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Zusammenfassung

In dem referierten Paper [2] wurde eine neue Methode zur Generierung von homogenen
Kalzium-Oszillationen in T-Lymphozyten entwickelt. Diese wurde zur Untersuchung der Aus-
wirkung von Kalzium-Wellen, die sich in Amplitude und Frequenz unterschieden, auf die Ak-
tivitdt bestimmter Transkriptionsfaktoren genutzt. Man konnte auf diesem Weg nachweisen,
dass Oszillationen auch bei geringen Konzentrationen (niedrige Amplituden) Genexpression
aktivieren kénnen. Des Weiteren konnte man zeigen, dass die Frequenz der Oszillationen ko-
diert, welche Transkriptionsfaktoren aktiviert werden. Mit diesem Mechanismus kénnen Zellen
steuern, welche speziellen Gene in der Zelle exprimiert werden sollen.

1 Einleitung

Kalzium ist eines der wichtigsten Mineralien von vielen Organismen. So enthélt zum Beispiel der
menschliche Korper 1 bis 1.5 kg Kalzium, wovon natiirlich ca. 98% zum Knochenbau gehoren. Die
restlichen 2% sind allerdings nicht minder wichtig, denn Kalzium ist unter anderem an diversen
Signalwegen beteiligt [3]. Ein wichtiges Beispiel ist die Befruchtung einer Eizelle, bei der die gesamte
Zelloberfliche moglichst schnell erfahren muss, dass die Zelle befruchtet wurde, damit nur ein
Spermium in sie eindringt. Dieses Signal wird mit einer Kalziumwelle verbreitet.

Im Normalfall halten Zellen die zytosolische Kalzium-Konzentration sehr gering (10-100 nM).
Sie nutzen dazu spezielle Mechanismen, die das Kalzium aus der Zelle heraus oder in intrazellulire
Speicher-Kompartimente, wie das Endoplasmatische Retikulum oder die Mitochondrien pumpen.
Des Weiteren existiert eine Vielzahl von Kalzium-bindenden Proteinen im Inneren von Zellen, die
eine Art Pufferwirkung besitzen. Durch bestimmte Signale kann jedoch ein plétzlicher Anstieg der
intrazelluliren Konzentration hervorgerufen werden. Diese liegt dann bei 500 bis 1000 nM. Al-
lerdings verfiigen Zellen neben den oben genannten Mechanismen zur Senkung der intrazelluldren
Kalzium-Konzentration noch iiber weitere Moglichkeiten dies zu erreichen, so dass hohe Konzentra-
tionen die Form von Spikes besitzen. Es wird in kurzer Zeit wieder die Ausgangssituation erreicht
und die Kalziumkonzentration auf niedrigem Level gehalten. Dieser Vorgang kann sich periodisch
wiederholen. Man spricht dann von Kalzium-Ostzillationen oder Kalzium-Wellen.

Die genaue Funktion von Kalzium-Oszillationen bei Signaltransduktionsprozessen ist noch nicht
komplett aufgeklirt. Es gibt jedoch Anzeichen dafiir, dass diese die Genauigkeit gerade bei Signal-
prozessen auf niedrigem Level steigern kénnen. Auflerdem kénnen sie Zellen dabei unterstiitzen fiir
Signale sensibel zu bleiben (bei konstantem Signaleingang) und die Spezifitit dieser zu steigern.
Diese Vermutungen lieflen sich aber bisher schwer nachweisen, da sowohl die Amplitude als auch die
Frequenz solcher Wellen von Zelle zu Zelle und {iber die Zeit sehr variabel sind. Weiterhin sind die
entsprechenden Oberfldchenrezeptoren, welche den Anstieg der Konzentration induzieren, meist an
diverse Signalwege gekoppelt, wodurch die Effekte auf die weiteren Teilnehmer der Signalkaskade
der Kalzium-Ionen schwer nachzupriifen sind.

