Aus dem Bereich der Molekularen Zellbiologie
Theoretische Medizin und Biowissenschaften
der Medizinischen Fakultat

der Universitat des Saarlandes, Homburg/Saar

Untersuchungen zur Regulation
des intrazellularen Calciums
in Physiologie und Pathophysiologie

humaner und muriner Erythrozyten

Dissertation zur Erlangung des Grades

eines Doktors der Naturwissenschaften

der Medizinischen Fakultat der
Universitiat des Saarlandes
2019

vorgelegt von
Laura Hertz
geb. am: 07.06.1988 in Saarburg



Tag des Kolloquiums

Dekan

Berichterstatter

Vorsitzende

Akademische Mitarbeiterin

29.05.2020

Prof. Dr. Michael D. Menger
Prof. Dr. Lars Kaestner
Prof. Dr. Hermann Eichler

Prof. Dr. Martina Muckenthaler

Prof. Dr. Barbara Niemeyer-Hoth

Dr. Eva Schwarz



.Kalzium, (fachsprachlich:) Calcium, das;
[engl. calcium, zu lat. Calx (Gen.: calcis), 1 Kalk]: (nur in Verbindungen vorkommendes)

silberglénzenzes, sehr weiches Leichtmetall (chemisches Element; Zeichen: Ca).”

aus: Duden — Deutsches Universalworterbuch. 8. Auflage (2015).
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ZUSAMMENFASSUNG

Calcium ubernimmt in Erythrozyten, wie auch in vielen anderen Zellen, die wichtige Rolle
eines sekundaren Botenstoffs. Ziel der vorliegenden Arbeit war es zum besseren
Verstandnis dieser Rolle in der Physiologie und Pathophysiologie von Erythrozyten
beizutragen. Daher wurden im ersten Teilprojekt dieser Arbeit Untersuchungen gemacht zum
intrazelluldren Ca?*-Gehalt humaner pathologischer Erythrozyten von Patienten mit seltenen
hamolytischen Erkrankungen. Es konnte festgestellt werden, dass Erythrozyten von
Patienten mit Hereditarer Spharozytose, Hereditarer Xerozytose und Gardos-Channelopathie
signifikant erhdéhte Werte an freiem intrazellularen Calcium im Vergleich zu Erythrozyten
gesunder Kontrollblutspendern aufweisen. Fir die ebenfalls untersuchten Patienten mit
Enzymopathien und uncharakterisierter hamolytischer Anamie wurde keine eindeutige
Anderung der Ca?*-Konzentration gefunden. Zusammen mit weiteren Daten aus der Literatur
deuten diese Resultate darauf hin, dass ein erhdhter intrazelluldrer Ca*-Gehalt in
Erythrozyten ursachlich fur den verfrihten Abbau der Zellen in hdmolytischen Krankheiten
ist. Dieser Mechanismus scheint allgemein giiltig sein, wobei sich der Signalweg des Ca?*-
Einstroms fir jede Erkrankung unterscheidet. Zur Entwicklung neuer Medikamente, die auf
eine Inhibition dieses Ca**-Einstroms als bessere Therapiemdglichkeit anamischer Patienten
abzielen, bedarf es jedoch weiterer Forschung.

Das zweite Teilprojekt dieser Arbeit beschaftigt sich mit dem Lysophosphatidsaure
Signalweg, der in murinen und humanen Erythrozyten zu einem Einstrom von
extrazellularem Calcium in die Zellen fiihrt. Diese Erhdhung des intrazelluldren Ca®*-Gehalts
steht in Verbindung mit der Aggregation der Erythrozyten als aktiver Teil der Blutgerinnung.
Der Lysophosphatidsaure Signalweg ist daher auch zur Behandlung von Thrombosen von
pharmakologischem Interesse. Im Detail zeigen die an humanen und murinen Erythrozyten
durchgefuhrten Untersuchungen zum Signalweg, dass die Aktivitat des am Signalweg
beteiligten TRPC6 Kanals, neben der PKCa, durch einen Komplex aus FKB12 und
Calcineurin reguliert wird. Zudem konnte gezeigt werden, dass eine zusatzliche
mechanosensitive Komponente im Signalweg existiert. Ob es sich dabei um den Kanal
Piezo1 handelt, muss in weiteren Untersuchungen bestatigt werden.

Auf Basis des Lysophosphatidsdure Signalweges wurde im dritten Teilprojekt die Herkunft
des TRPC6 Kanals in der Membran von Erythrozyten untersucht. Fir humane Erythrozyten
l&sst sich der Kanal weder auf Proteom- noch Transkriptomebene detektieren. Auch
funktionell kann TRPC6 nur in Erythrozyten, nicht in Retikulozyten nachgewiesen werden.
Als Hypothese dieses Projekts wurde untersucht, ob es zu einem Transfer des Kanals von
anderen Zellen auf Erythrozyten kommt. Dazu wurden Transfusionsversuche von

Erythrozyten aus TRPC6 Knockout Mausen in Wildtyp Mause durchgefiihrt. Anschlie3end
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wurde zur Beobachtung eines mdglichen Proteinaustauschs der Lysophosphatidsaure-
induzierte Ca?*-Einstrom in den transfundierten Erythrozyten untersucht. Als Grundlage
hierfir wurden mehrere Ansatze zur Markierung von Erythrozyten vor der Transfusion
getestet. Die Methode der in vivo-Biotinylierung zeigte sich nicht als geeignet zur
mikroskopischen Detektion markierter Erythrozyten nach Transfusion. Eine Markierung der
Zellen mittels Membranfarbstoffen als auch eine endogene Markierung der Zellen durch
Expression eines Fluoreszenzproteins waren hingegen erfolgreich. Durchgefiihrte
Transfusionsversuche auf Basis beider Methoden zeigten einen Anstieg des
Lysophosphatidsdure-induzierten Ca?*-Einstroms in TRPC6-Knockout Erythrozyten nach
Transfusion. Hierdurch kann auf einen Transfer des TRPC6 Kanals in die Membran der
Knockout Erythrozyten von Zellen der Wildtyp Maus geschlossen werden. Der Transfer
scheint dabei vermehrt oder auschlief3lich bei Retikulozyten vorzukommen. Eine Beteiligung
der Milz an diesem Transfer wurde ebenfalls untersucht, konnte jedoch nicht belegt werden.
Zum Ablauf, Ort und weiterem Verstandnis des Proteintransfer missen zusatzliche
Untersuchungen durchgefiihrt werden. Ebenfalls soll die Frage geklart werden, ob ein

Austausch von Proteinen auch bei humanen roten Blutzellen auftritt.
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SUMMARY

Studies on the regulation of intracellular calcium in physiology and
pathophysiology of human and murine red blood cells

Calcium plays an important role as a second messenger, in red blood cells as well as in
many other cell types. The aim of this study was to contribute to a further understanding of
this role in the physiology and pathophysiology of red blood cells. In the first part of this
thesis, pathologic human red blood cells from patients with rare hereditary anemias were
analyzed for their intracellular calcium content. The results of this study showed that red
blood cells from patients with hereditary spherocytosis, hereditary xerocytosis and Gardos
channelopathy have significantly increased levels of free intracellular calcium in comparison
to red blood cells from healthy donors. For patients with enzymopathies and uncharacterized
hemolytic anemia there was no clear change in the intracellular calcium. Together with data
from the literature, these findings indicate that an increased intracellular calcium content
might be responsible for the premature elimination of red blood cells from the blood stream.
This mechanism seems to have to a general scope with different pathways of calcium entry
in different diseases. More research is needed for the development of drugs aiming on the
inhibition of this calcium increase.

