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1. Einleitung

1.1. Definition und Stadien der Sepsis

Die Therapie der Sepsis stellt eine der grof3ten Herausforderungen fur die moderne

Intensivmedizin  dar. Trotz intensiver  Forschung und  verbesserter
Therapiemoglichkeiten ist die Letalitat der Sepsis Uber die letzten Jahre fast
unverandert hoch geblieben [1-3]. Pro Jahr erkranken in Deutschland etwa 110 von
100.000 Einwohnern. Aufgrund der immer &lter werdenden Bevolkerung ist in Zukunft

weiterhin mit einer steigenden Inzidenz zu rechnen [4-6].

Die Definition der Sepsis wurde 2016 neu Uberarbeitet und grundsétzlich vereinfacht.
Die Sepsis ist als eine lebensbedrohliche Organdysfunktion definiert, die infolge einer
dysregulierten Immunantwort auf eine mutmalliche oder nachgewiesene Infektion
entsteht. Eine relevante Organdysfunktion liegt dabei vor, wenn der SOFA-Score (s.
Tab. 1) um = 2 Punkte ansteigt. Die Maximalform der Sepsis ist der Septische
Schock (Sepsis mit Erforderlichkeit einer Katecholamintherapie bei Hypotonie trotz
adaquater Volumengabe und ein Serum-Laktat > 2 mmol/L), bei dessen Nachweis
die Krankenhaussterblichkeit bei iber 40 % liegt [7].

Tabelle 1. SOFA-Score (Sepsis-related organ failure assessment-Score (nach

[81).

Parameter 1 Pkt. 2 Pkt. 3 Pkt. 4 PKt.
. : <200 <100
Lungenfunktion P.O,/FiO, <400 <300 (Beatmung) (Beatmung)
. Thrombozyten
Blutbild (1000/mm?) <150 <100 <50 <20
Leberfunktion | Bilirubin (mg/dL) | 1,2-1,9 | 2,0-5,9 6-11,9 212
Kreislauf MAD (i. <70 .KD. KD mittel KD hoch
Katecholamine) niedrig
ZNS GCSs 13-14 10-12 6-9 <6
Nierenfunktion Kreatinin 1,2-19 | 2,0-34 3’5_4’9 pZW' 25 bzw. Anurie
(mg/dL) Oligurie

PaO,, arterieller Sauerstoffpartialdruck; FiO, inspiratorische O,-Fraktion; MAD, mittlerer arterieller
Druck; GCS, Glasgow Coma Scale; KD, Katecholamindosis



https://amboss.miamed.de/library#xid=_K05QS&anker=Zb5159f326d37d4eac7b4651ba12847b9
https://amboss.miamed.de/library#xid=C60qMS&anker=Z9c52d8cab243a423a4ea312fa604b3a3
https://amboss.miamed.de/library#xid=no07cS&anker=Z132e1807624503c3effadbc729939c68
https://amboss.miamed.de/library#xid=S60y4S&anker=Zaf332ceae1448c0efc556b3867924e9e
https://amboss.miamed.de/library#xid=eR0xNf&anker=Zd49c30ac323adfe33252a70e255e2ec5
https://amboss.miamed.de/library#xid=Ln0wFg&anker=Z2e8e19d823103fca4570d8a544caf20b
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Das klinische Bild der Sepsis entsteht durch eine komplexe Dysregulation von pro-
und antiinflammatorischen Immunmechanismen. Haufigster Ausléser ist dabei eine
bakterielle pulmonale Infektion, gefolgt von abdominellen Infektionen und
urogenitalen Infektionen [6, 9, 10]. Die Frihphase der Sepsis ist durch eine
Hyperinflammation (systemic inflammatory response syndrome - SIRS)
gekennzeichnet, in deren Verlauf es zu schweren Schadigungen von kdrpereigenem
Gewebe kommen kann. Auf die massive proinflammatorische Reaktion folgt
physiologischerweise die Aktivierung antiinflammatorischer Mechanismen. Fallt diese
kompensatorische Gegenregulation jedoch unverhéltnismafig stark aus, kann sie im
weiteren Verlauf der Sepsis Ursache fir eine ausgepragte Suppression der
zellvermittelten Immunantwort sein (compensatory antiinflammatory response
syndrome - CARS) und so das Auftreten von Sekundéar- und Superinfektionen
beglnstigen [10-14].

Diese sogenannte "Phase der Immunparalyse” zeichnet sich unter anderem durch
eine ausgepragte Apoptose vieler Immunzell-Typen und eine schwere T-
Zellsuppression aus [15, 16]. Besonders schwerwiegend ist dabei die Dysfunktion
von CDA4'-T-Lymphozyten, die eine zentrale Rolle in der Regulation von

Entziindungsvorgangen spielen [17].

CD4'-T-Helferzellen beeinflussen sowohl die angeborene als auch die erworbene
Immunantwort und sind essentiell fiir die Aktivierung und Differenzierung von CD8"-
T-Zellen und B-Zellen sowie die Ausbildung des immunologischen Gedachtnisses
[18-20]. In der immunparalytischen Phase der Sepsis konnen CD4"-T-Zellen ihre
wichtigen Funktionen jedoch nicht mehr austiben. Vielmehr befinden sie sich in einer
Anergie-ahnlichen Starre und einem Zustand der Erschopfung (T cell exhaustion
[21]), was eine suffiziente Aktivierung des adaptiven Immunsystems verhindert und
eine erfolgreiche Bekampfung der Infektion unmdglich macht [21-24].

Die Therapie der Sepsis stitzt sich mit Ausnahme der chirurgischen Herdsanierung
und der antimikrobiellen Therapie immer noch uUberwiegend auf supportive
MalRnahmen. Mehrere neu entwickelte Therapieverfahren konnten sich in klinischen
Studien nicht bewahren [23, 25-36]. Dabei zielten die meisten dieser Ansatze auf
eine Eindammung der Hyperinflammation in der akuten Phase der Sepsis ab. Unter
anderem kamen in unterschiedlichen Studien Hydrokortison [28], Toll-like-Rezeptor-
4-Antagonisten [31], rekombinantes Protein C [26, 27, 30], Anti-Endotoxin-Antikorper
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[36], Anti-Zytokin-Antikérper [33, 35] oder Zytokin-Rezeptor-Antagonisten [34] zum
Einsatz, allerdings konnte letztlich fir keine dieser Substanzen ein sicherer,

signifikanter Uberlebensvorteil nachgewiesen werden.

Dank einiger Fortschritte in der supportiven intensivmedizinischen Therapie ist die
Letalitat in der akuten Phase der Sepsis mittlerweile zwar gesunken; die meisten
Patienten sterben heutzutage jedoch in der sich anschlieRenden, oft monatelangen
Phase der Immunparalyse an den Folgen opportunistischer und nosokomialer
Infektionen. Die Auspragung der Immunsuppression scheint also fur den Verlauf der
Sepsis und das Uberleben der Patienten von groRerer Bedeutung zu sein als das

akute Stadium der Hyperinflammation [37-39].

Vor diesem Hintergrund stellt die pharmakologische Beeinflussung der CD4*-T-
Zellsuppression einen vielversprechenden Ansatzpunkt fur die Entwicklung neuer
Strategien in der Sepsistherapie dar [23, 40, 41]. Allerdings ist hierfur ein
verbessertes Verstandnis der zugrundeliegenden Pathomechanismen essentiell.

1.2. CD4"-T-Zell-Aktivierung

Entscheidend fur die Generierung einer effektiven zellvermittelten Immunantwort ist
die Aktivierung von CD4"-T-Lymphozyten. Die dafiir nétigen Signale werden von
sogenannten professionellen antigenprasentierenden Zellen (APC) vermittelt.
Exogene Antigene (z.B. Bakterien) werden von Makrophagen und anderen APCs
phagozytiert und intrazellular prozessiert. Einzelne Peptidfragmente werden
anschlieBend an MHC (major histocompatibility complex) -Klasse-lI-Molekiile
gebunden und an der Zelloberflache exprimiert. Der Komplex aus MHC-Klasse-II-
Molekiilen und Peptidfragment kann von CD4*-T-Zellen iiber ihren T-Zellrezeptor
(TCR) und das damit assoziierte CD4-Molekil erkannt werden. Dabei kommt es
zwischen APC und T-Zelle zur Ausbildung der sogenannten "Immunologischen
Synapse"”, an der noch weitere Adhasions- und kostimulatorische Molekile beteiligt
sind [42, 43]. Wichtige Vertreter sind unter anderem die CD3-Molekulgruppe, die fur
die Signaltransduktion nach Kontakt mit antigenbeladenen MHC-Molekilen
unerlasslich ist, sowie CD28, dessen Interaktion mit den APC-Molekilen CD80/CD86
ein wichtiges kostimulatorisches Signal fur die Initiation der T-Zellaktivierung und

-proliferation darstellt [44].
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T-Zellen erkennen ihr spezifisches Antigen mit hoher Sensitivitat und Selektivitat [45].
Die limitierte Anzahl an TCRs und Antigenen an der Immunologischen Synapse
macht es dabei notwendig, dass das relativ schwache TCR/CD28-Signal durch
verschiedene Amplifikationsmechanismen verstarkt wird, um eine adaquate T-Zell-
Aktivierung zu erreichen [46, 47]. Eine wichtige Rolle kommt hierbei der purinergen
Signaltransduktion zu [48, 49].

1.3. Purinerge Signaltransduktion

Der Begriff der Purinergen Signaltransduktion (Purinergic Signaling) beschreibt die
extrazellulare Signalubertragung durch Purin- und Pyrimidin-Nukleotide bzw.
-Nukleoside, die an sogenannte Purinorezeptoren binden. Die kontrollierte
Freisetzung von ATP aus intakten Zellen zur Signaliibermittlung wurde im Jahr 1970
von Geoffrey Burnstock zum ersten Mal an Neuronen beobachtet [50]. Mittlerweile
konnte das Konzept der purinergen Signaltransduktion auf fast alle menschlichen
Zellen Ubertragen werden. Purinergic Signaling ist heutzutage als grundlegende,
ubiquitare Form der interzellularen Kommunikation anerkannt und spielt eine wichtige
Rolle fir die Funktion und Regulation diverser Organsysteme (z.B. zentrales und
peripheres Nervensystem, kardiovaskulares, respiratorisches, gastrointestinales,
urogenitales, hAmatologisches, muskuloskelettales System, Immunsystem) [51, 52].

ATP kann physiologischerweise durch verschiedene Mechanismen in den
Extrazellularraum abgegeben werden. Zu diesen Mechanismen zéhlen vesikulare
Exozytose, spannungsgesteuerte oder mechanosensitive lonenkanale, Pannexin-
Kanale und Connexin-Hemichannels [53]. Im Extrazellularraum erfolgt durch
Ektonukleotidasen die schrittweise Hydrolyse von ATP zu ADP, AMP und Adenosin
[54].

Der autokrin oder parakrin kommunizierte Effekt der als Transmitter fungierenden
Purine wird Uber verschiedene Purinorezeptoren vermittelt. Je nach involviertem
Rezeptor kommt es zu einer Verstarkung, Inhibition oder Modulation von bestimmten
zellularen Vorgangen [55]. Bisher sind 19 purinerge Rezeptoren bekannt, die
aufgrund ihrer pharmakologischen und strukturellen Eigenschaften in drei groR3e
Gruppen eingeteilt werden: Die P2X-, P2Y- und P1-Rezeptoren [56].
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P2X-Rezeptoren sind ATP-abhéngige Ilonenkandle, die den Einstrom von
extrazellularen Kationen wie Ca?* erméglichen. Innerhalb der P2X-Rezeptorgruppe
werden 7 Typen unterschieden (P2X1-7) [57-59].

P2Y-Rezeptoren sind Rezeptoren, die an inhibitorische (G;), Phospholipase C-
abhangige (Gy) oder cAMP-regulierende G-Proteine (Gs) gekoppelt sind. Die Gruppe
der P2Y-Rezeptoren besteht aus acht Rezeptoren (P2Y1l, P2Y2, P2Y4, P2Y6,
P2Y11, P2Y12, P2Y13 und P2Y14) mit unterschiedlichen Liganden (ATP, ADP, UTP,
UDP) [60].

Auch P1-Rezeptoren sind G-Protein-gekoppelte Rezeptoren, der zugehorige Ligand
ist Adenosin. Es werden vier P1- oder Adenosin-Rezeptoren unterschieden (Al, A2A,
A2B, A3). Al- und A3-Adenosinrezeptoren sind an ein Gj-Protein gekoppelt und
hemmen die Adenylatzyklase, die die Bildung des intrazellularen Botenstoff cCAMP
aus ATP katalysiert. A2A- und A2B-Rezeptoren stimulieren tber ein Gs-Protein die

Adenylatzyklase [61].

Abbildung 1 gibt einen Uberblick tber die wichtigsten Komponenten der purinergen

Signaltransduktion.
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Abbildung 1. Schlisselkomponenten der purinergen Signalibertragung. Nach der
Zellaktivierung (z.B. T-Zellaktivierung durch TCR/CD28-Stimulation) kommt es zur Freisetzung von
ATP durch verschiedene Mechanismen (z.B. Pannexin-1-Kanale, PANX1). ATP wird im
Extrazellularraum durch Ektonukleotidasen zu ADP, AMP und Adenosin (ADO) abgebaut, die
bestimmte Purinorezeptoren stimulieren: ATP ist Ligand an P2X- und P2Y-Rezeptoren, ADP bindet an
P2Y-Rezeptoren, Adenosin an P1-Rezeptoren. APC, antigenprasentierende Zelle; AC,
Adenylatzyklase; PLC, Phospholipase C. Abbildung modifiziert nach [48].

1.3.1. Autokrine purinerge Signaltransduktion in T-Zellen

Die autokrine purinerge Signalubertragung spielt eine essenzielle Rolle bei der
Aktivierung von T-Zellen [48, 49, 62-64]. T-Zellen exprimieren die purinergen
Rezeptoren P2X1, P2X4, P2X5 und P2X7, die P2Y-Rezeptoren P2Y1, P2Y2, P2Y4,
P2Y6, P2Y11, P2Y12 und P2Y13 sowie die P1-Rezeptoren A2A, A2B und A3 [48,
65-67]. Auf eine Stimulation des T-Zellrezeptors reagieren T-Zellen mit der
Freisetzung von ATP in den Extrazellularraum. Neben der Freisetzung Uber
vesikulare Exozytose [68] wurden Pannexin-1-Kandle als ein Hauptmechanismus
identifiziert, Uber den T-Zellen ATP freisetzen [49, 63]. Das freigesetzte ATP
vermittelt seine autokrine Wirkung vor allem uber die zellmembranstandigen
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Purinorezeptoren P2X1, P2X4 und P2X7, wobei P2X1 und P2X4 nach der TCR-
Stimulation zusammen mit PANX1 zur Immunologischen Synapse translozieren [49,
63]. Eine Aktivierung der P2X-Rezeptoren durch ATP hat den Einstrom von
extrazellularen Calciumionen ins Zellinnere zur Folge. Damit wird eine
Signalamplifikation des TCR/CD28-Signals erreicht, die fur eine suffiziente
Aktivierung von T-Zelleffektorfunktionen wie der IL-2-Produktion notwendig ist [49,
64]. Im Folgenden soll dieser Zusammenhang genauer beschrieben werden.

