Aus dem Walther-Straub-Institut fui Pharmakologie und Toxikologie
der Ludwig-Maximilians-Universitit Munchen

Vorstand: Univ. Prof. Dr. med. Thomas Gudermann

Erhohte Differenzierung von humanen
regulatorischen T-Zellen durch Blockade
des Melastatin-ahnlichen Transienten

Rezeptor Potential Kationen Kanal 7
(TRPM7)

Dissertation
zum Erwerb des Doktorgrades der Medizin
an der Medizinischen Fakultit der
Ludwig-Maximilians-Universitdt zu Miinchen

vorgelegt von
Dorothea Lewitz

aus
Eutin, Schleswig-Holstein

Miinchen, 2021



Mit Genehmigung der Medizinischen Fakultit
der Universitdt Miinchen

Berichterstatter:
Mitberichterstatter:

Mitbetreuung durch die
promovierte Mitarbeiterin:
Dekan:

Tag der miindlichen Priifung:

Prof. Dr. med. Thomas Gudermann
PD Dr. Klaus Dornmair
PD Dr. Gerald Messer

Prof. Dr. rer. nat. Susanna Zierler
Prof. Dr. med. dent. Reinhard Hickel

04.02.2021



Abstract

Not only is magnesium (Mg”") involved in the human body as an essential element in
several hundred enzymatic reactions, it also affects the body's immune response. Studies
show a lack of Mg”" leads to increased inflammatory reaction. An indication of the role
of Mg*" in immune cell activation is a human X-linked immunodeficiency associated
with the putative Mg”" transporter 1 (MagT1). This indicates an essential role of Mg*"
in the activation of immune cells. Recently, the role of MagT1 as a transporter and its
expression in the plasma membrane were questioned by Gilmore et al.

Therefore, the importance of the Mg -conducting transient receptor potential channel
(TRPMY7) as a key player in these processes, needs further investigation.

TRPM7 is not only highly expressed in immune cells but also controls cellular Mg*'-
homeostasis. Its channel activity is negatively regulated by Mg*" and Mg-ATP.

The aim of this work was to analyze the expression of TRPM?7 in different T cell
subtypes as well as its role in the differentiation of CD4" T lymphocytes.

Naive CD4" T lymphocytes were isolated and selectively stimulated to generate
different T cell subtypes, which were analyzed for expression levels, function and
regulation of TRPM7 using molecular and biochemical analyzes, whole cell
electrophysiology and imaging techniques.

In the electrophysiological characterization TRPM7 could be detected in all examined T
lymphocyte subtypes. The functional TRPM?7 expression was significantly lower in
NnTyegs than in naive CD4" T-lymphocytes.

In the examined T lymphocyte subtypes different extracellular Mg*" concentrations led
to different activation of the TRPM7 channel. The investigated nT.gs showed a stronger
activation of TRPM7 in the absence of Mg”" than naive CD4" T-lymphocytes.

In order to further investigate the influence of TRPM7 on the differentiation of CD4" T
lymphocyte subsets, naive T cells were differentiated in vitro with or without TRPM7
blockers and varying Mg*" concentrations . While increased Mg”" levels had a negative
impact on the rate of differentiation of 1T g, both the removal of Mg2+ from the
medium and the inhibition of TRPM?7 by the known channel blockers, waixenicin A and
NS8593, led to an increased differentiation rate of 1T . This might explain why

systemic Mg®" deficiency is often accompanied by a diminished immune system. The
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II

experiments presented herein suggest an influence of TRPM?7 in immunological

Processes.



Zusammenfassung

Magnesium ist fiir den menschlichen Koper nicht nur als essentielles Element an
mehreren hundert enzymatischen Reaktionen beteiligt, sondern beeinflusst auch die
Immunantwort des Kérpers. So fiihrt ein Mangel an Mg”" zu verstirkten
Entziindungsprozessen. Ein weiterer Hinweis fiir die Rolle von Mg*" in der
Immunzellaktivierung ist ein humaner X-chromosomaler Immundefekt, welcher mit
dem vermuteten Mg*"-Transporter 1 (MagT1) in Verbindung gebracht wird. Das weist
auf eine wesentliche Rolle von Mg”" bei der Aktivierung von Immunzellen hin.
Kiirzlich wurde diese Ansicht jedoch durch einen Bericht von Gilmore et al. in Frage
gestellt. Die Rolle von MagT1 als Transporter und seine Expression in der
Plasmamembran wurden angezweifelt. Daher muss die Bedeutung des Mg”" leitenden
Transient Receptor Potential Kanals (TRPM7) als Schliisselakteur in diesen Prozessen
weiter untersucht werden.

TRPM7 wird nicht nur in Immunzellen stark exprimiert, sondern kontrolliert auch die
zellulidre Mg” -Homostase. Seine Kanalaktivitit wird durch Mg*” und Mg-ATP negativ

reguliert.

Ziel dieser Arbeit war es, die Analyse der Expression von TRPM7 in verschiedenen T-
Zellsubtypen sowie dessen Rolle bei der Differenzierung von CD4" T-Lymphozyten zu

untersuchen.

Es wurden naive CD4" T-Zellen isoliert und gezielt stimuliert, um unterschiedliche T-
Zell-Subtypen zu erzeugen, welche unter Verwendung molekularer und biochemischer
Analysen, Ganzzell-Elektrophysiologie  sowie  bildgebender  Verfahren auf

Expressionsniveaus, Funktion und Regulation von TRPM?7 untersucht wurden.

In der elektrophysiologischen Charakterisierung lies sich TRPM7 in allen untersuchten
T-Lymphozyten-Subtypen nachweisen. Wobei nT.e eine signifikant geringere

funktionelle TRPM7-Expression als die naiven CD4" T-Lymphozyten aufwiesen.

Verschiedene extrazellulire Mg*-Konzentrationen fiihrten in den untersuchten T-

Lymphozyten-Subtypen zu unterschiedlicher Aktivierung des TRPM7-Kanals.

Die untersuchten nTy,s zeigten eine stirkere Aktivierung von TRPM7 bei fehlendem

Mg2+ als naive CD4" T-Lymphozyten.



Zusammenfassung II

Um den Einfluss von TRPM7 auf T-Lymphozyten nidher zu untersuchen, erfolgten in
vitro Differenzierungsexperimente mit naiven T-Zellen mit oder ohne TRPM7-Blocker
und mit variierenden Mg*-Spiegeln. Wihrend ein erhohter Mg*"-Spiegel einen negati-
ven Einfluss auf die Differenzierungsrate von 1T hatte, fithrten sowohl die Wegnahme
von Mg*" aus dem Medium als auch die TRPM7-Inhibition durch die bekannten Kanal-

blocker, Waixenicin A und NS8593, zu einer erhohten Differenzierungsrate von 1T cgs.

Dieses konnte eine Erklirung dafiir sein, weshalb ein Mg*-Defizit in vivo zu einer
Schwiéchung des Immunsystems fiihrt. Die in vorliegender Arbeit dargelegten Befunde

legen einen Einfluss von TRPM7 auf immunologische Prozesse nahe.
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1 Einleitung

1.1 TRPMT7 — engl. transient receptor potential cation channel,
Unterfamilie M, Mitglied 7

1.1.1 Klassifikation

TRPM7 gehort zu einer groflen Superfamilie von transienten Rezeptorkationen-
Kandlen. Die Mitglieder der TRP-Superfamilie verbinden gemeinsame Merkmale:
Sechs Transmembranregionen, ein unterschiedliches Ausmall an Sequenzhomologien

und die Permeabilitit fiir Kationen [1, 2].

TRPCS TRPC1 DAG-sensitive

TRPC3TRPCS
TRPC7
~_TRPV6
Ca?’-s:hctive mTRPC2
: . /gps;‘eudogene
TRPV3 Canonical TRPs~ in human)

TRPV4

TRPM1
Melastatin

TRPV1
£ TRPM3
e, TRPM6
TRPML Mucolipins %a::;’kmases
MCOLNs
TRPM (Long TRPs)
TRPML1 Melastatins
~
TRPML3 \ TRPM2
TRPMLZ Polycystins TRPM8 menthol receptor
RP
TRPP3 - PKDZ-LZ/ / / TRPMS T M4
TRPP2 - PKD2-L1 Na‘*-selective
10 PAM units L=t HOZ TRPA1

Abbildung 1 Phylogenetischer Baum der Sdugetier TRP-Familie. Der evolutionire Abstand zeigt
sich in der Lange der Aste angegeben als akzeptierte Punktmutationen, das ist die mittlere Anzahl von
Substitutionen pro 100 Reste. Abbildung aus [3].

Zu den Vertretern der TRP-Superfamile gehoren die TRPC ("C" fiir klassisch), TRPV
("V" fiir vanilloid), TRPM ("M" fiir Melastatin), TRPN (“N” fiir NOMPC, kein Me-
chanorezeptor Potential C), TRPA, (“A” fiir Ankyrin, ein Adapterprotein), TRPP ("P"
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fiir Polyzystisch, Mutation kann zu polyzystischen Nierenerkrankung fiihren)

TRPML ("ML" fiir Mucolipin) (Abb. 1).

TRP-Proteine spielen eine entscheidende Rolle in der Sinnesphysiologie und steuern
Prozesse wie Riechen, Schmecken, Tasten, Horen, Thermo- und Osmozeption. Dariiber
hinaus ermdglichen TRP-Kandle einzelnen Zellen, Verdnderungen in ihrer lokalen Um-
gebung wahrzunehmen. Viele TRP-Kanile werden durch eine Vielzahl von unterschied-

lichen Stimuli aktiviert und wirken als Signalintegratoren [1].

Die Subgruppe TRPM wird von acht unterschiedlichen Kanilen gebildet. Die Funktio-
nen variieren von der Regulierung der Kalziumoszillation nach T-Zell-Aktivierung
(TRPM4) [4] bis zur Empfindung von Kéltereizen (TRPMS) [5]. Innerhalb der TRPM-
Gruppe nehmen TRPM2, 6 und 7 eine besondere Rolle ein. In Vertebraten sind sie bis
jetzt die einzigen entdeckten bifunktionellen Molekiile bestehend aus einem Ionenkanal

fusioniert mit einem Enzym [6] [7-12].

TRP-Kanéle spielen auch in der menschlichen Pathophysiologie eine wichtige Rolle. Es
konnten bereits 17 Krankheiten identifiziert werden, deren Ursache in der Mutation ei-
nes TRP-Kanals liegt. Es gibt Hinweise fiir weitere durch TRP-Stérungen verursachte
Erkrankungen und es wurden bisher 112 Mutationen in diversen TRP-Kanédlen verof-

fentlicht.

Beispiele fiir Mutationen in TRP-Kanilen, die zu folgenden Erkrankungen fiithren:

Kanal Humane Pathologie/ Erkrankung Referenz

TRPM6 Hypomagnesidmie und Hypokalzdmie [13]

TRPC6 Podozytenfunktionsstorungen, familidre fokal segmentale [14, 15]
Glomerulosklerose

TRPPs autosomal dominante polyzystische Nierenerkrankung [16-18]

TRPMLI Mucolipidosis Typ IV [16, 17, 19]

1.1.2  Entdeckung und Expression von TRPM7

Bereits 1998 gelang es Hunter et al., mit dem Maus Melastatin Gen (TRPM1) den ers-

ten Vertreter der TRPM-Familie zu klonen. Es folgten darauthin weitere Entdeckungen
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von TRPM-Molekiilen, welche eine Rolle in regulatorischen Prozessen und innerhalb

der Sensorik spielen.

TRPM7 wurde 2001 erstmals durch Runnels et al. identifiziert. In einem Hefe-Zwei-
Hybrid-System zeigte sich TRPM7 als ein Interaktionspartner von PLC (Phospholipase
C) [8]. Auch weitere Arbeitsgruppen identifizierten unabhingig davon TRPM?7 als bi-
funktionales Protein. Ryazanova et al. [20] entdeckten TRPM7, indem sie Datenbanken
nach Homologen der menschlichen eukaryoten Elongationsfaktor 2 Kinase durchsuch-
ten. Sowohl Nadler et al. als auch Schmitz et al. gelang es, bei der Suche nach neuen

Ionenkandlen humanes und murines TRPM?7 zu klonieren [21-23].

Das Protein wurde bereits unter anderen Namen beschrieben, darunter TRP-PLINK,
CHAKI und LTRPC7 [8, 20, 23]. Seit 2002 wird es vereinheitlicht als TRPM7 be-
zeichnet [24, 25].

Der Kanal konnte mit Hilfe von quantitativer Echtzeit-PCR in allen getesteten Geweben

nachgewiesen werden, weshalb man von einer ubiquitdren Expression ausgeht [26].

1.1.3 Struktur von TRPM7

Mg*],
Mg-ATP
low pH
polyamines
CI, Br

Abbildung 2 Modulare Struktur von TRPM7. TRPM7 (transient receptor potential cation channel
M7) ist ein Mg*’-permeabler Kanal, der als Chanzyme bezeichnet wird, weil er Ionenkanal- und
Enzymfunktion in einem Molekiil vereint. TRPM?7 leitet neben Mg®" auch andere zweiwertige Kationen
und unterliegt einem negativen Riickkopplungsmechanismus mit Mg”". Physiologisch wurde er mit der
Aufrechterhaltung der Mg*'-Homéostase, sowie der Entwicklung, der Zellteilung und dem Uberleben von
Lymphozyten in Verbindung gebracht. Abbildung aus [27].
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TRPM7, welches aus 1863 Aminosdureresten besteht, vereint einen Kanal und eine
Kinase und wird daher auch als ,,Chanzyme* (engl. Channel und Enzyme) bezeichnet.
Es bildet sechs Transmembrandoménen, wobei sich die Kanalpore zwischen der fiinf-

ten. und sechsten Transmembrandomaéne befindet.

Die Struktur von TRPM7 beginnt mit einer einzigartigen aminoterminalen Sequenz aus
600-700 Aminosduren, welche vier Teilregionen bilden. Sie wird gefolgt von einem
rund 300 Aminosduren langen Bereich, der die mutmaBlich porenbildenden Trans-
membran-Segmente (engl. transmembrane spanning elements) enthilt. Es folgt ein Be-
reich mit Coiled-Coil-Charakter und schlielich eine C-terminale Verldngerung von

variabler Lange und einzigartiger Struktur [8].

Der N-terminale Lobus ist strukturell &hnlich zu den anderen TRPM-
Familienmitgliedern und enthédlt die vier Melastatin-Homology-Domain (MHD), die

namensgebend fiir die TRPM-Familie sind.

Der C-Terminus mit der TRP-Doméne bestimmt die Nomenklatur der TRPMs [23]. Im
Kontrast zu den TRPA-Kanilen enthdlt der C-Terminus eine Zinkfinger-homologe-

Doméne [29].

Der C-Terminus von TRPM7 enthélt eine alpha-typische Serin/Threonin Kinase. Die
Kinase phosphoryliert sich selbst an mehreren Stellen, besonders oft in einer Serin-
reichen Region direkt vor der Kinase-Doméne. In der intakten Zelle gibt es zwei beson-
ders stark autophosphorylierte Stellen, welche unabhédngig vom Kanal sind. Eine liegt
kurz hinter der ersten Helix der Kinase-Domaéne. Diese hat das Potential, die dimere

Struktur oder die Stabilitit der paarigen Kinase zu beeinflussen [29].

Ferner hat TRPM?7 &dhnliche Sequenzen wie spannungsgesteuerte lonenkanile, welche

ebenfalls Tetramere bilden [29].

1.1.4 Eigenschaften von TRPM7

TRPM?7 ist ein fiir zweiwertige Ionen selektiver Kanal, der fir Ca*” und Mg*" permea-
bel ist, aber auch essentielle Metalle wie Zn*", Mn>" und Co”" genauso wie nicht physio-
logische oder toxische Metalle wie Ni*", Cd*", Ba®", und Sr*" leitet [23, 30]. Es wird

angenommen, dass der Kanal konstitutiv offen ist, aber unter physiologischen Bedin-
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gungen iiber einen negativen Regulationsmechanismus durch Mg*" und Mg-ATP funk-

tionell stark inhibiert ist.

Die erste elektrophysiologische Beschreibung von TRPM7 erfolgte bereits 1999 durch
Kerschbaum et al., wobei die Arbeitsgruppe den monovalenten Strom, der sich unter
bivalentfreier externer Losung allméhlich entwickelte, fiir einen Funktionszustand von

CRAC-Kanélen hielt [31].

Nadler et al. berichteten 2001 iiber endogene TRPM?7-artige Strome in Nierenzellen
(menschliche HEK293), basophilen Granulozyten (Ratte RBL-2H3) und T-
Lymphozyten (humane Jurkat T-Zellen) [23].

Im Weiteren konnten in einer Vielzahl von Zellen native TRPM7-Strome entdeckt

werden, insbesondere in Gehirn [32], Darm [33] und Herz [34].

Aktivierte TRPM7 vermittelte Strome zeigen eine charakteristische, nicht lineare
Strom-Spannungsbeziehung. Aufgrund des zweiwertigen Einstroms bei physiologisch
negativen Spannungen und dem monovalenten Auswértsstrom bei positiven Spannun-
gen, entsteht eine ausgepragte Auswirtsgleichrichtung. Durch extrazelluldre zweiwerti-
ge Ionen kommt es zu einem fiir TRPM?7 typischen spannungsabhéngigen Durchldssig-
keitsblock. Dadurch liegt physiologisch lediglich ein geringer Einwértsstrom vor [23,
35].

Unter Beriicksichtigung der Einzelkanalleitfahigkeit von 40 pS [23, 36], zeigen
HEK293-Zellen ca. 40 aktive Kanéle an ihrer Zelloberfldche.

Die Funktion der Kinase-Doméne ist noch weitaus weniger gut verstanden. Sie invol-
viert vermutlich sowohl die Autophosphorylierung von TRPM?7 als auch Phosphorylie-
rung anderer Zellproteine wie Annexin Al und der schweren Kette von Myosin IIA [37,

38].

Zwar wire es denkbar, dass die Funktion der Kinase-Phosphotransferase rudimentér ist
und keine besondere Aufgabe erfiillt. Dieses scheint jedoch aufgrund der Erhaltung der
enzymatischen Aktivitdt der Kinase eher unwahrscheinlich. Die Aktivitét blieb, trotz der
signifikanten Unterschiede in ihrer Aminosduresequenz zu anderen Mitgliedern der Al-

pha-Kinase-Familie erhalten [10].

Die Kinasedoméane von TRPM7 ist bekannt fir die Interaktion mit einer Vielzahl von

Phospholipase-C-Isoformen. Die Phospholipase C spaltet Phosphatidylinositol-4,5-
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bisphosphate (Abk. PIP2) zu Inositoltrisphosphat (Abk. IP3) und Diacylglycerin (Abk.
DAG). IP; fiihrt zu einer Freisetzung von Ca®" aus dem endoplasmatischen Retikulum

[29].

1.1.5 Rolle von TRPM7 im Zellzyklus
TRPM7 lasst sich in jedem bislang getesteten Gewebe nachweisen [23, 26, 39].

Sahni et al. entwickelten TRPM7-defiziente Lymphozyten, welche einen speziellen
Phénotyp ausbildeten. In normalem Medium waren diese nicht zur Proliferation fahig
und gingen innerhalb von 24 Stunden in den Wachstumsstillstand tiber, was die beson-
dere Rolle von TRPM7 im Zellzyklus hervorhebt. Ein auf 10-15 mM Mg*" angereicher-

tes extrazelluldres Medium hingegen ermoglichte ihnen eine normale Zellteilung [40].

TRPM7-defiziente B-Zellen, kultiviert in normalem Medium, verharrten in der GO/G1
oder der frithen G2 Phase des Zellzyklus. Dies legt nahe, dass der Wachstumsstillstand
auf dem mangelnden Vermogen zum Zellwachstum beruht. Es kann angenommen wer-

den, es handle sich nicht um einen Fehler in der DNA-Synthese oder Mitose [40].