The second part of this thesis deals with the lysophosphatidic acid signaling pathway, which
leads to an uptake of extracellular calcium in human and murine red blood cells. This
increase in intracellular calcium is associated with an aggregation of red blood cells as an
active part in thrombus formation. The lysophosphatidic acid signaling pathway is therefore
also an interesting pharmacological target for the treatment of thrombosis. The results of the
experiments on murine and human red blood cells show, that TRPC6, a channel involved in
this pathway, is regulated by PKCa and a protein complex consisting of FKB12 and
calcineurin. Furthermore, the results hint to the involvement of a mechanosensitive channel
in the signaling cascade. To confirm that this channel is Piezo1, further research needs to be
done.

Based on the lysophosphatidic acid signaling pathway, the origin of the TRPC6 channel in
the membrane of red blood cells was explored in the third part of this thesis. For human red
blood cells, it was not yet possible to detect the channel on a proteome- or transcriptome
level. Functional evidence is also limited to mature red blood cells and missing in
reticulocytes. As a hypothesis of this project, a possible transfer of the channel between red
blood cells and other cell types was investigated. For this purpose, transfusion experiments
of red blood cells from TRPC6 knockout mice to wildtype mice were performed.

Subsequently, the lysophosphatidic acid induced calcium entry was analyzed in the
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transfused cells to visualize the potential transfer of the channel. Beforehand, several
methods to label red blood cells for transfusion were tested. The method of in vivo
biotinylation was not suitable for the microscopic detection of the cells after transfusion.
Labeling the cells with membrane dyes as well as the endogenous expression of a
fluorescent protein were successful. The results from the transfusion experiments based on
both labeling methods showed an increase in the lysophosphatidic acid induced calcium
signal in TRPC6 knockout cells after transfusion. From these results, it can be concluded that
there is a transfer of the channel to the membrane of TRPC6 knockout red blood cells from
cells of the wildtype mouse. This transfer seems to occur enhanced or exclusively in
reticulocytes. The contribution of the spleen in this process was analyzed but could not be
proven. More research is needed to resolve further questions, especially whether a transfer

of proteins also occurs in human red blood cells.
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1 EINLEITUNG

Die erste belegte Entdeckung roter Blutzellen (RBCs, ,red blood cells) machte Jan
Swammerdam im Jahr 1658 im Blut eines Frosches, eine erste genauere Beschreibung der
Form und GréRe von Erythrozyten stammt von Antoni van Leeuwenhoek (Hajdu, 2003; van
Leeuwenhoek, 1695). Dieser fluhrte mithilfe selbstgebauter Mikroskope Untersuchungen an
seinem eigenen Blut durch und entdeckte dabei ,rote Kérperchen®. Er beschrieb ihre Form
falschlicherweise als rund, erkannte aber bereits damals, dass Erythrozyten in der Lage sein
muissen ihre Form zu verandern, wenn sie sich durch die Kapillaren des Blutkreislaufes
bewegen (Mohandas and Gallagher, 2008; van Leeuwenhoek, 1675). Abbildung 1 zeigt eine

von ihm angefertigte Darstellung der ,roten Kérperchen®.

//E:_s.: L 1.

Abbildung 1: lllustration humaner ,roter Kdrperchen“ angefertigt von Antoni von Leeuwenhoek. Abbildung aus
(van Leeuwenhoek, 1695).

Eine Beschreibung der weiteren korpuskularen Bestandteile des Blutes, der Leukozyten und
Thrombozyten, wurde erst knapp 200 Jahre spater publiziert. Zeitgleich entstand Mitte des
19. Jahrhunderts das Feld der Hamatologie als eigenstandige Disziplin in der Medizin (Ness
and Stengle, 1974). Ein Meilenstein in dieser Entwicklung war ein 1844 von Gabriel Andral
verdffentlichtes Essay uber das ,Blut in Krankheit®. Darin unternimmt er den Versuch, die
Komponenten des Blutes mit Normalwerten zu beschreiben und Blutkrankheiten in
verschiedene Klassen einzuteilen (Andral, 1844; Ness and Stengle, 1974). Erfolgreich wurde
die Differenzierung der Leukozyten jedoch erst nach Entwicklung verschiedener
Farbetechniken, die es ermdglichten ein Differentialblutbild zu erstellen. Vorreiter in dieser
Methodik war Paul Ehrlich (Ehrlich, 1880; Hajdu, 2003), der durch die Verwendung
verschiedener saurer und basischer Farbstoffe einzelne Leukozytenklassen anhand ihrer
Morphologie und spezifischen Anfarbung unterscheiden konnte. Eine noch heute in der
Hamatologie verwendete Weiterentwicklung dieser Farbetechnik geht zuriick auf Arthur
Pappenheim (Riedelsheimer and Bichl-Zimmermann, 2015). Das Gebiet der
Transfusionsmedizin wie wir es heute kennen fand seinen Ursprung zu Beginn des
20. Jahrhunderts. Bluttransfusionen wurden zwar bereits 300 Jahre zuvor durchgefiihrt, doch
erst nach der Entdeckung des ABO-Blutgruppensystems durch Karl Landsteiner gelang der

Durchbruch (Thiele et al., 2010). Was damals als ,miracle of resurrection“ bezeichnet wurde
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(Lederer, 2008), ist heute Routine geworden. Doch damit verbunden sind noch immer
dieselben Probleme: die Bereitstellung von geniigend Blutkonserven, die Gewahrleistung der
Qualitat einer Blutspende und die Minimierung der sogenannten ,storage lesions“ oder

