies ,,Direct Method* und der von Gibson und Bruck daraus abgeleiteten ,,Next
Reaction Method“ ergibt. Kernidee dieses Algorithmus ist es, das Simulationsvolumen
V in N kleine Subvolumina (SV) der Kantenlinge [ und Volumen v = [* zu untertei-
len. Unabhéingig von der Verkiirzung der Computerrechenzeit bietet die Unterteilung
des Simulationsvolumens weitere Vorteile. Zum einen erhélt man durch Aufteilung in
Subvolumina eine rdumliche Information iiber das System, und zum anderen lassen sich
nun sehr einfach Diffusionsprozesse als Teilcheniibergénge zwischen benachbarten Sub-
volumina integrieren. Die Diffusion mit Diffusionskonstante D wird als Random Walk
beschrieben, bei dem die Reaktanten zwischen benachbarten Subvolumina mit Rate D /[
wechseln konnen. Auflierdem ist man durch Aufteilung in Subvolumina in der Lage, Sys-
teme zu simulieren, deren Molekiile nicht vollstéindig homogen tiber das gesamte Simu-
lationsvolumen verteilt sind. Es muss lediglich gewéhrleistet sein, dass die Subvolumina
so klein gewahlt werden, dass die Verteilung der Molekiile in ihnen als homogen / gleich-
verteilt angenommen werden kann. Dies wird durch die Bedingung 1> << 6 Dymin - Timin
gewdhrleistet [118], wobei D, die kleinste Diffusionskonstante des betrachteten Sys-
tems und 7,,,;, die kiirzeste Lebenszeit aller moglichen Molekiil / Spezies-Komplexe dar-
stellt.

Das algorithmische Detail, welches die NSM auszeichnet und eine Simulation grofler drei-
dimensionaler Systeme unter vertretbarem Rechenaufwand gewéhrleistet, ist die Adap-
tierung der ,,Next Reaction Method* auf die unterschiedlichen Subvolumina, woraus sich
auch der Name ,,Next Subvolume Method* ergibt. Den Platz der einzelnen Reaktionen,
fiir die bei der NRM (siehe Abschnitt 3.4) die Probezeiten ausgewiirfelt und dann der
Grofle nach in einer Index-Warteschlange sortiert und gespeichert wurden, iibernehmen
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bei der NSM die Subvolumina. Zu Beginn der Simulation wird einmalig fiir alle Subvolu-
mina die Probezeit ausgewiirfelt nach der eine mogliche Reaktion oder Diffusion in dem
jeweiligen Subvolumen stattfindet. Diese Probezeiten der Subvolumina werden genau
wie bei der NRM der Grofle nach in einer Index-Warteschlange sortiert und abgespei-
chert. Danach wird das Subvolumen ausgewahlt, welches die kleinste Probezeit besitzt.
Innerhalb dieses Subvolumens wird dann Gillespies ,,Direct Method“ angewendet um aus-
zuwlrfeln, welche Reaktion oder Diffusion ablauft. Lauft eine Diffusion ab, so wird eine
weitere Zufallszahl benétigt, um zu entscheiden in welches Nachbarvolumen die Spezies
diffundiert; wobei z.B in 3D die Diffusion in eines der sechs und in 2D in eines der vier
Nachbarvolumina als gleich wahrscheinlich angenommen wird. Im Unterschied zur NRM
andert sich bei Ausfithrung eines Diffusionsprozesses die Teilchenanzahl in zwei benach-
barten Subvolumina, wie an folgendem Beispiel illustriert werden soll.

Spezies A diffundiert von Subvolumen SV; ins Subvolumen SV5s:

#(A) = #(A-1) in SV, (3.27)
#(A) = #(A+1) in SV, . (3.28)

Als Konsequenz miissen die Reaktions- sowie Diffusionsraten und somit die Probezei-
ten beider Subvolumina SV; und SV5 neu berechnet und entsprechend in der Index-
Warteschlange neu sortiert werden. Alle anderen algorithmusspezifischen Details un-
terscheiden sich nicht von den Umsetzungen im Gillespie-Algorithmus oder in Gibson
und Brucks ,Next Reaction Method“ . Insgesamt ergibt sich die ,,Next Subvolume Me-
thod* zu:

Algorithmus (,,Spatial Next Reaction“ - oder ,Next Subvolume Method* ) [118§]

I. Initialisierung

1. Verteile die verschiedenen Spezies in die Subvolumen und speichere den Zustand
in einer Konfigurationsmatrix.

2. Berechne die Summe der Reaktionsraten r, = Ejj\/il a;r und speichere sie in einer
Ratenmatrix. aj;, sind hierbei die Intensitdten der Reaktion j im Subvolumen k.

3. Berechne die Summe der Diffusionsraten s; = n; évzl de;:, wobei d; = D;/I? ist.
Dj ist die Diffusionskonstante der Spezies j und d; die Rate fiir Spriinge zwischen
benachbarten Subvolumina. Xf ist die Anzahl an Molekiilen der Spezies j (j =
1,..,N) im Subvolumen i und n; ist die Anzahl an Richtungen, in die die Molekiile

diffundieren koénnen.
4. Fir jedes Subvolumen:

a. Berechne die Summe r; + s;.
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II.

b.

C.

Erzeuge eine auf dem Einheitsintervall gleichverteilte Zufallszahl ran.

Berechne die fritheste Zeit eines Ereignisses gemafl der Vorschrift:
7; = —In(ran)/(r; + si).

. Ordne die Subvolumina in einer Prioritdtenwarteschlange so an, dass das Subvo-

lumen mit kleinster Zeit 7; als oberstes steht und alle weiteren Eintrage der Liste
nach aufsteigenden Werten 7 geordnet sind.

Iteration

. Wihle als Subvolumen, in dem das néchste Ereignis stattfinden soll, das Volumen

A, dessen Zeit 7 als oberstes in der Warteschlange steht und setze ¢t = 7). Erzeuge
erneut eine Zufallszahl rans und fiihre eine Reaktion aus, falls rang < ry/(rx+sy)
ist, andernfalls eine Diffusion.

Reaktions-Ereignis:

a.

b.

d.

Benutze eine Zufallszahl, um nach Gillespies direkter Methode zu bestimmen,
welche Reaktion ablauft.

Erneuere den Zustand des Subvolumens A, so dass die Ausfithrung der aus-
gewdhlten Reaktion widergespiegelt wird.

Berechne erneut die Summe 7 + s) und erzeuge eine neue Zufallszahl, um die
nun vorhandene Zeit des néchsten Ereignisses 7, = —In(ran)/(ryx+ sy) +t zu
berechnen.

Flige das abgednderte 7, in die Warteschlange ein und sortiere diese neu.

8. Diffusions-Ereignis:

a.

b.

Benutze eine Zufallszahl, um zu bestimmen, welcher Spezies das diffundieren-
de Molekiil angehort.

Waihle zufillig eine mogliche Richtung aus und lasse ein Molekiil der zuvor
bestimmten Spezies in das dortige Nachbarvolumen diffundieren.

Erneuere den Zustand des Subvolumens A und seines Nachbarvolumens -y, so
dass die Ausfithrung der Diffusion widergespiegelt wird.

Berechne erneut die Summe ry + sy und r + s,. Berechne wie in 7.c fiir beide
Subvolumina die neuen Zeiten 7.

Fiige die abgednderten 7, und 7, in die Warteschlange ein und sortiere diese
neu.

9. Gehe zu 6. zuriick bis eine Zeit t > t.,4e erreicht ist.

Die Laufzeit der ,Next Subvolume Method* hingt mafigeblich von der Anzahl der Sub-

volumina ab. Dies ist zum einen darin begriindet, dass bei der ,Next Subvolume Me-

thod“ die ,Next Reaction Methode* auf die Subvolumina angewendet wird. Dadurch wer-
den die Grofle und Sortierung der Index-Warteschlange nicht mehr durch die Anzahl der
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moglichen Reaktionen, wie dies bei Gibson und Brucks ,Next Reaction Method* war,
bestimmt, sondern durch die Anzahl der Subvolumina. Zum anderen bedeuten mehr
Subvolumina bei gleich groflem Simulationsvolumen V', dass die einzelnen Subvolumina
kleiner sind. Dies wiederum bedeutet, dass innerhalb der Subvolumina haufiger Reak-
tionen und zwischen den Subvolumina haufiger Diffusionsprozesse stattfinden. Somit
miissen das System und die korrelierten Reaktions- und Diffusionsraten haufiger neu
berechnet / geupdatet werden. Insgesamt kann gezeigt werden [118, 124], dass die Lauf-
zeit des Algorithmus proportional zum Logarithmus der Subvolumenanzahl N ist, also
L ~ log(N) ist.
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Kapitel 4

Lokale Membran Translokations-Ereignisse /
Proteinkinase C o LTEs

4.1 Einleitung

4.1.1 Motivation

Zelluldre Calcium-Signale steuern unterschiedlichste Prozesse von der Zellbefruchtung
iiber das Zellwachstum (Proliferation) bis hin zum programmierten Zelltod (Apoptosis)
[1-3]. Die Universalitdt des ,Second Messengers‘ Calcium beruht auf der komplexen
zeitlichen und rdumlichen Kodierung der Calcium-Signale, die als lokale Events, Oszil-
lationen, oder auch Spiral-, intra- und interzellulire Wellen auftreten kénnen [1-3|. Seit
langerem ist bekannt, dass Calmodulin (CaM), ein Calcium-bindendes regulatorisches
Protein, bei der Dekodierung der Calcium-Signale eine wichtige Rolle spielt. Daneben
gibt es starke Hinweise, dass auch das Protein PKC (Proteinkinase C) als ,Read-Out*-
Sensor fiir das zelluldre Calcium-Netzwerk herangezogen werden kann [22]. Reither et
al. konnten zum einen zeigen, dass PKC als Sensor fiir rdumlich und zeitlich begrenzte
Calcium-Signale verwendet werden kann und zum anderen, dass die von ihnen ,Local
Translocation Events* (LTEs) genannten Ereignisse fiir die an der Zellmembran auftre-
tenden Signale verantwortlich sind. LTEs sind Signale, die an der Zellmembran detek-
tiert werden koénnen und aus PKC-Ca-Komplexbildungen resultieren, welche in einem
Abstand kleiner als 1 pm von der Zellmembran stattfinden. Ausserdem fanden Reither
et al. zwei verschiedene Populationen dieser LTEs, kurz andauernde (0,5 s < Lebens-
zeit < 1,5 8) und lang andauernde LTEs (Lebenszeiten > 4 s). Es konnte gezeigt wer-
den, dass diese beiden Populationen aus unterschiedlichen PKC-Membran Bindungen
resultieren [22]. Eine plausible Erklarung der lang andauernden LTEs, die nicht mit den
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bekannten Lebenszeiten lokaler Calcium-Signale iibereinstimmen, konnte im Experiment
jedoch nicht gefunden werden, wo mit der theoretischen Untersuchung im Folgenden an-
gekniipft werden soll.

4.1.2 Zwei Populationen von lokalen Translokations-Ereignissen

Die experimentellen Ergebnisse von Reither et al. [22] hatten das Ziel herauszufinden, ob
und in welchem Mafe sich lokale PKC Membran-Translokations-Ereignisse - oder LTEs
genannt - als Sensor fiir komplexe intrazelluldre Calcium-Signale eignen. Hierzu haben
sie die in Abschnitt 2.2.2 vorgestellte Prozess-Kaskade (sieche Abbildung 2.3) durch die
Stimulation mit Adenosintriphosphat (ATP) in HEK'* und COS1'® Zellen aktiviert.
Mit Hilfe einer Fluoreszensmarkierung von PKC konnten die Membrantranslokationen
des PKC-Calcium Komplexes mittels 2D Echtzeit-Konfokalmikroskopie aufgenommen
werden. Die fiir die vorliegende Dissertation wichtigsten experimentellen Befunde [22]
sollen im Folgenden aufgelistet werden:

1. Stimulationen der Zelle mittels ATP fithren zu Ca2t- und PKCa-Oszillationen.
Verbunden mit diesen Oszillationen kommt es zu PKC-Translokationen zur Mem-

bran. Abgestufte ATP-Stimulationen ziehen in gleichem MaBe abgestufte Ca?*-
und PKCa-Signale nach sich.

2. Local Translocation Events sind fiir die detektierbaren Membranereignisse verant-
wortlich. LTEs sind Translokationen, die aus Komplexbildungen resultieren, die in
einem Abstand < 1 pm zur Membran stattfinden.

3. Es existieren zwei Populationen von LTEs mit verschiedenen Lebens-
zeiten 7: kurzlebige (0,5 s < 7 < 2 s) und langlebige (7 > 4 s). Die
lang andauernden LTEs sind durch kleine Amplituden und riumliche
Begrenzung charakterisiert.

4. Die C2-Bindungsdoméine des PKCa ist fiir die Ca?*-Bindung und somit fiir die
LTEs verantwortlich.

5. Es lassen sich zwei Membranablosezeiten messen, die sich zwei verschiedenen Mem-
bran-Wechselwirkungen zuordnen lassen:

i) lang andauernde Membran-Wechselwirkungen resultieren aus Bindung von
DAG an die C1-Domaéne;

ii) schnelle Ablosezeiten, also kurze Membran-Wechselwirkungen resultieren aus
Prozessen, bei denen die Cl-Doméne nicht beteiligt ist, sondern bei denen
eine reine Ca?t-C2-Doménen Bindung vorliegt.

“Human embryonic kidney=menschliche embryonale Niere
15Cercopithecus aethiops=Meerkatze
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Fasst man die experimentellen Ergebnisse zusammen, so konnten Reither et al. zei-
gen, dass PKC-Translokationen dazu geeignet sind, Ca?*-Signale hinreichend genau zu
detektieren, da abgestufte Ca?T-Konzentrationen zu abgestuften PKC-Translokationen
fithren. Des Weiteren fanden Reither et al. das unerwartete und fiir unsere theoretische
Untersuchungen interessante Ergebnis, dass zwei LTE-Populationen mit verschiedenen
Lebenszeiten existieren. Die LTEs mit kurzer Membranverweildauer resultieren aus einer
reinen Ca?*-C2 Bindung getriebenen Wechselwirkung von PKC und Membran, was auch
mit den bekannten Lebenszeiten von lokalen Ca?t-Signalen (1-2 Sekunden [3, 18, 21])
iibereinstimmt. Den lang andauernden LTEs konnte eine Wechselwirkung zwischen Mem-
bran und einem PKC-Ca-PS-DAG Komplex zugewiesen werden. Charakteristisch fiir die
beiden LTE-Populationen ist, dass sie sich sowohl in ihrer maximalen Fluoreszensam-
plitude (Signalamplitude) sowie in ihrer GroBe bzw. x-y Ausdehnung kaum unterschei-
den.

Um die extrem langen Membranverweildauern der LTEs von bis zu 12 Sekunden zu
erklidren, die mit keinen bekannten Ca?t-Signalen iibereinstimmen, kénnte man sich
einen ,temporal walk“ des Molekiils zwischen dynamischen Binde / Ablose-Zyklen mit
verschiedenen Bindungspartnern vorstellen. Eine vollstdndige Ablésung von der Mem-
bran wére nur moglich, falls sich PKC von beiden Bindungspartnern gleichzeitig ablost.
Allerdings wiirde diese Idee noch nicht die starke und fir die lang andauernden LTEs
charakteristische rdumliche Begrenzung erkliaren. Dazu miisste mindestens einer der Bin-
dungspartner eine stark eingeschrinkte laterale Diffusion innerhalb der Membran besit-
zen. Solch eine eingeschrinkte laterale Diffusion kénnte z.B durch sogenannte ,Lipid
Rafts* hervorgerufen werden. Als Lipid Rafts, deren Existenz in der Literatur umstrit-
ten ist, bezeichnet man Mikrodoménen innerhalb der Zellmembran, die sich durch eine
Anreicherung gewisser Membranproteine auszeichnen. Die Lipid Rafts schwimmen / be-
wegen sich wie kleine Inseln in der Zellmembran, und innerhalb der Lipid Rafts ist die
zweidimensionale Proteindiffusion stark eingeschrankt [125].

Neben der Moglichkeit des zyklischen Bindens und Ablésens des PKC-Membran-Kom-
plexes oder des Vorkommens von Lipid Rafts wére aber auch ein weiterer Mechanis-
mus als Ursache der lang andauernden LTEs denkbar. So kénnten zum Beispiel analog
zur T-Zell Polarisierung (siehe Kapitel 2.4.2) eine Anhdufung von Mitochondrien un-
terhalb der Plasmamembran eine mogliche Erkldrung fiir die lang andauernden LTEs
liefern. Es wére denkbar, dass die Mitochondrien das Calcium unterhalb der Plasma-
membran fiir mehrere Sekunden puffern und {iber diese Zeitspanne immer wieder etwas
Calcium ins Zytosol freisetzen, welches dann fir ,neue” Trankslokationsereignisse zur
Verfiigung steht. Zusétzlich dazu wiirden die Mitochondrien eine rdumliche Begrenzung
der Diffusion darstellen. Insgesamt ist jedoch immer noch sehr wenig iiber die PKC-
Membran-Wechselwirkung und die Diffusion von Molekiilen innerhalb der Membran be-
kannt und deshalb ist eine numerische Simulation der lokalen Trankslokationsereignisse
wiinschenswert. Mit Hilfe eines theoretischen Modells sollen diverse Szenarien und phy-
sikalische Prozesse iiberpriift werden, welche die Aufspaltung der LTEs in zwei Populatio-
nen, die kurzen und die lang andauernden LTEs, erkléren kénnen.
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Im weiteren Verlauf dieses Kapitels wird zunédchst das Reaktions-Diffusions-Modell in-
klusive der Reaktionsprozesse, Gleichungen sowie der Simulationsgeometrie vorgestellt.
Das stochastische 3D-Modell dient zur Untersuchung der zwei verschiedenen LTE-Po-
pulationen. Darauf folgt eine Présentation des Computeralgorithmus, der zur numeri-
schen Berechnung des Systemzustands verwendet wird und im Anschluss daran folgt die
Vorstellung der Ergebnisse der theoretischen / numerischen Studie. Abgeschlossen wird
dieses Kapitel durch eine Prasentation von FRET-Mikroskopie-Experimenten, die am
Lehrstuhl von Prof. Peter Lipp in Homburg durchgefiihrt wurden. Ziel dieser FRET-
Messungen war es, die durch die theoretischen Untersuchungen favorisierte Hypothe-
se einer kooperativen Wechselwirkung der via Cl-Doméne an DAG gebundenen PKC-
Komplexe zu bestétigen.

4.2 Das Simulationsmodell

Ein wesentliches Ergebnis der von Reither et al. [22] durchgefithrten Experimente (Ab-
schnitt 4.1.2) ist das Auffinden zweier verschiedener Populationen von sogenannten LTEs.
Die erste Population, die kurz andauernden LTEs, stehen in keinem Widerspruch zur
Theorie der Calciumsignalgebung (siehe Kapitel 2.2), da ihre Lebensdauer mit den be-
kannten zeitlichen Verldufen von lokalen Calcium-Signalen, den sogenannten ,Puffs“
iibereinstimmt [3, 18, 21]. Das Auftreten einer zweiten Population, der langandauern-
den LTEs, lasst sich jedoch nicht ohne weiteres erklaren bzw. verstehen. Das Ziel der
theoretischen Beschreibung ist es, ein Simulationsmodell zu entwickeln, auf dessen Ba-
sis die Existenz der beiden LTE Populationen untersucht und erkldrt werden kann.
Das Simulationsmodell soll die bekannten biochemischen Reaktions-Diffusions Prozes-
se der PKC-Aktivierung und PKC-Translokation beschreiben sowie in der Lage sein,
zusétzliche im Experiment nicht ohne weiteres zu iiberpriifende Eigenschaften der Zelle
bzw. der Plasmamembran zu realisieren. Mit Hilfe numerischer Simulationen sollen die
Auswirkungen verschiedener Szenarien bzw. physikalischer Mechanismen auf das zeitli-
che und rdaumliche Verhalten der LTEs untersucht werden.

4.2.1 Reaktions-Diffusions-System der PKC-Membrantranslokationen

Die Kaskade von biochemischen Prozessen, die zur Entstehung von lokalen PKC-Trans-
lokationsereignissen fiihrt, beginnt mit einem extrazelluliren Reiz bzw. dufleren Signal
(siehe Abschnitt 2.2.2). Dieses Signal aktiviert die in der Membran sitzende Phospholi-
pase C, welche dann die Hydrolyse von Phosphatidylinositol (PIPy) katalysiert. Hierbei
entstehen die beiden ,Second Messenger“ Inositoltriphosphat (IP3) und Diacylglycerol
(DAG). Das DAG verbleibt in der Membran, wohingegen IP3 ins Zytosol diffundiert
und dort die IP3-sensitiven Ca?*-Kanile des endoplasmatischen Retikulums 6ffnet (sie-
he Abbildung 4.1a). Dadurch kommt es zu einer Freisetzung des im endoplasmatischen
Retikulums gespeicherten Ca?* ins Zytosol, wodurch die zytosolische Ruhekonzentration
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Abbildung 4.1: PKC-Aktivierung und Modellgeometrie. a) Schematische Darstellung des
Aktivierungsprozesses, der zu PKC-Membrantranslokationen fithrt. b) Darstellung der
Modellgeometrie. Im Simulationsvolumen V = 800 pm? diffundieren ein Calcium-Puffer,
PKC, Calcium und der durch die Bindung zweier Calcium-Ionen aktivierte PKC-2Ca-
Komplex. Dieser Komplex kann an das in der Zellplasmamembran diffundierende PS
und DAG binden.

von ca. 100 nM auf eine Aktivierungskonzentration von ca. 500-1000 nM steigt. Aufgrund
der in den Experimenten gemessenen Ausdehnungen der LTEs von ca. 2 pm -2 pm [22]
simuliere ich eine Zellplasmamembran, die eine Fliache von 20 pm - 20 pm besitzt. Die
Zell- bzw. Zytosolhohe, also die z-Richtung, soll zunédchst 2 pm betragen, so dass sich ein
Simulationsvolumen V von 800 um? ergibt (siche Abbildung 4.1b). Der Wert z = 2 um
tragt dem experimentellen Ergebnis Rechnung, dass detektierbare LTEs aus Komplex-
bildungen resultieren, die in einem Abstand < 1 um von der Membran stattgefunden
haben. Das endoplasmatische Retikulum mit seinen IP3-Kanélen wird im Modell idea-
lisiert als eine punktférmige Calcium-Quelle angenommen, die jede Millisekunde fiir die
Dauer des Calcium-Signals eine gewisse Anzahl an Ca’t-Ionen in das System abgibt.
Die Calcium-Quelle wird in in der Mitte der x-y Ebene und variabler z-Koordinate
platziert. Die Modellierung der PKC-Translokationen startet mit der Freisetzung des
intrazelluldren Calciums. Das frei diffundierende Calcium kann via C2-Doméne an das
im Zytosol homogen verteilte und ebenfalls frei diffundierende PKC zu einem PKC-Ca-
Komplex binden. Die freien Ca?*-Ionen kénnen zudem im Zytosol von einem mobilen
Calcium-Puffer gepuffert werden. Das durch die Bindung zweier Ca?*-Ionen ,aktivier-
te PKC transloziert als PKC-2Ca-Komplex zur Plasmamembran, wo es durch die verrin-
gerte elektrostatische Abstoffung dann zunéchst via C2-Doméne an das in der Membran
diffundierende Phosphatidylserin (PS) binden kann. Ein durch die C2-Doméne an PS
gebundener PKC-2Ca-PS-Komplex dissoziiert nach einer mittleren Lebensdauer von ca.
10 Millisekunden [22] wieder von der Membran. Trifft der PKC-2Ca-PS-Komplex vor
der Membranablosung bei seiner zweidimensionalen, lateralen Diffusion in der Membran
auf Diacylglycerol kann PKC via Cl-Doméne an DAG binden [51]. Dieser PKC-2Ca-
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PS-DAG-Komplex, der eine stark erhohte mittlere Lebensdauer besitzt [22, 52, 53, 55],
fithrt eine Konformationséinderung durch, wodurch das PKC-Pseudosubstrat freigesetzt
und das Enzym aktiviert wird [56]. All diese Prozesse, die bei der Entstehung von loka-
len Translokationsereignissen beteiligt sind, kénnen zu folgendem Reaktions-Diffusions-
Schema zusammengefasst werden:

Reaktionen im Zytosol:

k
PKCa+Ca =  PKCa-1Ca (4.1)
ko

k
PKCa-1Ca+1Ca =  PKCa-2Ca (4.2)
ka2
ks
Ca + Puffer = Puffer-Ca (4.3)
k4

Diffusion im Zytosol: PKCa, Ca?t, PKCa-1Ca, PKCa-2Ca, Puffer.

Reaktionen an der Schnittstelle Membran-Zytosol bzw. in der Membran:

PKCa-2Ca + PS PKCa-2Ca-PS (4.4)

=
ke
k7
PKCa-2Ca-PS + DAG =
ks

PKCa-2Ca-PS-DAG (4.5)

Diffusion in der Membran: PKCa-2Ca, PKCa-2Ca-PS, PKCa-2Ca-PS-DAG, PS, DAG.

Insgesamt ergeben sich also folgende Differentialgleichungen, die das betrachtete Reaktions-
Diffusions-System vollsténdig beschreiben:

% = —k1-PKC«a-Ca + ky- PKCa-1Ca
+ Dpgca - VPPKCao (4.6)
% = koo - PKCa-2Ca — k11 - PKCa-1Ca - Ca
—ky- PKCa-1Ca + k1 - PKCa-1Ca - Ca
+ DpKCa-1Ca - V2 PKCa-1Ca (4.7)
% = —koo- PKCa-2Ca + ki1 - PKCa - Ca

— ks - PKCa-2Ca - PS
+ kg - PKCa-2Ca-PS
4+ Dprca—20a V2PKCa-2Ca (4.8)
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dCa?t
C;; — —k -PKCa-Ca + ke - PKCa-1Ca
— k11 - PKCa-1Ca - Ca + kg - PKCa-2Ca
— k3 - Puffer - Ca + k4 - Puffer-Ca
+ Dgg2r - V2Ca*t (4.9)
Puff
d :zlt & — ks Puffer-Ca+ ky - Puffer-Ca
+ Dpuyffer - V*Puffer (4.10)
d Puffer-
%Ca = kg - Puffer - Ca — k4 - Puffer-Ca

+Dpuffer—Ca - V2Puffer-Ca (4.11)
d PKCa-2Ca-PS

7 = ks - PKCa-2Ca-PS

— kg - PKCa-2Ca-PS

— k7 - PKCa-2Ca-PS - DAG

+ kg - PKCa-2Ca-PS-DAG

+D - V?PKCa-2Ca-PS (4.12)

dPKCa-2Ca-PS-DAG

= ky - PKCa-2Ca-PS-DAG

dt
—kg - PKCa-2Ca-PS-DAG
+ D -V?PKCa-2Ca-PS-DAG (4.13)
d%tw = —k;-PKCa-2Ca-PS- DAG
+ kg - PKCa-2Ca-PS-DAG
+ Dpac - V2 DAG (4.14)
% = —ks-PKCa-2Ca-PS

+ ke PKCa-2Ca-PS
+ Dpg - V*PS . (4.15)

Reaktions-Diffusions-Systeme, die durch Differentialgleichungen der Form 4.6-4.15 ge-
geben sind, konnen (siehe Kapitel 3.1.1) entweder deterministisch oder stochastisch be-
schrieben werden. Zur theoretischen Untersuchung der PKC-Membrantranslokationen
habe ich mich fir eine an das System angepasste Version der ,Next-Subvolume Me-
thod* [118] (NSM, siehe Kapitel 3.5) entschieden. Die Griinde hierfiir und der optimierte
Algorithmus werden im folgenden Abschnitt 4.2.2 vorgestellt.
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4.2.2 Monte-Carlo-Algorithmus und Modellannahmen

Zur theoretischen Untersuchung der PKC-Membrantranslokationen habe ich eine auf das
betrachtete System optimierte Version der ,Next Subvolume Method* [118] in der Pro-
grammiersprache C implementiert. Ich habe mich fiir eine stochastische Beschreibung
des Systems entschieden, da fiir die Analyse der lokalen Translokationsereignisse an der
Plasmamembran eine rdumliche und Teilchen basierte Auflésung wiinschenswert ist.
Mit Hilfe des im Folgenden vorgestellten Algorithmus ist sowohl eine Clusteranalyse als
auch eine Modellierung von Néachsten-Nachbar-Wechselwirkungen moglich. Hauptcha-
rakteristikum dieses auf der NSM aufbauenden Gillespie-Algorithmus ist die Untertei-
lung des Simulationsvolumens V in kleine Subvolumina mit Volumen v = I3, in denen die
Anordnung der Molekiile als homogen angenommen werden kann. Im betrachteten Sys-
tem der PKC-Translokationen wird die Modellgeometrie (sieche Abbildung 4.1b) in Sub-
volumina unterteilt, wobei die oberste Schicht (positive z-Richtung) die zweidimensiona-
le Zellplasmamembran und die restlichen Subvolumina-Schichten das Zytosol darstellen.
Die Zellmembran nimmt bei der Algorithmusentwicklung eine besondere Stellung ein,
da an der Schnittstelle Zytosol-Membran Reaktionen ablaufen kénnen, die dazu fiithren,
dass Teilchen, die bislang im Zytosol eine dreidimensionale Diffusion durchgefithrt ha-
ben, in die Zellmembran wechseln und dort in einem hoch aufgelosten zweidimensionalen
Gitter eine laterale Diffusion durchfiihren. Auflerdem wird in der Zellmembran eine po-
sitionsabhéngige Wechselwirkung der Teilchen modelliert, die ebenfalls eine Erweiterung
des NSM-Algorithmus notwendig macht, was im Folgenden noch erldutert wird. Bei der
stochastischen Beschreibung wird der Systemzustand zu jedem Zeitpunkt durch die An-
zahl der Molekiile in den jeweiligen Subvolumina definiert. Die Teilchenanzahl und somit
der Systemzustand konnen sich auf zwei Arten dndern. Entweder findet eine Reaktion
vom Typ GIl. 4.1-4.5 statt, was die Teilchenzahl in einem Subvolumen dndert, oder aber
es findet eine Diffusion statt, wodurch sich die Teilchenanzahl in zwei benachbarten
Subvolumina dndert. Als Beispiel sollen hier die moéglichen Zustandsénderungen eines
Subvolumens im Zytosol betrachtet werden'S:

k
PKCa +2Ca = PKCa-2Ca. (4.16)
k2
Dies bedeutet, dass ein Zustand {PKCa,Ca,PKCa-2Ca} iibergehen kann in:

{PKCa, Ca, PKCa-2Ca} ZPEC#CHCeDZR/Y - (prcy —1,Ca — 2, PKCa-2Ca + 1}

(4.17)
{PKCa + 1,Ca + 2, PKCa-Ca — 1}

{PKCa, Ca, PKCa-2Ca} #PKCa-2Cakz v,

16Djeses Beispiel beinhaltet zur besseren Ubersicht keinen Calcium-Puffer im Zytosol und betrachtet
k
eine direkte Reaktion PKCa + 2Ca C’l PKCa-2Ca anstatt der beiden Gleichungen 4.1 und 4.2.
ko
# steht fiir: Anzahl an.
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Die Ubergangsraten hingen jeweils nur vom aktuellen Systemzustand ab und nehmen
die Werte #PKC - #Ca - (#Ca —1)/2 - k1 /v bzw. #PKCa-Ca - k3 - v an. Sie sind pro-
portional zum Volumen der Subvolumina v und hédngen von den Reaktionsraten ki und
ko ab, welche die Einheit M~'s™! und Ms~! besitzen.

Die Diffusion eines Teilchens A € {PKCa,Ca,PKCa-Ca} von einem SV i in ein Subvo-
lumen j dndert den Systemzustand wie folgt:

#A;-d2
{...,Ai, ...,A]‘, } — {,Al -1, ...,Aj + 1, } . (4.18)

Die Rate fiir zufillige Spriinge (Random Walk) zwischen Nachbarvolumina ist d{} =
dﬁ» = D/I? und anderenfalls Null, wobei D die Diffusionskonstante der jeweiligen Spezi-
es und [ die Kantenldnge der Subvolumina sind.

Somit ergibt sich fiir das PKC-Translokations-System (unter Vernachlissigung eines
zytosolischen Calcium-Puffers) folgende ,Reaction Diffusion Master Equation® fiir die
zeitabhingige Wahrscheinlichkeitsverteilung

P =P({A1, B,Ci,D1,E1,F1,Gy, ..., Aiy .., B Fy Gy oo ANy BN, Cn, Dy En, Fn, G ) t)
fiir die Anzahl der PKCa=A, Ca=B, PKCa-2Ca=C, PKCa-2Ca-PS=D, PKCa-2Ca-PS-
DAG=E, DAG=F, PS=G Molekiile in den jeweiligen SV zu:

dP k1 _PKC,—2Ca,PKC-2Ca
- = = .PKC; - Ca, - (E; ’ ’ —-1)P
dt XZ: [ v 2 - (E; )

+v-ka- PKc_QCai(EZPKCQCa,—PKC-zCa 1P
k - - -

+= PKC-2Ca,; - PSi(EiPKC-QCa, PKC-2Ca-PS )P
v

+v - ke - PKC-2C&—PS¢(E;PKCQC‘%PKC—?CQ-PS _ 1)P

k _ _
+ o PKCa-2Ca-PS - DAGz (Ez PKC-Ca-PS,—DAG,PKC-Ca-PS-DAG _ 1)P
v

7

D20 (EETE — D)dgX;P, (4.19)

i j#i X

Diffusion

mit X € {PKC,Ca,PKC-2Ca,PKC-2Ca-PS,PKC-2Ca-PS-DAG} und dem Operator E,
der wie folgt definiert ist: E/ f(A, B) = f(A +1i,B + 7).

Die realen Reaktionsraten und Diffusionskonstanten miissen fiir den Algorithmus in
Ubergangsraten der Einheit [s~!] umgerechnet werden. Wie bereits bei der Diskussi-
on von Gleichung 4.17 angemerkt, geht in beiden Féllen die Subvolumen-Groéfie in die
Umrechnung ein; einmal in Form des Volumens v bei Reaktionen und einmal als Fléache
12 bei Diffusionsprozessen. Die Diffusion der verschiedenen Spezies wird als Random
Walk beschrieben, bei dem die Reaktanten zwischen benachbarten Subvolumina mit
Rate D/I? wechseln kénnen. Die einzelnen Subvolumina mit Volumen v = [? miissen so
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klein gewihlt werden, dass die Verteilung der Molekiile in ihnen als homogen / gleichver-
teilt angenommen werden kann. Dies wird durch die Bedingung (> << 6 Dyin - Tmin [118]
gewdhrleistet, wobei D,,;, die kleinste Diffusionskonstante und 7,,,;, die kiirzeste Le-
benszeit der moglichen Komplexe darstellt. Im betrachteten System der PKC-Mem-
brantranslokationen ergibt sich bei 7, = TPKkc—ce = 15 ms und Dy = Dpro—ca
=4,67-1077 % eine obere Schranke fiir die Kantenldnge | < 2 pm. Somit kénnte
bei Nutzung eines ,Sicherheits-Faktors“ von 10 die Kantenldnge zu | = 0,2 ym gewéhlt
werden, was einer Anzahl von 100 - 100 - 10 = 100.000 Subvolumina mit Zellenvolumen
von v = 0,008 pm? entspricht. Die Zellplasmamembran wird durch die oberste Schicht
Subvolumina repréisentiert und umfasst somit 1 - 100 - 100 = 10.000 Zellen. Innerhalb
der Membran ist aus verschiedenen Griinden eine hohere raumliche Auflésung als die
1 =0,2 pm = 200 nm wiinschenswert, weshalb eine Erweiterung der urspriinglichen NSM
Methode erforderlich ist, wie im Folgenden erldutert wird.

Modellierung der Plasmamembran

Eine Sonderstellung in dem Modell bzw. dem Monte-Carlo-Algorithmus erfdhrt die Plas-
mamembran (oberste Schicht an Subvolumina). Sie wird als ein zweidimensionales Gitter
mit variabler Anzahl an Stiitzstellen pro Subvolumen modelliert. Dadurch erreicht man
innerhalb der Membran eine hohere Ortsauflésung und kann den Spezies innerhalb dieses
2D-Gitters iiber ihre Koordinaten (x,y) eindeutig eine Position zuweisen. Die Ortsinfor-
mation der Teilchen kann z.B. dazu genutzt werden, Reaktionen, die in der Membran ab-
laufen, in Abhéngigkeit von besetzten Nachbargitterplitzen zu modellieren oder auch um
eine Clusteranalyse der membrangebundenen Spezies durchzufithren. Die Uberlagerung
der obersten Subvoluminaschicht durch ein 2D-Gitter macht die Erweiterung des in
Abschnitt 3.5 beschriebenen NSM-Algorithmus notwendig. Dafiir verantwortlich sind
verschiedene Mechanismen, die sowohl Diffusionsprozesse als auch Reaktionen betreffen
kénnen. Die folgende Auflistung soll die Besonderheiten der Modellierung eines zwei-
dimensionalen Gitters zusammenfassen, welches wiederum in Subvolumen / Subflachen
aufgeteilt ist und mit den darunter liegenden dreidimensionalen Subvolumina ,kommu-
nizieren“ muss:

e Das Binden eines Teilchens an die Plasmamembran fiihrt dazu, dass das Teilchen
in die Programmroutine ,,Plasmamembran® iibergeht. Dazu muss eine Zufallszahl
bestimmt werden mit deren Hilfe dann eine im Subgitter freie Position (x,y) aus-
gewiirfelt wird und das Teilchen (PKC-2Ca-PS-Komplex) dort positioniert wird.

e Teilchen in der Membran besitzen einen zuséitzlichen Freiheitsgrad, nédmlich die
Anzahl an besetzten Nachbargitterplitzen. Dabei muss zwischen PKC-Komplexen
auf Nachbargitterpldtzen unterschieden werden, die per C1-Doméne an DAG bzw.
die via C2-Doméne an PS gebunden sind.

e Esmuss eine Liste geben, die alle Positionen ((x,y)-Koordinaten) von PS-gebundenen
und DAG-gebundenen Komplexen in Abhéngigkeit der besetzten Nachsten-Nachbarn
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gespeichert hat.

e Andert sich der Zustand eines Gitterplatzes, egal ob durch Reaktion oder Diffusion,
so miissen alle Nachbargitterpldtze dieser sowie der neuen Position durchlaufen und
deren Eintrdge beziiglich der Néchsten-Nachbarn geupdatet werden.

e Diffusion: Eine Diffusion lduft nun nicht zwangsweise zwischen zwei benachbar-
ten Subvolumina, sondern héufig innerhalb des Subgitters eines Subvolumens bzw.
einer Subfliche ab. So muss bei der Aktualisierung der Prioritédtenliste bei Dif-
fusion nur ein Subvolumen geupdatet werden. Sonderfall ist dabei die Diffusion
iiber Subvolumina-Grenzen hinaus. In diesem Fall miissen wiederum die Nédchsten-
Nachbar-Informationen sowie die Reaktionsraten in zwei Subvolumina geupdatet
werden.

e Reaktionen: Liuft eine Reaktion an einem Gitterpunkt ab, der an der Schnittstelle
zwischen zwei Subvolumina liegt oder gibt es Reaktionen, die von der Anzahl an
besetzten Nachbarpldtzen abhéngen, so miissen nun auch bei einer Reaktion zwei
Subvolumina geupdatet werden. Zusétzlich kann bei Ablauf einer Reaktion nicht
einfach die Teilchenzahl innerhalb des entsprechenden Subvolumens verringert wer-
den, sondern es muss ein ,.bestimmtes* Teilchen auf dem Gitter verdndert werden.
Wurde vom Algorithmus eine Reaktion eines PS- oder DAG-gebundenen Komple-
xes mit K-Néchsten-Nachbarn ausgewiirfelt, so muss eine zusétzliche Zufallszahl
erzeugt werden, mit Hilfe derer bestimmt wird, welches Teilchen an welcher Posi-
tion mit der entsprechenden Anzahl an K-Néchsten-Nachbarn reagiert.

Da die Algorithmus-Abléufe bei Reaktions- und Diffusionsprozessen im Zytosol (naiver
NSM-Algorithmus) und in der Plasmamembran stark voneinander abweichen, werden
diese von zwei separaten Programm-Modulen verwaltet. Sehr wichtig ist die fehlerfreie
Funktion einer Schnittstelle zwischen den beiden Teilen, die gewéhrleistet, dass die Reak-
tionsraten in allen Subvolumina zu jedem Zeitpunkt korrekt sind und die Prioritétsliste
richtig sortiert vorliegt.

Trotz der oben genannten Algorithmuserweiterungen konnte ein grofler Teil des NSM-
Algorithmus (siehe Kapitel 3.5) verwendet werden, inklusive der benutzen Datenstruk-
turen wie z.B. die Index-Warteschlange fiir die Speicherung der Probezeiten. Da sich im
Iterationsteil des Algorithmus mit zweidimensionaler (x,y)-Auflésung der Zellmembran
im Vergleich zum naiven NSM-Algorithmus viele Schritte &ndern, gebe ich hier im fol-
genden den von mir entwickelten Algorithmus in Meta-Code an. Die zur NSM-Methode
unverinderte System-Initialisierung wird zur Vollstéindigkeit und besseren Ubersicht der
benutzen Parameterbezeichnungen ebenfalls angegeben.

73



4 Lokale Membran Translokations-Ereignisse /
Proteinkinase C o LTEs

NSM basierter Algorithmus inklusive zweidimensionaler (x,y)-Auflosung der Zellmembran

I. Initialisierung (analog zum NSM-Algorithmus [118])

1. Verteile die verschiedenen Spezies in die Subvolumina und speichere den Zustand
in einer Konfigurationsmatrix.

2. Berechne die Summe der Reaktionsraten 7y = 2?4:1 a;i und speichere sie in einer
Ratenmatrix. aj;, sind hierbei die Intensitéten der Reaktion j im Subvolumen k.

3. Berechne die Summe der Diffusionsraten s; = n; Zévzl de]Z:, wobei d; = Dj/l2 ist.
D ist die Diffusionskonstante der Spezies j und d; die Rate fiir Spriinge zwischen
benachbarten Subvolumina. Xf ist die Anzahl an Molekiilen der Spezies j (j =
1,..,N) im Subvolumen i und n; ist die Anzahl an Richtungen, in die die Molekiile

diffundieren konnen.

4. Fiir jedes Subvolumen:
a. Berechne die Summe r; + s;.
b. Erzeuge eine auf dem Einheitsintervall gleichverteilte Zufallszahl ran.

c. Berechne die fritheste Zeit eines Ereignisses gemafl der Vorschrift:
7; = —In(ran)/(r; + si).

5. Ordne die Subvolumina in einer Prioritdtenwarteschlange so an, dass das Subvo-
lumen mit kleinster Zeit 7; als oberstes steht und alle absteigenden Eintrage der
Liste nach kleineren Werten 7 geordnet sind.

II. Tteration (an das PKC-System angepasst)

6. Wihle als Subvolumen, in dem das néchste Ereignis stattfinden soll, das Volumen
A, dessen Zeit 7 als oberstes in der Warteschlange steht und setze ¢t = 7). Erzeuge
erneut eine Zufallszahl rany und fiihre eine Reaktion aus, falls rany < ry/(rx+sy)
ist, andernfalls eine Diffusion. Findet die Reaktion / Diffusion im Zytosol statt?
Ja — Gehe zum entsprechenden Punkt 7. bzw. 8. des NSM-Algorithmus in
Abschnitt 3.5. Ausnahme bildet eine Reaktion, bei der ein PKC-Komplex an
die Membran bindet. In diesem Fall muss eine zusétzliche Zufallszahl generiert
werden, mittels derer eine freie Position (x,y) im 2D-Membrangitter ausgewtirfelt
wird.

Nein — Reaktions / Diffusionsprozesse werden vom ,Membranmodul“ durch-
gefithrt; gehe zu Punkt 7.B oder 8.B.
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7.B. Reaktions-Ereignis:

a.

b.

Erzeuge eine Zufallszahl, um nach Gillespies direkter Methode zu bestimmen,
welche Reaktion ablauft.

Héngt die so bestimmte Reaktion von der Anzahl besetzter Nachbargitter-
pldtze ab, so muss erneut eine Zufallszahl erzeugt werden. Diese Zufallszahl
wird dazu verwendet, ein Teilchen zu bestimmen, das die entsprechende An-
zahl an besetzten Nachbarn besitzt.

Fiihre die Routine ,Update Nachbarn“ aus. Diese Routine durchlduft die
vier Néchsten-Nachbarn und speichert die Anzahl der via PS- und DAG-
gebundenen Komplexe dieser Position in einer Variablen ab.

Erneuere den Zustand des Subvolumens A, so dass die Ausfithrung der aus-
gewéhlten Reaktion widergespiegelt wird. Falls die Reaktion an einem Gitter-
punkt stattfindet, der an ein Nachbarvolumen angrenzt, so fithre die Routine
»,Update Nachbarn“ auch in dem Nachbarvolumen ~ aus.

Berechne erneut die Summe ry + sy und evtl. 7, + s, (da die Re-
aktionsraten von den besetzten Nachbargitterpldtzen abhingen). Erzeuge
neue Zufallszahl(en), um die nun geltenden Zeiten der néchsten Ereignisse
T\ = —In(ran)/(ry + sy) +t und evtl. 7, = —In(rang)/(ry + s) + t zu be-
rechnen.

Fiige das abgednderte 7y und das evtl. abgednderte 7, in die Warteschlange
ein und sortiere diese neu.

8.B. Diffusions-Ereignis:

a.

Erzeuge eine Zufallszahl, um zu bestimmen, welcher Spezies das diffundieren-
de Molekiil angehort.

. Erzeuge eine ganzzahlige Zufallszahl € [1, 2, 3,4]. Lasse ein Molekiil der zuvor

bestimmten Spezies in die durch die Zufallszahl festgelegte Richtung auf den
entsprechenden Gitterplatz diffundieren.

c. Fiihre die Routine ,,Update Nachbarn* aus.