Dariiber hinaus zeigten Scharenberg et al. bereits, dass TRPM7 eine entscheidende
Rolle bei der Proliferation von Lymphozyten spielt. Dabei interagiert TRPM7 mit dem
PI3K/Akt/mTOR-Signalweg, welcher eine Rolle im Zellanabolismus und der
Steuerrerung des Lymphozyten-Stoffwechsels spielt [40]. Conforti et al. konnten
weiterhin eine Rolle von TRPM7 bei der Migration von aktivierten T-Lymphozyten

nachweisen [41].

Weiterhin gibt es zunehmend Hinweise dafiir, dass TRPM7 eine Rolle bei der
Entwicklung verschiedener Karzinome spielt [42-46]. Dies konnte bis jetzt
insbesondere fiir Mammakarzinome und Adenokarzinome des Pankreas nachgewiesen
werden [45, 47-51]. Dabei wird insbesondere eine Rolle innerhalb eines
mechanosensorischen Komplexes diskutiert, welcher im Zusammenhang mit der

Metastasenbildung steht [51-53].

1.1.6 Regulation der TRPM7-Kanal-Aktivitét

TRPM?7 ist ein durch Mg”" und Mg-ATP inhibierter Kanal, der gleichzeitig Mg”" leitet.
Daher bilden sowohl Mg”™ als auch Mg-ATP einen negativen Riickkopplungsmech-



Einleitung 7

anismus fiir TRPM7, indem sie die Kanalaktivitit durch Bindung an spezifische Stellen

regulieren [22, 23, 54].

Nadler et al. konnten zeigen, dass der Kanal konstitutiv offen ist, aber bereits von
millimolaren intrazelluliren Konzentrationen von Mg®", Mg-ATP und Mg-Nukleotiden
blockiert wird [23]. Dariiber hinaus inhibieren noch andere bivalente Kationen, wie
Ca’" und Zn*" die Kanalfunktion. Deren physiologische Konzentrationen liegen
allerdings weit unter der Konzentration, die fiir diese Wechselwirkung notwendig ist.
Eine Reduktion dieser zelluldren Regulatoren fiihrt zu einer Zunahme der Kanalstrome.
Daraus kann geschlossen werden, dass TRPM7 die Fahigkeit besitzt, die zytosolischen
Mg*"/Mg-ATP Spiegel zu erkennen und diese Information in eine verdnderte TRPM7-

Kanalaktivitit umzusetzen [22].

TRPM7-Kanalaktivitit ~wird dariiberhinaus aktiv  durch rezeptorvermittelte
Verdnderungen im zyklischen AMP (cAMP) und in der Proteinkinase A beeinflusst
[55].

Als weitere Modulatoren der TRPM7-Aktivitdt gelten Lipide, pH-Wert, ATP und
andere Nukleotide [56].

Dabei ldsst sich zeigen, dass vermehrtes ATP signifikant TRPM7-Strome erhoht [8].
Dieser Effekt ist vermutlich darauf zuriickzufiihren, dass neu gebildetes ATP rasch an

Mg”" gebunden wird und dadurch die Konzentration des freien Mg*" sinkt [23].

Eine weitere Ursache fiir diesen Effekt konnte auch der Verbrauch von ATP bei der
Erzeugung von PIP; sein. Der Entzug von PIP,-Molekiilen fiihrt zu einer Abnahme der
TRPM7-Kanal-Aktivitdit. Da im Umkehrschluss mehr verfiigbares ATP zu mehr
Produktion von PIP,-Molekiilen fiihrt, steigert ATP die TRPM7-Kanal-Aktivitét [57].

Auch der pH-Wert hat einen Einfluss auf die TRPM7-Aktivitit. So fiihrt eine
Erniedrigung des pysiologischen pH-Werts von 7,4 auf einen pH-Wert von 4,0 zu einer
Erhohung der TRPM7-Strome um das 10-fache [58].

Andere Prozesse, wie die schnelle Plasmamembraninsertion von TRPM7, fiihren zu
einer Erhohung der Aktivitdt [59]. Weiterhin konnten Oancea et al. die Expression von
TRPM?7 in glatten GefaBmuskel-Zellen zeigen. Sie stellten die Hypothese auf, dass
TRPM7 durch den Blutfluss in geschddigten Endothelbereichen aktiviert werden kénnte
[59].
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Demeuse et al. konnten zeigen, dass Nukleotide zu einer Inhibition von TRPM?7 fiihren,
wobei dies von der Nukleotidbindungsregion in der Kinase-Doméne abhéngig ist. Diese
Nukleotidbindungsregion arbeitet im Zusammenspiel mit einer Mg -Bindungsstelle

aufBerhalb der Kinase-Domaéne [54].

1.1.7 Zusammenspiel von Kanal und Kinase
Die Regulation des Kanals durch die Kinase-Domine wird kontrovers diskutiert.

Matsushita et al. konnten zeigen, dass die Kinase-Domidne eine Rolle bei dem

,» I rafficking® oder der Zusammenlagerung des Kanals spielt [29].

Die mit TRPM?7 assozierte Kinase selbst wird vermutlich unabhéngig reguliert, obwohl
fir die Funktionsfahigkeit der Kinase Mg®" benétigt wird. Ca®" zeigt hierbei keinen
Einfluss und Zn®" inhibiert die Kinase. Mg-ATP ist als Energie/Phosophat-Triger fiir
die Phosphorylierung der Substrate und somit fiir die Kinaseaktivitit essentiell.

Allerdings zeigen andere Mg-Nukleotide keinen Einfluss [29].

Nadler et al. publizierten, dass die Mutation der ATP-Bindungsstelle in der Kinasedoma-
ne zu einer deutlichen Abnahme der Kanalfunktion fiihrt [23].

Schmitz et al. beschrieben 2003 in Cell, dass die TRPM7-Kinase nicht relevant fiir die
Aktivierung des Kanals ist. Sie postulierten jedoch einen funktionellen Zusammenhang,
da strukturelle Verinderungen der Kinase die Mg”"-Sensitivitit des Kanals verinderten.
Ein Kinase-Deletionsmutante zeigte eine gesteigerte Mg -Sensitivitit und somit gerin-
gere Kanal-Aktivitdt [22]. Punkt-Mutanten (K1648R und G1799D), die zu einem Funk-
tionsverlust der Kinase fiihren, bilden einen funktionierenden Kanal mit hingegen ver-
minderter Mg”'-Sensitivitit. Daher wurde auf eine negative Kopplung zwischen der

TRPM7-Kinase und dem Mechanismus der Mg”" abhingigen Inhibition geschlossen [22].

Matsushita et al. verdffentlichten 2015 eine Publikation mit dem Titel: "Die
Kanalfunktion 1ist von der intrinsischen Kinaseaktivitit und von der
Autophosphorylierung von TRPM7/CAKI1 dissoziiert" (engl. Channel Function is
Dissociated from the Intrinsic Kinase Activity and Autophosphorylation of
TRPM7/ChaK1%), welches eine gegensitzliche Position darstellt. Sie identifizierten
zuerst die zweil Hauptstellen der Autophosphorylierung mittels Massenspektrometer, um

diese dann gezielt zu verdndern. Des Weiteren wurden Zellen mit einer Mutation eines
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katalytischen Hauptzentrums, welches die Kinaseaktivitit authebt, untersucht. Bei
beiden Verfahren zeigte sich weder eine Verdnderung der Kanalaktivitit noch ein
Unterschied des gemessenen Ca”*'-Einstroms im Vergleich zur unverinderten Kontrolle.
Auch zeigte sich kein Unterschied in der Mg**-Sensitivitit gegeniiber Wildtyp-Kanilen,
gemessen bei 3 mM Mg®" in der externen Losung [29]. Bei einer Konzentration von
3 mM Mg”" ist allerdings davon auszugehen, dass beide Kanile durch die hohe Mg”'-
Konzentration blockiert waren, was die Aussagekraft der Versuche retrospektiv deutlich

einschrankt.

Jedoch fiihrte eine Deletion von einem Grofteil der C-terminalen Kinase-Doméne zu
der Expression eines scheinbar inaktiven Kanals. Daher folgerten sie, die Kinase-
Doméne spiele eine strukturelle Rolle in der Kanalanordnung oder der subzelluldren
Lokalisation [29]. Hingegen zeigten Desai et al. 2012 eine Zunahme des TRPM?7-
Stroms bei Deletion der gesamten C-terminalen Kinase [60]. Es scheint also von der
Stelle der Deletion abzuhingen, wie sich die genetische Verdnderung auf die

Kanalaktivitit von TRPM7 auswirkt.

1.1.8 Mg*-Homdostase in Wirbeltieren

Schmitz et al. zeigten mit Hilfe eines genetischen Knockout-Experiments in Hithner-B-
Lymphozyten, dass TRPM7-defiziente Zellen Mg”-defizient werden, was durch Zugabe

von extrazelluldren Mg®” wieder aufgehoben werden konnte [22].

Ahnlich fiihrte ein genetischer Knockout der Kinase (TRPM7AK/ 2% in vitro zu einem
Arrest im Zellwachstum von embryonalen Stammzellen. Auch dieser Arrest konnte
durch hohe Konzentrationen von externem Mg”™ aufgehoben werden [7]. Verschiedene
Mg*"-Transporter kompensieren abhingig vom Zelltyp das Fehlen von TRPM7,
darunter SLC41A1, SLC41A2 oder mdglicherweise MagT1, auch wenn in jlingster Zeit

seine Rolle als Mg-Transporter in der Plasmamembran in Frage gestellt wird [61].

Bei gewebespezifischen Deletionen von TRPM7 in T-Lymphozyten von Mausen lassen
sich keine verinderten Mg* -Konzentrationen nachweisen [62]. Eine mdgliche
Erklirung sind die bereits erwdhnten Kompensationsmechanismen durch Mg*'-

Transporter wie z.B. SLC41A1 [63].

Auch auf der systemischen Ebene konnten Ryazanova et al. Unterschiede in der Mg*'-

Homeostase nachweisen. Verglichen mit Kontrollmdusen entwickelten heterozygote
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Miuse, die eine Deletion der TRPM7-Kinasedomine aufwiesen (TRPM7"2X), eine
Hypomagnesimie und zeigten signifikant geringere Mg®"-Konzentrationen in Plasma,
Urin und Knochen. Als Ursache wird eine mangelhafte Mg> -Absorption im Kolon
angenommen. Daraus lisst sich eine entscheidende Rolle von TRPM7 sowohl in der zel-

luliren Mg”"-Homdostase, als auch in der Regulation der Ganzkdrper-Mg® -Homéostase

ableiten [7].

Homozygote TRPM7-Kinase-Knockouts (TRPM7**€) sind nicht lebensfihig. Da ho-
mozygote Miuse mit einer Punktmutation an der aktiven Stelle der Kinase (TRPM7*?/%R)
im Gegensatz zu TRPM7-Kinase-Knockouts lebensfahig sind und keine offensichtlichen
Veridnderungen zeigen, ist anzunehmen, dass die beobachteten Defekte der TRPM7AK

Mutanten auf eine reduzierte Kanalaktivitat zurickzufiihren sind.

Die wichtige Rolle der Mg*"-Homéostase wird auch durch die Forschungsergebnisse von
Chubanov et al. verdeutlicht. Es konnte gezeigt werden, dass die Aufrechterhaltung der
Mg *-Balance durch TRPM6 entscheidend fiir die prinatale Entwicklung und das Uberle-
ben bis zum Erwachsenalter ist. Eine Inaktivierung von TRPM6 in Mausen fiihrte zu ei-
ner verkiirzten Lebensspanne, einem Wachstumsdefizit und metabolischen Verdnderun-

gen, die auf eine beeintrachtigte Energiebilanz hindeuten [64].

1.1.9 TRPMT7 in T-Lymphozyten

Die ersten Hinweise fiir einen Einfluss von TRPM7 auf das Immunsystem lieferten
Schmitz et al., indem sie TRPM7 in DT40-Hiihner-B-Zellen genetisch ausschalteten.
Die Zellen waren daraufhin nicht weiter vermehrungsfihig, zeigten eine erhohte

Sterberate und einen erniedrigten Mg”"-Spiegel [22].

Jin et al. konnten in vivo eine wichtige Rolle von TRPM?7 in der Entwicklung von T-
Zellen identifizieren. Dazu verwendeten sie Mause mit einer T-Zell spezifischen
Deletion von TRPM7 (Trpm7%- Lck—Cre). Diese Knockout-Miuse zeigten einen
Entwicklungsstopp der T-Lymphozyten im doppelt negativen Status (CD4-CD87),
resultierend in einer reduzierten Anzahl doppelt-positiver (CD47CD8%) und einfach-
positiver (CD4") T-Lymphozyten im Thymus, als auch einer verringerten Anzahl von
T-Lymphozyten in der Milz [62]. Die Rolle von TRPM7 in menschlichen T-Zellen ist

weitgehend unbekannt.
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1.2 Das Immunsystem

Der menschliche Korper ist einer Vielzahl von schidlichen &duBeren FEinfliissen
ausgesetzt. Daher besitzt er, neben einer mechanischen und thermischen Schutzhiille, im

Laufe der Evolution perfektionierte, leistungsstarke Abwehrmechanismen [65, 66].

Die Mechanismen zur Abwehr von fremden, pathogenen Organismen konnen in vier
Hauptaufgaben strukturiert werden. Zunidchst kommt es zur Erkennung potenziell ge-
fahrlicher Stoffe [67]. Die umgehende Antwort kommt durch die weilen Blutzellen des
angeborenen Immunsystems, spater mit der Unterstiitzung von Lymphozyten des adap-

tiven Immunsystems, zustande [68].

Um die potenziell pathogenen Mikroben nicht nur zu detektieren, sondern auch zu be-
kdmpfen, hilt das Immunsystem eine komplexe Organisation von Immuneffektorzellen
bereit. Darunter sind antikdrperproduzierende B-Lymphozyten, das Komplementsystem
sowie spezifische Leukozyten mit abtdtenden Funktionen. Diese verschiedenen Kom-
ponenten arbeiten zusammen, um eine Einddmmung und Beseitigung der Infektion zu

gewahrleisten [69, 70].

Zwei weitere Komponenten sind fiir das Immunsystem von aufBerordentlicher Bedeu-
tung. Zunichst einmal die Fahigkeit, ein immunologisches Gedachtnis zu bilden. Dieses
wird von verschiedenen Gedéichtniszellen tibernommen, die nach ausgeheilter Erstinfek-
tion im Blut iiberdauern. Kommt es zu einer erneuten Infektion, sind sie bereits funkti-
onsfahig, um die Eindringlinge zu bekdmpfen. Dies gibt dem Immunsystem die Mog-
lichkeit zu reagieren bevor die Infektion sich im Korper ausbreitet. Das adaptive Im-
munsystem macht bekannte Angreifer schnell unschidlich, um sich dann auf neue, un-

bekannte Angreifer zu fokussieren [71, 72].

In den letzten Jahren riickt der vierte Anteil des Immunsystems, die Féhigkeit der
Selbstregulation, immer mehr in den Fokus der Forschung. Ist diese Regulation gestort,
sind Allergien und Autoimmunkrankheiten die Folge einer exzessiven Immunreaktion.

Ein Mangel an regulatorischen Zellen fiihrt ebenfalls zu diesem Effekt.

Das Immunsystem besteht entwicklungsgeschichtlich aus zwei Hauptbereichen, dem
evolutiondr dlteren angeborenen Immunsystem, welches kein vorheriges Priming beno-

tigt, und dem evolutionsgeschichtlich jlingeren adaptiven Immunsystem [71, 72].
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1.2.1 Das angeborene Immunsystem

Das angeborene Immunsystem arbeitet von Geburt an. Es ist nicht nur in der Lage, Bak-
terien und gefdhrliche Materialien zu detektieren, sondern ist auch fahig, defekte endo-
gene Zellen, beispielsweise nach einer Virusinfektion, zu identifizieren und zu eliminie-

ren.

Uberwinden Pathogene die natiirliche Barriere, kommt es, um die Ausbreitung zu ver-
hindern, innerhalb von Minuten zu einer Aktivierung des angeborenen Immunsystems.
Dieses bildet mit Hilfe verschiedener Zellen ein komplexes Netz aus Erkennung und
Abwehr. Dies beinhaltet zur Erkennung dendritische Zellen und Mastzellen. Zur Ab-
wehr dienen die phagozytischen Effektorzellen, wie Makrophagen und Granulozyten,
sowie natiirliche Killerzellen. Sie erfiillen ihre Aufgaben mithilfe verschiedener biolo-

gisch aktiver Substanzen: Sauerstoffradikale, Zytokine und Enzyme [68, 71, 72].

Dafiir nehmen insbesondere dendritische Zellen Antigene auf, prozessieren diese und
prasentieren kleine Teile von ihnen an ihrer Oberflache. Diese kurzen Abschnitte sind
an Haupthistokompatibilitdtskomplex-Molekiile (major histocompatibility complex

MHC) gebunden. MHC-Molekiile werden in zwei Klassen unterteilt. MHC-I-Molekiile
prasentieren Teile von prozessierten Proteinen aus jeder kernhaltigen Zelle, um Zeller-
krankungen und virale Verdnderungen zu iiberwachen. MHC-II dient den Antigenpra-
sentierenden Zellen, um fremde Antigene zu présentieren. T-Zellen sind lediglich in der

Lage, fremde Antigene in diesem Komplex zu erkennen [71, 72].

1.2.2 Das adaptive Immunsystem

T-Lymphozyten und B-Lymphozyten formen gemeinsam das hdchstspezifische, erwor-
bene, adaptive Immunsystem. T-Zellen bilden die zelluldre, B-Zellen die humorale im-
munologische Abwehr. Die Funktionen des adaptiven Immunsystems sind vielféltig und
bestehen hauptsichlich aus der spezifischen Abwehr von Antigenen, durch die Mog-
lichkeit ergidnzt, ein immunologisches Gedéichtnis zu erschaffen. Um verschiedene An-
tigene zu erkennen, haben sie ein hochst differenziertes Repertoire an individuellen,
klonalen Antigen-Rezeptoren. Dieses entsteht durch verschiedene Rekombinationen

von Genelementen, verbunden mit zufélligen Mutationen [71].
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T-Lymphozyten

T-Lymphozyten besitzen T-Zellrezeptoren und bilden einen wichtigen Teil des erwor-
benen Immunsystems. Bei Erstkontakt ist das adaptive Immunsystem eher langsam. Es
formt jedoch spezifische Gedichtniszellen, die bei Reexposition durch schnelle klonale

Expansion Effektorzellen zur Abwehr zur Verfligung stellen.

Der Name T-Lymphozyt leitet sich von ihrer Reifung im Thymus ab. In diesem durch-
laufen sie verschiedene Selektionsprozesse, die vorbeugend gegen Autoimmunitétsreak-
tionen wirken. Hier werden sie auch auf ihre vielfaltigen Aufgaben vorbereitet [73]. T-

Lymphozyten lassen sich in sechs Hauptuntergruppen unterteilen:

Zelltyp Funktion Oberflichenmarker
T-Helfer-Zellen Zelluldre Immunantwort und CD4"

humorale Immunantwort je nach

Subgruppe

Zytotoxische T-Zellen infizierte Korperzellen anhand CDS8 " -ap-Heterodimere
von erregertypischen Antigenen
zu erkennen und zu eliminieren

Gedichtnis T-Zellen  immunologisches Gedichtnis CD4" und CDS"

Regulatorische T- Unterdriickung der Aktivierung

Zellen des Immunsystems

Natiirliche Killer T- wahrscheinlich Kontrolle von NKR-P1A, CD56, Neural

Zellen Autoimmunerkrankungen cell adhesion molecule-1
(NCAM-1) und CD57

Gamma Delta T- erkennen Gewebeschidden und -  T-Zellrezeptor

Zellen verdnderungen

Tabelle 1: Unterteilung der T-Zellsubtypen. Dargestellt sind die 6 Hauptuntergruppen mit Funktion
und charaktarisierenden Oberflichenmarkern.