Lagerungsschaden der Erythrozyten (Yoshida et al., 2019).
1.1 Blut

Menschliches Blut setzt sich zu ca. 55% aus Plasma, dem flissigen Teil des Blutes und zu
ca. 45% aus zelluldren Bestandteilen zusammen (Faller and Schiinke, 2016). Das
Blutplasma wiederum besteht aus Wasser (90%) mit darin gelésten Substanzen, wie
anorganischen Elektrolyten, Lipiden und Proteinen. Die Bluteiweile lassen sich in zwei
grol’e Klassen unterteilen, die Albumine und die Globuline, zu deren Hauptaufgaben der
Transport von wasserunléslichen Stoffen, die humorale Immunantwort, die Blutgerinnung
und die Aufrechterhaltung des kolloidosmotischen Drucks zahlen (Silbernagl, 2012). Die
korpuskularen Bestandteile bestehen aus drei Arten von Zelltypen: die Leukozyten, die sich
ebenfalls in verschiedene Arten unterteilen lassen, die Blutplatichen und die Erythrozyten. Zu
den Leukozyten zahlen die drei groflen Gruppen der Lymphozyten, Monozyten und
Granulozyten. lhre Aufgabe haben Leukozyten als Teil des Immunsystems, wobei
Lymphozyten fiir eine spezifische Immunantwort verantwortlich sind, Monozyten und
Granulozyten hingegen an der unspezifischen Erregerabwehr beteiligt sind (Jelkmann,
2010). Blutplattchen, haufig auch als Thrombozyten bezeichnet, sind kernlos und im
eigentlichen Sinne keine Zellen mehr, da sie durch Abschnirung des Zytoplasma aus
Vorlauferzellen des Knochenmarks entstehen (Munker, 2007). Verantwortlich sind
Blutplattchen fiir die Hamostase und Koagulation des Blutes. Die dritte Art von Blutzellen, die
mit Uber 99% die gréflte Zellpopulation bilden, sind die Erythrozyten. In der Hamatologie wird
die Anzahl der Blutzellen durch die Erstellung eines kleinen Blutbildes ermittelt. Neben den
Zellzahlen der Erythrozyten, Thrombozyten und Leukozyten werden hier weitere Parameter
bestimmt: Der Hamatokrit, der Aufschluss gibt Uber das Verhaltnis des Volumens der
gepackten Blutzellen zum Gesamtvolumen der Blutprobe, und die Hdmoglobinkonzentration
des Blutes. Aus diesen Werten werden zudem die Erythrozytenindizes berechnet. Dazu
zahlen das mittlere Zellvolumen (MCV), der mittlere zellulare Hamoglobingehalt (MCH) und
die mittlere zellulare Hamoglobinkonzentration (MCHC). Das MCV, der ebenfalls gemessen
werden kann, ergibt sich aus dem Hamatokrit und der Anzahl an Erythrozyten, der MCH aus
dem Hamoglobin und der Anzahl an Erythrozyten, und der MCHC aus dem Quotient von
Hamoglobin und Hamatokrit (Halwachs-Baumann, 2011). Zusammen mit dem eingangs
erwahnten Differentialblutbild ergibt sich daraus das grof3e Blutbild, das zur Diagnostik von

Anamien und anderen Bluterkrankungen genutzt werden kann
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1.2 Erythrozyten

Der Mensch besitzt pro Mikroliter Blut etwa 5x10° Erythrozyten. Bei einem durchschnittlichen
Blutvolumen von 5 Litern ist der Erythrozyt daher die am weitaus haufigsten vorkommende
Zellart im menschlichen Kérper (Silbernagl, 2012). Im Vergleich dazu finden sich bei Mausen
sogar bis zu 14x10° Erythrozyten in einem Mikroliter Blut, hier variiert die Zahl jedoch sehr
stark in Abhangigkeit der betrachteten Mauslinie (Burns and De Lannoy, 1966; Santos et al.,
2016). Hauptaufgabe der roten Blutzellen aller Sdugetiere ist der Gasaustausch zwischen
Lunge und Gewebe, zudem tragen sie zur Pufferung des Blut pH-Wertes bei (Silbernagl,
2012). Dabei haben sie eine grol’e Gemeinsamkeit: Im Gegensatz zu den Erythrozyten der
anderen Klassen von Wirbeltieren besitzen sie keinen Zellkern (Brewer, 1974). Die normale
Form eines Erythrozyten eines gesunden Menschen entspricht unter Ruhebedingungen, bei
physiologischer Osmolaritat und einem pH-Wert von 7,4 der eines Diskozyten (Lim et al.,
2008) (Abbildung 2 A). Diese Form bietet den Zellen ein groltes Oberflachen-zu-Volumen-
Verhaltnis und durch die daraus bedingte kurze Diffusionsstrecke, einen effektiveren
Gasaustausch (Plotnivok et al., 2006). Zum Transport von Sauerstoff benétigen Erythrozyten
das Protein Hamoglobin, das etwa 30% der Masse eines Erythrozyten ausmacht (Jelkmann,
2010). Die durchschnittliche Ausdehnung eines Diskozyten betragt 7 - 8 ym, womit er
wesentlich gréler ist als die kleinsten Kapillaren im menschlichen Kérper, die nur einen
Durchmesser von 1,5 um besitzen. Die Fahigkeit diese trotzdem passieren zu kdnnen
verdanken Erythrozyten ihrer hochelastischen Membran und starken Deformierbarkeit
(Waugh et al., 1992). Zusatzlich dadurch kénnen Erythrozyten, neben der Diskozytenform,
auch andere Morphologien annehmen. Zum Beispiel kommt es unter hypotonischen
Bedingungen, bedingt durch die osmotische Aufnahme von Wasser in die Zellen, zur
Ausbildung von Stomatozyten oder Kugelzellen (Abbildung 2 B). Und umgekehrt ist es dem
Erythrozyten unter hypertonischen Bedingungen mdglich, die Form eines Echinozyten
anzunehmen. Dabei kommt es zur Ausbildung von stachelartigen Membranausstilpungen
(Abbildung 2 C). Bis zu einem gewissen Grad sind diese Veranderungen reversible (Lim et
al., 2008). Abbildung 2 zeigt topografische Scans der zuvor genannten Morphologien, die
mittels Rasterionenleitfahigkeitsmikroskopie aufgenommen wurden. Die Form des
Diskozyten stellt zudem die optimale Form der Zelle in vivo im Blutfluss dar, da die
Transformation zum Stomatozyten zu einer Behinderung der Passage von Kapillaren fihrt
und die Transformation zum Echinozyten den Fluss in groReren Gefaflen durch Erhdhung
der Blutviskositat stért (Dumez et al., 2004).

Haufig finden sich Veranderungen der Erythrozyten-Morphologie bei verschiedenen
Bluterkrankungen, besonders Membranopathien. Damit einhergehend zeigen pathologische

Erythrozyten auch eine verminderte Deformierbarkeit (Chien, 1987; Tomaiuolo, 2014).
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Abbildung 2: Topografische Scans humaner Erythrozyten in physiologischer Lésung aufgenommen mittels
Rasterionenleitfahigkeitsmikroskopie. Zu erkennen sind verschiedene Zellmorphologien: Diskozyte (Panel A),
Sphéarozyte (Panel B), und Echinozyte (Panel C). Eigene Aufnahmen.