Erneuere den Zustand des Subvolumens A, so dass die Ausfithrung der Diffu-
sion widergespiegelt wird. Ein Nachbarvolumen ~ muss nur dann geupdatet
werden, falls bei der Diffusion eine Subvolumen-Grenze tiberschritten wurde.

Berechne erneut die Summe ry + sy und evtl. r, + s,. Berechne wie in 7.B.e
die neue(n) Zeit(en) 7.

Fiige die abgednderten 7, und evtl. 7, in die Warteschlange ein und sortiere
diese neu.

9. Gehe zu 6. zuriick bis eine Zeit t > tepqe erreicht ist.

75



4 Lokale Membran Translokations-Ereignisse /
Proteinkinase C o LTEs

Modell-Annahmen

In Kooperation mit Mike Bonny vom Lehrstuhl Prof. Karsten Kruse wurde im Rahmen
des Projektes A5 des Sonderforschungsbereichs 1027 die Idee einer Wechselwirkung zwi-
schen DAG-gebundenen PKC-Membrankomplexen sowie die Vorstellung und Umsetzung
eines Lawineneffekts entwickelt.

Wechselwirkung der DAG-gebundenen PKCa-Komplexe

Als mogliche Erklarung der zwei Populationen von PKC-Membrantranslokationen soll
der Mechanismus einer kooperativen Bindung zwischen via Cl-Doméne gebundenen
PKC-2Ca-Komplexen iiberpriift werden. Kooperative Bindung bedeutet, dass es eine
stabilisierende Wechselwirkung zwischen den DAG-gebundenen PKC gibt, die sich in
einem Abstand < 15 nm zueinander befinden. Diese bewirkt, dass die Membranverweil-
dauer der DAG-gebundenen PKC verldngert und somit die Abléserate verringert wird
(siehe Abbildung 4.2). Algorithmisch ist die Wechselwirkung zwischen den membrange-
bundenen PKCa-Molekiilen dadurch realisiert, dass sich die Abloseraten verringern, falls
einer der vier ndchsten Nachbarn im Membrangitter ebenfalls mit einem membrange-
bundenen PKCa-Molekiil besetzt ist. Die angenommene Abhéngigkeit der Abloseraten
ist in Tabelle 4.1 aufgelistet.

Spezies | Anzahl Nachbarn | Abloserate [1/s] | mittlere Verweildauer [s]
PS 0 100 0,01
PS 1 100 0,01
PS 2 100 0,01
PS 3 100 0,01
PS 4 100 0,01

DAG 0 8 0,125
DAG 1 4 0,25
DAG 2 0,8 1,25
DAG 3 0,1 10
DAG 4 0 inf

Tabelle 4.1: Mittlere Lebensdauer und Abloseraten bei Annahme einer kooperativer Bin-
dung / Wechselwirkung zwischen den via C1-Doméne an DAG-gebundenen PKC-2Ca-
Komplexen.

,,Lawineneffekt“

Ein Merkmal der langandauernden LTEs ist eine Plateauphase mit relativ konstan-
ter Floureszensintensitit, bevor es dann spontan zu einem lawinenartigen Ablésen der
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PKCa-Molekiile von der Membran kommt [22]. Auch die Population der kurz andauern-
den LTEs, der zwar die Plateauphase fehlt, zeigt einen relativ plétzlichen Einbruch der
Floureszensintensitat bzw. ein abruptes Ende des Translokationssignals. Ein Mechanis-
mus, der diesen Umstand erkldren kann, ist der von mir als ,Lawineneffekt* bezeichnete
Prozess. Es ist bekannt, dass die vollstdndige Bindung von PKC an die Membran (via C1-
und C2-Doméne) eine Konformationsdnderung bewirkt, wodurch das Pseudosubstrat
freigelegt und die Enzymfunktion eingeleitet wird (siehe Abbildung 2.3). Beim ,Lawi-
neneffekt” nehme ich nun an, dass eine zuféllige Dissoziation eines der beiden Calcium-
Ionen von der C2-Doméne die Membranablésung inklusive einer Umkehr der Konfor-
mationsdnderung einleitet. Diese Konformationsdnderung innerhalb eines bestehenden
PKC-Clusters fiithrt dazu, dass ein mechanischer Stress / Druck auf die benachbarten
Cluster-Proteine ausgeiibt wird, welche ihrerseits in einen von mir als , Instabil* bezeich-
neten Zustand tibergehen (siehe Abbildung 4.3). Dieser ,instabile* Zustand zeichnet
sich dadurch aus, dass die an die C2-Doméne gebundenen Calcium-Ionen dissoziieren
und das PKC-Protein dadurch nur noch iiber eine schwache Membranbindung verfiigt,
was sich in einer erhohten Abloserate (vgl. Tabelle 4.3) widerspiegelt. Bei Annahme des
,Lawineneffekts“ wird das in den Gleichungen 4.1-4.5 dargestellte PKC-Translokations-

e
Wechselwirkung
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Abbildung 4.2: Schematische Darstellung der Wechselwirkung zwischen den DAG-
gebundenen PKC-Molekiilen. Die Pfeilgrofie ist ein Indikator fiir die Grofle der Mem-
branabloserate. Ein Vergleich der oberen und unteren Abbildung verdeutlicht, wie sich
die Abléserate und somit umgekehrt proportional die Membranverweildauer einzelner
PKC-Komplexe in Abhéngigkeit der Clusterstruktur &ndert.
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Reaktionsschema wie folgt gedndert und ergénzt:

k
PKCa-2Ca+PS =  PKCa-2Ca-PS (4.20)
ke
k
PKCa-2Ca-PS + DAG =  PKCa-2Ca-PS-DAG (4.21)
ks
PKCa-2Ca-PS-DAG %3 “Instabil” + Ca (4.22)
"Instabil” ¢ PKCa + 2Ca + PS + DAG (4.23)
NN von "Instabil” %% "Instabil” (4.24)

mit "Instabil” = PKCa-1Ca-PS-DAG und kg(NN N) abhéngig von den Néchsten-Nachbar-
Gitterplédtzen NN. Die zuféllige Dissoziation eines Calcium-Ions vom PKC-Komplex ge-
schieht mit Rate kg, was zu einer Konfigurationsdnderung und schlielich zu einem insta-
bilen Komplex fiihrt. Diese neue Spezies ,Instabil“ verfiigt nur iiber eine sehr schwache
Membranbindung und 16st sich mit einer gegeniiber dem Komplex PKC-2Ca-PS-DAG
erhohten Rate kg von der Membran ab. Eine Entstehung der Spezies ,Instabil® zieht eine
instantane Umwandlung der benachbarten DAG-gebundenen Komplexe im PKC-Cluster
in die instabile Konfiguration nach sich, wie das oo-Zeichen iiber dem Reaktionspfeil in
Gleichung 4.24 andeuten soll.
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Abbildung 4.3: Schematische Darstellung eines lawinenartigen Ablésens der membran-
gebundenen PKC Cluster von der Membran. Der hellblaue PKC-Komplex zeichnet sich
dadurch aus, dass seine beiden Ca?* Ionen dissoziiert sind, und das PKC sich deshalb
unter Konformationsénderung wieder von der Membran ablést. Es ist vorstellbar, dass
dadurch ein mechanischer Stress auf die Nédchsten-Nachbar-PKC ausgeiibt wird und die-
se als Konsequenz selbst instabil werden (hellblaue PKC in der unteren Abbildung).
Dieser Prozess zieht sich durch das gesamte PKC Cluster.
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4.2.3 ,Base-Case" - oder Standard-Konfiguration

Als Simulationsvolumen wird die in Abbildung 4.1 zu sehende Geometrie gewéhlt. Das
Gesamtvolumen von 2 pm -20 pm -20 pm = 800 um? wird in Subvolumina der Gréfe
(0,2 um)® = 0,008 pm?, also insgesamt 10 - 100 - 100 = 100.000 Subvolumina unter-
teilt. Dabei werden zwei Raumbereiche unterschieden, das Zytosol und die Zellmem-
bran. Die Membran wird von der in positiver z-Richtung obersten Schicht der Subvo-
lumina gebildet und nimmt eine besondere Form der Modellierung ein (siehe oben im
Text). Den Membransubvolumina wird ein zweidimensionales Gitter eingebettet, wel-
ches pro Subvolumen 12-12 = 144 Gitterpldtze umfasst. Dies entspricht einer Gitter-
konstante von 16,6 nm, die so grofl gewdhlt wurde, dass als Scheiben angenommene
PKC-Molekiile mit einem Stokeschen Radius von ca. 50 A [40] das Gitter ausfiillen und
gleichzeitig eine Wechselwirkung aufeinander ausiiben kénnen. Die physikalischen Sys-
temrdnder fiir Diffusionsprozesse konnen entweder durch reflektierende, absorbierende
oder periodische Randbedingungen modelliert werden. Standardmaéssig werden periodi-
sche Randbedingungen fiir alle Raumrichtungen gewéhlt. Eine Ausnahme bildet hier die
positive z-Richtung, in der ich reflektierende Randbedingungen annehme, da dort die

Volumen [pm?] Anzahl Subvolumina

Subvolumen 0,2-0,2-0,2 um? = 0,008 um? 1

Plasmamembran | 80 10.000

Zytosol 720 90.000

Gesamtvolumen | 800 100.000

Spezies Konzentration [Mol] Konzentration [Teilchen/SV]
PKCa 0,55-107° 2,7

Puffer 4,8-1076 24

PS (Membran) 4-107° 20

DAG (Membran) | 4-10~° 20

Spezies Diffusionsgeschwindigkeit 3D (Zytosol) C’ZQ 2D (Membran) C’ZQ
Calcium 2,0-1075[126] 1-1078

PKCa 4,8 -1077[127] 5-1077
PKCa-1Ca 4,66 - 10-7[127] 5-1077
PKCa-2Ca 4,66 - 10-7[127] 5-1077

Puffer 2,0-1077[128] 0

PS 0 1-107°

DAG 0 1-1079 [129]

Tabelle 4.2: Parameter des ,,Base-Case*, Teil I. Spezies-Konzentrationen und Diffusions-
raten, die als Standardwerte zur Simulation der PKC-Membrantranslokationen benutzt

werden.
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Plasmamembran eine ,echte* Systemberandung darstellt. Dadurch wird gewéhrleistet,
dass keine Teilchen das System nach auflen verlassen. Die verwendeten Reaktionsraten
und Diffusionskonstanten wurden, sofern sie bekannt sind, aus der Literatur entnom-
men (siehe Tabelle 4.2 und 4.3), und es wird angenommen, dass die zweidimensionale
Diffusion in der Membran ca. um einen Faktor 10 kleiner ist, als die freie Diffusion im
Zytosol. Bei der Systeminitialisierung werden die unterschiedlichen Spezies auf die ver-
schiedenen Subvolumina und Raumbereiche aufgeteilt. Die Subvolumina der Membran
werden mit jeweils einer homogenen Verteilung von sowohl PS- als auch DAG-Molekiile
initialisiert. Die iibrigen Spezies, Ca?*, PKCa und der Calcium-Puffer werden homogen
auf die Subvolumina des Zytosols verteilt. Zum Zeitpunkt ¢ = 0 beginnt die Simulation
mit dem lokalen Calcium Signal, das typischerweise eine Dauer von 0,5 s besitzt. Fir
diese Zeitspanne entstehen in dem Subvolumen, das mit der Calcium-Quelle initialisiert
wurde, pro Millisekunde eine gewisse Anzahl an Ca?*-Ionen. Mittels des von mir entwi-
ckelten Monte-Carlo-Algorithmus wird das System bis zu dem Zeitpunkt te,q in der Zeit
entwickelt. Fiir die Simulation des PKCa-Translokations Reaktions-Diffusions-Systems
werden die in Tabelle 4.2 und 4.3 zu sehenden Standard- oder Base-Case-Parameter
benutzt.

Reaktionsrate ‘ Wert ‘ Reaktionsrate ‘ Wert
PKCa+1Ca ]fil PKCa-2Ca

ko
k1 4-10% 7-[53] ko 100 1[22]
k11 4-10% 5 [53] ] koo 100 1[22]

Ca+Puffer :’3 Puffer-Ca

kg

ks | 6-10° 5, siche z.g3. [12] | Ky [ 0,0
PKCa-2Ca+PS é PKCa-2Ca-PS

ke
ks | 6-10° 32 [53] | ke | 140 1 [22]

k

PKCa-2Ca-PS+DAG ﬁ7 PKCa-2Ca-PS-DAG

kg
PKCa-2Ca-PS-DAG kj "Instabil”’+Ca, "Instabil” ki? PKCa+2Ca+PS+DAG
k7 2,4-10% -[130, 131] k10 10,0 2
ks(0) 4 1122, 52, 53, 55] ko(0) 0,001 1
kg(1) 051 ko (1) 0,001 ¢
kg(2) 0,051 ko(2) 0,001 |

1 1

ks(3) 0,005 < ko(3) 0,001 ¢
kg(4) 0,0 1 ko(4) 0,001 ¢

Tabelle 4.3: Parameter des ,Base-Case”, Teil II. Reaktionsraten, die als Standardwerte
zur Simulation der PKC-Membrantranslokationen benutzt werden.
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4.3 Ergebnisse

4.3.1 Simulations-Ergebnisse

PKC-Translokationen des ,naiven “ Reaktions-Diffusions Systems

Die numerische Simulation des PKC-Translokations Reaktions-Diffusions Systems wur-
de mit Hilfe des von mir entwickelten Gillespie-Monte-Carlo-Algorithmus (siehe Ab-
schnitt 4.2.2) durchgefiihrt. Zunéchst stelle ich hier die Ergebnisse einer Modellierung
des ,naiven“ PKC-Translokations-Systems vor. Mit naiv bezeichne ich hier das durch
die Gleichungen 4.1-4.5 beschriebene Reaktions-Diffusions System, welches das in Ab-
schnitt 2.2.2 dargestellte PKC-Aktivierungsschema ohne zusétzliche Modellannahmen
reprasentieren soll.

Trotz zahlreicher Simulationen des Systems mit unterschiedlichsten Parameterwerten
kénnen mit Hilfe des Modells nur die kurz andauernden lokalen Trankslokationsereignis-
se (LTEs), also nur eine der beiden von Reither et. al [22] gefundenen LTE-Populationen,
beobachtet werden. Wie in Abbildung 4.4 a) zu sehen, spiegeln die Membransignale der
Translokationsereignisse jeweils nur die im Zytosol zugrunde liegenden Calcium-Signale
wider. Man erkennt wie fiir die von mir vorgegebene Zeitspanne des Calcium-Signals
von 0,5 Sekunden die zytosolische Calciumkonzentration ansteigt und nach Beendigung
des Signals durch die mobilen Calcium-Puffer wieder aus dem System entfernt wird. Im
Inset dieser Abbildung sind die korrespondierenden zeitlichen Verldufe der Membransi-
gnale dargestellt. Die durch Bindung zweier Calcium-Ionen aktivierten PKC-Komplexe
translozieren an die Membran und binden dort via C1- und C2-Doméne an DAG bzw.
PS. Die Membransignale erreichen kurz nach Ende des Calcium-Signals ihren Maximal-
wert und klingen dann recht schnell nach Ende des lokalen Calcium-Events wieder ab.
Selbst fiir sehr starke Calcium-Signale von 600 Ca?"/ms dauern die LTEs nicht linger
als zwei Sekunden, wobei ich in Anlehnung an die experimentellen Ergebnisse von Reit-
her et. al [22] immer die Zeit, nach der das Signal auf die Hélfte der Maximalstérke
abgefallen ist als Signaldauer bezeichne. In den Teilen b)-d) der Abbildung ist die ex-
plizite Zeitentwicklung der in Teil a) gezeigten LTE-Signale an der Plasmamembran
fiir die verschieden starke Calcium-Signale zu sehen. Aufgetragen ist dort die radiale
Dichte der Summe aus via C1- und C2-Doméne membrangebundenen PKC-Proteine als
Funktion der Zeit t und des Abstandes r von der Membranposition mit der kiirzesten
Distanz zur Calcium-Quelle. Man kann erkennen, dass sich das qualitative Aussehen
der LTEs fur die verschiedenen Calcium-Signalstiarken nicht dndert. Das in Teil d) die-
ser Abbildung gezeigte Membransignal ist als Beispiel fiir einen typischen Vertreter der
beobachteten LTEs fiir vier verschiedene Zeitpunkte nochmals explizit in Abbildung
4.5 dargestellt. Schon sehr frith nach Beginn der Calcium-Freisetzung kann zum Zeit-
punkt t = 0,1 s ein LTE-Signal an der Plasmamembran beobachtet werden, welches
dann weiter ansteigt und kurz nach Ende des Calcium-Signals (0,5 s <t < 0,8 s) sei-
ne maximale Signalstédrke erreicht. Danach nimmt das Membransignal langsam wieder
ab, und nach ca. zwei Sekunden ist die Signalstirke auf die Hélfte der Maximalstarke
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Abbildung 4.4: PKC-Membrantranslokationen ohne Annahme einer kooperativen Mem-
branbindung. a) Zeitliche Entwicklung des freien zytosolischen Calciums fiir verschiedene
Calcium-Signalstédrken. Innere Abbildung: korrespondierende Verldufe des membrange-
bundenen PKC. b)-d) Radiale Dichte ppgc(r,t) der via PS-DAG membrangebunde-
nen PKCa-Proteine als Funktion der Zeit und des radialen Abstandes r von der Mem-
branposition mit dem kiirzesten Abstand zur Ca?t-Quelle. Fiir verschiedene Calcium-
Signalstarken: b) 200 Qa”t c) 400 CSL_? d) 600 Ca®t

ms ms

abgefallen. Nach ca. 2,5 Sekunden sind nur noch vereinzelte PKC-Proteine an der Plas-
mamembran zu detektieren, und die Signalstirke ist so klein, dass sie im Experiment
wohl nicht nachgewiesen wiirde (vgl. mit der in Abbildung 4.4 d) dargestellten Teilchen-
dichte). Somit sind die LTEs auch fiir starke Calcium-Signale von z.B 600 Ca?*/ms nach
spatestens zwei bis drei Sekunden beendet. Unabhéngig von der Signalstirke, aber auch
anderen System / Parameterdanderungen kann nur die Population der ,normalen“ oder
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Abbildung 4.5: Zeitlicher Verlauf der LTE-Signale in der Plasmamembran zu verschiede-
nen Zeitpunkten fiir ein starkes zytosolisches Calcium-Signal von 600 C#j: (vgl. Abbil-
dung 4.4). a) Die aktivierten PKC binden an die Membran, ¢ = 0,1 s. b) Die maximale
Signalstérke ist nach t = 0,5 s fast erreicht. ¢) Da das Calcium-Signal im Zytosol been-
det ist, nimmt die Signalstarke ab, t = 1 s. d) Das PKC-Signal an der Membran ist nach

ca. t = 2,5 s beendet.

kurz andauernden LTEs mit Hilfe des ,naiven“ Modells gemessen werden. Es wurden
Modellsimulationen mit i) erhéhten und erniedrigten Membranbinde- und Abléseraten,
ii) verschiedenen Positionen der Calcium-Quelle (Variation des z-Abstandes zur Mem-
bran, bis hin zu Absténden < 200 nm), iii) verdnderten Pufferkonzentrationen sowie iv)
erhohten / erniedrigten Diffusionskonstanten und v) erhéhten / erniedrigten Konzentra-
tionen von PKC, PS und DAG durchgefiihrt (Daten nicht gezeigt). Alle Simulationen,
die diese Verdnderungen beriicksichtigen, zeigen qualitativ die gleichen Ergebnisse der
LTE-Trankslokationsereignisse wie die in Abbildung 4.5 gezeigten Signalverldufe der
Standard- oder Base-Case-Systemkonfiguration.

83



4 Lokale Membran Translokations-Ereignisse /
Proteinkinase C o LTEs

PKC-Translokationen unter Annahme einer kooperativen PKC-Membranbindung

Im Folgenden werden die Ergebnisse diskutiert, die mein Modell unter Annahme ei-
ner kooperativen Wechselwirkung der membrangebundenen PKC-Proteine sowie eines
lawinenartigen Ablésens der via Cl- und C2-Doméne gebundenen PKC-Komplexe vor-
aussagt. Wie in Abbildung 4.6 a) zu sehen ist, konnen diese beiden in Kapitel 4.2.2
vorgestellten Modellerweiterungen die beiden unterschiedlichen von Reither et. al [22]
beobachteten LTE-Populationen reproduzieren und - wie im folgenden erldutert wird -
auch erklaren.

Im Gegensatz zum ,naiven“ System bilden sich durch die Wechselwirkung der via C1- und
C2-Doméne gebundenen PKC-Proteine sehr grofie Cluster aus (siehe Abbildung 4.7). Die
maximale Gréfle der PKC-Cluster ohne eine Wechselwirkung der PKC-Komplexe liegt
im Bereich von ca. 100 Proteinen, wohingegen im Falle einer Wechselwirkung die Gréfie
der Cluster im Bereich von ca. 1000-8000 Proteinen liegt. Die Gréfle der Cluster ist da-
bei von der Stirke des zytosolischen Ca?t-Signals abhiingig und steigt linear mit ihr an.
Die Umwandlung eines der PKC-Komplexe innerhalb eines Clusters wird durch Konfor-
mationsdnderung verursacht und ist ein stochastischer Prozess (siche Gleichung 4.22).
Die Wahrscheinlichkeit fir das Umwandeln eines beliebigen PKC-Komplexes innerhalb
eines Clusters ist proportional zur Clustergréfle und somit auch die Wahrscheinlichkeit
fiir das anschlieBende lawinenartige Ablosen des Clusters von der Membran (siehe Glei-
chung 4.23-4.24).

Als Folge davon werden nun Membransignale / LTEs beobachtet wie sie als Beispiele in
Abbildung 4.6 a) zu sehen sind. Je stiarker das Calcium-Signal ist, desto mehr via C1-
und C2-Doméne an PS und DAG gebundene PKC-Komplexe entstehen an der Mem-
bran, und desto gréere Cluster bilden sich. Durch die kooperative Wechselwirkung der
PKC-Proteine bildet sich eine Plateauphase im Membransignal aus, wie sie auch in den
Experimenten von Reither et al. [22] sowohl fiir die Population der kurz als auch der
lang andauernden LTEs gemessen wird. Diese Plateauphase endet mit dem abrupten
Einbruch des Signals, der durch die in Gleichung 4.22-4.24 beschriebenen Prozesse aus
einem lawinenartigen Ablosen der Proteine von der Membran resultiert. Aufgrund der
stochastischen Natur der Prozesse kann es vorkommen, dass sich ein Cluster nach zwei
Sekunden oder aber erst nach sechs Sekunden von der Membran ablést, wie dies im Bei-
spiel der LTE-Verlaufe in Abbildung 4.6 a) zu sehen ist. Unter diesen Modellannahmen
konnen die LTEs / Membransignale die Dauer der zytosolischen Calcium-Signale um
mehr als das Zehnfache iibersteigen. In den Teilen b)-d) der Abbildung ist die explizite
Zeitentwicklung der in Teil a) gezeigten LTE-Signale an der Plasmamembran fir ver-
schieden starke Calcium-Signale zu sehen. Aufgetragen ist dort die radiale Dichte der
Summe aus via Cl- und C2-Doméne membrangebundenen PKC-Proteinen als Funktion
der Zeit t und des Abstandes r von der Membranposition mit der kiirzesten Distanz zur
Calcium-Quelle.

Man kann erkennen, dass sich das Aussehen der LTEs nun im Gegensatz zu den Er-
gebnissen ohne Annahme einer Wechselwirkung dndert, und dass sich die drei in b)-d)
gezeigten Signalverlaufe stark voneinander unterscheiden. Die beiden in ¢) und d) dar-
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Abbildung 4.6: PKC-Membrantranslokationen unter Annahme einer kooperativen Mem-
branbindung. a) Zeitliche Entwicklung des freien zytosolischen Calciums fiir verschiedene
Calcium-Signalstédrken. Innere Abbildung: korrespondierende Verldufe des membrange-
bundenen PKC. b)-d) Radiale Dichte ppgc(r,t) der via PS-DAG membrangebunde-
nen PKCa-Proteine als Funktion der Zeit und des radialen Abstandes r von der Mem-
branposition mit dem kiirzesten Abstand zur Ca?t-Quelle. Fiir verschiedene Calcium-
Signalstarken: b) 200 0%2: c) 400 CSL_? d) 600 Ca?.

m

gestellten Signale enden abrupt, das in b) gezeigte Membransignal ,klingt langsam ab® .
Die in b) und d) gezeigten Membransignale enden nach ca. zwei Sekunden und werden
deshalb zur Population der kurz andauernden LTEs gezihlt, wohingegen das in ¢) ge-
zeigte Membransignal erst nach ca. sechs Sekunden endet und deshalb zu der Population
der lang andauernden LTEs gehort. Man kann also schlussfolgern, dass starke Calcium-
Signale und daraus resultierende groffe PKC-Membrancluster in Verbindung mit dem
von uns als ,Lawineneffekt bezeichneten Mechanismus sowohl kurze als auch lang an-
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dauernde LTE-Ereignisse verursachen.

Beispiele fiir jeweils eine der beiden resultierenden LTE-Populationen sind in Abbildung
4.8 und 4.10 zu sehen. Den zwei unterschiedlichen LTE-Signalverlaufen liegen jedoch die
gleichen Systemparameter und die gleiche initiale Systemkonfiguration zugrunde. Die
Stirke des Calcium-Signals betrigt in beiden Fillen 600 Ca?* /ms. Die zwei Simulatio-
nen unterscheiden sich lediglich in der Wahl des sogenannten Anfangs-Seeds, also der
Auswahl an Zufallszahlen innerhalb des Computeralgorithmus. Beide LTE-Populationen
bilden zunéchst ein grofles und stabiles PKC-Cluster aus, das auch noch lange nach En-
de des elementaren Calcium-Signals (t=0,5 s) vorhanden ist. Im ersten Fall (Abbildung
4.8) kommt es aufgrund der stochastischen / zufélligen Natur der Membranablosung
von DAG-gebundenen PKC-Proteinen und der damit einhergehenden iibergreifenden
Ablosung néchster Nachbarn im PKC-Membrancluster bereits nach ca. 2,5 Sekunden
zum Ende des Membransignals. Im Gegensatz dazu dauert das in Abbildung 4.10 dar-
gestellte Membransignal ungefihr elf Sekunden; dies ist ein gutes Beispiel fiir ein lang
andauerndes LTE-Ereignis. Auffillig ist, dass die rdumliche Ausdehnung beider Mem-
bransignale im Laufe der Zeit nicht weiter zunimmt, sondern relativ konstant bleibt bzw.
sogar ein wenig abnimmt. Dieses Ergebnis sowie die in Abbildung 4.9 gezeigte Verteilung
der Signaldauer als Funktion der Signalstidrke stimmen sehr gut mit den experimentellen
Resultaten [22] iiberein.

Wie in Abbildung 4.9 zu sehen, sagt das Modell voraus, dass eine kooperative Wech-
selwirkung der PKC-Proteine innerhalb der Membran existieren muss, um die beiden
LTE-Populationen erkliren zu kénnen. Nur in diesen Fiéllen stimmt die per Simula-
tion bestimmte Verteilung der LTE-Signaldauern mit der im Experiment gefundenen
Verteilung tiberein (siche Abbildung 4.9). Man erkennt hier, dass fiir kleine, aus schwa-
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Abbildung 4.7: Entwicklung der maximalen PKC-Clustergréfe als Funktion der zugrun-
de liegenden Ca?*-Quellstirke. a) Simulationen ohne Annahme einer Wechselwirkung
zwischen membrangebundenen Proteinen. b) Clustergrofien unter Annahmen einer ko-
operativen Wechselwirkung der PS-DAG gebundenen PKC-Proteine.
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chen zytosolischen Calcium-Signalen resultierenden Membransignalstdrken nur kurz an-
dauernde LTEs gemessen werden konnen. Fir starke Membransignalstirken konnen
jedoch sowohl kurz andauernde als auch lang andauernde LTEs beobachtet werden.
Auch unter Annahme der kooperativen Wechselwirkung sind die Resultate gegeniiber
Parameter- und Systemkonfigurationsdnderungen sehr stabil. Es wurden Modellsimula-
tionen mit i) erhohten und erniedrigten Membranbinde- und Abloseraten, ii) verschiede-
nen Positionen der Calcium-Quelle (Variation des z-Abstandes zur Membran, bis hin zu
Absténden < 200 nm), iii) verdnderten Pufferkonzentrationen sowie iv) erhéhten / er-
niedrigten Diffusionskonstanten und v) erhéhten / erniedrigten Konzentrationen von
PKC, PS und DAG durchgefithrt (Daten nicht gezeigt). Alle Simulationen, die die-

2
2 Ppkc [1/um?]

Ppkc [1/um?] _ —
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Abbildung 4.8: Zeitlicher Verlauf eines kurz andauernden LTE-Signals. Ein zur Popula-
tion der kurz andauernden LTEs gehoriges Membransignal fiir verschiedene Zeiten. Bis
zum Zeitpunkt ¢ = 0.5 s ist ein starkes zytosolisches Calcium-Signal von 600 Cs:L vor-
handen (vgl. Abbildung 4.6). a) Die aktivierten PKC binden an die Membran, ¢t = 0,1 s.
b) Die maximale Signalstirke ist nach t = 0,5 s fast erreicht. ¢) Das Calcium-Signal im
Zytosol ist beendet, der PKC-Cluster ist jedoch aufgrund der kooperativen Bindung wei-
terhin stabil, t = 2,34 s. d) Nach ca. t = 2,5 s setzt die lawinenartige Membranablosung

der PKC ein.
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se Verdnderungen beriicksichtigen, zeigen qualitativ die gleichen Ergebnisse der LTE-
Trankslokationsereignisse wie die in Abbildung 4.6 gezeigten LTEs oder Signalverldufe.
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Abbildung 4.9: Verteilung der Membran-Signaldauer. a) Signaldauer der lokalen Trans-
lokationsevents (LTEs) in Abhéngigkeit der maximalen Teilchenanzahl pro Membran-
Subvolumen (Gréfie von 12 = 0, 04 ym?) fiir Simulationen des ,naiven® Reaktionsschemas
ohne Wechselwirkung. b) Signaldauer der LTEs fiir Simulationen unter Annahme einer
kooperativen Wechselwirkung der PKC-Proteine innerhalb der Membran. ¢) Zum Ver-
gleich der Simulationsergebnisse sind hier die experimentellen Ergebnisse gezeigt (Daten
entnommen aus [22]).
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Abbildung 4.10: Zeitlicher Verlauf eines lang andauernden LTE-Signals. Ein zur Popu-
lation der lang andauernden LTEs gehoriges Membransignal fiir verschiedene Zeiten. Bis
zum Zeitpunkt ¢ = 0.5 s ist ein starkes zytosolisches Calcium-Signal von 600 Cj: vor-
handen (vgl. Abbildung 4.6). a) Die aktivierten PKC binden an die Membran, t = 0,1 s.
b) Die maximale Signalstérke ist nach ¢ = 0,5 s fast erreicht. ¢)+d) Das Calcium-Signal
im Zytosol ist beendet, der PKC-Cluster ist jedoch aufgrund der kooperativen Bindung
weiterhin stabil, t = 4 s bzw ¢ = 8 s. e) Noch kurz vor Ende des Membransignals ist der
PKC-Cluster stabil. f) Nach ca. t = 11,06 s setzt die lawinenartige Membranablosung
der PKC ein.
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4.3.2 Experimenteller Nachweis einer moglichen Wechselwirkung
der membrangebundenen PKCa-Proteine

Die theoretischen Ergebnisse des vorigen Abschnitts 4.3.1 geben unter Annahme einer
kooperativen Bindung der PKC-Proteine sowohl die experimentell beobachteten LTE-
Populationen als auch die Verteilung der Signaldauer in Abhéngigkeit der relativen Si-
gnalamplitude richtig wieder. Um einen Hinweis einer moglichen Interaktion der mem-
brangebundenen PKCa-Komplexe zu finden, habe ich in Kooperation mit Mike Bonny
am Lehrstuhl von Prof. Peter Lipp an der Universitétsklinik Homburg FRET-Messungen
(siehe Anhang A.1) mit Zellen durchgefiihrt, die sowohl YFP!7-markiertes PKC als auch
CFP'8-markiertes PKC exprimieren.

Die Messungen wurden analog zu dem fiir die Referenzmessungen im Anhang beschriebe-
nen Ablauf vorgenommen und ausgewertet. Der Probe mit Zellkultur wird 1 uM PMA!
hinzugegeben. Um sicherzustellen, dass das zytosolische PKC aktiviert wurde und zur
Zellplasmamembran transloziert ist, muss eine Wartezeit von 15 — 30 min eingehalten
werden. Im Anschluss daran wird zum Zeitpunkt ¢t = 0 eine erste Aufnahme der YFP-
Intensitat (200 ms Bestrahlung mit Licht der Wellenlédnge 510 nm) und CFP-Intensitat
(250 ms Bestrahlung mit Licht der Wellenlédnge 417 nm) aufgenommen. Darauf folgt das
Photobleichen des Akzeptors YFP durch eine 60 Sekunden lange Bestrahlung mit Licht
der Wellenldnge 519 nm. Auch hier wechseln sich noch 15 mal die Bildaufnahme und das
Photobleichen ab. Die Auswertung der Daten erfolgt mit Hilfe der Software ImageJ [132].
Das Photobleichen des Akzeptors YFP fiihrt dazu, dass der YFP-Farbstoff seine Fahigkeit
zur Fluoreszenz verliert, weniger stark leuchtet, und somit der Energietransfer von CFP
auf YFP nicht mehr erfolgen kann. Haben sich die beiden Fluophore YFP und CFP
zuvor in einem Abstand < 10 nm befunden (Hinweis auf eine Interaktion), so wird der
Forster-Resonanzenergietransfer unterdriickt, und dies wiederum geht einher mit der Zu-
nahme der Strahlungsintensitéit des Donors CFP. Eine zeitliche Abfolge von Bildern der
Strahlungsintensitdt des Akzeptors YFP ist in Abbildung 4.11 bzw. des Donors CFP
in Abbildung 4.12 zu sehen. Zur besseren Visualisierung wurden die Zellen kiinstlich
cyan bzw. gelb eingefiarbt. Wie man deutlich erkennen kann, nimmt die Intensitdt des
Akzeptors YFP aufgrund des Bleichens mit der Zeit stark ab (siehe Abbildung 4.11 und
4.13(c)). Im Gegensatz dazu nimmt die Intensitidt des Donors mit der Zeit zu, was auf
das Vorhandensein eines FRET-Signals und somit eine Wechselwirkung der membran-
gebundenen PKC-Proteine hindeutet (siehe Abbildung 4.12 und 4.13(c)).

Da solch eindeutige Messresultate, wie in Abbildung 4.11-4.13, nur in ca. 50% der Mes-
sungen zustande kamen, und in den restlichen 50% der Messungen keine zuverldssige
Aussage getroffen werden konnte, konnen diese Experimente lediglich als ein Hinweis fiir
eine Wechselwirkung der membrangebundenen PKC-Molekiile angesehen werden. Einen
wirklichen Beweis fiir eine Wechselwirkung der membrangebundenen PKC-Molekiile, die

"Yellow Fluorescent Protein = gelb fluoreszierendes Protein

18Cyan Fluorescent Protein = cyan/grin fluoreszierendes Protein

19Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA) ist ein Phorbolester der die PKC Membrantranslokation akti-
viert und in Experimenten DAG ersetzt.
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im Simulationsmodell das Auftreten der beiden LTE-Populationen erklart, liefern diese
FRET-Messungen leider nicht.

4.4 Zusammenfassung

In diesem Kapitel wird ein Modell préisentiert, das sich zur Studie der lokalen Transloka-
tionsereignisse (LTEs) von Proteinkinase C eignet. Zur Simulation dieser durch elementa-
re Calcium-Signale hervorgerufenen LTEs wird ein von mir entwickelter Monte-Carlo Al-
gorithmus in 3D verwendet. Der Algorithmus ist eine Erweiterung der ,,Next Subvolume
Method* [118] und eignet sich ausgezeichnet um Reaktion-Diffusions Systeme in grofien
Geometrien und gleichzeitigem Vorhandensein einer Nachsten-Nachbar-Wechselwirkung
zu untersuchen.

Um die zwei unterschiedlichen LTE-Populationen zu erklaren, die von von Reither et
al. [22] experimentell beobachteten wurden, sagt das Modell eine kooperative Wechsel-
wirkung der PKC-Proteine voraus. Dieser kooperative Effekt zwischen den an der Plas-
mamembran via C1l- und C2-Doméne gebunden PKC fithrt zu einer Herabsetzung der
Membranablésezeiten und somit zu einer Stabilisierung der PKC-Membrankomplexe.
Es kommt zur Ausbildung von PKC-Clustern an der Membran, die auch noch lange
nach Ende der elementaren, zytosolischen Calcium-Signale existieren kénnen. Eine wei-
tere Modellannahme, die bendtigt wird um die beiden LTE-Populationen erkliaren zu
konnen, ist der als ,,Lawineneffekt* bezeichnete Mechanismus. Dies ist ein stochastischer
Prozess, der das zuféllige Ablésen eines Calcium-Ions von einem PKC-Membrankomplex
und den dadurch ausgeiibten mechanischen Stress bezeichnet, der durch eine Konforma-
tionsénderung hervorgerufen wird. Lawinenartig breitet sich dieser mechanische Stress
auf benachbarte PKC-Komplexe aus und ldsst diese in einen sehr instabilen Zustand mit
kurzen Membranlebenszeiten iibergehen.

Die gleichzeitige Annahme einer kooperativen Wechselwirkung und des als ,Lawinen-
effekt” bezeichneten Mechanismus gibt alle im Experiment [22] gefundenen LTE-Cha-
rakteristika richtig wieder. Dazu zéhlen z.B die Plateauphase des Membransignals fiir
Zeiten, die die Lebensdauer der zugrunde liegenden Calcium-Signale iibersteigen (t > 1
Sekunde), die begrenzte raumliche Ausdehnung der beiden LTE-Populationen sowie die
Verteilung der Signaldauer als Funktion der Signalstirke.

Um die Modellvorhersage einer kooperativen Wechselwirkung der PKC-Proteine inner-
halb der Membran zu bestatigen, wurden von mir in Kooperation mit Mike Bonny
am Lehrstuhl von Prof. Peter Lipp in Homburg sogenannte FRET-Messungen durch-
gefithrt. Diese Floureszenmikroskopie-Experimente liefern zwar Hinweise darauf, dass
die Hypothese einer Wechselwirkung richtig ist, sind aber statistisch nicht aussage-
kréftig genug, um sie als Beweis fiir eine solche Wechselwirkung verwenden zu koénnen.

20Region of Interest, englisch fiir: Zielbereich oder interessierende Region.
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(a) (b) (c)
(d) (e) (f)

Abbildung 4.11: Zeitliche Entwicklung der Strahlungsintensitéit des Akzeptors YFP. Die
Zellen werden dazu jeweils 60 Sekunden lang photogeblichen, bevor zu folgenden Zeiten
eine Aufnahme der YFP-Strahlungsintensitéit erfolgt:

a) 0 min b) 3 min ¢) 5 min d) 8 min €) 12 min und f) 15 min.

Abbildung 4.12: Zeitliche Entwicklung der Strahlungsintensitit des Donors CFP. Die
Zellen werden dazu jeweils 60 Sekunden lang photogeblichen, bevor zu folgenden Zeiten
eine Aufnahme der CFP-Strahlungsintensitét erfolgt:

a) 0 min b) 3 min ¢) 5 min d) 8 min e) 12 min und f) 15 min.
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Abbildung 4.13: Dargestellt ist die zeitliche Verdnderung der Strahlungsintensitit. a)
Strahlungsintensitit des YFP-Farbstoffes fiir verschiedene ROIs?’(siche Anhang A.1).
b) Strahlungsintensitdt des CFP-Farbstoffes fiir verschiedene ROIs. c) Zeitlicher Ver-
lauf der Strahlungsintensitit der YFP- und CFP-Fluophore, jeweils gemittelt iiber die
unterschiedlichen Raumbereiche aus a) und b).
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Kapitel 5

Formation des CRAC-Kanals

5.1 Einleitung und Motivation

Der Orail- oder CRAC- (Calcium release-activated Calcium?!) Kanal ist einer der wich-
tigsten Vertreter der speichergesteuerten Calcium-Kanéle. Seine Aktivierung beruht
auf der Entleerung des Endoplasmatischen Retikulums (ER) und fiithrt zu einem star-
ken extrazelluldren Calcium-Einstrom in das Zellinnere. Die Zusammenhénge zwischen
Calcium-Signalgebung und der CRAC-Kanal-Bildung werden in Kapitel 2 ausfiihrlich
am Beispiel der T-Zell-Aktivierung erldutert. Gerade bei T-Zellen, die fiir die Ausiibung
ihrer Aufgaben bei der menschlichen Immunabwehr ein starkes und robustes Calciumsi-
gnal benotigen, ist der CRAC-Kanal die Haupteinstromquelle fiir extrazelluldres Calcium
ins Zytosol [92, 93]. Der nach der Entleerung des ER einsetzende Ca?* release-activated
Ca?*t Strom Icgrac kontrolliert verschiedene Zellfunktionen wie Proliferation oder Apop-
tosis [133]. Dariiber hinaus steuert er beispielsweise im Falle der T-Zellen die kontrollierte
To6tung antigenpréisentierender Zellen [134]. Die Bedeutung des CRAC-Stroms Icrac fiir
die Immunabwehr wird im Fall von solchen Immunkrankheiten ganz deutlich, bei denen
die Betroffenen an einer Stérung des speichergesteuerten Calcium-Einstroms leiden [24].

Der CRAC-Kanal, der fiir diesen Strom Igrac verantwortlich ist, wird durch die bei-
den Proteine STIM1 und Orail gebildet [89-91]. Die genaue Abldufe und Prozesse,
die mit Entleerung des ER beginnen und die die Bildung und Offnung des Orail /
STIM1-Kanals als Resultat haben, werden in Abschnitt 2.4.1 ausfiihrlich dargestellt.
Aufgrund der immens wichtigen Funktion des CRAC-Kanals fiir die Immunabwehr habe
ich ein stochastisches Modell entwickelt, das zur Untersuchung der CRAC-Kanal-Cluster

2 Calcium release-activated Calcium ist englisch fiir: Calcium Freisetzung aktiviert Calcium.
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Bildung und dem daraus resultierenden Calcium-Strom Icrac dient. Die fiir die Mo-
dellbildung maflgeblichen Schritte der STIM1-Orail Interaktion werden im folgenden
Abschnitt 5.2 noch einmal wiederholt. Sie wurden bereits ausfihrlich in Abschnitt 2.4
dargestellt.

Das von mir entwickelte Modell wird zum einen dazu verwendet, um physikalische Aspek-
te zu studieren bzw. zu erkldren. Dazu zéhlen zum Beispiel die Fragen: i) wie sieht
ein mogliches Reaktions-Schema aus, das die experimentell gemessenen CRAC-Strome
Icrac erklart? ii) gibt es eine Kooperativitiat der STIM1/Orail-Wechselwirkung? iii) gibt
es Parameterwerte, die zu Oszillationen im Strom fithren? oder aber iv) welche Auswir-
kungen hat eine Annahme von in der Zellmembran diffundierenden Orail-Tetrameren
bzw. Orail-Hexameren auf den gemessenen Strom? Zum anderen kann das Modell dazu
verwendet werden, um das Verhalten einer STIM1-Mutante zu erkliaren, die von Kilch
et al. [26] als DQ-Mutante bezeichnet wird, und die den CRAC-Strom Icgac in Zellen
maflgeblich verandert. Die DQ-Mutante zeichnet sich dadurch aus, dass sie es schafft,
das STIM1/Orail Verhéltnis hin zum optimalen Wert von 8:1 zu verschieben und gleich-
zeitig sehr hohe Strome Icgrac hervorzurufen. Daneben findet man fiir die DQ-Mutante
im Experiment aber auch bei einem suboptimalen STIM1/Orail Verhéltnis sehr ho-
he Strome Icrac, wie sie fiir den STIM1-Wildtypen?? bei dquivalentem Verhéltnis an
STIM1/Orail nicht zu beobachten sind.

In den folgenden Abschnitten dieses Kapitels wird zunéchst das 2D-Modell erldutert, wel-
ches im Prinzip auf der im vorigen Kapitel 3 beschriebenen NSM-Methode basiert. Es
wird eine Standardkonfiguration bzw. Base-Case Szenario definiert, mit dessen Hilfe die
CRAC-Kanal-Formation und die resultierenden Strome Icgrac studiert werden. Im An-
schluss daran werden zwei Erweiterungen des Modells vorgestellt, um die Auswirkungen
moglicher Abweichungen der Reaktionsablidufe vom Base-Case Szenario zu untersuchen.
Im letzten Abschnitt dieses Kapitels werden schliellich die Ergebnisse des Modells fiir die
verschiedenen Bedingungen und Annahmen présentiert. Grofle Teile der hier vorgestell-
ten Ergebnisse wurden bereits in zwei Peer-Review Artikeln veroffentlicht [26, 31].

5.2 Stochastisches Reaktions-Diffusions Modell

Der speichergesteuerte CRAC-Kanal wird durch die Wechselwirkung der beiden Pro-
teine STIM1 und Orail gebildet. Wie gezeigt wurde geniigt eine direkte Wechselwir-
kung der beiden Proteine, um den Orail-Kanal zu 6ffnen [89-91]. Der Signalweg des
STIM1-Proteins von der ER-Membran hin zur Zellmembran, der fiir lokale Calcium-
Signale und einen hohen zytosolischen Calcium-Gradienten verantwortlich ist, kann in
vier Schritte unterteilt werden [102] (siche Abschnitt 2.4.1 und Abbildung 2.8). STIM1
befindet sich in der ER-Membran und beginnt nach der Calcium-induzierten Calcium-
Freisetzung und Entleerung des ER zu dimerisieren bzw. zu oligomerisieren [99]. Der

22 Als Wildtyp wird in der Genetik ein Lebewesen bezeichnet, dessen Genom in einem Zustand vorliegt,
wie er natiirlicherweise durch die Evolution entstanden ist.
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Oligomerisations-Prozess dauert ca. fiinf Sekunden [102] und wird von einer Diffusi-
on der STIM1-Dimere / STIM1-Oligomere zur Plasmamembran (PM) gefolgt. An den
Plasmamembran-Junctions, das sind Stellen, an denen der Abstand zwischen ER und
Zellmembran kleiner als ca. 20 Nanometer ist [101], fangen STIM1-Dimere die in der
Zellmembran diffundierenden Orail-Proteine ein, die in diesem Stadium als Tetramere
in der Zellmembran vorherrschen [135]. Diese Wechselwirkung fithrt zu der Bildung des
Orail-Kanals, der dann einen direkten Calcium-Einstrom aus dem extrazellularen Raum
in das Zellinnere einleitet.