1.3.2. Amplifizierung des TCR/CD28-Signals durch das Zusammenspiel von

Mitochondrien und purinerger Signaltransduktion

Das fur die purinerge Signalverstarkung benétigte ATP wird in T-Zellen hauptséachlich
Uber die Atmungskette in Mitochondrien gebildet, die nach TCR-Stimulation direkt zur
Immunologischen Synapse wandern und dort akkumulieren [69, 70]. Neueste
Ergebnisse zeigen, dass es dabei zwischen Mitochondrien und purinerger

Signaltransduktion zu einem positiven Ruckkopplungsmechanismus kommt:

Die Interaktion des TCR mit seinem spezifischen Antigen fuhrt zur Freisetzung von
ATP Uber Pannexin-1 Kanéle in den Extrazellularraum und bewirkt dort Uber die
autokrine Aktivierung von P2X-Rezeptoren einen Einstrom von Calcium ins
Zellinnere [49, 63, 69]. Dadurch kommt es auch zu einer gesteigerten Aufnahme von
Calcium in die Mitochondrien, was wiederum durch die Aktivierung der Pyruvat-, a-
Ketoglutarat-, und Isocitratdehydrogenase zu einer gesteigerten mitochondrialen
ATP-Produktion und Freisetzung von ATP fuhrt [71, 72]. Diese positive
Ruckkopplung reguliert die Aktivitat der Mitochondrien und tragt gleichzeitig zu einer
anhaltendend Erh6hung des zytosolischen Calciums bei, was die Voraussetzung fur
nachfolgende Reaktionen wie die Aktivierung von NFAT (nuclear factor of activated T
cells) und in der Folge IL-2-Produktion und Zellproliferation ist [73, 74]. Die in den
Mitochondrien als Nebenprodukt der ATP-Synthese anfallenden reaktiven
Sauerstoffspezies (ROS) fungieren als second messenger und werden ebenfalls fur
die NFAT-Aktivierung ben6tigt [75, 76].

Durch diese verstarkenden Mechanismen ist es mdglich, dass das schwache Signal
von nur wenigen antigen-stimulierten TCR/CD28-Komplexen ausreicht, um eine
wirkungsvolle T-Zellantwort zu provozieren [63, 69]. Die Mitochondrien sind damit

nicht nur die "Kraftwerke der Zelle", sondern auch die zentrale Schaltstelle bei der
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Integration und Regulation von Calcium-Signaling und purinerger Signaltransduktion
wahrend der T-Zell-Aktivierung [63, 69-72, 76]. In Abbildung 2 ist der
Zusammenhang zwischen purinerger Signallbertragung, mitochondrialer Aktivitat

und T-Zellfunktion vereinfacht dargestellt.

MHC-I  CD80 APC

Abbildung 2. Zusammenhang zwischen purinerger Signalibertragung, mitochondrialer
Aktivitdt und T-Zellfunktion. Nach TCR/CD28-Stimulation kommt es zu einer Erhdhung der
intramitochondrialen Calcium-Konzentration und einer Calcium-abhéngigen Stimulation der
mitochondrialen Produktion von ATP, das Uber PANX1-Kanéle in den Extrazellularraum freigesetzt
wird. Durch autokrines Feedback am P2X1-, 4- und 7-Rezeptor kommt es zu einem positiven
Ruckkopplungsmechanismus  zwischen purinerger  Signaliibertragung, Calcium-Signal und
mitochondrialer ATP- und ROS-Produktion. Insgesamt wird so eine Amplifizierung des TCR/CD28-
Signals erreicht und die Aktivierung von Effektorfunktionen initiiert. Abbildung modifiziert nach [69].
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Unstimulierte T-Lymphozyten setzen ebenfalls kontinuierlich ATP in Konzentrationen
frei, die theoretisch flr eine autokrine Stimulation von Purinorezeptoren ausreichend
sind [77, 78]. Jedoch ist bisher nicht geklart, ob autokrines Purinergic Signaling in
ruhenden T-Zellen zur Regulation der Mitochondrienaktivitat beitragt bzw. welche

Rezeptoren daran beteiligt sind.

In der immunsuppressiven Phase der Sepsis zeigen fast alle T-Zellsubtypen eine
verminderte Aktivierbarkeit [79]. Eine Stdrung im Zusammenspiel zwischen einer
basalen autokrinen purinergen Signalibertragung und den Mitochondrien kdnnte
eine mdgliche Ursache fir diese generalisierte T-Zellparalyse sein. Hauptziel dieser
Studie war es daher, einen moglichen Zusammenhang zwischen purinerger
Signaliibertragung und mitochondrialer Aktivitit in unstimulierten CD4"-T-

Lymphozyten zu untersuchen.
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2. Fragestellung

Im Einzelnen sollten folgende Fragen bearbeitet werden:

1) Wird die mitochondriale Aktivitat von unstimulierten CD4*-T-Zellen durch autokrine

purinerge Signalubertragung beeinflusst?

2) Lasst sich ein mdglicherweise unter 1) gefundener Zusammenhang genauer

charakterisieren?

— Welche Purinorezeptoren sind involviert?
— Wie beeinflussen die einzelnen  Purinorezeptoren die  basale

Mitochondrienaktivitat?

3) Konnte eine Stdrung in der basalen purinergen Signalibertragung zu einer

verminderten Aktivierbarkeit von T-Zellen in der Sepsis beitragen?
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3. Material

Fur die in dieser Arbeit beschriebenen Experimente wurden folgende Materialien
verwendet:

3.1. Reagenzien

3.1.1. Fluoreszenzfarbstoffe

Fluo-4 AM Molecular Probes, Grand Island, NY, USA
TMRE Molecular Probes, Grand Island, NY, USA
DHR123 Molecular Probes, Grand Island, NY, USA

3.1.2. Antikorper

mouse-antihuman-anti-CD3 BD Biosciences, San Jose, CA, USA
mouse-antihuman-anti-CD28 BD Biosciences, San Jose, CA, USA
mouse-antihuman-anti-CD4-APC Biolegend, San Diego, CA, USA
goat-antimouse-lgG Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,USA

3.1.3. Antagonisten, Agonisten, Inhibitoren

Suramin Calbiochem, Merck, Darmstadt, Deutschland
NF023 Tocris, Ballwin, MO, USA
5-BDBD Tocris, Ballwin, MO, USA
A438079 Tocris, Ballwin, MO, USA
Clopidogrel Tocris, Ballwin, MO, USA
NF157 Tocris, Ballwin, MO, USA
H89 Tocris, Ballwin, MO, USA
CGS21860 Tocris, Ballwin, MO, USA

PSBO777 Tocris, Ballwin, MO, USA
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CSC Tocris, Ballwin, MO, USA

3.1.4. Reagenzien fur die Herstellung von Puffern und Medien

RPMI-1640 ATCC, Manassas, VA, USA

complete RPMI:

10 % Fetales Rinderserum Gibco, Life Technologies, Grand Island, NY,
USA
100 pg/ml Streptomycin Gibco, Life Technologies, Grand Island, NY,
USA
100 U/ml Penicillin Gibco, Life Technologies, Grand Island, NY,
USA
RPMI-1640 ohne Phenolrot Gibco, Life Technologies, Grand Island, NY,
USA
HBSS Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,USA
Ficoll-Paque Plus GE Healthcare, Pittsburgh, PA, USA
FACS Flow BD Biosciences, San Jose, CA, USA

HyClone™ Water, Cell Culture Grade GE Healthcare Life Sciences, South Logan,

UT, USA
3.1.5. Sonstige Reagenzien
A23187 Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA
Perchlorsaure (PCA) Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA
K2POy Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA
ATP Determination Kit (A22066) Invitrogen, Life Technologies, Grand Island,
NY, USA

Humanes Fibronectin Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA
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Nunc Lab-tek Il chambered coverglass Nunc Lab-Tek, Rochester, NY, USA

(8-well Platte mit Glasboden)

Safe-Lock Eppendorf Tubes 1,5 mi

5 ml-Falcon-Rdhrchen

3.3. Gerate

FACSCalibur

Leica DMI6000B Mikroskop

Leica DFC365 FX Kamera

Leica EFW DAPI/FITC/TRITC/CY5

Filter-Set (# 11532564)

Mikroskoptischinkubator mit

Temperaturkontrolle
Mikrozentrifuge, Centrifuge 5414
Luminoskan

3.4. Software

BD Cellquest Pro

FlowJo 4.8

LeicalLAS Imaging Software
Luminoskan Ascent Software 2.6
ImageJ

SigmaPlot 11.0

Eppendorf, Danvers, MA, USA

BD Biosciences, San Jose, CA, USA

BD Biosciences, San Jose, CA, USA

Leica Microsystems, Wetzlar, Deutschland

Leica Microsystems, Wetzlar, Deutschland

Leica Microsystems, Wetzlar, Deutschland

Harvard Apparatus, Holliston, MA, USA

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Labsystems, Helsinki, Finnland

BD Biosciences, San Jose, CA, USA
FlowJo LLC, Ashland, OR, USA

Leica Microsystems, Wetzlar, Deutschland
Thermo Labsystems Inc., Beverly, MA, USA
NIH, Bethesda, MD, USA

SYSTAT Software, San Jose, CA, USA
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4. Methodik

4.1. Zellen und Zellkultur
4.1.1. Kultivierung von Jurkat-Zellen

Die menschliche T-Zelllinie Jurkat (Klon E6-1) wurde von der American Type Culture
Collection (ATCC, Manassas, VA, USA) bezogen. Die Kultivierung erfolgte in RPMI-
1640 Medium unter Zusatz von 10%-hitzeinaktiviertem fetalem Rinderserum,
100 pg/ml Streptomycin und 100 U/ml Penicillin bei 37°C und 5% CO; im CO.-
Inkubator. Die Zellzahl wurde im Bereich von 1 - 5 x 10° Zellen/ml konstant gehalten.

4.1.2. Patienten und gesunde Probanden

In diese Studie wurden 8 Patienten des Department of Emergency Medicine des
Beth Israel Deaconess Medical Center (BIDMC, Boston, MA, USA) mit den klinischen
Diagnosen "Sepsis”, "schwere Sepsis" oder "septischer Schock" eingeschlossen. Da
die experimentelle Phase der vorliegenden Arbeit im Jahr 2014 begann, richtete sich
die Diagnosestellung nach den Kriterien der ACCP/SCCM Konsensus-Konferenz von
1992 (s. Tabelle 2). Die Blutabnahme erfolgte 72 Stunden nach Diagnosestellung.
Patienten, die junger als 18 Jahre waren, schwanger waren oder immunsuppressive
Medikamente erhielten, wurden von der Studie ausgeschlossen. In Tabelle 3 findet
sich eine nahere Charakterisierung der Patienten. Fir die Kontrollmessungen wurde

Blut von freiwilligen, gesunden Spendern verwendet.

Die Studie wurde mit Genehmigung des Institutional Review Board des BIDMC
durchgefiihrt. Alle gesunden Probanden und alle Patienten oder deren nachste

Angehorige wurden eingehend aufgeklart und gaben ihr schriftliches Einverstandnis.
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Tabelle 2. Diagnosekriterien und Stadieneinteilung der Sepsis (nach [80]).

1. Klinischer oder mikrobiologischer Nachweis einer Infektion

2. Systemic inflammatory response syndrome (SIRS) (mind. 2 Kriterien)
- Fieber (> 38°C) oder Hypothermie (< 36°C)

- Leukozytose (> 12000/mmg), Leukopenie (< 4000/mm3) oder Linksverschiebung mit >
10% unreifen neutrophilen Granulozyten

- Tachykardie (HF > 90/min)
- Tachypnoe (AF > 20/min) oder Hyperventilation (PaCO; < 32 mmHg)

3. Akute Organdysfunktion

4. Arterielle Hypotension (RR syst. <90 mmHg bzw. MAD <70 mmHg) oder notwendiger
Vasopressoreinsatz

Differenzierung nach Schweregraden:
Sepsis: Kriterien 1 und 2
Schwere Sepsis: Kriterien 1, 2 und 3

Septischer Schock: Kriterien 1 und 2 sowie 4 flir mindestens 1 h

HF, Herzfrequenz; AF, Atemfrequenz; PaCO,, arterieller Kohlendioxidpartialdruck; RR, Blutdruck;
MAD, mittlerer arterieller Druck

Tabelle 3. Demographische Charakteristik der eingeschlossenen Patienten.

4 Alter Geschlecht Temperatur Sepsis- APACHE SOFA Verstorben
(Jahre) (°C) Stadium I Score Ja/Nein
1 51 w 39,3 Septischer 17 5 Nein
Schock
2 | 53 M 36,4 Septischer 17 6 Nein
Schock
Septischer
3 71 w 36,6 Schock 32 8 Ja
4 78 M 37,5 Sepsis 12 0 Nein
5 74 M 36,6 Septischer 20 5 Nein
Schock
6 41 W 37,1 Schwere Sepsis 5 3 Nein
7 79 M 36,6 Schwere Sepsis 17 5 Nein
8 39 M 37,3 Schwere Sepsis 6 1 Nein

M, méannlich; W, weiblich; SOFA Score, Sequential Organ Failure Assessment Score; APACHE I,
Acute Physiology And Chronic Health Evaluation Il
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4.1.3. Isolation von mononukledren Zellen des peripheren Blutes (peripheral

blood mononuclear cells, PBMCs)

PBMCs wurden aus heparinisiertem, venésem Vollblut von gesunden und septischen
Probanden isoliert. Dafir wurde 1 ml Blut im Verhaltnis 1:1 mit RPMI-1640 Medium
verdunnt. Diese Mischung wurde anschlie3end in einem 15 ml-Zentrifugenréhrchen
mit konischem Boden auf 2 ml Ficoll-Paque Plus geschichtet und 30 min zentrifugiert
(400 x g, Raumtemperatur). Dabei separierten sich die verschiedenen Zelltypen
aufgrund ihrer unterschiedlichen Dichte. Wahrend sich Erythrozyten und
Granulozyten am Boden des Zentrifugenrdhrchens ansammelten, verblieben die
PBMCs an der Grenze zwischen Ficoll- und Plasmaphase. Nach der Zentrifugation
wurde der PBMC-Ring nach Abhebung der ganz oben befindlichen Plasmaschicht
abpipettiert, dreimal mit RPMI-1640 Medium gewaschen (300 x g, 10 min) und in
RPMI-1640 Medium resuspendiert. Die Zellzahl wurde manuell mit einem

Hamozytometer bestimmt und auf 2,5 x 10° Zellen/ml eingestellt.
4.1.4. Separation humaner Leukozyten

Fur die Gewinnung von leukozytenreichem Plasma (LRP) wurden gesunden,
freiwilligen Probanden oder Patienten, auf die die oben genannten Kriterien zutrafen,
3-5 ml Blut durch Punktion der Vena cubitalis abgenommen und mit Heparin (10
I.E./ml) antikoaguliert. Unmittelbar anschliel3end wurden 3 ml Vollblut auf 3 ml Ficoll-
Pague Plus (Dichte: 1077 g/l) geschichtet und fir 20 — 35 min bei 37 °C im
Wasserbad inkubiert. Nach spontaner Sedimentation der Erythrozyten Uber den
diskontinuierlichen  Dichtegradienten  konnten die oberen 0,6 ml des
leukozytenreichen Uberstands abpippetiert werden. Das so gewonnene
leukozytenreiche Plasma (LRP) wurde direkt anschlieBend fur die weitere
Verarbeitung im Verhéltnis 1:10 in Hanks’ buffered salt solution (HBSS) suspendiert,

und fur 20 min bei 37 °C im vibrationsgeschitzten Wasserbad inkubiert.
4.2. Durchflusszytometrische Messungen