Die durchschnittliche Lebenserwartung eines menschlichen Erythrozyten betragt 120 Tage,
fur murine Zellen etwa 50 Tage (Jelkmann, 2010; Khandelwal and Saxena, 2006). Pro Tag
missen daher 1 bis 2% neue Erythrozyten produziert werden, was beim Menschen einer
Zahl von etwa 150 Millionen Zellen pro Minute entspricht. Die adulte Erythropoese findet bei
Mensch und Maus im Knochenmark statt (Cumano and Godin, 2007). Hier entstehen aus

den  hamatopoetischen = Stammzellen  durch  mehrere  Differenzierungs-  und
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Expansionsschritte unreife Vorlauferzellen, die Retikulozyten (Dzierzak and Philipsen, 2013).
Hauptséachlich wird die Erythropoese Uber das Hormon Erythropoetin reguliert, dass u. a. bei
einer Sauerstoffunterversorgung im Gewebe hochreguliert wird (Haase, 2013). Die
Erythropoese zeichnet sich durch einen steigenden Hamoglobingehalt der Zellen, bei
gleichzeitiger Abnahme des Zellvolumens aus. Ein wichtiger Schritt im Verlauf der
Erythropoese ist das Ausstollen des Zellkerns, was den Differenzierungsschritt vom
Erythroblast zum Retikulozyt darstellt. Ebenfalls kommt es zu einem Abbau der weiteren
Zellorganellen wie Mitochondrien und ER. Retikulozyten, die noch Reste an RNA besitzen
und Proteine translatieren, wandern nach ihrer Bildung im Knochenmark in den Blutstrom
ein. Im Laufe weniger Tage reifen sie dort zu adulten Erythrozyten, in denen die Translation
vollkommen zum Erliegen gekommen ist (Ney, 2011). Durch das Fehlen der Mitochondrien
sind Erythrozyten zur Gewinnung von ATP einzig auf die anaerobe Glykolyse angewiesen,
dementsprechend bendtigen sie zur Energiegewinnung auch keinen Sauerstoff (Koralkova et
al., 2014).

Im physiologischen Gleichgewichtszustand werden am Tag ebenso viele Erythrozyten
eliminiert wie neu gebildet. Abgebaut werden die Zellen von Makrophagen hauptsachlich in
Milz und Leber (Knutson and Wessling-Resnick, 2008). Die Aussortierung der Erythrozyten
ist hier aufgrund der Beschaffenheit des vendsen Systems, das aus vielen Sinusoiden
besteht, besonders effektiv (Mebius and Kraal, 2005). Vor allem alte Erythrozyten, die an
Deformierbarkeit verloren haben und bei dem Versuch die Endothelschlitze der Sinusoide zu
durchqueren scheitern, werden aus dem Blutstrom gefiltert. Defekte in der
Erythrozytenmembran, wie sie bei verschiedenen Bluterkrankungen vorkommen, haben
ebenfalls Einfluss auf die Filtration und kdnnen zu einem verfriihten Abbau der Zellen fihren
(Li et al., 2018). Neben der mechanischen Filtration der Zellen, kommt es hier auch zu einer
physikochemischen: Seneszente Erythrozyten werden Uber verschiedene
Zelloberflachenmarker von den Makrophagen erkannt und aus dem Blutstrom entfernt (Lutz
and Bogdanova, 2013). Als weitere Erkennungsmerkmale seneszenter Erythrozyten gelten
u. a. eine Abnahme der Enzymaktivitdten und des ATP-Gehalts, eine Akkumulierung von
Lipid-Peroxidationsprodukten, die Desialylierung von Glykoproteinen auf der Membran und
die Aggregation von Bande 3 Protein (Thiagarajan and Prchal, 2016). Eine Darstellung der
genaueren, bisher bekannten Interaktionen zwischen Makrophagen und Erythrozyten findet
sich in Abbildung 3.
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Abbildung 3: Interaktion von roten Blutzellen mit einer zentralen Makrophage in der Milz. Eine Erkennung von
exponiertem PS auf der Erythrozytenmembran kann Uber Lactadherin, Gas-6 und TAM, sowie Stabilin-2 oder
Tim-4 erfolgen. CD47 bindet an SIRPa in der Makrophagenmembran. NAbs bindet mit erhdhter Affinitat an Bande
3 Protein-Gruppen, wird durch den Fc-Rezeptor und CR3 erkannt und aktiviert die Komplementrezeptor-
vermittelte Phagozytose. Abbildung modifiziert nach (de Back et al., 2014).

1.3 Membran und Zytoskelett der Erythrozyten

Die Zellmembran der Erythrozyten ist wie jede andere Membran im menschlichen und
tierischen Korper eine Lipiddoppelschicht. Aufgebaut ist sie aus Cholesterol und
Phospholipiden, wobei letztere eine asymmetrische Verteilung lGber die Membran zeigen.
Von den 4 Hauptkomponenten kommen Phosphatidylcholin (PC) und Sphingomyelin (SM)
meist auf der auleren Seite der Membran vor, wohingegen Phosphatidylserin (PS) und
Phospatidylethanolamin (PE) eher auf der inneren Seite zu finden sind (Verkleij et al., 1973;
Zwaal and Schroit, 1997). Zur Aufrechterhaltung dieser Verteilung tragen mehrere Ca?-
abhangige Enzyme bei, die als Lipidtransporter arbeiten: die Flippase, die Floppase und die
Scramblase (Arashiki et al., 2016; Daleke, 2008). Ein Verlust der Asymmetrie, insbesondere
die Exposition von PS fiihrt u. a. zu einer raschen Aussortierung der Erythrozyten in der Milz,
da PS als Erkennungsmerkmal fliir Phagozyten dient (Connor et al., 1994; Lauber et al.,
2004). Physiologisch findet dieser Vorgang bei seneszenten Erythrozyten statt, wird aber
auch in Verbindung gebracht mit dem verfriihten Abbau der Zellen bei hamolytischen
Erkrankungen (Arashiki et al., 2016; Lutz and Bogdanova, 2013). Daneben interagiert PS mit
Spektrin, einem Protein des Zytoskeletts und bernimmt dadurch eine Rolle in der Stabilitat
und Deformierbarkeit der Erythrozyten (Manno et al., 2002). In der Erythrozytenmembran
finden sich zudem eine Vielzahl verschiedener Proteine, von denen etwa 50 genauer

charakterisiert sind (Mohandas and Gallagher, 2008). Ein Groliteil dieser Proteine lasst sich

25



Einleitung

als Blutgruppenantigene definieren. Das Vorkommen dieser Proteine in der Membran zeigt
eine groRe Spannbreite, so finden sich von Bande 3 Protein tber 1 Millionen Kopien in jeder
Zelle, vom Gardos-Kanal hingegen nur wenige einzelne bis etwa 50 pro Zelle (Grygorczyk et
al., 1984; Wolff et al., 1988). Bande 3 Protein (SLC4A1) macht dementsprechend auch das
Hauptmembranprotein der Erythrozyten aus. Funktionell besteht es aus zwei Einheiten: der
C-Terminus bildet einen Anionenaustauscher hauptsachlich flir Hydrogencarbonat und
Chlorid, der N-Terminus dient als Bindungsstelle flr verschiedene Enzyme sowie Proteine
des Zytoskeletts (Lux, 2016). Weitere strukturell wichtige Membranproteine sind RhAG
(Rhesus-assoziiertes Glykoprotein) und Glykophorin C. In Abbildung 4 ist eine schematische
Darstellung der strukturellen Verknipfungen der Membranproteine und des Zytoskeletts

abgebildet.