Um die Bildung der Orail / CRAC-Kanal Cluster und den daraus resultierenden Calcium-
Strom zu untersuchen, habe ich ein stochastisches 2D-Modell entwickelt. Bei meiner Mo-
dellierung nehme ich einen bereits entleerten Calciumspeicher (ER) an und beschreibe
die Schritte zwei bis vier des STIM1 ER-zur-PM Signalwegs (siehe Abschnitt 2.4.1 und
Abbildung 2.8) durch das folgende Reaktions-Schema:

—_ k
-1 = n STIM1 +STIM1 =  STIMI1.2 (5.1)
ko
+ “ —> k-
— Orail + STIMI.2+PMJ = 081 (5.2)
ks
+ —> k
|| - i 0S; + STIM1.2 k<:> 08, (5.3)
6
+ — k7
I n = T 08, + STIMI2 = 08y (5.4)
+ Nl = ko
i mnun 083 +STIM1.2 = 0S4, (5.5)

k1o

Die Gleichung 5.1 reprédsentiert hierbei die STIM1-Dimerisation, wobei die STIM1-
Dimere durch die Bezeichnung STIM1_2 charakterisiert werden. Gleichung 5.2 repra-
sentiert das Einfangen und Binden eines STIM1-Dimers an einen Orail-Tetramer, wor-
aus ein erster offener CRAC-Kanal-Zustand OS; resultiert. Das Binden eines STIMI1-
Dimers an einen Orail-Tetramer ist genauso wie die in Gleichungen 5.3-5.5 gezeigten
Prozesse nur an der Plasmamembran-Junction (PMJ) méglich. Durch weitere STIM1-
Rekrutierung an einen bereits existierenden CRAC-Kanal-Zustand OS,, entsteht ein
Kanal-Zustand OS,4+1 (n = 1,2,3), der sich durch eine hohere Kapazitit auszeich-
net. Da es in Abhéngigkeit von der Anzahl an STIM1-Dimeren, die an die Orail-
Tetramere gebunden sind, zu abgestuften Kanal-Stromen [25, 104] kommt, tragen in
meinem Modell die vier Kanal-Zusténde in folgender Weise zum Gesamtstrom Icrac
bei:

Icrac = 0,001 - OS; 40,025 - 0S4+ 0,275- OS3 + 1,0 - OS5 (5.6)
Bei den Reaktionsraten sind weder die On-Raten (Bindungsraten) ks, ks, k7, und ko,

noch die Off-Raten (Abléseraten) k4, k¢, kg, und kjo unabhéngig voneinander gewéhlt.
Vielmehr nehmen ich in dem Base-Case Szenario eine negative Kooperativitdt der On-
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und Off-Raten an. Fiir die On-Raten bedeutet dies, dass eine STIM1-Dimer an Orail-
Tetramer Bindung umso weniger wahrscheinlich ist, je mehr STIM1-Dimere bereits an
den Orail-Tetramer gebunden sind. Fiir die Off-Raten hat die negative Kooperativitat
zur Folge, dass die Kanal-Zusténde umso stabiler sind, je mehr STIM1-Dimere bereits
an der Kanalbildung beteiligt sind. Die Annahme der Kooperativitit wird durch die
Kooperativitits-Faktoren o und

k2n+3 =a"- k‘g y k2n+4 = Bn . k‘4 fir n S {0, 1, 2, 3} (57)

widergespiegelt, wobei negative Kooperativitidt bedeutet, dass 0 < «a, 5 < 1 ist. Die
STIM1-Monomere und STIMI1-Dimere diffundieren auf der ER-Membran-Oberfléche,
die Orail-Tetramere in der Plasmamembran und die CRAC-Kanile OS; - OS4 so-
wie die PMJ werden als immobil angenommen. Die Diffusion der drei Spezies STIMI,
STIM1_2 und Orail bildet zusammen mit den Reaktionen aus den Gleichungen 5.1-5.5
ein Reaktions-Diffusions System, das mit Hilfe einer zweidimensionalen Version des in
Abschnitt 4.2.2 vorgestellten Monte-Carlo-Algorithmus modelliert wird. Innerhalb die-
ses stochastischen Algorithmus wird die Diffusion als Random Walk beschrieben, und
Diffusionsprozesse werden als Reaktionen mit Reaktionsraten d; = D;/Ax aufgefasst,
wobei i € {STIM1, STIM1_2, Orail} ist.

»Base-Case" - oder Standard-Konfiguration

Die Bildung des CRAC-Kanals bzw. der CRAC-Kanal Cluster kann als ein lokaler Pro-
zess bezeichnet werden, da die Rekrutierungslénge von STIM1-Oligomeren an spezielle
Plasmamembran-Junctions, sehr gering ist [102]. Mit Kenntnis der Diffusionskonstan-
ten Dgrran = 0,05 — 0,1 pum?/s von STIM1 bzw. STIM1_2 sowie der Zeitspanne bis
die STIM1-Oligomere die PMJ erreichen (¢ ~ 40 s) lasst sich die mittlere Rekrutie-
rungsldnge der STIM1-Oligomere zu (Tyecruit) = (4D7§/7r)1/2 =1,6—2,3 pm abschétzen
[103]. Aus diesem Grund modelliere ich eine Fliche von 15 - 15 Gitterplidtzen, wobei
jede dieser Gitterzellen eine Fliche von (Ax)? = (0,2 um)? besitzt. Diese 9 um? grofie
Flache prasentiert gleichzeitig die ER-Membran-Oberflache auf der die STIM1-Proteine
diffundieren sowie die Zellplasmamembran in der die Orail-Tetramere diffundieren.
Die Gitterzelle genau in der Mitte dieser Geometrie stellt die Plasmamembran-Junction
(PMJ) dar (siehe Abbildung 5.1). Ich nehme periodische Randbedingungen fiir die Dif-
fusion der STIM1, STIM1_2 und Orail an und beschrédnke die STIM1-Orail Interaktion
(Reaktionen / Gleichungen 5.2-5.5) auf die PMJ-Gitterzelle. An der PMJ konnen die
STIM1-Dimere die diffundierenden Orail-Tetramere einfangen und so die verschiedenen
CRAC-Kanal-Zustéinde OS1, OS2, OS3 und OSy (Dps, = 0 um?/s,i = 1,2,3,4) formie-
ren. Diese Zusténde bestehen aus einem Orail-Tetramer und aus einem bis hin zu vier
STIM1-Dimeren. Die Summe aller CRAC-Kanéle fithrt zum CRAC-Strom Igrac, wie
er in Gleichung 5.6 angegeben ist.

Ich analysiere dieses zweidimensionale Reaktions-Diffusions System per Computer-Si-
mulationen, die wie bereits erwahnt, auf dem in Abschnitt 4.2.2 beschriebenen Algorith-
mus beruhen. Dieser Algorithmus besteht im Wesentlichen aus einer Erweiterung des

98



5 Formation des CRAC-Kanals
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Abbildung 5.1: Modellgeometrie des zweidimensionalen Reaktions-Diffusions Modells
zur Simulation der stochastischen CRAC-Kanal Bildung durch STIM1-Orail Wechsel-
wirkung. Das Rechteckgitter prasentiert gleichzeitig die Zellplasmamembran und die
Membran des Endoplasmatischen Retikulums. In der Zellmembran diffundieren die
STIM1-Monomere und STIM1-Dimere, in der ER-Membran diffundieren die Orail-
Tetramere. Nur an der immobilen Plasmamembran-Junction kénnen Orail-Tetramere
von STIM1-Dimeren eingefangen werden und die CRAC-Kanéle bilden.

Gillespie-Algorithmus [119], der durch Nutzung effizienter Datenstrukturen und Auftei-
lung der Simulationsgeometrie in Subvolumina / Gitterzellen ([118, 121], siche Kapitel
3) auch fiir die Untersuchung raumlich aufgeloster Systeme in angemessener Computer-
rechenzeit verwendet werden kann. Zu Beginn der Simulation werden zur Zeit ¢ = 0 alle
Orail sowie STIM1-Teilchen homogen iiber das gesamte Gitter verteilt. Die Parameter,
die Reaktionsraten und Diffusionskonstanten, die ich als Base-Case oder Standardkon-
figuration verwende, sind in Tabelle 5.1 dargestellt. Es wird darauf hingewiesen, falls
diese im Ergebnisteil abweichen.

Modell-Erweiterungen: STIM1-Dimer Hopping und Annahme von Orail-Hexameren

Hier mochte ich zwei Erweiterungen des 2D-Modells zur CRAC-Kanal Bildung vorstel-
len. Die erste der beiden Erweiterungen bezeichne ich mit dem Begriff ,,Hopping?3“. Aus
Experimenten ist nicht zu 100% bekannt, welche Reaktionen (Binde- und Dissoziations-
Prozesse) an der Plasmamembran zwischen STIM1-Dimeren und Orail-Tetrameren ab-
laufen, und ob die Gleichungen 5.2-5.5 wirklich die Realitdt beschreiben. Experimentell
wurde von Hoover et al. [25] nachgewiesen, dass der CRAC-Strom Icrac bei gleichblei-
bender Anzahl an STIM1-Proteinen und Erhohung der Orail-Proteinanzahl abnimmt.

Z3Hopping vom englischen to hop = hiipfen.
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Spezies D [um?/s] Reaktionsrate
STIM1 0,1 [102] ks Eon
STIM1.2 0,05 [102] ks kon -
Orail 0,07 [91] ke on - o
0817082,083,084 0 kg k(m a3
Anzahl STIM1 Monomere 6000
Reaktionsrate Reaktionsrate
Kon 1,5 -108[1/Ms] ky koff
Koty 0,8 [1/s] ko Koty - B
k1 10%[1/M s ks kogs - 32
ko 0,05 [1/s] k10 kogs - B

Tabelle 5.1: Reaktions- und Diffusionsraten sowie STIM1-Monomeranzahl, die als Base-
Case- oder Standard-Parameter des 2D-Modells benutzt werden.

Eine sehr starke Orail-Uberexpression bewirkt sogar ein Abfallen des Stroms auf den
Wert Null. Aus diesem Grund wurde von mir ein mdégliches Szenario entwickelt, das die
Abhéngigkeit des CRAC-Stroms Icrac von der Orail-Proteinanzahl richtig widerspie-
geln soll.

Dazu habe ich das als Standardkonfiguration benutzte Reaktionsschema (Gleichungen
5.2-5.5) um den von mir als STIM1-Dimer Hopping bezeichneten Prozess erweitert.
STIM1-Dimer Hopping bedeutet, dass STIM1-Dimere, die sich von bereits gebildeten
CRAC-Kanaélen ablosen, an freie Orail-Tetramere binden bzw. an freie Orail-Tetramere
iibergehen koénnen. Analog wére auch vorstellbar, dass sich die ablésenden STIMI1-
Dimere an andere bereits bestehende CRAC-Kanéle anlagern. Dieser Fall soll hier aber
nicht betrachtet werden. Somit erweitert sich das Base-Case Reaktionsschema bestehend
aus den Gleichungen 5.2-5.5 um folgende Reaktionen:

fifee — fo0e . 0S, + Orail %"  0S;+08,  (5.8)

i —omen 0S3 + Orail %" 08, + 08,  (5.9)
—_ kho

it - mne G 0Si+Orail %" 0S3+0S,. (5.10)

In Gleichung 5.8 16st sich ein STIM1-Dimer von einem CRAC-Kanal-Zustand OS, ab und
bindet an einen freien Orail-Tetramer. Dadurch entstehen zwei CRAC-Kanal-Zustdnde
0S;. Im Gegensatz dazu entsteht im Base-Case Fall aus einem OSs-Zustand bei STIM1-
Dimer Dissoziation immer ein OSi-Zustand und ein freier STIMI1-Dimer. Die beiden
Gleichungen 5.9 und 5.10 beschreiben analog die Uberginge der Zustinde OSs bzw.
0S4 in zwei neue Zustidnde OSe + OS; bzw. OS3 + OS;. Die Erweiterung des Modells
um das STIM1-Dimer Hopping soll dazu dienen, herauszufinden, ob auch ohne eine
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Annahme von kooperativem Binden und Abloésen der STIM1-Dimere, die von Hoover
et al. gemessene Abhédngigkeit des CRAC Stroms Icrac von der Orail-Proteinanzahl
richtig widergespiegelt wird. Die Idee des Hopping-Prozesses besteht darin, dass es zu
umso mehr Hopping-Vorgéngen kommt, je mehr Orail-Tetramere im System vorhanden
sind. Somit sollte es fiir eine Orail-Uberexpression zu einem Abbau der hohen CRAC-
Kanal Zustidnde OS3 bzw. OS4 kommen und gleichzeitig zu einer Dominanz der Zusténde
0S1 bzw. OSs. Da hauptséchlich die beiden Zustdnde OS3 bzw. OS4 einen Beitrag zum
CRAC-Strom Icgac liefern (siehe Gleichung 5.6), sollte der Strom Icgac fiir grofie Orail-
Tetramer Zahlen aufgrund der Hopping-Prozesse abfallen.

Die zweite Modellerweiterung besteht aus der Annahme, dass die Orail-Proteine He-
xamere statt Tetramere bilden und somit Orail-Hexamere in der Zellplasmamembran
diffundieren. Diese Hexamere werden dann von STIM1-Dimeren eingefangen und bilden
genau wie im Base-Case die vier Kanal-Zustédnde OS; - OS4. Zusétzlich zu diesen vier
Kanal-Zustdnden sind im Falle von Orail-Hexameren jedoch auch noch zwei weitere
Kanal-Zustidnde OS5 und OSg denkbar. Inspiriert ist diese Modellerweiterung durch die
kiirzlich experimentell gemachte Beobachtung, dass Orail in seiner kristallinen Struktur
als Hexamer vorliegt [136]. Als Konsequenz muss das Base-Case Reaktionsschema wie
folgt erweitert werden:

_ k11
+ —_ OS; +STIM1.2 = OS 5.11
mane = ang g = 05 (5.11)
+ M k13
w1 = juaname 085 +sTIMI2 = 086, (5.12)
1

Es bleibt natiirlich die Frage bestehen, in welchem Maf} die beiden zusétzlichen Kanal-
Zustinde OS5 und OSg zum Gesamtstrom Icrac beitragen. Insgesamt ergibt sich der
CRAC-Strom Icgrac nun aus folgender Gleichung

Icrac = 0,001-0S14+0,025-0S24+0,275-0S34+1,0- 0S4 411 - OS5+ 19 - OS¢, (5.13)

wobei die Werte der beiden Parameter r; und ro unbekannt sind, und die Ergebnisse in
Abhéngigkeit dieser beiden Parameter analysiert werden miissen. Es ist denkbar, dass
die beiden Kanal-Zustdnde OS5 und OSg sowohl stirker zum Gesamtstrom beitragen als
der Zustand OSy als auch, dass ihr Beitrag im Vergleich zum Beitrag des Zustandes OSy
weniger oder gleich stark ausfillt. Die resultierenden Stromverlédufe in Abhéngigkeit der
Orail-Anzahl werden im Ergebnis-Teil fiir alle drei Moglichkeiten bzw. fiir verschiedene
Werte der Parameter 1 und ro diskutiert.
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5.3 Ergebnisse

In Abbildung 5.2 a) wird die zeitliche Entwicklung des CRAC-Stroms Icrac unter An-
nahme der Base-Case Parameter gezeigt. Dieser Kanal-Strom entsteht aus der Bildung
von Orail-Kanélen bzw. eines Orail/CRAC-Kanal Clusters an der Plasmamembran-
Junction (PMJ).

Interessanterweise sagt das Modell Oszillationen des CRAC-Stroms Icgrac voraus, die
moglicherweise die Effizienz der Calcium-Signale in T-Zellen verstérken kénnen. Diese
Oszillationen werden jedoch nur dann gemessen, wenn die folgenden drei Bedingungen
gleichzeitig erfiillt sind: i) eine langsamere Orail-Diffusion, wobei die Diffusionskonstan-
te Dorqi die Oszillationsperiode festlegt, ii) eine negative Kooperativitat der On- und
Off-Raten (o < 1 A S < 1), iii) ein leicht gedndertes Reaktionsschema, bei dem die
Reaktionen aus den Gleichungen 5.3-5.5 nicht mehr symmetrisch ablaufen. Die Bedin-
gung iii) hat zur Folge, dass zwar weiterhin ein STIM1-Dimer an die Orail-Tetramere
bindet, sich nun jedoch bei den Riickreaktionen zwei einzelne STIM1-Monomere statt
eines STIM1-Dimers ablésen. Fiir diese drei Bedingungen und ansonsten unverdnderter
Base-Case Systemkonfiguration dominiert der OS4-Zustand den Gesamtstrom Icrac, so
dass bei Dissoziationprozessen zwei STIM1-Monomere an der PMJ erzeugt werden. Die
auf diese Weise entstehenden Monomere miissen zunéchst wieder Dimerisieren und evtl.
wieder zur PMJ zuriick diffundieren, bevor sie erneut Orail-Tetramere einfangen oder
am Aufbau bereits bestehender CRAC-Kanile teilnehmen kénnen. Nach der ersten Os-
zillationsperiode ist die Orail-Dichte in der N&dhe der PMJ aufgrund der verlangsamten
Orail-Diffusion noch erhéht, und die erneute CRAC-Kanal Bildung startet wieder.
Erhoht man die STIM1-Oligomerisation (héhere Reaktionsrate k1, Daten nicht gezeigt)
unter ansonsten gleichbleibenden Bedingungen, kénnen keine Oszillationen beobachtet
werden. Fiir eine hohere Reaktionsrate kp ist die STIM1-Dimer-Bildung wahrscheinlicher
als ein Diffusionsprozess der STIM1-Monomere aus der PMJ-Zone heraus. Somit ste-
hen die STIM1-Dimere wieder vermehrt zur Kanal-Bildung an der PMJ zur Verfiigung.
Daher unterscheiden sich die Resultate der gemessenen Stréome Icrac bei erhéhter Oli-
gomerisation auch bei Annahme einer negativen Kooperativitdt und einer verlangsam-
ten Orail-Diffusion qualitativ nicht von denen des Base-Case Szenarios (STIM1-Dimer-
Dissoziation).

FEin weiteres Ergebnis meines Modells ist die Vorhersage, dass die negative Kooperativitét
der Binde- und Abloseprozesse unter Base-Case Bedingungen essentiell fiir die CRAC-
Kanal-Bildung ist. Die Annahme einer negativen Kooperativitdt des STIM1 an Orail
Bindungs-Mechanismus (a < 1) sowie der STIM1-Dissoziation (8 < 1) ist notwendig
um die experimentell beobachteten CRAC-Stréme Icrac richtig wiederzugeben. Spezi-
ell die experimentell gemessene Abhéngigkeit des Stroms Icrac als Funktion der Orail-
Proteinanzahl [25] kann mit Hilfe des Modells nicht ohne Kooperativitit (a« = f = 1)
erklart werden.

Fiir eine feste Anzahl an STIMI1-Proteinen steigt die Stromstérke zunéchst mit der
Anzahl an Orail-Tetrameren bis hin zu einem optimalen STIM1:Orail Verhéltnis an.
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Abbildung 5.2: Stochastisches 2D-Modell zur STIM1/Orail-Kanalbildung. a) Zeitliche
Entwicklung des CRAC-Stroms. Die schwarze Kurve présentiert die Base-Case Para-
meter. Die oszillierende rote Kurve wurde unter Annahme einer langsameren Orail-
Diffusion sowie der Dissoziation von zwei STIM1-Monomeren statt eines STIM1-Dimers
simuliert. b) Auf eins normierte, stationdre CRAC-Stromstérken als Funktion der Orail-
Expression fiir verschiedene Werte der Kooperativitdts-Faktoren a und S. ¢) Anzahl
aktiver STIM1/Orail-Kanéle als Funktion der Orail-Expression. d) Zusammensetzung
der Kanal-Besetzung als Funktion der Orail-Expression. Daten entnommen aus [31].

Nach Erreichen dieses optimalen STIM1:0rail Verhéltnisses, das sich bei meinem Mo-
dell bei einem Wert von STIM1/Orail=7,5 einstellt, fillt der CRAC-Strom bei wei-
terer Erhohung der Orail-Proteinanzahl wieder ab. Bei starker Orail-Uberexpression
wird experimentell gemessen, dass der CRAC-Strom fast wieder bis auf Null zuriickgeht
[25]. Dieses Verhalten des Stroms in Abhéngigkeit des STIM1:Orail Verhéltnisses, spe-
ziell der nahezu verschwindende Strom fiir starke Orail Uberexpression, lisst sich in
meinem Modell nur bei gleichzeitiger negativer Kooperativitdt der On- und Off-Raten

103



5 Formation des CRAC-Kanals

(e < 1A B < 1) erkldren (siehe Abbildung 5.2 b)). Die Auswirkung der negativen Ko-
operativitit auf den entstehenden CRAC-Strom wird in den Abbildungen 5.2 ¢) und 5.2
d) veranschaulicht. Dort ist die Anzahl aktiver Orail-Kanéle bzw. der Bruchteil der ver-
schiedenen Kanal-Zustdnde OS;-OS4 als Funktion der Orail-Expression abgebildet. Fiir
eine kleine Anzahl an Orail-Tetrameren schafft es die grole Anzahl an STIM1-Proteinen
(6000 STIM1-Monomere im Base-Case) die negative Kooperativitét des STIM1 an Orail
Binde-Mechanismus zu iiberwinden. Dadurch gehen fast alle der wenigen zur Verfligung
stehenden Orail-Kanéle in den Zustand OS,4 tiber. Aber fiir eine grofiere Anzahl an
Orail-Proteinen, also ein grofleres Orail:STIM1 Verhéltnis und einen Wert o < 1, be-
ginnen die STIM1-Dimere gleichméfliger an die Orail-Tetramere zu binden. Zunéchst fiir
wenige Orail dominiert der Kanal-Zustand OS4, der prozentual den weitaus gréfiten Teil
am Gesamtstrom Icgac (siehe Gleichung 5.6) ausmacht. Bei einer Anzahl von ca. 3000
Orail-Proteinen existiert eine Schnittstelle / ,,Crossover , ab der der Zustand OS; be-
ginnt, den CRAC-Strom anteilig zu dominieren (sieche Abbildung 5.2 d)); gefolgt von den
Zustianden OS, und OS3. Die entsprechenden Verldufe der Stromstéarke Icrac unter An-
nahme eines nicht kooperativen STIM1 Binde- und Ablésemechanismus (« = 5 = 1) sind
in den Insets der Abbildung 5.2 c)-d) gezeigt. Bei Fehlen einer negativen Kooperativitéit
dominiert der Kanal-Zustand OS; immer und unabhéngig vom Orail-Expressionslevel
den CRAC-Strom. Da der OS4-Zustand den stirksten Anteil zum Gesamtstrom Icrac
liefert, wird die negative Kooperativitdt bendtigt, um die schwachen, fast auf Null ab-
fallenden Stréme bei hohen Orail-Expressionen zu erkldren bzw. den experimentell ge-
messenen Stromverldufen [25] Rechnung zu tragen.

Des Weiteren habe ich mit Hilfe meines Modells die Auswirkungen eines STIM1-Dimer
Hoppings sowie die Auswirkungen von in der Zellmembran diffundierenden Orail-Hex-
ameren statt Orail-Tetrameren untersucht. Die Ergebnisse dieser in Abschnitt 5.2 vor-
gestellten Modellerweiterungen sind in Abbildung 5.3 zu sehen.

Im ersten der beiden Fille, ndmlich dem STIMI1-Dimer Hopping, liefert mein Modell
eine sehr interessante Voraussage. Durch die Einfithrung von Hopping-Prozessen las-
sen sich nun die von Hoover et al. [25] gemessenen Verldufe der Stromstérke Icrac
auch ohne die ansonsten unbedingt notwendige Annahme einer negativen Kooperati-
vitdt des STIM1 Binde- und Abldsemechanismus beobachten. Dieses Resultat ist in
Abbildung 5.3 a) gezeigt. Selbst fiir eine vergleichsweise kleine Hopping-Rate kpqp, von
106 [Mflsfl] fallt der CRAC-Strom Icrac bei hoher Orail-Expression auf einen Wert
von nahezu Null ab. Im Inset ist der entsprechende Stromverlauf bei zusétzlicher An-
nahme einer negativen Kooperativitdt des STIM1 Binde- und Ablésemechanismus ge-
zeigt. In diesem Fall, der eher dem Base-Case Szenario entspricht, muss die Hopping-
Rate kpopp stirker gewihlt werden (107 [M~!s71]), um den ,Nullstrom*“ fiir hohe Orail-
Expression zu erreichen. Jedoch ist der Wert von kjp, = 107 [M_ls_l] immer noch ca.
eine Groflenordnung kleiner als die STIM1-Dimer Bindung an die Kanalzustdnde OS;-
0OS4. Somit ist der ,normale* Kanalaufbau fiir diesen Parameterwert immer noch wahr-
scheinlicher als ein STIM1-Dimer Hopping Prozess. Die Zusammensetzung des CRAC-
Stroms Icrac = 0,001 - OSy 4 0,025 - OS2 + 0,275 - OS5 4+ 1,0 - OSy4 ist in Teil b) der
Abbildung zu sehen. Dort sind die relativen Besetzungen der Zusténde OS1-OSy fiir die

104



5 Formation des CRAC-Kanals

in a) gezeigten Ergebnisse und eine Hopping-Rate kp,opp = 106 [Mflsfl] dargestellt. Man
erkennt, dass es bei Vorhandensein eines STIM1-Dimer Hoppings weitaus frither (vgl.
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Abbildung 5.3: Ergebnisse des 2D-Modells bei Annahme von STIMI-Hopping bzw.
Orail-Hexameren. a) Auf eins normierte, stationire CRAC-Stromstérken als Funk-
tion der Orail-Expression fiir verschiedene Werte der Hopping-Rate kj,p,, und Ver-
nachléssigung einer Kooperativitit (o« = f = 1). Inset: Hopping unter Verwendung
der Base-Case Parameter inklusive neg. Kooperativitit (« = § = 0,2) der STIMI-
Dimer Bindung und Dissoziation. b) Anzahl der STIM1/Orail-Kanéle in den verschie-
denen Kanalzustdnden OS;-OS, als Funktion der Orail-Expression und eine Hopping-
Rate kpopp = 10 [M~1s7] (entspricht der roten Kurve aus Teil a)). ¢) + d) Annahme
von Orail-Hexameren in der Zellmembran. ¢) Auf eins normierte, stationdre CRAC-
Stromstéirken als Funktion der Orail-Expression fiir verschiedene Werte der Parameter
r; und ra. d) Anzahl der STIM1/Orail-Kanéle in den verschiedenen Kanalzusténden
0S1-084 als Funktion der Orail-Expression.
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Abbildung 5.2 d)) zum Crossover kommt, ab dem der stark zum Gesamtstrom beitra-
gende Kanalzustand OS4 vom Zustand OS; als zahlenméfBig stirkster Zustand abgelost
wird. Zusammenfassend kann man sagen, dass auch ein STIM1-Dimer Hopping, also der
Ubergang oder Wechsel von STIM1-Dimeren bereits bestehender CRAC-Kanalzustéinde
zu freien Orail-Tetrameren, den experimentell beobachteten Verlauf der Stromstérke
Icrac als Funktion der Orail-Expression richtig erkléren kann. Im Gegensatz dazu ist
dies in meinem Base-Case Szenario (ohne das STIM1-Dimer Hopping) nur durch die
Annahme einer negativen Kooperativitit des STIM1 Binde- und Ablésemechanismus zu
erreichen.

Wie in Abschnitt 5.2 bereits erwéhnt, gibt es seit kurzem das experimentelle Ergebnis,
dass der Orail-Kanal im kristallinen Zustand als Hexamer vorliegt [136]. Aus diesem
Grund setzte ich in einer zweiten Modellerweiterung voraus, dass die Orail-Proteine in
der Zellmembran Hexamere statt Tetramere bilden und somit Orail-Hexamere in der
Membran diffundieren, die dann von den STIM1-Dimeren eingefangen werden kénnen.
Durch diese Modellannahme ergibt sich die Moglichkeit, zwei weitere STIM1-Dimere an
den nun aus sechs Orail-Proteinen bestehenden Orail-Kanal binden zu lassen. Als Kon-
sequenz sind zwei weitere Kanalzustdnde OS5 und OSg moglich (siche Abschnitt 5.2).
Die Resultate des Modells sind fur verschiedene Werte der Parameter r1 und r9 in Ab-
bildung 5.3 ¢) zu sehen. Die beiden Parameter 71 und ry bestimmen, welchen Beitrag
die Zustdnde OS5 bzw. OSg zum Gesamtstrom Icrac leisten. Bei Annahme einer ne-
gativen Kooperativitidt des STIM1 Binde- und Ablésemechanismus unterscheiden sich
die Ergebnisse qualitativ nicht von den Resultaten der urspriinglichen Standardkonfi-
guration, bei der Orail-Tetramere in der Zellmembran vorliegen. Dieses Ergebnis ist
unabhéngig von der Wahl der Parameterwerte r; und ra; es ist also ohne Bedeutung, ob
die Kanalzustiande OS5 und OSg stark, schwach oder gar nicht zum Gesamtstrom Icrac
beitragen.

Das relative Vorkommen der verschiedenen Kanalzustinde OS; bis OSg ist in Abbil-
dung 5.3 d) zu sehen. Genau wie im Base-Case Szenario unter Annahme von Orail-
Tetrameren dominieren fiir schwache Orail-Expression die ,hohen“ Kanalzustinde; hier
die Zustande OS5 und OSg, im Base-Case die Zustdnde OS3 und OS4. Diese verlieren zu-
nehmend an Bedeutung je mehr Orail-Hexamere im System vorhanden sind. Analog zu
den in Abbildung 5.2 d) gezeigten Resultaten fiir das Base-Case Szenario kommt es bei
einer Anzahl von ca. 3000 Orail-Hexameren zu einem Crossover, ab dem dann der kaum
zum Gesamtstrom Icrac beitragende Zustand OS; dominiert. Da sich die Stromverlédufe
in Teil ¢) der Abbildung im Prinzip nur durch Aufsummieren der jeweils vorliegenden
Kanalzustinde OS; bis OSg ergeben und lediglich die Gewichtung der Einzelzusténde
entscheidend ist, dndert die Annahme von Orail-Hexameren nichts an den Modellresul-
taten gegeniiber der Simulation von Orail-Tetrameren. Entscheidend ist die Tatsache,
dass ich weiterhin angenommen habe, dass der fiir hohe Orail-Expressionen bestim-
mende OS;-Zustand einen verschwindend geringen Beitrag zum Gesamtstrom Icrac
liefert.

Zusétzlich zu der Untersuchung der physikalischen Eigenschaften der STIM1/Orail-
Kanalbildung kénnen mit Hilfe des Modells auch die experimentellen Resultate von Kilch

106



5 Formation des CRAC-Kanals

et al. [26] erklart werden. Wie bereits in Abschnitt 5.1 erldutert, findet man bei einer
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Abbildung 5.4: Stochastisches 2D-Modell zur STIM1/Orail-Kanalbildung. a) Stationére
CRAC-Stromstérken als Funktion des STIM1/Orail Verhéaltnisses fiir den experimen-
tell gemessenen STIMI1-Wildtypen (schwarze Quadrate), den modellierten STIMI1-
Wildtypen (blaue Quadrate) und die experimentell gemessene STIM1-DQ-Mutante (rote
Kreise). Die Kurven wurden auf das Maximum des Wildtypen normiert. b) Normierte
CRAC-Strome als Funktion des STIM1/Orail Verhéltnisses fiir die im Text beschriebe-
nen Modell-Mutanten A, B, C und D sowie den Modell-Wildtypen. Die Kurven wurden
auf das Maximum des Wildtypen (blaue Kurve) normiert. ¢) Anzahl der STIM1/Orail-
Kanile in den verschiedenen Kanalzusténden OS;-OS4 als Funktion des STIM1/Orail
Verhéltnisses. d) Anzahl der Kanéle im Zustand OS4 als Funktion des STIM1/Orail
Verhéltnisses fiir den Wildtypen sowie die Modell-Mutanten. Die Abbildung / Farben
korrespondieren zu b). Daten entnommen aus [26].

Mutation von STIM1, der sogenannten ,,DQ* -Mutante, einen erhohten CRAC-Strom bei
gleichzeitig fast unverdnderter Gesamtanzahl aktiver STIM1/Orail-Kanéle. Neben der
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Base-Case Konfiguration, die den STIM1 Wildtypen (Ausnahme 5 = 1) darstellt, sollen
durch Anderung der Modell / Systemparameter mogliche Auswirkungen der STIM1-DQ
Mutation getestet werden. Da die Experimente von Kilch et al. darauf hindeuten, dass
sich die STIM1-DQ Mutante durch eine verstirkte Oligomerisation oder eine schnellere
STIM1-Dimer-Diffusion auszeichnet, unterscheide ich die vier ,Modell-Mutanten“ A, B,
C und D.

Mutante A zeichnet sich durch eine verstirkte Oligomerisation der STIM1-Monomere
aus (10- ki (WT) = ki(A)), Mutante B représentiert eine stérkere STIM1 an Orail
Bindung (10- k;(WT) = k;(B), i € {3,5,7,9}), Mutante C zeichnet sich durch eine Er-
niedrigung der negativen Kooperativitdt der On-Raten aus (a(C) = 0,66 # o(WT) =
0,2) und Mutante D repréasentiert den Fall einer schnelleren STIM1-Dimer-Diffusion (10-
Dosrramri(WT)= Dosrrai(D)). In Abbildung 5.4 a) ist zu erkennen, dass das Modell fiir
die Base-Case Parameter (Ausnahme 5 = 1) den fiir verschiedene DNA-Transfektions-
verhéltnisse von STIM1:0rail gemessenen STIM1-Wildtypen sehr gut beschreibt. Der
stationdre CRAC-Strom Icrac erreicht seinen maximalen Wert bei einem Verhéltnis
von 7,5 STIM1 : Orail und fallt fiir hohe Orail-Konzentrationen (kleine STIM1/Orail
Verhiéltnisse) auf Null ab. Der experimentell bestimmte Kurvenverlauf der DQ-Mutanten
(rote Kurve), der auf den Maximalwert des Wildtypen normiert ist, zeigt hingegen
einen viel hoheren Maximalwert des CRAC-Stroms, der auch leicht zu einem kleineren
STIM1:Orail-Verhéltnis verschoben ist. Aulerdem fallen die Werte von Icrac abhéngig
vom STIM1:Orail-Verhéltnis viel starker ab. Die zu Abbildung 5.4 a) korrespondieren-
den Stromverldufe fiir die mit Hilfe des Modells simulierten STIM1-Mutanten sind im
Teil b) der Abbildung zu sehen und dort mit dem Stromverlauf des Wildtypen verglichen.
Man erkennt, dass eine Erhohung der STIM1-Orail Wechselwirkung (Mutante B) und
eine Abschwichung der negativen Kooperativitdt (Mutante C) die DQ-Mutante nicht
erklaren kénnen. Hingegen stimmen die Stromverldufe unter Annahme einer erhéhten
STIM1-Dimerisation (Mutante A) oder einer schnelleren STIM1-Dimer-Diffusion (Mu-
tante D) recht gut mit denen der DQ-Mutante iiberein.

Sowohl fiir die erhéhten STIM1-Dimerisation als auch fiir die schnellere STIM1-Dimer-
Diffusion erreicht die Stromstérke ein ca. 2,5-mal hoheres Maximum, das zu kleine-
ren STIM1/Orail-Verhéltnissen verschoben ist. Um zu verstehen, wieso diese beiden
Parameterdnderungen die so charakterisierten Stromverldufe widerspiegeln, ist in Ab-
bildung 5.4 ¢) die Zusammensetzung des gesamten CRAC-Kanal-Clusters als Funk-
tion des STIM1/Orail Verhéltnisses dargestellt. Hier wird ersichtlich, dass fiir kleine
STIM1/Orail Verhéltnisse die wenig Strom beitragenden Zustédnde (vgl. Gleichung 5.6)
0OS1 und OSs dominieren, bevor dann allméhlich die Anzahl der OS3 und OS4 Zusténde
zunimmt, bis schlielich der OS4-Zustand ab einem STIM1/Orail Verhéltnis von ca.
7 immer dominiert. Somit ldsst sich erkldren, wie die Stromstérke bei gleicher An-
zahl STIM1- und Orail-Proteine erh6ht werden kann. Falls eine Mutante / Parame-
terdnderungen dazu fithrt / fithren, dass der prozentuale Anteil der OS; Zustéande fiir
ein festes STIM1/Orail Verhéltnis ansteigt, steigt auch der CRAC-Strom Icrac bei
gleicher Proteinanzahl an. Dies ist fiir die vier Modell-Mutanten und den Wildtyp in
Abbildung 5.4 d) gezeigt.

Eine verlangsamte Diffusion der STIM1-Dimere konnte mittels FRAP-Experimenten [26]
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ausgeschlossen werden. Aus diesem Grund erlaubt mein Modell die Schlussfolgerung,
dass eine erhohte Oligomerisation der STIM1-Proteine (erhohte Rate kj: Mutante A;
vergleiche Abbildung 5.4 b) und d)) am wahrscheinlichsten ist, um den experimentell
gemessenen Phénotyp der DQ-Mutante zu erkléren.

5.4 Zusammenfassung

Mit Hilfe des stochastischen 2D-Modells zur Bildung der Orail /STIM1-Kanéle und des
dazu von mir verwendeten Reaktionsschemas kénnen die von Hoover et al. [25] gemesse-
nen CRAC-Strome Icrac richtig wiedergegeben werden. Die auf Null abfallenden Strome
bei sehr hoher Orail-Expression lassen sich fiir das von mir als Base-Case Szenario vorge-
stellte Reaktions-Diffusions System jedoch nur unter Annahme einer negativen Koope-
rativitdt des STIM1-Dimer Binde- und Ablésemechanismus realisieren. Grund hierfiir
sind die unterschiedlichen Beitrédge der Kanalzustdnde 0S;-OS4 [25, 104] zum Gesamt-
strom und die Ablésung der OS4-Dominanz bei kleiner Orail-Expression durch eine
Dominanz des OS;-Zustandes bei Orail-Uberexpression. AuBerdem sagt mein Modell
bei verlangsamter Orail-Diffusion das Vorkommen von Oszillationen im CRAC-Strom
voraus, welche zu einer erhohten Effizienz der T-Zell Aktivierung beitragen kénnten.
Des Weiteren schlage ich hier einen Mechanismus vor, der die von Hoover et al. [25] ge-
messenen CRAC-Strome Icrac auch ohne die Annahme einer negativen Kooperativitét
des STIM1-Dimer Binde- und Ablésemechanismus richtig widerspiegeln kann. Bei diesem
von mir als ,Hopping® bezeichneten Prozess konnen bereits an ein Orail-Tetramer gebun-
dene STIM1-Dimere per ,,Hopping*“ auf frei diffundierende Orail-Tetramere tibergehen.
Als Konsequenz kommt es selbst bei kleinen Hopping-Raten (im Vergleich zur STIM1-
Dimer Bindung) bei Orail-Uberexpression zum Abbau der Kanalzustinde OS3 und
0S4 und einer Verschiebung hin zu den Kanalzustdnden OS; und OS,. Das ,Hop-
ping® fithrt also genau wie die negative Kooperativitdt des STIM1-Dimer Binde- und
Abloésemechanismus dazu, dass die weniger zum Gesamtstrom beitragenden Zustédnde
fiir Systeme mit grofler Anzahl an Orail-Proteinen dominieren und somit der resultie-
rende Gesamtstrom Icgrac kleine Werte annimmt.

Des Weiteren habe ich tiberpriift, welche Auswirkungen das experimentelle Ergebnis,
dass Orail in kristallinem Zustand als Hexamer vorliegt [136], auf die Modellergeb-
nisse hat. Es hat sich gezeigt, dass es fiir die wesentlichen Aussagen des Modells kei-
nen Unterschied ausmacht, ob in der Zellmembran diffundierende Orail-Tetramere oder
Orail-Hexamere angenommen werden. Nicht zuletzt wurde mit Hilfe des Modells das
Verhalten der von Kilch et al. [26] als DQ bezeichneten STIM-Mutante untersucht.
Als Ergebnis konnten die experimentell beobachteten DQ-Mutanten-Strome qualitativ
richtig reproduziert werden und eine im Gegensatz zum Wildtypen verstéarkte STIM1-
Oligomerisation als dafiir verantwortlicher Prozess benannt werden.
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Kapitel 6

Calcium-Signale wahrend der T-Zell-Aktivierung und
T-Zell-Polarisierung

6.1 Einleitung und Motivation

T-Lymphozyten oder kurz T-Zellen haben einen groflen Anteil an der erfolgreichen Im-
munabwehr, indem sie abnormale Zellen wie z.B. Tumorzellen auffinden und unschédlich
machen. Nachdem die T-Zelle eine antigenprasentierende Zelle ausfindig gemacht hat,
bildet sie mit ihr eine Kontaktfliche aus, die sogenannte Immunologische Synapse (IS)
[57, 58] (sieche Abbildung 2.4). Mit der Ausbildung der IS beginnt auch die Polarisie-
rung der T-Zelle (sieche Abschnitt 2.4). Wie in Abbildung 2.9 dargestellt, bezeichnet
man im Wesentlichen die rdumliche Umordnung bzw. Neuanordnung von Zellorganellen,
Calcium-Kanélen und Pumpen als Zell-Polarisierung. Diese rdumliche Umstrukturierung
ist essentiell fur die T-Zell-Aktivierung, ein Prozess der oft mit der Zerstérung der abnor-
malen / antigenpréisentierenden Zelle endet. Eine vollstindige Aktivierung der T-Zelle
benoétigt ein langanhaltendes, robustes und hohes Calcium-Signal, das von einigen Mi-
nuten bis hin zu Stunden dauern kann [86]. Wie in Kapitel 2 erlautert, ist ein lange
wéhrender (mehrere Minuten) hoher zytosolischer Calciumpegel toxisch fir die Zelle.
Deshalb gibt es meist mehrere Calcium-Feedback-Mechanismen, die dafiir sorgen, dass
das Calcium-Signal recht schnell wieder endet und das Calcium dann aus dem Zyto-
sol gepuffert bzw. herausgepumpt wird. Es gibt starke Hinweise darauf, dass Mitochon-
drien bei der T-Zell-Aktivierung eine wichtige Rolle spielen und mit daran beteiligt sind,
dass das fiir die Aktivierung benétigte spezielle Calcium-Signal aufrechterhalten werden
kann [13, 23, 71, 73]. Mitochondrien sind starke Calcium-Puffer und deshalb wiirde man
erwarten, dass eine Blockade ihrer Calciumaufnahme die zytosolische Calciumkonzen-
tration erhoht. Aber iiberraschenderweise wurde genau das Gegenteil experimentell in
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T-Zellen nachgewiesen [71]. Des Weiteren translozieren Mitochondrien aktiv zur Immu-
nologischen Synapse [13, 73|, wo sie sich in der Néhe der Calcium-Haupteinstromquelle,
den CRAC-Kanélen, positionieren. Dadurch nehmen sie das einstréomende Calcium auf,
verringern so die um den Kanal entstehende Calcium-Mikrodoméne und verhindern so-
mit die Calcium-abhéngige Inhibierung des CRAC-Kanals. Neben der Translokation
der Mitochondrien wurde experimentell auch eine Umverteilung und Akkumulation von
PMCA-Pumpen im Zuge der T-Zell-Polarisierung gefunden [13]. Nach Bildung der IS
kommt es zu einer Anhédufung der PMCA-Pumpen in der Nahe der IS und somit in
der Niahe der Mitochondrien. Auf diese Weise entsteht eine Art Wettbewerb zwischen
Mitochondrien und PMCA-Pumpen um das an der IS einstromende Calcium. Gewinnen
die PMCA-Pumpen diesen Wettbewerb, so wird das Calcium hauptsichlich wieder nach
auflen transportiert, gewinnen die Mitochondrien, so wird das Calcium iiberwiegend ins
Zellinnere umverteilt.

Auf Basis dieser experimentellen Befunde erachte ich den Abstand zwischen Mitochon-
drien und der IS als physikalisch dominanten Faktor fiir die bei der T-Zell-Aktivierung
entstehenden Calcium-Signale. Deshalb habe ich Modelle entwickelt, mit deren Hilfe die
Fragen beantwortet werden sollen, ob der Abstand Mitochondrien zur IS gleichzeitig
die lokalen und globalen Calcium-Signale steuern kann, ob die Umordnung der PMCA-
Pumpen ein notwendiger Effekt fiir die T-Zell-Aktivierung ist und welchen Einfluss die
Struktur des Mitochondriennetzwerkes auf die entstehenden Calcium-Signale hat. Da in
Experimenten das Studium von Calcium-Signalen bei aktiven SERCA-Pumpen nahezu
unmoglich ist, soll auch die Auswirkung von aktiven SERCA-Pumpen und der damit ver-
bundenen Wiederauffiilllung des Endoplasmatischen Retikulum ebenso wie die Form und
Position des Endoplasmatischen Retikulum auf die sich ausbildenden Calcium-Signale
untersucht werden. Einige der in diesem Kapitel prasentierten Resultate wurden bereits
in einem von mir verdffentlichten Peer-Review-Artikel vorgestellt und diskutiert [31].