2 Generierung von Kalzium-Signalen

Es wurde eine sehr genaue Methode entwickelt, mit der man kontrolliert homogene Kalzium-Wellen
in T-Lymphozyten generieren kann. Man kann in den Zellen Oszillationen mit einer beliebigen
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Abbildung 1: Funktionsweise der Apparatur zur Erzeugung homogener Kalzium-Wellen in speziell be-
handelten T-Lymphozyten. Die intrazelluldren Oszillationen werden iiber die kontrollierte
Anderung der extrazelluliren Kalzium-Konzentration erméglicht. Man kann somit die Am-
plituden, Frequenzen und den Zeitraum der Oszillationen frei wahlen.

Amplitude und Frequenz auslésen. Um dies zu erreichen hat man die Zellen mit Thapsigargin
behandelt, welches den Mechanismus zur Kalzium-Entleerung des Endoplasmatischen Retikulums
inhibiert. Aulerdem fiihrt dies zur irreversiblen Aktivierung von Kanilen, durch die Kalzium in
die Zelle gelangen kann. Somit kann man iiber den extrazelluldren Kalziumgehalt die intrazel-
luldre Konzentration steuern. Die Arbeitsweise der zu diesem Zweck konstruierten Maschine ist in
Abbildung [1] zu sehen.

3 Aktivierung von Transkriptionsfaktoren durch Kalzium

Die in Abschnitt 2] erwéhnte Technik wurde zur Untersuchung der Abhéngigkeit von Genexpressi-
onssignalwegen von der Amplitude und der Frequenz von Kalzium-Oszillationen verwendet. NF-AT
ist ein Kalzium-Ionen abhéngiger Transkriptionsfaktor, welcher durch Kalzium stimulierte Dephos-
phorylierung in den Zellkern transloziert wird [4].

Steuerung der Effizienz der Aktivierung von TF’s

Um die Steuerung der Effizienz der Aktivierung von NF-AT durch Kalzium-Signale zu testen, wur-
den die T-Lymphozyten konstant bzw. oszillatorisch fiir 3 Stunden mit Kalzium behandelt. Dabei
wurden die Konzentrationen so gewéhlt, dass im Durchschnitt die gleiche Menge (bei oszillatori-
schem und konstantem Signal) in die Zelle gelangt. AnschlieBend wurde mit einem Reportergen-
assay die Aktivitdt des Transkriptionsfaktors gemessen. Bei einer durchschnittlichen Konzentration
von 225 nM konnte in 19% der Zellen ein signifikanter Anstieg in der Aktivitidt von NF-AT beobach-
tet werden. Von den mit einem oszillatorischen Signal behandelten T-Lymphozyten waren es 39%
der Zellen, die eine hohere Aktivitdt von NF-AT aufwiesen. Die Ergebnisse sind in Abbildung [2| zu
erkennen. Dieser Effekt ist allerdings von der Konzentration des Kalziums abhéingig. In Abbildung
kann man erkennen, dass bei héheren Konzentrationen kein Unterschied mehr zwischen den mit ei-
nem konstanten und den mit einem oszillatorischen Kalziumsignal versorgten Zellen mehr besteht.
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Abbildung 2: Unterschiede in der Aktivierung von NF-AT in T-Lymphozyten. Verglichen wurden unsti-
mulierte Zellen, Zellen die mit einem konstanten Kalzium-Signal behandelt wurden und
oszillatorisch aktivierte Zellen. Die Konzentration des Kalziums betrug 225 nM.
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Abbildung 3: Bei hoheren Kalzium-Konzentrationen sind kaum noch Unterschiede in der Aktivierung
des Transkriptionsfaktors NF-AT in Zellen mit konstantem bzw. oszillatorischem Kalzium-
Signal zu erkennen. Hier wurden die Zellen mit einer Konzentration von 359 nM behandelt.

Bei niedrigen Konzentrationen tritt der Effekt auf, dass das konstante Kalzium-Signal zu fast
keiner Aktivierung von NF-AT mehr fiihrt, wohingegen Oszillationen auch in diesem Bereich eine
stetige Aktivierung induzieren. Diese Zusammenhénge sind noch einmal in Abbildung [] gezeigt.
Dort ist gut zu erkennen, dass eine Steigerung der Expression der von NF-AT abhéngigen Gene
durch Oszillationen nur bis zu einer Kalzium-Konzentration von 300 nM erreicht werden kann.