Die Messungen der Mitochondrienfunktion und zytosolische Ca®*-Messungen wurden
mit Hilfe eines Durchflusszytometers durchgefihrt, weshalb hier kurz auf die
allgemeinen Aspekte der durchflusszytometrischen Experimente eingegangen

werden soll.
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4.2.1. Prinzip der Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie ermdglicht die Registrierung und Analyse diverser
biochemischer und physikalischer Eigenschaften von Einzelzellen. Hierfur werden die
Zellen in einem Flussigkeitsstrom fokussiert und einzeln hintereinander durch einen
Laserstrahl geleitet. Das beim Kontakt mit dem Laserstrahl entstehende Fluoreszenz-
und Streulicht wird von verschiedenen Detektoren aufgefangen und ausgewertet.
Das sogenannte Vorwartsstreulicht (forward scatter, FSC) wird dabei axial zum
einfallenden Laserstrahl detektiert und hangt iberwiegend vom Zellvolumen ab. Das
rechtwinklig zum Laserstrahl registrierte Seitwartsstreulicht (side scatter, SSC) wird
hingegen hauptsachlich von der intrazellularen Granularitat sowie der Grof3e und
Struktur des Zellkerns beeinflusst. Ebenfalls orthogonal zum Laserstrahl wird das
Fluoreszenzlicht aufgenommen, das durch Lichtfilter, sogenannte Fluoreszenzkanéle
(FL1, FL2, FL3, FL4) in bestimmte Farbbereiche zerlegt wird. So ergibt sich fur jede
einzelne Zelle eine charakteristische Kombination aus optischen Signalen, die
anschlieBend am Computer dargestellt und ausgewertet werden kdénnen. Da sich die
einzelnen Leukozytensubpopulationen (Lymphozyten, Monozyten, Granulozyten) in
GroRRe und Granularitdt und damit auch in ihrem Signalmuster unterscheiden, kénnen
sie im SSC/FSC-Diagramm differenziert werden [81, 82]. Fur alle
durchflusszytometrischen Messungen wurde ein FACSCalibur (BD Biosciences, San
Jose, CA, USA) verwendet. Fir jede Zelle wurde Vorwarts- und Seitwartsstreuchlicht
sowie die jeweilige Fluoreszenz bestimmt. Die Messung von FSC und SSC erfolgte
mit linearer Verstarkung, die Fluoreszenzintensitaten wurden logarithmisch verstarkt

aufgenommen.
4.2.2. Auswertung der durchflusszytometrischen Messungen

Die FSC/SSC-Zweiparameterdarstellung ermoéglichte bei Experimenten mit
leukozytenreichem Plasma (LRP) die Identifizierung der Lymphozyten als mittelgro3e
Zellen mit niedriger Granularitat (Abb. 3 A). Die Subpopulation der CD4*-T-Zellen
wurde durch Antikérperfarbung identifiziert. Hierfir wurden die Zellen ftr 10 min mit
monoklonalen Anti-CD4-APC-Antikdrpern (1:1000) inkubiert. Im FL4/SSC Dotplot
konnten anschlielRend die Zellen mit positiver Anti-CD4-Farbung von der Gesamtzahl
der Lymphozyten abgeteilt und fir die weitere Auswerung mit einem Auswertefenster
(Gate) markiert werden (Abb. 3 B).
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Fur die Auswertung der Messungen mit Jurkat-Zellen wurde ein Gate auf die

Hauptpopulation gelegt (Abb. 3 C).

Fur die so ausgewahlten Zellpopulationen wurde anschliel3end die Verteilung der
Fluoreszenzintensitaten des jeweiligen Farbstoffs als Histogramm dargestellt und die

mittlere Fluoreszenzintensitat (MFI) bestimmt.
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Abbildung 3. Graphische Auswertung der durchflusszytometrischen Messungen. (A)
Darstellung aller  Zellen im FSC/SSC-Dotplot. Identifizierung und Gating der
Lymphozytensubpopulation anhand von GréRe und Granularitat. (B) Darstellung der in (A) markierten
Lymphozytenpopulation in FL4/SSC-Zweiparameterdarstellung. Das farbige Gate umschlie3t die
mittels Anti-CD4-APC-Antikérperfarbung identifizierten CD4'-Lymphozyten. (C) Auswertefenster um
die Jurkat-T-Zellen-Hauptpopulation. Bei allen Abbildungen handelt es sich um reprasentative
Beispiele. (D) FACS-Messungen in Boston.
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4.3. Bestimmung der mitochondrialen Aktivitat

Um eine unkontrollierte ATP-Freisetzung durch mechanische Stimulation oder
thermischen Stress auszuschlie3en, erfolgten alle Inkubationsschritte im
vibrationsgeschutzten und temperaturkontrollierten Wasserbad bei 37°C.

4.3.1. Messung der Mitochondrien-assoziierten Produktion von reaktiven
Sauerstoffspezies (ROS)

Unter dem Begriff ROS (reactive oxygen species) werden reaktive Formen des
Sauerstoffs wie Hyperoxidanion und H,O, zusammengefasst. In T-Zellen fallen ROS
unter physiologischen Bedingungen hauptsachlich als Nebenprodukt der oxidativen
Phosphorylierung an der inneren Mitochondrienmembran an [83]. Die Bildung von
mitochondriellen ROS kann mittels des Indikators Dihydrorhodamin-123 (DHR123)
gemessen werden [84]. DHR123 ist eine nicht fluoreszierende, ungeladene
Substanz, die frei durch die Zellmembran diffundiert und nach Aufnahme in die Zelle
von reaktiven Sauerstoffspezies zum grin fluoreszierenden, nur schlecht
membrangangigen Rhodamin-123 oxidiert wird. Da mit gesteigerter ATP-Produktion
mehr ROS und damit auch mehr Rhodamin-123 gebildet wird, kann die Rhodamin-
123-Fluoreszenzintensitat als indirektes Mal3 fir die Mitochondrienaktivitdt und
mitochondriale ATP-Produktion angesehen werden [85, 86]. Die Rhodamin-123-
Fluoreszenz wird im FL1-Kanal des Durchflusszytometers gemessen.

Fur die Messung der basalen mitochondrialen ATP-Produktion mittels Rhodamin-123
wurden Jurkat-Zellen oder leukozytenreiches Plasma von septischen bzw. gesunden
Probanden mit DHR123 (Jurkat-Zellen: 10 uM, LRP: 45 pM) fur 15 min bei 37 °C im
Wasserbad inkubiert. Um die Konversion von DHR123 zu Rhodamin-123 zu stoppen,
wurden die Proben nach Ablauf der Inkubationszeit auf Eis tberfuhrt und dort bis

zum Abschluss der durchflusszytometrischen Analyse gelagert.
4.3.2. Bestimmung des mitochondrialen Membranpotentials (Agn,)

AYn ist  der Unterschied im elektrischen Potential dber der inneren
Mitochondrienmembran, das fur die Aufrechterhaltung des fur die ATP-Produktion
notwendigen Protonengradienten wichtig ist. Veranderungen im Membranpotential
der Mitochondrien kdnnen mittels Tetramethylrhodaminethylester (TMRE) gemessen

werden. TMRE ist ein kationischer, rot-orange fluoreszierender Farbstoff, der sich in
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den negativ geladenen Mitochondrien proportional zu Ay, anreichert. Sinkt Ay, z.B.
aufgrund  einer  mitochondrialen  Schadigung oder einer verringerten
Mitochondrienaktivitat, akkumuliert auch weniger TMRE. Die daraus resultierende
schwachere Fluoreszenzintensitat kann mit dem Durchflusszytometer tUber den FL2-

Kanal detektiert werden [87].

Jurkat-T-Zellen sowie LRP von septischen Patienten oder gesunden Freiwilligen
wurden fur 15 min mit TMRE (Jurkat-Zellen: 30 nM; LRP: 100 nM) bei 37 °C im
Wasserbad inkubiert. Anschlieend erfolgte sofort die durchflusszytometrische

Messung.

4.4. Charakterisierung des Einflusses purinerger Rezeptoren auf die basale

mitochondriale Aktivitat unstimulierter CD4"-T-Zellen
4.4.1. Behandlung mit P2X- und P2Y-Inhibitoren

Der Effekt einer Inhibition von P2-Purinorezeptoren auf die mitochondriale Aktivitat
wurde an Jurkat-T-Zellen und primaren CD4"-T-Zellen untersucht. Jurkat-Zellen
wurden in einer Konzentration von 5x10°/ml fur 20 min bei 37°C im
vibrationsgeschitzten Wasserbad inkubiert. LRP wurde im Verhaltnis 1:10 mit HBSS
verdinnt, mit Anti-CD4-APC-Antikorpern in einer Konzentration von 1:1000 gefarbt
und far 20 min inkubiert. AnschlieBend erfolgte die Zugabe der P2X/P2Y-
Antagonisten (s. Tab. 4) in den jeweils angegebenen Konzentrationen. In jeder

Versuchsreihe wurden unbehandelte Proben als Negativkontrollen mitgefuhrt.

Nach weiteren 15 min Inkubationszeit wurde - wie unter Punkt 4.3.1. und 4.3.2.
beschrieben - als Fluoreszenzfarbstoff DHR123 oder TMRE zugegeben. Nach 15
min erfolgte die durchflusszytometrische Analyse. Das Endvolumen pro Ansatz
betrug in den Experimenten mit Jurkat-Zellen 220 pl, in den Messungen mit priméren
T-Zellen 200 pl. Tabelle 4 gibt eine Ubersicht iiber das experimentelle Vorgehen.
Eine Aufzéhlung der verwendeten Reagenzien findet sich in Tabelle 5.

4.4.2. Behandlung mit Adenosinrezeptoragonisten und -antagonisten

Der Effekt einer Stimulation oder Inhibition von A2A-Rezeptoren auf die basale
Mitochondrienaktivitdat wurde analog zu 4.4.1. untersucht. Das Vorgehen ist in
Tabelle 4 dargestellt. Eine Aufzahlung der verwendeten Reagenzien findet sich in
Tabelle 5.



Seite 29

Tabelle 4. Inkubationsschema zur Bestimmung der basalen mitochondrialen

Aktivitait von CD4'-T-Lymphozyten in Abhéangigkeit von verschiedenen

Purinorezeptoren.

Inkubation Inkubation | Zugabe von | Inkubation
DHR: 10 uM
Jurkat-T-Zellen | 5x1075/ml Zugabe .
37°C v%n 37°C TMRE: 37°C )
o 30nM Uberfiihrung
. . Inhibitoren, | . . . .
isolation . isolation isolation und
Agonisten
table table table Lagerung
1:10in oder DHR: 45 UM auf Eis
HBSS; 20 min (Q/Iecillulrln) 15 min oM 15 min
i i ontrolle
LRP Anti-CD4 TMRE:
APC-AK 100 NM
(1:1000)

LRP, leukozytenreiches Plasma; AK, Antikdrper; isolation table, vibrationsgeschitztes Wasserbad

Tabelle 5. Verwendete Antagonisten/Agonisten

Antagonist/Agonist Beschreibung
Suramin unspezifischer P2-Rezeptorantagonist
NF023 P2X1-Rezeptorantagonist
5-BDBD P2X4-Rezeptorantagonist
A438079 P2X7-Rezeptorantagonist
NF157 P2X1-/P2Y11-Rezeptorantagonist
NF340 P2Y11-Rezeptorantagonist
Clopidogrel P2Y12-Rezeptorantagonist
CGS21680 A2A-Rezeptoragonist
PSBO777 A2A-Rezeptoragonist
CsC A2A-Rezeptorantagonist
H89 PKA-Inhibitor
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4.5. Messung der mitochondrialen ROS-Produktion mit dem

Fluoreszenzmikroskop

8-well-Platten mit Glasboden (Nunc Lab-Tek Il chambered coverglass) wurden fur 30
Minuten bei Raumtemperatur mit humanem Fibronektin (40 pg/ml) beschichtet und
anschlieBend dreimal mit HBSS gewaschen. Jurkatzellen (4x10°/ml) wurden in die
wells gegeben und fir 10 min bei 37°C und 5% CO, inkubiert. Nicht adharente Zellen
wurden daraufhin vorsichtig mit RPMI-Medium ohne Phenolrot weggewaschen. Nach
einer 20-minutigen Inkubation bei 37°C und 5% CO; wurden die Zellen mit 200 uM
Suramin behandelt oder unbehandelt belassen (Kontrolle) und fur 15 min inkubiert.
Anschlieend erfolgte die Farbung durch 20-minitige Inkubation mit dem
Fluoreszenzfarbstoff DHR123 (10 uM). Die DHR123-Fluoreszenz wurde mit einem
inversen Leica DMI6000B Fluoreszenzmikroskop unter Verwendung eines FITC-
Filtersets (EFW Excitation FITC-Filter-Set; BP: 490/20 nm; dichroic mirror 505 nm;
EFW Emission: 525/36 nm) analysiert. Hellfeld- bzw. Fluoreszenzbilder wurden mit
einer Leica DFC365 FX-Kamera durch ein 100x Ol-Immersionsobjektiv (NA 1.4)
aufgenommen. Die Auswertung erfolgte mit ImageJ (NIH). Der Einsatz eines
Mikroskoptischinkubators garantierte eine konstante Temperatur von 37°C wahrend

des gesamten Experiments.
4.6. Vergleich von septischen und gesunden CD4"-T-Lymphozyten
4.6.1. Bestimmung der basalen Mitochondrienaktivitat

Die Messung der basalen mitochondrialen Aktivitdt von CD4"-T-Zellen erfolgte wie
unter 4.3. beschrieben durch Inkubation von Sepsis- bzw. Kontroll-LRP mit DHR123

oder TMRE und die anschlie3ende Analyse mit dem Durchflusszytometer (s. 4.2.2.).
4.6.2. Messung von intrazellularem Calcium mit Fluo-4 AM

Fluo-4 Acetoxymethylester (Fluo-4 AM) ist ein grin fluoreszierender Calcium-
Indikator, mit dem sich relative Veranderungen der intrazellularen
Calciumkonzentration bestimmen lassen. Die AM-Ester-Form verhindert eine
Bindung von Ca®* und sorgt fiir eine hohe Zellmembrangangigkeit. Im
Intrazellularraum spalten Esterasen die Esterbindung, sodass der Farbstoff die Zelle
einerseits nicht mehr verlassen kann, andererseits die Bindung von Ca?* mdglich

wird. Bei Bindung von Ca*" steigt die Fluoreszenzemission des Farbstoffs. Der
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entstehende Intensitatsunterschied kann durchflusszytometrisch im FL1-Kanal

detektiert und quantifiziert werden [88].

Das aus dem heparinisierten Vollblut von septischen Patienten oder gesunden
Kontroll-Probanden gewonnene LRP wurde fur 40 min bei 37 °C mit Fluo-4 AM
(5 uM) geladen. Nach Ablauf der Inkubationszeit erfolgte in einer insgesamt
funfminitigen Echtzeitmessung die durchflusszytometrische Bestimmung der Fluo-4
AM - Fluoreszenzintensitat als Mald fur die Calcium-Antwort nach Stimulation mit
Anti-CD3/Anti-CD28-Antikdrpern (0.5 pg/ml, Zugabe unmittelbar vor Beginn der
Messung) und Cross-linking durch anti-Maus-1gG-Antikérpern (1:1000, Zugabe nach
30 Sekunden). Als Kontrolle fir das maximale Fluoreszenzsignal wurde 1 min vor
Ende der Messung das Kalzium-lonophor A23187 (50 pM) zugegeben. Das
Endvolumen betrug pro Ansatz 400 pl.

4.6.3. Bestimmung von intrazellularem ATP mit dem Luciferin-Luciferase-Assay

Mit Hilfe des Luciferin-Luciferase-Assays kann die ATP-Konzentration in Zelllysaten
oder Zellkulturiiberstanden durch Messung der Biolumineszenz bestimmt werden.
Das Enzym Luciferase katalysiert die Oxidation von Luciferin zum Licht-emittierenden
Biolumineszenz-Produkt Oxyluciferin unter der Verwendung von ATP als Co-
Substrat. Die Intensitéat der entstehenden Biolumineszenz ist dabei direkt proportional
zur ATP-Konzentration in der Probe.