Zunéachst wird in diesem Kapitel ein stark vereinfachtes eindimensionales Diffusions-
Modell vorgestellt, mit dessen Hilfe bereits die Abhéngigkeit des globalen Calcium-
Signals vom Abstand zwischen Mitochondrien und der IS demonstriert werden kann.
Im Anschluss daran werde ich mit Hilfe eines &dquivalenten Random Walk Modells
den physikalischen Effekt erldutern, der dazu fiihrt, dass die globale Calciumkonzen-
tration in meinem Modell von der Mitochondrienposition relativ zur IS abhéngt. Dar-
auf folgt die Prisentation eines realistischeren / ,physiologischeren“ dreidimensionalen
Zellmodells. Mit Hilfe dieses Modells simuliere ich das zugrunde liegende Reaktions-
Diffusions Szenario unter Benutzung einer Finite-Elemente Software. Dadurch kann der
Einfluss des Abstands Mitochondrien-IS, der PMCA-Pumpen Verteilung und der ER
/ SERCA-Pumpenposition auf die entstehenden Calcium-Signale untersucht werden.
Im letzten Teil dieses Kapitels stelle ich ein zweidimensionales Modell vor, das ich in
Ergénzung zum 3D-Modell nutze, um die Calcium-Signale in Abhéngigkeit der Struktur
des Mitochondriennetzwerkes zu analysieren.
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6.2 Eindimensionales T-Zell Modell. Auswirkung der Mitochon-
drienposition auf die entstehenden Calcium-Signale

Dieser Abschnitt soll dabei helfen, die physikalischen Effekte zu verstehen, die dazu
fithren, dass die Bewegung der Mitochondrien hin zur Immunologischen Synapse Aus-
wirkung auf die resultierenden Calcium-Signale hat. Dazu werden mit Hilfe eindimensio-
naler Modelle die auftretenden Calcium-Signale in Abhéngigkeit der Mitochondrienposi-
tion untersucht, bevor dann im néchsten Abschnitt ein realistischeres dreidimensionales
T-Zell Modell vorgestellt wird und dessen Resultate diskutiert werden. Ein &hnliches
1D-Modell wurde bereits in Quintana et al. [13] vorgestellt. Das Szenario, das hier be-
trachtet wird, geht von bereits gebildeten und dauerhaft aktivierten CRAC-Kanélen
(siehe Kapitel 5 und 2.4) aus. Dies bedeutet, dass ein vollstandig entleertes und entleert
bleibendes Endoplasmatisches Retikulum angenommen wird. Experimentell wird dazu
die Droge Thapsigargin verwendet, die eine Blockade der SERCA-Pumpen verursacht.
Diese Annahmen vereinfachen das Modell zu einem konstanten Calcium-Einstrom in
die Zelle durch den CRAC-Kanal sowie zu einem linear von der Calciumkonzentration
abhingigem Abpumpen von Ca?taus der Zelle durch die PMCA-Pumpen. Es bleibt
allerdings die Frage offen, ob die Mitochondrienposition innerhalb des Zytosols und de-
ren Lage relativ zum Calcium-Einstrom einen Einfluss auf die entstehenden lokalen und
globalen Calcium-Signale ausiiben.

Um erste Erkenntnisse zu erlangen, reduziere ich das System auf eine Raumdimension
(hier die x-Richtung). Somit bleibt, eine einzige Variable x tbrig, die von z = 0 (Po-
sition der IS inklusive des CRAC-Kanal Clusters) bis = L (zur IS entgegengesetztes
Zellende, Position der PMCA-Pumpen) variiert. Die Position der Mitochondrien inner-
halb des Zytosols wird durch die beiden Parameter xy, und o, gekennzeichnet. Zur
Vereinfachung nehme ich in einem ersten Schritt an, dass sich die komplette Aufnahme
von Calcium an der der IS zugewandten Mitochondrien-Spitze xi, abspielt. Des Weite-
ren wird die gesamte Menge an Calcium, die an der Mitochondrien-Spitze aufgenommen
wird, quasi instantan an der Position o, wieder in das Zytosol abgegeben. Eine sche-
matische Darstellung des Modells inklusive der zu erwartenden rdumlichen Verteilung
der Calciumkonzentration ist in Abbildung 6.1 zu sehen. Des Weiteren wird angenom-
men, dass Calcium im Zytosol frei diffundiert und dass Calcium durch Quellen und
Senken wie oben beschrieben im Zytosol entsteht bzw. aus der Zelle heraus transportiert
wird. Mathematisch wird dieses Problem durch die eindimensionale Reaktions-Diffusions
Gleichung

Oc(x,t) 0%c(x,t)

5 = D 2 kin ¢(2in, t) 6(x — xin) + kin ¢(@in, t) 0(x — Tout) , (6.1)
beschrieben. Im stationédren Fall (8051(;1:) = 0) vereinfacht sich diese Gleichung zu
2
Daai(;) = +kin ¢(Tin, t) 0(z — Tin) — kin ¢(Tin, t) 6(x — Tout) , (6.2)
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Abbildung 6.1: Oben: Skizze des eindimensionalen Modells: das Zytosol ist hell-griin,
die Mitochondrien sind gelb, Ca?*-Quellen (CRAC und Mitochondrien) sind blau,
Ca?*-Senken (Mitochondrien und PMCA-Pumpen) sind griin. Unten: Erwartete Orts-
abhingigkeit der Ca?t-Konzentration. cg ist die lokale Konzentration an der Position der
CRAC-Kanile (xz = 0), ¢; an den vorderen Enden der Mitochondrien (z = iy, ), c2 an
den hinteren Enden (z = zoyt) und c3 an der Position der PMCA-Pumpen (z = L). Die
Steigungen der linearen Abschnitte sind durch Ay, A, und Ay gekennzeichnet (siehe
Text).

wobei dann folgende Randbedingungen gelten:

Dey(z =0) = D% o = Therac
(6.3)
D¢, (l’ = L) = D% = —HCPMCACS(l' = L) .
s dr lz=L

kcrac und kpyica sind die Starken des CRAC Kanals sowie der PMCA-Pumpen und
kin die Stéarke der mitochondrialen Calcium-Aufnahme (die gleichzeitig auch die Calcium-
Freisetzung am anderen Mitochondrien-Ende bestimmt kout = kincs(x = xin)).

6.2.1 Stationires Ca?"-Konzentrationsprofil

Zur Untersuchung der in den T-Zellen entstehenden Calcium-Signale interessiere ich mich
hier fiir die stationdre Losung der Differentialgleichung cs(z) = limy_o0 c(z, ), welche
aufgrund der schnellen Ca?*-Diffusion nach kurzer Zeit erreicht ist. In diesem Fall gilt
d(z) = 0 fir  # ZTin, Tout, was bedeutet, dass die Funktion cg(x) stiickweise linear

ist (wie in Abbildung 6.1 bereits angedeutet) und auflerdem stetig. An den Punkten
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x = zip und & = Xy besitzt die zweite Ableitung von cg(x) einen Delta-Funktions-
Anteil
Dél(z) = +kincs(in)d(x — Tin) — kincs(in)0(T — Tout) (6.4)

was bedeutet, dass die erste Ableitung einen Sprung an folgenden Stellen besitzt

xin,out+6

A (Tinout) = lim dz cl(x) = {

=0 Zin,out —€

¢s(in) kin/ D for z =iy (6.5)
—cs(zin) kin/D for o= 2out. ’
Wie in Abbildung 6.1 angedeutet gelten folgende Bezeichnungen ¢y = c5(x = 0), ¢1 =
cs(x = Tip), c2 = c5(x = xour) und c3 = c5(x = L). AuBerdem definiere ich | = zout — Tin
als Lénge der Mitochondrien und die Steigungen als Ag = (¢o —¢1)/Tin, A1 = (c2 —¢1)/1
und als Ag = (c2 — ¢3)/(L — Zout). Daraus folgt, dass

¢t = Co— AO'CL'in
Cco c1 + Aql (6.6)
3 = c2— Ao(L — Tout)

gilt. Zusétzlich erhélt man aus den Randbedingungen (Gleichung 6.3)

Ao = kcrac/D

6.7
Ay = kpmoacs/D, (6.7)
und den Sprung-Bedingungen (Gleichung 6.5)

DAl + DAQ == Clkin s

direkt das Resultat Ay = Ag, was ebenfalls bereits in Abbildung 6.1 angedeutet ist.
Wenige Schritte Lineare Algebra 16sen das erhaltene Gleichungssystem und fithren zu
der Losung

c3 = kcrac/kpmca

ca = kcrac/kpmca + kcrac(L — 1 — zin)/D

Cl = (€9 (1 — (kin — kCRAc)l/D)_l (6'9)
k D

cy = %(L + D/kPMCA + :cinkinl/D) .

Diese Losung wird im Abschnitt 6.2.3, in dem die Modell-Resultate vorgestellt werden,
noch ausfiihrlich diskutiert.
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6.2.2 Wahl der Parameter

Um einen physiologisch angemessenen Parameterbereich abzuschétzen, muss man beden-
ken, dass hier ein eindimensionales Modell betrachtet wird. Somit miissen die physiolo-
gisch relevanten Konzentrationen und Reaktionsraten umgerechnet werden. Konzentra-
tionen werden in einer Dimension (1D) in der Einheit Calcium-Teilchen pro Mikrometer
gemessen, was dem inversen mittleren Abstand zwischen den Ca?*-Ionen entspricht. In
drei Raumdimension (3D) werden Calciumkonzentrationen typischerweise in der Einheit
Nano- oder Mikromol, also der Anzahl an Ca?*-Ionen pro Volumen, angegeben. Bei An-
wendung der dritten Wurzel auf eine in 3D gemessene Konzentration ergibt sich gerade
der inverse mittlere Abstand der Ca?*-Ionen. So erhilt man zum Beispiel fiir eine ty-
pische Ruhekonzentration von 100 nM, was in 3D einer Anzahl von 60 Ca?*-Ionen pro
Kubikmikrometer entspricht, einen mittleren Abstand von 1/4 Mikrometer zwischen zwei
Calcium-Ionen. Dadurch ergibt sich fiir das 1D-Modell eine Konzentration von 4 pum™!,
die zu einer Ruhekonzentration von 100 nM in 3D &dquivalent ist. Somit kann man Calci-
umkonzentrationen in 1D (¢;p) in Konzentrationen fiir den dreidimensionalen Fall (csp)
mit Hilfe der folgenden Formel umrechnen

csp [nM] = 1,66 - (c1p - pm)?. (6.10)

Daneben sind inverse Ca?*-Konzentrationen, die zur Beschreibung von Calcium-Pumpen
verwendet werden, tiber die Formel c;; 5 [nM~1 =0,6- (cl_zl) - wm~1)3 miteinander ver-
kniipft. Die zytosolische Calciumkonzentration soll nach Modell-Vorgabe bei x = L (dem
von der IS am weitesten entfernten Punkt) der typischen Ruhekonzentration in Zellen
entsprechen, wodurch sich c3 = ¢pegt = 4 ,um_l ergibt. Ein vollstandig aktivierter CRAC-
Kanal beférdert ca. 10* Ca?*-Tonen pro Sekunde [137] ins Zytosol, was in 3D zu einer
Rate eines einzelnen CRAC-Kanals von kcracsp = 10* s~ ! fithrt. In dem Modell nehme
ich einen CRAC-Kanal Cluster an, der aus 50 Kanélen besteht, woraus sich als Para-
meter fiir den CRAC-Einstrom in 1D die Rate kcrac,ip =~ 100 s~! ergibt. Da an der
Koordinate x = L Ruhekonzentration vorherrschen soll, und sich die dortige Konzen-
tration zu ¢35 = kcrac/kpmca ergibt, wobei ¢z und k bereits durch obige Annahmen
festgelegt sind, erhilt man direkt die PMCA-Pumpen Rate zu kpyica = 25 um s~ L.
Die Diffusionskonstante fiir Calcium ist nach Albritton et al. [126] zu einen Wert von
Dy = Dy = 220 [,um2/s] bestimmt. Da in meinem 1D-Modell keine Calcium-Puffer
vorkommen, verwende ich hier eine leicht verminderte, effektive Diffusionskonstante fiir
das ,freie“ Calcium von D = 100 um?s~". Die ZellgroBe ist auf L = 10 pum festgelegt und
die Mitochondrienldnge nehme ich als [ = 1 um an. Ergebnisse fiir den hier beschrie-
benen Base-Case Parametersatz unter alleiniger Anderung der Mitochondrienlinge [
sind im Anhang A.2 fiir die beiden Parameter | = 2 uym und [ = 3 pm zu sehen.
Die Standard- oder Base-Case-Parameter sind in Tabelle 6.1 noch einmal zusammenge-
fasst.
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1D-Modell 3D-Aquivalent

Crest 4 /«Lm_l 0,1 uM
kcrac 100 s—! 5-100 s~ 1
kEpmca 25 pm s~! | 3,84-10° uM~1s7!
Ein 25 pm s~ | 3,84-10° pM~1s!
L 10 pm
[ = Tout — Tin 1 pm
Tin 0,1-5pum

Tabelle 6.1: Base-Case Parameter des 1D-Modells.

6.2.3 Ergebnisse

Betrachtet man die stationdre Losung (6.9) der Modellgleichung, so erkennt man sofort
zwei Dinge. Zum einen, dass die Ca?t-Konzentration an der IS (sehr nahe an x = 0)
unabhéngig von der Wahl der Parameter mit wachsendem Abstand der Mitochondri-
en zur IS (groBere Werte von xj,) ansteigt. Zum anderen sieht man, dass gleichzeitig
die globale zytosolische Ca?T-Konzentration (cg bzw. der Mittelwert (cz + ¢3)/2) mit
wachsendem Abstand zj, abnimmt. Somit sagt das Modell voraus, dass die Mitochon-
drienbewegung hin zur IS hinreichend ist, um bei extrazellulirem Ca?*-Einstrom durch
aktivierte CRAC-Kanéle die globalen Calcium-Signale zu erhéhen. Gleichzeitig wird die
lokale Ca?*-Konzentration an der IS reduziert, falls sich die Mitochondrien den CRAC-
Kanélen anndhern.

In Abbildung 6.2 sind die Ergebnisse des Modells fiir verschiedene Werte des Parame-
ters k;, zu sehen. Die ansonsten verwendeten Parameter entsprechen den im vorigen
Abschnitt diskutierten Base-Case Werten und die Ergebnisse wurden unter Verwendung
der Gleichungen 6.9 berechnet. In Abbildung 6.2 a)-b) ist die Ca?*-Konzentration als
Funktion des Ortes x fiir verschiedene Mitochondrienpositionen xj, und verschiedene
Werte des Parameters k;, dargestellt. Wie erwartet ist die Calciumkonzentration an der
IS umso geringer, je kleiner der Abstand der Mitochondrien zur IS ist. Gleichzeitig steigt
jedoch die Calciumkonzentration im Inneren der Zelle mit kleiner werdendem Abstand
der Mitochondrien zur IS an. Beide Effekte werden durch eine Erhéhung der Calcium-
Aufnahmeraten der Mitochondrien k;, weiter verstirkt, was ein Vergleich der Teilabbil-
dungen a) und b) direkt zeigt. In Abbildung 6.2 c¢)-d) ist ein Vergleich der lokalen Cal-
ciumkonzentration an der IS ¢;g = ¢p und der globalen / zytosolischen Calciumkonzen-
tration cgiopar 2zt sehen, wobei cgopq Wie folgt definiert ist

L
Cglobal = L_l/ dz cs(x) (6.11)
0
= L' [CUin(CO + 01)/2 + l(cl + 62)/2 + (L -1 — .’L‘in)(CQ + 63)/2] .

Zusétzlich zu dem generellen Trend, dass lokale und globale Calciumkonzentrationen ge-
gensétzliche Verhalten zeigen, wenn die Mitochondrienposition x;, verdndert wird, kann
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Abbildung 6.2: Lokale und globale Calcium-Signale des 1D-Modells. a) - b) Stationére
Ca?t-Konzentration c,(z) als Funktion von x fiir verschiedene Mitochondrienpositio-
nen zj, und verschiedene mitochondriale Ca?*-Aufnahmeraten k;,. c) - d) Vergleich der
stationiren Ca?*-Konzentration an der Immunologischen Synapse, c;s = ¢ und der ge-
mittelten globalen Ca?t-Konzentration Cglobal als Funktion des Abstandes zj, zwischen
IS und Mitochondrien fiir verschiedene mitochondriale Ca?t-Aufnahmeraten ki,. Die
1D Ca?*-Konzentrationen, die mit Hilfe des Modells berechnet werden, sind mit der
Formel (6.10) in die korrespondierenden 3D Ca?*-Konzentrationen in der Einheit [uM]
umgerechnet worden.
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fiir hohe Calcium-Aufnahmeraten der Mitochondrien k;, sogar erreicht werden, dass die
globale Konzentration die lokale Konzentration iibersteigt (siche Abbildung 6.2 d)). Bei
Verschiebung der Mitochondrien von der Zellmitte in die Néhe der IS (zi, < 0,5 pum)
kommt es zu einer Verdoppelung der globalen Calciumkonzentration. Die qualitativ glei-
chen Resultate erhdlt man auch fiir realistischere / komplexere Varianten dieses 1D-
Modells. Die zu Abbildung 6.2 korrespondierenden Ergebnisse fiir zwei Erweiterungen
des Modells sind im Anhang A.2.1 in den beiden Abbildungen A.7 und A.8 zu sehen. Die
erste Erweiterung wurde bereits in Quintana et al. [13] diskutiert und unterscheidet sich
zu dem von mir diskutierten Modell darin, dass in unmittelbarer Umgebung zur IS im
Abstand z = 0,1 pum eine zusatzliche PMCA-Pumpe positioniert ist. Die zweite Modell-
Erweiterung sieht vor, dass das Calcium, das von den Mitochondrien an der Position xiy,
aufgenommen wird, innerhalb der Mitochondrien diffundiert. Diese Diffusion ersetzt die
in der obigen Modell-Definition instantane Freisetzung des aufgenommenen Calciums
an der Position zoy;. Die mathematischen Losungen dieser beiden Modellvarianten sind
ebenfalls im Anhang A.2.1 zu finden.

Man wiirde zwar sicherlich erwarten, dass sich die Calciumkonzentration an der Position
der Einstrom-Quelle verringert, wenn man eine Senke in der Nahe der Quelle positioniert.
Gleichzeitig rechnet man auch mit einer erhéhten Konzentration am Ort der Calcium-
Freisetzung. Dass sich jedoch die Gesamtmenge Calcium innerhalb der Zelle deutlich
erhohen lisst, indem man ohne weitere Annahmen lediglich eine rdumliche Umverteilung
der Mitochondrien vornimmt, ist eine &uflerst interessante und auf den ersten Blick nicht
triviale Vorhersage dieses einfachen eindimensionalen Modells. Um den physikalischen
Effekt, der hinter diesen Ergebnissen steckt, besser zu verstehen, stelle ich im néchsten
Abschnitt ein Modell-System vor, welches dem 1D-Modell sehr &hnlich ist und die Diffu-
sion durch einen diskreten Teilchen Random Walk ersetzt.

6.3 1D-Modell eines Random Walks / Effekt der
Randbedingungen

Im vorigen Abschnitt konnte bereits mit Hilfe eines sehr einfachen 1D-Modells gezeigt
werden, dass die Mitochondrienposition sowohl die lokalen als auch die globalen Calcium-
Signale in T-Zellen beeinflusst. Dabei liefert die Positionierung der Mitochondrien in-
nerhalb des Zytosols und relativ zur Immunologischen Synapse (IS) bzw. relativ zur
Position der CRAC-Kanéle den entscheidenden Parameter, was im Ergebnisteil (Ab-
schnitt 6.2.3) erldutert ist. Dort habe ich auch bereits erwdhnt, dass es durchaus nicht
verwunderlich ist, dass die lokale Calciumkonzentration nahe der IS umso geringer wird,
je kiirzer die Distanz zwischen den Mitochondrien und der IS ist. Dies resultiert aus der
Tatsache, dass die Mitochondrienspitze in dem Modellgleichungs-System eine Calcium-
Senke darstellt. Die Moglichkeit, die Gesamtmenge an Calcium innerhalb der Zelle durch
ein Heranriicken der Mitochondrien an die Position des Calcium-Einstroms deutlich zu
erhohen, stellt eine beachtenswerte und in dieser Form unerwartete Vorhersage des Mo-
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Abbildung 6.3: Skizze eines diskreten und symmetrischen eindimensionalen Random
Walks auf dem Intervall [0, L]. Der Abstand zwischen den Gitter- oder Kettenpositionen
ist immer gleich, und die Wahrscheinlichkeit q des Random Walkers, nach links bzw. die
Wahrscheinlichkeit p, nach rechts zu springen, sind gleich grof8. Dabei gilt p=q=0,5.

dells dar.

Um den physikalischen Effekt, der fiir diese Ergebnisse verantwortlich ist, etwas genauer
zu beleuchten, stelle ich im Folgenden ein weiteres eindimensionales, jedoch stochas-
tisches Modell vor. Es handelt sich hierbei um das Modell eines symmetrischen und
diskreten 1D Random Walks, das dem deterministischen 1D-Modell des vorigen Ab-
schnittes sehr dhnlich ist, bei dem jedoch die Diffusion durch einen diskreten Teilchen
Random-Walk ersetzt wird.

Das von mir betrachtete Modell-System wird durch einen symmetrischen und diskreten
Random Walk in einer Dimension auf dem Gitter {0, 1,2, ..., L} modelliert. Das Teilchen
bzw. der Random Walker startet zur Zeit t = 0 an der Position n € [0,L — 1] und fiihrt
dann zu diskreten Zeiten zuféllig Schritte bzw. Spriinge nach links oder rechts aus. Dabei
bezeichnet p die Wahrscheinlichkeit, einen Schritt nach rechts zu machen, und q =1—p
die Wahrscheinlichkeit, einen Schritt nach links zu machen. Ich interessiere mich hier
speziell fiir den ungerichteten oder symmetrischen Random Walk, bei dem p =q = 0,5
gilt, und der analog zur Diffusion ist. Die aktuelle Position des Teilchens oder Ran-
dom Walkers wird durch die x-Koordinate der jeweiligen Gitter- oder Kettenposition
beschrieben (siehe Abbildung 6.3). Eine wichtige Eigenschaft des Random Walks ist die
Unabhéngigkeit der einzelnen Schritte. Fiir den i-ten Schritt ist es ohne Bedeutung, wel-
che Positionen das Teilchen / der Random Walker in der Vergangenheit besucht hat. Der
aktuelle Schritt hdngt nur von der aktuellen Position x ab; es handelt sich beim Random
Walk also um einen Markov-Prozess. Im Folgenden werde ich noch einige Figenschaften
des diskreten 1D Random Walks présentieren, bevor ich diese im Anschluss daran auf
den konkreten Fall der Calcium-Signale in T-Zellen und deren Abhéngigkeit von der
Mitochondrienposition iibertrage.

P(x,N) ist die Wahrscheinlichkeit dafiir, dass sich der Random Walker nach N Zeitschrit-
ten an der Position x befindet. Die Entwicklung dieser Besetzungswahrscheinlichkeit wird
durch folgende Master-Gleichung beschrieben:

Px,N+1)=p-P(x—1,N)+q-P(x+1,N). (6.12)
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Transmissions-Modus: Absorptions-Modus:
,Mean First Exit” Zeit: t(n)=N2-n? ,Mean First Exit” Zeit: t(n)=n(N-n)

[ R R SR

x=0 x=N

reflektierend: | absorbierend:|

Abbildung 6.4: Diskreter 1D Random Walk mit mindestens einer absorbierenden
Randbedingung. Man unterscheidet je nach Art der Randbedingungen zwischen
Transmissions- und Absorptions-Modus. Fiir die beiden Modi ergeben sich unterschied-
liche Ausdriicke fur die ,Mean First Exit* Zeit t(n), die es im Mittel dauert, bis ein
Random Walker, der an Position n startet, an der Systemberandung absorbiert wird.

Im Fall eines symmetrischen Random Walks (p = q = 0, 5) besitzt sie die Losung

N
Px,N)= ———— pN+)/2q(N=x)/2 6.13
(3 = iy (6.13)
2 2
Im Grenzfall fiir lange Zeiten fithrt diese Binomialverteilung unter Ausnutzung der
Stirling-Formel auf den Ausdruck fiir die Gaufische Wahrscheinlichkeitsverteilung

1 —x—N(p—q)]?/8N

P(x,N) = We[ (p—a)]”/8Npq (6.14)
FEine sehr interessante Fragestellung ergibt sich fiir den 1D Random Walk, wenn min-
destens eine der beiden Intervallenden 0 oder L als absorbierender Systemrand vor-
liegt. Abhéngig von der Art der Randbedingungen koénnen drei Félle unterschieden
werden, die im Allgemeinen als i) Absorptions-Modus ii) Transmissions-Modus und
iii) Reflektions-Modus bezeichnet werden.
Fiir meine Untersuchungen sind nur die ersten beiden Félle interessant: der Absorptions-
Modus, der sich dadurch auszeichnet, dass beide Systemridnder absorbierende Beran-
dungen darstellen sowie der Transmissions-Modus, der sich dadurch auszeichnet, dass
eine absorbierende und eine reflektierende Berandung vorliegen (siehe Abbildung 6.4).
Ist mindestens einer der beiden Systemrinder absorbierend, so ergeben sich unmittel-
bar mehrere interessante Fragestellungen, die in der Literatur unter dem Begriff , First
Passage* Phdnomene studiert und diskutiert werden. Eine sehr gute Einfiihrung in die
Physik und Mathematik der ,First Passage Phinomene stellt zum Beispiel das Buch
von Sydney Redner dar [138]. Eine Frage in diesem Kontext lautet zum Beispiel: Wie
lange dauert es, bis der Random Walker das System verlésst, also einen der absorbie-
renden Systemrénder erreicht und dort absorbiert wird? Die dafiir bendtigte Zeitspanne
wird im Allgemeinen ,Mean First Exit Time" oder im folgenden ,Mean First Exit* Zeit
genannt. Befindet man sich im Absorptions-Modus, kann man zusétzlich noch die Fra-
ge nach der bedingten oder konditionellen ,Mean First Exit* Zeit stellen. Dies ist die
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Zeit, die der Random Walker benétigt, um einen bestimmten der beiden absorbieren-
den Systemrinder zu erreichen. In Abhéngigkeit der Startposition n des Random Wal-
kers ergeben sich fiir die beiden Félle folgende Ausdriicke der ,Mean First Exit“ Zeiten

t(n):
Absorptions — Modus:  t(n) = n-(L—n), (6.15)

Transmissions — Modus :  t(n) = L —n?. (6.16)

Fiir den Absorptions-Modus kénnen noch zusétzlich die bedingten ,Mean First Exit* Zei-
ten tlinks(n) und trecnts(n) angegeben werden. Dies geschieht unter Ausnutzung der Teil-
Wahrscheinlichkeiten piinks(n) und precnts(n), die in Abhéngigkeit der Startposition des
Random Walkers die Wahrscheinlichkeit dafiir angeben, den linken bzw. rechten Sys-
temrand zu erreichen. Im Falle des 1D symmetrischen Random Walks erhélt man diese
beiden Wahrscheinlichkeiten zu

Pinks(n) = 1-—n/L (6.17)
prechts(n) = n/L, (618)

und somit erhélt man fiir die bedingten ,Mean First Exit* Zeiten (Herleitung und Beweis
der Formeln 6.15-6.20, siche z.B. Redner [138]):

tinks(n) = n/3- (2L —n) (6.19)
1/3-(L* —n?). (6.20)

trechts (H)

Da nun die wichtigsten Eigenschaften des symmetrischen und diskreten 1D Random
Walks inklusive der ,Mean First Exit* Zeit vorgestellt wurden, kann ich damit begin-
nen, das stochastische 1D T-Zell Modell zu diskutieren. Es soll das Analogon zu dem
im vorigen Abschnitt vorgestellten deterministischen 1D-Modell bilden und dabei hel-
fen, jenen physikalischen Effekt besser zu verstehen, der fiir die Erh6hung des globalen
Calcium-Signals in T-Zellen in Abhéngigkeit der Mitochondrienposition verantwortlich
ist. Diffusion von Teilchen und der Prozess des Random Walks sind mikroskopisch be-
trachtet unterschiedliche Mechanismen. Da aber im Limes fiir lange Zeiten die Eigen-
schaften eines diffundierenden Teilchens und die eines Random Walkers (inklusive der
,First Passage“ Phdnomene) tibereinstimmen, konnen die Ergebnisse des 1D Random
Walk Modells mit denen des deterministischen 1D-Modells verglichen werden.

Ich betrachte hier - wie bereits erwdhnt - einen 1D diskreten Random Walk auf dem
Intervall [0, L]. Wiederum nehme ich eine T-Zelle der Lénge 10 pm an und unterteile die
eindimensionale Strecke in 100 Gitterpunkte mit einem diskreten Abstand von 0,1 pm.
Analog zum 1D-Modell des vorigen Abschnitts sollen sich am linken Systemrand bei x=0
der CRAC-Kanal und am rechten Systemrand bei x=L die PMCA-Pumpen befinden.
Dies wird hier im Random Walk Modell dadurch realisiert, dass der Random Walker
an der Position x=0 startet (bzw. das System ,betritt“) und rechts ein absorbierender
Rand (PMCA-Pumpe) vorliegt. Die linke Systemberandung wird durch eine reflektieren-
de Randbedingung modelliert (siehe Abbildung 6.5). Ich nehme ein Mitochondrium der
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Abbildung 6.5: Skizze des 1D Random Walk Modells zur Untersuchung von Ca?*-
Signalen in T-Zellen. Der CRAC-Kanal (schwarz) befindet sich bei x=0 und stellt die
Startposition des Random Walkers zum Zeitpunkt t=0 dar. Am rechten Systemrand bei
x=L befinden sich die PMCA-Pumpen (rot), die den Random Walker aus dem System
hinaus befordern, sobald er diese Position erreicht. Das Mitochondrium (blau) ist halb so
lang wie die T-Zelle und nimmt den Random Walker am vorderen Ende (rot) bei x = xj,
auf und gibt ihn instantan am hinteren Ende bei x = x4yt wieder ins System ab. Im Fall
1 befindet sich das Mitochondrium unmittelbar an der Immunologischen Synapse bzw.
den CRAC-Kanélen an der Position x=0 und bedeckt die linke Systemhélfte. Im zweiten
Fall befindet sich das Mitochondrium in der rechten Hélfte der Zelle.

Lénge L/2 an, welches analog zum deterministischen Modell an seiner vorderen Spitze
(x = xj,) das Calcium bzw. den Random Walker absorbiert und dann instantan am hin-
teren Ende (x = Xout) wieder in das System freisetzt. Der linke Rand des Mitochondriums
wird als absorbierende Randbedingung modelliert, wohingegen der rechte Rand fiir den
Random Walker keine ,echte“ Randbedingung darstellt; d.h. er kann sich auch auf den
Gitterpunkten, die das Mitochondrium modellieren, frei bewegen. Des Weiteren nehme
ich an, dass die absorbierenden Randbedingungen (PMCA-Pumpe und Mitochondrien-
spitze) den Random Walker mit Sicherheit, also mit der Wahrscheinlichkeit papsorb = 1,
aufnehmen bzw. aus dem System beférdern. Im Gegensatz zum deterministischen 1D-
Modell kann deshalb im Random Walk Modell keine Aussage iiber die Abhéngigkeit
der Calcium-Signale von der PMCA-Pumpstérke oder der Stédrke der mitochondrialen
Calcium-Aufnahme gemacht werden. Lediglich die Abhéngigkeit der globalen Calcium-
Signale von der Mitochondrienposition xj, soll mit Hilfe des Random Walk Modells
untersucht werden.

Ich berechne in Abhéngigkeit von der Mitochondrienposition x = xj, die ,Mean First
Exit* Zeit des Random Walks - die iiber viele Systemrealisierungen gemittelt - ein Maf}
fiir die globale Calciumkonzentration darstellt. Zunédchst mdéchte ich noch die beiden
wExtremfalle® 1 und 2 (siehe Abbildung 6.5) diskutieren und deren ,Mean First Exit* Zeit
angeben. Im ersten Fall befindet sich das Mitochondrium unmittelbar vor dem CRAC
Kanal an der Position x=0 und fiillt die linke Systemhélfte aus. Im zweiten Fall befindet
sich das Mitochondrium genau in der Mitte des Systems an der Position x=L/2 und fiillt

123



6 Calcium-Signale wahrend der T-Zell-Aktivierung und T-Zell-Polarisierung

die rechte Systemhélfte aus.

Im Fall 1 wird der Random Walker sofort nach Betreten des Systems vom Mitochondrium
absorbiert und an der Position x = Xou; = L/2 wieder ins System freigesetzt. Dadurch
wird die Startposition n des Random Walkers effektiv von n=0 zu n=L/2 verschoben,
und der Random Walker beginnt dann zum Zeitpunkt t=1 von der Mitte des Systems aus
mit seiner Bewegung, dem zufélligen nach links oder rechts ,Wandern / Springen®. Fiir
diesen Fall mochte ich hier eine untere Schranke fiir die ,Mean First Exit“ Zeit berechnen.
Dabei vernachléssige ich die Tatsache, dass der Random Walker bei Erreichen des linken
Systemrandes an der Position x=0 wieder von dem Mitochondrium in die Systemmitte
transportiert wird, wodurch das ,,Spiel“ erneut beginnt. Ich gehe also zunéchst einmal
davon aus, dass der Random Walker sowohl links als auch rechts vollstdndig absorbiert
wird. Die ,Mean First Exit“ Zeit (Zeit nach der der Random Walker zum ersten Mal
absorbiert wurde, egal ob rechts oder links) berechnet sich in dann auf die gleiche Art,
wie fiir ein System im Absorptions-Modus (siehe Abbildung 6.4), bei dem der Random
Walker in der Mitte des Systems startet, und man erhélt die ,Mean First Exit“ Zeit
zZu:

t(L/2)1 untere = L/2 - (L — L/2) = L%/4. (6.21)

Da der Random Walker bzw. das Ca?*-Ion nach Erreichen des linken Randes eigentlich
vom Mitochondrium absorbiert und wieder in der Systemmitte freigesetzt wird, ist die
»~Mean First Exit“ Zeit t(L/2); fiir Fall 1 also immer grofler als die gerade berechnete
untere Schranke und es gilt: t(L/2)1 > t(L/2)1 untere-

Im Fall 2 legt der Random Walker eine Strecke L/2 zuriick, bis er vom Mitochondrium
absorbiert wird. Er wird dann unverziiglich zum absorbierenden rechten Rand transpor-
tiert, was wiederum bedeutet, dass er das System umgehend verldsst. In diesem Fall ist
die ,Mean First Exit“ Zeit gleich der eines Systems mit einem reflektierenden und einem
absorbierenden Rand, also gleich der ,Mean First Exit* Zeit eines Systems mit halbier-
ter Systemlénge, das sich im Transmissions-Modus befindet. Die ,Mean First Exit“ Zeit
t(0)2 (Systemlidnge L/2) fiir Fall 2 ergibt sich also zu:

t(0)2 = (L/2)® —0 = L%/4. (6.22)
Fasst man diese Uberlegungen zusammen, so erhélt man:
75(11/2)1 > t(L/Q)l,untere = L2/4 = t(0)2 . (623)

Man erkennt bereits hier, dass die ,Mean First Exit“ Zeit - bei Mittelung iiber viele
Systemrealisierungen ein Maf§ fiir die globale Calciumkonzentration - umso grofler ist,
je néher sich die Mitochondrien am CRAC-Kanal befinden. Der exakte Wert fiir ¢(L/2),
ergibt sich als Spezialfall (x;, = 0) der allgemeinen Losung des Modells (Gleichung 6.33)
zu L?/2, wie nun im Folgenden hergeleitet wird.

Betrachtet man den allgemeinen Fall, der in Abbildung 6.5 skizziert ist, so kann man
die ,Mean First Exit“ Zeit durch Aufspaltung in zwei Teile t; und t;; berechnen, wie
im Folgenden erldutert wird. Der Random Walker startet wiederum an Position x=0
(CRAC-Kanal) und ,sieht“ zunéchst ein System der Lénge xj,, wobei dieses System

124



6 Calcium-Signale wahrend der T-Zell-Aktivierung und T-Zell-Polarisierung

links von einem reflektierenden Rand und rechts von einem absorbierenden Rand (Mit-
ochondrienspitze) begrenzt wird. Der erste Anteil zur ,Mean First Exit“ Zeit berechnet
sich demnach als ,Mean First Exit* Zeit eines Random Walks in einem System der Lange
Xin, welches sich im Transmissions-Modus befindet:

t1(0) = x2, — 0 =x2

m °

(6.24)

Nachdem der Random Walker im verkiirzten System I den rechten Rand erreicht hat,
wird er vom Mitochondrium absorbiert (im Mittel nach der Zeit t;(0) = x2,) und dann
an der Position x = xo,t wieder in das System freigesetzt. Nun ,sieht* der Random
Walker ein um x;, verkiirztes System II mit zwei absorbierenden Réndern, das sich
im Absorptions-Modus befindet. Die gesamte ,Mean First Exit* Zeit setzt sich also aus
t7(0) = 2, plus der noch zu bestimmenden Zeit #;; zusammen. Das System II besitzt
die verkiirzte Lange L' = L — x,. Trifft der Random Walker bei seiner Zufallsbewegung
auf den rechten Rand (z = L', PMCA-Pumpe), so verlésst er das System. Trifft er auf
den linken Rand (z = 0/, Mitochondrienspitze), so wird er wieder zum Punkt x = x] , =
Xout — Xin transportiert. Jedes mal, wenn der Random Walker zuerst die linke und nicht
die rechte Systemberandung erreicht, beginnt das ,,Spiel“ erneut, und man erhélt einen
zuséatzlichen Beitrag zur ,Mean First Exit* Zeit. Deshalb muss man nun die konditionelle
bzw. bedingte ,Mean First Exit“ Zeit t;; berechnen, nach der der Random Walker zum
ersten Mal den rechten Rand berithrt und das System verldsst. Dies geschieht unter
der Bedingung, dass der Random Walker zuvor null mal, einmal, zweimal, ..., k-mal den
linken Rand beriihrt hat. t11(x),;) = tir(Xout —Xin) ist die Summe aus allen Moglichkeiten,
im Absorptions-Modus den rechten Rand (PMCA-Pumpe) zu erreichen. Dabei kann der
Random Walker vorher bereits mehrmals den linken Rand (x = xj,) beriihrt haben
(wird vom Mitochondrium wieder an die Stelle x/ , transportiert) und jeweils wieder
bei x = x/; = Xout — Xin gestartet sein. Startpunkt des Random Walkers ist also x =
X!t = Xout — Xin = IMito, die Distanz zum rechten Rand ist L — xj, — (Xout — Xin) und zum
linken Rand lygito = Xout — Xin. Das System hat die Linge L' = L —x;,, und die Lénge des
Mitochondriums lygito = Xout — Xin ist konstant. Die Wahrscheinlichkeit, vom linken Rand
absorbiert zu werden, betragt im Absorptions-Modus allgemein pjiyks(n) = 1 —n/L, hier
also

plinks(Xgut) = 1- (xout - xzn)/(L - xm)
1— lMito/(L - Xin) 5 (625)

und die Wahrscheinlichkeit, vom rechten Rand absorbiert zu werden, allgemein pyechts(n) =
n/L, hier also

prechts(xgut) = (xout - xzn)/(L - xzn)
Iito/ (L — Xin) - (6.26)

Die bedingten ,,Mean First Exit* Zeiten betragen fiir mein Modell
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X — X
thinks(Xue) = Jﬂg—ﬂ@w—wmyw%m—mm)

Invgi

= 3R~ xi) ~ o) (6.27)

und
1
trechts (X(I)ut) = g((L - xin)Q - (:L'out - xm)Q)

1

= (L —xi)* ~ Rio) - (6.28)

Betrachtet man das in Abbildung 6.6 dargestellte Baumdiagramm, so kann man sich
leicht tiberlegen, wie sich die gesamte ,,Uberlebenszeit* t1j(x/ ) des Random Walkers bis
zum ersten Ausstieg durch den rechten Rand zusammensetzt. Die Zeit tyj(x.,,) ergibt

sich zu:

tn(xXhy) = P (0t +t) + 0 (Lot +t:) +pipr - (2t + 1) + e
o (o)
= prY_Pite Dy pf-(z-t1), (6.29)
z=0 z=1

Start
Plinks /\prechts

Neustart Absorbiert
tlinks trechts
Plinks /\prechts
Neustart Absorbiert
2" tIinks tlinks+ trechts

Plinks /\)rechts

Neustart Absorbiert
3* tIinks 2=ktlinks'*' trechts

Abbildung 6.6: Baumdiagramm zur Bestimmung der ,Mean First Exit“ Zeit des Random
Walkers bei Absorption durch ein Mitochondrium.
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wobel py fir prechts und p; fir piinks als Abkiirzung gewéhlt wurde. Setzt man fiir diese bei-
den geometrischen Reihen ihre Grenzwerte ein, so erhélt man:

tII(Xcl)ut) = Dr- 1—p; tr + pr (1 _pl)2 l
= &'tr+pr§l'tl:tr+ﬂ'tl7 (630)
Dr by Dr
wobei hier -
1
k=0 q
und o
q
k-¢f = ——— . (6.32)
,;) (1-q)

ausgenutzt wurde. Insgesamt erhélt man fiir die ,Mean First Exit“ Zeit te,;; des von mir
betrachteten Random Walk Systems:

texit = tr+t
= bttty (6.33)

T

Die analytische Losung fiir die ,Mean First Exit* Zeit t.,;; des von mir betrachteten 1D
Random Walk Modells ist in Abbildung 6.7 a) (schwarze Kurve) in Abhéngigkeit von
der Mitochondrienposition x;j, zu sehen. Daneben ist in der Abbildung auch die mit-
tels Computersimulation berechnete ,Mean First Exit” Zeit te.;; in Abhédngigkeit von
der Mitochondrienposition x;j, des 1D Random Walk Systems abgebildet. Die Lange der
T-Zelle betréigt in beiden Féllen 10 pm und die Diskretisierung wurde zu Ax = 0,1 pym
gewdhlt, so dass die Zelle durch L = 100 Gitterplétze repriasentiert wird. Die Mitochon-
drienléinge betréigt bei allen gezeigten Ergebnissen 5 ym. Somit besetzten die Mitochon-
drien eine Strecke von 1 = L/2 = 50 Gitterplitzen.

Zur Bestimmung der ,Mean First Exit“ Zeit per Computersimulation startet der Ran-
dom Walker an der Position x = 0 und ich zdhle die Anzahl an Schritten, die der Random
Walker innerhalb der Zelle zuriicklegt, bevor er von der PMCA-Pumpe nach auflen trans-
portiert wird. Diese Prozedur habe ich 2-10°-mal mit unterschiedlicher Initialisierung des
Zufallszahlengenerators ausgefiihrt und die ,Mean First Exit“ Zeit dann aus Mittelung
iiber diese 2-10° Durchliiufe berechnet. In der Abbildung 6.7 b) ist die lokale Calciumkon-
zentration bzw. die gemittelte Aufenthaltsdauer des Random Walkers in Abhéngigkeit
der Gitterposition fiir zwei verschiedene Mitochondrienposition x;, dargestellt.

Ein Vergleich mit den Resultaten des deterministischen 1D-Modells (Inset der Abbildung
und Abbildung 6.2) zeigt, dass sich die Ergebnisse der beiden 1D-Modelle qualitativ nicht
unterscheiden. Die ,Mean First Exit“ Zeit t.,;; gibt an, wie lange sich der Random Wal-
ker bzw. das Calcium-Ion im Mittel innerhalb der Zelle aufgehalten hat, bevor er / es von
der PMCA-Pumpe aus der Zelle transportiert wurde. Dabei ergibt sich die ,Mean First
Exit“ Zeit teg als Summation iiber alle Aufenthaltsdauern des Random Walkers bzw.
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Analytische Lésung
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Abbildung 6.7: Ergebnisse des 1D Random Walk Modells. Die Zelllinge betragt 10
pm und wurde in L = 100 Gitterplatze mit diskretem Abstand Ax = 0,1 ym auf-
geteilt. Die Mitochondrienliange betrédgt 1 = L/2 = 5 pm und entsprechend 1 = 50
Gitterplitze. a) Dargestellt ist die ,Mean First Exit* Zeit eines Calcium-Ions, die ein
Maf fir die globale Calciumkonzentration ist, in Abhéangigkeit von der Mitochon-
drienposition xi,. Die rote Kurve wurde mittels einer Computersimulation berechnet
(2-10° Mittelungen), die schwarze Kurve entspricht der analytischen Losung aus Glei-
chung 6.33. b) Die per Computersimulation berechnete Calciumkonzentration innerhalb
der Zelle fiir zwei verschiedene Mitochondrienpositionen xj,. Im Inset ist zum Ver-
gleich die mittels deterministischem 1D-Modell berechnete Konzentration abgebildet
(vgl. Abbildung 6.2). c) Auftragung der mittels Computersimulation bestimmten loka-
len und globalen Calcium-Signale in Abhéngigkeit der Mitochondrienposition xj,. Im
Inset sind zum Vergleich die mittels deterministischem 1D-Modell berechneten Calcium-
Signale abgebildet.
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des Calcium-Ions an den unterschiedlichen Gitterpliatzen, die in Teil b) der Abbildung
aufgetragen sind. Die ,Mean First Exit* Zeit ist also ein Maf} fiir die globale Calcium-
konzentration, und wiirde man sie durch die Anzahl an Gitterpliatzen dividieren, wére sie
das Analogon zur gemittelten zytosolischen Calciumkonzentration des deterministischen
1D-Modells. In Teil ¢) der Abbildung 6.7 ist die lokale und globale Calciumkonzentrati-
on des 1D Random Walk Modells als Funktion der Variablen x;j, zu sehen. Man erkennt
direkt, dass ebenso wie beim deterministischen 1D-Modell des vorigen Abschnitts (siehe
auch Inset der Abbildung), wiederum die globale Calciumkonzentration mit kleinerem
Abstand der Mitochondrien zum CRAC-Kanal ansteigt wéihrend gleichzeitig die loka-
le Calciumkonzentration mit kleinerem Abstand der Mitochondrien zum CRAC-Kanal
abféllt.