Spezifische Aktivierung von Genexpression

Da Kalzium-Ionen auf diverse intrazelluldre Ziele wirken und bekannt ist, dass Kalzium-Signale
trotzdem gezielt einzelne Signalwege ansprechen kénnen, wurde untersucht ob Amplitude und/oder
Frequenz von Kalzium-Oszillationen kodieren kénnen, welcher Signalweg angesprochen wird. Dazu
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Abbildung 4: Bis zu einer Konzentration von 300 nM kann eine Steigerung der Aktivierung des Transkrip-

tionsfaktors NF-AT durch ein oszillatorisches Kalzium-Signal gegeniiber einem konstanten
Signal gleicher Konzentration erreicht werden.
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Abbildung 5: Um zu iiberpriifen, ob die Spezifitit der Kalzium-Wellen in der Amplitude kodiert ist,
wurden die Zellen mit konstanten Kalzium-Signalen diverser Konzentrationen behandelt.
Allerdings zeigen alle drei Transkriptionsfatoren die gleiche Abhéngigkeit von der Kalzium-

Konzentration.
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Abbildung 6: Mit steigender Periode zwischen den Oszillations-Spikes sinkt die Aktivierung aller drei
Transkriptionsfaktoren. Wichtig ist jedoch, dass NF-xB auch noch bei sehr niedrigen Fre-
quenzen auf einem Level von ca. 20% exprimiert wird. Die beiden anderen untersuchten
Transkriptionsfaktoren zeigen schon ab einer Periodenlédnge von 400s keine Aktivitat mehr.

untersuchte man drei Transkriptionsfaktoren die Kalzium-abh#ngig sind. Diese sind NF-AT, NF-xB
und Oct/OAP.

Um zu iiberpriifen, ob verschiedene Amplituden ein unterschiedliches Aktivitiatsprofil in diesen
drei Transkriptionsfaktoren hervorrufen kénnen, wurde die Expression der jeweiligen Reportergene
bei einem konstanten Kalzium-Signal unterschiedlicher Konzentration gemessen. Das Ergebnis die-
ses Versuches ist in Abbildung [5| zu sehen. Die Aktivitdten der drei Transkriptionsfaktoren zeigen
eine gleiche nichtlineare Abhéingigkeit von der konstanten Kalzium-Konzentration. Daraus wurde
geschlossen, dass die Spezifitéit nicht in der Amplitude der Oszillationen kodiert sein kann.

Um zu testen, ob das gezielte Ansprechen nur eines Signalweges in der Frequenz von Kalzium-
Ostzillationen kodiert ist, wurden Oszillationen mit hoher Amplitude und Perioden von 100s bis
1800s zwischen den Oszillationen erzeugt. In Abbildung[6]ist zu erkennen, dass die Aktivierung aller
drei untersuchten Transkriptionsfaktoren mit dem Anstieg der Perioden (Abfall der Frequenz) fillt.
Allerdings kann man sehen, dass NF-xB auch bei niedrigen Frequenzen aktiviert werden kann. Die
beiden anderen Transkriptionsfaktoren zeigen im Gegensatz dazu schon ab Periodenlédngen von
400 s zwischen den Oszillationen keine Aktivitit mehr. Fine Erklarung dafiir ist, dass NF-kB,
wenn es einmal aktiviert wurde bis zu 16 Minuten im Zellkern bleibt, wohingegen die anderen
beiden Transkriptionsfaktoren dort nur kurz bleiben [I]. Diese Ergebnisse lassen die Schlussfolge-
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Abbildung 7: links: Gene, deren Expression von den drei untersuchten Transkriptionsfaktoren gesteuert
werden, zeigen fast gleiche Abhéngigkeit von der Konzentration des steady-state Kalzium-
Signals. Somit kann die Amplitude von Kalzium-Wellen nicht die Spezifitit der Expression
steuern.
rechts: Die Expression der untersuchten Gene zeigt eine Abhéngigkeit von Periode zwi-
schen den Kalzium-Oszillationen. Das vor allem von NF-xB gesteuerte I1L-8 wird auch noch
bei niedrigen Frequenzen exprimiert. IL-2, das hauptséichlich von NF-AT und Oct/OAP
abhéngig ist, wird nur bis Perioden von 400 Sekunden exprimiert.