Glykophorin A Glykophorin B Glykophorin A Glykophorin C/D

\

|

Bande 3 /¢ |

/

Tropomodulin /‘TFOPOmyosm

Abbildung 4: Schematische Darstellung der Erythrozytenmembran mit Membranproteinen und Anteilen des
Zytoskeletts. Abgebildet sind die beiden Hauptstrukturen: Der Ankyrin-Komplex (links) und der Actin-Junctional-
Komplex (rechts). Der Ankyrinkomplex besteht auf den Komponenten Bande 3 Protein, Rhesus-assoziiertes
Glykoprotein (RhAG), Ankyrin, Protein 4.2 und ist (iber B-Spektrin mit dem Zytoskelett verbunden. Uber eine
Selbstassoziation von o— und B-Spektrin kommt es zu einer lateralen Organisation des Zytoskeletts, das
zusatzlich Uber einen Komplex aus Glykophorin C/D (GPC/D), Protein 4.1R und Aktin an die Membran gebunden
ist. Abbildung modifiziert nach (Perrotta et al., 2008) mit freundlicher Genehmigung des Verlages Elsevier.

Fir die Struktur der Erythrozyten sind dabei zwei Makromolekiilkomplexe ausschlaggebend.
Bande 3 Protein und RhAG stellen Uber die vertikale Interaktion mit Ankyrin und Protein 4.2
eine Verbindung zu B-Spektrin her, und bilden so den Ankyrinkomplex. Eine zweite
Verbindung besteht aus Glykophorin C/D, Protein 4.1R und P55, die zusammen mit Aktin
und Spektrin einen weiteren Komplex bilden. Ebenfalls wichtig fur die laterale Organisation
ist die Verbindung von a- und (-Spektrin zu einem zweidimensionalen Netzwerk (An and
Mohandas, 2008). Mutationen in den verschiedenen Strukturproteinen kénnen zu

hamolytischen Anamien wie der Spharozytose oder der Elliptozytose fihren.

26



Einleitung

1.4 Kationenkanale in der Erythrozytenmembran

Gardos-Kanal

Der bekannteste Kanal in der Membran von Erythrozyten ist der Gardos-Kanal, dessen
funktionelle Eigenschaften bereits in den 1950er Jahren beschrieben wurde (Gardos, 1958).
Der Gardos-Kanal ist ein Ca®'-sensitiver K'-Kanal. Uber einer intrazelluldren Ca?-
Konzentration von 2 yM kommt es zu einer Aktivierung des Kanals. Diese wird vermittelt
durch die Interaktion von Calcium mit Calmodulin, welches an die vier Untereinheiten des
Kanals gebunden ist (Maher and Kuchel, 2003; Rapetti-Mauss et al., 2015). Eine Offnung
des Kanals fiihrt zu einer Hyperpolarisation der Zelle und einem Ausstrom von K*, CI" und
Wasser aus der Zelle. Damit einhergehend kommt es zu einer Verringerung des Volumens,
die Zellen schrumpfen. Dieser Mechanismus ist vermutlich von physiologischer Bedeutung
(Dyrda et al., 2010) aber auch an der Pathophysiologie der Sichelzellanamie beteiligt
(Brugnara, 2003). Als molekulare Basis des Gardos-Kanals wurde das Gen KCNN4
identifiziert (Hoffman et al., 2003).

Nicht-selektive spannungsabhéngige Kationenkanéle VDAC und Piezo1

Da Erythrozyten keine intrazellularen Speicher fir Calcium besitzen, kann ein Einstrom von
Calcium ins Zytoplasma der Zellen ausschlieRlich tber die Membran aus dem Blut erfolgen.
Es wurden bisher mehrere Ca®'-permeable lonenkanale in der Erythrozytenmembran
beschrieben. Dazu zahlt ein nicht-selektiver, spannungsabhangiger Kationenkanal
(Christophersen and Bennekou, 1991; Kaestner et al., 2000), dessen molekulare ldentitat
bisher noch nicht genau geklart wurde (Kaestner, 2011). In Frage kommt u. a. der
spannungsabhangige Anionenkanal VDAC, der bei sehr negativen und sehr positiven
Membranpotentialen ebenfalls permeabel fir Kationen ist (Song et al., 1998) und dessen
Expression in der Membran von Erythrozyten bereits gezeigt wurde (Bouyer et al., 2011). Als
weiterer Kandidat wird der mechanosensitive lonenkanal Piezo1 gehandelt (Kaestner and
Egée, 2018), fur den kurzlich auch ein spannungsabhangiger ,Gating“-Mechanismus gezeigt
werden konnte (Moroni et al., 2018). Es konnte in vitro gezeigt werden, dass es bei dem
Passieren von Kkleinsten Kapillaren zu einem Piezo1-vermittelten Ca®*-Einstrom in
Erythrozyten kommt (Danielczok et al., 2017) und die damit verbundene Volumenregulation
der Zellen vermutlich die physiologische Rolle dieses Kanals in der Erythrozytenmembran
widerspiegelt (Faucherre et al., 2014). Mutationen des Kanals fiihren zum Krankheitsbild der
Hereditaren Xerozytose, einer seltenen Form der hamolytischen Anadmie (Zarychanski et al.,
2012).
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NMDA-Rezeptor

Ein weiterer spannungsabhangiger nicht-selektiver Kationenkanal, der zusatzlich Liganden-
gesteuert ist, ist der N-methyl-D-Aspartat-Rezeptor (NMDA-R). Seine Expression konnte
sowohl in Erythrozyten von Ratten als auch in menschlichen RBCs gezeigt werden (Makhro
et al., 2010; 2013). Aktiviert werden kann dieser ionotrope Kanal, neben NMDA, durch
Glutamat, Homocystein oder Homocysteinsaure. Glutamat spielt jedoch hauptsachlich in der
neuronalen Rezeptoraktivierung eine Rolle, da die Plasmakonzentration zu niedrig ist um
eine Aktivierung der Erythrozytenkanale im Blut zu erzielen (Makhro et al., 2010). Der
NMDA-Rezeptor zeigt eine 10-fach héhere Permeabilitat fiir Ca®* als fiir Na*, weshalb es
durch Ligandenbindung zu einem Einstrom von Calcium in die Zelle kommt. Eine erhdhte
Expression von NMDA-Rezeptoren wurde in Erythrozyten von Sichelzellandmie Patienten

gefunden (Hanggi et al., 2014).