Die beiden grofSten Gruppen sind T-Helfer-Zellen und zytotoxische T-Zellen. Zytotoxi-
sche T-Lymphozyten sind dariiberhinaus als CD8" T-Zellen bekannt und interagieren
mit dem MHC-I-Komplex, um zum Beispiel durch Viren oder Mutationen modifizierte

Zellen zu eliminieren.

Die zweite grofle Gruppe beinhaltet die T-Helfer-Zellen, die sich durch die Expression
des Korezeptors CD4" auszeichnen und so den MHC-II-Komplex erkennen kdnnen.
Diese spielen eine zentrale Rolle in der Unterstiitzung anderer Leukozyten, einschlie3-
lich der Aktivierung von Zytotoxischen T-Zellen und Makrophagen, und der Reifung
der B-Zellen zu Plasma- und Gedichtnis-B-Zellen [71, 72].
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T-Helferzellen
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Abbildung 3 Die verschiedenen T-Helferzelllinien, ihre Hauptregulatoren und charakteristischen
Zytokine. Naive CD4" T-Zellen und natiirliche regulatorische T-Zellen (nTreg) reifen im Thymus heran.
Je nach extrazellulirem Milieu, differenzieren sie in unterschiedliche Effektor-T-Zellen mit
charakteristischen Effektorzytokinen. Modifiziert nach [74].

Die CD4" T-Helfer-Zellen haben keine zytotoxische Aktivitit und sind nicht zur Pha-
gozytose fahig. Sie filhren zu einer angemessenen Immunantwort, nachdem ihnen ein
Antigen von antigenprdsentierenden Zellen (APZ) an MHC-II-Komplexe gebunden
prasentiert wurde. Nach Erkennung spezifischer Antigene schiitten T-Helfer-Zellen spe-
zielle Zytokine aus, welche wiederum andere Komponenten des Immunsystems aktivie-
ren. Unter diesen Komponenten befinden sich Zellen, wie zum Beispiel Makrophagen

und zytotoxische Zellen, die wiederum andere Zellen eliminieren kénnen [71, 72].

Verschiedene T-Helfer-Subtypen fiihren dabei zu unterschiedlichen Immunantworten.
Die Klassifikation erfolgt anhand verschiedener ausgeschiitteter Zytokine. Diese
korrespondieren mit verschiedenen Transkriptionsfaktoren und Oberflaichenmarkern,

was die Detektion von unterschiedlichen Subtypen ermdoglicht (siehe Tabelle 2).
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Polarizing  Transcription Homing Effector Target
Module  cytokine(s) factor receptor(s) cytokine(s) cell Function
Tyl IL-12, IFN T-bet CXCR3 IFN-y Macrophages Bacteria
T;2 IL-4 GATA-3 CCR4/CRTh2 || IL-4, IL-5, IL-13 Eosinophils Parasites
T 17 ||IL-6IL-1B,TGF-B ROR-yt CCR6/CCR4 IL-17, IL-22 Neutrophils Fungi
Treg ? FOXP3 CCR7/CCRé TGF-B DC /T cells Regulation
Ten IL-21 Bcl-6 CXCR5 IL-21 B cells Antibodies
e S e e e o e o Leee ey
I [ B IL-10 : ? : CCR7/CCR6 :: IL-10 :  Tcels i Regulation }
FOTIIIIII IO : ;‘.'.'.'.'.'.'.'.'.'.'.'.'.'::‘.'.'.'.'.'.'.'.'.'.'.'.'.'.'.'.'.;‘.:::::::::::::'.::_;.'.':.'.'.'.'.'.'.'.'.'.'.'.'.:;.':.':.':.'.'.':::.':.':.:
Ty22 IL-6, TNF  :: ? 55 CCR6/CCR10 :: IL-22 ‘I Keratinocytes *& ? :

. " . . H
Masssssssssifssssssssssssasan Sassssssssssas C T Sassssssssssssssifassssssssssssass fTassssssssssssssas

Tabelle 2 CD4" T-Zell Module involviert in Abwehr und Regulation. Gepunktete Linien: mogliche
Module fiir welche relevante Informationen noch fehlen. Ty1/2/17/22/reg, Helfer T-Zellen-Typ
1/2/17/22/regulatorische; Ty Follikuldare Helfer-T-Zellen; Trl regulatorischer T-Zellen Typl; Zitiert aus
[75]

Eine perfekte Zuweisung zu individuellen Zellpopulationen ist nicht immer moglich, da
einzelne individuelle Zellen Effektorzytokine in verschiedenen Kombinationen produ-

zieren konnen [76].

Die am besten erforschten Gruppen bilden dabei Tyl-, Ty2- und Tyl7-Zellen. Tyl-
Zellen unterstiitzen die Abwehr gegen intrazelluldre Viren und Bakterien mit Hilfe von
IFN-gamma. Extrazelluldre Parasiten werden wiederum mit der Hilfe von Ty2-Zellen

eliminiert [77, 78].

Ty17-Zellen sind mit inflammatorischen Autoimmunerkrankungen assoziiert und in die

Abwehr von Pilzinfektionen involviert [79].

Nachdem das Antigen eliminiert wurde, persistieren zentrale Gedachtniszellen (TCM)
und Effektor-Gedachtnis-T-Zellen (TEM) im Gedéchtnispool, um eine systemische
Immuniiberwachung zu gewéihrleisten und bei einer erneuten Infektion zu einer promp-

ten Immunantwort zu fiihren [75, 80].

Die Gruppe der abwehrunterstiitzenden T-Zellen wird begleitet von einer weiteren
Gruppe der T-Helfer-Zellen, den regulatorischen T-Helfer-Zellen. Diese haben einen

regulatorischen Effekt auf das Immunsystem [71, 72].
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1.2.3 Regulatorische T-Lymphozyten

Regulatorische T-Helfer-Zellen (Tyg) bilden eine spezielle Untergruppe mit bis zu 10%
der T-Helfer-Zellpopulation. In einem gesunden Korper regulieren sie das Immunsys-
tem, indem sie die Immunantwort auf fremde harmlose Antigene unterdriicken [81, 82].
Ihnen kommt dariiberhinaus eine entscheidende Rolle in der Pravention von
Autoimmunerkrankungen zu [83]. Im Gegensatz dazu konnen Ti,-Zellen auch

bakterielle Infektionen und karzinoide Erkrankungen begiinstigen [47, 84-86].

Charakteristische Oberflachenmarker sind CD4 und eine hohe CD25-Expression. CD25
wird jedoch nicht exklusiv auf Ty exprimiert, sondern auch auf anderen aktivierten T-
Zellen. Aus diesem Grund verwendet man zudem den Transkriptionsfaktor FOXP3 zur

Identifizierung von Ty.,-Zellen [87].

Treg-Zellen konnen iiber zwei unterschiedliche Mechanismen entstehen. Natiirliche Tre,.
Zellen (nTye) werden durch den Transkriptionsfaktor FoxP3 identifiziert und entwi-
ckeln sich im Thymus. Die zweite Gruppe bilden induzierte regulatorische T-Zellen
(1Tre), welche auBerhalb des Thymus unter entsprechenden Umgebungsbedingungen
differenziert und redifferenziert werden. Sie tragen genau wie nTy.e den Transkriptions-

faktor FoxP3 [88].

1.3 Die Rolle von Mg im Immunsystem

Magnesium (Mg®") ist eines der hiufigsten zweiwertigen Kationen in Saugetierzellen
und essenzieller Kofaktor von ATP. Es spielt dariiber hinaus eine Rolle in vielen Or-
gansystemen. Im Speziellen stellt es, aufgrund seiner anti-inflammatorischen Wirkung,

einen entscheidenden Faktor fiir die Erhaltung der Gesundheit dar.

Der GroBteil des korpereigenen Mg®" ist in den Knochen, Muskeln und Weichteilen ge-
speichert. Lediglich ein kleiner Teil ist im Serum frei verfiigbar. In gesunden Probanden
entspricht die Mg*"-Serumkonzentration zwischen 0,7 und 1,05 mM [89]. Intrazellulir
betrigt die Mg*"-Konzentration 10-30 mM, wobei lediglich 0,5-1,2 mM frei verfiigbar
sind [90]. Somit ist die freie interne und externe Mg®"-Konzentration annihernd gleich.
Tabelle 2 zeigt die Kanile und Transporter, die in den Transport von Mg”" durch die

Membran involviert sind und damit zur Mg* -Homéostase beitragen [7].



[#01] sne uowomuy 3o[0wWOH 10)0€,] SISLISOWOH WNISAUSeIN ZSUIN ‘/€//1 I01eIpaul 110dSuel} UOIED [€}OW JUS[BAIP UTRWOP S

PUB UI[A9 /€/7/TINNND ‘T7/1 IOQUIDN [{ A[Iwue, JoLue)) an[os /1 VI+DIS <1 uraroxd 1opiodsuen wnisouSey [ 1SN <//9 JOqUaW ‘A A[Iuejqns ‘jouueys uoned [enudjod 103dosor

JudIsuel], //9INJdL ‘UeSenioq 9seIsoQuIoH- _SJA INZ JIWep pun puis HSIAJOAUL S\ UOA Jodsuel], uop ul 1p ‘1ouodsuei] pun opguey| “1dj3a1o0dsuea ], pun pgued] S :€ dlPqeL
! /9 12q +Z Iwrep pun pur IAJoAUT p uraoIp pun 9] + €

QuBIqUIOW

[€01-101] owoIpuAs TI[Tef Togueyoxy SN QUBSHUL  1rcuqd [e1oyE[OSEl FINNND
UONBPIRIDI [RIUdW 105 SULIQUOL
[001 ‘66]  puesamzids yum s PO<UZ<IS<BIN Rdupt | cerd S%@o% TIANND
erwosdugewodAH s L 141 10504
[86 “96] SN<ND urerg TIANND
PHUOOTE ouBIqUIdW
[9¢] -0dAy A1epuodas [ouuey) BD<SIN<IN<Bg  Qunsojur ‘Asupry| 4 INJIL
: ‘ ‘ : ewsed [eordy
erwosdugewodAH
Em&c&:a&y%ﬁx J1f102ds-onss1|
[L6] [outtet) IN<SIN snojnbiqn SuRIATen SN
' C [ELIPUOYSO0UA
[96] Iouodsuel], 0)<ND<9J<SIN snoymbiqn  SueiqUIOW BWSE[] SIANND
[s6] Togueyoxy eD<IN<tI<SIN snoynbiqn  dueIquOW 13[00) TVIYOTIS
[¢6-16]  swstpydouorydon 3ueyoxy N)<eg<dJ<IS<SIN snoymbiqn  SueiqUIOW BWSE[] IVIYDIS
[¢9] owoIpuks NHIN-X ure}ooun nH=0,J<eg<SIN snoymbiqn urepdun 1L3eIN
[o€] [ouuey) eD<IN<IN<t] snojmbiqn)  dueIqUISW BUISE]] LINdIL
Emtc%:m&ymwx\ [p.12UdL)
UAIY IseasI(q WISTUBYIIA] AIIqedwdg uorssaadxy UBIQUIIIA] dweN



Einleitung 18

Bereits 1930 konnte man erstmals zeigen, dass Mg -defiziente Ratten zu Entziindungen
neigen [105]. Dies war der erste Hinweis auf den Einfluss von Mg2+ auf eine

ausgewogene Immunantwort.

Weiterhin wurde gezeigt, dass eine Mg -defiziente Diit in niedriegere IgG- und IgA-

Spiegel [106] und eine erhohte Entziindungsaktivitét resultiert [107].

Experimenteller Mg®"-Mangel in Ratten induziert nach wenigen Tagen ein klinisches
Entzlindungssyndrom, charakterisiert durch Leukozyten- und Makrophagenaktivierung,
Freisetzung von entziindungsfordernden Zytokinen und Akute-Phase-Proteinen, sowie
iberméBige Produktion von freien Radikalen. Ein Anstieg der extrazelluldren
Magnesiumkonzentration senkt die Entziindungsreaktion, wihrend die Reduktion von

extrazellulirem Mg2+ zu einer Zellaktivierung fiihrt [105].

Dieses konnte darauf zuriickzufiihren sein, dass Magnesium ein natiirlicher Kalzium-
Antagonist ist. Die molekulare Basis der entziindlichen Reaktion wére damit

wahrscheinlich das Ergebnis der Modulation des Kalziumhaushalts.

Eine Vielzahl von Krankheiten ist auf die Dysregulation des Mg*"-Metabolismus

zurickzufiihren.

Mutationen in TRPM6 fiihren zur familiiren Hypomagnesidmie mit sekundérer
Hypokalzidmie (HSH) [12, 13, 36]. Dies resultiert in Elektrolytstorungen kurz nach der
Geburt [108].

Li et al. publizierten 2011 eine Arbeit {iber eine neuartige X-verkniipfte menschliche
Immunschwiche aufgrund einer Mutation in dem Gen welches fiir MagT1, einen
vermuteten Magnesiumtransporter, codiert. Diese Storung fithrt zu einer CD4'-

Lymphopenie mit entsprechender Immunschwéche.

Basierend auf ihren Erkenntnissen postulieren Li et al. eine “second messenger”-Rolle

fiir Mg*" in T-Lymphozyten [63].

Dabei ist nicht der Gesamtunterschied zwischen externen und internen Mg”'-
Konzentrationen relevant, sondern schnelle lokale Konzentrationserh6hungen, die durch
schnell diffundierende lonen entstehen. Der Magnesiumeinstrom konnte eine schnelle
raumliche Integration von Antigen und kostimulierenden Rezeptorsignalen fiir die T-

Zell-Aktivierung fordern und so als “second messenger” fungieren.



Einleitung 19

Dies wird in der Literatur allerdings kontrovers diskutiert [109-112]. Da sich die
extrazelluldren (0,7-1,05 mM) und intrazelluldren (0,5-1,2 mM) Konzentrationen fiir
Mg”" nicht maBgeblich unterscheiden, spielt Mg*" als Signalmolekiil vermutlich eher

eine untergeordnete Rolle, z.B. im Vergleich zu Kalzium.

1.4 Hypothese und Projektziele

Die entscheidende Rolle von Magnesium in Entziindungsreaktionen und der Einfluss
der bereits fiir andere Magesiumkanédle gezeigt wurde, wirft die Frage auf, welche

Bedeutung das ubiquitdr vorhandene TRPM7 bei der immunologischen Antwort hat.

Insbesondere T-Lymphozyten spielen bei Entziindungsreaktionen eine entscheidende

Rolle.

Schenk et al. postulierten die purinerge Kontrolle der T-Zellaktivierung durch ATP-
Freisetzung durch Pannexin-1-Hemichannels [113]. Damit zeigten Sie, dass ATP einen
Einfluss auf die Aktivierung und Funktionsfdhigkeit von T-Zellen hat. Basierend auf
diesen Eigenschaften wird gegenwiértig angenommen, dass TRPM7 einen ubiquitiren
homeostatischen Mechanismus reprisentiert, der Ca*'- und Mg*"-Stréme basierend auf

dem metabolischen Zustand der Zelle reguliert.

Physiologisch konnte der Kanal als regulierender Mechanismus fiir Ionen dienen,
welche Einfluss auf Zelladhédsion, Zellwachstum, Proliferation und sogar Zelltod unter

physiologischem Stress haben [55].

Eine mogliche Erkldrung fiir die Funktion dieses Mechanismus widren die
unterschiedlichen Anforderungen von ruhenden und sich teilenden Zellen. Zellen im
Ruhezustand optimieren ihren Zellmetabolismus, um Glukose zum Recycling von
existierendem Mg-ADP zu Mg-ATP zu nutzen. Sich teilende Zellen starten im Kontrast
dazu den Pentose-Phosphat-Weg, um Substrate zur Zellmassegewinnung zu generieren.
Dies geht einher mit einer ausgeprigten de-novo-Synthese von ATP. Jedes neu
gebildete ATP bedarf eines neuen Mg”", importiert aus dem extrazelluliren Milieu. Es
erscheint sinnvoll, Mg*"-Aufnahme und Biosynthesestoffwechsel zu koppeln. Es kénnte
daher sein, dass TRPM7 eine Schalterfunktion besitzt. Ist die Mg*"-Aufnahme limitiert,
kommt es zur Abschaltung des Wachstumspfads und zur Konzentration auf die ATP-

Regeneration. Ist die Mg*"-Aufnahme aktiv, ist der Schalter an und der zellulire
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Kohlenstofffluss konzentriert sich auf die Synthese neuer Biomolekiile, einschlieBlich

neuem Mg-ATP [40].

Wenn die ATP-Synthese in bestimmten T-Zellsubtypen erhoht oder reduziert wird,
beeinflusst dies die intrazellulire Verfiigbarkeit von Mg®", was sich wiederum auf die

TRPM7-lonenkanalaktivitiat auswirken konnte.

1.5 Projektziele

Um den Einfluss von Mg®" und TRPM?7 auf die immunologischen Prozesse besser nach-
vollziehen zu kdnnen, schlugen wir vor, die Expression von TRPM7 und seine Rolle bei
der Differenzierung und Aktivierung von CD4" T-Lymphozyten zu untersuchen. Dabei

lag das Interesse in der Beantwortung von zwei Hauptfragen:

* Ist die TRPM7 Expression und/oder Aktivitit in T-Lymphozyten-Subgruppen

unterschiedlich?

»  Welche Rolle spielen Mg”” und TRPM7 bei der Differenzierung verschiedener T-
Lymphozyten-Subtypen?

Dafiir analysierten wir die Expressionslevel, Funktion und Regulation von TRPM?7 in
humanen T-Lymphozyten unter Verwendung von molekularen und biochemischen

Assessments, Ganzzell-Elektrophysiologie sowie bildgebenden Verfahren.

Im Speziellen waren wir an dem moglichen Unterschied der TRPM7-Aktivitét zwischen
regulatorischen T-Zellen (T ) und differenzierten proentziindlichen T-Zellen (Ty1 und
Ty17) interessiert. Um verschiedene T-Zell-Untergruppen zu generieren, wurden naive
T-Zellen isoliert und entsprechend stimuliert. Die Differenzierung war gefolgt von einer

durchflusszytometrischen Analyse.

Unsere Ergebnisse sollen zu einem besseren Verstidndnis der Beteiligung von TRPM7

bei der Aktivierung und Differenzierung von T-Zellen fiihren.

Dies konnte bei der Identifizierung neuartiger Arzneimittel helfen.



Material und Methoden 21

2 Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Spenderblut gesunder Probanden

Die T-Lymphozyten wurden fiir jedes Experiment frisch isoliert. Mit Heparin-NaCL-
Losung (100 Units Heparin/ml NaCl) versetzte Blutproben gesunder, auf Infektions-
krankheiten getesteter Patienten wurden freundlicherweise durch Prof. Dr. Schulze-

Koops bereitgestellt.

Die anschlieBende Isolation verschiedener T-Lymphozyten-Subtypen erfolgte mit Hilfe

verschiedener Methoden.

2.1.2  Isolation von T-Lymphozyten

Tabelle 4 Materialien fiir die Isolation von CD4" CD25" T-Zellen.

Substanz Hersteller

BSA Carl Roth

CD4" CD25 Regulatory T Cell Isolation ~ MACS Miltenyi Biotec
Kit human

EDTA Sigma-Aldrich, Deisenhofen
FCS Life Technologies, Carlsbad

Ficoll- Lymphoflot —Density gradient for =~ Bio-rad, Hercules
isolation of lymphocytes REF 824 012

Naive CD4" T Cell Isolation Kit Il human ~MACS Miltenyi Biotec

NH4Cl Sigma-Aldrich, Deisenhofen
PBS Sigma-Aldrich, Deisenhofen
RPMI Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Schaferythrozyten Liebig Nahrstofftechnik
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Schaferythrozyten

Die reinen Schaferythrozyten wurden von der Firma Liebig Nihrstofftechnik bezogen.
Um eine hohere Reinheit zu gewéhrleisten, wurde zweimal bei einer Zentrifugenge-
schwindigkeit von 1031 RCF mit PBS gewaschen. Die Aufbewahrung erfolgte bis zu
einen Monat lang in einer RPMI/L-Glutamin Losung bei 4 °C.