PBMCs wurden unmittelbar nach ihrer Isolierung (s. 4.1.3.) auf eine Konzentration
von 0,5x10° Zellen in 200 pl RPMI-1640 Medium eingestellt und in flissigem
Stickstoff gefroren. Die Proben wurden anschlielend auf Eis aufgetaut und zur
Proteindenaturierung sofort mit 0.4 M PCA (Perchlorsaure) versetzt, um eine ATP-
Hydrolyse durch Ektonukleotidasen zu verhindern. AnschlieRend erfolgte das
Aufbrechen der Zellen mit einem Ultraschall-Homogenisator (10 Pulse, fur jeweils
1s). Das Zelllysat wurde anschlieend fir 10 min bei 16000x g und 0°C
zentrifugiert. 50 pl des Uberstands wurden zur PCA-Neutralisierung mit 400 mM
K2HPO, (Dikaliumhydrogenphosphat) vermischt und nochmals zentrifugiert (10 min,
16000 x g, 0 °C). 2 pl des Uberstands wurden im Verhéltnis 1:100 mit gereinigtem
Zell-Kultur-Wasser verdinnt und sofort mit dem ATP Determination KIT (Invitrogen

Molecular Probes) nach Angaben des Herstellers analysiert. Die ATP-Konzentration



Seite 32

in den Proben wurde mit Hilfe einer ATP-Standard-Kurve bestimmt. Die Umrechnung

in mM pro Zelle erfolgte unter Annahme eines Zellvolumens von 190 fl [89].
4.7. Statistische Auswertung

Sofern nicht anders vermerkt, sind die Ergebnisse als Mittelwert =+
Standardabweichung (SD, standard deviation) von n = 3 Experimenten angegeben.
Die Prifung auf statistische Signifikanz erfolgte mit dem T-Test fur verbundene und

unverbundene Stichproben. Das Signifikanzniveau wurde auf 0,05 festgelegt.
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5. Ergebnisse

T-Zellen reagieren auf die Prasentation ihres spezifischen Antigens durch eine
antigenprasentierende Zelle mit der Bildung einer immunologischen Synapse und der
Freisetzung von ATP in den synaptischen Spalt [48, 49, 63, 64]. Das ATP wird
hauptsachlich uber die mitochondriale Atmungskette gebildet und spielt eine
tragende Rolle bei der Regulation der T-Zelleffektorfunktionen durch autokrine
purinerge Signaltransduktion, die auch die mitochondriale Aktivitdt im Sinne eines
positiven Feedbacks weiter erhoht [69, 76]. Ruhende, unstimulierte Lymphozyten
setzen ebenfalls kontinuierlich ATP frei [77]. Jedoch ist bisher nicht geklart, ob
autokrines Purinergic Signaling auch bei unstimulierten T-Zellen zur Regulation der

Mitochondrienaktivitat beitragt bzw. welche Rezeptoren daran beteiligt sind.

5.1. Einfluss von P2-Rezeptoren auf die basale mitochondriale Aktivitat
unstimulierter CD4"-T-Zellen

Um eine mogliche Beeinflussung der basalen mitochondrialen Aktivitat durch
purinerge Signallibertragung am P2X- bzw. P2Y-Rezeptor zu testen, wurden
unstimulierte CD4*-T-Zellen und Jurkat-T-Zellen mit P2-Purinorezeptor-Antagonisten
behandelt. AnschlieRend erfolgte die Messung der Mitochondrienaktivitat mit Hilfe
der Fluoreszenzfarbstoffe DHR123 oder TMRE.

5.1.1. Reduktion der basalen Mitochondrienaktivitat durch unspezifische P2-
Rezeptorblockade - Fluoreszenzmikroskopische Messung

Um zu verifizieren, dass DHR123 uberwiegend die Mitochondrien anfarbt, wurden
Jurkat-Zellen mit DHR123 inkubiert und mit dem Fluoreszenzmikroskop analysiert.
Dabei zeigte sich eine mitochondrientypische Anfarbung (Abb. 4 A). Eine
Behandlung mit dem unspezifischen P2-Rezeptorantagonisten Suramin fihrte zu
einer deutlichen Verringerung des Fluoreszenzsignals in Mitochondrien und zu einer
Abnahme der Hintergrundfluoreszenz bei mikroskopisch weiterhin intakten
Zellstrukturen, was auf eine verringerte Rhodaminl123-Bildung und -Freisetzung
schlieBen lasst (Abb.4 AundB). Insgesamt reduzierte sich die mit der
Mikroskopkamera als Grauwert detektierte Fluoreszenzintensitat in den mit Suramin
behandelten Zellen um 47% (p<0,001).
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Abbildung 4. Eine Blockade der P2-Rezeptoren mit Suramin verringert die basale ROS-
Produktion in Jurkat-T-Zellen. (A) Jurkat-T-Zellen wurden fir 15 min mit 200 uM Suramin behandelt
oder unter Kontrollbedingungen inkubiert. Die mitochondriale ROS-Produktion wurde mit DHR123
gemessen und mit dem Fluoreszenz-Mikroskop detektiert. Die Abbildung zeigt reprasentative
Fluoreszenz- bzw. Hellfeld-Bilder nach 20 min Inkubation mit DHR123. Deutlich zu erkennen ist die
kraftige Anfarbung der Mitochondrien sowie die stark verminderte Rhodaminl23-Bildung
(Mitochondrien) und -Freisetzung (Hintergrund) in den mit Suramin behandelten Zellen. (B)
Statistische Auswertung der Mikroskopbilder. Dargestellt sind die durchschnittlichen Grauwerte von
n=20 (Kontrolle) bzw. n=18 Zellen (Suramin) + SD; ***p<0.001.

5.1.2. Reduktion der basalen Mitochondrienaktividt durch unspezifische P2-
Rezeptorblockade - Durchflusszytometrische Messung

In Ubereinstimmung mit den unter dem Fluoreszenzmikroskop beobachteten
Ergebnissen zeigte sich bei der durchflusszytometrischen Messung sowohl in
primaren CD4'-Zellen als auch in Jurkat-T-Zellen eine deutliche Reduktion der
mitochondrialen Aktivitdt nach unspezifischer Inhibierung der P2-Rezeptoren mit
200 uM Suramin. Dabei fiihrte die Inkubation mit Suramin nicht zu einer Anderung
von GrolRe und Granularitat der Zellen, was in der FSC/SSC-Darstellung Uberprift
wurde (Abb. 5 A - D). Von den mit Suramin behandelten primaren CD4" T-Zellen
wiesen nur 13.3% eine so hohe basale Mitochondrienaktivitat auf, wie sie in 86,2 %
der unbehandelten Kontrollzellen zu finden war (Abb. 5 E). Ein &hnliches Bild ergab
sich mit Jurkat-Zellen. Hier zeigten etwa 84,6 % der unbehandelten gegentber
16,8 % der mit Suramin inkubierten Zellen eine hohe Mitochondrienaktivitat (Abb. 5
F).
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Abbildung 5. Einfluss einer Antagonisierung von P2-Rezeptoren mit Suramin auf die
mitochondriale Aktivitat von primaren CD4"-T-Zellen und Jurkat-T-Zellen. (A - D) Reprasentative
FSC/SSC-Diagramme von primaren CD4*-Zellen (A, B) oder Jurkat Zellen (C, D), die unbehandelt
belassen (A, C) oder fur 15 min mit 200 uM Suramin inkubiert wurden (B, D). (E,F)
Histogrammdarstellung der DHR-Fluoreszenz in primaren CD4"-Zellen (E) und Jurkat-Zellen (F). Die
Gating-Strategie zur Identifikation von Zellen mit hoher basaler Mitochondrienaktivitat ist durch die
gestrichelte Linie angezeigt. Die Prozentzahlen beziehen sich auf die jeweilige Anzahl von Zellen in
diesem Gate (schwarz: Kontrolle, rot: +Suramin). Der griine Graph représentiert die Autofluoreszenz
von ungeférbten Zellen.
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Im né&chsten Schritt wurde untersucht, ob in unstimulierten T-Zellen eine Dosis-
Wirkungsbeziehung zwischen Suraminkonzentration und Reduktion der basalen
mitochondrialen Aktivitat vorliegt. Hierfir wurden die Zellen mit Suramin in
aufsteigenden Konzentrationen inkubiert, mit DHR123 oder TMRE gefarbt und die
mittlere  Fluoreszenzintensitdt (MFI) durchflusszytometrisch bestimmt. Eine
Inkubation mit Suramin verringerte die mitochondriale ROS-Produktion in primaren
CD4"-Zellen konzentrationsabhangig um bis zu 50 % (p<0,001; Abb. 6 A und C). Das
mit TMRE quantifizierte mitochondriale Membranpotential nahm durch 200 uM
Suramin um 39 % ab (p<0,001; Abb. 6 B und D).

In  Jurkat-T-Zellen zeigte sich ein ahnlicher Effekt. Das mitochondriale
Membranpotential erreichte seinen niedrigsten Wert bei einer Suramin-Konzentration
von 200 pM (p<0,001; Abb. 7 B und D). Der maximal-suppressive Effekt auf die
DHR123-Fluoreszenz wurde ebenfalls mit einer Suramin-Konzentration von 200 uM
erreicht. Das DHR123-Signal entsprach hier etwa 53 % des Signals der Kontrolle
(p<0,001; Abb. 7 A und C). Dieses Ergebnis befindet sich in guter Ubereinstimmung
mit dem fluoreszenzmikroskopisch bestimmten Wert.



Seite 37

250 250
] B ungefirbt B ungefarbt
1 Bl + Suramin 1 B +Suramin
200 g B Kontrolle Hl Kontrolle
150
o ] ]
o ] ]
# -
100
50
0 ] 6"!""' 1' "l""[2 v "l""|3 . "l""4 ]
10 10 10 10 10 ! 4
FL1-H: FL1 DHR FL2-H: FL2 TMRE
. + e +
C primare CD4 -Zellen D primare CD4 -Zellen
35 - 60 -
30 -
50 -
T =
= 25 - o
m S
N L 40 N
% 20 ’ %* Kk =
a =
*kk 30 -
15 4
10 1 | I 1 1 20 | I I 1 ]
0 10 100 200 500 0 10 100 200 500
Suramin (uM) Suramin (uM)

Abbildung 6. Einfluss einer Antagonisierung von P2-Rezeptoren mit Suramin auf die
mitochondriale Aktivitdt unstimulierter, priméarer CD4+-T-Zellen. (A,B) Reprasentative
Histogramme von CD4+-Zellen, die mit Suramin behandelt (rot) oder unbehandelt belassen wurden
(schwarz, Kontrolle) und mit DHR123 (A) oder TMRE (B) gefarbt wurden. Der grine Graph
reprasentiert jeweils die Eigenfluoreszenz von ungeféarbten Zellen. (C,D) CD4+-Zellen wurden fir
15 min mit Suramin in den angegebenen Konzentrationen behandelt oder unbehandelt belassen
(Kontrolle). Die mitochondriale ROS-Produktion (C) oder das mitochondriale Membranpotential (D)
wurden mit DHR123 (C) oder TMRE (D) durchflusszytometrisch bestimmt. Die Datenpunkte
reprasentieren Mittelwerte £ SD von n=3-6 Experimenten. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 vs. Kontrolle;
MFI, mittlere Fluoreszenzintensitat.
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mitochondriale Aktivitat unstimulierter Jurkat-T-Zellen. (A,B) Repréasentative Histogramme von
Jurkat-Zellen, die mit Suramin behandelt wurden (rot) oder unbehandelt belassen wurden (schwarz,
Kontrolle) und mit DHR123 (A) oder TMRE (B) gefarbt wurden. Der grine Graph reprasentiert jeweils
die Eigenfluoreszenz von ungefarbten Zellen. (C,D) Jurkat-T-Zellen wurden fir 15 min mit O - 200 pM
Suramin inkubiert und fur 15 min mit DHR123 (C) oder TMRE (D) gefarbt. Die mitochondriale ROS-
Produktion (C) bzw. das mitochondriale Membranpotential (D) wurden mit dem Durchflusszytometer
detektiert. Die Datenpunkte représentieren Mittelwerte + SD von n=3 Experimenten. ***p<0,001 vs.

Kontrolle; MFI, mittlere Fluoreszenzintensitat.
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5.2. Regulation der basalen mitochondrialen Aktivitat durch P2X-Rezeptoren

Die autokrine Signalwirkung des freigesetzten ATPs wird in T-Zellen vor allem Uber
die purinergen ATP-Rezeptoren P2X1, P2X4 und P2X7 vermittelt [48, 49, 63]. Da es
sich bei Suramin um einen unspezifischen P2-Rezeptorantagonisten handelt, wurde
im Folgenden genauer der spezifische Einfluss der einzelnen P2X-Rezeptoren auf

die basale Mitochondrienaktivitdt von unstimulierten T-Zellen untersucht.

5.2.1. Reduktion der basalen Mitochondrienaktivitdt durch P2X1-

Rezeptorblockade

Durch eine Antagonisierung des P2X1-Rezeptors mit dem kompetitiven Inhibitor
NF023 wurde die mitochondriale ROS- bzw. ATP-Produktion von primaren CD4"-
Zellen supprimiert. Der beobachtete Hemmeffekt zeigte dabei eine Abhangigkeit von
der verwendeten NF023-Konzentration. Bei einer Maximalkonzentration von 20 uM
NF023 reduzierte sich das DHR123-Signal um 28 % (p<0,01; Abb. 8 A).

In den Experimenten mit Jurkat-T-Zellen bestatigte sich dieses Ergebnis, jedoch
wirkte sich die Inhibition des P2X1-Rezeptors erst ab einer NFO23-Konzentration von
10 uM auf die basale mitochondriale Aktivitat der Zellen aus. Diese Konzentration
fuhrte zu einer Verringerung der DHR123-Fluoreszenz um 14 % (p<0,001).
Gleichzeitig war damit der Maximaleffekt erreicht, eine Konzentrationssteigerung auf
20 uM zeigte keine hohere Hemmwirkung (13 %, p<0,05; Abb. 8 B).
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Abbildung 8. Einfluss einer Antagonisierung des P2X1-Rezeptors mit NF023 auf die basale
mitochondriale Aktivitat unstimulierter T-Zellen. CD4"-T-Zellen (A) und Jurkat-T-Zellen (B) wurden
fir 15 min mit NFO23 behandelt oder unbehandelt belassen (Kontrolle) und anschliel3end mit DHR123
gefarbt. Die mitochondriale ROS-Produktion als Marker fir die Mitochondrienaktivitat wurde im FACS
gemessen. Die Identifizierung von CD4"-T-Zellen erfolgte durch FSC/SSC-Darstellung und Anti-CD4-
APC-Antikorperfarbung. Die Datenpunkte reprasentieren Mittelwerte + SD von n=3-10 Experimenten
und sind in % der Kontrollaktivitat unbehandelter Zellen ausgedriickt, wobei 0% der ROS-Produktion
Suramin-behandelter (200 uM) Zellen entspricht. *p<0,05, **p<0,01, **p<0,001 vs. Kontrolle. MFI,
mittlere Fluoreszenzintensitat.
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Ahnliche Ergebnisse wurden mit dem hochpotenten P2X1-Rezeptorantagonisten
NF157 erzielt. Eine Behandlung mit NF157 fiihrte bei primaren CD4"-Zellen zu einer
deutlichen konzentrationsabhangigen Abnahme der mitochondrialen Aktivitat. Im
Vergleich zur unbehandelten Kontrolle nahm die DHR123-Fluoreszenz in mit 20 uM
NF157 behandelten Proben um 37 % ab (p<0,001; Abb. 9 A).