Fasst man nun alle bisherigen Ergebnisse und Uberlegungen zusammen, so kann man
mit Hilfe des 1D Random Walk Modells sehr gut verstehen, wie die Mitochondrienposi-
tion die globalen Calcium-Signale kontrolliert. Die ,Mean First Exit* Zeit tezi:, die ein
Ma#f fiir die globale Calciumkonzentration ist, hdngt direkt vom Parameter x;, ab und
steigt umso mehr an, je kleiner x;, ist. Dies wird sowohl an der Form der Gleichung 6.33
deutlich als auch an den Uberlegungen zur Berechnung der ,Mean First Exit* Zeit te.;:
fiir die beiden ,Extremfille“ 1 und 2 (siehe Abbildung 6.5).

Wie kann man sich dieses Resultat anschaulich erkldren? Es gilt Folgendes: Sobald das
Calcium-Teilchen bzw. der Random Walker das System am Ort x=0 (CRAC-Kanal)
betritt beginnt es / er mit seinem Random Walk innerhalb des ersten Teilsystems I der
Lénge xiy, das sich im Transmissions-Modus befindet. Am linken Rand dieses Teilsys-
tems wird das Calcium-Teilchen reflektiert, und sobald es zum ersten Mal den rechten
Systemrand an der Stelle x = xj, erreicht, wird es vom Mitochondrium absorbiert. Die
Aufnahme durch das Mitochondrium hat zur Folge, dass das Calcium-Teilchen am En-
de des Mitochondriums (x = Xqyut) wieder in das Zytosol abgegeben wird und sich nun
im Teilsystem II befindet. Das Teilsystem II besitzt eine um xy, verkiirzte Lange und
befindet sich im Absorptions-Modus, da beide Systemberandungen absorbierend sind.
Der linke Rand wird von der Spitze des Mitochondriums gebildet. Erreicht das Calcium-
Teilchen wéihrend des Random Walks die Mitochondrienspitze x = xj,, so wird es dort
erneut absorbiert und an der Stelle x = x4t ins Zytosol freigesetzt. Bei Erreichen des
rechten Systemrandes, der durch die Anhdufung von PMCA-Pumpen charakterisiert ist,
wird das Calcium-Teilchen vollstdndig aus dem System bzw. aus der Zelle heraus trans-
portiert. Es ist also logisch, dass sich das Calcium-Teilchen umso ldnger innerhalb der
Zelle authélt und bewegt, je ofter es im Laufe seiner Zufallsbewegung zuerst den linken
und nicht den rechten Systemrand erreicht. Die Wahrscheinlichkeit piinks, den linken
Rand zu erreichen, und damit auch die ,Mean First Exit* Zeit t;;,rs sind umso grofier, je
kleiner xj, ist (siehe Gleichung 6.25 und 6.27), also umso néher das Mitochondrium dem
CRAC-Kanal kommt. Dies kann man sich leicht damit erkldren, dass sowohl die Wahr-
scheinlichkeiten piinks rechts als auch die ,Mean First Exit Zeiten t;;nks rechts DUr von den
Streckenldngen im Teilsystem II bzw. der Gesamtlédnge des Teilsystems IT abhéngen. Die
Strecke sjinks, die das Calcium-Teilchen bis zum linken Rand zuriicklegen muss, entspricht
gerade der Lange des Mitochondriums 1 = xj, — Xout, die immer konstant ist. Die Lénge
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der Strecke bis zu den PMCA-Pumpen am rechten Rand ergibt sich als Differenz der
Zelllainge L minus der Lange des Mitochondriums und minus der Linge des Teilsystems
I, also zu:

Srechts — L-1- Xin- (6.34)

Diese Strecke ist variabel und héngt von der Position des Mitochondriums x;, ab. Sie
sollte moglichst grof sein, damit auch das Teilsystem II grof} ist und sich das Calcium-
Teilchen dort lange aufhélt, bevor es bei seiner Zufallshewegung den rechten Rand er-
reicht. Je kleiner die Distanz x;, zwischen Mitochondrium und CRAC-Kanal ist, umso
grofer wird das Teilsystem II. Der Grenzfall x;, = 0 entspricht dem zuvor betrachteten
Extremfall 1 aus Abbildung 6.5, fiir den eine untere Schranke der ,Mean First Exit* Zeit
berechnet wurde. Zusammenfassend kann man sagen, dass man eine méglichst lange Ver-
weildauer des Calcium-Teilchens in der Zelle dadurch erreicht, dass das Calcium-Teilchen
in grofitmoglicher Entfernung zu den PMCA-Pumpen (absorbierende Randbedingung)
ins Zytosol freigesetzt wird. Ist das betrachtete Modell-System so aufgebaut wie im
Fall des deterministischen und des stochastischen 1D-Modells (CRAC Kanal bei x=0,
PMCA-Pumpen bei x=L), so ist der Einfluss der absorbierenden Randbedingungen aus-
schlaggebend. Erst wenn man auch PMCA-Pumpen in der Ndhe des Immunologischen
Synapse und somit in der Ndhe der CRAC-Kanéle annimmt, kommt noch ein zweiter
Effekt hinzu, ndmlich der Wettbewerb zwischen Mitochondrien und PMCA-Pumpen.
Fir das 3D-Modell des folgenden Abschnitts spielt der Wettbewerb um das in die Zel-
le einstromende Calcium eine wichtige Rolle. Im Anhang A.2.4 sind die beiden Effek-
te:

e Einfluss der Position der Randbedingungen

o Wettbewerb zwischen Mitochondrien und PMCA-Pumpen um das einstréomende
Calcium

fiir eine vereinfachte 3D-Wiirfelgeometrie nochmals verdeutlicht.
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6.4 Dreidimensionales Reaktions-Diffusions Modell

6.4.1 Motivation und Vorbetrachtung

Zur vollstdndigen T-Zell-Aktivierung wird ein sehr spezielles, robustes Calcium-Signal
bendtigt. Die dazu erforderliche Hochregulierung der intrazelluldren Calciumkonzentra-
tion ist ein komplexes Zusammenspiel verschiedener Zellorganellen (Zytosol, Mitochon-
drien, ER, usw.), verschiedener Calcium-Kanéile sowie unterschiedlicher Pumpen, die
das Calcium zwischen den Zellorganellen hin und her transportieren. Um beispielswei-
se die experimentell beobachtete Mitochondrien-Translokation hin zur Immunologische
Synapse (IS) oder die Anhdufung von PMCA-Pumpen in der Né&he der IS zu verstehen
[13, 72, 73], habe ich ein dreidimensionales Reaktions-Diffusions-Modell entwickelt, das
im néchsten Abschnitt vorgestellt wird.

Bisher ist noch nicht vollsténdig geklart, ob es physiologische Griinde fiir die Mitochon-
drien-Translokation hin zur IS und die PMCA-Akkumulation in der Néhe der IS gibt,
oder ob diese beiden Prozesse nur eine Randerscheinung darstellen, und nicht essentiell
fiir die T-Zell-Aktivierung sind. Die Ergebnisse der in den vorherigen Abschnitten disku-
tierten eindimensionalen Modelle liefern jedoch starke Hinweise darauf, dass die Position
der Mitochondrien die Calcium-Signale in T-Zellen bestimmt. Aus diesem Grund soll mit
Hilfe eines 3D-Modells analysiert werden, welchen Einfluss die rdumliche Anordnung von
Zellorganellen und den verschiedenen Calcium- Kanélen / Pumpen auf die entstehenden
Calcium-Signale hat.

Mitochondrien wurden zu Beginn der Modellierung von Calcium-Signalen in der Litera-
tur lange Zeit nicht berticksichtigt [114, 139]. Kurz vor der Jahrtausendwende héuften
sich allerdings die experimentellen Beobachtungen - die nur exemplarisch von mir ge-
nannt werden koénnen - dass Mitochondrien einen sehr groflen Einfluss auf die Calcium-
Signalgebung in unterschiedlichsten Zellen haben [69-71, 140, 141]. Bis heute Reihen
sich zahlreiche weitere Experimente nahtlos ein, die ebenfalls die herausragende Stellung
der Mitochondrien fiir die Calcium-Signalgebung schildern (z.B.: [13, 63, 64, 66, 73, 74],
siche Abschnitt 2.3.2).

Aus diesem Grund wurde die Modellierung von Mitochondrien im letzten Jahrzehnt bei
der Entwicklung von theoretischen Modellen zur Calcium-Signalgebung mit einbezogen.
Erste Modelle konnten zeigen, dass Mitochondrien mafigeblich die Amplitude der entste-
henden Calcium-Signale beeinflussen [28-30, 142]. Dies ist im Prinzip damit zu erkléren,
dass die Mitochondrien grofie Mengen an Calcium sehr schnell aufnehmen und verzogert
wieder abgeben und dadurch neben dem ER quasi einen zweiten Calcium-Pool dar-
stellen. Fast alle Zell-Modelle, die Mitochondrien beriicksichtigen, haben das Problem,
dass sie lediglich die Pufferfunktion der Mitochondrien beriicksichtigen und daneben
von rdumlich homogenen Calciumkonzentrationen ausgehen. Dass dies wahrscheinlich
nicht der vollstdndig richtige Ansatz ist, lassen die Resultate der von mir vorgestellten
1D-Modelle vermuten. In den Abschnitten 6.2 und 6.3 habe ich gezeigt, dass die mit-
ochondriale Calcium-Aufnahme und die Freisetzung in moglichst weiter Entfernung zu
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den PMCA-Pumpen ausreichen, um eine erhéhte zytosolische Calciumkonzentration zu
erhalten.

Aber noch immer wird die Rolle der Mitochondrien und die rdumliche Anordnung der
unterschiedlichen Ca’*-Kanile / Pumpen in Modellen zur Calcium-Signalgebung un-
terschétzt. So vernachlédssigt beispielsweise eine aktuelle theoretische Studie zur Calcium-
Signalgebung in T-Zellen die Mitochondrien in ihrer Modellierung génzlich [27]. Dies ist
sehr kritisch zu sehen, da die Mitochondrien, wie bereits oben im Text erwédhnt, einen
sehr starken Einfluss auf die beobachteten Calcium-Signale haben. Durch die Existenz
einer Kopplung zwischen den Mitochondrien und der ER-Membran (Review siehe z.B.
[143]) und die aktive Bewegung der Mitochondrien in Richtung Zellmembran, regulie-
ren die Mitochondrien beispielsweise die IP3-Kanéle [70] und auch die CRAC-Kanéle
[65]. Es bleibt jedoch die Frage, wie diese Modulation der Ionenkanile genau funktio-
niert.

In den letzten Jahren haben mehrere theoretische Arbeiten gezeigt, dass die Calcium-
Freisetzung durch den IP3-Rezeptor durch Calcium-Puffer erhtht werden kann [44, 144,
145]. Dies resultiert im Wesentlichen daraus, dass die Puffer die Calciumkonzentration in
der Nihe des Kanals reduzieren und dadurch die Calcium abhéngige Kanalinhibierung
mindern. Auch der CRAC-Kanal wird durch die Ausbildung von Calcium-Mikrodoménen
in Kanalndhe zumindest teilweise inhibiert (siehe Kapitel 2.4). Aus diesem Grund kénnte
man vermuten, dass ein zum IP3-Rezeptor dhnlicher Effekt die Regulierung des CRAC-
Kanals in T-Zellen bedingt. Die Schlussfolgerung wére, dass die Pufferung von Calcium
durch die Mitochondrien in der Nahe der IS fiir die CRAC-Kanal Regulierung verant-
wortlich ist. Allerdings erachte ich im Rahmen der T-Zell-Aktivierung den Abstand der
Mitochondrien zum CRAC-Kanal als entscheidenden physikalischen Parameter. Im Ge-
gensatz zur reinen Pufferung von Calcium und der damit einhergehenden Reduzierung
der Calcium-Mikrodoméne sowie Kanalinhibierung ist die Umverteilung und Freisetzung
von Calcium in weiter Entfernung zu den verschiedenen Calciumpumpen wichtig. Dies
lassen die Resultate der 1D-Modelle vermuten, die ohne die Modellierung einer Calcium-
pufferung erzielt wurden. In den entsprechenden Abschnitten wurde gezeigt, dass eine
Verschiebung der Mitochondrien hin zum Ort des Calciumeinstroms bereits zu einer er-
heblichen Erhéhung der zytosolischen Calciumkonzentration fiihrt, auch wenn von einer
reinen Cat2-Aufnahme und -Umverteilung durch die Mitochondrien ausgegangen wird
(Effekt der Randbedingung, Abschnitte 6.2 und 6.3).

Aus diesem Grund steht bei der im folgenden Abschnitt vorgestellten Modellierung die
Untersuchung des Einflusses der rdumlichen Anordnung der verschiedenen Zellorganellen
und Kanéle / Pumpen auf die entstehenden Calcium-Signale im Fokus, was in dieser
Form bisher noch nicht in der Literatur untersucht wurde. Ziel ist es, dadurch ein tieferes
Verstandnis der T-Zell Aktivierung zu erhalten, und die Fragen zu beantworten, ob der
Abstand Mitochondrien zur IS gleichzeitig die lokalen und globalen Calcium-Signale
steuern kann, und ob die Umordnung der PMCA- Pumpen ein notwendiger Effekt fiir
die T-Zell-Aktivierung ist.
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6.4.2 3D T-Zell-Modell

In diesem Abschnitt stelle ich das von mir entwickelte dreidimensionale Reaktions-
Diffusions Modell vor. Es dient zur Untersuchung der Calcium-Signale, die wahrend
der T-Zell-Polarisierung entstehen und modelliert eine vollstdndige T-Zelle inklusive Zy-
tosol und Zellmembran. Des Weiteren werden folgende Organellen und Kanéle / Pumpen
fiir die T-Zell-Aktivierung als essentiell erachtet und von mir in der Beschreibung der
Calcium-Signale beriicksichtigt: CRAC-Kanal, SERCA- und PMCA-Pumpen, IP3-Re-
zeptor und Mitochondrien.

In sehr guter Approximation an die Realitét (siehe Abbildung 2.9) nehme ich eine idea-
lisiert kugelformige T-Zelle mit Radius rey; = 4 pwm an. Durch Betrachtung von 2D
Mikroskopie-Aufnahmen der AG Prof. Hoth der Universitdt des Saarlandes wird ab-
geschétzt, dass der Zellkern ca. halb so grof§ ist wie die Zelle selbst, und dass Mit-
ochondrien in zwei Raumdimensionen eine Fliche von ca. 10% der Zellflache einnehmen.
Bei Modellierung eines kugelférmigen Nucleus liefert diese Abschétzung einen Kern-
radius von 7pue = Teer/2 = 2 pm. AuBerdem fithrt diese Abschétzung bei Annah-
me einer Mitochondrien-Lénge von ca. 3,5 wm und eines Mitochondrien-Durchmessers

Nukleus

Abbildung 6.8: Modellgeometrie des 3D-Modells. Links: Schematische Darstellung der
dreidimensionalen Modellgeometrie zur Untersuchung von Calcium-Signalen in T-Zellen.
Die dufere Hiille stellt die Zell-Plasmamembran dar, die innere Kugel den Zellkern /
Nucleus und die Kreisfliche an der Zellspitze die Immunologische Synapse. An der IS
kommt es zu einer Anhdufung von CRAC-Kanélen (rote Flache) und PMCA-Pumpen
(blaue Kreisscheibe). Das griine Volumen représentiert das Endoplasmatische Retiku-
lum, und die réhrenférmigen Konstrukte mit gelber Spitze bilden die Mitochondrien ab.
Der schwarze Pfeil zeigt die Distanz zwischen Mitochondrien und IS xut, an. Rechts:
Zweidimensionaler Schnitt der Modellgeometrie durch die x-z Ebene.
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dyr = 300 nm dazu, dass ca. vier bis zehn dieser rohrenférmigen Mitochondrien im Zy-
tosol vorhanden sein sollten.

In meinen Simulationen setze ich acht Mitochondrien voraus, die sich in einem Abstand
ZMito zur IS befinden und an ihrem oberen Ende (gelbe Fliche, sieche Abbildung 6.8)
Calcium aufnehmen und am anderen Ende wieder freisetzen kénnen. Innerhalb der Mit-
ochondrien diffundiert das Calcium mit der Diffusionskonstanten Dj;. Ich gehe davon
aus, dass sich an der IS ein CRAC-Kanal-Cluster bestehend aus ca. 40-100 Kanélen und
einem Radius von rcrac = 0,1 pum gebildet hat. In einem Abstand von 300 nm zu
diesem CRAC-Cluster reprisentiert ein Kugelsegment mit 100 nm Breite eine Akkumu-
lation von PMCA-Pumpen. In dem Base-Case bzw. in der Standardkonfiguration haben
sich 50% aller PMCA-Pumpen innerhalb dieses Kugelsegments angehduft, wohingegen
die restlichen 50% der Pumpen homogen in der Zell-Plasmamembran (PM) verteilt sind.
Innerhalb des Zytosols befindet sich ein mobiler Calcium-Puffer b der mit Diffusionskon-
stante Dy frei diffundiert. Die anféngliche Gesamtmenge an Puffer [bj; = [b] + [bc] ist
homogen im Zytosol verteilt, und ich postuliere, dass die Bindung von Calcium an den
Puffer dessen Diffusionseigenschaften nicht verédndert. Hierbei bezeichnet [b]p die Ge-
samtmenge an Calcium-Puffer, [b] den freien mobilen Puffer und [bc| die Spezies ,,Puffer-
Calcium“. Das ER (griines Volumen, siehe Abbildung 6.8) représentiert das dritte Ge-
biet, das zusammen mit Zytosol und Mitochondrien die Modellgeometrie vervollstandigt.
Das naturgeméf sehr diinne/filigrane ER-Netzwerk wird in meinem Base-Case Szenario
als massives Gebiet modelliert, weshalb ich offene Fluss-Bedingungen fiir das zytosoli-
sche Calcium c,; an den Zytosol-ER Berandungen annehme. Dies hat zur Folge, dass das
zytosolische Calcium das ER-Gebiet nicht ,spiirt und frei durch das Gebiet sowie durch
dessen Berandungen diffundieren kann. Die Modellgeometrie, die aus der gesamten Zelle
abziiglich des Nucleus besteht, ergibt sich als Summe dreier disjunkter Gebiete: Zytosol,
ER und Mitochondrien. Innerhalb dieser drei Gebiete wird die Calcium-Dynamik durch
folgende Reaktions-Diffusions Gleichungen beschrieben:

Zytosol : %t — D V2o — ki - Coy - b+ ka2 - be (6.35)

G =DV — ki copr b+ ko be (6.36)

Ghe = DpV2be+ ki - ceyt b — ko - be (6.37)

Mitochondrien : 851;/’ = Dy Viey (6.38)
ER: %88 = DppVicpg. (6.39)

Der Calcium-Transfer zwischen diesen dreidimensionalen Gebieten sowie der Calcium-
Ein- / Aus-Strom durch die Zell-Plasmamembran bezeichne ich mit Jys, Jpr und Jpyy.
Diese Strome werden als Fluss- bzw. Randbedingungen auf speziellen zweidimensiona-
len Flachen definiert. Der Calcium-Austausch durch die Zellmembran Jpj, setzt sich aus
zwel Beitrdgen zusammen, Jpyr = Jorac — Jpymca, dem Einstrom der CRAC-Kanéle
und dem Calcium, das durch die PMCA-Pumpen aus dem Zytosol herausgepumpt wird.
Der Calcium-Austausch des Endoplasmatischen Retikulums ist auf der gesamten ER-
Oberfliche (griine Fliche, siehe Abbildung 6.8) definiert und kann ebenfalls in zwei
Beitrdge aufgeteilt werden. Der Fluss Jgr = Jrp, — Jsgrca setzt sich zusammen aus
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der Calcium-Freisetzung durch die IP3-Rezeptoren und dem Calcium, welches durch
die SERCA-Pumpen zuriick ins ER gepumpt wird. Die Modellgleichungen fiir die unter-
schiedlichen Calcium-Stréome werden im Folgenden vorgestellt.

Der Strom Jogac ist nur innerhalb des CRAC-Clusters (rote Flache in Abbildung 6.8)
definiert. Bisher existieren ausser einem analytischen Modell zur CRAC-Kanalaktivitat
als Funktion der STIMI1-Expression [25] keine detaillierten Modelle fir den CRAC-
Kanal. Im Rahmen des 3D-Modells interessiere ich mich jedoch nicht fiir die Forma-
tion der CRAC-Kanéle, die zudem Gegenstand der Modellierung und Untersuchung
in Kapitel 5 ist. An dieser Stelle mdchte ich untersuchen, welche lokalen und glo-
balen Calcium-Signale in Abhéngigkeit der T-Zell-Polarisierung aufgrund des SOCE-
Einstroms entstehen. Zu diesem Zweck nehme ich eine vereinfachte Modellgleichung
an, bei der der Calcium-FEinstrom des CRAC-Clusters von zwei Grofien abhéingt: zum
einen, da der CRAC-Kanal ein speichergesteuerter Ionen-Kanal ist, vom ER-Fillstand
bzw. der Calciumkonzentration innerhalb des ER (cgg), zum anderen von der gemittel-
ten Calciumkonzentration innerhalb einer 100 nm groflen Mikrodoméne, deren Zentrum
mit der des Kanal-Cluster iibereinstimmt. Diese beiden Abhéngigkeiten représentieren
die in der Literatur beschriebenen Inhibierungsmechanismen des CRAC-Kanals durch
einen noch nicht vollstdndig verstandenen negativen Calcium-Feedbackmechanismus so-
wie durch das Auffillen des ER [9-11, 94-96] (siehe Kapitel 2.4). Somit ergibt sich
insgesamt:

Jorac = kcrac - f (ceRr) 'gcl/Q,Ac(CgI;icro)) . (6.40)

Hierbei sind f(x) und g(x) beides sigmoidale Funktionen, die die CRAC-Kanal-Aktivie-
rung durch Entleerung des ER sowie die CRAC-Kanal-Inhibierung durch eine erhhte
Calcium-Mikrodoménen-Konzentration modellieren. Die Funktion f(x) ist identisch Null
fiir einen gefiillten Speicher x > 10 Mol und f(0) = 1 fiir einen entleerten Speicher.
Der Ausdruck g, , ac(z) varilert von g(z) = 1 fir < ¢y — Ac zu g(z) = 0 fiir
xr > ¢y + Ac. Fiir den Grofiteil meiner Untersuchung gehe ich von einem entleerten
ER aus (Thapsigargin-Experimente), so dass sich vollstindig aktivierte CRAC-Kanéle
ergeben, die lediglich durch die Ausbildung einer Mikrodoméne inhibiert werden. Die
entsprechende Gleichung fiir den CRAC-Strom ergibt sich in diesem Fall zu Jopac =
kcrac - g(cEZ?C”) )-

Das Herausbefordern von Calcium-Ionen aus dem Zytosol wird von zwei ATPase-Pumpen
iibernommen. Zum einen sind die PMCA-Pumpen fiir das Abpumpen des zytosolischen
Calciums durch die Zellmembran in den extrazelluliren Raum verantwortlich und zum
anderen itibernehmen die SERCA-Pumpen den Riicktransport von Calcium-Ionen aus
dem Zytosol ins ER. Beides sind ATPase-Pumpen, die sich sowohl im Aufbau als auch
in der Funktion sehr dhnlich sind. Sie beférdern Calcium entgegen hohen Konzentrati-
onsgradienten durch Energieverbrauch in Form von ATP und ihre Pumpzyklen beruhen
auf dem Wechsel zwischen zwei verschiedenen Konformationen (siehe Abschnitt 2.3.3).
Die Gesamtanzahl von SERCA und PMCA-Pumpen pro Zelle variiert von Zelltyp zu
Zelltyp, liegt aber sehr wahrscheinlich jeweils im Bereich von 10° Pumpen/Zelle.
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In der Literatur existieren sehr wenig detaillierte Modelle fiir die beiden ATPase-Pumpen.
Ublicherweise werden die ATPase-Pumpen in der Literatur durch Hill-Gleichungen mo-
delliert [12, 45, 49, 113, 146-148]. Lediglich Higgins et al. [112] haben ein Modell der
SERCA-Pumpe entwickelt, welches den Pumpzyklus der ATPase unter Konformati-
onsdnderung beriicksichtigt und eine weitaus detailliertere Form der Beschreibung dar-
stellt. Dieses Modell zeichnet sich durch die Annahme aus, dass Calcium wéahrend des
Pumpzyklus nicht instantan aufgenommen und wieder freigesetzt wird, sondern eine kur-
ze Dauer von der SERCA gepuffert wird. Diese auf einer sehr kleinen Zeitskala ablaufende
Pufferung reicht aus, um die Amplitude und Frequenz der resultierenden Calcium-Signale
zu beeinflussen [112].

Im Rahmen der von mir betrachteten 3D-Modellierung interessiere ich mich fiir die
Untersuchung von lang andauernden, robusten Calcium-Signalen, die mehrere Minu-
ten andauern und fiir eine erfolgreiche T-Zell-Aktivierung benétigt werden. Des Weite-
ren soll mit Hilfe des hier vorgestellten 3D-Modells iiberpriift werden, ob der Wettbe-
werb zwischen Mitochondrien und ATPase-Pumpen einen Einfluss auf die entstehenden
Calcium-Signale hat, ob also die rdumliche Anordnung der ATPase-Pumpen relativ zu
den Mitochondrien und den CRAC-Kanélen entscheidend ist. Fiir diese Art der Fra-
gestellung ist die genaue Dynamik der einzelnen ATPase-Pumpen, die Verteilung der
ATP-Konzentration sowie der Ablauf der Pumpzyklen nicht wichtig. Essentiell ist al-
lerdings, dass die Form der jeweiligen Modellgleichungen die Tatsache widerspiegelt,
dass die Aktivitdt der beiden ATPasen in Abhéngigkeit der zytosolischen Calciumkon-
zentration reguliert wird [81-84, 149, 150]. Die Aktivitdt der beiden Pumpen ist unter
Ruhebedingungen relativ gering und steigt mit erhohter zytosolischer Calciumkonzen-
tration an bis sie schliellich in eine Séttigung iibergeht.

Dadurch ergibt sich direkt, dass die rdumliche Anordnung der Pumpen eine wichtige Rol-
le spielt, da beispielsweise ATPasen in Regionen niedriger Ca?t-Konzentration weitaus
weniger effektiv Calcium beférdern als Pumpen, die sich in der Nédhe von Calcium-
Mikrodoménen befinden. Die experimentell gemessenen Modulation der SERCA- und
PMCA-Pumpenstréome als Funktion der Calciumkonzentration kénnen in guter Ndherung
als Hill-Gleichungen beschrieben werden [81-84, 149, 150], wobei die Hill-Koeffizienten
je nach Typ der Pumpe variieren. Aus den genannten Griinden wéhle ich jeweils phéino-
menologische Ansétze fiir die entsprechenden Gleichungen aus, die durch experimentelle
Beobachtungen motiviert sind, und mit der iiblichen Modellierung der Calcium-Literatur
iibereinstimmen [12, 45, 49, 113, 146-148|.

Der Fluss der PMCA wird durch

Ccyt
Jpvcapm = kpyvcapym - ——, 6.41
’ kp + Ceyt ( )
und
Ceyt
Jpvmcars = kpycags s ———, 6.42
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modelliert. Dabei ist Jpyrca,pavr auf der Zellplasmamembran-Oberfliche definiert und
Jpmca,rs beschreibt den Fluss durch die PMCA-Pumpen, die innerhalb des blauen
Kugelsegments (siehe Abbildung 6.8) akkumuliert sind. Der Parameter k), représentiert
die Calciumkonzentration, bei der die Pumpen mit der Hélfte ihrer Maximaleffekti-
vitdt kparca arbeiten. Dieser Ansatz entspricht einer Hill-Gleichung mit Koeffizient
von 1. Im Ergebnisteil sind zusétzlich dazu Ergebnisse gezeigt und diskutiert, die un-
ter Verwendung verschiedener Ansitze (linearer Ansatz, Sigmoidal-Funktionen, Hill-
Koeffizient von 2 und 4) fiir den PMCA-Fluss (Gleichungen 6.49-6.50) erhalten wur-
den.

Wie oben bereits erlautert, nutze ich auch fiir die Beschreibung der SERCA-Pumpen
einen phénomenologischen Ansatz. Fiir den Grofiteil der Untersuchungen werden blo-
ckierte SERCAs (Thapsigargin-Experimente) angenommen. Unter diesen Bedingungen
kann die Gleichung 6.43 vernachldssigt werden. Fiir die Berechnungen der Calcium-
Signale bei Annahme aktiver SERCAs steht die rdumliche Anordnung der SERCA-
Pumpen relativ zu den anderen Zellorganellen und Calcium-Kanélen im Vordergrund.
Wichtig ist auch hier, dass die Calcium abhéngige Regulierung der SERCA-Pumpen
in der Modellgleichung Berticksichtigung findet. Insgesamt wird der aus den SERCA-
Pumpen resultierende Calcium-Riickfluss ins ER in dem Modell durch

JsercA = ksgroa - eyt - J(Ceyt) (6.43)

beschrieben, wobei j(cqy:) eine sigmoidale Funktion darstellt. Diese Funktion nimmt bei
einer zytosolischen Calciumkonzentration von 0 nM den Wert Null an und erreicht ihren
Maximalwert von Eins bei Konzentrationen von ca. 400 nM. Dieser Ansatz, bei dem der
maximale Fluss durch Multiplikation mit einer Sigmoidalfunktion nichtlinear von der
Calciumkonzentration abhéngt, ist vergleichbar mit Ansétzen, die eine Hill-Gleichung
voraussetzen. Hauptunterschied der beiden Anséitze ist, dass die von mir angenomme-
ne Modellgleichung die Séttigung des Stroms nicht exakt widerspiegelt. Aus diesem
Grund habe ich die Berechnung der Calcium-Signale auch unter Verwendung eines Hill-
Gleichungs-Ansatzes und einem Hill-Koeffizienten von zwei durchgefiihrt. Die entspre-
chenden Resultate sind im Ergebnisteil ebenfalls diskutiert und unterscheiden sich qua-
litativ nicht von denen des Base-Case Szenarios. Typischerweise werden in der Literatur
Hill-Koeffizienten von eins oder zwei zur Modellierung der Calcium-abhéngigen Pump-
leistung der SERCA-Pumpen verwendet [12, 146, 147].

Der IP3-Rezeptor ist der in der Literatur wohl am haufigsten und detaillgetreuesten mo-
dellierte Ionen-Kanal (Aspekte der Modellierung, siehe Abschnitt 2.2.1). Trotzdem habe
ich mich fiir die hier betrachtete Calcium-Signalgebung wéihrend der T-Zell-Aktivierung
dazu entschieden, eine sehr stark vereinfachte Beschreibung des IP3-Rezeptors / Stroms
zu verwenden. Die Griinde hierfiir sind vielfiltig.

Zum einen gehe ich bei der Modellierung von Thapsigargin-Experimenten von geblock-
ten SERCAs und vollstéindig entleertem ER aus, so dass die Ca?t-Freisetzung aus dem
ER durch die IP3-Rezeptoren zum Zeitpunkt des Simulationsstarts bereits stattgefunden
hat. Fiir den Fall der Modellierung des physiologischen Szenarios bei aktiven SERCAs
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ist bekannt, dass die Calcium-Freisetzung durch den intrazelluldren Speicher nicht aus-
reicht, um die fir die T-Zell-Aktivierung notwendigen robusten Calcium-Signale zu er-
zeugen [86]. Hinzu kommt, dass wéhrend einer erfolgreichen T-Zell-Aktivierung an der IS
standig IP3 produziert wird und die Dynamik der IP3-Rezeptoren in der GréBenordnung
von Millisekunden liegt, wohingegen mit Hilfe des 3D-Modells das Langzeitverhalten der
Calcium-Signale in T-Zellen untersucht wird. Die Calcium-Freisetzung durch den IP3-
Rezeptor dient in dem hier betrachteten Modell lediglich dazu, den speichergesteuerten
Calciumeinstrom durch den CRAC-Kanal zu initialisieren und zu kontrollieren. Dies
geschieht in Konkurrenz zu den SERCA-Pumpen, die bei erhéhten zytosolischen Ca?t-
Konzentrationen die Calciumionen zuriick ins ER transportieren. Kénnen die SERCAs
dies ungehindert tun, so fiillt sich das ER wieder und der CRAC-Kanal wird inhibiert.
Begiinstigt die rdumliche Anordnung der Organellen die Mitochondrien bei der Calcium-
Umverteilung, so reicht die Pumpleistung der SERCAs nicht aus um die Freisetzung
durch die IP3-Rezeptoren auszugleichen und der speichergesteuerte CRAC-Kanal bleibt
aktiviert.

Als Konsequenz dieser Uberlegungen nehme ich in meinen Simulationen fiir die Zeit-
spanne tjpg vollstdndig aktivierte IP3-Rezeptorkanéle an. Das bedeutet, dass der Fluss
Jrp, fir Zeiten t > trp3 gleich Null ist und andernfalls durch eine konstante Aus-
flussrate bestimmt ist, die mit der aktuellen ER-Calciumkonzentration multipliziert
wird:

Jrip, = kipy - CER t<trp3,
(6.44)

Jip, =0 sonst .

Fiir eine modifizierte Form dieser Gleichung, welche die Calcium abhingige Inhibierung
der IP3-Rezeptoren beriicksichtigt, dndern sich die im Ergebnis-Teil gezeigten Resul-
tate qualitativ nicht (Daten nicht gezeigt). Hauptgrund hierfiir ist, dass eine Calcium
abhingige Inhibierung des Rezeptors erst bei zytosolischen Konzentrationen von mehr
als 800-1000 nM beobachtet wird [8]. Solch hohe globale Konzentrationen entsprechen in
meinen Modellierungen den maximalen Signalen, die auftreten, wenn sich die Mitochon-
drien sehr nahe an der IS befinden (siehe Abbildung 6.11).

Wie bereits in der Vorbetrachtung dieses Abschnitts erwéihnt, fanden Mitochondrien bei
der Untersuchung von Calcium-Signalen in Zellen lange Zeit keine Berticksichtigung. Dies
dnderte sich kurz vor der Jahrtausendwende als sich die experimentellen Beobachtungen
h&uften, dass Mitochondrien einen sehr groflen Einfluss auf die Calcium-Signalgebung
in unterschiedlichsten Zellen haben [69-71, 140, 141]. Auch fiir die T-Zell-Aktivierung
spielen Mitochondrien eine wichtige Rolle (sieche Abschnitt 2.3.2), und diirfen speziell
bei der Modellierung von Calcium-Signalen in T-Zellen keinesfalls ignoriert werden. Da
Mitochondrien ab einer zytosolischen Konzentration von ca. 500 nM damit beginnen
sehr stark Calcium zu puffern [63, 69] wurde zunéchst hauptsichlich die Pufferwirkung
der Mitochondrien in Modelle einbezogen. Diese ersten Modelle konnten zeigen, dass
die Amplituden der entstehenden Calcium-Signale von den Mitochondrien beeinflusst
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wird [28-30, 142]. Die beobachtete Amplitudenmodulation beruht im Wesentlichen auf
der Tatsache, dass die Mitochondrien grole Mengen an Calcium sehr schnell aufnehmen
und verzogert wieder abgeben und dadurch neben dem ER einen zweiten Calcium-Pool
darstellen. Bis heute betrachten die meisten Modelle eine rdumlich homogene Calcium-
konzentration fiir die Beschreibung der Calcium-Signalgebung und stellen die Calcium-
Dynamik, inklusive der mitochondrialen Ca?*-Aufnahme und Abgabe, durch ein System
von gekoppelten Differentialgleichungen dar.

Es gibt auch einige wenige Modelle, die sich sehr detailliert mit der Calcium-Dynamik
der Mitochondrien beschéftigen [151-153]. Diese modellieren hauptséichlich die Kine-
tik des Calcium-Uniporter und die Auswirkungen der Calcium-Aufnahme auf die ATP-
Produktion. Dabei wird die Abhéngigkeit der Calcium-Aufnahme des Uniporters als
Funktion verschiedener Variablen berechnet, wie beispielsweise: der zytosolischen Calci-
umkonzentration, des Membranpotentials, der Temperatur, der mitochondrialen Magne-
siumkonzentration, der zytosolischen Natriumkonzentration, der ATP-Konzentration,
und vieler weiterer. Diese sehr detailreiche Beschreibung der Energieproduktion der
Mitochondrien bzw. der Kinetik des Calcium-Uniporters fithrt dazu, dass die Model-
le teilweise von mehr als 50 Parametern abhéngen. Eine solche Herangehensweise an
die Beschreibung der mitochondrialen Calcium-Dynamik ist fiir die von mir betrachtete
Modellierung der T-Zell-Aktivierung weder zweckméflig noch zielfithrend.

Fines der Hauptanliegen der vorliegenden Arbeit ist es zu untersuchen, welchen Einfluss
die Position der Mitochondrien auf die in T-Zellen entstehenden Calcium-Signale hat.
Um diese Frage zu beantworten, ist es meines Erachtens nicht notwendig die mitochon-
driale Calcium-Aufnahme und -Abgabe in Abhéngigkeit von beispielsweise der Tempe-
ratur, der Natrium-Konzentration oder des Membranpotentials zu studieren. Essentiell
ist, dass neben der Ca?*-Aufnahme und Pufferung durch die Mitochondrien auch eine
Ca?T-Umverteilung durch die Mitochondrien in die Modellierung einbezogen wird. Au-
Berdem ist es von grofler Bedeutung, dass die mitochondriale Calcium-Aufnahme bzw.
Abgabe und Umverteilung eine Funktion der am jeweiligen Ort vorherrschenden Ca?*-
Konzentration ist. Aufgrund der obigen Uberlegungen modelliere ich den mitochondria-
len Calcium-Fluss wie folgt:

Ju = _ka s Ceyt t+ kMout ~CM - (6.45)

Dabei beschreibt kypy,,, - coye die Calcium-Aufnahme an den Mitochondrien-Spitzen, die
in Richtung der IS zeigen (gelbe Flichen, sieche Abbildung 6.8). Die Calcium-Abgabe
der Mitochondrien wird durch den Term kjs,,, - car beschrieben und ist auf die zur
IS entgegengesetzten Mitochondrienenden begrenzt. Analog zu experimentellen Beob-
achtungen [63, 64] héngt die mitochondriale Calcium-Aufnahme in meinem Modell von
der zytosolischen Konzentration c.,; ab, wohingegen die Calcium-Freisetzung durch die
Mitochondrien eine Funktion des bereits durch die Mitochondrien aufgenommenen bzw.
gepufferten Calciums cj; ist. Die Einschrankung des Base-Case Szenarios, die mitochon-
drialen Calcium-Aufnahme und -Abgabe nur an den Mitochondrienenden zu erlauben,
fiihrt zu einer erheblichen Einsparung an Computerrechenzeit. Gleichzeitig erbringt sie
qualitativ die gleichen Ergebnisse wie Simulationen, bei denen obige Gleichungen auf
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der gesamten Mitochondrien-Oberfliche Giiltigkeit besitzen, wie im Ergebnisteil ge-
zeigt ist. Die von mir zur Modellierung der mitochondrialen Calcium-Aufnahme und
-Abgabe gewédhlte Gleichung 6.51 korrespondiert mit der iiblichen Umsetzung in der Li-
teratur [29, 142]. Die oftmals einbezogene Natrium abhingige Freisetzung von Calcium
durch den Natrium-Calcium-Austauscher innerhalb der Mitochondrien [142, 154] wird
von mir nicht beriicksichtigt und kann im Rahmen einer verbesserten Beschreibung in
zukiinftigen Arbeiten umgesetzt werden.

Mit Hilfe dieses Modells mochte ich zwei unterschiedliche Szenarien studieren. Das ers-
te der beiden Szenarien ist stark an Experimente angelehnt, die sich mit Calcium-
Signalen in T-Zellen beschéftigen. In fast allen Experimenten dieser Art kommt die
Droge Thapsigargin zum Einsatz, die die SERCA-Pumpen blockiert und somit zu einem
vollstéandig entleerten ER und zu voll aktivierten CRAC-Kanélen fiihrt. In diesem Fall
vernachléssige ich in meiner Modellierung das ER-Gebiet inklusive der SERCA-Pumpen
und IP3-Rezeptoren und setze voll aktivierte CRAC-Kanéle voraus, die lediglich durch
die Ausbildung einer Calcium-Mikrodoméne in Kanalnidhe inhibiert werden. Als Konse-
quenz reduziert sich das Modellgleichungs-System um die Gleichung (6.39) und die ent-
sprechende Randbedingung fiir den Fluss Jgg. Aulerdem édndert sich Gleichung (6.40)
zu Jorac = kcRrAC - g(ng:slcro))-

Beriicksichtigt man hingegen bei der Berechnung des Systems den vollstdndigen Satz der
oben definierten Gleichungen (6.35-6.39) mit sdmtlichen beschriebenen Randbedingun-
gen, so ist man in der Lage, ein eher an physiologische Verhéltnisse angepasstes Szenario
zu studieren, welches in Experimenten nur sehr schwer oder gar nicht zu realisieren ist.
In diesem Fall analysiere ich Calcium-Signale, die entstehen, wenn zur Zeit ¢ = 0 ein
gefiilltes ER vorliegt, die SERCA Pumpen aktiv sind und IPj3 fiir eine vorgegebene Dau-
er t7ps im Zytosol vorhanden ist. Wahrend der Dauer dieses IP3-Stimulus wird Calcium
von den IP3-Rezeptoren freigesetzt, was eine Entleerung des ER und damit verbunden
eine Aktivierung der CRAC-Kanéle zur Folge hat. Die Aktivierung der CRAC-Kanéle
bedingt einen starken Calcium-Einstrom ins Zellinnere, wodurch die zytosolische Calci-
umkonzentration ansteigt. Als Reaktion beginnen die SERCA-Pumpen das einstromende
Calcium wieder zuriick ins ER zu beférdern, was eine teilweise Inhibierung der CRAC-
Kanile verursacht.

Zur Berechnung der Modellgleichungen nutze ich das Paket ,transport of diluted spe-
cies* der Software ,,Comsol Multiphysics“ [117]. Comsol Multiphysics ist eine Finite-Ele-
mente-Methoden Software, die sich hervorragend dazu eignet, Reaktions-Diffusions Sys-
teme komplexer Geometrien zu simulieren.
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6.4.3 Parameterwerte des Base-Case Szenarios

Als Diffusionskonstante des freien zytosolischen und des mitochondrialen Calciums ver-
wende ich den von Albritton et al. gemessenen Wert Dy = Dy = 220 [um?/s] [126].
Aufgrund der internen Struktur der Mitochondrien ist die Diffusion innerhalb der Mit-
ochondrien behindert und in Realitdt langsamer als die freie Calcium-Diffusion im Zy-
tosol. Jedoch hat eine verminderte Diffusionskonstante Dj; keine Auswirkung auf die
Resultate der stationdren Calcium-Profile (Daten nicht gezeigt). Die Diffusionskonstan-
te innerhalb des ER ist ebenfalls um einen Faktor 2-5 kleiner als die im Zytosol, da das
ER eine sehr fein verzweigte Rohrenstruktur aufweist [46, 155]. Mobile Calcium-Puffer
diffundieren in der Regel mit einer Diffusionskonstanten, die ca. um eine Gréfenordnung
kleiner ist als die des freien Calciums [128, 156]. Die Reaktionsraten fiir Calcium-Bindung
und Dissoziation, k; und k2 sowie die Anfangswerte der Pufferkonzentration c(t = 0)
stimmen sehr gut mit den Modellparametern {iberein, die iiblicherweise zur Untersu-
chung von Calcium-Signalen verwendeten werden [12].

Ich nehme an, dass ca. 40-60 CRAC-Kanéle innerhalb einer Flache von Agrac = 3,0 -
10~ m? clustern, wobei die Anzahl von Orail-Kanélen innerhalb eines Clusters sogar
mehrere hundert Kanéle betragen kann [157]. Jeder einzelne dieser Kanéle soll voll akti-
viert sein und ca. 10* Ca?*-Ionen pro Sekunde in die Zelle pumpen [158]. Diese Annahme
ergibt einen Parameter fiir den CRAC-Kanal Einstrom von kcgac ~ 3-1075 mol/(m?s).
In dem Base-Case Szenario nehme ich des Weiteren an, dass 50% aller PMCA-Pumpen
innerhalb des Kugelsegments um die IS akkumuliert sind (siehe Abbildung 6.8). Die rest-
lichen 50% sind homogen iiber die Zellmembran verteilt. Aus dem Oberflichen-Verhéltnis
von Zellplasmamembran zu dem Kugelsegment Apps/Agegment = 720 ergibt sich das
Verhéltnis der beiden Maximalstrome kpyrca,pv = kpmca,rs/720. Die maximale Rate,
mit der die PMCA-Pumpen Calcium aus der Zelle befordern, liegt in der GréBenordnung
von 50-200 nM/s [82], wodurch sich multipliziert mit dem von mir simulierten Zellvolu-
men (V = 2.7-10713 dm?) eine maximale Pumpstérke von 0,5 - 1071 mol/s ergibt. Fiir
das Base-Case Szenario errechnet sich demnach der Wert des maximalen PMCA-Stroms
wu IPYfoa =2 Apym - KPifoa = 112 1078 mol/s. Dieser Wert stimmt sehr gut mit
Annahmen anderer theoretischer Arbeiten iiberein [42, 159]. Die groftmogliche Calcium-
Aufnahme durch die Mitochondrien kann fir mein Modell zu I};** = A - EJPT - ¢
~ 1-107!8 mol/s abgeschiitzt werden, wobei ¢ = 20 — 50 nM die Calciumkonzentration
représentiert, die sich durch Mittelung iiber die Mitochondrien-Spitzen (gelbe Fliche,
siehe Abbildung 6.8) ergibt. Das aus meiner Parameterwahl resultierende Verhéltnis
Poa/ I ~ 1 stimmt sehr gut mit den experimentellen Resultaten iiberein, wo-
nach die Calcium-Aufnahme durch Mitochondrien und die Calcium-Beseitigung durch
die PMCA-Pumpen von ca. gleicher Groenordnung sind [13, 82, 160, 161].
Die Robustheit der Resultate in Bezug auf die Variation des Verhaltnisses Ip /o4 /131"
wird in Abbildung 6.11 b) und Abbildung 6.12 diskutiert. Dort sind auerdem Ergebnisse

zu sehen, die mittels eines gednderten Ansatzes Jyr = ks, - cgyt / (k:?m + ngt) —kn,, -
ey / (kara + ear) (vgl. Gleichung 6.51) der Calcium-Aufnahme durch Mitochondrien be-
rechnet wurden. Dieser Ansatz orientiert sich an theoretischen Arbeiten, die ebenfalls
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Calcium-Signale unter Beriicksichtigung von Mitochondrien simulieren [142, 154]. Auch
unter Annahme dieses Ansatzes sind die Ergebnisse wieder robust gegeniiber einer Va-

riation des Verhéltnisses I 4 /I

Die Anfangswerte, die Reaktions- und Diffusionsraten sowie andere Parameterwerte der

Standardkonfiguration sind in Tabelle 6.2 zusammengefasst.