Ammoniumchloride

1:100 NH4Cl in Bidestwasser versetzt mit 1 mM EDTA.

MACS-Puffer

500 ml PBS, 2.5 g BSA, 2ml 0.5 M EDTA wurden kombiniert und nach steriler Filtration
bei 4 °C gelagert.

2.1.3 Materialien zur Durchfiihrung der Durchflusszytometrie

Tabelle 5 Materialien zur Durchfiihrung der Durchflusszytometrie

Material Hersteller

FCR blocking reagent human MACS Miltenyi Biotec
Mouse serum Biolegend, San Diego
FoxP3 staining kit Biolegend, San Diego
CD4 APC human Biolegend, San Diego
CD8 PerCP human Biolegend, San Diego
CD25 PE human Biolegend, San Diego
FoxP3 Alexa 488 Biolegend, San Diego
FACS-PBS

500 ml PBS, 10 ml FCS und 500 pl 10% NaNs3; wurden kombiniert und nach steriler
Filtration bei 4°C gelagert.

10% Stocksolution NaN3

2 g NaN3 wurde zu 20 ml PBS hinzugefiigt.
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Tabelle 6 Materialien fiir die Zellkultur, Differenzierung und TRPM?7-
Blockierung.

Substanz Hersteller

RPMI Sigma-Aldrich, Deisenhofen
L-Glutamine Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Penicillin-Streptomycin Sigma-Aldrich, Deisenhofen
NHS (normales humanes Serum) Schulze Koops, LMU Miinchen
Human IL2 RD Systems, Minneapolis
Anti-aCD3/28 Dynabeads Life Technologies, Carlsbad
TGF-beta Bio Rad/ RD Systems

Retinoic acid Sigma-Aldrich, Deisenhofen
MgS0O4 Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Waixenicin A David Horgen, HPU, Hawaii, USA
NS8593 Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Spingosin Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Spingosinphosphat Sigma-Aldrich, Deisenhofen
RPMI-Aufbereitung

500 ml RPMI 1640 wurden mit 5.0 ml L-Glutamin und 2.5 m1 Penicillin-Streptomycin

versetzt.

Vorbereitung Waixenicin A

50 ng gefriergetrocknetes Waixenicin A wurde in 120 pul Ethanol gelost. Die weitere
Verdiinnung erfolgt mit dem entsprechendem Versuchsmedium. Die finalen
Konzentrationen betrugen 6, 10 bzw. 30 uM.

Tabelle 7 Patch-Lésungen und Oberfldcheneschichtungen

Substanz Hersteller

CsGlu Sigma-Aldrich, Deisenhofen

EDTA Sigma-Aldrich, Deisenhofen
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EGTA

Glukose

CaCl
L-Glutamic Acid

Cesium OH

Beschichtung der Deckgliser

Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Die verwendeten Deckgldser wurden fiir 15 min mit Poly-D-Lyson beschichtet, gewa-

schen und danach bei Raumtemperatur gelagert.

Tabelle 8 @ Mg-Cs-Glutamat-Ringer (200mL)

Substanz Konzentration
CS-Glutamate 120 mM

NaCl 8 mM

MgCl, I mM
Hepes-CsOH 10 mM

Zur Einstellung des pH auf 7.20 mit einer anndhernden Osmolaritit von 292 osmol/l

wurde CsOH verwendet.

Tabelle 9 120mM Mg und Mg-ATP-freie interne Losung

Substanz Konzentration
@ Mg-Cs-Glutamate Ringer 102 mM
100mM EDTA in Cs-Glutamat 5 mM

100mM EGTA in Gs-Glutamat 10 mM

Tabelle 10 o Ca-Sodium Ringer (1L)

Substanz Konzentration
NaCl 140 mM

KCL 2.8 mM

MgCl, 2 mM
Hepes-NaOH 10 mM
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Tabelle 11 Externe Losung mit 2mM Mg”*

Substanz Konzentration
Glucose 11.08 mM
Filtert @ Ca-Sodium Ringer 140 mM

IM CaCl, I mM

Tabelle 12 0 Mg*" o Calcium-Sodium Ringer (500ml)

Substanz Konzentration
NaCl 140 mM

KCL 2.8 mM
Hepes-NaOH 10 mM

Tabelle 13 Mg” freie externe Losung

Substanz Konzentration
Glucose 11.06 mM
Filtert o Mg**-0 Calcium-Natrium Ringer 140 mM

CaCl, 2.84 mM

Physiologische externe Losung

140 mM NaCl, 5mM CsCl, 2mM CaCl2, 1 mM MgCI2, 10 mM Glukose, 10 mM
HEPES, pH-Einstellung auf 7.4 mit NaOH. Die Cs+-basierte externe Badlosung enthélt
130 mM CsCl, 50 mM Mannitol, 10 mM HEPES, pH-Einstellung auf 7.4 erfolgte mit
CsOH.

Tabelle 14 Zweiwertige-lonen-freie Losung

Substanz Konzentration

140 mM Mg*-freie externe Losung ohne 140 mM

CaClz

100 ml EDTA in Cs-Glutamat 5,0 mM
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Tabelle 15 Materialien zur Fixierung von humanen T-Lymphozyten auf

Deckgldschen
Material Hersteller
PFA Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Poly-D-Lysine Hydrobromide

Deckglédschen (24 x 60 mm, ¢12 mm)

Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Menzel, Braunschweig

Die Zellen wurden auf mit Poly-D-Lysin beschichteten Deckglidschen ausgesit. Nach
einer Ruhezeit von 30 min bei 37°C wurden die Zellen mit 2 % PFA (37 °C) in PBS

fixiert. Die Inkubationszeit betrug 15 min

bei Raumtemperatur. Um iiberschiissiges

PFA zu entfernen wurden die Deckglidschen drei mal mit PFA gewaschen.

Material

Hersteller

Glaspipetten GB150TF-8P
Deckgliaschen (24 x 60 mm, o 12 mm)

Petrischalen (¢ 35 mm, 60 mm, 100 mm)

2.1.4 Immunfarbung von TRPM7

Science Products GmbH, Hofheim
Menzel, Braunschweig

Sarstedt, Niimbrecht

Tabelle 16 Materialien fiir die Immunfdrbung zur Fluoreszenzmikroskopie

Material

Hersteller

PFA
Triton X-100

FcR blocking reagent human

(FcR-Blockierungsreagenz)

Normal goat serum (Normales Ziegenserum)
BSA

rabbita TRPM7, Alomone #ACC-047

Alexa Flour goatarabbit, 488nm

Mounting Media (Eindeckmedium)

Sigma/ Electron Microscopy Sciences
Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach

Life Technologies, Carlsbad
Carl Roth, Karlsuhe
Alomone, Jerusalem
Life Technologies, Carlsbad

Dako/ Agilent, Santa Clara
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2.1.5 Gerite
Ger:iit Firma
Inkubator HeraCell 240 Thermo Fisher Scientific, Waltham (USA)

Konfokales Laser Scanning Mikroskop

(LSM 880)
Lichtmikroskop Axio Vert Al

Lichtmikroskop CKX41 mit Kamera
SC20

Mikrowelle
Patch Clamp Verstiarker EPC 10
pH-Meter FiveEasy plus

Pipetten (10 pl, 20 ul, 100 pl, 200 pl,
1000 pl)

Osmometer Vapro 5600
Pipetten-Puller DMZ Universal

Guava easyCyte Durchflusszytometer 5
Sterilbank HER Asafe

Tieftkihlschrank -80°C

Tischzentrifuge (Biofuge Pico 17)
Ultrazentrifuge (UZ) Beckmann XL-90
Ultrazentrifugenrotoren SW40 Ti
Vortexer MS3 Basic

Waage EG 620-3NM

Wirmeschrank UFE 600

Wasserbad WNE 14

Zeiss, Jena

Zeiss, Jena

Olympus, Hamburg

Severin, Sundern
HEKA, Lambrecht
Mettler-Toledo, Giellen

Peqlab, Erlangen

Wescor, Puteaux (Frankreich)

Zeitz, Miinchen

Merck Millipore, Billerica (USA)
Thermo Fisher Scientific, Waltham (USA)

New Brunswick Scientific (Eppendorf),
Hamburg
Thermo Fisher Scientific, Waltham (USA)

Beckmann-Coulter, Krefeld
Beckmann-Coulter, Krefeld
Ika, Staufen

Kern, Balingen

Memmert, Schwabach

Memmert, Schwabach
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2.2 Methoden

2.2.1 T-Lymphozyten Isolation

Der Isolierungsprozess von T-Lymphozyten erfolgte in mehreren Schritten.

Isolierung von peripheren mononuklediren Zellen

Der erste Schritt besteht in der Isolation von PBMCs (Periphere Blut Mononukleare
Zellen) durch Dichtegradientenzentrifugation aus heparinisiertem Vollblut. Entspre-
chend ihrer spezifischen Dichte sammeln sich Lymphozyten und Monozyten in der In-
terphase zwischen Uberstand (Plasma/Thrombozyten) und Ficoll-Hypaque an. Das
Zellsediment bilden Erythrozyten und Granulozyten, welche eine hohere Dichte besit-

zen.

Fiir die Isolation wurde das durch Heparin ungerinnbar gemachte Blut in mehrere Fal-
cons aufgeteilt. 50 ml Lymphoflot pro Falcon wurden verwendet, um eine Dichtegradi-
entenzentrifugation durchzufithren. Die Zentrifugationsgeschwindigkeit war dabei auf
397 RCF ohne Bremse eingestellt. Nach der Zentrifugation wurde die Interphase mit
den Lymphozyten und Monozyten gewonnen und zweimal mit 50 ml PBS gewaschen
(5 min bei 720 RCF). Danach wurde die Zellzahl mit Hilfe einer Neubauer-Zahlkammer

bestimmt.

Um die PBMCs weiter zu differenzieren wurde ein Rosettierungs-Protokoll durchge-

fiihrt.

Trennung von T- und B-Lymphozyten

Die Rosettierung mit Schaferythrozyten beruht auf dem Prinzip, dass T-Lymphozyten
im Gegensatz zu B-Zellen iiber das Oberflichenmolekiil CD2 verfiigen. Dieses kann an
das Adhisionsprotein (CD58) binden, das in groBler Zahl auf Schafserythrozyten vor-
handen ist. Durch die Verbindung lagern sich T-Zellen rosettenformig an die Scha-
ferythrozyten an. Die neugebildeten Rosetten haben eine insgesamt héhere Dichte und
lassen sich daher mit Hilfe einer Ficoll-Dichtegradientenzentrifugation von den restli-

chen Leukozyten separieren.

Die zuvor gesammelten PMBCs wurden im Verhéltnis 1:1 mit einer Suspension aus

Schafserythrozyten und FCS (fetal calf serum — deu. fetales Kalbsserum) vermischt.
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Nach 10 min Inkubation bei 37 °C wurde mit 254 RCF fiir 10 min bei 15 °C zentrifu-
giert. Danach folgte eine 45 miniitige Inkubation bei 4 °C.

Danach wurde eine erneute Ficoll-Dichtegradientenzentrifugation durchgefiihrt. Die
nicht in Rosetten gebunden Leukozyten bildeten weiterhin die Interphase zwischen
Ficoll und Uberstand, wihrend sich die Rosetten im Sediment befanden. Dadurch war

eine erste Separation der T-Lymphozyten von den restlichen Leukozyten mdoglich.

Die Abtrennung der T-Lymphozyten von den Erythrozyten wurde durch Zugabe von
NH4CI erreicht. NH4Cl lysiert die kernlosen Erythrozyten schneller als die verbleiben-
den T-Lymphozyten. Die Inkubation mit NH4Cl wurde beendet, wenn die Losung auf-
grund der Zerstorung der Erythrozyten durchsichtig geworden war. Die verbleibenden
Zellbestandteile wurden mit 50 ml PBS ausgewaschen (Zentrifugation fiir 5 min bei

720 RCF).

Magnetische Separation von T-Lymphozyten

Fir die Aufreinigung der verbleibenden Rosetting-positiven Zellen und zur Auftren-
nung verschiedener T-Lymphozyten Populationen wurde ein magnetisches Separations-
verfahren (MACS, magnetic cell sorting) verwendet. Dieses Verfahren ist moglich, da
die Phénotypisierung verschiedener Subpopulationen mittels Bestimmung populations-
spezifischer Zelloberflichenproteine (Clusters of Differentiation oder CD-Marker) er-
folgt. Diese lassen sich durch spezifische Antikorper identifizieren und mit magneti-
schen Kiigelchen (Beads) verbinden. Mit Hilfe einer magnetischen Separation ist es

dann moglich, diese spezifischen Zellen zu isolieren.

Die folgende Beschreibung der Isolation von Ty.e-Zellen ist ein Beispiel fiir die von mir

angewendete Isolation einzelner Subtypen.

Das Isolationsprozedere bestand aus zwei Schritten. Zuerst wurden CD4 negative T-
Lymphozyten mit einem Cocktail aus Biotin-konjugierten Antikorpern gegen CDS,
CD14, CD15, CD16, CD19, CD36, CD56, CD123, TCRY/6 und CD235a (Glycophorin
A) und Anti-Biotin MicroBeads markiert. Die markierten Zellen wurden anschlieend
iiber einer MACS-Séule aufgetrennt. Dabei verbleiben alle markierten Zellen in der
Saule, die sich in einem magnetischen Feld befindet. Alle unmarkierten Zellen verlassen
die Sdule der Schwerkraft folgend. Die Durchflussfraktion enthilt die CD4"
Lymphozyten.
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Fiir den ersten Schritt der MACS-Auftrennung wurden die Rosetting-positiven Zellen
gezdhlt und mit MACS-Puffer in Suspension gebracht. Dafiir wurden die Zellen bei
720 RCF fiir 10 min zentrifugiert, der Uberstand abgenommen und die Zellen in 90 ul
MACS-Puffer pro 10’ Zellen resuspendiert. Es wurden 10 ul CD4'-T-Cell-Biotin-
Antibody-Cocktail pro 10’ Zellen hinzugegeben, gut gemischt und fiir 5 min bei 4 °C
inkubiert. Danach wurden 20 pl Anti-Biotin MicroBeads pro 10 Zellen hinzugegeben,
erneut gut gemischt und weitere 10 Minuten bei 4 °C inkubiert. Es folgte die
magnetische Trennung der CD4"-Zellen. Hierzu verwendete ich eine LD-Siule. Die
LD-Sé4ule wurde ins magnetische Feld eingebracht und mit 2 mL MACS-Puffer gespiilt.
Danach wurde die Zellsuspension aufgetragen. Die unmarkierten Zellen wurden
unterhalb der Séule aufgefangen und die Sdule 2 mal mit 1 ml MACS-Puffer

gewaschen. Die unmarkierten Zellen bildeten die vorangereicherte CD4 -Fraktion.

In einem zweiten Schritt wurden die vorangereicherten CD4 -T-Lymphozyten nach
gleichem Protokoll mit CD25-MicroBeads fiir die nachfolgende Positivselektion von
CD4'CD25" natiirlichen regulatorischen T-Lymphozyten markiert. Die Auftrennung
erfolgte mit einer MS-Sdule und die gewonnenen Zellen wurden erneut durch eine zwei-

te MS-Saule aufgetrennt, um eine hohere Reinheit der CD25"-Fraktion zu erzielen.

Da es sich um eine Positivselektion handelte, wurde die Durchflussfraktion von den
CD25 -Lymphozyten gebildet. Die CD25 -Lymphozyten wurden durch das angelegte
Magnetfeld in der Sdule zuriickgehalten und konnten nach Entfernung der Saule aus

dem Magneten durch einfaches Spiilen mit MACS-Puffer aus der Sdule geldst werden.

2.1.2  Durchflusszytometrie

In der Durchflusszytometrie konnen verschiedene Zelleigenschaften mit Hilfe eines
Lasers erkennbar gemacht werden. Zu diesem Zweck werden Zellen in eine Suspension
gebracht und flieBen in einem kontinuierlichen Fluss an zwei Lasern vorbei. Die Laser
arbeiten mit unterschiedlichen Wellenldngen (488 nm und 532 nm). Die Strahlung wird
von den Zellen in unterschiedlichem Umfang reflektiert und wird von speziellen

Detektoren aufgenommen und an einen Computer weitergeleitet.

Fiir eine gezielte Analyse von sowohl intra-, als auch extrazelluldren Antigenen werden

die Zellen mit fluoreszierenden AntikOrpern markiert, wobei sichergestellt werden
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muss, dass sich die Fluoreszenzspektren von den verschiedenen markierten

Zielmolekilen nicht iiberschneiden.

Zelloberfldchenfirbung
Ich verwendete 10° Zellen in 90 pl FACS-Puffer und gab 10 pl FcR-Blocking-Reagenz

dazu um unspezifische Bindungen zu verhindern. Nach 10 min Inkubation bei 4 °C
wurden 5 pl Fluoreszenzantikérper hinzugegeben und die Losung fiir 20 min auf Eis
inkubiert. Nach wiederholtem Waschen (5 min bei 720 RCF) mit FACS-Puffer wurden
die Zellen bis zur Analyse in FACS-Puffer auf Eis gelagert.

Intrazelluldre Fdarbung von Transkriptionsfaktoren

Die intrazelluldre Farbung verlduft in drei Schritten, bestehend aus Fixierung der Zelle,
Perforation der Zellmembran und Férbung der internen Transkriptionsfaktoren. Die

intrazelluldre Farbung wurde mit dem entsprechenden Biolegend kit durchgefiihrt.

Das Kit stellt einen Fix/Perm Puffer und einen Perm-Puffer zur Vergiigung. Beide

wurden nach Firmenanleitung zubereitet.

Die Zellen wurden in 1 ml Fix/Perm-Losung resuspendiert und fiir 20 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Danach wurde erst mit FACS-Puffer und dann mit Perm-
Puffer gewaschen (5 min bei 720 RCF). Es folgte eine 15-miniitige Inkubation in Perm-
Puffer bei Raumtemperatur. Zur Verhinderung von unspezifischen Bindungen wurde
Maiuseserum bis zu einer Konzentration von 4 % hinzugegeben und fiir weitere 15 min

bei 4 °C inkubiert.

Im néchsten Schritt wurden ohne vorherigen Waschschritt 5 ul Antikérper hinzugefiigt

und fiir weitere 30 min im Dunkeln bei Raumtemperatur inkubiert.

Um iiberschiissige, nicht gebundene Antikérper zu entfernen, wurden die Zellen zwei

weitere male mit FACS-Puffer gewaschen.

Fdarbung von regulatorischen T-Lymphozyten

Zur Reinheitskontrolle farbte ich die T-Helferzellen als Positivkontrolle auf CD4 und,
um etwaige Verunreinigung mit zytotoxischen T-Zellen auszuschlieen, auf CDS8 als

Negativkontrolle.
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Die isolierten Tyee-Zellen wurden zur Kontrolle auf intrazelluldres FoxP3 (Forkhead box
protein) und CD25 geférbt.

2.2.2  Durchflusszytometrische Analyse

Die Durchflusszytometrische-Analyse erfolgte mit der firmeneigenen Software von
Millipore (InCyte). Die Gates fiir FoxP3 wurden nach dem entsprechenden Isotyp
eingestellt. Die Grenze wurde auf < 3% positive Zellen im Isotyp gesetzt.

A B

4 N, 2.37 ) 4 M B7.9
}

Anzahl Zellen
Anzahl Zellen
| |

FoxP3 FoxP3

Abbildung 4 FACS Analyse von nT,, nach Isolation aus Vollblut. Representative Histogramme: die
Férbung erfolgte A) via Isotyp und B) mit Fluoreszenzfarbstoff markiertem Anti-FoxP3 Farbstoff.

Zur Farbung mit den Oberflaichenmarkern CD4/8/25 wurde als Referenz eine nicht

gefarbte Negativkontrolle verwendet.