Spannungsabhéngiger Ca**-Kanal Cay2.1

Ein ebenfalls in der Membran von Erythrozyten beschriebener Kanal ist Cay2.1. Dieser Kanal
ist ein spannungsabhangiger Ca?*-Kanal vom Typ P/Q. Hinweise fiir seine Existenz gibt es
sowohl auf molekularer (Western Blot) als auch auf funktioneller Ebene, da ein PMA-
induzierter Ca?*-Einstrom in Erythrozyten durch den fiir Cay2.1 spezifischen Inhibitor

w-Agatoxin TK geblockt werden kann (Andrews et al., 2002).

Nicht-selektiver Ca**-permeabler Kationenkanal TRPC6

TRPC6 zahlt zur Familie der ,classical/canonical transient receptor potential“ Kanale. Diese
Familie umfasst sieben eng verwandte, nicht-selektive, Ca**-permeable Kationenkanale
(Abramowitz and Birnbaumer, 2009). In murinen Erythrozyten wurde die Expression von
TRPC2, TRPC3 und TRPC6 beschrieben (Chu et al., 2004; Hirschler-Laszkiewicz et al.,
2009), die dort beim Erythropoetin-vermittelten Ca**-Einstrom eine Rolle spielen, der fiir die
Differenzierung von Vorlauferzellen zu Erythrozyten wichtig ist. Eine Expression von TRPC6
konnte zudem in humanen Erythroblasten gezeigt werden. Ein molekularer Nachweis in
differenzierten humanen Erythrozyten ist bisher nicht erfolgt, jedoch gibt es funktionelle
Hinweise darauf, dass TRPC6 zum Ca*-Einstrom in humanen Zellen betragt (Féller et al.,
2008). Nach Aktivierung ist TRPC6 permeabel fiir Na*, Ca?*, K und Cs?** (Hofmann et al.,
1999). Bekannte Aktivatoren sind u. a. Diacylglycerol (DAG) (Estacion et al., 2006) und
Hyperforin (Leuner et al., 2007). Daneben scheint sowohl die extra- als auch die
intrazellulare Ca?*-Konzentration Einfluss auf die Aktivitdt des Kanals zu haben (Shi et al.,
2004). Ebenso spielt die Proteinkinase C (PKC) eine bislang ungeklarte Rolle bei der

Regulierung. Es wurde hier sowohl eine negative Regulierung des Kanals durch
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Phosphorylierung beschrieben (Estacion et al., 2006), als auch eine Aktivierung von TRPC6

im Zusammenhang mit der Bildung eines Multiproteinkomplexes (Kim and Saffen, 2005).
1.5 Calcium in Erythrozyten

Wie in allen anderen Zelltypen, Gbernimmt Calcium auch in Erythrozyten die Rolle eines
wichtigen Signalmolekiils (Bogdanova et al., 2013). Im Unterschied zu anderen Zellen
besitzen ausgereifte Erythrozyten jedoch keine intrazellularen Ca?*-Speicher, da sie ihre
Organellen im Laufe ihrer Differenzierung aus hdmatopoetischen Vorlauferzellen ausstol3en.
Die freie physiologische Ca?*-Konzentration im Zytoplasma humaner Erythrozyten wird auf
30 bis 60 nM geschatzt (Tiffert et al., 2003). Im Blutplasma dagegen findet sich Calcium in
einer Gesamtkonzentration von etwa 2,6 mM, wovon jedoch nur die Halfte ungebunden und
biologisch aktiv ist (Hallbach, 2006). Dieser hohe Gradient zwischen Zytosol und Plasma
wird aufrechterhalten durch die Plasmamembran Ca*-ATPase (PMCA), die den einzigen
aktiven Transportweg fir Calcium bildet (Lew et al., 2003; Schatzmann, 1966). Von den vier
existierenden genetischen Varianten dieses Enzyms finden sich die Isoformen PMCA1 und
PMCA4 in der Membran von humanen Erythrozyten (Pasini et al., 2006; Strehler and
Zacharias, 2001). Reguliert wird die PMCA u. a. durch den Ca®'-Calmodulin (Ca-CaM)
Komplex und durch Calpain (Carafoli, 1992). Ca-CaM bindet C-terminal an die PMCA,
wodurch es zur Aktivierung der Pumpe kommt. Calpain ist eine Ca®**-abhangige Protease,
welche die Ca-CaM Bindestelle am C-Terminus der PMCA entfernt und dadurch deren auto-
inhibitorische Funktion aufhebt. Eine ,Uberladung der Erythrozyten mit Calcium fiihrt
aufgrund der anhaltenden Aktivierung der PMCA sehr schnell zu einem Mangel an ATP
(Bogdanova et al., 2013).

In  Erythrozyten gibt es zudem eine Vielzahl Ca*-abhdngiger Enzyme. Eine
Zusammenstellung einiger ausgewahlter Enzyme mit der zur Aktivierung benétigten Ca®*-

Konzentration findet sich in Abbildung 5.

Calmodulin

Gardos Kanal

Scramblase
Flippase (Inhibition)
p-Calpain
Transglutaminase

AMP-Deaminase

Proteinkinase Ca

| |."| "

0.01 0.1 1 10 100 1000
Calciumkonzentration (uM)

Abbildung 5: Zusammenstellung einiger ausgewahlter Enzyme in Erythrozyten mit Aktivierungs-bendtigter ca®*-

Konzentration. Der gelbe Bereich zeigt die basale intrazellulare Ca?*-Konzentration in Erythrozyten. Die
grau/schwarzen Balken markieren das Aktivierungslevel der Proteine. Die Enzymaktivitat steigt mit zunehmender
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Intensitdt der Schwarzfarbung, dabei markiert die rote Linie die Ca’*-Konzentration bei halbmaximaler
Aktivierung. In griin dargestellt ist zudem der in vivo Kp Wert von Fluo-4, einem haufig genutzten fluoreszenten
Ca?*-Indikator. Abbildung modifiziert nach (Bogdanova et al., 2013).