Parameter | Wert [Einheit] | Parameter Wert [Einheit]
Doy 220 [um?/s] k1 100 [m3/(mol - s)]
Dy 220 [um?/s] ko 0,3 [1/s]

Dy 20 [ppm?/s] Enr, 4-107% [m/s]
Dy, 20 [ppm?/s] kn,., 2:1073 [m/s]
Dgr 100 [,qu/S] ksprcA 107° [m/s]

Ceyt(t =0) 100 [nM] kip, 108 [m/s]

ey (t=0) 100 [nM] kcrac 4-107° [mol/(m?s)]

cer(t =0) 10 [uM] kparca 2,8:107Y [mol/(m?s)]
op(t =0) 10 [uM] ky 0,25 [uM]

cpe(t = 0) 0,5 [:U’M} C1/2 7,5 [NM]

Acrac | 3,04-1071 [m?] Ac 6,5 [uM]
Apum 2,0- 10710 [m?] A 5,08 - 10713 [m?]
wobei mol die Stoffmenge an Teilchen bezeichnet und M=mol/dm? ist.

Tabelle 6.2: Parameter, Reaktions- und Diffusionsraten sowie Anfangswerte, die als

Base-Case- oder Standard-Parameter des 3D-Modells benutzt werden.
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6.4.4 Ergebnisse |: Geblockte SERCA-Pumpen und Einfluss der Mitochondrien-
und PMCA-Pumpenposition

Zunichst prasentiere ich Ergebnisse meines Modells, die unter Annahme von geblock-
ten SERCA-Pumpen und voll aktivierten CRAC-Kanélen gewonnen wurden. In die-
sem Fall vernachléssige ich die ER-Doméne, wodurch sich das Modellgleichungs-System
um Gleichung (6.39) reduziert. Experimentell wird dies durch Einsatz des SERCA-
Blockers Thapsigargin erreicht. In Abbildung 6.9 sind Schnappschiisse der sich erge-
benden rdumlichen und zeitlichen Entwicklung der Calciumkonzentration abgebildet,
wobei sich die Mitochondrien in dem vorliegenden Fall sehr nah an der Immunologischen
Synapse bzw. dem CRAC-Kanal Cluster befinden (zpto = 0,1 pm). Wie man erkennt,
erreicht die Ca?*-Verteilung schon in den ersten 20 Sekunden ihren stationdren Zustand.
Die sich einstellende stationire rdumliche Ca?t-Verteilung fiir verschiedene Mitochon-
drienpositionen ist in Abbildung 6.10 dargestellt. Diese 3D-Schnappschiisse der Zelle
zeigen die bereits im 1D-Modell vorhergesagte starke Abhéngigkeit des globalen Calcium-
Signals von der Mitochondrienposition. Deshalb soll nun im Folgenden genauer unter-
sucht werden, welchen Einfluss der Abstand Mitochondrien-IS x)sit, sSowie die PMCA-
Pumpenverteilung auf das sich einstellende stationdre Calcium-Profil haben.

Die stationire, lokale und globale Calciumkonzentration als Funktion der Mitochondri-
enposition xpjto unter Verwendung der Base-Case Parameter ist in Abbildung 6.11 a)
zu sehen. Die lokale oder Mikrodoménen-Konzentration wird berechnet, indem die zy-
tosolische Ca?T-Konzentration Ceyt ber eine 100 nm grofle Kugel mit Mittelpunkt im
Zentrum des CRAC-Clusters gemittelt wird. Analog zu den 1D-Resultaten sagt auch
das 3D-Modell im Fall von aktivierten CRAC-Kanélen voraus, dass die Mitochondri-
enbewegung hin zur IS bzw. der Abstand der Mitochondrien zur IS (zpit0) sowohl die
lokalen als auch die globalen Calcium-Signale kontrolliert. Die horizontalen grauen Li-
nien deuten die lokalen und globalen Calcium-Signale an, die sich unter Annahme der
Base-Case Parameter bei blockierten Mitochondrien ergeben. In Ubereinstimmung mit
den experimentellen Resultaten von Hoth et al. [71] liegt das globale Calcium-Signal bei
Blockade der Ca?t-Aufnahme durch die Mitochondrien unter den Werten aller anderen
Calcium-Signale, obwohl die Mitochondrien gleichzeitig auch als starke Calcium-Puffer
agieren, wie in Abbildung 6.11 ¢) zu sehen ist.

Nicht iiberraschend ist die Tatsache, dass die lokale Ca?*T-Mikrodoméne verringert wird,
je ndher sich die Mitochondrien an der IS befinden. Die Mitochondrien-Spitze stellt
nédmlich im Prinzip eine Senke dar, die durch Bewegung der Mitochondrien hin zur IS
niher an die Quelle des Ca?T-Einstroms gebracht wird. Dass gleichzeitig jedoch auch
das globale Calcium-Signal ansteigt, welches sich aus Mittelung der Calciumkonzentra-
tion iiber das gesamte Zellvolumen ergibt, je ndher sich die Mitochondrien an der IS
befinden, ist erst einmal intuitiv nicht zu erwarten. Im Inset von Abbildung 6.11 a)
werden die Ergebnisse fiir eine leicht abgednderte Modellgeometrie unter Annahme der
Base-Case Parameter gezeigt. In diesem Fall, der mit der rdumlichen Anordnung des
1D-Modells vergleichbar ist (siehe Abschnitt 6.2), sind 50% der PMCA-Pumpen nicht
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an der IS akkumuliert, sondern an dem ihr gegeniiberliegenden Pol. Diese unphysiolo-
gische Anordnung der PMCA-Pumpen macht durchaus Sinn, wenn man die Tatsache
beriicksichtigt, dass die Bildung von CRAC-Clustern am der IS gegeniiberliegenden Pol
beobachtet werden kann [108]. Analog zur Standardkonfiguration liefert auch sie das

>1.5uM
{ P | 800nM
B
) 600 nM
| 400nM
| '7\ 4 S"‘ & 200 nM

:* . % "‘ =3 _— / o 50 nM

© @ o

Abbildung 6.9: Dreidimensionale Schnappschiisse der rdumlichen und zeitlichen Ent-
wicklung der zytosolischen Calciumkonzentration c. . Abgebildet ist ein Viertel der
Zellgeometrie und die Oberflichenkonzentration der sichtbaren Modelldoméne fiir einen
Abstand Mitochondrien-IS von xpit, = 0,1 pm. Die benutzen Parameter wurden in Ab-
schnitt 6.4.3 diskutiert und sind in Tabelle 6.2 aufgelistet. Dargestellt ist die rdumliche
Calciumkonzentration cy fiir verschiedene Systemzeiten t: a) Zeit t = 0s b) Zeitt =5 s
c) Zeit t =10 s d) Zeit t = 20 s.
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Ergebnis, dass die Mitochondrienposition zyt, die Calcium-Signale kontrolliert, selbst
wenn die Abhéngigkeit der Calcium-Signale hier nicht so steil mit zyt, abfillt. In diesem
Fall befinden sind die PMCA-Pumpen in einer Region mit niedriger Ca?*-Konzentration.
Um dies zu verdeutlichen, ist das Calcium-Profil fiir verschiedene Mitochondrienposi-
tionen in Abbildung 6.11 d) illustriert. Die dort gezeigte Calciumkonzentration wurde

>1.5uM
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200 nM
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Abbildung 6.10: Dreidimensionale Schnappschiisse der zytosolischen Calciumkonzentra-
tion cqy¢. Vergleiche die Schnappschiisse mit den entsprechenden Punkten in Abbildung
6.11 a). Die benutzen Parameter wurden in Abschnitt 6.4.3 diskutiert und sind in Tabelle
6.2 aufgelistet. Abgebildet ist die sich einstellende stationére Calciumkonzentration cy
zum Zeitpunkt ¢ = 20 s fiir verschiedene Mitochondrienpositionen xpito: a) Tmito = 0,1
pm b) Tytite = 0,3 pm ¢) Tmio = 0,5 pum d) zyito = 1,0 pm.
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Abbildung 6.11: Lokale und globale Calcium-Signale als Funktion des Abstands
Mitochondrien-Immunologische Synapse. a) Lokale (100 nm Mikrodoméne) und globa-
le (zytosolische) stationdre Ca’*t-Signale als Funktion des Abstandes Mitochondrien-
IS zmito. Die horizontale, konstante graue Linie reprisentiert das Ca’t-Signal, wel-
ches ohne Mitochondrien (kpz, = 0) zustande kommt. Inset: PMCA-Pumpen akku-
mulieren nicht an der IS, jedoch an dem ihr gegeniiberliegenden Zellpol. b) Globa-
le und lokale Ca?*-Signale als Funktion von zwit, fiir das Base-Case Szenario, ei-
ne erhohte Konzentration mobiler Ca?*- Puffer (100 mM), stiirkeren CRAC-Strom
(kcrac = 2-107* [mol/(m?s)]) und schwichere mitochondriale Ca?*-Aufnahme / Um-
verteilung (kar,, = 4 - 1073 [mol/(m?2s)], kn,,, = 2 - 107% [mol/(m?s)]). c) Stationires
mitochondriales Calcium als Funktion der Mitochondrienposition fiir das Base-Case Sze-
nario. d) Calciumkonzentration gemessen in einem Abstand von 10 nm zur Zellplasma-
membran als Funktion des azimuthalen Winkels 6 fiir verschiedene Mitochondrienposi-
tionen Zyto. An der IS ist 8 = 0.
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in einem Abstand von 10 nm zur Zellplasmamembran gemessen und als Funktion des
azimuthalen Winkels 6 aufgetragen. Der Winkel § nimmt dabei die Werte 0 am obe-
ren Zellpol (Position der IS) und 7 am gegeniiberliegenden Pol an. Da die Aktivitat
der PMCA-Pumpen in Abhéngigkeit der zytosolischen Calcium-Konzentration reguliert
wird und mit hoherer Konzentration ansteigt (vgl. Gleichung 6.49 + 6.50), sind die
Pumpen in der Region des unteren Pols (der IS gegeniiberliegend) weitaus weniger ef-
fektiv.

Die starke Abhéngigkeit der Calcium-Signale vom Abstand der Mitochondrien zur IS
(zMito) ist sehr robust gegeniiber Parameterdnderungen. In Abbildung 6.11 b) ist die-
se Robustheit anhand einiger Beispiele demonstriert: fiir einen stdrkeren CRAC-Kanal
Strom, fiir eine hohere Konzentration mobiler Calcium-Puffer sowie fiir eine verstérkte
Calcium-Aufnahme und -Abgabe durch die Mitochondrien. Diese Robustheit bleibt auch
bei Anderung vieler anderer Parameter bzw. Anderung von Modellgleichungen bestehen,
wie in Abbildung 6.12 zu sehen ist. Im Teil a) dieser Abbildung ist die bereits im Ab-
schnitt 6.4.3 diskutierte Abhéngigkeit der Resultate fiir eine Variation des Verhéltnisses
TPV oA/ 10" dargestellt. Das Verhéltnis der maximalen Pumpstarke der PMCA-Pumpen
und der maximalen Calcium-Aufnahme durch die Mitochondrien stimmt fiir das Base-
Case Szenario sehr gut mit den experimentellen Resultaten iiberein, wonach diese in
etwa von gleicher Groflenordnung sind: Ip§/-4/I7** ~ 1 [13, 82, 160, 161]. Auch fiir
eine Anderung des Verhéltnisses IPeea/ 1N iber mehrere GroBenordnungen hinweg
ist das Resultat, dass die Mitochondrienposition xygt, die Calcium-Signale kontrolliert,
sehr robust, wie in Abbildung 6.12 a) + d) zu sehen ist. Dieses Ergebnis dndert sich
auch dann nicht, wenn verschiedene Ansétze fiir Modellgleichungen der Zellorganellen
bzw. verschiedene Ansétze, der die Calcium-Kanéle und Pumpen beschreibenden Glei-
chungen verwendet werden. In Abbildung 6.12 b) sind zum Beispiel die lokalen und
globalen Calcium-Signale fiir unterschiedliche in der Literatur verwendete Ansétze zur
Modellierung der PMCA-Pumpen dargestellt [42, 159]. In Teil c¢) der Abbildung sind
die resultierenden Calcium-Signale fiir einen vom Base-Case abweichenden Ansatz der
Calcium-Aufnahme und -Abgabe durch die Mitochondrien zu sehen, der sich an ande-
ren theoretischen Arbeiten zur Simulation von Calcium-Signalen orientiert [142, 154]. In
beiden Féllen &ndert sich nichts an dem Resultat, dass die globale Calciumkonzentration
mit geringerem Abstand xnt, der Mitochondrien zur IS ansteigt und gleichzeitig das
lokale Signal abnimmt.

Wie bereits ausfiihrlich erldutert, werden von meinem Modell héhere globale Calcium-
Signale gemessen, je kiirzerer die Entfernung zwischen den Mitochondrien und den
CRAC-Kanélen an der IS ist. Obwohl die Mitochondrien in unmittelbarer Umgebung der
CRAC-Kanile zu einer Verminderung der lokalen Ca?*-Mikrodoméne und somit zu ei-
ner Reduzierung der CRAC-Kanal-Inhibierung (vgl. Gleichung 6.40) fiihren, ist nicht nur
der daraus unverziiglich resultierende erhéhte Ca?*-Einstrom fiir die beobachteten hohen
Calcium-Signale entscheidend. Vielmehr sagt mein Modell voraus, dass die Position der
PMCA-Pumpen relativ zur Position der CRAC-Kanéle / des Ca?t-Einstroms eine ent-
scheidende Rolle zukommt. Neben der Mitochondrienposition sind die Umverteilung und
Anhéufung von PMCA-Pumpen nahe der IS essentiell fiir die bendtigten hohen globalen
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Abbildung 6.12: Robustheit der Modellvorhersagen (Distanz Mitochondrien-IS @y, kontrol-
liert die globalen Ca?*-Signale) gegeniiber Parametervariation. BC = Base-Case. a) Glo-
bales Ca?t-Signal als Funktion des Abstands xwijso filr verschiedene Werte des Parame-
ters kpyoa. Schwarze Kurve: kpyca = 5,6-107° [mol/(m%)]7 rote Kurve: kpyca =

1,4-10~8 [mol/(mQS)] und blaue Kurve: kpproa = 2,8-1078 [mol/(mQS)]. Inset: Orangene Kurve:
kpaca = 1,4107° [mol/(m%)], griine Kurve: kparca = 5,6-1071° [mol/(mQS)]. b) Lokale (100
nm Mikrodoméne) und globale stationéire Ca®*-Signale als Funktion des Abstands Mitochon-
drien - IS zpgi0- Im Gegensatz zum Base-Case mit unterschiedlichen Ansétzen fiir den PMCA-
Fluss Jpyoa (Gleichung 6.49 + 6.50). Schwarze Kurve: Jpyrca = kpyvca - cfyt/(kg + cgyt),
kpMcA = 2,8 '10_9 [mol/(mQS)]. Rote Kurve: JPMC’A = k’pMcA . Czlyt/(kg + Céyt)? k’pMcA
=28 -107° [mol/(mQS)]. Griine Kurve: Jpyroa = kpyvca - ¢, kpaproa = 0,002 [m/s]. Blaue
Kurve: Jpyca = kpmca - ¢ - ©(c — ¢1), kpprca = 0,002[m/s], wobei © eine sigmoida-
le Funktion und ¢; = 500 nM ist. ¢) Lokale und globale Ca?T-Konzentration als Funkti-
on der Mitochondrienposition x;, fiir einen zum Base-Case unterschiedlichen Ansatz fiir Jy,
(Gleichung 6.51), Jy = kar,,, - (c2ye) - (K3 + €20) ™" — ks, - (enr) - (karz + ear) ™. Wobei
kan = 1[uM], kaz = 1,5 [uM], kg, = 21075 [mol/(m?s)], kn,,, = 1,5 107° [mol/(m?s)]
und kpaca = 1,66 - 1072 [mol/(m?s)] sind. Diese Werte fiihren zu einer maximalen Calcium-
Aufnahme durch Mitochondrien und zu einer maximalen Calcium- Abpumpung durch die PMCA-
Pumpen von I4fca = kpvca - Apy = 1,66 - 10~%mol/(m?s) - 2 - 1071%m2 = 3,37 19mol/s
und I7%% = 2-10"%mol/(m?s) - 5 - 107 ¥m? = 178mol/s und somit zu einem Verhéltnis von
Ipex,  /Imer = 0,33. d) Aquivalent zu c), jedoch fiir verschiedene Parameterwerte von Epmcq
und somit fiir verschiedene Verhéltnisse 1727/ 4 /17"
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Calcium-Signale und damit auch fiir die T-Zell-Aktivierung. Das Verhéaltnis von PMCA-
Pumpen, die an der IS angeh&uft sind, und den restlichen PMCA-Pumpen, die homogen
in der Zell-Plasmamembran verteilt sind, stellt den einzig auffindbaren Parameter dar,
der den Einfluss der Mitochondrienposition auf die entstehenden stationédren Calcium-
Signale reduziert oder sogar aufheben kann. Falls ich die experimentell gefundene PMCA-
Pumpen Anh&ufung an der IS [13] vernachldssige und eine homogene Verteilung der
Pumpen in der gesamten Zellmembran annehme, héngen die globalen Calcium-Signale
nicht mehr vom Parameter xyito ab (siehe Abbildung 6.13 a)). Eine fatale Konsequenz
fiir die T-Zell-Aktivierung ist die Tatsache, dass unter diesen Bedingungen keine hohen
globalen Calcium-Signale existieren.

Um diesen starken Einfluss der PMCA-Pumpenverteilung zu verstehen, ist das Verhéltnis
fiir verschiedene rdumliche Anordnungen der Menge an Calcium dargestellt, das vom
PMCA-Cluster an der IS (PMCAjs) und den in der restlichen Membran homogen
verteilten PMCA-Pumpen (PMCApyr) aus der Zelle heraus transportiert wird (siehe
Abbildung 6.13 b)). Es findet also eine Art Wettbewerb zwischen den Mitochondrien und
den PMCA-Pumpen um das durch die CRAC-Kanéle einstromende Calcium statt. Befin-
den sich die Mitochondrien in kurzer Distanz zur IS gewinnen sie den Wettbewerb gegen
die PMCA-Pumpen. Je mehr Pumpen allerdings um die IS angehduft sind, desto weni-
ger Calcium wird von ihnen aus der Zelle abtransportiert, wodurch wiederum die globale
Calciumkonzentration innerhalb der Zelle ansteigt. Ist der Abstand der Mitochondrien
zur IS (zMito) kleiner als ca. 300 nm, so ist die Menge an Calcium, die durch PMCA-
Pumpen innerhalb des Clusters um die IS hinaus beférdert wird, vergleichsweise gering
zu der Menge, die durch die in der Zellmembran homogen verteilten PMCA-Pumpen
abgepumpt wird. Im Base-Case Szenario sind 50% der Pumpen um die IS akkumuliert,
wihrend sich die restlichen 50% in der Zellmembran verteilen. Unter diesen Bedingungen
betrdgt der Anteil des durch die akkumulierten PMCA-Pumpen heraus beférderten Cal-
cium ca. 20%. Demgegeniiber stehen ca. 80%, die durch die in der Membran verteilten
Pumpen hinaus befordert werden. Auf der anderen Seite kann man in Abbildung 6.13
erkennen, dass der Einfluss der Mitochondrienposition (zpt) umso grofer ist, je mehr
PMCA-Pumpen um die IS angehduft sind. Nimmt man an, dass alle PMCA-Pumpen
homogen in der Zellplasmamembran verteilt sind und es zu keiner Akkumulation der
Pumpen kommt (rote Kurve, Abb. 6.13 b), so ist das Verhéltnis PMCA;s/PMC Ac
unabhéngig von der Mitochondrienposition zyt, fast identisch Null. Ursache hierfiir ist
das sehr grofle Oberflichen-Verhéltnis der Zellmembran zum Kugelsegment an der IS
von Acnr/Ars = 720. Der Wettbewerb zwischen Mitochondrien und PMCA-Pumpen
um das durch den CRAC-Kanal einstromende Calcium ist der zweite Mechanismus, der
die Calcium-Signale in T-Zellen beeinflusst. Um ein hohes globales Signal zu erhalten,
ist neben der Positionierung der Mitochondrien nahe der IS auch noch ein weiterer Me-
chanismus verantwortlich. Wie in Rahmen des 1D Random Walk Modells ausfiihrlich
besprochen wird (siehe Abschnitt 6.3), ist es auch wichtig, dass die Mitochondrien das
Calcium in grofitmoglicher Entfernung zu den PMCA-Pumpen wieder ins Zytosol frei-
setzen. Dies ist auch der Grund dafiir, dass bei Akkumulation der PMCA-Pumpen am
der IS-gegeniiberliegenden Pol ebenfalls eine erhohte globale Calciumkonzentration ge-
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Abbildung 6.13: Einfluss der PMCA-Pumpenverteilung auf die entstehenden Calcium-
Signale. a) Calcium-Signale fiir verschiedene PMCA-Pumpen Anhéufungen an der IS.
b) Verhéltnis der Menge an Calcium, das vom PMCA-Cluster an der IS und den in der
restlichen Membran homogen verteilten PMCA-Pumpen aus der Zelle heraus transpor-
tiert wird.

messen werden kann. Denn in diesem Fall ist zwar der Wettbewerb zwischen den PMCA-
Pumpen und den Mitochondrien minimal, jedoch der ,,Randbedingungs-Effekt* maximal.
Um dies zu verdeutlichen, habe ich im Anhang A.2.4 das Zusammenspiel der beiden Me-
chanismen anhand einer vereinfachten 3D-Wiirfelgeometrie dargestellt (sieche Abbildung
AL9).

6.4.5 Ergebnisse II: Aktive SERCA-Pumpen und Einfluss der ER / SERCA-Position

Die in diesem Abschnitt vorgestellten Ergebnisse des Modells versuchen Vorhersagen fiir
ein physiologisches Szenario zu machen. Dazu wird der vollstdndige Satz an Modellglei-
chungen 6.35-6.39 inklusive der Modellierung des Endoplasmatischen Retikulums in der
Berechnung beriicksichtigt. Die Beriicksichtigung der ER-Doméne bedingt die Model-
lierung aktiver SERCA-Pumpen und aktiver [P3-Kanéle. Auflerdem wird die Aktivitét
des CRAC-Kanals in diesem Fall durch den ER-Fiillstand gesteuert (vgl. Gleichung 6.40),
und eine Wiederauffiillung des ER fiihrt zur Inhibierung des Kanals.

Die zeitliche Entwicklung des globalen / zytosolischen Calcium-Signals fiir verschiede-
ne Mitochondrienpositionen ist in Abbildung 6.14 a) abgebildet. Bei Annahme eines
konstanten IP3-Signals, das wahrend der kompletten Simulationsdauer vorhanden sein
soll (trps = 250 s), sagt das Modell eine starke Abhingigkeit des globalen Calcium-
Signals vom Abstand der Mitochondrien zur IS (zpt,) voraus. Dies geschieht - ohne
Beriicksichtigung der ER-Doméne - analog zu dem im vorigen Abschnitt diskutierten
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Szenario. Als weiteres Ergebnis ldsst das Modell die Aussage zu, dass die CRAC-Kanal
Strome im ,stationdren“ Zustand und damit verbunden die globalen Calcium-Signale
umso stéirker sind, je geringer der Abstand der Mitochondrien zur IS ist. Unabhéingig
von der Mitochondrienposition kann bei dieser Systemkonfiguration allerdings keine
starke Wiederauffiillung des ER beobachtet werden und somit auch keine CRAC-Kanal-
Deaktivierung. Dies &ndert sich, wenn ein kiirzerer IP3-Stimulus angenommen wird. Sind
die IP3-Kanéle zum Beispiel nur fiir die Dauer von 30 Sekunden aktiv (t;p3 = 30 s), so
kann man eine partielle CRAC-Kanal-Inhibierung beobachten, die durch die teilwei-
se Wiederauffilllung des ER verursacht wird (siehe Abbildung 6.14 b)). CRAC-Kanal-
Deaktivierung und ER-Auffillung geschehen am schnellsten fiir kleine Werte von xyito,
da in diesem Fall bei Beendigung des IP3-Stimulus hohere globale Calciumkonzentratio-
nen vorherrschen, und die SERCA-Pumpen zum Zeitpunkt t = 30 s eine héhere Pump-
leistung besitzen. Die zeitliche Entwicklung des Systems unter Annahme eines kurzzeiti-
gen IP3-Stimulus und eines Mitochondrien-Abstandes von x i, = 0,1 um (rote Kurve
in Abbildung 6.14 b)) ist als Abfolge dreidimensionaler Schnappschiisse in Abbildung
6.15 zu sehen.

Die bisherigen Resultate dieses Abschnitts dndern sich jedoch drastisch (siehe Abbil-
dung 6.14 c)+d)), wenn die System- bzw. Modellgeometrie geéndert wird. Statt einer
homogenen SERCA-Pumpenverteilung iiber die gesamte ER-Oberfldche setzt ich nun
voraus, dass sich alle SERCA-Pumpen wihrend der Zell-Polarisierung in einem Cluster
anhaufen. Dieses Cluster besteht aus einer kreisférmigen Fldche mit einem Durchmesser
von 350 nm (siehe Abbildung 6.8 a), Kreis in der Mitte der ER-Doméne), die sich unter-
halb der IS befindet. Bei stdndiger Calcium-Freisetzung durch die IP3-Rezeptoren, also
flir t;ps = 250 s, sind die Ergebnisse noch qualitativ gleich zu dem Fall von homogen
verteilten SERCA-Pumpen (Daten nicht gezeigt). Unter Annahme eines transienten /
kurz andauernden IP3-Signals (¢7p3 = 30 s) kann man hingegen ein génzlich anderes Ver-
halten des Systems beobachten. Befinden sich die Mitochondrien in weiter Entfernung
zur IS (Xpzite > 500 nm), so sind die Ergebnisse dieses Szenarios noch analog zu den
Resultaten fiir Systemkonfiguration mit nicht clusternden SERCA-Pumpen: ein transi-
enter [P3-Stimulus bedingt eine Wiederauffiillung des ER, die dann ihrerseits zu einer
Inhibierung des CRAC-Kanal Stroms fiihrt, gefolgt von einem daraus resultierenden
Abfall der globalen Calciumkonzentration. Fiir ein Szenario mit geclusterten SERCA-
Pumpen trifft das Modell jedoch folgende Voraussage: Zellen, deren Mitochondrien sich
in kurzer Distanz zur IS befinden (xpzi10 < 300 nm), kénnen auch in Abwesenheit eines
IP3-Stimulus (also fiir Zeiten ¢ > t;p3) ein robustes globales Calcium-Signal erzeugen
und aufrechtzuerhalten (siehe Abbildung 6.14 c)).

Die Zellen, bei denen die Mitochondrien in kurzer Distanz zur IS liegen, konnen ein hohes
globales Calcium-Signal aufrechterhalten. Ursache dafiir ist die geschilderte raumliche
Konfiguration, die dafiir sorgt, dass die Mitochondrien den Wettbewerb um Ca?*-Ionen
sowohl gegen die PMCA-Pumpen als auch gegen die SERCA-Pumpen gewinnen. Dadurch
wird eine Wiederauffiillung des Calcium-Speichers (Endoplasmatisches Retikulum) re-
duziert (sieche Abbildung 6.14 d)), was wiederum auch die Inhibierung der CRAC-
Kanéle verringert. Die zeitliche Entwicklung des Systems bei Annahme eines kurzen
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Abbildung 6.14: Zeitliche Entwicklung des globalen Ca?*-Signals im Zytosol und des ER-
Fillstandes fiir verschiedene Zeitdauern des IP3-Signals sowie fiir verschiedene SERCA-
Pumpenverteilungen bzw. Positionen. Fiir die gesamte Simulationsdauer nehme ich im-
mobile Mitochondrien an, die sich in einem Abstand xyito zur Immunologischen Synapse
befinden. a) Zeitliche Entwicklung des globalen Ca?*-Signals. Die SERCA-Pumpen sind
homogen auf der ER-Oberfliche verteilt, und IPs ist wdhrend der gesamten Simulati-
onsdauer prisent, t;p3 = 250 s. b) Zeitliche Entwicklung des globalen Ca?*-Signals fiir
homogen verteilte SERCA-Pumpen und ¢;p3 = 30 s. ¢) Zeitliche Entwicklung des globa-
len Ca®*-Signals. Die SERCA- Pumpen sind nahe der IS akkumuliert, und IP3 ist nur
wiihrend den ersten 30 Sekunden vorhanden. d) ER-Fiillstand (ER-Ca?") als Funktion
der Zeit unter der Bedingung dass die SERCA-Pumpen in Néhe der IS akkumuliert sind
und t7p3 = 30 s gilt.

152



6 Calcium-Signale wahrend der T-Zell-Aktivierung und T-Zell-Polarisierung

(a) (b)

(d) o (e)

Abbildung 6.15: Dreidimensionale Schnappschiisse der rdumlichen und zeitlichen Ent-
wicklung der zytosolischen Calciumkonzentration cqy. Die verwendeten Parameter
wurden in Abschnitt 6.4.3 diskutiert und sind in Tabelle 6.2 aufgelistet. Diese
Schnappschiisse korrespondieren zum Verlauf der roten Kurve aus Abbildung 6.14
b). Die SERCA-Pumpen sind homogen iiber die ER-Membran verteilt, der Abstand
Mitochondrien-IS betrigt zagito = 0,1 pm und IP3 ist nur wihrend den ersten 30 Sekun-
den prasent (t;p3 = 30 s). Dargestellt ist die rdumliche Calciumkonzentration cy; fiir
verschiedene Systemzeiten t: a) Zeit t = 0 s. b) Zeit t = 2,5 s. ¢) Zeit t = 5 s. d) Zeit
t =30 s. e) Zeit t = 60 s. f) Zeit t = 250 s.

IP3-Stimulus sowie eines Mitochondrien-Abstandes von x i, = 0,1 pm (rote Kurve in
Abbildung 6.14 ¢)) ist als Abfolge dreidimensionaler Schnappschiisse in Abbildung 6.16
zu sehen. Auch diese Ergebnisse sind ebenso wie die Resultat des vorigen Abschnitts
wieder sehr robust. Die Modell-Resultate &ndern sich weder bei Annahme einer realis-
tischeren / filigraneren ER-Geometrie noch bei Annahme eines abgednderten Ansatzes
fiir die Modellierung der SERCA-Pumpen, wie in Abbildung 6.17 zu sehen ist. Beide
Anderungen liefern qualitativ die gleichen Resultate wie das Base-Case Szenario: wie-
derum kontrolliert die Mitochondrienposition die lokalen und globalen Calcium-Signale,
und eine SERCA-Pumpen-Anhéufung unterhalb der IS in Kombination mit einer klei-
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Abbildung 6.16: Dreidimensionale Schnappschiisse der rdumlichen und zeitlichen Ent-
wicklung der zytosolischen Calciumkonzentration c.y;. Die verwendeten Parameter
wurden in Abschnitt 6.4.3 diskutiert und sind in Tabelle 6.2 aufgelistet. Diese
Schnappschiisse korrespondieren zum Verlauf der roten Kurve aus Abbildung 6.14 c).
Die SERCA-Pumpen sind in der Néhe der IS akkumuliert, der Abstand Mitochondrien-
IS betragt xamito = 0,1 pm, und IP3 ist nur wahrend den ersten 30 Sekunden préasent
trp3 = 30 s. Dargestellt ist die rdumliche Calciumkonzentration c.y fiir verschiedene
Systemzeiten t: a) Zeit t = 0s. b) Zeit t = 2,5 s. ¢) Zeit t =5 s. d) Zeit t = 30 s. e) Zeit
t =60 s. f) Zeit t = 250 s.

nen Distanz Mitochondrien-IS (z s, < 300 nm) fithrt auch ohne IP3-Stimulus zu einem
robusten Calcium-Signal.

Als SchluBifolgerung dieses Ergebnisteils l4sst sich zusammenfassen, dass mein Modell auch
fiir transiente IP3-Signale das Vorkommen von robusten und hohen Calcium-Signalen vor-
aussagt, die zur erfolgreichen T-Zell-Aktivierung unbedingt notwendig sind. Diese treten
jedoch nur auf, wenn es der Zelle gelingt, im Zuge des Polarisationsprozesses nach erfolg-
ter IS-Ausbildung die Mitochondrien in die Ndhe der IS zu bringen und gleichzeitig die
SERCA-Pumpen in dieser Region zu akkumulieren.
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Abbildung 6.17: Zeitliche Entwicklung des globalen Ca?*-Signals. IP3 ist nur wihrend den
ersten 30 Sekunden vorhanden, t;p3 = 30s. a)+b): Im Gegensatz zu Abbildung 6.14 wurde ein
unterschiedlicher Ansatz fiir Gleichung 6.43 benutzt: Jsprca = kserca - ¢2/(c* + k?), wobei
ks = 300 oM und ksgprca = He”? [mol/(m2s)] sind. a) Die SERCA-Pumpen sind nahe der
IS akkumuliert. b) Die SERCA-Pumpen sind homogen in der ER-Membran verteilt. ¢) ER-
Geometrie zur Berechnung der in Teil d)+e) erhaltenen Resultate. d) Globales Ca?*-Signal,
unter Annahme der in ¢) gezeigten ER-Geometrie und SERCA-Pumpen, die in der Néihe der IS
akkumuliert sind. e) Globales Ca?*-Signal, bei Annahme der in c) gezeigten ER-Geometrie und
homogen in der ER-Membran verteilten SERCA-Pumpen. Vergleiche mit Abbildung 6.14.
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6.5 Einfluss der Struktur des Mitochondriennetzwerkes sowie der
Position des Endoplasmatischen Retikulums auf das globale
Calcium-Signal

6.5.1 Einleitung

Im vorigen Abschnitt habe ich die Auswirkungen der Mitochondrienposition relativ zur
Immunologischen Synapse auf die entstehenden Calcium-Signale untersucht. Bei allen
von mir in diesem Rahmen durchgefiihrten Simulationen war die Form der Mitochondri-
en gleichbleibend. Lediglich die Position der Mitochondrien innerhalb des Zytosols wurde
gedndert. In der Realitdt bewegen sich die Mitochondrien jedoch nicht nur fort, sondern
fithren auch die Prozesse der Fusion und Teilung (Fission) aus (fir ein Review siehe
zum Beispiel [162]). Um ihre Funktion korrekt ausiiben zu konnen, ist es wichtig, dass
die Mitochondrien keine starren Korper sind, sondern dass sie die Féahigkeit besitzen,
ihre Form dynamisch zu verdndern. Eine eingeschrankte bzw. geminderte Fusion und
Teilung von Mitochondrien in Neuronen kénnen verantwortlich fiir verschiedene neuro-
nale Krankheiten wie zum Beispiel Alzheimer sein [163]. Fusion und Teilung erméglichen
es den Mitochondrien untereinander, und mit dem Zytosol zu kommunizieren, Inhalte
untereinander auszutauschen sowie schneller auf Verdnderungen innerhalb der Zelle zu
reagieren.

Vor diesem Hintergrund moéchte ich im Folgenden zusétzlich noch den Einfluss der Struk-
tur des Mitochondriennetzwerkes auf das globale Calcium-Signal untersuchen. Ich versu-
chen herauszufinden, wie sich die vorgegebene Form der Mitochondrien, ihre Vernetzung
untereinander und ihre Position relativ zu den PMCA-Pumpen auf die globale Calcium-
konzentration auswirkt. Dazu verwende ich sowohl das 3D-Modell des vorigen Abschnitts
als auch dessen vereinfachte, zweidimensionale Version, die ich im Folgenden vorstellen
mochte.

Ich greife fiir diese Simulationen auf ein zweidimensionales Modell zuriick, da es zwei
enorme Vorteile gegeniiber der Modellierung in 3D bietet. Zum einen lassen sich die
verschiedenen Strukturen des Mitochondriennetzwerkes schneller mit Hilfe der Softwa-
re Comsol-Multiphysics programmieren und erzeugen, zum anderen benétigt die Be-
rechnung der stationdren Losung weitaus weniger Computerrechenzeit, als dies in 3D
der Fall wére. Neben den Auswirkungen der Struktur des Mitochondriennetzwerkes
mochte ich das 2D-Modell dazu nutzen, um einer weiteren interessanten Frage nach-
zugehen: Welchen Einfluss hat die Position des Endoplasmatischen Retikulums auf die
entstehenden Calcium-Signale? Auch wenn das Endoplasmatische Retikulum nicht als
Calcium-Speicher betrachtet wird, da ich von vollstéandig aktivierten CRAC-Kanélen
und geblockten SERCA-Pumpen ausgehe (Thapsigargin-Experimente), so stellt das En-
doplasmatische Retikulum doch zumindest eine rdéumliche Begrenzung der zytosolischen
Calcium-Diffusion dar. Inwieweit diese Beschrankung der Diffusion die globale Calcium-
konzentration und somit letztendlich die T-Zell-Aktivierung beeinflussen kann, versuche
ich am Ende dieses Abschnitts ndher zu erldutern.
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6.5.2 2D-Modell zur Untersuchung der Calcium-Signale

Ich betrachte hier eine T-Zelle, bei der die SERCA-Pumpen durch die Droge Thapsi-
gargin blockiert, somit das Endoplasmatische Retikulum entleert und die CRAC-Kanéle
vollstéindig aktiviert sind. Bei der Untersuchung von Calcium-Signalen in zwei Dimen-
sionen nehme ich eine quadratische T-Zelle an, die eine Seitenldnge von lz.y. = 8 pum
besitzt und somit eine Fliche von 64 pum? umfasst (sieche Abbildung 6.18). Im Gegensatz
zu den Simulationen in drei Dimensionen vernachlissige ich im 2D-Modell die Model-
lierung des Zellkerns sowie der mobilen Calcium-Puffer, was jedoch qualitativ keinen
Einfluss auf die Resultate hat. Eine weitere Anderung zum 3D-Modell besteht darin,
dass die Anzahl, Grofle und Form der Mitochondrien nicht fiir alle Simulationen gleich
ist. Lediglich die aufsummierte Gesamtflache der in der Simulation vorkommenden Mit-
ochondrien ist konstant und betrigt 2,7 ypm?, was ca. 5% der Zellfliche ausmacht.

Y
8um A —a— —0—
I Ymito
\Z
Zytosol Zytosol
8um’ X

(a) (b)
Mitochondrium: ] CRAC-Kanal: @ PMCA-Pumpen:

Abbildung 6.18: Schematische Darstellung der 2D-Modellgeometrie. Die Mitochondrien
sind blau, der CRAC-Kanal rot und die PMCA-Pumpen griin. Der Modellparameter
der den kirzesten Abstand des Mitochondriennetzwerkes zur Immunologischen Synapse
angibt wird als yazi, bezeichnet. a) Szenario 1: analog zum Base-Case in 3D kénnen die
Mitochondrien das Calcium nur an den zur IS zeigenden Enden (gelb) aufnehmen und
an den gegeniiberliegenden Enden (orange) wieder abgeben. b) Szenario 2: die Calcium-
Aufnahme und Freisetzung durch die Mitochondrien findet auf der gesamten Mitochon-
drienoberflache (gelb) statt.

In den zweidimensionalen Simulationen unterscheide ich zwei Szenarien: Im ersten Fall
kénnen die Mitochondrien analog zum 3D-Modell das Calcium nur an den Mitochon-
drienspitzen aufnehmen, die parallel zum CRAC-Kanal verlaufen (siehe Abbildung 6.18
a), gelbe Fliche), und an den Mitochondrienenden (orangene Fliche) wieder an das Zy-
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tosol abgeben. Im zweiten Szenario modelliere ich die Mitochondrien derart, dass die
Calcium-Aufnahme und -Abgabe auf der gesamten Mitochondrienoberflache stattfinden
kann (siehe Abbildung 6.18 b), gelb gekennzeichnet). Innerhalb der Mitochondrien dif-
fundiert das Calcium mit Diffusionskonstante Dy, die um einen Faktor 10 kleiner ist
als die freie Calcium-Diffusion im Zytosol. An der Immunologischen Synapse befindet
sich ein CRAC-Kanal-Cluster, das aus ca. 40-100 Kanélen besteht. Es hat eine Ausdeh-
nung von locgac = 0,1 pm und erstreckt sich von der Position (x/y) = (—0,05 um
/ 8 pwm) bis hin zur Position (x,y) = (0,05 pum / 8 pm). In einem Abstand von 350
nm zu diesem CRAC-Cluster befindet sich jeweils links und rechts davon eine Akku-
mulation von PMCA-Pumpen, die eine Ausdehnung von 200 nm haben und sich von
(x/y) = (=0,6 pm / 8 um) bis (x/y) = (=0,4 pm / 8 wm) und von (x/y) = (0,4
um / 8 um) bis (x/y) = (0,6 um / 8 wm) erstrecken. Im Base-Case Szenario sind 50%
aller PMCA-Pumpen innerhalb dieser beiden Strecken angehéuft, wohingegen die rest-
lichen 50% der Pumpen homogen in der Zellplasmamembran (PM) verteilt sind. Die
Modellgeometrie ergibt sich als Summe von zwei disjunkten Gebieten, dem Zytosol und
den Mitochondrien. Innerhalb dieser Gebiete wird die Calcium-Dynamik durch folgende
Differentialgleichungen beschrieben:

Zytosol : B(gtyt = Doyt Veeyt (6.46)
Mitochondrien : 85% = Dy Ve . (6.47)

Den Calcium-Transfer zwischen den zweidimensionalen Gebieten sowie den Calcium-
Ein- und -Ausstrom durch die PM bezeichne ich analog zum 3D-Modell mit J3; und Jpjy.
Diese Strome werden als Fluss- bzw. Randbedingungen auf den entsprechenden Flachen
/ Strecken definiert. Der Calcium-Austausch durch die Zellmembran Jpj; setzt sich aus
zwel Beitrdgen zusammen, Jpyr = Jorac — Jpmcoa, dem Einstrom der CRAC-Kanéle
und dem Calcium, das durch die PMCA-Pumpen aus dem Zytosol herausgepumpt wird.
Hierbei ist Jorac nur innerhalb des CRAC-Clusters (rotes Quadrat in Abbildung 6.18)
definiert. Der Calcium-Einstrom des CRAC-Clusters wird durch die dort vorherrschende
Calciumkonzentration inhibiert und ergibt sich zu:

Jorac = kerac - Sig(—Ceyt + 6,5 pM, 1 pM) . (6.48)

Hierbei bezeichnet Sig eine sigmoidale Funktionen, die die CRAC-Kanal-Inhibierung
durch eine erhohte Calcium-Mikrodoménen-Konzentration wiedergibt. Sie ist identisch
dem Wert 1 fiir alle zytosolischen Calciumkonzentrationen, die kleiner als 5,5 uM sind,
und identisch 0 fiir alle Konzentrationen, die grofler als 7,5 uM sind. Zwischen 5,5 M
und 7,5 pM fallt die Funktion von eins auf Null ab und nimmt bei 6,5 uM den Wert 0,5
an. Die PMCA-Pumpen sind fiir das Abpumpen des zytosolischen Calciums durch die
Zellmembran in den extrazelluldren Raum verantwortlich, und der entsprechende Fluss
wird analog zum 3D-Modell durch

Ceyt

_Coyt 6.49
kp + Ccyt ( )

Jpvcapv = kpvoapu

und
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Ccyt
)
kp + Ccyt

modelliert. Dabei ist Jpyrca,par auf der Zellplasmamembran-Oberfliche definiert und
Jpnca,rs beschreibt den Fluss durch die PMCA-Pumpen, die innerhalb der beiden Stre-
cken um die IS herum (griine Dreiecke in Abbildung 6.18) akkumuliert sind. Der Pa-
rameter k, représentiert die Calciumkonzentration, bei der die Pumpen mit der Hélfte
ihrer Maximaleffektivitdt kppsca arbeiten.

Jpymcars =kpvcars - (6.50)

Die Calcium-Aufnahme bzw. -Abgabe und Umverteilung durch die Mitochondrien wird
durch den Fluss

Jy = —k?Mm * Ceyt + kMout - CM (6.51)

modelliert, wobei kpy,,, - ¢y die Calcium-Aufnahme und der Term kg, - ¢y die Calcium-
Freisetzung durch die Mitochondrien beschreibt. Die mitochondriale Calcium-Aufnahme
héngt in dem 2D-Modell analog zum 3D-Modell von der zytosolischen Konzentration
eyt ab. Hingegen ist die Calcium-Freisetzung durch die Mitochondrien eine Funktion
des bereits durch die Mitochondrien aufgenommenen bzw. gepufferten Calciums cps. Wie
bereits oben im Text erldutert wurde, findet die Calcium-Aufnahme und -Umverteilung
durch die Mitochondrien je nach betrachtetem Szenario auf der gesamten Mitochon-
drienoberfliche oder nur einigen ausgezeichneten Mitochondrienflichen statt. Die in
der Standardkonfiguration benutzen Parameterwerte sind in Tabelle 6.3 zusammenge-
fasst.

Tabelle 6.3: Parameter, Diffusionsraten sowie Anfangswerte, die als Base-Case- oder
Standard-Parameter des 2D-Modells benutzt werden.