Der Reinheitsgrad der isolierten naiven CD4" T-Zellen lag zwischen 95-99 % (siche
exemplarisch Abbildung 4). Als Negativkontrolle wurden Zellen verwendet, denen

kein Fluoreszenzfarbstoff wahrend des Farbeprozesses hinzugefiigt wurde.
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Abbildung 5 FACS Analyse wihrend der Isolation aus Vollblut. A) Representativer Punkteplot von
PBMCs. B/C) Representativer Punkteplot PBMC ungefirbt. D) Representativer Punkteplot PMBCs,
Féarbung erfolgte via, mit Fluoreszenzfarbstoffen markierter, Anti-CD4 und Anti-CD8 Antikérper. B)
Representativer Punkteplot von CD4" positiven Lymphozyten. Firbung erfolgte mit Antikorpern gegen
CD25 und CD4 Oberflichenmarker. E) Representativer Punkteplot CD4" CD25" positiven Lymphozyten.
Féarbung erfolgte mit Antikdrpern gegen CD25 und CD4 Oberflichenmarker.

Die Isolation von natiirlichen Tie-Zellen (nTg) stellte sich als weit empfindlicher
heraus, mit Ergebnissen im Bereich von 30-85 % erreichter Reinheit, bestéitigt mit
intrazelluldrer FoxP3 Farbung (siche Abbildung 5). Die Ergebnisse konnten durch eine
Wiederholung der magnetischen Separation in Teilen verbessert werden. Um
angemessene Ergebnisse zu gewihrleisten, wurde der Cutoff bei 80 % Reinheit gesetzt.

Alle Zellen, die eine Reinheit von unter 80% zeigten, wurden verworfen.

Tyl- sowie Tyl7-Zellen wurden durch unseren Kooperationspartner Prof. Dr. Schulze-
Koops bereitgestellt. Die naiven CD4" T-Zellen wurden dafiir von Mitgliedern seiner
Arbeitsgruppe isoliert und mit Interleukinen und Zytokinen stimuliert. Danach erfolgte
ein Cytokine-Capture-Assay mit anschlieBendem FACS-Sorting, um eine moglichst

reine T-Zell-Subpopulation zu erlangen.
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2.2.3 Tyl-und Tyl7-Differenzierung und Isolation mit Hilfe des
“Cytokine-Capture-Assays”
in Kooperation mit Prof. Dr. Schulze-Koops und PD Dr. Skapenko

W

N I

Abbildung 6 Schematische Darstellung der Funktionsweise des verwendeten Capture-Assays.
Zugefigte Antikorper binden gleichzeitig an die Zelloberflache und an einer zweiten Bindungsstelle von
der Zelle exprimierte Stoffe. Diese werden durch einen zweiten zugefiihrten Anitkdrper markiert. Dieses
Verfahren ermdglicht, Zellen nach ihren exprimierten Zytokinen zu sortieren.

Die Schwierigkeit in der Phinotypisierung und Isolation verschiedener Subpopulationen
von T-Lymphozyten liegt in der Differenzierung der Zellen, ohne diese in ihrer Funkti-
on zu beeintrichtigen oder gar zu zerstoren. Dieses bisher nur durch Detektion von spe-

zifischen Zelloberflichenmolekiilen (Clusters of Differentiation oder CD-Marker) mog-
lich.

Diese Methode wird seit einiger Zeit durch die Moglichkeit eines ,,Cytokine-Capture-
Assays* erginzt. Dieser basiert auf Antikorpern, die eine Bindung mit der Oberfldche
aller Lymphozyten eingehen. Die Antikorper besitzten dariiberhinaus spezifische Bin-
dungsstellen fiir Zelltyp-spezifische Interleukine. Schiittet nun eine Zelle einen zum
Antikorper korrespondierendes Interleukin aus, wird dieses gebunden. Dieser Komplex
aus Zelle, Antikorper und Interleukin kann in einem weiteren Schritt durch einen mar-
kierten Antikorper detektiert werden. Diese Methode bietet die neuartige Moglichkeit,
die Zellen nach ihren ausgeschiitteten Interleukinen zu sortieren, ohne die Zelle zu be-

schadigen.
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Es wurden CD4" T-Zellen (10° Zellen/ml) in einer 48-Mikrotiterplatte mit plattenge-
bundenen CD3 (1 g/ml) und I6slichem Anti-CD28 (1 g/ml) in der Anwesenheit von IL-
2 (10 units/ml) und fiir verschiedene Perioden mit oder ohne 31.25 ng/ml IL-4 aktiviert.
Als Medium wurde RPMI Medium 1640 ergénzt mit Penicillin G (50 units/ml), 50 g/ml
Streptomycin, 2 nM L-glutamine (all from Gibco/Invitrogen), 10 IU/ml rekombinantes
humanes IL-2 (Proleukin; Chiron), und 10 % normales humanes Serum bei 37 °C in
einer feuchteten Atmosphire, die 5 % CO2 enthielt, verwendet. Um Tyl7-Zellen zu
induzieren, wurden naive CD4" T-Zellen fiir 6 Tage mit Anti-CD3 und Anti-CD28 in
der Anwesenheit oder Abwesenheit von IL-1B (10 ng/ml), IL-21 (100 ng/ml), und/oder
IL-23 (20 ng/ml) stimuliert und ruhten anschlieBend fiir 2,5 Tage bis zur Analyse und
Sortierung mit Hilfe der Durchflusszytometrie. Fiir die Zytokinfarbung wurden die Zel-
len tiber 5 h mit 1 mM Ionomycin und 20 ng/ml Phorbol myristate Acetat (PMA) resti-

muliert.

2.2.4 Elektrophysiologische Techniken

Abbildung 7 Elektrophysiologischer Set-Up. A) Patch-Setup mit Mikroskop, interne und externe
Elektrode, und Applikationsvorrichtung. B) Naive CD4' T-Zelle wihrend der Patch-Clamp-Messung.

Alle elektrophysiologischen Messungen wurden im “tight-seal” Ganz-Zell “whole-cell”
Patch-Clamp Modus bei Raumtemperatur durchgefiihrt. Die whole-cell Patch-Clamp-
Daten wurden mit dem EPC10 Patch-Clamp-Verstiarker und der PatchMaster v2x52
Software erfasst und aufgezeichnet. Die Patchpipetten waren aus Borosilikatglass
(Science Products, Hoftheim, Germany) und hatten einen Widerstand zwischen 2.0 und
4.5 mOhm, wenn sie mit der Standard Mg*"-freien intrazelluldren Losung befiillt waren.
Um TRPM7-Strome zu maximieren, wurde eine Mg”" und Mg-ATP freie Losung ver-

wendet. [23, 54] Die Zellen wurden zur besseren Fixierung mindestens 30 min vor Ver-
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suchsbeginn auf Poly-D-Lysin beschichteten Deckgldschen ausgesit. Alle verwendeten
internen und externen Lodsungen zeigten eine Osmolalitit zwischen 280 und
320 Milliosmol (mosm). Der Unterschied zwischen interner und externer Losung betrug

maximal 20 mosm.

Die Strome wurden durch ein Rampenprotokoll von -100 mV zu +100 mV iiber 50 ms
ausgelost, mit einem Haltepotential von 0 mV gemessen. Einwirtsgerichtete
Stromamplituden wurden bei -80 mV extrahiert, Auswartsstrome bei +80 mV, normiert
auf die Zellgrofe und gegen die Zeit des Experiments aufgetragen. Die untersuchten T-

Zellen zeigten eine durchschnittliche Kapazitdt zwischen 1,5 und 5 pF (Picofarad).

Die Identifikation des korrekten Stroms erfolgte durch Vergleich der Stromspannungs-
kurven (IV-Curve) mit reprisentativen TRPM7-Stromen. TRPM7 leitet Ca*" und Mg*"
bei negativem Membranpotential. Bei Potentialen tiber + 50 mV ist die Antriebskraft fiir
zweiwertige lonen, in die Zelle einzudringen gering und der Durchlissigkeitsblock
durch zweiwertige Ionen wird reduziert. Es kommt zum Ausstrom von monovalenten
Kationen. Diese Eigenschaften konnen zur Identifizierung von TRPM7 genutzt werden.
Alle verwendeten Daten zeigten eine fiir TRPM7-typische Stromspannungskurve nach

300 s [23].

Elektrophysiologische Messungen von TRPM7 in Mg”*-fireier Losung

Zunichst erfolgte die Messung verschiedener T-Zellsubtypen, zur Maximierung der
Leitfahigkeit von TRPM7, unter Mg -freier, interner und externer Losung (s. Tabelle

11 und Abbildung 8) [22, 54, 114].

Quantifizierung funktionaler TRPM7-Kandle

Die zweite Versuchsbedingung erfolgte zur genaueren Quantifizierung und zum Ver-

gleich der Anzahl funktionsfahiger Kanéle in der Zellmembran der einzelnen Subtypen.

Es wurde eine externe Losung mit physiologischer Mg -Konzentration (2 mM) und
eine Mg -freie intrazelluldre Losung gewihlt (s. Tabelle 9/11). Im Intervall erfolgte die
Applikation von bivalentfreier Losung (eng. divalent free — DVF). Die Applikation von
DVF fiihrt zum Wegfall des physiologischen Blocks des Kanals durch zweiwertige Ka-
tionen. Fehlt dieser Block, kommt es zu einem linearen Strom monovalenter Kationen
durch den geoffneten Kanal. Da der Strom linear zur Anzahl der Kanéle ansteigt, lasst

sich aus bekannten Stromwerten fiir TRPM7 aus Einzelkanalmessungen die Anzahl der
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funktionsfahigen Kanile pro Zelle abschdtzen [8]. Aus den gewonnen Daten iiber den
abgeleiteten Strom ist bei bekannter Einzelkanalleitfahigkeit von 40 pS bei -80 mV eine
Errechnung der funktionellen TRPM7-Kanéle moglich.

Naive CD4" T-Zellen

Die verwendeten naiven CD4" T-Zellen wurden entsprechend oben genanntem

Protokoll isoliert und elektrophysiologisch charakterisiert.
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Abbildung 8 Elektrophysiologische Charakterisierung von naiven CD4" T-Zellen. Ganzzell-Patch-
Clamp Analyse von TRPM7-Stromen in naiven humanen T-Zellen mit Mg*'-freier Pipettenlosung. A-B)
Mg*"-freie externe Losung. A) Mittelwerte der Stromzeitkurven mit Standardfehler (n=7).
B) Reprisentative Stromspannungskurve extrahiert bei 300s. C-E) Externe Losung mit 2 mM Mg’
C) Mittlere Stromdichte aufgetragen iiber die Zeit + Standardfehler. Applikation von bivalentfreier
Losung (DVF, engl.: divalent-free) ab 300s bis 400 s (n=5). D) Stromspannungskurve (IV-Kurve)
extrahiert bei 300s vor der Applikation von bivalentfreier Losung, aus einem représentativen Experiment.
E) Stromspannungskurve (IV-Kurve) extrahiert bei 400 s wiahrend der Applikation von bivalentfreier
Losung aus einem reprisentativen Experiment.

In der Abbildung 8 sind Mittelwert und Standardabweichung der Stromzeitkurven von
sieben naiven CD4'-T-Zellen gezeigt. In Abbildung 8 A gezeigte, einwirtsgerichtete
Stromamplituden wurden bei -80 mV extrahiert, Auswértsstrome bei +80 mV, normiert
auf die ZellgroBe und gegen die Zeit des Experiments aufgetragen. Zu Beginn der

Messung zeigte sich eine Stromamplitude von ca. 18 = 3,2 pA/pF bei einer mittleren
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Zellkapazitit von 1.24 pF. Diese wird hauptsdchlich von kapazitativen K-Kanélen
getragen. Nach ca 250s zeigt sich ein konstanter, durchschnittlicher, positiver
Auswirtsstrom mit 56,4 +4,7 pA/pF, der Einwirtsstrom betrug -8,2 +2.9 pA/pF. Die
Abbildung 8 E zeigt eine reprisentative Stromspannungskurve einer naive CD4" T-

Zelle nach 300 s unter oben genannten Versuchsbedingungen.

Die Abbildung 8 D zeigt die mittlere Stromdichte von 5 naiven CD4" T-Zellen iiber die
Zeit von 500s. Die Stromdichte nahm iiber die ersten 250 s zu. Nachdem die
Stromdichte ein stabiles Niveau erreichte, erfolgte zwischen Sekunde 300 und 400 die
gezielte Applikation von bivalentfreier Losung. Zu Beginn der Messung lag die
Stromdichte der naiven CD4" T-Zellen im Mittel bei 26,0 = 10,6 pA/pF. Kurz vor der
Applikation bei 290s wurde eine Stromdichte von 39,5 + 8,5 pA/pF gemessen.
Wihrend der gezielten Applikation von bivalentfreier Losung zeigte sich eine Zunahme
der Stromdichte auf 147,3 = 28,7 pA/pF, welche sich nach Ende der Applikation bei
450s wieder auf 41,3 = 12,5 pA/pF normalisierte.

Abbildung 8 D-F zeigt die representativen Stromspannungskurven einer naiven CD4"
T-Zelle vor und wihrend der Applikation von bivalentfreier Losung. Abbildung 8 E
zeigt eine reprdsentative Stromspannungkurve nach Erreichen der maximalen
Stromamplitude bei 300 s, bei anndhernd physiologischer externer Losung mit 2 mM
Mg*" und Mg**-freier interner Losung. Die Stromspannungskurve zeigt den fiir TRPM?7
typischen Verlauf. Versuche, die keine fiir TRPM7 typische Kurve zeigten, wurden nicht
verwertet. In F ist die Stromspannungskurve wéhrend der Applikation von bivalentfreier
Losung bei 400 s gezeigt. Es kommt zu einem linearen Strom monovalenter Kationen, der

eine erhohte Stromamplitude zeigt.

2.2.5 Immunzytochemische Farbung von TRPM7

Die immunologische Farbung wurde durchgefiihrt, um zelluldre Strukturen in und an
der Zelloberfliche mit spezifischen Antikérpern zu markieren. Die Zellen wurden
zundchst auf mit Poly-D-Lysin beschichteten Deckgldschen ausgesdt und nach einer
Ruhezeit von 30 min bei 37 °C mit 2 % PFA (37 °C) in PBS fixiert. Die Inkubationszeit
betrug 15 min bei Raumtemperatur. Um {iberschiissiges PFA zu entfernen, wurden die
Deckgldschen 3 mal mit PBS gewaschen. Danach folgte die Permeabilisierung der

Zellen, um den Antikorpern Zugang zu allen Bereichen der Zelle zu gewéhren. Triton
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X-100 (0,2 % in PBS) wurde dafiir 5 min bei Raumtemperatur verwendet. Als ein
organisches Losungsmittel 10st es Lipide aus der Zellmembran und macht sie damit
durchlissig fiir Antikorper. Um unspezifische Bindungen zu verhindern, wurde FcR-
Blockierungs-Reagenz verwendet. Die Blockierung erfolgte in einer Kammer mit
erhohter Luftfeuchtigkeit mit 50 ul FcR-Blockierungs-Reagenz (1.2 ul Reagenz pro
50 ul PBS). Inkubiert wurde fiir 30 min bei 37 °C und danach mit 0,5 ml PBS gewa-

schen.

Fiir einen zweiten Blockierungsschritt wurde normales Ziegenserum verwendet. Eine
Losung aus 0,5 pl normalem Ziegenserum pro 0,5 ml BSA (2 % in PBS) wurde herge-
stellt und 0,5 ml pro Deckglidschen appliziert und fiir eine Stunde bei Raumtemperatur

inkubiert.

AnschlieBend wurden die Zellen mit dem ersten Antikorper (rabbita TRPM7, Alomone
#ACC-047) fiir 1,5 h bet 37 °C inkubiert. Die Negativkontrolle war 0,5 pul normales
Ziegenserum (NGS) in 500 pl 2 % BSA, wie bereits bei der Blockierung verwendet.

Nach der vorgeschrieben Inkubationszeit wurden die Deckgldschen drei mal mit PBS
gewaschen, wobei zur besseren Losung der iliberschiissigen Antikorper jeweils eine

Inkubation von 5 min eingehalten wurde.

In einem verdunkelten Raum wurden 50 pl des zweiten Antikorpers (Alexa Flour
goatarabbit, 488 nm, 1:1200 in PBS) verwendet. Nach weiteren 40 min Inkubation und
anschliefendem Waschschritt wurden die Deckglidschen mit mounting medium (deut.
Eindeckmedium) auf Objekttrager fixiert. Die Erstellung der Bilder erfolgte mit einem
Laser-Scanning-Mikroskop (Zeiss, LSM 510) im Einzelbildmodus.

2.2.6 Differenzierung von speziellen T-Lymphozyten-Subtypen

Als Standard-Kontrollbedingung verwendete ich die Differenzierung von CD24" CD25"
/FoxP3 isolierten T Zellen zu CD25 /FoxP3" regulatorischen T-Zellen. Dafiir wurden
die Zellen fiir 5 Tage bei 37 °C und 5 % CO; kultiviert. Das Kulturmedium bestand aus
NHS/RPMI mit IL-2 (50 U/ml), Anti-aCD3/28 Beads (1:4 zu Zellen), TGF-beta (5
ng/ml), Retinoic acid (100 nM/ml).

Um das Gesamtiiberleben zu verbessern, wurden das Medium und alle Zusétze alle 48 h

gewechselt.
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Differenzierungsexperimente mit Variation des extrazelludren Magnesiums

Wie bereits in der Einleitung erwihnt, hat Magnesium einen modulierenden Effekt auf
TRPM?7. Um den Einfluss von Mg*" und damit indirekt den Einfluss von TRPM7 auf die
Differenzierung von regulatorischen T-Zellen zu untersuchen, wurde die Differenzierung

mit unterschiedlichen Konzentrationen von Mg®" durchgefiihrt.

Dabei wurde das Standardprotokoll mit Mg*"-Konzentrationen zwischen 0 mM Mg*" und
10 mM Mg** verwendet und die Zellen iiber 7 Tage inkubiert. Als Kontrolle wurde unser

Standardprotokoll bei physiologischer Mg®*-Konzentration verwendet.

Zur Analyse der unterschiedlichen Differenzierungsraten wurde eine intrazelluldre
FoxP3-Farbung verwendet, um den prozentualen Anteil der differenzierten T.,-Zellen zu

ermitteln.

Differenzierungsexperimente mit TRPM?7-Inhibitioren

Um den direkten Einfluss von TRPM7 auf die Differenzierung von Tie-Zellen zu
beobachten, wurde TRPM7 wihrend des Standardprotokolls zur Ty-Differenzierung
durch verschiedene Substanzen blockiert. Zur Blockierung wurden Waixenicin A und
NS8593 in Konzentrationen zwischen 6 uM und 30 uM verwendet. Um eine ideale
Kontrolle zu haben, wurde neben der Standardkontrolle eine weitere Kontrolle mit der
Konzentration der Blocklosungen entsprechender DMSO-Losung verwendet. Um
Effekte von NS8593 auf Calcium-aktivierte Kaliumkanile mit kleiner Leitfahigkeit
(SK- Small-Conductance-Kalium-Kanéle) ausschlieBen zu konnen, wurde zusétzlich ein

bekannter SK-Kanal-Blocker Apamin (100 nM) verwendet.

Das Gesamtiiberleben konnte durch den Austausch des Mediums und all seiner Zusét-

zen alle 48 h verbessert werden.