Das zuvor erwahnte zytosolische Protein Calmodulin zahlt zur Familie der EF-Hand Proteine,
die ihren Namen aufgrund des Aminosduremotivs haben, lUber das sie Calcium binden
(Piazza et al., 2017). Die Dissoziationskonstante des Proteins fur Calcium liegt bei 920 nM
(Jarret and Kyte, 1979). Eine Aktivierung des Calmodulins geht einher mit der Translokation
des Proteins zur Plasmamembran. Neben der PMCA interagiert der Ca-CaM Komplex noch
mit weiteren Proteinen, dazu zahlen Elemente des Zytoskeletts, der Na‘'/H*-Austauscher
NHE1 und die endotheliale NO-Synthase (Bogdanova et al., 2013). Ein wichtiges Protein des
Zytoskeletts ist Bande 4.1R (siehe dazu Kapitel 1.3). Nach Bindung des Ca-CaM Komplexes
sinkt die Affinitat von Bande 4.1R flir seine Interaktionspartner, wodurch sich die Strukturen
des Zytoskeletts ,lockern“ und instabil werden (Takakuwa, 2001). Ebenfalls 16st sich 4.1R
vom Membranprotein NHE1, wodurch es zu einer PIP2-vermittelten Aktivierung dieses
Na'/H*-Austauschers kommt (Nunomura et al., 2012).

Durch Erhéhung der intrazelluliren Ca*-Konzentration wird auch die Gruppe der
klassischen Proteinkinasen C (PKC) aktiviert. Aus dieser Familie wird einzig die PKCa in
Erythrozyten exprimiert (Govekar and Zingde, 2001; Harper and Poole, 2010), die ab einer
Konzentration von 35 yM Calcium bindet. Nach Aktivierung transloziert das Protein aus dem
Zytoplasma zur Plasmamembran (oder in den Zellkern) und phosphoryliert seine Zielproteine
(Shoji et al., 1986). Dazu zahlen neben der PMCA auch Proteine des Zytoskeletts wie Bande
4. 1R (Gauthier et al.,, 2011) und a-Adducin (George et al., 2010). Die Phosphorylierung
dieser beiden Proteine fiihrt ebenfalls zu einer Auflockerung des Zytoskeletts und Instabilitat
der Zelle. Fur die PKCa wurde zudem eine Regulation verschiedener Kanale beschrieben.
Die Kinase vermittelt einen Ca?-Einstrom in Erythrozyten der mit dem Kanal Cay2.1
assoziiert wurde (Andrews et al., 2002), allerdings fiihrt die Aktivitdt der PKC nicht zu einer
direkten Aktivierung des Kanals (Wagner-Britz et al., 2013). Fir TRPC6 wurde sowohl eine
Inhibition des Kanals nach Phosphorylierung durch PKCa beobachtet (Bousquet et al.,
2010), als auch eine Aktivierung (Kim and Saffen, 2005).

Weitere durch Ca?*-regulierte Proteine in Erythrozyten sind die Scramblase und die Flippase.
Die Scramblase ist ein Lipidtransporter in der Membran, der durch sein EF-Hand Motiv auf
Calcium reagiert (Zhou et al., 1997). Fir die halbmaximale Aktivierung des Proteins ist eine
Ca?**-Konzentration zwischen 30 und 70 uM nétig (Stout et al., 1998; Woon et al., 1999).
Nach Aktivierung der Scramblase kommt es zu einem bidirektionalen, unspezifischen
Transport von Lipiden zwischen Innen- und AuRenseite der Membran, der zu einem
Zusammenbruch der asymmetrischen Verteilung der Lipide fihrt (Bevers and Williamson,
2010). Besonders kommt es dabei zur Exposition von PS auf der Aullenseite der Membran,

dem Erkennungssignal fir Makrophagen. Neben der Aktivierung der Scramblase fiihrt
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Calcium zudem zu einer Inhibition der Flippase, einem Lipidtransporter, der PS von der
Aulenseite zurick zur Innenseite der Membran transportiert und somit fir die
Aufrechterhaltung der Asymmetrie verantwortlich ist (Arashiki et al., 2016). Ab einer Ca*-
Konzentration von 400 nM ist die Flippase fast vollstandig inhibiert.

Eine Volumenregulation des Erythrozyten erfolgt ebenfalls Uber die Erhéhung der
intrazelluldren Ca*-Konzentration und den dadurch aktivierbaren Gardos-Kanal (siehe
Kapitel 1.4).

Die Aktivierung der Protease p-Calpain ist eine weitere Folge eines erhéhten Ca*-Levels
(Molinari et al., 1994). Diese geht einher mit der Translokation des Enzyms zur
Plasmamembran, wo es seine Zielproteine spaltet. Dazu zahlen u. a. die PMCA und die
Proteine Bande 3, 4.1 oder 4.2 (Mortensen and Novak, 1992). Durch ein Aktivatorprotein
wird die Ca®*-Sensitivitat der Protease erhéht, weshalb es bereits bei einer Konzentration
von 200 nM zu einer halb maximalen Aktivierung kommt (Salamino et al., 1993).

Uber das intrazelluldre Calcium werden in Erythrozyten viele Prozesse reguliert, dazu zéhlen
der Sauerstofftransport, die Rheologie der Erythrozyten, ihre Beteiligung an der
Blutgerinnung, aber auch die Elimination seneszenter RBCs aus dem Blutstrom (Bogdanova
et al., 2013). Ein permanent erhohter basaler Ca?-Gehalt hat fiir den Erythrozyten jedoch
weitreichende Folgen. Beobachtet wurde dieses Phanomen bei verschiedenen
hamolytischen Erkrankungen wie der Sichelzellanamie (Tiffert et al., 2003), der B-
Thalassamie (Bookchin et al., 1988) oder dem Phosphofruktokinase-Mangel (Sabina et al.,
2006).

1.6 Lysophosphatidsaure Signalweg

Einen Anstieg des intrazellularen Ca®*-Gehalts kann bei Erythrozyten als Reaktion auf
Lysophosphatidsaure (LPA) beobachtet werden (Yang et al., 2000). LPA ist ein ,second
messenger*, der u. a. von aktivierten Blutplattchen abgegeben wird und ein wichtiger Faktor
bei der Thrombusbildung sowie Wundheilung ist (Eichholtz et al., 1993; Moolenaar, 1995).
Extrazellular interagiert LPA dabei mit einem LPA-Rezeptor in der Plasmamembran.