Parameter | Wert [Einheit] | Parameter Wert [Einheit]
Dyt 200 [um?/s] K, 2.1073 [m/s]
Dy 20 [um?/s] knt,, 6-107° [m/s]

Ceyt(t = 0) 100 [nM] kpvca | 2:107° [mol/(m?s)]

car(t = 0) 100 [n.M] kcrac | 6:107° [mol/(m?s)]

k, 0,25 [uM] SCRAC 0,1 um
SpPM 32 pum SPMCA 0,4 um
Azelle 64 pm? Ay 2,7 pm?
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6.5.3 Ergebnisse

Um den Einfluss der Struktur des Mitochondriennetzwerkes zu untersuchen, verwende
ich zunéchst das 3D-Modell des vorigen Abschnitts. Da hier das Aussehen, die Form und
die rdumliche Anordnung der Mitochondrien eine wesentliche Rolle spielen, betrachte ich
eine mitochondriale Calcium-Aufnahme und -Abgabe, die auf der gesamten Mitochon-
drienoberflache (blaue Fliche, siche Abbildung 6.19) definiert ist. Die Kernaussagen und
Resultate des Base-Case Szenarios aus dem vorigen Abschnitt bleiben dadurch qualitativ
unverdndert, was durch einen Vergleich der Abbildung 6.11 a) und 6.19 a) ersichtlich
wird.

Allerdings erkennt man auch, dass die globale Calciumkonzentration weniger stark durch
die Mitochondrienposition beeinflusst wird, wenn man eine Calcium-Aufnahme und
Calcium-Freisetzung auf der gesamten Mitochondrienoberfliche zuldsst. Hier steht ei-
ne Erhohung der globalen Konzentration von ca. 200 nM auf 800 nM fiir den Base-Case
einer weitaus geringeren Erhéhung von 550 nM auf 680 nM fiir den hier betrachteten
Fall gegeniiber. Dass der Einfluss der Mitochondrienposition auf die globale Calciumkon-
zentration hier schwécher ist, hingt damit zusammen, dass der Effekt der Randbedin-
gungen (siehe Abschnitt 6.3) weniger stark ausfillt. Der Mechanismus, der bei Calcium-
Aufnahme und -Abgabe auf der gesamten Mitochondrienoberfliche bestimmend ist, ist
der Wettbewerb zwischen PMCA-Pumpen und Mitochondrien. Da sich in der gesam-
ten Zellmembran PMCA-Pumpen befinden, kommt nun der Lage bzw. dem Verlauf der
Mitochondrien innerhalb des Zytosols mehr Bedeutung zu, auch wenn diese Pumpen
weitaus weniger stark konzentriert sind als um die Immunologische Synapse herum.

In Teil b) der Abbildung 6.19 erkennt man, dass die Form und der rdumliche Verlauf des
Mitochondriennetzwerkes vom Typ I - der im vorigen Abschnitt auch als Standardkon-
figuration benutzt wurde - bereits eine optimale Erhéhung der globalen Calciumkonzen-
tration in Abhéngigkeit der Mitochondrienposition hervorruft. Sowohl eine Netzwerk-
struktur vom Typ II oder III, die aus mehreren einzelnen Mitochondrien bestehen, als
auch die Strukturen IV-VI, die sich durch eine stirkere Vernetzung auszeichnen, errei-
chen kein so hohes Calcium-Signal wie die Struktur I.

Die Aufspaltung des Netzwerkes (Typ II) fithrt zu einem geringeren Calcium-Signal
als eine Netzwerkstruktur des Typs I. Einen weiteren Abfall der globalen Calciumkon-
zentration erhélt man, wenn sich in Hohe der PMCA-Pumpen Akkumulation (griines
Kreissegment in Abbildung 6.19) keine Mitochondrien befinden (Geometrie vom Typ
III), da in diesem Fall das Calcium ungehindert ins ZellauBere transportiert wird. Auch
ein weit verzweigtes Mitochondriennetzwerk (Geometrie vom Typ IV) erzielt kein so ho-
hes Calcium-Signal wie die Base-Case-Konfiguration I. Eine Ursache hierfiir liegt in der
rdumlichen Anordnung der Mitochondrien, die sehr dicht unterhalb der Plasmamembran
verlaufen und dadurch das Abpumpen des Calciums durch die in der Membran sitzenden
PMCA-Pumpen begiinstigt wird. Versucht man dem entgegenzuwirken (Modellgeome-
trie Typ V) und den Abstand der Mitochondrien zur Zellmembran auf ca. 1 pm zu
erhohen, so misst man das mit Abstand geringste Calcium-Signal aller von mir unter-
suchten Mitochondriennetzwerke. Der Grund dafiir liegt darin, dass nun auch an der IS
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Abbildung 6.19: Ergebnisse des 3D-Modells. Oben sind die sechs verschiedenen Modell-
geometrien skizziert, fiir die mit Hilfe des 3D-Modells die stationdren Calcium-Signale
berechnet wurden. Im Gegensatz zum Base-Case Szenario des 3D-Modells erfolgen die
Calcium-Aufnahme und -Freisetzung durch die Mitochondrien auf der gesamten, blau
eingefiarbten Mitochondrienoberfliche. Der CRAC-Kanal ist rot und die PMCA-Pumpen
sind griin dargestellt. a) Globale Calciumkonzentration in Abhéngigkeit des Abstandes
der Mitochondrien zur IS x4, fiir die Geometrie 1. b) Stationére globale Calciumkon-
zentration fiir die sechs verschiedenen Mitochondriennetzwerke I-VI.
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keine Mitochondrien mehr verlaufen und dort das einstromende Calcium unverziiglich
von den PMCA-Pumpen wieder nach auflen transportiert wird. Eine Verdnderung der
Struktur vom Typ V, bei der ein Mitochondrium vom héchsten Punkt des Netzwerkes
senkrecht nach oben zur Immunologischen Synapse fithrt, erhoht die gemessene stati-
ondre Calciumkonzentration auf einen Wert von 0,48 yM (Daten nicht gezeigt).

Eine dhnliche Umgestaltung des Netzwerkes, die bezogen auf das erhaltene Calcium-
Signal weiter optimiert wurde, ist die als Typ VI bezeichnete Netzwerkstruktur. Sie
entsteht durch eine Erweiterung des Mitochondriennetzwerk vom Typus V durch ein
zur IS verlaufendes Mitochondrium. Dieses zusétzliche Mitochondrium ist mit dem ur-
spriinglichen Netzwerk verbunden, befindet sich in einem sehr geringen Abstand zur
IS und lauft an der PMCA-Pumpen-Akkumulation vorbei. Der geringe Abstand zur IS
und die Lage relativ zum Ort der PMCA-Pumpen-Akkumulation sorgt dafiir, dass das
Mitochondriennetzwerk - im Gegensatz zur Struktur V - wieder in der Lage ist, den
Wettbewerb um das einstromende Calcium gegen die PMCA-Pumpen zu gewinnen.
Insgesamt lassen diese Untersuchungen den Schluss zu, dass ein weitverzweigtes Mit-
ochondriennetzwerk ebenso wie eine Aufspaltung des Netzwerkes in viele einzelne Mit-
ochondrien nicht optimal sind, um ein fiir die T-Zell-Aktivierung erforderliches, starkes
und robustes Calcium-Signal zu erhalten. Eine hohe Calciumkonzentration tritt immer
dann auf, wenn die Mitochondrien in einem eher kompakten Netzwerk organisiert sind,
das sich in geringer Distanz zur IS befindet und am Ort der PMCA-Pumpen vorbei lauft.
Auf diese Weise konne sie wirkungsvoll mit den PMCA-Pumpen um das einstromende
Calcium konkurrieren.

Um meine bisherigen Aussagen und Erkenntnisse weiter quantifizieren zu kénnen, ha-
be ich das oben im Text beschriebene 2D-Modell genutzt. Mit dessen Hilfe habe ich
die stationdren Calcium-Signale in Abhéngigkeit des Abstandes yasi, fiir verschiedene
Strukturen des Mitochondriennetzwerkes berechnet.

Die Ergebnisse dieser Studien sind fiir die zwei oben im Text beschriebenen Szenarien in
Abbildung 6.20 dargestellt. Insgesamt habe ich neun unterschiedliche Netzwerkstruktu-
ren untersucht, die ebenfalls in Abbildung 6.20 gezeigt werden, und die in aufsteigender
Nummerierung zu héheren Calcium-Signalen fiihren. Man erkennt unmittelbar, dass die
Struktur der Mitochondriennetzwerke einen bedeutenden Einfluss auf die sich einstellen-
den stationdren Calcium-Signale hat, auch wenn weiterhin der Abstand des Mitochon-
driennetzwerkes zur IS (yarito) eine sehr wichtige Rolle spielt. Die genaue Struktur des
Mitochondriennetzwerkes gewinnt fir Abstande yjs0, die kleiner als ca. 750 nm sind,
immer mehr an Bedeutung. Fir einen Wert von yasi:, = 0,1 pm kann das Calcium-
Signal von 680 nM (Geometrie 1) auf 975 nM (Geometrie 9), also um fast 50%, erhoht
werden.

Eine weitere Schlussfolgerung die das Modell zulésst ist, dass die Fusion der Mitochon-
drien, also eine Verringerung der Mitochondrienanzahl sowie eine Verdnderung der Netz-
werkstruktur hin zu robusteren Formen von Vorteil fiir hohe Calcium-Signale sind. Ana-
log zu den zuvor beschriebenen Ergebnissen des 3D-Modells zeigt eine starke Vernetzung
der Mitochondrien (Geometrie 4) hingegen keine erkennbare Begiinstigung fiir das Vor-
kommen von starken Calcium-Signalen. Die stationidre Calciumkonzentration der Geo-
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metrie 4 liegt niedriger als beispielsweise die der Geometrien 5 und 6, bei denen drei nicht
untereinander vernetzte Mitochondrien fiir die Calcium-Signale verantwortlich sind. Die
hochsten globalen Calciumkonzentrationen kénnen fiir die Modellgeometrien und ent-
sprechenden Mitochondriennetzwerke 7-9 gemessen werden. Bei diesen drei Konfigura-
tionen sind die Mitochondrien vollstdndig zu einem einzigen grofen Cluster / Netzwerk
fusioniert und unterscheiden sich lediglich durch ihre x- bzw. y-Ausdehnungen. Das Clus-
ter der Geometrie 7 ist 0,9 um - 3 um, das Cluster der Geometrie 8 ist 3 um - 0,9 pym
und das Cluster der Geometrie 9 ist /2,7 pm - /2,7 um groff. Da die Calcium-Signale
der Geometrien 8 und 9 hoher sind als die der Geometrie 7, kann man schlussfolgern,
dass es fiir hohe Calcium-Signale wichtig ist, dass das Mitochondrien-Cluster sich bis hin
zu den PMCA-Pumpen-Akkumulationen (duflerste x-Koordinaten +0,6 pm) erstreckt.
Die erhaltenen Resultate sind unabhéngig von der Modellierung der mitochondrialen
Calcium-Aufnahme und Freisetzung, wie ein Vergleich von Teil a) und b) der Abbildung
6.20 zeigt. Lediglich kleine Abweichungen kénnen festgestellt werden. So sind beispiels-
weise die Werte der Calciumkonzentration fiir die Geometrien 6 und 7 fiir Szenario 1
fast gleich, unterscheiden sich aber fiir Szenario 2, bei dem die Konzentration im Falle
der Geometrie 7 hoher ist.

Betrachtet man die neun von mir exemplarisch ausgewédhlten und modellierten Mit-
ochondriennetzwerke sowie die dazu entsprechenden Verldufe der Calciumkonzentrati-
on in Abhéngigkeit des Parameters yas;,, S0 kann man zusammenfassend Folgendes
festhalten: Zum einen hat die Struktur des Mitochondriennetzwerkes einen eindeutigen
FEinfluss auf die entstehenden Calcium-Signale in T-Zellen. Hierbei werden hohe Calcium-
konzentrationen sowohl durch Fusion der Mitochondrien begiinstigt als auch durch einen
Zusammenschluss der Mitochondrien zu einem robusten Cluster. Eine Vernetzung / Ver-
zweigung der Mitochondrien, wie sie in Geometrie 4 dargestellt ist, ist nicht optimal fiir
die T-Zell-Aktivierung. Zum anderen ist weiterhin die Position des Mitochondriennetz-
werkes relativ zur IS und relativ zu den PMCA-Pumpen ein entscheidendes Kriterium
fiir hohe Calcium-Signale. Unabhéngig von der Art der Modellierung der mitochondria-
len Calcium-Aufnahme und Freisetzung werden optimale Signale fiir solche Netzwerke
gemessen, die sich gleichzeitig sehr nahe am CRAC-Cluster und den PMCA-Pumpen-
Anhiufungen befinden. Um einen besseren FEindruck der Calcium-Umverteilung der ver-
schiedenen Netzwerkstrukturen zu erhalten ist der rdumliche Konzentrationsverlauf der
neun Netzwerke im Anhang in Abbildung A.10 dargestellt.

Bei den meisten meiner theoretischen Studien dieses Kapitels gehe ich davon aus, dass
die SERCA-Pumpen blockiert sind, das ER entleert ist, und deshalb die CRAC-Kanéle
vollstéandig aktiviert sind. In diesem Fall hat das ER keine direkte Auswirkung auf die
Calcium-Dynamik und taucht nicht in den Modellgleichungen auf, weshalb auch die ER-
Doméne bei diesen Simulationen keine Beriicksichtigung findet. Aber selbst wenn das ER
keinen direkten Einfluss auf die Calcium-Dynamik ausiibt, so ist es weiterhin Bestandteil
der Zelle und stellt zumindest ein rdumliches Hindernis fiir die Calcium-Diffusion dar.
Im Folgenden diskutiere ich deshalb Simulationsergebnisse, die unter Einbeziehung der
ER-Doméne berechnet wurden. In diesen Simulationen stellt das ER ein geometrisches
Hindernis ohne weitere Funktion dar und impliziert lediglich Randbedingungen fiir die
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Calcium-Diffusion. Da es sich hier zunéchst nur um ein reines Testszenario handelt und
erste quantitative Resultate betrachtet werden, spielt das genaue Aussehen des ER kei-
ne Rolle. Der Abstand des ER zur Zellplasmamembran betrégt in allen Berechnungen
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Abbildung 6.20: Ergebnisse des 2D-Modells. Oben sind die neun verschiedenen Struk-
turen bzw. Formen der Mitochondrien und Mitochondriennetzwerke dargestellt, fiir die
mit Hilfe des 2D-Modells die stationéren Calcium-Signale berechnet wurden. Das gesam-
te Mitochondrienvolumen bzw. die aufsummierte Mitochondrienfliche in 2D ist fiir alle
neun Netzwerkformen gleich. Dadurch &ndert sich jedoch je nach Vernetzungsgrad die
Strecke, auf der die Mitochondrien Calcium aufnehmen und freisetzen kénnen. a) und
b): Stationédres globales Calcium-Signal fiir die neun verschiedenen Mitochondriennetz-
werke in Abhéngigkeit des kiirzesten Abstands des Mitochondriennetzwerkes zur Immu-
nologischen Synapse yasito. @) Szenario 1 aus Abbildung 6.18, die Calcium-Aufnahme
und -Abgabe ist nur an den Mitochondrienenden erlaubt. b) Szenario 2: Die Calcium-
Aufnahme und -Freisetzung durch die Mitochondrien findet auf der gesamten Mitochon-
drienoberflache statt. Vergleiche auch mit der Abbildung A.10 im Anhang.
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20 nm, da die Bildung der CRAC-Kanéle nur an den sogenannten Plasmamembran-
Junctions stattfinden kann (sieche Kapitel 2.4.1). Dies sind Orte, an denen der Abstand
Zellplasmamembran-ER ca. 10-25 nm betrégt [101]. Mit Hilfe von fiinf unterschiedli-
chen Test-Geometrien (siehe Abbildung 6.21) mochte ich folgende Fragen beantwor-
ten: Welche Auswirkung hat eine Einschrankung der Calcium-Diffusion durch das ER,
falls

1. sich das ER in kurzer Distanz zum CRAC-Kanal-Cluster befindet (Geometrie II)?

2. das ER von den Mitochondrien verdréangt wurde und sich vor die PMCA-Pumpen
geschoben hat (Geometrie I1I)?

3. das ER von den Mitochondrien so verdrangt wurde, dass sich eine sehr grofie ER-
Flache zwischen CRAC-Kanal / Mitochondrien und die PMCA-Pumpen geschoben
hat (Geometrie IV und V)?

Die Auftragung der stationdren, globalen Calciumkonzentration fiir die fiinf unterschied-
lichen Geometrien I-V in Abbildung 6.21 ldsst die wichtigste Aussage dieser Simulationen
erkennen: um ein hohes globales Calcium-Signal zu erreichen, ist es von grofler Bedeu-
tung, dass die Mitochondrien das ER von der IS verdréngen.

Als Vergleichswert fiir eine Simulation ohne Beriicksichtigung der ER-Doméne ist die Mo-
dellgeometrie I abgebildet, die der Netzwerkstruktur 7 aus Abbildung 6.20 entspricht.
Befindet sich das ER noch vor dem CRAC-Kanal-Cluster, wurde also nicht durch die
Mitochondrien ,zur Seite geschoben* (Geometrie II), so ist das resultierende Calcium-
Signal sehr schwach und circa gleich der Zell-Ruhekonzentration von 100 nM. In diesem
Fall verhindert die ER-Doméne eine starke Calcium-Aufnahme durch die Mitochondrien.
Es bildet sich eine hohe Calcium-Mikrodoméne in unmittelbarer Umgebung der Kanéle
aus, die fir eine Inhibierung der Kanéle sorgt (siehe Gleichung 6.48). Schaffen es die
Mitochondrien hingegen das ER von der IS zu verdrdngen und in Richtung der PMCA-
Pumpen zu verschieben, wie dies fiir die Geometrie I1I der Fall ist, so ist das Absaugen
des Calciums durch die PMCA-Pumpen behindert und die Calcium-Aufnahme durch die
Mitochondrien begiinstigt. Dadurch kann das Calcium besser ins Zellinnere umverteilt
/ transportiert werden, und die stationidre Calciumkonzentration steigt auf einen Wert
von ca. 1,03 uM. Die beiden Geometrien IV und V stellen Simulationen dar, fir die
ich eine grofiere Ausdehnung des ER voraussetze und gleichzeitig davon ausgehe, dass
die Mitochondrien in der Lage sind, das ER vollstdndig von der IS zu verdrdngen und
in Richtung der Akkumulation der PMCA-Pumpen zu verschieben. Dadurch diffundiert
nur sehr wenig Calcium in den Bereich der PMCA-Pumpen und das durch den CRAC-
Kanal einstromende Calcium kann ungehindert von den Mitochondrien aufgenommen
und im Zytosol verteilt werden. Als Konsequenz ergeben sich sehr hohe Calcium-Signale
von ca. 1,25 uM bzw. 2,35 uM.

Fiir die doch sehr kiinstlichen Zellgeometrien II-V hat sich gezeigt, dass verschiedene
raumliche Anordnungen der Zell-Organellen zu erheblichen Anderungen des globalen
Calcium-Signals fithren kénnen. Vom ,schlechtesten* Fall (Typ II) bis hin zum ,opti-
malen® Fall (Typ V) steigt das globale Calcium-Signal von ca. 100 nM auf ca. 2,35 uM
an, was einer mehr als 20-fachen Verstiarkung des Signals entspricht. Auch wenn die
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von mir betrachteten Zellgeometrien sehr artifiziell sind, zeigen sie, dass die rdumliche
Position des Endoplasmatischen Retikulums einen erheblichen Einfluss auf die Calcium-
Signale in T-Zellen haben kann. Aus diesem Grund wéren fiir die Zukunft weitere Stu-
dien auch mit Hilfe des dreidimensionalen T-Zell Modells wiinschenswert, die die ER-
Doméne auch bei Modellierung der sogenannten ,, Thapsigargin-Experimente zumindest
als rdumlichen Komplex mit einbeziehen.

—-— e

.

Mitochondrium l

i ;
I

CRAC-Kanal W

PMCA-Pumpen

\Y) \Y Endoplasmatisches
Retikulum
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Abbildung 6.21: Ergebnisse des 2D-Modells. Oben sind die fiinf verschiedenen Modell-
geometrien skizziert, fiir die mit Hilfe des 2D-Modells die stationdren Calcium-Signale
berechnet wurden. Einzige Funktion des Endoplasmatische Retikulum besteht darin, ein
rdumliches Hindernis fiir die Calcium-Diffusion darzustellen. Unten ist die stationére
globale Calciumkonzentration fiir die fiinf verschiedenen Zellgeometrien abgebildet. Der
Abstand des Mitochondriennetzwerkes zur Immunologischen Synapse vz, betrigt in
allen fiinf Fallen 0,1 pm. Lediglich die x-Position des Mitochondriennetzwerkes &ndert
sich je nach Geometrie ein wenig, wobei die Anderung nicht gréSer als 0,2 pm ist.
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6.6 Zusammenfassung

Das Ziel dieses Kapitels ist es mit Hilfe unterschiedlicher Modelle die Auswirkungen der
T-Zell-Polarisierung auf die resultierenden Calcium-Signale und somit auf die Calcium-
abhéngige T-Zell-Aktivierung zu untersuchen. Die experimentellen Ergebnisse von Quin-
tana et al. [13] deuten darauf hin, dass der Zell-Polarisierung eine entscheidende Rolle
bei der Entstehung von hohen zytosolischen Calciumkonzentrationen zukommt, wie sie
fiir eine erfolgreiche T-Zell-Aktivierung erforderlich sind. Quintana et al. berichten von
einer aktiven Bewegung der Mitochondrien hin zur Immunologischen Synapse (Ort des
Calcium-Einstroms) sowie einer Akkumulation von PMCA-Pumpen in der Nédhe der IS.
Ob diese beiden Prozesse jedoch wichtig fiir die T-Zell-Aktivierung sind oder nur zufillig
beobachtet werden, ist soweit noch nicht eindeutig bekannt. Des weiteren wiirde man
gerne verstehen welchen Einfluss die Struktur des Mitochondriennetzwerkes auf die ent-
stehenden Calcium-Signale hat. Da in Experimenten das Studium von Calcium-Signalen
bei aktiven SERCA-Pumpen nahezu unméglich ist, sollen die theoretischen Studien die-
ses Kapitels auch dabei helfen, die Auswirkung von aktiven SERCA-Pumpen und der
damit verbundenen Wiederauffiilllung des Endoplasmatischen Retikulum auf die sich
ausbildenden Calcium-Signale zu verstehen.

Im Rahmen dieses Kapitels wurde zunéchst in Abschnitt 6.2 mit Hilfe eines einfachen
mathematischen 1D-Modells gezeigt, dass der Abstand zwischen Mitochondrien und der
IS die lokalen und globalen Calcium-Signale in T-Zellen beeinflusst und kontrolliert. Der
physikalische Effekt, der in diesem einfachen Modell die Hohe der stationdren Calci-
umkonzentrationen bestimmt, wird dann in Abschnitt 6.3 anhand eines stochastischen
Random Walk Modells veranschaulicht. Dabei steht die Analyse der Mean First Passage
Time eines Random Walkers bzw. Calcium-Ions im Vordergrund und es zeigt sich, dass
die Aufnahme des einstromenden Calciums durch die Mitochondrien und die Freisetzung
des mitochondrialen Calciums in moglichst weiter Entfernung zu den PMCA-Pumpen
zu hohen zytosolischen Calciumkonzentrationen fiihrt. Dieser Effekt den ich als , Effekt
der Randbedingungen® bezeichne kann in vereinfachter Darstellung wie folgt formuliert
und verstanden werden: Desto grofier die Entfernung zwischen dem Ort der Calcium-
Freisetzung durch die Mitochondrien und der Position der PMCA-Pumpen ist, umso
langer verweilt das Calcium im Mittel im Zytosol bevor es bei seinem Random Walk
durch die PMCA-Pumpen aus der Zelle heraus gepumpt wird.

In Abschnitt 6.4 dieses Kapitels stelle ich ein von mir entwickeltes dreidimensionales
Reaktions-Diffusions-Modell vor. Es eignet sich zur Untersuchung der Calcium-Signale,
die wihrend der T-Zell-Polarisierung entstehen und beschreibt eine vollstdndige T-Zelle
inklusive Zytosol und Zellmembran. Auch dieses 3D-Modell, bei dem eine realistische
Anordnung der Zellorganellen sowie Calcium-Kanéle und -Pumpen angenommen ist,
bestétigt die Resultate der eindimensionalen Modelle: Die Position der Mitochondrien re-
lativ zur IS kontrolliert die lokalen und globalen Calcium-Signale in T-Zellen. Zusétzlich
dazu sagt das 3D-Modell voraus, dass auch die Umverteilung und Akkumulation der
PMCA-Pumpen in der Néhe der IS essentiell fiir eine erfolgreiche T-Zell-Aktivierung
sind. Die Griinde hierfiir sind zum einen der bereits erlduterte Effekt der Randbedin-
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gungen und zum anderen eine Art Wettbewerb zwischen PMCA-Pumpen und Mitochon-
drien um das ins Zytosol einstrémende Calcium. Je néher sich die Mitochondrien an der
IS befinden, umso mehr Calcium saugen sie dort auf, verteilen es in weiter entfernte
Regionen des Zytosols und reduzieren gleichzeitig die den Calcium-Einstrom inhibieren-
de Calcium-Mikrodoméne in direkter Umgebung der Immunologischen Synapse. Mittels
des 3D-Modells werden zwei verschiedene Szenarien betrachtet: Das erste Szenario ent-
spricht den sogenannten Thapsigargin-Experimenten, bei denen die SERCA-Pumpen
und daraus resultierend eine Wiederauffiilllung des Endoplasmatischen Retikulums blo-
ckiert sind. Das zweite Szenario ist an die physiologische Situation in Zellen angelehnt
und modelliert aktive SERCA-Pumpen sowie eine Calcium-Freisetzung durch IP3-Kanéle
des ER. Die Resultate des 3D-Modells unterscheiden sich fiir die beiden Szenarien qua-
litativ nicht, falls man von einer dauerhaften IP3-Produktion ausgeht. Die Ergebnisse
dndern sich jedoch drastisch, sobald man einen transienten IP3-Stimulus annimmt. In
diesem Fall erlaubt das Modell die interessante Vorhersage, dass auch in Abwesenheit
eines IP3-Stimulus starke globale Calcium-Signale aufrechterhalten werden kénnen, falls
zwel Konditionen gleichzeitig erfiillt sind. Zum einen miissen sich die Mitochondrien
néher als ca. 300 nm an der IS befinden und zum anderen miissen die SERCA-Pumpen
des ER in der N&he der IS akkumuliert sein. An dieser Stelle méchte ich noch darauf
hinweisen, dass alle in den Abschnitten 6.2-6.4 gezeigten Resultate erstaunlich robust
gegeniiber Anderung der Systemparameter sind.

Der Einfluss der Struktur des Mitochondriennetzwerkes auf die entstehenden Calcium-
Signale wird in Abschnitt 6.5 anhand eines zweidimensionalen T-Zell-Modells sowie
des 3D-Modells aus Abschnitt 6.4 untersucht. Die Resultate dieses 2D-Modells las-
sen die Schlussfolgerung zu, dass neben der Mitochondrienposition relativ zur IS so-
wie der Anhdufung von PMCA-Pumpen in der Ndhe der IS auch die Struktur des
Mitochondriennetzwerkes einen groflen Einfluss auf die entstehenden Calcium-Signale
hat. Durch Berechnung der stationdren Calciumkonzentration fiir verschiedene Netz-
werkstrukturen hat sich herausgestellt, dass eine Fusion der Mitochondrien zu einem
einzigen Cluster die hochsten Calcium-Signale hervorruft. Des weiteren zeigen erste Un-
tersuchungen mit artifiziellen Zellgeometrien, dass auch die rdumliche Anordnung des
ER Auswirkung auf die entstehenden Calcium-Signale hat. Speziell die Verdrangung des
ER weg von der IS hin zu den PMCA-Pumpen verstiarkt die resultierenden Calcium-
Signale.

Insgesamt liefern die Studien dieses Kapitels eindeutige Hinweise darauf, dass die T-
Zell-Polarisierung essentiell fiir die erfolgreiche T-Zell-Aktivierung ist. AuBerdem zeigen
die durchgefithrten Modellierungen, dass die rdumliche Anordnung der unterschiedli-
chen Zellorganellen sowie Calcium-Kanéle und Calcium-Pumpen einen enormen Ein-
fluss auf die stationdren Calcium-Signale hat. Deshalb sollte der rdumliche Aspekt in
theoretischen Studien von Calcium-Signalen nicht leichtfertig vernachlissigt werden.
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Kapitel 7

Zusammenfassung und Ausblick

In seiner Funktion als intrazelluldrer Signalgeber steuert und reguliert Calcium zahlreiche
Prozesse, die lebenswichtig fiir viele Zellen und Organismen sind. Im Rahmen dieser
Dissertation wurden mit Hilfe von verschiedenen stochastischen und deterministischen
Modellen die Entstehung und Auswirkung von Calcium-Signalen in Zellen untersucht.
Hauptséchlich zwei Modell-Systeme dienen als Vorlage fiir die theoretischen Studien: die
durch Calcium aktivierten Membrantranslokationen des Enzyms Proteinkinase C (PKC)
und die fiir die menschliche Immunabwehr essentielle Calcium abhéngige Aktivierung von
T-Lymphozyten.

Die Universalitiat der Calcium-Signalgebung beruht auf der komplexen zeitlichen und
rdumlichen Kodierung der Calcium-Signale, die als lokale Ereignisse, Oszillationen oder
auch intra- und interzellulire Wellen auftreten koénnen. Die Dekodierung dieser Signa-
le wird z.B von dem Protein PKC {ibernommen, das durch Binden zweier Calcium-
Tonen aktiviert wird und als Konsequenz zur Zellmembran transloziert, um dort in sei-
nen aktivierten Zustand iiberzugehen. Eines der Ziele dieser Dissertation war es, das
Vorkommen von lang andauernden Membransignalen der PKC-Translokationen zu er-
kldren. Um diese lokalen Translokations Ereignisse (LTEs) zu untersuchen, wird ein
dreidimensionaler Gillespie-Monte-Carlo Algorithmus verwendet. Der von mir entwi-
ckelte Algorithmus zeichnet sich dadurch aus, dass er die Vorteile der in der Literatur
existierenden Methoden ausnutzt (NRM, NSM, siehe Kapitel 3) und dariiber hinaus
die Moglichkeit bietet, ein dreidimensionales Simulationsvolumen (Zytosol) mit einer
raumlich hoch aufgelosten 2D-Simulationsflache (Zellmembran) zu verkniipfen. Dadurch
ist der Algorithmus in der Lage, die entstehenden Membransignale in Abhingigkeit von
Néchsten-Nachbar Wechselwirkungen zu untersuchen und gleichzeitig eine Clusterana-
lyse der Signale durchzufithren. Das entsprechende Reaktions-Diffusions Modell benennt
eine kooperative Wechselwirkung der PKC-Proteine als moglichen Mechanismus, der das
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gleichzeitige Auftreten einer Population von kurz andauernden LTEs und einer Populati-
on von lang andauernden LTEs erkldren kann. PKC-Molekiile binden {iber die sogenann-
ten C1- und C2-Doménen an die Plasmamembran. Der kooperative Effekt sorgt dafiir,
dass via C2-Doméne gebundene PKC-Membrankomplexe eine Wechselwirkung aufeinan-
der ausiiben und sich PKC-Cluster ausbilden. Die Lebensdauer dieser Cluster iibersteigt
die Dauer der zugrunde liegenden Calcium-Signale um mehr als das Zehnfache, da sich
laut Modellannahme die Membranabléserate fiir PKC-Molekiile innerhalb dieser Cluster
verringert. Um jedoch sdmtliche experimentell beobachteten Charakteristika der beiden
LTE-Populationen durch das Modell richtig wiederzugeben, wird neben der kooperativen
Bindung noch ein weiterer Mechanismus bendtigt. Es handelt sich dabei um die Umset-
zung eines stochastischen Prozesses, der dafiir sorgt, dass sich Calcium-Ionen zuféllig von
der C2-Doméne eines membrangebundenen PKC-Molekiils ablésen. Dadurch wird die
Ladung des PKC verédndert und die elektrostatische Abstoflung zwischen Membran und
PKC vergréfiert. Dies zieht eine Konformationsdnderung des PKC-Molekiils nach sich.
Befindet sich das Calcium-Ionen verlierende PKC-Molekiil in einem Cluster, so iibt es me-
chanischen Stress auf die Nachbar-PKC aus. Lawinenartig breitet sich dieser mechanische
Stress auf weitere benachbarte PKC-Komplexe aus und lédsst diese in einen sehr instabi-
len Zustand mit kurzen Membranlebenszeiten iibergehen. Eine gleichzeitige Umsetzung
von kooperativer Wechselwirkung und eines , Lawineneffekts“ gibt alle im Experiment
[22] gefundenen LTE-Charakteristika richtig wieder: die Plateauphase des Membransi-
gnals fiir Zeiten, nach denen die elementaren Calcium-Signale bereits abgeklungen sind,
die begrenzte raumliche Ausdehnung der beiden LTE-Populationen sowie die Verteilung
der Signaldauer als Funktion der Signalstdrke. Um die Modellvorhersage einer koopera-
tiven Wechselwirkung der PKC-Proteine innerhalb der Membran zu bestétigen, wurden
von mir in Kooperation mit Mike Bonny am Lehrstuhl von Prof. Peter Lipp in Hom-
burg FRET-Messungen durchgefiihrt. Diese Floureszenmikroskopie-Experimente liefern
zwar Hinweise darauf, dass die Hypothese einer Wechselwirkung richtig ist, sind aber
statistisch nicht aussagekréftig genug, um sie als Beweis fiir eine solche Wechselwirkung
verwenden zu kénnen. Neuere und aktuelle FRET-Daten der Arbeitsgruppe von Prof.
Peter Lipp an der Universitit des Saarlandes (noch nicht verdffentlicht, in Vorbereitung)
deuten darauf hin, dass sich die von dem Modell gemachte Vorhersage einer kooperati-
ven Wechselwirkung bestétigt. Es scheint jedoch so, dass dieser kooperative Effekt eine
universelle Eigenschaft der C2-Doméne darstellt und nicht nur die PKC-Molekiile be-
trifft. Dieses Ergebnis wiederum wiirde zum besseren Verstiandnis vieler anderer durch
Signalproteine an der Membran gesteuerter Prozesse beitragen, da zahlreiche weitere
Signalproteine ebenfalls eine C2-Doméne besitzen.

Als weiterer Forschungsbereich, in dem die Calcium-Signalgebung eine wichtige Rolle
spielt, wére die menschliche Immunabwehr zu erwéhnen. In der vorliegenden Arbeit
wurde deshalb die Calcium abhéngige Aktivierung von T-Zellen untersucht, die not-
wendig ist, um schédliche Zellen zu zerstéren. Wiederum ist die genaue rdumliche und
zeitliche Gestalt der Calcium-Signale entscheidend, in diesem Fall fiir die Zellantwort.
Abhéngig von den zugrunde liegenden Calcium-Signalen werden im Bereich der Immun-
abwehr solch unterschiedliche Vorgénge initialisiert wie Immuntoleranz, Zellaktivierung
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oder programmierter Zelltod (Apoptosis). Fiir die T-Zell-Proliferation und -Aktivierung
wird ein intensives und robustes Calcium-Signal benétigt, das bis zu Stunden anhélt. Die
Existenz eines solchen Signals erfordert die Minderung der Calcium abhéngigen Deak-
tivierung der Calcium-Haupteinstromquelle in T-Zellen: dem Calcium release-activated
(CRAC) Kanal. Aus diesem Grund wurde in der Dissertation mit Hilfe verschiedener
Modelle der Einfluss der T-Zell-Polarisierung auf die entstehenden Calcium-Signale stu-
diert. Die Analyse des Zusammenspiels zwischen der rdumlichen Anordnung der un-
terschiedlichen Zell-Organellen sowie der Calcium-Kanéle / Pumpen und den Calcium-
Signalen steht dabei im Vordergrund der Arbeit. Das Verstdndnis dieser komplexen Zu-
sammenhénge wird helfen, die Vorgéinge wahrend der physiologischen T-Zell-Aktivierung
besser zu verstehen.

Zunichst wurde anhand eines einfachen mathematischen 1D-Modells gezeigt, dass die
Bewegung der Mitochondrien hin zur Immunologischen Synapse (IS) die lokalen und
globalen Calcium-Signale in T-Zellen beeinflusst und kontrolliert. Die Erklarung des
physikalischen Effekts, der in diesem deterministischen 1D-Modell die Héhe der sta-
tiondren Calciumkonzentrationen bestimmt, erfolgte in einem spéteren Abschnitt mit
einem dquivalenten Random Walk Modell. Die Analyse des stochastischen Modells er-
gab, dass die Aufnahme des einstrémenden Calciums durch die Mitochondrien und
die Freisetzung des mitochondrialen Calciums in moglichst weiter Entfernung zu den
PMCA-Pumpen zu hohen zytosolischen Calciumkonzentrationen fithrt. Dieser Mecha-
nismus wurde von mir als ,Effekt der Randbedingungen“ bezeichnet und kann in ver-
einfachter Formulierung wie folgt verstanden werden: Je grofier die Entfernung zwischen
dem Ort der Calcium-Freisetzung durch die Mitochondrien und der Position der PMCA-
Pumpen ist, desto ldnger verweilt das Calcium im Mittel im Zytosol, bevor es durch die
PMCA-Pumpen aus der Zelle heraus gepumpt wird.

Um ein genaueres Studium der Calcium abhéngigen T-Zell-Aktivierung durchfithren zu
kénnen, wurde von mir ein dreidimensionales Reaktions-Diffusions Modell entwickelt.
Dieses physiologisch realistische Modell beschreibt eine vollsténdige T-Zelle inklusive
Zytosol, Mitochondrien, mobilen Calcium-Puffern, Zellkern, Endoplasmatischen Retiku-
lum (ER), Calcium-Kanélen / Pumpen und der Zellmembran. Das Modell ist meines
Wissens das erste, das dabei hilft zu verstehen, wie sich die Distanz zwischen verschie-
denen Zell-Organellen und die relative Anordnung verschiedener Calcium-Quellen und
Senken auf die Calcium-Signale auswirken. Interessanterweise bestéitigt das 3D-Modell
unter Annahme einer physiologischen Zellstruktur und geblockten SERCA-Pumpen das
Hauptresultat des einfachen eindimensionalen Modells: die Position der Mitochondrien
relativ zur IS kontrolliert die lokalen und globalen Calcium-Signale in T-Zellen. Auffillig
ist eine sehr starke Abhéingigkeit der globalen / zytosolischen Calciumkonzentrationen
vom Abstand der Mitochondrien zur IS. Vergroflert man beispielsweise den Abstand der
Mitochondrien zur IS von 100 nm auf 500 nm, so fillt die stationére zytosolische Calci-
umkonzentrationen von 900 nM auf einen Wert von weniger als 300 nM ab. Da die T-Zell-
Aktivierung unterhalb von 300 nM nicht mehr optimal ablaufen kann, lasst das Modell
die Schlussfolgerung zu, dass die Mitochondrienbewegung hin zur IS von immenser Be-
deutung fiir die erfolgreiche Immunabwehr ist. Daneben trifft das Modell auch die Vorher-
sage, dass eine inhomogene PMCA-Pumpenverteilung innerhalb der Zellmembran not-
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wendig ist, um hohe zytosolische Calciumkonzentrationen aufrechterhalten zu koénnen.
Bemerkenswerterweise werden die starksten Calcium-Signale bei einer Anhadufung von
PMCA-Pumpen in der Umgebung der IS gemessen, genau wie dies kiirzlich experimentell
beobachtet wurde [13]. Grund hierfiir ist eine Art Wettbewerb zwischen PMCA-Pumpen
und Mitochondrien um das ins Zytosol einstromende Calcium. Je nédher sich die Mit-
ochondrien an der IS und somit am Ort der PMCA-Akkumulation befinden, desto mehr
Calcium nehmen sie dort auf, verteilen es in weiter entfernte Regionen des Zytosols und
reduzieren gleichzeitig die den CRAC-Kanal inhibierende Calcium-Mikrodoméne. Die-
ser Effekt des Wettbewerbs addiert sich mit dem bereits erlduterten und auch in 3D
vorhandenen Effekt der Randbedingungen. Analog zum 1D-Modell wird auch im drei-
dimensionalen Szenario fiir eine PMCA-Pumpenakkumulation an dem der IS gegeniiber
liegenden Zellpol, eine umso héhere Calciumkonzentrationen gemessen, je naher sich die
Mitochondrien an der IS befinden. An dieser Stelle méchte ich hervorheben, dass die Mo-
dellergebnisse erstaunlich robust gegeniiber Anderungen der Systemparameter sind, und
dass das Modell zeigt, dass kein direkter Inhibierungsmechanismus des CRAC-Kanals
notwendig ist, um ein hohes Calcium-Signal aufrecht zu erhalten. Vielmehr ist die Re-
duzierung der Calcium-Mikrodoméne eine Konsequenz der Mitochondrienbewegung zur
IS und der daraus resultierenden mitochondrialen Calcium-Aufnahme und keineswegs
eine Voraussetzung dafiir. Die bisherigen Ergebnisse ermutigen dazu, experimentell zu
iberpriifen, ob die PMCA-Pumpenakkumulation ein essentieller Prozess fiir die T-Zell-
Aktivierung ist oder nicht. Allerdings ist die Entwicklung eines solchen experimentel-
len Setups nur schwer zu realisieren, da man dazu die PMCA-Pumpen immobilisieren
miisste. Anschliefend wére zu tiberpriifen, ob die immobilen PMCA-Pumpen ihre Funk-
tion weiterhin korrekt austiben, und ob man dadurch nicht gleichzeitig weitere fiir die
T-Zell-Aktivierung notwendige Proteine innerhalb der Zellmembran in ihrer Bewegung
hemmt. Fatal wire z.B. die Einschrdnkung einer Diffusion von Orai, was einen Einbruch
des CRAC-Kanal-Stroms zur Folge hitte und somit eine T-Zell-Aktivierung unmoglich
machen wiirde.

Mit Hilfe des 3D-Reaktions-Diffusions Modells wurde in dieser Arbeit auch ein zwei-
tes Szenario untersucht, das an die physiologische Situation in Zellen angelehnt ist und
aktive SERCA-Pumpen sowie eine Calcium-Freisetzung durch IP3-Kanéle des ER mo-
delliert. Die Resultate fiir aktive SERCA-Pumpen unterscheiden sich qualitativ nicht von
den zuvor diskutierten Resultaten (geblockte SERCAS), falls man von einer dauerhaften
IP3-Produktion ausgeht. Die Ergebnisse dndern sich jedoch drastisch, sobald man einen
transienten IP3-Stimulus annimmt. In diesem Fall hilft das Modell dabei, eine bisher
ungeldste Frage besser zu verstehen: wie schaffen es T-Zellen, ein starkes Calcium-Signal
iiber mehrere Stunden aufrecht zu erhalten, wenn teilweise davon berichtet wird, dass
der IP3-Stimulus nur ca. 10 Minuten anhélt und danach eine Wiederauffiilllung des ER
einsetzen sollte, die die Inaktivierung des CRAC-Kanals zur Folge hatte? Das Modell
erlaubt hier die interessante Vorhersage, dass auch in Abwesenheit eines IP3-Stimulus
starke globale Calcium-Signale aufrechterhalten werden kénnen, falls zwei Konditionen
gleichzeitig erfillt sind. Zum einen miissen sich die Mitochondrien néher als ca. 300 nm
an der IS befinden und zum anderen miissen die SERCA-Pumpen des ER in der Nédhe
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der IS akkumuliert sein. Fiir Paramecium?? Zellen, wurde schon von einer solchen Clus-
terung bzw. Oligomerisation der SERCA-Pumpen berichtet [164]. Des Weiteren gibt es
auch Hinweise darauf, dass es zu Anhdufungen der SERCA-Pumpen in der Nédhe von
Mitochondrien kommt [165, 166], was mit der Modellannahme einer SERCA-Clusterung
in der Néhe der IS korrespondiert. In diesem Fall gewinnen die Mitochondrien nicht nur
den Wettbewerb gegen die PMCA-Pumpen und verhindern einen Transport der Calcium-
Tonen in den extrazellularen Raum, sondern sie gewinnen auch den Wettbewerb gegen
die SERCA-Pumpen und unterbinden dadurch die Wiederauffiilllung des ER. Als Kon-
sequenz bleibt der speichergesteuerte CRAC-Kanal aktiv und sorgt fiir einen konstanten
Calcium-Einstrom in die Zelle und dadurch fiir robuste Calcium-Signale. Auch hier wére
eine experimentelle Uberpriifung der Modellvorhersage wiinschenswert. Allerdings sto8t
man bei der Umsetzung an die Grenzen der méglichen optischen Auflésung, da das Mo-
dell einen Abstand der Mitochondrien zur IS von weniger als 300 nm als entscheidenden
Parameter benennt.

Neben der Untersuchung der T-Zell-Polarisierung habe ich in meiner Arbeit auch den
Einfluss der Struktur des Mitochondriennetzwerkes auf die resultierenden Calcium-Signale
untersucht. Dazu habe ich eine zweidimensionale Version des T-Zell-Modells entwickelt
und die stationdren Calcium-Signale fiir verschieden stark vernetzte Mitochondrienstruk-
turen analysiert. Die Resultate dieses 2D-Modells lassen die Schlussfolgerung zu, dass
auch die Struktur des Mitochondriennetzwerkes einen groflen Einfluss auf die entste-
henden Calcium-Signale ausiibt. Eine Verdnderung der Netzwerkstruktur hin zu robus-
teren Formen, z.B. durch eine Fusion der Mitochondrien, kann zu einer Erh6hung des
Calcium-Signals um bis zu 50% fithren (bei sonst gleichen Systemparametern). Insge-
samt legen diese Untersuchungen nahe, die selbst gesteuerte Mitochondrienbewegung
sowie die Moglichkeit der Fusion und Fission von Mitochondrien in die zukiinftige 3D-
Modellierung einzubeziehen.