Die P2X1-Rezeptorblockade mit NF175 beeintrachtigte auch in Jurkat-T-Zellen die
basale Mitochondrienaktivitat. Analog zu primaren CD4"-Zellen wurde in den Jurkat-
T-Zellen, die mit der HOochstkonzentration von 20 uM NF157 vorbehandelt worden
waren, die niedrigste mitochondriale ROS-Produktion gemessen. Das DHR123-
Signal betrug hier nur noch 42 % verglichen mit der O puM-Kontrolle (p<0,01;
Abb. 9 B).
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Abbildung 9. Einfluss einer Blockade des P2X1-Rezeptors mit NF157 auf die basale
Mitochondrienaktivitat unstimulierter T-Zellen. CD4"-T-Zellen (A) und Jurkat-T-Zellen (B) wurden
fur 15 min mit NF157 behandelt oder unbehandelt belassen (Kontrolle) und anschlie3end mit DHR123
gefarbt. Die mitochondriale ROS-Produktion als Marker fir die Mitochondrienaktivitat wurde
durchflusszytometrisch bestimmt. Die Identifizierung von CD4"-T-Zellen erfolgte durch FSC/SSC-
Darstellung und Anti-CD4-APC-Antikorperfarbung. Die Datenpunkte reprasentieren Mittelwerte + SD
von n=3-8 Experimenten und sind in % der Kontrollaktivitat unbehandelter Zellen ausgedriickt, wobei
0% der ROS-Produktion Suramin-behandelter (200 pM) Zellen entspricht. **p<0,01, ***p<0,001 vs.
Kontrolle. MFI, mittlere Fluoreszenzintensitét.
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5.2.2. Unabhangigkeit der basalen mitochondrialen Aktivitat von P2X4-
Rezeptorstimulation

Eine Antagonisierung des P2X4-Rezeptors mit 5-BDBD hatte weder in priméren
CD4"-Zellen noch in Jurkat-T-Zellen einen signifikanten Effekt auf die mit DHR123
gemessene Mitochondrienaktivitat (Abb. 10 A und B).
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Abbildung 10. Einfluss einer Blockade des P2X4-Rezeptors mit 5-BDBD auf die basale
Mitochondrienaktivitat. CD4"-Zellen (A) und Jurkat-T-Zellen (B) wurden fir 15 min mit 5-BDBD
behandelt oder unbehandelt belassen (Kontrolle) und anschlieBend mit DHR123 gefarbt. Die
mitochondriale ROS-Produktion als Marker  fur  die Mitochondrienaktivitat ~ wurde
durchflusszytometrisch bestimmt. Die ldentifizierung von CD4"-T-Zellen erfolgte durch FSC/SSC-
Darstellung und Anti-CD4-APC-Antikdrperfarbung. Die Datenpunkte reprasentieren Mittelwerte + SD
von n=3-6 Experimenten und sind in % der Kontrollaktivitdt unbehandelter Zellen ausgedriickt, wobei
0% der ROS-Produktion Suramin-behandelter (200 pM) Zellen entspricht. MFI, mittlere
Fluoreszenzintensitat.
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5.2.3. Einfluss von P2X7-Rezeptoren auf die basale Mitochondrienaktiviat

Primare CD4"-Zellen, die mit dem spezifischen P2X7-Antagonisten A438079 in den
Konzentrationen 10 uM, 20 pM und 30 pM behandelt worden waren, unterschieden
sich in ihrer mitochondrialen Basis-Aktivitat nicht von unbehandelten Kontrollzellen
(Abb. 11 A).

Hingegen induzierte die P2X7-Blockade in Jurkat-T-Zellen konzentrationsabhangig
eine Suppression der mitochondrialen Aktivitat. Entsprechend wurde in Jurkat-Zellen,
die mit 30 uM A438079 inkubiert worden waren, das niedrigste DHR123-Signal
detektiert. Es entsprach 69 % der unbehandelten Kontrolle (p<0,001; Abb. 11 B).
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Abbildung 11. Einfluss einer Blockade des P2X7-Rezeptors mit A438079 auf die basale
Mitochondrienaktivitat. CD4"-T-Zellen (A) und Jurkat-T-Zellen (B) wurden fir 15 min mit A438079
behandelt oder unbehandelt belassen (Kontrolle) und anschlieBend mit DHR123 gefarbt. Die
mitochondriale ROS-Produktion als Marker  fur  die Mitochondrienaktivitat  wurde
durchflusszytometrisch bestimmt. Die Identifizierung von CD4"-T-Zellen erfolgte durch FSC/SSC-
Darstellung und Anti-CD4-APC-Antikdrperfarbung. Die Datenpunkte reprasentieren Mittelwerte + SD
von n=3-8 Experimenten und sind in % der Kontrollaktivitat unbehandelter Zellen ausgedriickt, wobei
0% der ROS-Produktion Suramin-behandelter (200 pM) Zellen entspricht. **p<0,01, ***p<0,001 vs.
Kontrolle. MFI, mittlere Fluoreszenzintensitat.
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5.3. Regulation der basalen Mitochondrienaktivitat durch P2Y11 und P2Y12

Im Folgenden wurde der spezifische Einfluss von P2Y11- und P2Y12-Rezeptoren auf

die basale Mitochondrienaktivitat von unstimulierten T-Zellen untersucht.

5.3.1. Negative Regulation der basalen Mitochondrienaktiviat durch P2Y11-
Rezeptoren

NF157 ist nicht nur ein potenter Inhibitor von P2X1-, sondern auch von P2Y11-
Rezeptoren [90]. Um zu uberprufen, inwieweit der oben (5.2.1.) beschriebene
Hemmeffekt in Zellen, die mit NF157 behandelt wurden, auf eine Blockade von
P2Y11-Rezeptoren zurlickzufihren ist, wurden die Experimente mit dem

spezifischen P2Y11-Antagonisten NF340 wiederholt.

Die Behandlung mit NF340 filhrte sowohl bei primaren CD4"-Zellen als auch bei
Jurkat-T-Zellen zu einer Steigerung der mitochondrialen ROS-Produktion. Wahrend
sich bei primaren Zellen jedoch lediglich ein Trend zu einer gesteigerten
mitochondrialen Aktivitat zeigen liel3 (Abb. 12 A), war die ROS-Produktion in Jurkat-
T-Zellen deutlich und signifikant erhoht (Abb. 12 B). Von den verwendeten
Konzentrationen 1 puM, 10 uM und 20 uM zeigte sich bei 10 uM jeweils der starkste
Effekt. Die Mitochondrienaktivitat unstimulierter primarer CD4*-Zellen nahm hier um
15 % zu. Die ROS-Produktion von Jurkat-T-Zellen erhéhte sich um 127 % (p<0,05).



Seite 45

A B

primare CD4*-Zellen Jurkat-T-Zellen
300 -+
* o
% 120 - = *
5 5
() )
© ©
R e
5 80 - o5 190 1 -
E S
: :
5 % 100 -
60 -
T T T 1 50 T T T T
0 1 10 20 0 1 10 20
NF340 (uM) NF340 (uM)

Abbildung 12. Einfluss einer Blockade des P2Y11-Rezeptors mit NF340 auf die basale
Mitochondrienaktivitat unstimulierter T-Zellen. CD4"-T-Zellen (A) und Jurkat-T-Zellen (B) wurden
fur 15 min mit NF340 behandelt oder unbehandelt belassen (Kontrolle) und anschlie3end mit DHR123
geféarbt. Die mitochondriale ROS-Produktion als Marker fir die Mitochondrienaktivitat wurde
durchflusszytometrisch bestimmt. Die Identifizierung von CD4"-T-Zellen erfolgte durch FSC/SSC-
Darstellung und Anti-CD4-APC-Antikorperfarbung. Die Datenpunkte représentieren Mittelwerte + SD
von n=3 Experimenten und sind in % der Kontrollaktivitdt unbehandelter Zellen ausgedrickt, wobei
0% der ROS-Produktion Suramin-behandelter (200 uM) Zellen entspricht. *p<0,05. MFI, mittlere
Fluoreszenzintensitat.

5.3.2. Steigerung der basalen Mitochondrienaktivitat durch P2Y12

Freigesetztes ATP wird im Extrazellularraum durch Ektonukleotidasen zu ADP, AMP
und Adenosin hydrolysiert [54, 91]. Im Folgenden wurde der Einfluss von ADP als
Ligand am P2Y12-Rezeptor auf die mitochondriale Aktivitdt von ruhenden T-Zellen

untersucht.

In CD4%-Zellen wurde die mitochondriale ATP-Produktion durch den P2Y12-
Rezeptorantagonisten Clopidogrel nicht beeinflusst. Es zeigte sich weder flur niedrige
noch fir hohe Konzentrationen eine signifikante Anderung des DHR123-Signals
(Abb. 13 A).
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In Jurkat-T-Zellen fuhrte hingegen schon eine Konzentration von 500 nM Clopidogrel
zu einer um 15 % verminderten Rhodamin123-Bildung (p<0,05). Der Maximaleffekt
zeigte sich bei einer Clopidogrel-Konzentration von 20 uM und lag bei 22 % (p<0,05;
Abb. 13 B).
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Abbildung 13. Einfluss einer Blockade des P2Y12-Rezeptors mit Clopidogrel auf die basale
Mitochondrienaktivitat. CD4"-T-Zellen (A) und Jurkat-T-Zellen (B) wurden fiir 15 min mit Clopidogrel
behandelt oder unbehandelt belassen (Kontrolle) und anschlieBend mit DHR123 gefarbt. Die
mitochondriale ROS-Produktion wurde durchflusszytometrisch bestimmt. Die Identifizierung von CD4"-
T-Zellen erfolgte durch FSC/SSC-Darstellung und Anti-CD4-APC-Antikorperfarbung. Die Datenpunkte
reprasentieren Mittelwerte + SD von n=3-6 Experimenten und sind in % der Kontrollaktivitat
unbehandelter Zellen ausgedriickt, wobei 0% der ROS-Produktion Suramin-behandelter (200 uM)
Zellen entspricht. **p<0,01, ***p<0,001 vs. Kontrolle. MFI, mittlere Fluoreszenzintensitéat.
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5.4. Suppression der basalen mitochondrialen Aktivitat durch Adenosin

Die Wirkung von Adenosin wird in T-Zellen hauptsachlich Gber den A2A-Rezeptor
und die nachgeschaltete Signalibertragung via cAMP und die Proteinkinase A (PKA)
vermittelt [92]. Um den Effekt von Adenosin auf die basale mitochondriale Aktivitat zu
untersuchen, wurden unstimulierte CD4"-T-Zellen daher mit A2A-Agonisten und
einem A2A-Antagonisten behandelt. Der Einfluss der Adenosin-abhangigen
Proteinkinase A auf die mitochondriale ROS-Produktion bzw. das mitochondriale
Membranpotential wurde untersucht, indem die Zellen mit dem PKA-Inhibitor H89
inkubiert wurden. Die Bestimmung der Mitochondrienaktivitat erfolgte anschlie3end
durchflusszytometrisch mit Hilfe der Fluoreszenzfarbstoffe DHR123 oder TMRE.

5.4.1. Reduktion der basalen Mitochondrienaktivitat durch Stimulation des
A2A-Rezeptors

Eine Inkubation von unstimulierten CD4*-Zellen mit den A2A-Rezeptoragonisten
CGS21680 oder PSBO777 fuhrte zu einer Abnahme der Dbasalen
Mitochondrienaktivitat (Abb. 14 A). Dabei zeigte sich fir beide Inhibitoren ein
analoger Effekt. FUr die verwendeten Konzentrationen (5 uM, 8 uM, 10 uM) konnte
keine Dosis-Wirkungs-Beziehung erstellt werden. Die A2A-Agonisten reduzierten die
durchflusszytometrisch bestimmte DHR123-Fluoreszenz um durchschnittlich 19 %
(CGS21680) bzw. 15 % (PSB0O777).

Auch Jurkat-T-Zellen, die mit CGS2180 oder PSBO777 behandelt wurden, wiesen
eine signifikant supprimierte mitochondriale Aktivitat auf (Abb. 14 B). Der Hemmeffekt
trat wie bei den primaren CD4"-Zellen ab einer Konzentration von 5 pM auf und
zeigte keine Konzentrationsabhangigkeit. Die mitochondriale ROS-Produktion von
mit A2A-Agonisten behandelten Zellen betrug im Schnitt 80 % (CGS21680) bzw.
73 % (PSB0O777) von der ROS-Produktion unbehandelter Kontrollzellen.
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Abbildung 14. Einfluss der A2A-Agonisten CGS21680 und PSB0777 auf die basale
Mitochondrienaktivitat. CD4"-T-Zellen (A) und Jurkat-T-Zellen (B) wurden fir 15 min mit CGS
(schwarz) bzw. PSB (grau) behandelt oder unbehandelt belassen (Kontrolle) und anschlieRend mit
DHR123 gefarbt. Die mitochondriale ROS-Produktion wurde durchflusszytometrisch bestimmt. Die
Identifizierung von CD4'-T-Zellen erfolgte durch FSC/SSC-Darstellung und Anti-CD4-APC-
Antikorperfarbung. Die Datenpunkte reprasentieren Mittelwerte £+ SD von n=6 Experimenten
(dargestellt in % der Aktivitat unbehandelter Zellen, s.0.). *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 vs. Kontrolle.
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5.4.2. Steigerung der basalen Mitochondrienaktivitdt durch Blockade des A2A-
Rezeptors

Bei primaren CD4"-Zellen flhrte eine Blockade des A2A-Rezeptors mit dem A2A-
Antagonisten CSC zu einem Anstieg der basalen mitochondrialen Aktivitdt um 21 %
(p<0,05; Abb. 15 A).

Die basale Mitochondrienaktivitat von Jurkat-T-Zellen lie sich durch CSC hingegen
nicht signifikant beeinflussen (Abb. 15 B).
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Abbildung 15. Einfluss des A2A-Antagonists CSC auf die basale Mitochondrienaktivitat
unstimulierter T-Zellen. CD4"'-T-Zellen (A) und Jurkat-T-Zellen (B) wurden fiir 15 min mit CSC
behandelt oder unbehandelt belassen (Kontrolle) und mit DHR123 gefarbt. Die mitochondriale ROS-
Produktion als Marker fir die Mitochondrienaktivitdt wurde durchflusszytometrisch bestimmt. Die
Identifizierung von CD4'-T-Zellen erfolgte durch FSC/SSC-Darstellung und Anti-CD4-APC-
Antikorperfarbung. Die Datenpunkte reprasentieren Mittelwerte £+ SD von n=3 Experimenten und sind
in % der Kontrollaktivitdt unbehandelter Zellen ausgedriickt, wobei 0% der ROS-Produktion Suramin-
behandelter (200 pM) Zellen entspricht. **p<0,01, ***p<0,001 vs. Kontrolle. MFI,  mittlere
Fluoreszenzintensitat.
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5.4.3. Steigerung der basalen Mitochondrienaktivitat durch Inhibition der

Proteinkinase A

Primare CD4"-Zellen, die mit dem selektiven PKA-Inhibitor H89 behandelt wurden,
zeigten eine signifikant hohere basale mitochondriale ROS-Produktion als die
unbehandelten Kontrollen. H89 induzierte konzentrationsabhéangig eine Zunahme der
DHR123-Fluoreszenz um bis zu 33 % (p<0,01; Abb. 16 A). Eine Inhibition der PKA
wirkte  sich  ebenfalls konzentrationsabhangig auf das mitochondriale
Membranpotential aus. In einer Konzentration von 10 pM bewirkte H89 eine
Steigerung des TMRE-Signals um das ca. 3,58-fache (p<0,01; Abb. 16 B).