Rettungsexperimente

Es wurden weiterhin eine Reihe von Rettungsexperimenten durchgefiihrt. Daflir wurden
zwei verschiedene Bedingungen zur Differenzierung von Ty.e-Zellen mit der Kontrolle
unter Standardbedingungen verglichen: Erstens eine erhohte Mg” -Konzentration
(6 mM) des Kulturmediums und zweitens eine gleichzeitig erhohte Mg**-Konzentration
(6 mM) im Kulturmedium unter Zugabe von TRPM7-Blocker Waixenicin A (30 uM).
Alle Proben wurden entsprechend den Standardbedingungen inkubiert. Das Gesamtiiber-

leben wurde durch den Wechsel des Mediums mit allen Zusétzen alle 48 h verbessert.
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2.3 Statistik

Die statistische Analyse wurde mit Hilfe der IGOR PRO und Microsoft Excel Software
durchgefiihrt. Der Standardfehler von zwei unabhéngigen Proben wurde mit Hilfe eines
ungepaarten, zweiseitigen Studentischen-T-Test bzw. von mehreren Proben mittels
zweiseitigen ANOVA bestimmt. Ein P-Wert von 0,05 wurde als statistisch signifikant
angenommen und markiert als: * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001 bzw. ,,n.s.” als

nicht signifikant.
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3 Ergebnisse

3.1 TRPMT7-Expression in verschiedenen T-Lymphozyten
Subtypen

Um einen ersten Eindruck {iber die TRPM7-Expression in verschieden T-
Lymphozytengruppen zu erhalten, wurden immunzytochemische Farbungen durchge-
fiihrt. Dafiir wurden in Kooperation mit Prof. Schulze-Koops direkt aus Vollblut ge-
wonnene naive CD4" T-Zellen in vitro in unterschiedliche T-Zellsubtypen (Ty1- und
Tul7-Zellen) differenziert. Die Zellen wurden per Capture-Assay sortiert (s. 2.2.3) und

uns zur weiteren Analyse zur Verfligung gestellt.
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Abbildung 9 Immunzytochemische Darstellung der TRPM7-Expression in verschiedenen T-Zell
Subtypen. Laser-Scanning-Mikroskopische (LSM) Aufnahmen einer Immunfiarbung von in vitro
differenzierten humanen T-Lymphozyten gefarbt mit rabbit-anti-TRPM7 Antikorper, Alomone #ACC-
047 auf TRPM7. A) Representative Abbildung eines naiven CD4'CD25-T-Lymphozyten. B)
Representative Abbildung eines CD4'TFN-y" Tyl-Lymphozyten. C) Representative Abbildung eines
CD4'IL-17" Tyl7-Lymphozyten. (D) Representative Abbildung eines CD4'CD25" natiirlichen
regulatorischen T-Lymphozyten (nT.g). (E) Quantitative Analyse der Fluoreszenzintensitdt mittels
Imagel Software. Mittelwert der Fluoreszenzintensitit von Tyl-Zellen (rot, n = 14), Tyl17-Zellen (blau, n
= 12), sowie nTyq, (griin, n = 11). Statistik: ANOVA *** =P < 0.0001.
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Wie in Abbildung 9 deutlich wird, konnte in den immunzytochemisch mit
Fluoreszenzantikdrpern markierten TRPM?7 gefirbten CD4" T-Lymphozyten ein
unterschiedliches Mall an Fluoreszenzintensitit detektiert werden. Die geringste
Fluoreszenzintensitit wiesen die naiven und natiirlichen regulatorischen CD4" T-Zellen
auf. Eine deutlich hohere Fluoreszenzintensitit wurde in den in vitro differenzierten
Tyl- und Tyl7-Zellen gemessen (Abbildung 9 B-D). Die quantative Auswertung
erfolgte mit Hilfe der ImageJ Software.

3.2 Elektrophysiologische Charakterisierung der TRPM?7-
Kanalaktivitit in verschiedenen T-Zellsubtypen

Natiirliche regulatorische T-Lymphozyten (nTr) entstehen wie naive CD4" T-Zellen
bereits im Thymus. Beide Zelltypen dhneln sich nicht nur in ihrer Zellgrofle, sondern
auch in ihrem aktivierungsbereiten Zustand. Wihrend sich die naiven CD4" T-Zellen
durch externe Reize zu proinflammatorischen T-Lymphozyten entwickeln konnen,
haben die nT,cg die Funktion, die Aktivierung des Immunsystems in gewisser Weise zu
unterdriicken. Aufgrund ihrer dhnlichen Entwicklung und dennoch unterschiedlichen
Aufgaben wurde ein direkter Vergleich dieser Zellen angestrebt. Neben dem
Proteinexpressions-Nachweis mittels Antikorper ist insbesondere die Funktionalitit des
Proteins an der Membran fiir die Zelle entscheidend, weshalb eine Analyse mittels

Elektrophysiologie angestrebt wurde.

3.2.1 TRPM7-Kanalaktivitit

TRPM7 ist ein ubiquitdr exprimiertes Kanalprotein, daher wird erst durch eine
unterschiedlich starke Expression ein moglicher physiologischer Unterschied deutlich.
Um vergleichbare Ergebnisse zu erhalten, wurden nTy,s mit Zellen dhnlicher Herkunft
und Reifung verglichen. Als Vergleich wurden daher naive CD4" T-Zellen gewihlt.
Beide Zelltypen entwickelten sich in vivo im Thymus und zeigten eine &hnliche

ZellgroBBe / Kapazitdt (vgl. Tabelle 17).

Vergleich der TRPM7-Kanalaktivitiit naiver CD4" T-Zellen und T,.e-Zellen

Die TRPM7-Aktivitiat wurde als mittlere Stromdichte iiber die Zeit dargestellt.
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Abbildung 10 Elektrophysiologische Charakterisierung der Aktivitit des TRPM7 Kanals in T-
Zellen. Vergleich der TRPM7-Kanalaktivitit direkt isolierter naiver CD4" T-Zellen (schwarz, n=7) und
natiirlichen T,e-Zellen (nT g, griin, n=12) mittels Ganzzell-Patch-Clamp Analyse. Gemessen wurde mit
Mg*"-freier Pipettenlosung und nominal Mg”*-freier externer Losung um TRPM7 Strome zu maximieren.
A) Vergleich der Mittelwerte der Stromdichte iiber die Zeit + Standardfehler. B) Stromspannungskurve
(IV-Kurve) bei 300s aus je einem reprisentativen Experiment. C) Vgl. der mittleren Stromdichte bei
300 s + Standardfehler, * p < 0,05, Studentischer T-Test.

Im Vergleich zeigten die nTyes gegeniiber den naiven CD4" T-Zellen eine iiber die
ganze Messung erniedrigte Stromdichte (vgl. Abbildung 10 und Tabelle 17). Nach
Erreichen eines stabilen Auswirtsstroms bei 300s zeigten die nTeg mit
42,2 + 4,4 pA/pF eine signifikant kleinere mittlere Stromdichte als die naiven CD4" T-
Zellen mit 56,4 = 4,7 pA/pF (vgl. Abbildung 10).

naive T-Zellen nTreg
Anzahl (n) 7 12
Kapazitit (pF) 1,24 £0,2 1,46 £ 0,5
Stromdichte (pA/pF) nachO0s 2.6 +0,11 1.41 £0,1
Stromdichte (pA/pF) nach 39,6 = 3,6 23,00 = 3,6
100 s

Stromdichte (pA/pF) nach 56,4 +4.7 422 +44
300 s

Tabelle 17: Tabellarische Gegeniiberstellung von naiven CD4" T-Zellen und nT,.,. Vergleich elekt-
rophysiologischer Parameter von nT,.g mit naiven CD4" T-Zellen mittels Ganzzell-Patch-Clamp Analyse
von Strémen ausgeldst durch 0 mM Mg?®* Pipettenldsung und nominal Mg®*-freier externer Losung. Die
Kapazitit entspricht dem Mittelwert aller gemessenen Einzelmesspunkte + dem Standardfehler. Alle
angegebenen Stromdichten entsprechen dem Mittelwert zum angegeben Zeitpunkt + Standardfehler.

Die TRPM7-Aktivitit unter nominal Mg*'-freier externer und Mg* -freier interner

Losung zeigt damit Unterschiede zwischen nTes und naiven CD4" T-Zellen.
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Vergleich der Anzahl funktionsfihiger TRPM-Kandile in naiven CD4" T-
Zellen und T,ee-Zellen
Dieser Ansatz wurde verwendet, um zu beantworten, ob sich die funktionelle Expressi-

on von TRPM7 in den unterschiedlichen T-Helfer-Subtypen unterscheidet.

Fiir die Bestimmung wurden die Zellen auf Poly-D-Lysin beschichteten Deckglidschen
ausgesit und unsere Standard-extrazellulire-Ringerlosung mit 2 mM Mg®" verwendet
sowie als intrazellulire Losung eine Mg* -freie Losung. Nach 300 s wurde iiber einen
Zeitraum von 100 s eine bivalent freie Losung appliziert und danach die Messung fiir

weitere 100 s fortgesetzt.

Um einen vollstaindigen Eindruck von der TRPM7-Expression der verschieden
Zellpopulationen zu bekommen, wurde neben der Stromdichte auch die Anzahl der
TRPM7-Kandle pro Zelle berechnet. Dafiir wurden die bei -80 mV gemessenen
mittleren negativen Einwértsstrome wiahrend der Applikation von bivalentfreier Losung
bestimmt. Anhand bekannter Einzelkanalmessungen fiir TRPM7 [8] unter gleichen

Bedingungen konnten daraus die Kanile pro Zelle berechnet werden (vgl. Methodenteil

2.2.4).
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Abbildung 11 Elektrophysiologische Quantifizierung der TRPM7 Kanal-Expression. Ganzzell-
Patch-Clamp Vergleich nT,-Zellen (griin, n=6) und naive CD4" T-Zellen (schwarz, n=5), 0 mM Mg*"
Pipettenldsung, externe Losung mit 2 mM Mg®. A) Stromspannungskurve iiber 500 s mit Applikation von



Ergebnisse 46

bivalentfreier Losung (engl.: divalent-free, DVF) B) Stromspannungskurven bei 300s nach Entwicklung
des maximalen TRPM7-Stroms aus einem reprisentativen Experiment; C) Vergleich der mittleren
Stromdichte bei 300 s D) Stromspannungskurven bei 400 s wihrend der Applikation von bivalentfreier
Losung aus einem reprédsentativen Experiment; E) Vergleich der mittleren Stromdichte bei 400 s F)
Vergleich funktionsfahiger, membransténdiger Kanéle pro Zelle. * p < 0.05, ** p <0.01, Studentischer T-
Test.

Abbildung 11 A zeigt die Stromspannungskurve bei 400 s wiahrend der Applikation
von bivalentfreier Losung fiir beide Zellpopulationen. Es lédsst sich eine Linearisierung
der Strome unter Wegfall von bivalenten Ionen erkennen. AuBlerdem erkennt man
bereits vor der Normalisierung auf die ZellgroBBe einen Unterschied in der Amplitude
des TRPM?7 Stroms. Dieser Eindruck bestitigt sich beim Vergleich der Stromdichte
nach 400 s. Die Stromdichte des Einwérts- als auch des Auswirtsstroms von TRPM7
zeigt sich nach 400 s bei den nTe-Zellen hochsignifikant (p <0,01) kleiner als die
Stromdichte der naiven CD4" T-Zellen.

Aus dem Einwirtsstrom wihrend der Applikation von bivalentfreier Losung lédsst sich
fiir jede Zelle die Anzahl der an der Oberfliche exprimierten TRPM7-Kanile
bestimmen. Dies ist in Abbildung 11 C dargestellt. Die nT,e-Zellen exprimieren im
Mittel 21,2 = 4,07 TRPM7-Kanile an ihrer Oberfliche, die naiven CD4" T-Zellen 42,3
+ 15,3 TRPM7-Kanile.

Damit zeigt sich ein Unterschied in der Anzahl der funktionsfdhigen TRPM7 Kanile,

die in naiven CD4" T-Zellen und Treg-Zellen exprimiert sind.

3.2.2 Effekt von extrazellulirem Mg*"

Durch eine Reduzierung des extern zur Verfiigung stehenden Mg”” kommt es wie erwar-

tet zu einer Erhohung der Stromdichte von TRPM7 (s. Abbildung 12).
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Abbildung 12 Regulation der TRPM7 Stromdichte durch extrazellulires Mg®*. Ganzzell-Patch-
Clamp Vergleich der Stromdichte von TRPM?7 bei verschiedenen extrazelluliren Mg®-Konzentrationen
in nT,ee-Zellen (griin, n=6) und naiven CD4" T-Zellen (schwarz, n=5). 0 mM Mg Pipettenlosung. A)
externe Losung mit 2 mM ng oder nominal ng-frei. B) Delta der Stromdichte bei 2 mM Mg2+ und
nominal Mg -freier Losung. p < 0.05.

Ein Vergleich der Stromdichten von TRPM?7 in naiven CD4" T-Zellen und nT g beil ex-
terner Losung mit und ohne Mg®" bei 300s zeigt eine unterschiedliche Reaktion der T-
Zellsubtypen auf Mg”". Die naiven CD4" T-Zellen zeigen bei 300 s mit 2 mM Mg”" eine
Stromdichte von 45,1 £9,2pA/pF und ohne Mg>" eine Stromdichte von
56,4 + 4,7 pA/pF, womit sich eine Anderung der Stromdichte von 11,3 = 4.2 pA/pF
ergibt. Die nTy, zeigen bereits bei 300 s mit 2 mM Mg”" eine geringere Stromdichte mit
22,4 + 4,6 pA/pF und ohne Mg”" eine Stromdichte von 42,2 + 4,4 pA/pF, womit sich eine
Anderung der Stromdichte von 19,8 + 5,7 pA/pF ergibt.

Vergleicht man diese Ergebnisse, wird die TRPM7-Stromdichte von nTeg stirker durch
das zur Verfiigung stehende Mg®" beeinflusst, als die der naiven CD4" T-Zellen.

3.3 Einfluss von TRPM7 und Mg*>" auf die Differenzierung von
induzierten T,.,-Lymphozyten (1T cgs)

Neben den natiirlichen Tre-Zellen spielen im Immunsystem induzierte Tr.e-Zellen beim
immunologischen Gleichgewicht eine entscheidene Rolle. Diese Zellen werden nicht
wie nTe-Zellen im Thymus gebildet, sondern entstehen durch Differenzierung von

naiven T-Lymphoyzten in der Peripherie.
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Aufgrund der beobachteten Unterschiede in der TRPM7-Kanalexpression zwischen
naiven CD4" T-Zellen und nTys, stellt sich die Frage, welche Rolle TRPM7 bei der
Differenzierung von induzierten Tr.e-Zellen (1Tr,) spielt. Da es sich bei TRPM7 um
einen Mg”>"-Kanal handelt, war dariiberhinaus interessant, welchen Einfluss Mg®" auf

die Differenzierung von 1T,.-Zellen hat.

Fiir die Differenzierungsversuche wurden CD4" CD25" T-Helferzellen verwendet, die
im Folgenden als konventionelle T-Zellen bezeichnet werden. Die Population entsprach
einer Mischpopulation verschiedener T-Helferzellen ohne bereits natiirliche Trees zu

enthalten.

Die Isolation der fiir die Differentierungsversuche verwendeten konventionellen T-
Zellen erfolgte durch einen mehrstufigen Prozess aus getestetem Probandenblut,
freundlicherweise durch unseren Kooperationspartner zur Verfiigung gestellt (s.

Methodenteil 2.1.2)

3.3.1 Invitro Differenzierung von 1T cgs

Das beschriebene Prozedere bezieht sich auf die fiir alle Versuche verwendete

Standardkontrolle. Es wurden zundchst CD25" Zellen isoliert (s. Methodenteil 2.2.6).

Nach der Isolation erfolgte eine 3-7 tdgige Differenzierung der Zellen mit Retinséure,
TGF-beta (Transforming growth factor beta), Antikorpern gegen CD3 und CD28
(aCD3/aCD28) sowie IL-2. Die Liange der Differenzierung wurde den entsprechenden
Experimenten angepasst. Wurde beim Experiment das Medium zwischenzeitlich

gewechselt, so erfolgte dies auch in der Kontrollprobe.

3.3.2 Negativer Effekt von Magnesium (Mg”") auf die in vitro Differen-
zierung von 1Tregs

Es konnte immer wieder gezeigt werden, dass Mg”" eine wichtige Rolle im Immunsys-
tem spielt [63, 104, 105, 106]. Es stellt sich deshalb die Frage, ob die extrazellulére
Mg*"-Konzentration auch einen Einfluss auf die Differenzierung von T-Helferzellen hat.
Da wir zeigen konnten, dass die Kanalaktivitit und Expression des Mg* -leitenden

TRPM?7-Kanals in nTy stark reduziert ist (Abbildung 11), haben wir, hier im Speziel-
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len, den Einfluss von Mg*" auf die Differenzierung von induzierten regulatorischen T-
Helferzellen (iT,cgs) untersucht. Hierfiir wurden konventionelle T-Helferzellen unter Be-
dingungen mit verschiedenen Konzentrationen von Mg2+ im Medium in 1T, Zellen diffe-

renziert und die Differenzierungsraten von 1Tyes verglichen.

Die Experimente unterschieden sich von den Kontrollbedingungen nur durch den Mg*"
Gehalt im Medium. Es wurden Medien mit 6 mM Mg”", 10 mM Mg*" und ohne Mg”" mit
normalem Humanen Serum (0,7-1,05 mM Mg*"), welches als Kontrollbedingung ver-

wendet wurde, verglichen (vgl. Abbildung 13).
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Abbildung 13 Effekt verschiedener Mg”*-Konzentration auf die Differenzierung von iT,egs. FACS-
Analyse nach 3 Tagen Differenzierung mit TGF-beta und IL-2 mit Hilfe eines intrazelluldren Anti-
FOXP3 Antikorpers. Ergebnisse wurden auf die Kontrolle normiert. Mittelwert + Standardfehler
dargestellt. Die Kontrolle (ctrl; n = 12) unterschied sich signifikant von 10 mM Mg*" (n = 9). Anova-Test
*p<0,05.

Die durchgefiihrte Differenzierung mit erhohtem Mg**-Gehalt im Medium zeigte
signifikant niedrigere 1T.-Differenzierungsraten als die Kontrollbedingung (Abbildung
13). Bei Verwendung von Medium mit 6mM Mg®-Konzentration wurden
durchschnittlich 19,4 = 7,8 % weniger Zellen zu 1T differenziert. Bei 10 mM Mg2+-
Konzentration im Medium entstanden 48,2 + 10,4% weniger 1Tg. Dies ist signifikant
gegeniiber der Kontrollgruppe. Wurde Mg -freies Medium verwendet, zeigte sich mit
einer um 19,1 = 10,9 % gesteigerten i1T,o-Differenzierungsrate gegeniiber der Kontroll-

probe ein gegenteiliger Effekt.
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3.3.3 TRPM7-Blockade verstirkt die iT,e-Differenzierung

Nachdem die oben gezeigten Experimente den Einfluss von Mg®" auf die
Differenzierung von iTregs zeigen konnten, war es von Interesse, welche Rolle der Mg?*-
leitende Kanal TRPM7 in diesem Prozess spielen konnte. Um die Wirkung von TRPM7
auf die Differenzierung von iT.g zu zeigen, wurden die beiden TRPM?7-Inhibitoren
NS8593 und Waixenicin A verwendet [49, 115, 116]. Beide Inhibitoren zeigen
verschiedene Wirkmechanismen, wobei bislang fiir Waixenicin A keine off-target

Effekte nachgewiesen werden konnten.

Um unspezifische Effekte durch die Inhibition von sogenannten small-conductance-
Kaliumkanélen (SK-Kanélen) durch NS8593 auszuschliefen, wurde Apamin, welches
nur SK-Kanéle, aber nicht TRPM?7 inhibiert [115], als Kontrolle verwendet. Zusatzlich
wurde eine DMSO-Kontrolle durchgefiihrt, um Auswirkungen des NS8593-

Losungsmittels auszuschlieen. Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen

den Versuchsansétzen.

1.24

FoxP3 expression (nrm. to control)

| I—
control DMSO

Abbildung 14 Einfluss DMSO auf die Differenzierung von iTregs. Inkubation {iber 7 Tage mit TGF-
beta, Anti-aCD3/28, Retinsdure und IL-2 mit (n=8) oder ohne 0.1% DMSO (n=8); alle 2 Tage erfolgte
ein Mediumwechsel. Quantitative Analyse mittels FOXP3-Antikorper-Farbung und FACS-Analyse. Kein
signifikanter Unterschied zwischen den Versuchsansétzen.