rung zu, dass die Frequenz der Kalzium-Oszillationen bestimmt, welche Signalwege angesprochen
werden. Niedrige Frequenzen aktivieren lediglich NF-<B, hohe Frequenzen aktivieren hingegen alle
drei Transkriptionsfaktoren. Die Kalzium-Oszillations-Frequenz kann also zwischen verschiedenen
Signalwegen unterscheiden.

Dies war ein Indiz dafiir, dass auch die Expression der Gene, die von diesen Transkriptions-
faktoren reguliert werden, unterschiedlich auf Oszillations-Frequenzen reagieren. Dazu fiithrte man
einen #hnlichen Versuch durch. Untersucht wurde nun die Frequenz-Sensitivitit der Expression
der Gene fiir IL-2 und IL-8. IL-2 ist ein Wachstumsfaktor fiir T-Zellen und IL-8 ist ein Chemokin
zur Rekrutierung von Immunzellen zur Infektion. Die Expression kann bei beiden Genen durch
Kalzium-Ionen induziert werden. Ihre Expression wird jedoch von verschiedenen Kombinationen
von Transkriptionsfaktoren gesteuert. Bei IL-2 steuern NF-AT und Oct/OAP die Expression, wo-
hingegen bei IL-8 vor allem NF-xB diese Funktion iibernimmt. Fiir die Untersuchung hat man
in die Zelle Luciferase-Reportergenkonstrukte eingebaut, deren Expression von den IL-2 und IL-8
Promotern gesteuert wurden. Bei konstantem Signal zeigte sich, dass beide Gene, wenn auch IL-8
etwas sensitiver, auf das konstante Signal reagieren. Dies ist auch noch einmal in Abbildung
(links) dargestellt.

Wenn man die Zellen hingegen mit Kalzium-Oszillationen behandelt kann man erkennen (Abbil-
dung[7] (rechts)), dass IL-2 nur exprimiert wird, wenn die Perioden zwischen den Oszillations-Spikes
langer als 400 Sekunden betragen. Unter diesen Bedingungen hat IL-8 allerdings noch 20% seiner
maximalen Expressionsaktivitdt. Es konnte somit gezeigt werden, dass Oszillationen in verschie-
denen Frequenzen zur Aktivierung verschiedener Signalwege fiihren - vermutlich durch die Effekte
auf die entsprechenden Transkriptionsfaktoren.

4 Ergebnisse

Es wurden zwei wichtige Eigenschaften des Signalling durch Kalzium-Oszillationen untersucht.
Die Effektivitdt kann besonders im Bereich niedriger Stimulationen gesteigert werden. Die-

ser Effekt kommt durch die hoch-nichtlineare Abhéngigkeit der Transkription vom zytosolischen

Kalziumgehalt zustande. Somit kénnen Oszillationen periodisch den Schwellenwert fiir die Akti-



vierung iiberschreiten, wohingegen ein konstantes Signal mit gleicher durchschnittlicher Stiarke das
nicht schafft. Die Tendenz zu oszillieren, wenn die Rezeptoren nur wenig besetzt sind, dient der
Optimierung der Sensitivitdt zur Erkennung schwacher externer Signale.

Osrzillationen geben einem Signal (Ca?*), dass sehr viele Signalwege beeinflusst, die Moglichkeit
spezifische daraus anzusprechen. Durch getrennte Aktivierung von Transkriptionsfaktoren und so-
mit Expression verschiedener Mengen an Genen, konnte die Oszillationsfrequenz ein wichtiges
Werkzeug sein um Zellen in bestimmte Entwicklungsphasen zu lenken. Dafiir spricht auch, dass
die Transkriptionsfaktoren NF-AT und NF-«xB in vielen Zelltypen vorhanden sind und Oszillatio-
nen mit Perioden von Sekunden bis Stunden auftreten kénnen.
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