In Jurkat-T-Zellen war der Effekt von H89 auf die basale Mitochondrienaktivitat
geringer. Wahrend die mitochondriale ROS-Produktion durch H89 nicht signifikant
beeinflusst wurde (Abb. 16 C), erhdhte sich die TMRE-Fluoreszenz als Messwert fir
das mitochondriale Membranpotential im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle um
maximal 50% (p<0,05; Abb. 16 D) und blieb damit deutlich unter dem Wert, der in

primaren CD4"-Zellen gemessen wurde.



Seite 51

A

primare CD4" -Zellen primare cD4™-Zellen

* %
140 4 ok 500 - *%
" i
= 120 | @
= O 400 A
S 100 - €
= 2
S gp 4 = 300 -
© ) Jo%k
o O
:“ 60 T BQ_ sk -
3 i 200 -
& 40 | x
O = 100 -
o0~
0 | L) I | 0 L ] L ]
0 1 5 10 0 1 5 10
H89 (uM) H89 (UM)
Jurkat-T-Zellen Jurkat-T-Zellen
180 - *
*
120 - 160 - i}
L)
5 100 - 2 140 -
5 € 120 -
X 80 - 2
o) . 100 A
© =
¥ 60 - < 80 -
o -
S 40 - i
T = 40 -
i_
O 20 A -
0 ] 1 L 1 O T L] T L]
0 1 5 10 0 05 1 5
H89 (uM) H89 (uM)

Abbildung 16. Einfluss einer Inhibition der Proteinkinase A mit H89 auf die mitochondriale
Aktivitat unstimulierter T-Zellen. (A,B) CD4"-T-Zellen wurden fiir 15 min mit H89 behandelt oder
unbehandelt belassen (Kontrolle). Die mitochondriale ROS-Produktion (A) oder das mitochondriale
Membranpotential (B) wurden mit DHR123 (A) oder TMRE (B) durchflusszytometrisch bestimmt. (C,D)
Jurkat-T-Zellen wurden fur 15 min mit den angegeben Konzentrationen H89 inkubiert und fur 15 min
mit DHR123 (C) oder TMRE (D) gefarbt. Die mitochondriale ROS-Produktion (C) bzw. das
mitochondriale Membranpotential (D) wurden mit dem Durchflusszytometer detektiert. Die
Datenpunkte reprasentieren Mittelwerte + SD von n=3-6 Experimenten (dargestellt in % der Aktivitat
unbehandelter Zellen). *p<0,05, **p<0,01 vs. Kontrolle; MFI, mittlere Fluoreszenzintensitat.
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5.5. Beeintrachtigungen von basaler Mitochondrienaktivitdt und Calcium-

Signaling in CD4"-T-Zellen von Sepsispatienten

Im Folgenden wurde untersucht, ob eine Stérung des basalen Regelkreises aus
autokriner purinerger Signaltransduktion, Calcium-Signal und mitochondrialer ATP-
bzw. ROS-Produktion an der Ausbildung der T-Zellparalyse in der Sepsis beteiligt
sein kénnte. Hierfir wurde an CD4"-T-Lymphozyten von septischen Patienten neben
der basalen mitochondrialen Aktivitat auch die Calcium-Antwort auf Stimulation
gemessen und mit Kontrollwerten gesunder Probanden verglichen. Zur Verwendung
kamen hierbei die Fluoreszenzfarbstoffe DHR123, TMRE und Fluo-4 AM.

5.5.1. Beeintrachtigung der mitochondrialen Aktivitat

CD4"-T-Lymphozyten, die aus vendsem Vollblut von septischen Patienten stammten,
wiesen im Vergleich zu CD4"-T-Zellen aus dem Blut gesunder Kontrollprobanden
eine stark verminderte mitochondriale Aktivitdt auf. Mitochondrien septischer T-
Lymphozyten bildeten im Durchschnitt weniger reaktive Sauerstoffspezies, wie das
signifikant niedrigere Rhodamin123-Floureszenzsignal zeigte (p<0,01; Abb. 17 A und
C) und wiesen ein deutlich reduziertes mitochondriales Membranpotential auf
(p<0,001; Abb. 17 B und D). Uberdies war die intrazellulare ATP-Konzentration in
septischen PBMCs deutlich niedriger als in PBMCs aus dem Blut gesunder Kontroll-
Probanden (Abb. 18).
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Abbildung 17. Vergleich von septischen und gesunden CD4"-T-Lymphozyten hinsichtlich ihrer
basalen mitochondrialen Aktivitat. CD4"-T-Zellen von septischen Patienten (n=8) und gesunden
Probanden (n=6) wurden fir 15 min mit 45 uM DHR123 (A, C) bzw. 100 nM TMRE (B, D) gefarbt. Als
Marker fur die mitochondriale Aktivitdt wurde die mitochondriale ROS-Produktion (A, C) bzw. das
mitochondriale Membranpotential (B, D) durchflusszytometrisch bestimmt. Jeder Datenpunkt in A und
B reprasentiert die Messung einer Kontrolle (weiR) oder eines Patienten (schwarz). (C,D)
Reprasentative Histogrammdarstellungen der mittleren Fluoreszenzintensitat von CD4"-T-Zellen von
gesunden Probanden (schwarz) oder septischen Patienten (rot) fir DHR123 (C) oder TMRE (D). Die
Identifizierung von CD4'-T-Zellen erfolgte durch FSC/SSC-Darstellung und Anti-CD4-APC-
Antikorperfarbung. **p<0.01, ***p<0.001 vs. Kontrolle.
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Abbildung 18. Vergleich von septischen und gesunden CD4"-T-Lymphozyten hinsichtlich ihrer
intrazellularen ATP-Konzentration. (A) Standardkurve fur den Luciferin-Luciferase Assay. (B) Die
intrazellulare ATP-Konzentration von PBMCs, die aus dem Blut septischer und gesunder Probanden
isoliert worden waren, wurde mit Hilfe eines Luciferin-Luciferase-Assays bestimmt. Die Datenpunkte
zeigen die Mittelwerte £ SD von n=2 Experimenten.

5.5.2. Beeintrachtigung der Calcium-Antwort auf Stimulation

Die Calcium-Antwort auf Stimulation wurde mit dem Calcium-Marker Fluo-4 AM in
einem Echtzeitexperiment tber 5 min bestimmt (Abb. 19). Septische CD4"-T-
Lymphozyten reagierten deutlich schwacher auf Stimulation als gesunde
Kontrollzellen. Der stimulationsinduzierte Anstieg des zytosolischen Calciums
begann in septischen CD4"-T-Zellen verzdgert, verlief verlangsamt und erreichte
signifikant niedrigere Maximalkonzentrationen. Wahrend eine Stimulation durch
CD3/CD28-Crosslinking in gesunden T-Zellen einen deutlich starkeren Anstieg des
zytosolischen Calciums als das Calcium-lonophor A23187 provozierte, zeigte sich in
septischen CD4*-T-Lymphozyten nach CD3/CD28-Stimulation ein nur wenig héheres
oder sogar niedrigeres Fluo-4 AM-Signal als nach A23187-Zugabe.
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Abbildung 19. Vergleich von septischen und gesunden CD4'-T-Lymphozyten hinsichtlich der
Calcium-Antwort auf Stimulation. Septische und gesunde CD4'-T-Zellen wurden fiir 40 min mit
Fluo-4 AM (5 puM) geladen. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde in einer Echtzeitmessung die
Calcium-Antwort nach CD3/CD28-Crosslinking bestimmt. Als Kontrolle wurde 60 s vor Ende der
Messung das Calcium-lonophor A23187 (5 uM) zugegeben. (A) Reprasentative Gegenuberstellung
der Zeit-/Fluo-4 AM-Kurven von Kontroll- (schwarz) und Sepsis-Probanden (rot). (B) Vergleich des
maximalen Fluo-4 AM-Signals in Kontroll- und Sepsis-CD4"-T-Zellen in Prozent des Calcium-Signals
nach A23187-Zugabe. Die Datenpunkte reprasentieren Mittelwerte von 6 gesunden und 8 septischen
Probanden. *p<0.05 vs. Kontrolle.
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6. Diskussion

Neuere Ergebnisse zeigen, dass die Hochregulation der mitochondrialen ATP-
Produktion durch purinerge Signaltbertragung eine entscheidende Rolle bei der T-
Zellaktivierung spielt. In der vorliegenden Studie konnte erstmals nachgewiesen
werden, dass Purinergic Signaling auch in unstimulierten CD4"-T-Zellen zur
Regulation der mitochondrialen Aktivitat beitragt. Eine Storung in diesem basalen
Regelkreis kdnnte an der Ausbildung von Fehlfunktionen der spezifischen

Immunantwort ursachlich beteiligt sein.

6.1. Regulation der basalen mitochondrialen Aktivitdt durch purinerge

Signaltransduktion

Um einen Zusammenhang zwischen mitochondrialer Aktivitdt und purinerger
Signaltransduktion in unstimulierten CD4"-T-Zellen nachzuweisen, wurden in der
vorliegenden Arbeit T-Lymphozyten mit dem unspezifischen P2-Rezeptorblocker
Suramin behandelt. Durch diese unspezifische P2-Rezeptorblockade reduzierte sich
die basale mitochondriale Aktivitat von primaren CD4-positiven T-Zellen und Jurkat-
T-Zellen signifikant. Aus diesem Resultat kann sowohl auf die Existenz einer P2-
Rezeptoraktivierung durch basal freigesetztes ATP als auch auf einen
Zusammenhang  zwischen  purinerger  Signaltransduktion  und  basaler
Mitochondrienaktivitat geschlossen werden. Beide Schlussfolgerungen stimmen mit
einer Studie der Arbeitsgruppe von Yegutkin et al. Uberein, die im direkten Umfeld
von unstimulierten Lymphozyten mikromolare und damit fir eine Stimulierung von

P2-Rezeptoren ausreichende Konzentrationen von ATP nachweisen konnten [77].

Fur eine genauere Charakterisierung des genannten Zusammenhangs wurde
anschlieBend in separaten Experimenten der spezifische Einfluss bestimmter

Purinorezeptoren auf die basale mitochondriale Aktivitat untersucht.

6.1.1. Stimulation der basalen Mitochondrienaktivitat tiber die Purinorezeptoren
P2X1, P2X7 und P2Y12

6.1.1.1. Einfluss von P2X1, P2X4 und P2X7

P2X-Rezeptoren sind ATP-abhangige Calcium-Kanale. lhre Stimulation fuhrt im

Rahmen der T-Zellaktivierung Uber den in der Einleitung erlduterten positiven
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Ruckkopplungsmechanismus zu einer gesteigerten mitochondrialen ATP-Produktion,
die die Grundlage fur eine wirkungsvolle purinerge Signaltibertragung und T-
Zellaktivierung darstellt. Inhibition, Mutation oder Silencing des P2X1- und P2X4-
Rezeptors fuhrten in einer Studie von Woehrle et al. zu einem reduzierten Calcium-
Einstrom ins Zellinnere, einer insuffizienten NFAT-Aktivierung und einer
supprimierten Interleukin-2-Produktion nach TCR-Stimulation [49]. Yip et al. und
Schenk et al. beschrieben, dass eine Inhibition des P2X7-Rezeptors eine
abgeschwachte T-Zellaktivierung und eine Inhibition der T-Zellproliferation zur Folge
hat [63, 64]. Zahlreiche andere Studien konnten die wichtige aktivierende Rolle des
P2X7-Rezeptors fur die zellvermittelte Immunantwort unterstreichen. Eine Blockade
des P2X7-Rezeptors reduzierte die Symptome von allergischen
Atemwegserkrankungen [93], verringerte die AbstoRungsraten nach Herz- und
Inselzelltransplantationen [94, 95] und konnte im Tiermodell als Prophylaxe gegen
die experimentelle Induktion einer Colitis eingesetzt werden [96]. Zusammengefasst
zeigen diese Studien, dass eine Inhibition von P2X1-, P2X4- und P2X7-Rezeptoren
eine adaquate T-Zellaktivierung verhindert und die Ausprdgung einer
Entzindungsreaktion supprimiert. Die genannten P2X-Rezeptoren wirken also

physiologischerweise stimulierend und aktivierend auf das Immunsystem.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit lassen darauf schlieRen, dass P2X1-
Rezeptoren auch in unstimulierten T-Lymphozyten basale Funktionen regulieren.
Eine Blockade der P2X1-Rezeptoren mit den P2X1-Antagonisten NFO23 und NF157
fuhrte zu einer signifikanten Reduktion der mitochondrialen Aktivitat. In Jurkat-Zellen
war zusatzlich der P2X7-Rezeptor an der Aufrechterhaltung der basalen

mitochondrialen ATP-Synthese beteiligt.

Eine Antagonisierung des P2X4-Rezeptors hatte hingegen keinen signifikanten
Einfluss auf die basale Mitochondrienaktivitat. Obwohl der P2X4-Rezeptor besonders
in der frihen Phase nach der TCR/CD28-Stimulation eine tragende Funktion innehat
[49], scheint er folglich an der Regulation von basalen Zellfunktionen nicht wesentlich

beteiligt zu sein.
6.1.1.2. Einfluss von P2Y12

In weiteren Experimenten wurde die Funktion des P2Y12-Rezeptors untersucht.

P2Y12 ist ein G-Protein-gekoppelter Rezeptor, dessen Aktivierung zu einer Inhibition



Seite 58

der Adenylatzyklase und der cAMP-Produktion fuhrt [60]. Er ist einer der am
starksten exprimierten P2Y-Rezeptoren in T-Lymphozyten. Trotzdem existieren bis
heute keine Studien, die seine Funktion in T-Zellen untersuchen [67]. Fur eine
Inhibition des ADP-abhangigen P2Y12-Rezeptors mit Clopidogrel zeigte sich in der
vorliegenden Studie eine signifikante Suppression der basalen
Mitochondrienaktivitat. Der P2Y12-Rezeptor hat also physiologischerweise in
ruhenden CD4"-T-Zellen einen stimulierenden Einfluss auf die mitochondriale ATP-

Produktion, der tber eine Reduzierung der cAMP-Konzentration vermittelt wird.

Dieses Ergebnis passt gut zu den bisherigen Erkenntnissen Uber cAMP, das als
second messenger prinzipiell immunsuppressiv wirkt [97]. Die Resultate der
vorliegenden Arbeit lassen den Schluss zu, dass der P2Y12-Rezeptor uber die
Regulation der cAMP-Konzentration an der Steuerung der Dbasalen
Mitochondrienaktivitat beteiligt ist und hieriber die Ausiibung von T-Zellfunktionen

beeinflussen kann.