Die Inhibitoren wurden in verschiedenen Konzentrationen der Differenzierungs-
bedingung (s. Methodenteil 2.2.6) hinzugegeben und iiber 7 Tage inkubiert. Um
Effekten durch Verstoffwechselung der Inhibitoren entgegenzuwirken, wurde das

Medium mit allen Zusdtzen jeden zweiten Tag gewechselt.
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Abbildung 15 Einfluss der Blockade von TRPM7 auf die Differenzierung von iT,,,. Inkubation von
CD25°-T-Zellen iiber 7 Tage mit TGF-beta, Anti-aCD3/28, Retinsdure und IL-2, Mediumwechsel alle 2
Tage. Quantitative Auswertung mittels FOXP3-Antikorper-Farbung und FACS-Analyse. Delta FoxP3
normalisiert zur Kontrollbedingung. A) iT,,, Differenzierung unter Kontrollbedingungen (n=14) vergli-
chen mit der Zugabe von TRPM7-Inhibitoren NS8593 (Endkonzentrationen von 10 uM (n=8) und 30 uM
(n=8). B) iT\, Differenzierung unter Kontrollbedingungen (n=14) verglichen mit der Zugabe von Waixe-
nicin A (Endkonzentrationen von 10 pM (n=11) und 30 pM (n=5)) Signifikanzen angegeben zur Kon-
trollbedingung Anova-Test *p<0,05 **p<0,01.

Es wurden Ansdtze mit einer Endkonzentration von 6 uM, 10 uM und 30 uM
Waixenicin A iiber 7 Tage inkubiert und mit den Kontrollbedingungen verglichen.
Dabei zeigte sich eine dosisabhidngige Steigerung der Differenzierungsrate von 1T egs

gegeniiber den Kontrollbedingungen, vgl. Abbildung 15 B.

Ein gleichgerichteter Effekt liel sich auch durch die Verwendung des TRPM7-
Inhibitors NS8593 zeigen, vgl. Abbildung 15 A. Es wurden Versuchsansdtze mit einer
Endkonzentration von 5 uM, 10 uM und 30 uM NS8593 {iber 7 Tage inkubiert und mit

den Kontrollbedingungen verglichen.

Die Differenzierungsversuche mit 10 uM und 30 puM NS8593 sowie die mit 30 uM
Waixenicin A zeigten einen signifikanten Anstieg des Prozentsatzes der 1T ..-Population

nach Differenzierung.

Beide Inhibitoren des Mg®"-Kanals TRPM7 fiihrten trotz unterschiedlicher Wirkmecha-
nismen zu einer Steigerung der 1Ty,-Differenzierung. Dies ldsst vermuten, dass tatséch-

lich die Aktivitit des TRPM7-Ionenkanals der 1T,,-Differenzierung entgegenwirkt.
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3.3.4 Rettung des negativen Effekts von Mg”" auf die Differenzierung von
iTregs

In den vorhergehenden Experimenten konnte gezeigt werden, dass 6 mM Mg*" einen

negativen Effekt auf die Differenzierung der 1T . haben.

Es stellt sich die Frage, ob das erhdhte Mg®"-Angebot im Medium durch die
Blockierung des Mg*"-leitenden Kanals TRPM7 kompensiert werden kann. Dafiir
wurde ein weiteres Experiment durchgefiihrt, bei dem zusitzlich zum Kulturmedium
mit 6 mM Mg>" der TRPM7-Inhibitor Waixenicin A hinzugegeben wurde, der im
vorangegangenen Versuch bei einer Konzentration von 30 uM die Zahl der FoxP3

positiven Zellen signifikant erhoht hatte.

norm. FoxP3 expression

r T T 1
control 6 mM Mg 6 mM Mg
30 yM Waix

Abbildung 16 Effekt von erhéhtem Mg®* und gleichzeitiger TRPM7-Blockade (Rettungs-
experiment) - Inkubation von CD25°-T-Zellen mit TGF-beta, Anti-aCD3/28, Retinsdure und IL-2 fiir 3
Tage. Quantitative Analyse mittels FOXP3-Antikdrper-Farbung und FACS-Analyse.
Kontrollbedingungen entsprechend 1,2-1.8 mM Mg”" (n=20) verglichen mit Kulturmedium mit 6 mM
Mg*" (n=20) und Kulturmedium mit 6 mM Mg”" und Zusatz von 30 uM Waixenicin A (n=12).
Signifikanz bezogen auf die Kontrolle, Anova-Test *p<0,05.

Wie bereits in Abbildung 13 gezeigt, kommt es bei erhdhter Mg -Konzentration im
Medium zu einer geringeren Differenzierung von 1T, Bei gleichzeitiger Inhibiton von
TRPM7 durch 30uM Waixenicin A entsprach die 1T, Population mit einer geringen
Abweichung der Kontrollbedingung, vgl. Abbildung 16.
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Dieses Experiment legt eine mogliche Kompensation des erhdhten Mg®™ Angebots durch
glechzeitige Hemmung des Mg”" Kanals TRPM7 nahe und deutet weiter darauf hin, dass

eine TRPM7-Blockade die Differenzierung in immunsupprimierende 1Ty, Zellen fordert.

3.4 TRPM?7 Aktivitit in proinflammatorischen CD4" T-
Effektorzellen

Nachdem die durchgefiihrten Experimente einen Hinweis darauf liefern, dass TRPM7
einen Einfluss auf die Differentzierung regulatorischer T-Helferzellen hat, stellt sich die
Frage, ob TRPM7 auch bei proinflammatorischen T-Helferzellen eine Rolle spielt. Es
wurden daher neben naiven CD4" T-Zellen und nT.-Zellen auch in vitro differenzierte

Tyl- und Ty17- Effektorzellen gesunder Probanden untersucht.

3.4.1 Elektrophysiologischer Vergleich in vitro differenzierter Ty1- und
Tu17-Effektorzellen

Die verwendeten Tyl- und Tyl7-Zellen wurden freundlicherweise durch die
Arbeitsgruppe unseres Kooperationspartners Prof. Dr. med. Schulze-Koops zur
Verfiigung gestellt. Es wurden zunichst naive CD4" T-Zellen aus humanem Vollblut
isoliert, diese entprechend der gewiinschten Differenzierung stimuliert und mit Hilfe

eines Cytokine-Capture-Assays markiert und durch FACS-Sorting gewonnen.

Die TRPM7-Strome wurden wie in Kapitel 2.2.4 ausgeldst, analysiert und ausgewertet.
Vergleicht man die beiden in vitro differenzierten Effektorzelltypen Tyl und Tyl7
elektrophysiologisch, zeigt sich lediglich ein geringer Unterschied in der maximalen
TRPM7-Stromdichte. Bei 300 s haben die Ty1-Zellen eine Stromdichte fiir TRPM7 von
34,7 = 6,5 pA/pF, wohingegen die Ty17 eine leicht kleinere maximale Stromdichte mit
25,3 £ 4,2 pA/pF zeigen, vgl. Tabelle 18.
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Abbildung 17 Ganzzell-Patch-Clamp Vergleich der TRPM?7-Stromdichte von in vitro

differenzierten und FACS sortierten Tyl- und Ty17-Zellen. 0 mM Mg2+ Pipettenldsung und nominal
Mg”" freier externer Losung, Tyl (rot, n=5) und Ty17-Zellen (blau, n = 8). A) Entwicklung der TRPM7
Stromdichte {iber 500 s. B) Stromspannungskurven bei 100 s aus einem repriasentativen Experiment; C)
Stromspannungskurven bei 300s nach Entwicklung des maximalen TRPM7-Stroms aus einem
reprisentativen Experiment. D) Vergleich der mittleren Stromdichte + Standardfehler bei 0s. E) Ver-

gleich der mittleren Stromdichte = Standardfehler bei 100 s. F) Vergleich der mittleren Stromdichte +
Standardfehler bei 300 s., *p<0,05 **p<0,01; Studentischer T-Test.

Vergleicht man die Kinetik der Entwicklung des TRPM7-Stromes der beiden
Zellpopulationen, zeigen die Ty1-Zellen einen schnelleren Anstieg der TRPM7-Strome.
Bereits zu Beginn der Messung zeigen Tyl-Zellen im Durchschnitt eine signifikant
hohere Grundaktivitit von TRPM7 mit 10,3+1,4 pA/pF im Vergleich zu 3,9+0,6 pA/pF
in Tyl7-Zellen. Nach 100 s ldsst sich immer noch eine signifikant hohere TRPM7-
Stromdichte in Ty1-Zellen messen. Die maximale Stromdichte wird in Ty1-Zellen nach
ca. 125 s erreicht, in Ty17 erst nach ca. 250 s. Dieses spricht fiir eine schnellere Kinetik

von Tyl- gegeniiber Tyl7-Zellen. Die maximale TRPM7-Stromdichte zeigt jedoch
keinen signifikanten Unterschied (vgl. Abbildung 17).
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Tyl Tul7
Anzahl (n) 5 8
Kapazitit (pF) 42 +0,2 5,8+0,6
Stromdichte (pA/pF) 0 s 10,3x1,4 3,9+0,6
Stromdichte (pA/pF) 100s 25,8 £5.2 9,8+ 1,6
Stromdichte (pA/pF) 300s 34,7 + 6,5 253 +42

Tabelle 18 Elektrophysiologischer Vergleich der in vitro differenzierten Effektorzellen TH1 und
TH17 unter Mg”—freien Bedingungen. Ganzzell-Patch-Clamp extrahiert bei +80 mV mit 0 mM Mg2+
Pipettenldsung und nominal Mg**-freier externer Losung.

Vergleich funktioneller Expression von TRPM?7 in Tyl und Tyl7
Effektorzellen mittels bivalentfreier Losung

Die verwendeten Tyl- und Tyl7-Zellen wurden freundlicherweise durch die
Arbeitsgruppe unseres Kooperationspartner Prof. Dr. med. Schulze-Koops zur

Verfligung gestellt (s. Methodenteil).

Die Zellen wurden bei 2 mM Mg2+ in der externen Losung und 0 mM Mg2+ in der
Pipettenlosung im Ganzzellmodus elektrophysiologisch charakterisiert. Nach dem
Erreichen eines stabilen Amplitudenmaximums (300 s) wurde mit Hilfe einer zweiten
Pipette fiir 100 s bivalent-freie Losung appliziert. Abbildung 17 A zeigt die
Stromdichte iiber die Zeit mit der Erhohung der Stromamplitude wéhrend der
Applikation von bivalentfreier Losung, in Teil B ist die fiir TRPM7 typische
Stromspannungskurve vor der Applikation, aus einem repridsentativen Experiment,
gezeigt. Abbildung 7 C zeigt korrespondierend dazu die ndherungsweise linearen
Stromspannungskurven bei Applikation von bivalentfreier Losung. Messungen, die
keine typischen Stromspannungskurven zeigten, wurden nicht in die Auswertung

einbezogen.
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Abbildung 18 Ganzzell-Patch-Clamp Vergleich der Stromdichte von TRPM?7 in vitro differenzierte
und FACS sortierte Tyl (rot, n=4) und Ty17-Zellen (blau, n=5). 0 mM Mg2+ Pipettenlésung, externe
Losung mit 2 mM Mg®". A) Representative Stromspannungskurve iiber 500 s mit Applikation von
bivalentfreier Losung (DVF-300 s bis 400 s). B) Stromspannungskurve bei 300 s vor der Applikation von
bivalentfreier Losung, aus einem repriasentativen Experiment; C) Vergleich der mittleren Stromdichte +
Standardfehler bei 400 s, wihrend der Applikation von bivalentfreier Losung D) Stromspannungskurve
bei 400 s wihrend der Applikation von bivalentfreier Losung, aus einem reprasentativen Experiment.

Sowohl die untersuchten Ty1- als auch Tyl7-Zellen zeigten die erwartete Reaktion auf
die Applikation von bivalentfreier Losung und die Stromspannungskurve liniarisierte
sich, vgl. Abbildung 17. Die Stromdichte des Auswiértsstroms der Tyl-Zellen (n=4)
erhohte sich durch die Applikation der bivalentfreien Losung von 16,8 + 3,4 pA/pF bei
290 s auf 111,2 = 22,4 pA/pF bei 350 s. Die TRPM7 Auswiértsstrome der Ty17-Zellen
(n=5) zeigten eine dhnliche Dynamik mit insgesamt kleineren Stromen mit
13,4 £ 2,4 pA/pF bei 290 s und 74,3 + 14,5 pA/pF. Beide Zellpopulationen zeigten im
Mittel nach der Beendigung der Applikation von bivalentfreier LOsung eine

Normalisierung der Strome auf anndhernd den Ausgangswert.
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Tyl Tul7
Anzahl (n) 4 5
Kapazitit (pF) 4.3 4.6
Stromdichte (pA/pF) 290s 16,8 £ 3.4 13424
Stromdichte (pA/pF) 350s  111,2+22,4 74,3 + 14,5
Stromdichte (pA/pF) 450s 21,349 140+ 1,5

Tabelle 19 Elektrophysiologischer Vergleich der durchschnittlichen Stromdichte der
Auswiirtsstrome von in vitro differenzierten Tyl und Ty17 Effektorzellen in physiologischer Mg**-
Konzentration. Ganzzell-Patch-Clamp bei +80 mV mit 2 mM Mgzthaltiger externer Losung und Mg%-
freier interner Losung.
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Abbildung 19 Ganzzell-Patch-Clamp Analyse von Stromen mit 0 mM Mg Pipettenlosung und
bivalentfreier externer Losung. Tyl (rot, n=4), Tyl7 (blau, n=5)A) Stromspannungskurven bei 400 s
wiéhrend der Applikation von bivalentfreier Losung, aus jeweils einem reprisentativen Experiment. B)
Vergleich der negativen TRPM7 Einwirtsstrome bei 400s wihrend der Applikation von bivalentfreier
Losung. C) Anzahl der TRPM7 Kanéle pro Zelle.

Die aus dem negativen Einwdrtsstrom wihrend der Applikation von bivalentfreier
Losung berechnete Anzahl der TRPM7 Strome pro Zelle zeigt zwischen Tyl und Tyl7

Effektorzellen keine signifikanten Unterschiede.

3.4.2 Vergleich aller T-Helfer-Populationen bei Mg*'-freier externer
Losung

Wie erwartet, zeigten alle untersuchten T-Helfer-Subpopulationen eine TRPM7-
Expression. Die vier untersuchten T-Helfer-Untergruppen unterschieden sich in threm
Entwicklungsstand und -ort. Die naiven CD4" T-Zellen und die nT,s entwickelten sich
in vivo im Thymus und wurden direkt isoliert. Die Tyl- und Tyl7-Effektorzellen

wurden in vitro aus naiven CD4" T-Zellen differenziert. Danach wurde die entstandene
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Mischpopulation auf ihre ausgeschiitteten Interleukine mit Hilfe eines Interleukin-

Capture-Assays (sh. Methodenteil) aufgetrennt.

Wie in Tabelle 20 B dargestellt, unterschieden sich damit die untersuchten
Zellpopulationen signifikant in ihrer Kapazitét. Die dargestellten Kapazitdten errechnen
sich aus allen Einzelkapazititen iiber die Zeit aller Messungen und sind in Picofarad
(pF) angegeben. Die kleinste Kapazitit zeigte sich im Mittel in der Population der
naiven CD4+ T-Zellen mit 1,24 + 0,2 pF. Diese ist signifikant kleiner als die der Ty1-
Zellen mit 4,2 + 0,2 pF und hoch signifikant kleiner als die Kapazitit der Ty17-Zellen
mit 5,8 = 0,6 pF. Die zweitkleinste Kapazitit zeigten die nTrg mit 1,46 = 0,5 pF. Dieser
Wert ist nicht signifikant groBer als die Kapazitit der naiven CD4" T-Zellen, zeigt aber
auch eine Signifikanz gegeniiber Tyl-Zellen und eine hohe Signifikanz gegeniiber
Tyl7-Zellen. Die Kapazititen von Tyl- und Tyl7-Zellen zeigen zueinander keine
signifikanten Unterschiede. Damit bilden sich zwei Gruppen: Die direkt isolierten
naiven CD4" T-Zellen und nT,eg haben eine geringere Kapazitit als die differenzierten
Zellen Tyl und Tyl7. Um die Unterschiede in der Kapazitit in der Auswertung

auszugleichen, werden im Folgenden immer die Stromdichtewerte angegeben.
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A)

Tna'l've TH1 TH17 nTreg
Anzahl (n) 7 5 8 12
Kapazitit (pF) 1,24 +0,2 42 +0,2 5,8+0,6 1,46 = 0,5
Stromdichte
(pA/pF) 100 s 39,6 £ 3,6 25,8 +52 9,8 +1,6 23,00 = 3,6
Stromdichte
(pA/pF) 300 s 56,4 + 4,7 34,7+6,5 253 +42 422 +4.4
B)

Tna'l've TH1 TH17 nTreg
Zellanzahl 5 4 5 6
Kapazitit (pF) 1.6 4.3 4.6 1.9
Stromdichte 39,5+8.,5 16,8 + 3.4 13,4+24 21,4+ 45
(pA/pF) 290 s
Stromdichte 147,3 £ 28,7 1112+22,4 74,3 = 14,5 67,4 +13,1
(pA/pF) 350 s
Stromdichte 41,3 +12,5 21,3+49 14,0+ 1,5 26,8 + 6,7
(pA/pF) 450 s

Tabelle 20 Vergleich der durchschnittlichen Stromdichte der Auswiirtsstrome bei +80 mV von
naiven CD4" T-Zellen, Ty1, Ty17 und nT,e. A) Ganzzell-Patch-Clamp bei +80 mV mit 0 mM Mg**
Pipettenldsung und nominal Mg*'-freier externer Losung. B) Ganzzell-Patch-Clamp bei +80 mV mit

2 mM Mg”"-haltiger externer Lésung und Mg**-freier interner Losung.

TRPM?7 Kandle pro Zelle

Um einen vollstindigen Eindruck von der TRPM7-Expression der verschiedenen
Zellpopulationen zu bekommen, wurden neben der Stromdichte auch die TRPMT7-
Kanidle pro Zelle berechnet. Die verschiedenen Zellpopulationen unterschieden sich
wesentlich in ihrer Kapazitdt, was mathematisch in die Normalisierung der Strome
Eingang fand. Um einen Eindruck von der Anzahl der tatsdchlichen Kanile pro Zelle zu
gewinnen, wurden die bei -80 mV gemessenen mittleren negativen Einwértsstrome
wiéhrend der Applikation von bivalentfreier Losung bestimmt und anhand bekannter

Einzellkanalmessungen fiir TRPM7, die Kanéle pro Zelle bestimmt (vgl. Methodenteil).



Ergebnisse 60

A < B C
— T, 60072 o-Tnaive TH1 TH17 nTregs 200 .
~ % B
< s ] .
= [} _ . °
2 -250 21007 - {
5 E I ’
o g . } . ..
*k S . . Tee
500~ — >k 04 . .

Tnaive TH1 TH17 ITregsI

Abbildung 20 Ganzzell-Patch-Clamp Analyse von Stromen mit 0 mM Mg”" Pipettenlosung und
bivalentfreier externer Losung. T, (schwarz, n=5), Tyl (rot, n=4), Ty17 (blau, n=5), nT,, (griin, n=6)
A) Stromspannungskurven bei 400s wahrend der Applikation von bivalentfreier Losung, aus jeweils
einem reprisentativen Experiment. B) Vergleich der negativen TRPM7 Einwértsstrome (in pA) bei 400s
wiéhrend der Applikation von bivalentfreier Losung. C) Errechnete Anzahl der TRPM7 Kanéle pro Zelle.
Anova-Test **p<0,01.