Zu guter Letzt wurde im Rahmen dieser Dissertation auch ein stochastisches 2D-Modell
zur Bildung der Orail /STIM1-Kanéle (CRAC-Kanile) studiert. Dieses Modell lésst zwei
mogliche Mechanismen erkennen, um die von Hoover und Lewis [25] gemessenen CRAC-
Strome zu erkldren: i) die Annahme einer negativen Kooperativitit des STIM1-Dimer
Binde- und Ablésemechanismus oder ii) die Moglichkeit zum ,Hopping“ , ein Prozess bei
dem bereits an Orail-Tetramer gebundene STIM1-Dimere per ,Hopping“ auf frei diffun-
dierende Orail-Tetramere iibergehen konnen. Beide Mechanismen fithren dazu, dass bei
Orail-Uberexpression der sehr schwach zum CRAC-Strom beitragende Kanalzustand
0S; dominiert und so die Nullstréme fiir Orail-Uberexpression erklirt werden kénnen.
In bestimmten Parameterbereichen sagt das Modell Oszillationen in den CRAC-Strémen
voraus, und dadurch bedingt, auch Oszillationen in der zytosolischen Calciumkonzen-
tration. Bisher werden Calcium-Oszillationen meist durch speichergesteuerte Phinomene
oder durch inhibierende Mechanismen der Kanéle erklart. Hier konnte gezeigt werden,
dass alleine die Eigenschaften der STIM1 / Orail - Kanalbildung ausreichen, um Os-
zillationen in der Calciumkonzentration zu beobachten und dass dazu keine weiteren
Feedback-Mechanismen bendtigt werden. Des Weiteren habe ich tiberpriift, welche Aus-
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7 Zusammenfassung und Ausblick

wirkungen das Vorkommen von Orail als Hexamer [136] auf die Modellergebnisse hat.
Es hat sich herausgestellt, dass die wesentlichen Aussagen des Modells bestehen bleiben,
wenn man in der Zellmembran anstatt diffundierender Orail-Tetramere die Diffusion
von Orail-Hexameren voraussetzt. Mit Hilfe des Modells wurde auch das Verhalten der
von Kilch et al. [26] als DQ bezeichneten STIM-Mutante untersucht. Als Ergebnis konn-
ten die experimentell beobachteten DQ-Mutanten-Stréme qualitativ richtig reproduziert
werden und eine im Gegensatz zum Wildtypen verstirkte STIM1-Oligomerisation als
dafiir verantwortlicher Prozess benannt werden.

In dieser Dissertation wurden verschiedene Modelle préasentiert und die jeweiligen Er-
gebnisse ausfiihrlich diskutiert. Durch Veréffentlichung von Teilen dieser Arbeit und
der entsprechenden Resultate [26, 31] wurden die aktuellen Modelle etabliert und der
Grundstein fiir weitere Untersuchungen gelegt. Ein Ziel der zukiinftigen Forschung sollte
die Kombination des deterministischen 3D-T-Zell Modells und des stochastischen 2D-
Modells zur CRAC-Kanal-Formation sein. Somit wiirde ein noch realistischeres Modell
zur Verfiigung stehen, mit dessen Hilfe auch die Korrelation zwischen der rdumlichen
Anordnung der verschiedenen Zell-Organellen und der Bildung der CRAC-Kanile stu-
diert werden konnte. Zusétzlich dazu wire eine realistischere Modellierung der Mit-
ochondrien wiinschenswert. Dadurch kénnte untersucht werden, ob die selbst gesteuerte
Mitochondrienbewegung, die Fusion / Fission der Mitochondrien oder deren Calcium-
Umverteilung weitere neue Eigenschaften der T-Zell-Aktivierung und Polarisierung zu
Tage fordern. Zukiinftige Studien der Modelle sollten auch beriicksichtigen, dass in den
meisten Zellen neben Orail auch Orai3 an der Formation des CRAC-Kanals beteiligt sein
kann. Es wird vermutet, dass CRAC-Kanéle, die aus mindestens einem Orai3-Protein
aufgebaut sind, eine weitaus schwéchere Inhibierung unter oxidativem Stress erfahren.
Somit kénnte unter Beriicksichtigung von Orai3-Proteinen die physiologische Rolle des
CRAC-Kanals in beispielsweise entziindetem Gewebe analysiert werden.
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Anhang

A.1 FRET-Mikroskopie

Der Forster- (oder Fluoreszenz-) Resonanzenergietransfer (kurz FRET) ist ein physika-
lischer Prozess der strahlungsfreien Energieiibertragung [167]. Bei diesem Vorgang wird
die Energie eines angeregten molekularen Fluophors (Donor) nicht in Form von Pho-
tonen auf einen anderen Fluophor (Akzeptor) iibertragen sondern durch Dipol-Dipol-
Wechselwirkung. Die auf den Akzeptor iibertragene Energie (dem Donor fehlt nun genau
dieser Energiebetrag) kann von ihm als Strahlung abgegeben werden. Makroskopisch
beobachtet man beim FRET eine Abnahme der Strahlungsintensitit des Donors bei
gleichzeitiger Zunahme der Strahlungsintensitdt des Akzeptors. Der Effekt des FRET
héngt entscheidend vom Abstand der beiden Fluophore ab und erlaubt es sowohl inter-
als auch intramolekulare Signale in einem Bereich von 1 — 10 nm zu detektieren. Des-
halb eignet sich die FRET-Mikroskopie insbesondere zur Auflésung von molekularen
Wechselwirkungen bzw. Konformationen. Auf diese Weise kann so auch eine mogliche
Proteininteraktion bei der Calcium-Signalgebung mittels FRET-Mikroskopie untersucht
werden.

A.1.1 Effizienz des FRET-Signals

Die Effizienz E des FRET-Signals ist das Verhéltnis aus der Anzahl an Energietransfers
und der Anzahl der Donoranregungen. Sie ist besonders sensibel gegeniiber dem Abstand
r der beiden Fluophore. Bei der FRET-Mikroskopie liegen die Werte fiir r im allgemeinen
mit Bereich von 0,5 — 10 nm. Die Effizienz des FRET-Signals nimmt mit der sechsten
Potenz des Abstandes r ab: e
-0
_ rb
E = o R (A1)

6

Hier ist Ry der Forster-Radius des Donor-Akzeptor-Paars, der Abstand zwischen bei-
den Fluophoren, bei dem die Energietibertragung zu 50% erfolgt. Um eine moglichst
effiziente strahlungsfreie Energieiibertragung vom Donor auf den Akzeptor iiber den
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Kein FRET Signal
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*CFP emittiert mehr Licht als vorm Photobleichen von YFP

()

Abbildung A.1: Schematische Darstellung des FRET-Signals sowie Photobleichens.

Forster-Resonanzenergietransfer zu gewéhrleisten, miissen drei wichtige Kriterien erfillt
sein (siehe auch Abbildung A.1):

1. Der Abstand x zwischen Donor und Akzeptor sollte nur wenige Nanometer betra-
gen (rp < 10 nm).

2. Das Strahlungsemissionsspektrum des Donors sollte mit dem Absorptionsspektrum
des Akzeptors iiberlappen.

3. Donor und Akzeptor sollten iiber parallele elektronische Schwingungsebenen verfiigen.

Gerade die Tatsache, dass ein FRET-Signal nur beobachtet werden kann, falls Donor
und Akzeptor sich wenige Nanometer entfernt befinden (Kriterium 1), fithrte dazu, dass
die Methode des Forster-Resonanzenergietransfers ein wichtiges Hilfsmittel in der Zell-
biologie, Biochemie und Biophysik wurde. Mit ihrer Hilfe kann man Erkenntnisse iiber
Wechselwirkungen zwischen Molekiilen, Konformationsinderungen von Komplexen oder
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Abstiande zwischen Teilchen, z.B. Proteinen, erhalten.

Damit es zum Forster-Resonanzenergietransfer kommen kann, muss das Emissionsspek-
trum des Donors mit dem Absorptionsspektrum des Akzeptors iiberlappen. Anderenfalls
kann der Akzeptor die vom Donor abgegebene Energiemenge nicht aufnehmen. Fiir das
héaufig als Donor-Akzeptor-Paar verwendete Yellow Flourescent Protein (YFP) und Cyan
Flourescent Protein (CFP) ist diese Uberlappung gegeben.

A.1.2 Messung des FRET-Signals

Der Forster-Resonanzenergietransfer ldsst sich nicht direkt nachweisen, da der Prozess
strahlungsfrei ablauft. Allerdings ist wie oben beschrieben makroskopisch eine Abnahme
der Strahlungsemission des Donor-Farbstoffes bzw. ein Anstieg in der Strahlungsemis-
sion des Akzeptor-Farbstoffes zu beobachten. Diese makroskopischen Verdnderungen
in der Strahlungsintensitit der beiden Farbstoffe kénnen dann z.B. mittels Fluores-
zenzmikroskopen dargestellt bzw. gemessen werden. Prinzipiell kann zum Nachweis des
Forster-Resonanzenergietransfers entweder die Strahlungsemission des Donors oder aber
die Strahlungsiibertragung auf den Akzeptor gemessen werden.

Bei einer ,direkten“ Messung des FRET-Signals, also der Messung der Strahlungs-
ibertragung auf den Akzeptor, besteht bei vielen bekannten fluoreszierenden Donor-
Akzeptor-Paaren das Problem, dass das Anregungs- und Emissionsspektrum des Do-
nors mit dem Emissionsspektrum des Akzeptors iiberlappen, so auch bei dem héufig
als Donor-Akzeptor-Paar verwendeten YFP-CFP. In solchen Féllen ist es schwierig die
Quelle der gemessenen Intensitdtsverdnderung genau zuzuordnen.

Bei Experimenten zur Bestimmung des Forster-Resonanzenergietransfers wird daher
héufig die Fluoreszenzmikroskopie dazu benutzt, die Strahlungsemission des Donors zu
messen. Auch sie kann wiederum auf zwei verschiedene Weisen bestimmt werden. Im
ersten Fall nutzt man die Abnahme der Strahlungsemission des Donors um den Forster-
Resonanzenergietransfer zu charakterisieren. Hierzu wird einmal die Strahlungsintensitét
des Donors in Anwesenheit (1,y,) und in Abwesenheit (I,;) des Akzeptors gemessen. Die
FRET-Effizienz bestimmt sich dann zu £ =1 — I"” . Die zweite Moglichkeit, FRET bei
gleichzeitiger Anwesenheit von Donor und Akzeptor zu messen, bezeichnet man als Pho-
tobleichung (engl.: photobleaching) oder auch ,indirekte“ FRET-Messung (siche Abbil-
dung A.1 ¢)). Bei der Photobleichung bestrahlt man den entsprechenden Fluophor (hier
den Akzeptor) mit Licht seiner Anregungswellenlénge. Die Photobleichung stellt einen
photochemischen Prozess dar, der dazu fiihrt, dass der Fluophor (hier Akzeptor) seine
Moglichkeit zur Fluoreszenz verliert. Photobleicht man also den Akzeptor, so kommt es
zu einer Zunahme der Strahlungsintensitdt des Donor-Farbstoffs auf einen Wert ohne
Resonanzenergietransfer (siehe Abbildung A.1 b)). Diese Differenz ist ein Maf$ fiir die
Effizienz der Energieiibertragung.
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A.1.3 Experimente

Im Rahmen der von Mike Bonny und mir in Homburg am Lehrstuhl von Prof. Lipp
durchgefiihrten Messungen des Forster-Resonanzenergietransfers stellen wir uns die fol-
gende Frage: Gibt es eine spezifische Protein-Protein-Interaktion zwischen Proteinkinase
C a (PKC) Molekiilen, die an der Plasmamembran gebunden sind? Dazu verwenden
wir PKC-Proteine, die mit fluoreszierenden Farbstoffen markiert sind, so dass bei ei-
ner Wechselwirkung der zu untersuchenden PKC-Proteine eine Zunahme des Forster-
Resonanzenergietransfers zwischen den gekoppelten Farbstoffen beobachtet und gemes-
sen werden kann. Als fluoreszierendes Donor-Akzeptor-Paar kommen die Proteine YFP
(yellow fluorescent protein) und CFP (cyan fluorescent protein) zum Einsatz. Die verwen-
deten HEK-Zellen (human embryonic kidney) exprimieren sowohl mit YFP als auch mit
CFP markierte PKC-Proteine, wobei die jeweiligen Konzentrationen an YFP bzw. CFP
markierten Proteinen unbekannt sind. Als Messmethode wird das oben beschriebene
Photobleichen des Akzeptors, hier des YFP Molekiils, herangezogen. Neben dieser ,ei-
gentlichen“ Messung des Forster-Resonanzenergietransfers werden Referenzmessungen
von HEK-Zellen durchgefiihrt, deren PKC-Proteine nur mit einem der beiden Fluophore
markiert sind. Diese Referenzmessungen sollen zeigen, dass es nach der Photobleichung
nur aufgrund des Forster-Resonanzenergietransfers zu einem Anstieg in der Intensitét
der Donor-Farbstoffes kommt. Somit kénnen andere Quellen - wie z. B. die Anregung
des Donors durch das Photobleichen mit Anregungswellenldnge des Akzeptors - ausge-
schlossen werden. Man sollte in diesem Zusammenhang nicht vergessen, dass sich die
Spektren des YFP-CFP-Paares iiberlappen.

A.1.4 Durchfiihrung und Bildanalyse

Zunichst werden die in der AG Prof. Lipp behandelten HEK-Zellen aus dem Brut-
schrank genommen und mit Tyrode-Losung?® versetzt. AnschlieBend erfolgt die fluo-
reszenzmikroskopische Untersuchung der Zellen, die aufgrund ihrer DNA-Verinderung
PKC-Fluophor-Proteine exprimieren Um eine Protein-Protein-Wechselwirkung der mem-
brangebundenen PKC-Molekiile zu untersuchen wird der Tyrode-Losung zusétzlich 1 pM
PMA (phorbol 12-myristate 13-acetate) beigegeben. Die Hinzugabe von PMA aktiviert
die PKCs und fiihrt zu ihrer Translokation in Richtung der Zellmembran.

Die vom Mikroskophersteller entwickelte Software speichert die Aufnahmen in einem
Stream von mehreren Bilddateien des Dateiformates ,tiff* ab. Diese werden zur Ana-
lyse der Aufnahme mit Hilfe der freien Software ,Irfanview* [168] in einzelne Bild-
dateien beliebigen Bildformats umgewandelt und anschliefend mit der ebenfalls frei-
en Software ,ImageJ* [132] analysiert bzw. ausgewertet. Bei Analyse der Bilddateien
mittels ImageJ konzentrieren wir uns zunéchst auf einige aussagekraftige Bereiche, die
sogenannten ROIs (regions of interest), und ermitteln deren Helligkeitsstufe bzw. In-
tensitdt zu unterschiedlichen Zeitpunkten (siche Abbildung A.2). Zur besseren Visua-

2 Tyrode-Losung ist eine Lésung von Elektrolyten in physiologischer Zusammensetzung in Wasser.
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lisierung erhielten die jeweiligen Fluophore eine gelbe (YFP) oder cyan-blaue (CFP)
Einfdrbung.

Abbildung A.2: Visualisierung der ROIs. Auswahl der Bildbereiche, die fiir die Inten-
sitdtsanalyse betrachtet werden sollen.

A.1.5 Ergebnisse der Referenzmessungen

Um den Einfluss des Photobleichens auf die Messung eines méglichen FRET-Signals aus-
schlieflen zu konnen, fithren wir Referenzmessungen durch. Die fiir diese Referenzmes-
sungen verwendeten HEK-Zellen exprimieren jeweils nur mit einem der beiden Fluophore
markierte PKC-Molekiile. Die Experimente mit Zellen, die nur mit CFP markierte PKCs
enthalten, werden wie folgt durchgefithrt. Zunéchst wird zum Zeitpunkt ¢ = 0 eine Auf-
nahme der Probe erstellt. Hierzu werden die Zellen fiir die Dauer von 300 ms mit Licht der
Wellenlénge von 417 nm bestrahlt. Danach folgt das Photobleichen. Dazu wird die Probe
eine Minute lang mit Licht der Wellenlénge von 519 nm bestrahlt. Diese Wellenlédnge von
519 nm liegt im Anregungsspektrum des spéter als Akzeptor verwendeten YFP. Nach
Ablauf dieser 60 s erfolgt eine erneute Aufnahme der Zellen. Wihrend eines Zeitraums
von 15 min wechseln nun diese beiden Vorginge des ,Bleichens und der Bildaufnahme
einander stdndig ab. Anschliefend werden die Intensitédten der aufgenommenen Bildda-
teien mittels der Software Imagej ermittelt und graphisch gegen die Zeit aufgetragen. Wie
in Abbildung A.3 zu erkennen ist, fiihrt die Bestrahlung mit Licht der Wellenlédnge von
519 nm iiber eine Dauer von 15 min zu einem Abfall der Strahlungsintensitdt des CFP
Farbstoffes auf ca. 90% der Ausgangsintensitit. Misst man die zeitliche Anderung der
Strahlungsintensitdt von HEK-Zellen, die beide Fluoreszenzproteine enthalten, so kann
ausgeschlossen werden, dass ein Anstieg in der CFP-Strahlungsintensitat vom Bleichvor-
gang des YFP verursacht wird. Ein Anstieg der Donor (CFP) -Strahlungsintensitiat wére
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also das Resultat eines Forster-Resonanzenergietransfers bzw. FRET-Signals. Auch fiir
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Abbildung A.3: Referenzmessung von HEK-Zellen, die nur mit CFP markierte PKC-
Proteine exprimieren. Dargestellt ist die zeitliche Verdnderung der Strahlungsintensitéat
des CFP-Farbstoffes in a) fiir verschiedene ROIs und in b) gemittelt iiber diese unter-
schiedlichen Raumbereiche.
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Abbildung A.4: Referenzmessung von HEK-Zellen, die nur mit YFP markierte PKC-
Proteine exprimieren. Dargestellt ist die zeitliche Verdnderung der Strahlungsintensitéat
des YFP-Farbstoffes in a) fiir verschiedene ROIs und in b) gemittelt iiber diese unter-
schiedlichen Raumbereiche.

Zellen, die ausschliefSlich mit YFP markierte PKC-Proteine ausschiitten, wurden Refe-
renzmessungen durchgefithrt. Zunéchst wird die Zellprobe zum Zeitpunkt ¢ = 0 fiir eine
Dauer von 250 ms mit Licht der Wellenldnge 510 nm bestrahlt und die entsprechende
Bilddatei abgespeichert. Danach folgt fiir eine Dauer von 60 s das Photobleichen mit der
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Wellenldnge 519 nm, ebenso wie bei der Referenzmessung fiir CFP. Auch hier werden
die beiden Prozesse der Bildaufnahme und des Bleichens noch 15 mal wiederholt. Die
aufgenommenen Bilddateien werden dann mittels Irfanview und ImageJ bearbeitet und
analysiert. Die so erhaltene zeitliche Anderung der Strahlungsintensitét des geblichenen
PKC-Farbstoffes ist in Abbildung A.4 dargestellt. Im Gegensatz zu der vorigen Refe-
renzmessung mit den ausschliefSlich YFP exprimierenden Zellproben ist hier ein deutli-
cher Abfall in der Strahlungsintensitit zu sehen. Die Intensitiat der YFP-Proteine fillt
aufgrund des Photobleichens auf 30% des Ausgangswertes ab. Die Referenzmessungen
der YFP-Proben sollten der Verifizierung dienen, dass das Photobleichen das Akzeptors
YFP keinen Anstieg der Strahlungsintensitit des CFP mit sich bringt. Ein wirkliches
Photobleichen findet nur bei Referenzmessung der YFP exprimierenden Zellen statt, bei
denen das YFP durch das Bestrahlen mit Licht seiner Anregungswellenldnge von 519
nm geblichen wird.

A.2 Erganzungen zum Kapitel 6 ,,Calcium-Signale wahrend der
T-Zell-Aktivierung und T-Zell-Polarisierung*

A.2.1 Ergebnisse des 1D-Modells fiir unterschiedliche Mitochondrienlangen

Hier sind die zum Abschnitt 6.2.3 und Abbildung 6.2 korrespondierenden Ergebnisse
des 1D-Modells fiir zwei unterschiedliche Mitochondrienlingen [ = 2 um bzw. [ = 3
pm gezeigt. Die Ergebnisse unterscheiden sich qualitativ nicht von denen des Base-Case
Szenarios ( Mitochondrienlénge [ = 1 um). Der Einfluss der Mitochondrienlédnge [ kann
auch einfach in der Losung des Modells (siehe Gleichung 6.9) abgelesen werden. Zum
besseren Vergleich mit den Resultaten des 3D-Modells, bei dem die Mitochondrienlénge
im Base-Case Szenario ca. 3 um betragt, werden hier die Ergebnisse im 1D-Fall fiir
dhnlich lange Mitochondrien prisentiert. Die Ergebnisse fiir eine Mitochondrienldnge von
I = 2 pm sind in Abbildung A.5 zu sehen und die Ergebnisse fiir eine Mitochondrienlénge
von [ = 3 pm sind in Abbildung A.6 dargestellt.

A.2.2 Erweiterungen des 1D-Modells

Im Folgenden werden Erweiterungen des 1D-Modells der Calcium-Signalgebung in T-
Zellen diskutiert, das in Abschnitt 6.2 préasentiert wird. Die erste hier vorgestellte Er-
weiterung besteht darin, dass sich zusétzlich zu den PMCA-Pumpen am Zellende auch
PMCA-Pumpen in direkter Umgebung der IS befinden (siehe Abbildung A.7) und wur-
de bereits in Quintana et al. [13] vorgestellt. Diese Modellgeometrie ist realistischer
und entspricht eher der im 3D-Modell (vergleiche Kapitel 6.4) gewéhlten Anordnung
der Zellorganellen und Pumpen. Die zweite Erweiterung beinhaltet eine Ca?*- Diffusion
innerhalb der Mitochondrien (siche Abbildung A.8), ebenfalls analog zum 3D-Modell.
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Abbildung A.5: Die verwendeten Parameter unterscheiden sich von denen aus Tabelle 6.1
lediglich durch die Mitochondrienléinge [ = 2 um. a) - b) Stationiire Ca?*-Konzentration
¢s(z) als Funktion von z fiir verschiedene Mitochondrienpositionen i, und verschie-
dene mitochondriale Ca?*-Aufnahmeraten ki,. d) - e) Vergleich der stationiren Ca?*t-
Konzentration (lokal) an der Immunologischen Synapse c;g = ¢o und der gemittelten
globalen Ca?*-Konzentration Cglobal als Funktion des Abstandes xj, zwischen IS und
Mitochondrien fiir verschiedene mitochondriale Ca?t-Aufnahmeraten kiy.

Diese Ca?T-Diffusion ersetzt die im urspriinglichen 1D-Modell doch recht stark verein-
fachte Annahme, dass die gesamte Menge an Calcium, die von den Mitochondrien an
der Position zj, aufgenommen wird, instantan an der Position z., wieder freigesetzt
wird. Wie man anhand der Abbildungen A.7 und A.8 sehen kann, zeigen die beiden
Versionen qualitativ die gleichen Resultate wie die etwas einfachere Version des Modells
aus dem Haupttext (vergleiche Abbildung 6.2). Man erhélt immer das Ergebnis, dass
die Ca?*-Konzentration unabhingig von der Parameterwahl an der IS (nahe an z = 0)
mit wachsendem Abstand der Mitochondrien zur IS (zi,) ansteigt und gleichzeitig die
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Abbildung A.6: Die verwendeten Parameter unterscheiden sich von denen aus Tabel-
le 6.1 lediglich durch die Mitochondrien Linge [ = 3 um. a) - b) Stationire Ca?*-
Konzentration cg(x) als Funktion von z fiir verschiedene Mitochondrienpositionen x;,
und verschiedene mitochondriale Ca?T-Aufnahmeraten k. d) - e) Vergleich der stati-
oniren Ca?*-Konzentration (lokal) an der Immunologischen Synapse crs = ¢o und der
gemittelten globalen Ca?T-Konzentration Cglobal als Funktion des Abstandes i, zwischen
IS und Mitochondrien fiir verschiedene mitochondriale Ca?t-Aufnahmeraten kiy.

gemittelte Ca?t-Konzentration innerhalb der Zelle mit wachsendem zj, abnimmt. So-
mit ist die essentielle Aussage / Vorhersage aller Modell-Versionen gleich: Die Bewegung
der Mitochondrien hin zur IS bei aktivierten CRAC-Kanélen ist hinreichend dafir, dass
die globale Ca?T-Konzentration der Zelle ansteigt. Die mathematischen Lésungen der
beiden Modellvarianten werden im Folgenden beschrieben, wobei nicht auf alle Details
eingegangen wird, da viele Schritte analog zu dem im Haupttext (vgl. Abschnitt 6.2) be-
schriebenen Losungsweg sind. In allen Modell-Versionen bezeichnet die Variable  den
Abstand von der IS, L die Lange der eindimensionalen Zelle und | = xout — Zin die
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Léange der Mitochondrien. Dabei sind xj, und x4t die beiden Orte, an denen die Mit-
ochondrien das zytosolische Ca?t aufnehmen bzw. wieder abgeben. kcrac, kpayca und
kpmca;s sind die Stirken der CRAC-Kanile und PMCA-Pumpen an der IS und am
hinteren Ende der Zelle. ki, bezeichnet die Stirke der mitochondrialen Ca?t-Aufnahme
und Freisetzung.

1. PMCA-Pumpe auch in der Umgebung der IS

Dieses Modell-Szenario ist in Abbildung A.7 dargestellt, und die entsprechende Situation
wird mathematisch durch folgende Gleichungen beschrieben:

Oc(x,t) 0%c(z, )
5 = DW — kpmcag ¢(xo,t) 6(x — x0) — kin ¢(Tin, t) (T — Zin)
+kin ¢(Tin, t) 6(x — zout) , (A.2)

mit Randbedingungen
_dcs

Defw=0)=—=| = = —korac,
(A.3)
Dc! (x=1L)= % = +kpmcacs(z=1L) .
5 dx lz=L 3

Man ist wiederum an der stationéiren Losung des Problems cg(x) = limy_, oo ¢(z, t) interes-
siert. Es gilt ¢ (z) = 0 fiir & # Zin, Tout, was bedeutet, dass ¢s(x) stiickweise linear (wie in
Abbildung A.7 angedeutet) und natiirlich stetig ist. An den Stellen x = xj, und = = Zoyy
besitzt die zweite Ableitung von ¢s(z) einen Delta-Funktions-Anteil

Dél(z) = +kincs(zin)d(z — Tin) — kpMCAsCs(T0)d(x — T0)
—kincs (xm)(s(x - xout) s (A4)

was bedeutet, dass die erste Ableitung an folgenden Stellen einen Sprung aufweist

20.im0usHe cs(zo) kpmcas /D fir x ==
A (20 inout) = lin% dx cl(z) = ¢s(Tin) kin/D fir z= 1o
0o ,in our e —cs(zin) kin/D fiir == 2ou .
(A.5)

Wie in Abbildung A.7 zu sehen, gelten folgende Bezeichnungen: c¢;g = cs(x = z1g),
co =cs(x =0), c1 = cs(x = i), c2 = cs(r = Touy) und c3 = cs(x = L). Zuséatzlich dazu
werden die Steigungen der Abschnitte zu Ajg = (¢rs —co)/xo, Ao = (co — 1)/ (zin — x0),
A1 = (ca—c1)/l und Ay = (c2 — ¢3)/(L — Tout) definiert.

Aus den Randbedingungen (Gleichung A.3)

Ars = kcrac/D
’ A6
Ay = c3kpmca/D, (A.6)
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und aus den Sprungbedingungen (Gleichung A.5)

DAjs — DAy = cokpmcag
DAy + DA = cikin (A?)
DAy + DAy = cikin,

erhélt man direkt Ay = A was auch bereits in Abbildung A.7 a) angedeutet ist. Das
Losen des Gleichungssystems mit Linearer Algebra liefert die Modell Losung

Do = Ap=glBac o
A = Ao%?
Ag = kcBAc
3 = E(Ag+ A1)+ AL~ Ag(L — Tout) (A8)
() = kﬁ(A0+A1)+A1l )
c1 = %(Ao + Al)
co - klzjffocéss T S0%proarg
crs = co+ ERACTy,
wobei
Bo = xin—x0+ D/kin +D/kpycas
Br = D/kin
v = —(L—2out)+ D/kin—D/kpyvca,s
Y1 = D/kzn + l 5

gilt. Die Ergebnisse dieses Modells sind fiir verschiedene Mitochondrienpositionen xjy
und verschiedene Werte des Parameter ki, (Stérke der mitochondrialen Ca?t-Aufnahme
und Freisetzung) in Abbildung A.7 b)-e) gezeigt.

2. Ca?*t-Diffusion innerhalb der Mitochondrien

Dieses Modell-Szenario ist in Abbildung A.8 dargestellt und die entsprechende Situation
wird mathematisch durch folgende Gleichungen beschrieben:

dcr(z,t) _9%ci(,t)
T = D o2 Ein c1(Zin, t) (2 — zin)
+kin 02($ina t) 5(1' - xout) s
Oca(x,t 0%co(x,t
@ét.r) = DC;:E;) Jrk?in cl(xin,t) 5(IE *Sﬂin)
—kin c2(in, t) 0(z — xout) » (A.9)

wobei ¢; die Ca?t-Konzentration im Zytosol und ¢y die Ca?t-Konzentration innerhalb
der Mitochondrien bezeichnet. Die Ca2t-Aufnahme der Mitochondrien an der Stelle x;y,
hingt von der zytosolischen Ca?T-Konzentration an diesem Ort ci(z = zi,) ab. Die
Ca?T-Freisetzung durch die Mitochondrien an der Position z.y hingegen hiingt von der
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mitochondrialen Ca?*-Konzentration an der Stelle co(x = xoy;) ab.
Die Randbedingungen ergeben sich zu

dc 1
/ _ _ S — _
Deg(x=0)=—— ., = “herac
de
Déy(x=1L)= dil = —kpmcacsi(z = L)
(A.10)
dc
de
DCISQ(x = onut) = d:f o = —kinecrr .
—Zout

Man ist wiederum an der stationédren Losung des Problems cg 2(z) = limy o0 1 2(2, 1)
interessiert. Es gilt c;’m (x) = 0 fir © # in, Tous, was bedeutet, dass cg1 2(z) stiickweise
linear (wie in Abbildung A.8 angedeutet) und natiirlich stetig ist. An den Stellen z =

ZTin und = = Zoy besitzt die zweite Ableitung von cg2(x) einen Delta-Funktions-
Anteil
Dcgy(z) = +kin Cs1(%in, t) 0(z — in)
—Fkin cs2(Tin, t) 6 (T — Tout)
Déjy(x) = —kin cs1(2in, t) 0(z — zin)
+kin €s2(Tin, ) 0(2 — Zout) , (A.11)

was bedeutet, dass die erste Ableitung an folgenden Stellen einen Sprung aufweist

. B ¢s(Tin) kin/ D fir z=ux
Acsl («%n,out) - { —cq (win) kin/D fiir T = Tout -

;oo | —cs(@in) kin/D fir ==z
Ao (@inou) = { +es(@in) kin/D - fiir x = zout. (#.12)

Mit Hilfe der Randbedingungen (Gleichung A.10) sowie der Sprungbedingungen (Glei-
chung A.12) erhélt man wieder unter Verwendung von ein wenig Linearer Algebra die
Modell-Loésung als:

cs = kcrac/kpmca
2 = kcrac/kpmvca + kcrac(L — 1 —xin)/D
c kcrac/kpmca+kcrac(L—xin)/D
k D .
o0 = 1girﬁlgifl//D(L + D/kpnica + Tinkinl /D)
g = QG
i (D+kPMISPAMLC;$jiDn)kCRAc )

Die Ergebnisse dieses Modells sind fiir verschiedene Mitochondrienpositionen xj, und
verschiedene Werte des Parameter ki, (Stérke der mitochondrialen Ca?t-Aufnahme und
Freisetzung) in Abbildung A.8 b)-e) gezeigt.
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Abbildung A.7: a) Oben: Skizze des eindimensionalen Modells: das Zytosol ist hell-griin, die
Mitochondrien gelb, Ca?*-Quellen (CRAC und Mitochondrien) blau, Ca?*-Senken (Mitochon-
drien und PMCA) griin. Unten: Ortsabhiingigkeit der Ca?"- Konzentration. Die Steigungen
der linearen Abschnitte sind durch Ap, A, und Ay gekennzeichnet (Die mathematische Losung
dieses Modells ist in Abschnitt A.2.2 zu finden). Die verwendeten Parameter unterscheiden sich
von denen aus Tabelle 6.1 lediglich durch die Mitochondrienlénge | = 3 pm. b) - ¢) Stati-
oniire Ca?*-Konzentration c,(r) als Funktion von z fiir verschiedene Mitochondrienpositionen
xin und verschiedene mitochondriale Ca?*-Aufnahmeraten kj,. d) - e) Vergleich der stationiiren
Ca?*-Konzentration an der Immunologischen Synapse, c;s = ¢y und der gemittelten globalen
Ca?t-Konzentration Cglobal als Funktion des Abstandes xi, zwischen IS und Mitochondrien fiir
verschiedene mitochondriale Ca?t-Aufnahmeraten k.
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Abbildung A.8: a) Oben: Skizze des 1D-Modells unter Annahme einer Ca?*-Diffusion in-
nerhalb der Mitochondrien: das Zytosol ist hell-griin, die Mitochondrien gelb, Ca?*-Quellen
(CRAC und Mitochondrien) blau, Ca?*-Senken (Mitochondrien und PMCA) griin. Unten:
Ortsabhiingigkeit der Ca?*- Konzentration (rot, Zytosol; blau, innerhalb der Mitochondrien).
Die Steigungen der linearen Abschnitte sind durch Ag, Ay, und Ay gekennzeichnet (Die math.
Losung dieses Modells ist in Abschnitt A.2.2 zu finden). Die verwendeten Parameter unterschei-
den sich von denen aus Tabelle 6.1 lediglich durch die Mitochondrienlénge [ = 3 ym. b) - c¢) Sta-
tioniire Ca?*-Konzentration c,(x) als Funktion von z fiir verschiedene Mitochondrienpositionen
xin und verschiedene mitochondriale Ca?*-Aufnahmeraten kj,. d) - e) Vergleich der stationiiren
Ca?*-Konzentration an der Immunologischen Synapse, c;s = ¢y und der gemittelten globalen
Ca?t-Konzentration Cglobal als Funktion des Abstandes xi, zwischen IS und Mitochondrien fiir
verschiedene mitochondriale Ca?t-Aufnahmeraten k.
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A.2.3 3D-T-Zell Wiirfelgeometrie. Effekt der Randbedingung und des Wettbewerbs

Die Erhoéhung der globalen Calciumkonzentration in T-Zellen ist das Zusammenspiel
zweier verschiedener Mechanismen, die beide von der rdumlichen Anordnung der Zell-
organellen abhiangen, und die sich im Falle der T-Zell-Polarisierung additiv verstéarken.
Der erste Mechanismus ist der Effekt der Randbedingung, der in Kapitel 6.3 im Rahmen
des 1D Random Walk Modells ausfiihrlich diskutiert wird. Er sorgt dafiir, dass die glo-
bale Calciumkonzentration umso héher ist, je grofler die Entfernung zwischen dem Ort
der Calcium-Freisetzung durch die Mitochondrien und der Position der absorbierenden
PMCA-Pumpen ist. Der zweite Mechanismus zeigt sich als der Wettbewerb zwischen den
Mitochondrien und den PMCA-Pumpen um das durch den CRAC-Kanal einstrémende
Calcium. Gewinnen die Mitochondrien diesen Wettbewerb, wird mehr Calcium ins Zy-
tosol umverteilt; gewinnen die PMCA-Pumpen, wird mehr Calcium direkt wieder in den
extrazelluliren Raum nach auflien abgepumpt. Es gibt zwei Faktoren, die den Ausgang
dieses Wettstreits beeinflussen. Dies ist zum einen das Verhéltnis der Calciumaufnahme-
raten von Mitochondrien und PMCA-Pumpen. Zum anderen ist dies der Abstand zwi-
schen Mitochondrien und CRAC-Kanal. Die Mitochondrien werden begiinstigt, wenn sie
sich ndher an der IS befinden als die PMCA-Pumpen und genauso umgekehrt. Um meine
Aussage, dass diese beiden Effekte im 3D-Modell gemeinsam zur Erh6hung der globalen
Calciumkonzentration beitragen, zu iiberpriifen und zu visualisieren habe ich ein verein-
fachtes 3D-T-Zell Modell untersucht. Als Modellgeometrie habe ich die in Abbildung A.9
zu sehende Wiirfelgeometrie gewihlt, die ein Volumen von (8 pum)? besitzt. Ich nehme
an, dass 50% der PMCA-Pumpen in einem Band in der x-y Ebene (blaue Fliache in Abbil-
dung A.9) akkumuliert sind. Dieses Band besitzt eine Hohe bzw. z- Ausdehnung von 1 pm.
Die restlichen 50% der PMCA-Pumpen sind wiederum homogen in der Zellmembran ver-
teilt. Des Weiteren modelliere ich keinen Zellkern sowie keinen mobilen Calcium-Puffer
im Zytosol und betrachte nur ein einziges grofles, zylinderférmiges Mitochondrium mit
Radius rymite = 1 pm. Das Mitochondrium ist wédhrend des Simulationen stationér bzw.
immobil und befindet sich in einem ,optimalen“ Abstand von 0,1 um zu dem CRAC-
Kanal-Cluster. Alle Modellgleichungen und Modellparameter sind dquivalent zu dem in
Kapitel 6.4 vorgestellten 3D Base-Case Szenario gewéhlt. Lediglich die beiden Parameter
fiir die PMCA-Pumpstérke mussten auf die neue Geometrie angepasst werden und sind
im Vergleich zu der Standardkonfiguration abgeéndert.

Anstatt die Calcium-Signale in Abhéingigkeit der Mitochondrien-Position zu untersu-
chen, mochte ich mit Hilfe dieser Modellgeometrie den Einfluss der PMCA-Pumpen-
position studieren und das Zusammenspiel der beiden oben beschriebenen Mechanis-
men aufzeigen. Dazu habe ich in meinen Computersimulationen die stationdre Calcium-
konzentration in Abhéngigkeit der PMCA-Pumpenposition zpyca (siehe Abbildung A.9)
berechnet. Die Ergebnisse dieser Berechnungen sind in Abbildung A.9 b) zu sehen. Der
dort abgebildete Verlauf bestétigt die von mir oben formulierte These, dass die bei-
den Mechanismen sich additiv verstiarken. Fiir kleine Werte von zpyca ist die globale
Calciumkonzentration maximal, nimmt dann fiir gréere Abstéinde der PMCA-Pumpen
zum CRAC-Kanal ab, bis die globale Calciumkonzentration ihr Minimum schliefilich
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Abbildung A.9: Dreidimensionales T-Zell Modell und Einfluss der PMCA-Pumpen-
position. a) Modellgeometrie des hier vorgestellten Systems, mit dessen Hilfe der Ein-
fluss der PMCA-Pumpenposition auf die globalen Calcium-Signale untersucht wird.
PMCA-Pumpen sind blau, das CRAC-Kanal Cluster rot, das Mitochondrium griin und
der Abstand zwischen den PMCA-Pumpen und der oberen Wiirfelfliche wird als zpyca
bezeichnet. Folgende Parameter unterscheiden sich von den Werten der Standardkonfigu-
ration aus Kapitel 6.4: kpyroa = 1-1077 [mol/(m?s)], Apr/ABana = 70, Ay = 3-10712
m?. b) Globale Calciumkonzentration als Funktion des Abstands der PMCA-Pumpen
zur oberen Wiirfelfldche, zpyca.

bei einem Wert von ca. zpyica = 4 um erreicht. Bei weiterer Erh6hung des Abstandes
der PMCA-Pumpen zur oberen Wiirfelfliche steigt das globale Calcium-Signal wieder
an.

Diese Abhédngigkeit der globalen Calciumkonzentration von der Position der PMCA-
Pumpen-Akkumulation kann man sich anhand der Modellgeometrie wie folgt klar ma-
chen: Das immobile Mitochondrium nimmt einstromendes Calcium auf und lésst es in
der Mitte der Zelle an der Position z = 4 pum wieder ins Zytosol frei. Der Abstand der
PMCA-Pumpen zum Ort der Calcium-Freisetzung durch das Mitochondrium ist zwei-
mal maximal: ndmlich dann, wenn sich die PMCA-Pumpen ganz oben oder ganz unten
in der Zelle befinden, also fiir zpyica = 0,1 pm bzw. zpyica = 7 pm. Zunéchst, fiir sehr
kleine Werte von zpyica, sind die beiden Effekte (Wettbewerb zwischen Mitochondrium
und PMCA-Pumpen und Effekt der Randbedingung) maximal. Das Mitochondrium be-
findet sich nahe am CRAC-Kanal und gewinnt dort den Wettbewerb gegen die PMCA-
Pumpen; gleichzeitig ist der Abstand zwischen der Position der Calcium-Freisetzung
durch die Mitochondrien und den PMCA-Pumpen maximal. Verschiebt man nun das
Band der PMCA-Pumpenakkumulation in negative z-Richtung, so wirkt sich der Effekt
der Randbedingung immer weniger stark auf eine Erh6hung der Calciumkonzentration
aus. Der Grund dafiir ist, wie in Kapitel 6.3 gezeigt wird, dass sich die PMCA-Pumpen
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in Richtung der Zellmitte bewegen und somit der Abstand zwischen der Position der
Calcium-Freisetzung und der Position der PMCA-Pumpen verringert wird. Der Effekt
des Wettbewerbs ist weiterhin vorhanden, wird aber auch kleiner, da das Mitochondrium
immobil ist und die PMCA-Pumpen nun das vom Mitochondrium umverteilte Calcium
aufnehmen und heraus transportieren kénnen. Die Erhohung der globalen Calciumkon-
zentration durch die beiden Effekte wird immer schwécher, bis sie schliefSlich bei einem
Wert von ca. zpyica = 4 pm minimal ist. In diesem Fall sind die PMCA-Pumpen genau
dort lokalisiert, wo das durch das Mitochondrium aufgenommene Calcium ins Zytosol ab-
gegeben wird. Die globale Calciumkonzentration nimmt in Abhéngigkeit von zpyca ihr
Minimum an. Verschiebt man die PMCA-Pumpen weiter in negativer z-Richtung, so wird
der Einfluss des Wettbewerbs zwischen PMCA-Pumpen und Mitochondrium weiterhin
kleiner. Im Gegensatz dazu vergroflert sich aber der Einfluss des Effekts der Randbedin-
gung, da der Abstand der PMCA-Pumpen zum Ort der Calcium-Freisetzung ansteigt.
Damit verbunden steigt die globale Calciumkonzentration wieder an, bis sie bei einem
maximal méglichen Wert zpyica = 7 pm ein lokales Maximum erreicht. Jedoch ist gut zu
erkennen, dass der Wert der Calciumkonzentration fiir zpypca = 7 pm nicht so hoch ist,
wie das anfingliche Maximum bei zpyica = 0,1 pm. Dafiir verantwortlich ist, dass der
Mechanismus des Wettbewerbs zwischen Mitochondrium und PMCA-Pumpen im einen
Fall maximal, im anderen Fall minimal ist. Insgesamt tragen beide Effekt also maximal
zur Erhéhung der globalen Calciumkonzentration an der Position zpyica = 0,1 pm bei,
weshalb dort das globale Maximum der Kurve zu finden ist.

A.2.4 2D-T-Zell Modell: Stationare zytosolische Calciumkonzentration fiir verschiede-
ne Mitochondriennetzwerke

Um zu verdeutlichen, wie sich die Struktur des Mitochondriennetzwerkes auf die glo-
balen Calcium-Signale auswirkt, ist hier die stationdre Calciumkonzentration fiir neun
unterschiedliche Mitochondriennetzwerke abgebildet. Die fir diese neun Netzwerke resul-
tierenden Calciumkonzentrationen wurden in Kapitel 6.5 des Hauptteils untersucht und
diskutiert; die Resultate sind in Abbildung 6.20 b) des Hauptteils dargestellt. Die in Ab-
bildung A.10 gezeigten stationdren raumlichen Konzentrationsprofile haben alle gemein-
sam, dass der geringste Abstand des Netzwerkes zur Immunologischen Synapse yasito
0,1 pm betrdagt. Obwohl der Abstand yjzz, fiir alle neun Geometrien gleich ist, kann
man gut erkennen, wie es die verschiedenen Strukturen mal gut, mal weniger gut schaf-
fen, das durch den CRAC-Kanal einstromende Calcium, im Zytosol zu verteilen. Je besser
sie diese Umverteilung bewerkstelligen, umso stérker ist das sich einstellende stationére,
globale Calcium-Signal cgesamt (vgl. Abbildung 6.20 b)).
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: J 900nM

Cgesamt: 0,695 uM ‘ 0,725 pM 0,74 uM ! 800nM

1 700nM

H | 600nM
Cocsomt: 0,735 UM 0,79 UM 0,81 uM

500nM

u u 350nM

Coasaiits 0,86 uM 0,92 pM 0,967 uM

Abbildung A.10: Stationédre Calciumkonzentration fiir verschiedene Mitochondriennetz-
werke, die mit Hilfe des 2D-Modells aus Abschnitt 6.5 berechnet wurden. Die hier abge-
bildeten Konzentrationsverlaufe entsprechen den Mitochondriennetzwerken aus Abbil-
dung 6.20 b) des Hauptteils. Die weiflen Flichen deuten die Positionen der Mitochon-
driennetzwerke an, die Farbverlaufe die Stérke der rdumlichen Calciumkonzentration.
Der Farbcode der Konzentration entspricht der rechts gezeigten Skala, die von 350 nM
bis 1 uM reicht. Alle Konzentrationen die hoher als 1 uM sind, wurden zur besseren
Ubersicht nicht aufgelost, und sind dunkelrot dargestellt. cqesam: gibt die gemittelte
zytosolische Calciumkonzentration an.
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