In einer Studie aus dem Jahr 2004 wurde gezeigt, dass Clopidogrel den Anstieg des
Inflammationsmarkers C-reaktives Protein (CRP) nach perkutaner
Koronarintervention (PCI) aus bisher noch unbekannten Grunden deutlich reduziert
[98]. Die durch die P2Y12-Blockade hervorgerufene Inhibition des basalen Kreislaufs
aus mitochondrialer ATP-Produktion und purinerger Signaltransduktion und die
dadurch méglicherweise erschwerte Aktivierung von CD4*-T-Zellen konnte ein Grund

fur diese antiinflammatorische Wirkung von Clopidogrel sein.
6.1.2. Suppression Uber die Purinorezeptoren P2Y11 und A2A
6.1.2.1. Einfluss von P2Y11

Im néchsten Schritt erfolgte die Untersuchung der Funktion des P2Y11-Rezeptors.
Dieser Rezeptor nimmt eine Sonderstellung unter den P2Y-Rezeptoren ein. Sein
primarer Ligand ist ATP und als einziger P2Y-Rezeptor ist er mit einem Gs-Protein
gekoppelt. Seine Aktivierung fihrt daher im Gegensatz zum P2Y12-Rezeptor zu
einer gesteigerten Aktivitat der Adenylatzyklase und einer erhéhten Produktion von
CAMP [66, 99]. Zur Rolle des P2Y11-Rezeptors auf T-Lymphozyten gibt es bisher
keine Untersuchungen. Jedoch konnte in mehreren Studien gezeigt werden, dass
extrazellulares ATP nicht nur tGber die P2X-Stimulation zur Aktivierung von T-Zellen

beitragt, sondern sich auch inhibierend auf T-Zellproliferation und Zytokin-Produktion
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auswirken kann [100-103]. Obwohl die verantwortlichen Mechanismen und
Rezeptoren noch nicht vollstandig identifiziert werden konnten, wird davon
ausgegangen, dass diese immunsupprimierenden Effekte teilweise tUber einen P2Y-
Rezeptor vermittelt werden, dessen Aktivierung zu einer erhdhten Produktion von
CAMP flihrt [101, 102, 104].

Diese Hypothese wird durch die vorliegende Arbeit unterstitzt. Eine spezifische
Blockade des P2Y11-Rezeptors mit NF340 steigerte die mitochondriale Aktivitat, was
auf einen physiologischerweise inhibierenden Einfluss des P2Y11-Rezeptors auf die
basale ATP-Synthese schliel3en lasst. Die kombinierte P2X1-/P2Y11-Inhibition mit
NF157 fuhrte allerdings zu einer starken Suppression der mitochondrialen Aktivitat,
was dafiur spricht, dass die stimulierende P2X1-Wirkung in unstimulierten T-Zellen
die supprimierende P2Y11-Wirkung deutlich Uberwiegt. Dazu passen die
unterschiedlichen Ligandenbindungsaffinitaten der beiden Rezeptoren. Der P2Y11-
Rezeptor hat eine wesentlich hdhere ECsg als der P2X1-Rezeptor (17 uM vs. 0,05-
1 pM) [65]. Damit wird der P2Y11-Rezeptor mit den von gesunden, unstimulierten
Zellen physiologischerweise in den Extrazellularraum freigesetzten ATP-

Konzentrationen viel schwacher aktiviert als der P2X1-Rezeptor.
6.1.2.2. Einfluss von Adenosin

In weiteren Experimenten wurde der Einfluss von Adenosin auf die basale
mitochondriale Aktivitdt untersucht. Die antiinflammatorische Wirkung von Adenosin
auf T-Zellen wird Uberwiegend Uber den A2A-Rezeptor und den nachgeschalteten
Signalweg Adenylatzyklase - cAMP - Proteinkinase A (PKA) vermittelt [92, 105]. Um
die spezifische Wirkung des A2A-Rezeptors auf die mitochondriale Aktivitat zu
untersuchen, wurden CD4'-T-Zellen in der vorliegenden Studie mit den A2A-
Agonisten CGS21680 und PSB0777 behandelt. Beide Agonisten hatten einen
ahnlichen, supprimierenden Effekt auf die mitochondriale Aktivitat. Der A2A-
Antagonist CSC hingegen fihrte zu einer Steigerung der Mitochondrienaktivitat,
wodurch die Ergebnisse der Experimente mit den A2A-Agonisten bestatigt werden

konnten.

In guter Ubereinstimmung mit diesen Ergebnissen fiihrte auch die Inhibition der
cAMP-abhangigen PKA mit H89 zu einer deutlichen konzentrationsabhéangigen

Aktivitatssteigerung der Mitochondrien, was darauf schlieen lasst, dass die PKA
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auch in unstimulierten T-Lymphozyten aktiv ist und einen hemmenden Einfluss auf
die mitochondriale Aktivitat hat. Insgesamt zeigen diese Resultate, dass Adenosin in
unstimulierten T-Zellen die mitochondriale Aktivitat iber den A2A-Rezeptor und seine

klassische nachgeschaltete Signalkaskade inhibiert.

Dieses Resultat reiht sich in eine Reihe von Beobachtungen ein, die eine
immunsupprimierende Wirkung von Adenosin auf die Immunantwort beschreiben.
Eine A2A-Stimulation reduzierte die Produktion proinflammatorischer Zytokine durch
Monozyten [106], Makrophagen [107] und Granulozyten [108] und verminderte die
IL2-Produktion [109] und Zellproliferation von aktivierten CD4*-T-Zellen [110]. Die
vorliegenden Experimente zeigen, dass Adenosin bereits auf die Grundaktivitat von

unstimulierten T-Lymphozyten supprimierend einwirkt.

6.2. Unterschiede zwischen Jurkat-T-Lymphozyten und primaren CD4'-T-
Lymphozyten

Jurkat-Zellen sind ein anerkanntes und weitverbreitetes T-Zellmodell. Viele der
heutigen Erkenntnisse Uber T-Zellen, T-Zellaktivierung, T-Zellsignalwege und T-
Zelleffektorfunktionen wurden an Jurkat-Zellen gewonnen [111]. Trotzdem muissen
Ergebnisse, die in der Tumorzelllinie gewonnen werden, immer vorsichtig interpretiert

werden.

Die vorliegenden Ergebnisse zeigen, dass sowohl in unstimulierten primaren T-Zellen
als auch in ruhenden Jurkat-T-Zellen basale purinerge Signalwege existieren, die die
mitochondriale ATP-Produktion und andere Zellfunktionen regulieren. Dabei werden
stimulierende Signale in beiden Zellarten hauptsachlich tber P2X-Rezeptoren
vermittelt, wahrend supprimierende Mechanismen vor allem Uber Adenosin als
Transmitter am A2A-Rezeptor initiiert werden. Im Einzelnen legen die Resultate der
vorliegenden Studie jedoch den Schluss nahe, dass insbesondere der suppressive
Einfluss von Adenosin auf die basale mitochondriale Aktivitat in Jurkat-T-Zellen
deutlich weniger ausgepragt ist als in primaren Zellen. Dafluir sprechen vor allem die
in Jurkat-T-Zellen drastisch verminderte Auswirkung einer PKA-Inhibition auf die
mitochondriale ATP-Produktion sowie die nicht vorhandene Wirkung des A2A-
Antagonisten CSC. Beide Ergebnisse legen den Schluss nahe, dass die A2A-
Rezeptoren von Jurkat-Zellen nicht so stark durch Adenosin aktiviert sind wie die

A2A-Rezeptoren primarer T-Lymphozyten. Da die A2A-Agonisten jedoch in beiden
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Zellarten einen &hnlichen Effekt auf die mitochondriale Aktivitat hatten, kann davon
ausgegangen werden, dass der Adenosin-Signalweg an sich in Jurkat-T-Zellen intakt
ist. Die Ursache fur die verminderte basale Suppression der mitochondrialen Aktivitat
bei Jurkat-Zellen konnte in - verglichen mit primaren CD4"-T-Zellen - niedrigeren
perizellularen Adenosinkonzentrationen liegen, die z.B. durch Unterschiede im
Expressions- oder Aktivitatsmuster von Ektonukleotidasen zustande kommen

koénnten.

Der stimulierende Einfluss von P2X-Rezeptoren sowie die supprimierende Wirkung
von Adenosin konnte prinzipiell fur beide Zellarten nachgewiesen werden. Insgesamt
rechtfertigen diese Ergebnisse die Verwendung von Jurkat-T-Zellen als T-Zellmodell
in der vorliegenden Arbeit. Weitere Studien sollten aber klaren, ob Unterschiede in
der Expression von Purinorezeptoren bzw. im Metabolismus von extrazelluléaren
Purinen zwischen Jurkat-T-Zellen und primaren T-Lymphozyten existieren.
Insbesondere aus onkologischer Sicht erscheinen solche Untersuchungen

vielversprechend.

6.3. Mogliche Bedeutung der Regulation der mitochondrialen ATP-Produktion

in unstimulierten CD4"-T-Zellen durch basal aktivierte Purinorezeptoren

Im Rahmen der T-Zellaktivierung kommt es zu einer stark gesteigerten
mitochondrialen ATP-Produktion und der lokalisierten Freisetzung von ATP an der
Immunologischen Synapse [69, 70]. Das ATP dient dort der autokrinen Aktivierung
von P2X-Rezeptoren, die fur die suffiziente Aktivierung von T-Zellen nach TCR-
Stimulation unerlasslich ist [48, 49, 64, 112]. Die Mitochondrien liefern dabei nicht
nur das notige ATP, sondern sind auch eine wichtige Schaltzentrale fur die
Integration von purinerger Signaltransduktion und Calciumsignal. Von Bedeutung

sind dabei vor allem
1) die gesteigerte mitochondriale ATP-Synthese nach TCR-Stimulation,

2) die dadurch verstarkte autokrine purinerge Stimulation von ATP-abhangigen P2X-
Rezeptoren, die zu einer Erhéhung der intrazellularen und mitochondrialen Calcium-

Konzentration fuhrt,

3) die nachfolgend weitere Aktivierung der mitochondrialen ATP-Produktion (positive

Ruckkopplung) und
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4) die als Nebenprodukt der ATP-Synthese anfallenden reaktiven Sauerstoffspezies

(ROS), die als second messenger dienen.

So werden Uber die mitochondriale Aktivitdt verschiedenste T-Zelleffektorfunktionen
beeinflusst (s. Einleitung, insbesondere Abbildung 2) [49, 63, 69, 76].

Bisher wurde das Zusammenspiel aus purinerger Signaltransduktion, Calcium-Signal
und mitochondrialer ATP- bzw. ROS-Produktion lediglich als Mechanismus zur
Amplifizierung des TCR/CD28-Signals in aktivierten T-Zellen angesehen [63, 69, 76].
Die Ergebnisse der vorliegenden Studie zeigen jedoch, dass dieser Regelkreis in
leicht abgeanderter Form auch in unstimulierten T-Zellen aktiv ist: Basal aktivierte
Purinorezeptoren regulieren die mitochondriale ATP- und ROS-Produktion und
beeinflussen dartber - analog zu stimulierten T-Zellen - mdglicherweise auch andere

Zellfunktionen.

Dabei gibt es stimulierende und supprimierende Mechanismen. Eine Aktivierung der
ATP-abhangigen Calcium-Kanéle P2X1 und P2X7 sowie eine Stimulation des Gj-
gekoppelten P2Y12-Rezeptors durch ADP wirkt sich positiv auf die mitochondriale
ATP-Produktion aus, eine Aktivierung des P2Y11-Rezeptors durch ATP bzw. eine
Stimulation des A2A-Rezeptors durch Adenosin fihrt Uber eine vermehrte Produktion
von cAMP und eine nachfolgend gesteigerte Aktivitat der cAMP-abhangigen
Proteinkinase A zu einer Reduktion der Mitochondrienaktivitat. Abbildung 20 gibt

einen Uberblick tiber diesen Zusammenhang.
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Abbildung 20: Eine basale Aktivierung von Purinorezeptoren durch autokrine purinerge
Signaltransduktion reguliert die mitochondriale ATP-Produktion. Positiv-stimulierende Effekte auf
die mitochondriale Aktivitat werden Uber die ATP-abhangigen P2X1- und P2X7-Rezeptoren vermittelt,
deren Stimulation zu erhdhten zytosolischen und mitochondrialen Calcium-Spiegeln fihrt; zusatzlich
aktivierend wirkt die ADP-abhangige Inhibition der Adenylatzyklase Gber P2Y12. Supprimierend wirkt
Adenosin uber den A2A-Rezeptor und die nachgeschaltete Signalkaskade aus cAMP-Produktion und
PKA-Aktivierung; ebenfalls einen dampfenden Einfluss haben hohe ATP-Konzentrationen am P2Y11-
Rezeptor.

T-Lymphozyten suchen ihre Umgebung fortlaufend nach Pathogenen und
Entzindungszeichen ab [113]. Der hier beschriebene Regelkreis kdnnte ein
Mechanismus sein, der den T-Zellen bei der Aufrechterhaltung dieser
Wachterfunktion behilflich ist. Wird ein passendes Antigen detektiert, kommt es
innerhalb von Sekunden zu einer Verdopplung der intrazellularen ATP-
Konzentration, einer erhdhten intrazellularen Calcium-Konzentration und einer stark
gesteigerten ATP-Freisetzung in den Extrazellularraum [63, 64, 69, 73]. Der
stimulierend wirkende Standby-Modus von P2X1, P2X7 und P2Y12-Rezeptoren, der
die Mitochondrien in einer Art erhohter Reaktionsbereitschaft halt, ist fir diese

erstaunliche Leistung wahrscheinlich von groRer Bedeutung.
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Gleichzeitig findet bereits auf dieser Ebene eine Gegenregulation statt, um eine
vorzeitige und falschliche T-Zellaktivierung zu verhindern. In den Extrazellularraum
freigesetztes ATP wird durch verschiedene Ektonukleotidasen zu Adenosin
abgebaut, das Uber den A2A-Rezeptor inhibierend auf die mitochondriale Aktivitat

einwirkt.

Fehlregulationen in diesem basalen Regelkreis konnten sowohl an tberschie3enden
Immunreaktionen (z.B. im Rahmen einer Autoimmunerkrankung) als auch an der

Entwicklung einer Immunsuppression beteiligt sein.

6.4. Bedeutung des basalen autokrinen purinergen Regelkreises fiir die CD4"-T-
Zellfunktion in der Sepsis

Das Krankheitsbild der Sepsis fuhrt aus bisher ungeklarten Griunden zu einer
verminderten Aktivierbarkeit von nahezu séamtlichen T-Lymphozyten, was eine

schwere Immunsuppression mit hoher Letalitéat zur Folge hat [21, 22, 24].

In dieser Studie wurden CD4'-T-Lymphozyten aus vendsem Vollblut septischer
Patienten mit CD4"-T-Zellen gesunder Kontroll-Probanden hinsichtlich ihrer basalen
Mitochondrienaktivitat und Aktivierbarkeit nach Stimulation verglichen. Dabei konnte
durchflusszytometrisch in septischen CD4'-T-Zellen jeweils ein signifikant
vermindertes Fluoreszenzsignal fur DHR123 und TMRE detektiert werden, was fur
eine verminderte mitochondriale ATP-Produktion in der Sepsis spricht. Die
intrazellulare ATP-Konzentration war in Zellen von septischen Patienten folgerichtig
ebenfalls erniedrigt. Die Calcium-Antwort auf CD3/CD28-Crosslinking lief in
septischen T-Lymphozyten verlangsamt ab und fiel insgesamt deutlich schwacher
aus als in gesunden Kontrollzellen. Zusammengefasst zeigen diese Ergebnisse, dass
CD4"-T-Zellen in der Sepsis aufgrund einer Stérung im Calcium-Einstrom nur
schlecht aktiviert werden kdnnen und dass ihre basale mitochondriale Funktion
beeintrachtigt ist. Die Ergebnisse der vorliegenden Studie legen nahe, dass ein

kausaler Zusammenhang zwischen diesen beiden Beobachtungen besteht.