Vergleicht man die Anzahl der TRPM7 Kanidle pro Zelle, zeigen sich deutliche
Unterschiede zwischen den verschiedenen T-Helfer-Untergruppen. Die in vivo
herangereiften Zellen zeigten eine deutlich geringere Kanalanzahl pro Zelle als die in
vitro differenzierten Effektorzellen. Die wenigsten Kanile pro Zelle besa3en die nTeg
mit 32+ 3 Kanile, die groBte Anzahl Kanéle pro Zelle konnte bei Tyl-Zellen mit
115 + 22 gemessen werden (vgl. Tabelle 21). Dies ldsst vermuten, dass TRPM7 in
CD4" T-Effektorzellen hochreguliert wird und besonders in Ty1-Zellen von entschei-

dender Bedeutung ist.

Tna‘l’ve THI TH17 nTreg
Kapazitit (pF) 1.6 43 4.6 1.9
TRPM7-
Kanile / Zelle 637 115+£22 93+£15 32+£3

Tabelle 21 Vergleich naiver CD4" T-Zellen, Tyl, Ty17 und nT, e, mit 0 mM Mg2+ Pipettenlosung
und bivalentfreier externer Losung. Die Kapazitit entspricht dem Mittelwert aller gemessenen Einzel-
messpunkte. Alle angegebenen Strome entsprechen dem Mittelwert zum angegeben Zeitpunkt. Alle Wer-
te sind mit dem entsprechenden Standardfehler angegeben.
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4  Diskussion

Die in vorliegender Arbeit ausgewerteten Versuche legen einen Einfluss von TRPM7

auf immunologische Prozesse nahe.

TRPM7 ist ein ubiquitir exprimierter Mg*-Kanal. Alle bis dato untersuchten Zellen
weisen eine TRPM7-Expression an der Oberfliche auf, darunter auch ruhende und
aktivierte T-Lymphozyten [23, 62, 117-120]. Dies steht im Einklang damit, dass sich in
allen untersuchten T-Lymphozyten-Subtypen TRPM7 nachweisen lies.

Im Besonderen konnte ich in meiner Doktorarbeit Unterschiede der funktionellen

TRPM7-Expression von verschiedenen T-Zell-Subpopulationen darlegen.

Die verschiedenen untersuchen T-Lymphozyten zeigten im Verhalten beziiglich variie-
render Mg”"-Konzentrationen eine unterschiedliche Reaktion. Dabei fiihrte fehlendes
Mg2+ zu einer stirkeren Aktivierung des TRPM7-Kanals in nTyg als in naiven CD4"' T-
Zellen. Entsprechend konnte ein negativer Einfluss eines erhdhten Mg*-Spiegel auf die
Differenzierung von 1T nachgewiesen werden. Damit im Einklang steht, dass die
Differenzierung von CD4" CD25 Lymphozyten zu iT.gs sowohl durch TRPM7-
Inhibition als auch durch die Wegnahme von Mg®" aus dem Medium positiv beeinflusst

wird.

Es konnte bereits die Relevanz anderer Kanile, insbesondere der CRAC-Kanéle (Ca-
release-activated Ca®* channels), bei der Aktivierung von T-Zellen gezeigt werden [118,

121-123].

Auch fir den lonenkanal TRPM?7 lieBen sich bereits verschiedene Funktionen im

Immunsystem nachweisen [27, 123-127].

So flihrte die Deletion von TRPM7 in DT40-Huhn-B-Lymphozyten nicht nur zu einer
gestorten Proliferation, sondern auch zu einer erhéhten Apoptose der B-Lymphozyten

[22].

Dariiberhinaus veroffentlichten Scharenberg et al. bereits, dass TRPM7 eine
entscheidende Rolle bei der Proliferation von Lymphozyten spielt. Dabei interagiert
TRPM7 mit dem PI3K/Akt/mTOR-Signalweg, welcher das Gleichgewicht zwischen
Anabolismus und Katabolismus steuert [40, 128]. Damit ist TRPM7 neben PI3K ein
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wichtiger Bestandteil der Steuerung des Lymphozyten-Stoffwechsels. Conforti et al.
konnten weiterhin eine Rolle von TRPM7 bei der Migration von aktivierten T-

Lymphozyten nachweisen [41].

Mit dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die T-Helfer-Subgruppen sich bei ihrer
elektrophysiologischen Charakterisierung in der Anzahl ihrer TRPM7-Kanile pro Zelle
unterschieden. Zundchst wurden hierfiir die beiden in vivo im Thymus entstandenen T-

Lymphozytensubgruppen nTyee und naive CD4" T-Zellen verglichen.

4.1.1 Vergleich von nT,g und naiven CD4" T-Zellen

Aus der Literatur ist bereits bekannt, dass unterschiedliche Zellen eine unterschiedliche
TRPM7-Expression zeigen. So konnten Nadler et al. zeigen, dass unter
Versuchsbedingungen T-Jurkats eine hohere Stromdichte aufwiesen als HEK-293-
Zellen [23]. Postulierte man einen Einfluss der Stromdichte von TRPM7 auf
verschiedene Zellfunktionen, stellt sich die Frage, ob auch zwischen verschieden T-

Zell-Subgruppen ein phénotypischer Unterschied besteht.

Der Vergleich von nTy.es und naiven CD4" T-Zellen wurde aufgrund der dhnlichen in
vivo Entwicklung im Thymus und der direkten Isolation aus Patientenblut (ex vivo)
ohne zusitzliche Aktivierung gewihlt. Dadurch zeigten die gewonnen Zellen dhnliche
Membrankapazititen. In der elektrophysiologischen Charakterisierung wiesen nTegs
eine signifikant geringere funktionelle TRPM7-Expression als die naiven CD4  T-
Lymphozyten auf. Aullerdem zeigten die untersuchten nTy, eine stirkere Aktivierung

von TRPM7 bei fehlendem Mg*", als naive CD4" T-Lymphozyten.

Unsere weiteren Ergebnisse mit in vitro differenzierten Effektorzellen weisen auf eine
hohere Expression von TRPM7 in differenzieren Effektorzellen gegeniiber naiven CD4"
T-Zellen hin. Umso bemerkenswerter ist es, dass nT.g die geringste funktionelle
TRPM7-Expression zeigten. Im Gegensatz dazu zeigten naive CD4" T-Zellen die groBte
TRPM?7-Kanalaktivitit normiert auf ihre ZellgroBe, dargestellt als Stromdichte (pA/pF).
Dies ist moglicherweise aber lediglich ein Effekt der extrem kleinen Zellgrofle der
naiven CD4" T-Zellen von ca. 0.71-1.88 pF. Es wire gut moglich, dass die Aufrechter-
haltung der zellulire Mg®"-Homdostase eine Mindestanzahl an funktionellen TRPM7-

Kanilen voraussetzt. T-Lymphozyten kénnen sich nach einer Aktivierung in ihrer Gro-



Diskussion 63

Be verflinffachen. Dies ist notwendig, um ihre zahlreichen Effektor-Funktionen auszu-

fiihren und entsprechende Zytokine zu synthetisieren.

Schmitz und Perraud et al. konnten bereits 2003 zeigen, dass eine Deletion von TRPM7
zu einer gestorten Proliferation von 293-HEK-Zellen und DT40-Huhn-B-Lymphozyten
fiihrt [22]. Die TRPM7-Knockout-Zellen gehen in die Ruhephase des Zellzyklusses
iiber [128]. Geht man von einem analogen Mechanismus fiir T-Lymphozyten aus,
konnte die erhohte TRPM7-Expression in naiven CD4" T-Lymphozyten fiir eine hohere
Proliferationsbereitschaft der aktivierungsbereiten naiven CD4  T-Lymphozyten

sprechen.

4.1.2 Mogliche Magnesiumregulation durch TRPM7

Verschiedene Forschungsgruppen konnten einen Einfluss von Mg®" auf das
Immunsystem nachweisen [106, 107]. Bereits 1930 wurde das erste Mal gezeigt, dass

Mg "-defiziente Ratten zu vermehrten Entziindungen neigen [105].

Da TRPM7 wichtig fiir die zellulire und systemische Mg>*-Homdostase ist, ist ein
Zusammenhang zwischen Immunantwort und TRPM7-Aktivitit naheliegend [7, 22].
TRPM?7 leitet jedoch nicht nur Mg”’, sondern wird auch durch intrazelluldre und

extrazelluldre Mg2+-Konzentrationen reguliert [22, 23, 54].

Meine Ergebnisse zeigen eine unterschiedliche Verdnderung der TRPM7-Strome bei
varierenden extrazelluliren Mg”-Konzentrationen in verschiedenen T-Zell-Subtypen.
Die untersuchten nT,.e zeigen unter anndhernd physiologischer Mg**-Konzentration in
der externen Losung geringere TRPM7-Strome als die naiven CD4" T-Lymphozyten.
Wird als externe Losung hingegen eine Mg*'-freie Losung verwendet, kommt es zu
einem wesentlich stiarkeren prozentualen Anstieg der TRPM7-Strome in nTyegs, als in
den naiven CD4" T-Lymphozyten. Eine mogliche Ursache wire die Aufrechterhaltung
der intrazelluliren Mg**-Homdostase, welche bei einer geringeren Kanalanzahl in NTregs

nur durch eine starkere Zunahme der Strome erhalten bleibt.
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4.1.3 Eine TRPM7-Blockade fiihrt zu einer gesteigerten 1Tre,e-
Differenzierung

Der Einfluss von TRPM7 auf die Differenzierung von T-Lymphozyten konnte bereits
durch Jin und Desai et al. gezeigt werden. Gewebespezifische Deletion von TRPM?7 in
der T-Zelllinie fithrte zu einer gestorten Thymopoese, welche zu einem
Differenzierungsblock der Lymphozyten in der doppelt-negativen Stufe und zu einer

fortschreitenden Verarmung an Thymus-Markzellen fiihrte [62].

Aufgrund der unterschiedichen TRPM7-Expression der T-Lymphozyten-Untergruppen
in der elektrophysiologischen Charakterisierung und der herausragenden Rolle von Tregs
im Immunsystem wurde die Differenzierung von CD4" CD25 T-Zellen zu 1Tregs unter-

sucht.

Interessanterweise konnte durch die gezielte Blockade von TRPM7 durch Waixenicin A
und NS8593 die Differenzierungsrate zu 1T, gegeniiber der Kontrollgruppe signifikant

gesteigert werden.

Das ldsst auf einen direkten oder indirekten negativen Einfluss der TRPM7-
Kanalaktivitat auf die Differenzierung von 1T schlieBen. Sollte sich dieser Effekt von
TRPM?7 auf die Differenzierung der immunregulatorischen 1T g bestitigen, wére ein

Einfluss von TRPM?7 auf die Immunbalance naheliegend.

Dieses steht im Einklang mit den von mir durchgefiihrten Mg%-Experimenten, die zeigen
konnten, dass es bei reduziertem Mg>" im Kulturmedium ebenfalls zu einer Steigerung
der 1Tg-Differenzierung kommt. Die gezielte Erhohung der iT.-Population in vivo

konnte als therapeutische Option bei Autoimmunkrankheiten eine Rolle spielen.

4.1.4 Mg*" wirkt sich negativ auf die 1Trg-Differenzierung aus

Meine Ergebnisse zeigen einen dosisabhingigen Einfluss von Mg>" auf die
Differenzierung von 1Tg. Bel einer Steigerung der Mg**-Konzentration im Kulturme-
dium kommt es zu einer Reduktion der Differenzierungsrate von 1T.g. Verwendet man
hingegen Mg -freies Kulturmedium so kommt es zu einer Steigerung der Differenzie-
rungsrate der 1Teg . Ein Mg2+-Deﬁzit fuhrt damit in den Versuchen zu einer verstiarkten

Differenzierung von 1Ty, Welches in vivo zu einer Schwichung des Immunsystems



Diskussion 65

fiihren konnte. Damit im Einklang steht das Auftreten von Immunschwéchen bei einem

Mg*"-Defizit [106, 107].

In der Literatur mehren sich Beispiele einer verstidrkten Immunantwort bei einer Reduk-
tion von Te-Zellen. Suvas et al. zeigten dies bei der Immunantwort auf HSV-Viren
[129]. Ahnliches zeigte auch Cabrera et al. fiir Hepatitis C [130]. Dittmer et al. zeigten
eine funktionelle Beeintrichtigung von CD8" T-Zellen durch regulatorische T-Zellen

bei anhaltender retroviraler Infektion [131].

Weiterhin lief sich zeigen, dass eine erhdhte Mg®*-Konzentration im Medium durch
eine gezielte Blockade von TRPM7 ausgeglichen werden konnte. Es zeigte sich eine

dhnliche Rate differenzierter 1T, wie in der Kontrolle unter Normalbedingungen.

4.1.5 Die TRPM7-Kinase hat keinen Einfluss auf murine 1T cgs

Romagnani et al. konnten kiirzlich zeigen, dass die TRPM7-Kinase-Aktivitit in Médusen
keinen Einfluss auf die Differenzierung von nTy,s hat [125]. Dafiir wurde die

Tymopoese von TRPM7-Kinase-defizienten Mutanten (Trpm7%®

) untersucht. Die
Kinase wurde mittels Punktmutation inaktiviert. Bei der Analyse dieser Miuse zeigte
sich, dass die enzymatische Aktivitit des Rezeptors nicht essentiell fiir die Thymopoese
ist, aber fir CDI103-Transkription und Darm-Homing von intraepithelialen

Lymphozyten bendtigt wird.

Die durchgefiihrte in vitro-Polarisation von naiven CD4" -T-Zellen zu Tyl-, Tree- und
Tyl7-Zellen zeigte einen selektiven Defekt von TRPM7 RR_CD4"-T-Zellen zur
Polarisation in Rorc- und IL-17-exprimierende Zellen. Ein Mangel an TRPM7-
Kinaseaktivitdt fiihrt zu einer beeintrachtigten Transaktivierung von SMAD2-
Zielgenen, einschlieBlich Itgae (kodierend fiir CD103), 1I-17 und Rorc, wodurch die
Differenzierung der Ty17-Zellen, nicht aber der To-Zellen, selektiv eingeschrankt wird

[125].

Kombiniert mit unseren Ergebnissen lassen diese Daten vermuten, dass die TRPM?7-
Kanalaktivitdt, aber nicht die Kinasefunktion, wichtig fiir die Regulation der
Differenzierung von humanen 1T ist. Dies ist Gegenstand aktueller Forschung und
wiirde gegebenenfalls auch gezielte therapeutische Optionen erdffnen. Durch eine
Blockierung des TRPM7-Kanals konnte die Rate an Tro-Zellen gesteigert werden und

damit eine gestdrte Immunbalance z.B. bei Autoimmunerkrankungen ausgeglichen
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werden. Entsprechend der Daten von Romagnani et al. konnte hingegen die
Inaktivierung der Kinase zu einer moglichen Regulation von tiberschieBenden Tyl7-

Zell-Antworten fithren.

4.1.6 Ausblick

Es konnte mit dieser Arbeit ein moglicher Einfluss der TRPM7-Kanalaktivitit auf die

Differenzierung von T-Zellen gezeigt werden.

Es bedarf weiterer Forschung zur Bestitigung der gezeigten Ergebnisse, aber auch zur
Untersuchung weiterer T-Zell-Substypen und deren Beeinflussung durch TRPM7, um

die Rolle von TRPM7 im Immunsystem besser verstehen zu konnen.

Es konnten bessere Ergebnisse der iT,-Differenzierung unter der Blockade von
TRPM7 nachgewiesen werden. Um ein genaueres Verstindnis vom Einfluss von
TRPM?7 auf die in vivo ablaufende Differenzierung von T-Zellen zu erlangen, wére eine
Untersuchung anderer T-Zell-Differenzierungen spannend. Weitere Untersuchungen

wiren auch im Hinblick auf mogliche therapeutische Anwendungen unabdingbar.

Weiterhin werfen die Daten die Frage auf, ob und inwieweit die Zellen durch die
gezielte Beeinflussung der Differenzierung ihre Funktionalitit beibehalten. Um dieser
Frage nachzugehen wiren zunédchst Suppressionsassays denkbar, aber in vivo-Versuche

unverzichtbar.

In vitro konnte ich einen Einfluss von Verinderungen des Mg’ -Gehalts auf die
Differenzierung von 1T, nachweisen. Der aufgefundene negative Effekt von
Magnesium auf die 1T,-Differenzierung konnte ein Indiz fiir eine Beeinflussung des

Immunsystems durch eine Alteration im menschlichen Magnesiumhaushalt sein.

Insbesondere bei schweren nephrologischen Erkrankungen sind Elektrolytentgleisungen
hiufig. Dabei findet aktuell die Bestimmung von Natrium, Kalium und Kalzium eine

klinische Bedeutung.

Die Grenzwerte sind dabei aufgrund bekannter Nebenwirkungen auf Herz, Gehirn und
Knochen gewihlt. Die Bestimmung von Magesiumspiegeln im Serum ist in der
klinischen Routine deutlich seltener. Haufig wird bei Verdacht auf Magnesiumangel

kalkuliert therapiert. Die mogliche Beeinflussung des Immunsystems findet bis heute
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keine bis wenig klinische Beachtung, weshalb weitere Forschung auf diesem Gebiet zur

besseren Patientenversorgung unbedingt notig ist.
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5 Abkiirzungsverzeichnis

ADP
APC
APZ
BSA
CHAK1
CD
C-Terminus
DAG
EDTA
EGTA
FACS
FCR
FCS
FOXP3
HEK
HEPES
IFN-gamma
IL

1P3

1Treq
IV-curve
MACS
MagTl
MHC
mTOR.

mTORCI
NHS
NH4Cl
NS8593
NTyee
PMBC

PBS
PE
PerCP
PIP

Adenosindiphosphat

Allophycocyanin

Antigenpréastentierende Zellen

Bovines Serumalbumin

channel-kinase 1

Cluster of Differentiation (,,Unterscheidungsgruppen®)
Carboxy-Terminus

Diacylglycerine

Ethylendiamintetraessigsidure

Ethylenglycolbistetraessigsidure

fluorescence-activated cell sorting Durchflusszytometrie

fragment crystallisable receptor

fetal calf serum / fetales Kélberserum

Forkhead-Box-Protein P3

Human Embryonic Kidney/ menschliche embryonale Nierenzellen
2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsédure
Interferon-gamma

Interleukin

Inositoltrisphosphat-3

Induzierte regulatorische T-Helferzellen

Stromspannungskurve

Magnetic Activated Cell Sorting/ dt.: magnetisch aktivierte Zellsortierung
Magnesium Transporter 1

major histocompatibility complex

mechanistic Target of Rapamycin dt.: Mechanistisches Ziel von Ra-
pamycin

mechanistic target of rapamycin complex 1 dt.: Mechanistisches Ziel von
Rapamycin Komplex 1

Normal human serum

Ammoniumchlorid
N-[(1R)-1,2,3,4-Tetrahydro-1-naphthalenyl]-1H-Benzimidazol-2-amine
hydrochloride

Natiirliche regulatorische T-Zellen

Peripheral Blood Mononuclear Cell/ dt.: mononukleédre Zellen des periphe-
ren Blutes

Phosphate-buffered saline/ Phosphatgepufferte Salzlosung
Phycoerythrin

Peridinin

Phosphatidylinosintol-4,5-bisphosphat
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PLC Phosphoinositid-Phospholipase C

RCF relative centrifuge force/ Relative Zentifugalbeschleunigung

SK-Kanile small conductance calcium-activated potassium channels/
Calcium-aktivierte Kaliumkanile mit kleiner Leitfahigkeit

SLC41A solute carriers dt: 16sliche Trager

S6K1 Ribosomal protein S6 kinase beta-1

TCM persistieren zentrale Geddchtniszellen

TEM Effektorgeddchtniszellen

TGF-beta transforming growth factor 3, transformierender Wachstumsfaktor beta

Tx T-Helferzellen

TRP Transient receptor potential cation channel

TRPM7 Transient receptor potential cation channel, subfamily M, member 7

4E-BP1 Eukaryotic translation initiation factor 4E-binding protein 1
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