Die hier beschriebenen Resultate decken sich mit mehreren Studien, in denen eine
gestorte Mitochondrienfunktion bei septischen peripheren mononukledren Zellen
(PBMC) beschrieben werden konnte. Garrabou et al. zeigten, dass in PBMCs von
septischen Patienten der mitochondriale Sauerstoffverbrauch und die Aktivitat der

mitochondrialen Enzymkomplexe I, Il und IV stark reduziert sind [114]. Ahnliche
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Ergebnisse beschreibt auch die Arbeitsgruppe von Belikova, in deren Studie die
Inkubation von gesunden PBMCs mit Plasma septischer Patienten zu einer
signifikant erniedrigten ATP-Produktion fuhrte [115]. In einer Studie aus dem Jahr
2015 wurde von Weiss et al. beschrieben, dass es wahrend einer Sepsis bei Kindern
ebenfalls zur mitochondrialen Dysfunktionen in PBMCs kommt. Dabei besteht ein
Zusammenhang zwischen der Hohe des mitochondrialen Membranpotentials und der
Dauer von Organausfdllen [116]. Weitere Studien von Garrabou und Japiassu
zeigten, dass eine beeintrachtigte Mitochondrienfunktion von PBMCs in der Sepsis
mit einer starker ausgepragten Immunsuppression und einer héheren Mortalitat
assoziiert ist. Die Autoren schlussfolgerten, dass die Dysfunktion der mitochondrialen
Atmungskette zu der Paralyse von polymorphkernigen Leukozyten in der Sepsis
beitragt [114, 117].

All diese Ergebnisse unterstitzen die Hypothese, Stérungen in dem hier
beschriebenen basalen autokrinen purinergen Regelkreis konnten an der
Suppression der T-Zellimmunantwort in der Sepsis beteiligt sein. Mdglich ware dabei

folgender Zusammenhang:

Befinden sich die Mitochondrien unstimulierter CD4"-T-Zellen aufgrund einer
dysfunktionellen autokrinen purinergen Signaltransduktion nicht langer in einer
erhdhten Reaktionsbereitschaft, ist eine rasche und stark gesteigerte mitochondriale
Produktion von ATP nach TCR-Stimulation nicht mehr mdglich, eine wirkungsvolle
Amplifizierung des TCR-Signals unterbleibt. Verminderte intra- und extrazellulare
ATP-Konzentrationen fuhren lediglich zu einer insuffizienten Stimulation von
purinergen P2X-Rezeptoren. Daher verlauft die Erhéhung der zytosolischen und
mitochondrialen Calcium-Konzentration nach TCR-Stimulation verlangsamt und
abgeschwacht. Ein positiver RuUckkopplungskreislauf, der zu einer zusatzlich
gesteigerten mitochondrialen ATP- und ROS-Produktion sowie zu einer weiteren
Verstarkung des Calcium-Signals fihren wirde, findet nur unzureichend statt. Im
Endeffekt unterbleibt so eine adaquate Aktivierung von T-Zelleffektorfunktionen,

wodurch es zur Immunsuppression kommt.
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6.5. Mdogliche Faktoren, durch die die basale purinerge Signaltransduktion

gestort werden kann

Die durch ATP und seine Abbauprodukte vermittelten Effekte reichen - abh&angig von
den jeweiligen Metabolit-Konzentrationen und den involvierten Rezeptoren - von der
Stimulation bis zur Suppression der zellvermittelten Immunantwort [112]. Die
purinerge Signaltransduktion findet dabei hauptséchlich im Extrazellularraum statt:
Hier erfolgt der durch verschiedene Ektonukleotidasen katalysierte Abbau von ATP,
hier binden ATP, ADP, AMP und Adenosin an zellmembranstandige
Purinorezeptoren. Diese Tatsache macht die feinregulierte  purinerge
Signalubermittlung gegentber Stérungen anfallig. Um genauer zu kléaren, welche
extrazellularen Faktoren die basale purinerge Signalibertragung und damit den
Standby-Modus von unstimulierten CD4*-T-Zellen in der Sepsis beeintrachtigen, sind
weitere Studien nétig. Aufgrund der bisherigen Datenlage und den Ergebnissen der
vorliegenden Arbeit scheinen aber vor allem die extrazellularen Konzentrationen von

ATP und Adenosin relevant zu sein.
6.5.1. ATP als negativer Immunmodulator

Wahrend einer Sepsis kommt es durch inflammatorische und teils zytotoxische
Reaktionen zu Gewebe- und Zellschdden. Untergehende und beschadigte Zellen
setzen vermehrt ATP frei, wodurch die Plasmakonzentration von ATP rasch ansteigt
[118-120]. Extrazellulares ATP gehdrt zur Gruppe der sogenannten DAMPs (Damage
Associated Molecular Pattern) und wirkt als ein solches Gefahrensignal iberwiegend
proinflammatorisch [104]. Mehrere Studien konnten jedoch inzwischen nachweisen,
dass ATP eine komplexere Rolle in der Immunregulation einnimmt und viele
Effektorfunktionen verschiedenster Immunzellen inhibieren kann [100, 104, 121]. So
blockiert eine chronische Exposition gegenlber extrazellularem ATP oder dem nicht-
hydrolysierbaren ATPys die Bildung inflammatorischer Zytokine von dendritischen
Zellen und reduziert die Plasmakonzentrationen von TNF-a und IL-1a [122, 123].
Ahnliche Effekte konnten auch an Makrophagen und Splenozyten beobachtet
werden [124]. Hohere extrazellulare ATP-Konzentrationen verhindern neben der
Proliferation von natirlichen Killerzellen auch die Proliferation von T-Lymphozyten
sowie die Bildung und Sekretion von IFN-y und IL-2 [101, 102, 125]. AulRerdem
konnten Trabanelli et al. nachweisen, dass eine Inkubation mit 1 mM ATP die

Aktivierung von CD4"-T-Lymphozyten inhibiert [103]. Dazu passen Ergebnisse von
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CsoOka et al., die in einer Studie aus dem Jahr 2015 einen gunstigen Effekt von CD39
im Sepsis-Maus-Modell feststellen [126]. CD39 ist eine membran-gebundene
Ektonukleotidase, die ATP und ADP zu AMP abbaut. In den Versuchen von Csdka et
al. verbesserte eine Elimination von ATP durch den CD39-Imitator Apyrase die
Uberlebensrate von Mausen nach der Sepsis-Induktion durch CLP (cecal ligation and
puncture). Ein Knock-out oder eine pharmakologische Blockade von CD39 erhdhte
dagegen die Mortalitat. All diese Resultate zeigen, dass eine zu hohe extrazellulare
ATP-Konzentration immunsuppressiv wirken kann. Als Grund hierfir wird neben
einer Aktivierung des P2Y11-Rezeptors (s.0.) auch eine pP2-

Rezeptordesensibilisierung diskutiert [100, 127].

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie stimmen mit diesen Beobachtungen Uberein
und zeigen einen mdoglichen Signalweg auf, der durch eine Desensibilisierung von
P2-Rezeptoren bei erhdhten extrazellularen ATP-Konzentrationen beeintrachtigt
werden konnte. Nach der Rezeptor-Downregulation ist eine adaquate basale
Stimulation der Mitochondrien durch autokrine purinerge Signaltransduktion nicht
mehr méglich. Der hier postulierte Standby-Modus unstimulierter CD4*-T-Zellen ist
gestort, was moglicherweise eine rasche und suffiziente Aktivierung der

Lymphozyten verhindert.
6.5.2. Adenosin als negativer Inmunmodulator

Der Abbau von ATP zu Adenosin und die Stimulation von A2A-Rezeptoren ist bei der
Regulation und Kontrolle der zellvermittelten Immunantwort ein wichtiger anti-
inflammatorischer Mechanismus [128]. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit sind
mit dieser allgemein anerkannten Tatsache im Einklang. Die hier erforschte basale
mitochondriale Aktivitat wird vor allem Uber Adenosin als Ligand am A2A-Rezeptor
supprimiert, wodurch eine vorzeitige oder UberschieRende T-Zellaktivierung
verhindert wird. Nach einer adaquaten T-Zellrezeptorstimulation kommt es innerhalb
kirzester Zeit zu einer erhohten ATP-Freisetzung, die extrazellulare Adenosin-
Konzentration steigt jedoch nicht an [64, 69]. Das Verhaltnis von ATP zu Adenosin
verschiebt sich folglich zugunsten des stimulierenden ATP, wodurch die T-

Zellaktivierung wirkungsvoll unterstttzt werden kann.

Septische Patienten weisen signifikant héhere Adenosin-Plasmakonzentrationen auf

als gesunde Probanden, wobei die Hohe der Adenosin-Plasmakonzentration mit der
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Sepsis-Mortalitat korreliert [129, 130]. Passend dazu berichten Nemeth et al. von
einem positiven Effekt einer A2A-Blockade in einem Sepsis-Maus-Modell. A2A-
Knockout-Mause zeigten nach der Sepsis-Induktion durch CLP eine geringere
Bakterienlast und eine hohere Uberlebensrate als Wildtyp-Mause; auch eine
pharmakologische Blockade des A2A-Rezeptors verbesserte das Outcome nach
CLP signifikant [131]. Adenosin wirkt folglich wé&hrend einer aktiven Infektion

immunsuppressiv.

Einen moglichen Grund hierfur liefert die vorliegende Arbeit: Zu hohe Adenosin-
Konzentrationen im Plasma von septischen Patienten verursachen bereits in
ruhenden CD4"-T-Zellen eine starke Inhibierung der basalen mitochondrialen ATP-
Produktion, unterbrechen die erhohte Reaktionsbereitschaft und verhindern dadurch
wahrscheinlich eine adaquate Aktivierung der Lymphozyten nach TCR-Stimulation.
Wahrend der sekundaren Phase der Immunparalyse konnten septische Patienten
daher von einer A2A-Rezeptorblockade oder einer pharmakologischen Senkung der
Adenosin-Plasmakonzentration profitieren, um Sekundar- und Superinfektionen
vorzubeugen [132, 133].

6.6. Ausblick

In der vorliegenden Studie konnte erstmals nachgewiesen werden, dass Purinergic
Signaling auch in unstimulierten T-Zellen an der Kontrolle von wichtigen
Zellfunktionen beteiligt ist. Der beschriebene Regelkreis ermoglicht es CD4"-T-
Lymphozyten vermutlich, rasch und suffizient auf Alarmsignale zu reagieren und
verhindert gleichzeitig eine vorschnelle T-Zellaktivierung. Um diese komplexe
Balance zu erhalten, ist eine genaue Regulation der extrazellularen Konzentrationen
von ATP, ADP, AMP und Adenosin notwendig. Wahrend der Sepsis werden diese
Regulationsmechanismen durch die unkontrollierte Freisetzung von Purin-
Metaboliten gestort. Dies verhindert primér die purinerge Signaltransduktion und
sekundéar die Ausubung verschiedenster basaler T-Zellfunktionen sowie eine
suffiziente T-Zellaktivierung - eine Immunsuppression ist die Folge. Als mdgliche
Ursache kommen hierflr erhohte extrazellulare ATP- oder Adenosin-Konzentrationen
in Betracht. Aus diesem Wissen ertffnet sich theoretisch die Moglichkeit, den hier
beschriebenen Regulationsmechanismus durch pharmakologische Modifikation
seiner einzelnen Bestandteile wiederherzustellen und so die Ausbildung einer T-

Zellparalyse zu verhindern. Die Beeinflussung von unstimulierten T-Zellen durch
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purinerge Signaltransduktion stellt damit einen vielversprechenden neuen
Ansatzpunkt fur die Entwicklung immunmodulatorischer Therapiestrategien dar und

sollte in weiteren Studien genauer untersucht werden.
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7. Zusammenfassung

Purinergic signaling umschreibt das Konzept, dass ATP und verwandte Molekile wie
ADP und Adenosin Uber spezifische Purinrezeptoren Zellfunktionen beeinflussen. In
den letzten Jahren hauften sich die Beweise dafiir, das purinergic signaling eine
wichtige Rolle bei der Regulation von Immunzellen und der Steuerung der

Immunantwort spielt.

CD4"-T-Zellen sind fur die Ausbildung einer suffizienten, adaptiven Immunantwort
von zentraler Bedeutung. Nach der T-Zellrezeptorstimulation kommt es in T-
Lymphozyten sehr rasch zu einer stark gesteigerten mitochondrialen ATP-Synthese.
Das ATP wird an der immunologischen Synapse freigesetzt und fuhrt dort Uber
autokrine Stimulation von membranstandigen ATP-abhangigen Calcium-Kanalen
(P2X-Rezeptoren) zu einer Erhéhung der intrazellularen und mitochondrialen
Calciumkonzentration sowie zu einer Amplifizierung des T-Zellrezeptorsignals. Erst
durch diesen verstarkenden Mechanismus wird eine wirkungsvolle T-Zellantwort

maglich.

Wahrend der sekundaren Phase der Sepsis kommt es haufig zu einer ausgepragten
Dysfunktion der zellvermittelten Immunantwort, die unter anderem durch eine
Suppression der CD4'-T-Zellfunktion hervorgerufen wird und maRgeblich fiir die
nach wie vor hohe Morbiditat und Mortalitat verantwortlich ist. Die zugrundeliegenden
Pathomechanismen dieser T-Zellsuppression und -paralyse sind jedoch nicht
eindeutig geklart.

Ausgehend hiervon wurde in der vorliegenden Arbeit untersucht, ob und wie
autokrine purinerge Mechanismen bereits die mitochondriale Aktivitat unstimulierter
CD4"-T-Zellen regulieren. Als Messparameter fir die Mitochondrienaktivitat wurden
dabei das mitochondriale Membranpotential und die mitochondriale ROS-Produktion
in Abhangigkeit von verschiedenen Purinorezeptorantagonisten und -agonisten
durchflusszytometrisch und unter dem Fluoreszenzmikroskop analysiert.

Anschliel3end wurde Uberprift, ob eine Stérung eines solchen basalen Regelkreises
an der Ausbildung der T-Zellparalyse in der Sepsis beteiligt sein kdnnte. Hierflr
wurden CDA4'-T-Lymphozyten septischer Patienten mit CD4"-T-Zellen gesunder
Kontroll-Probanden hinsichtlich  ihrer basalen  Mitochondrienaktivitat — und

Aktivierbarkeit nach Stimulation verglichen.
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Es ergaben sich folgende Resultate:

- Die basale Mitochondrienaktivitat unstimulierter CD4"-T-Zellen wird tUber die ATP-
abhangigen Purinorezeptoren P2X1 und P2X7 und den ADP-Rezeptor P2Y12
stimuliert.

- Eine Aktivierung des P2Y11-Rezeptors durch ATP bzw. eine Stimulation des A2A-
Rezeptors durch Adenosin fuhrt Gber eine vermehrte Produktion von cAMP und eine
nachfolgend gesteigerte Aktivitat der cAMP-abhéngigen Proteinkinase A zu einer
Reduktion der basalen Mitochondrienaktivitat.

- Die mitochondriale ATP-Synthese, die entscheidend an der T-Zellaktivierung
beteiligt ist, unterliegt folglich in unstimulierten T-Lymphozyten einer komplexen

Regulation.

- In CD4"-T-Zellen von septischen Patienten zeigte sich eine signifikant verminderte
basale mitochondriale Aktivitat.

- Die intrazellulare ATP-Konzentration war in PBMCs von septischen Patienten
ebenfalls erniedrigt.

- Die Calcium-Antwort auf eine Stimulation mit anti-CD3- und anti-CD28-Antikorpern
lief in septischen T-Lymphozyten verlangsamt ab und blieb deutlich unter der
Maximalantwort, die in gesunden Kontrollzellen erreicht wurde.

- Diese Ergebnisse zeigen, dass die basale mitochondriale Funktion und die
Aktivierung von CD4"-T-Lymphozyten in der Sepsis beeintrachtigt sind. Es erscheint
gut maglich, dass Stérungen in dem hier beschriebenen Regelkreis daran ursachlich

beteiligt sind.

Die Beeinflussung der purinergen Signaltransduktion konnte somit einen
vielversprechenden neuen Ansatzpunkt fur die Entwicklung immunmodulatorischer
Therapiestrategien zur Verhinderung einer T-Zellparalyse in der Sepsis darstellen

und sollte in weiteren Studien genauer untersucht werden.
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