Die LPA Rezeptoren sind eine Familie G-Protein-gekoppelter Rezeptoren, von denen 6
Isoformen bekannt sind (Yung et al., 2014). Die Rezeptorfamilie zeigt eine ubiquitare
Expression und ist in verschiedene biologische Prozesse wie der Angiogenese,
Neurogenese oder auch der Wundheilung involviert (Ishii et al., 2004). Nach Bindung des
spezifischen Agonisten LPA an den Rezeptor erfolgt die intrazellulare Signalweiterleitung
uber ein G-Protein. Das gekoppelte G-Protein kann je nach Signalweg ein Gio-, Gq-, G12/13-
oder auch Ggs-Protein sein (Yanagida et al., 2013) In Erythrozyten konnte mittels
Immunhistochemie und Western Blot eine Expression der LPA Rezeptor-lsoformen 1, 2

und 4 gezeigt werden. Die Signalweiterleitung erfolgt vermutlich iber ein Gi-Protein, da sich
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der LPA-induzierte Ca**-Einstrom in Erythrozyten durch den Gi-Protein Inhibitor Pertussis-
Toxin (PTX) vollstandig inhibieren lasst (Wang, 2013). Ebenfalls lasst sich der Ca®*-Einstrom
durch w-Agatoxin TK inhibieren. Dieser Inhibitor ist spezifisch fir den Cay2.1 Kanal, wodurch
eine Beteiligung des Kanals am LPA Signalwegs gezeigt werden konnte (Wagner-Britz et al.,
2013). Die Signalibertragung von LPA Rezeptor zu Cay2.1 erfolgt tUber PI;K und Proteine
des MAP-Kinase-Wegs. Durch den PI3;K Inhibitor sowie den MEK Inhibitor U0126 lasst sich
eine Inhibierung des LPA-induzierten Ca?-Einstroms erzielen, zudem ist die Aktivitat von p-
MAPK, dem katalytischen Produkt der MEK, erhdht in Erythrozyten, die zuvor mit LPA
behandelt wurden (Wang, 2013).

Ebenso spielt die PKCa eine Rolle im LPA Signalweg. Hier konnte jedoch gezeigt werden,
dass PKCa und Cay2.1 unabhéangig voneinander interagieren (Wagner-Britz et al., 2013).
Dies deutet darauf hin, dass der LPA Signalweg aus zwei nebeneinander laufenden
Kaskaden besteht. Auf einer Seite kommt es zur Aktivierung von Cay2.1, auf der anderen zur
Offnung des Kationenkanals TRPC6, was durch eine Reduktion des Ca**-Einstroms an LPA-
behandelten Erythrozyten von TRPC6” Mausen gezeigt werden konnte. Die Aktivierung der
zweiten Kaskade erfolgt vermutlich Uber die Spaltung von Phosphatidylinositol-2-phosphat
(PIP2) durch die Phospholipase Cg (Smrcka, 2008). Die dabei entstehenden Spaltprodukte
Inositol-3-phosphat (IP;) und Diacylglycerol (DAG) vermitteln die Aktivierung der PKCa,
wodurch es am Ende der Signalkaskade zur Offnung des TRPC6 Kanals kommt. Eine
Funktion der PKCa im Signalweg konnte durch den inhibitorischen Einfluss der PKC
Antagonisten G66983 bzw. G66976 auf den LPA-induzierten Ca®*-Einstrom nachgewiesen
werden (Wagner-Britz et al., 2013; Wang, 2013). Eine schematische Darstellung des
Signalwegs und der beteiligten Enzyme und Kanéle zeigt Abbildung 6.

Go66976/
G66983

Abbildung 6: Schematische Darstellung des LPA Signalwegs in Erythrozyten. Durch Bindung von LPA an den
membranstandigen LPA Rezeptor kommt es zunachst zur Dissoziation der gekoppelten Gijo-Protein-
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Untereinheiten Gq und Ggy. Danach teilt sich der Signalweg in zwei Kaskaden. Auf einer Seite kommt es zur
Aktivierung von PI3K, MEK, MAPK und zu einem Einstrom von Calcium ulber Cay2.1. Als zweiter Kanal wird
TRPC6 gedffnet uber die Aktivierung von PLCg und PKCa. Fraglich ist weiterhin wie TRPC6 durch die PKCa
reguliert wird und woher das initiale Calcium stammt, das fiir die Aktivitdt der PKCa notwendig ist.

Einige Fragen beziglich des Ablaufs der Signalkaskade sind an dieser Stelle allerdings noch
offen. So ist bisher noch unklar, wie genau es zur Offnung des TRPC6 Kanals durch die
PKCa kommt. Eine PKC-vermittelte Phosphorylierung von TRPC6 wird in der Literatur mit
einer Deaktivierung des Kanals in Verbindung gebracht (Bousquet et al., 2010). Ebenso stellt
sich die Frage, wie es Uberhaupt zur Aktivierung der PKCa kommt, da diese initial bereits
Calcium benétigt. Das im Signalweg gebildete IP; fungiert in anderen Zelltypen als Ca®'-
Mobilisierer: durch seine Bindung an den IP; Rezeptor in der Membran des ERs kommt es
zur Freisetzung des gespeicherten Calcium ins Zytoplasma (Mikoshiba, 2015). Da
Erythrozyten keine intrazelluldren Ca?*-Speicher besitzen, muss das initiale Calcium dber

einen noch ungeklarten Mechanismus in die Zelle gelangen.
1.7 Hereditiare hamolytische Anamien

Eine Anamie ist definiert durch eine Verminderung des Hamoglobingehaltes im Blut
unterhalb eines Normwertes (Blanc et al., 1968). Ursachlich dabei kann sowohl eine
Abnahme der Erythrozytenzahl sein, als auch eine zu geringe Beladung der Zellen mit
Hamoglobin (Jelkmann, 2010; McLean et al., 2009). Zu einer Abnahme der Erythrozytenzahl
kann es durch starken Blutverlust, eine unzureichende oder gestdrte Hamatopoese oder
Hamolyse, einem beschleunigten Abbau der Zellen kommen (Ossendorf, 2003). Eine
Hamolyse der Erythrozyten kann korpuskular sowie extrakorpuskular bedingt sein. Auf der
Seite der korpuskularen Hamolyse stehen meist hereditare Veranderungen der Erythrozyten,
die sich in drei Gruppen einteilen lassen: Membrandefekte, Hamoglobindefekte oder
Stoffwechseldefekte. Eine extrakorpuskuldre Hamolyse hingegen ist ein erworbener Defekt,
der z. B. durch Infektionen wie Malaria, durch Antikérper, in Form einer
Autoimmunerkrankung oder arzneimittelinduziert sein kann (Ossendorf, 2003). Beispiele fir
hereditare Membrandefekte der Erythrozyten sind die Spharozytose (Kugelzellanamie),
Elliptozytose, Stomatozytose oder auch Xerozytose (dehydrierte Stomatozytose).
Hamoglobinopathien betreffen schatzungsweise 7% der Weltbevdlkerung und sind daher die
haufigsten monogen-vererbten Erkrankungen (Kohne, 2011). Sie entstehen entweder durch
eine gestorte Synthese des Hamoglobins, wie bei einer Thalassamie, oder, am Beispiel der
Sichelzellanamie, durch Veranderungen der Hamoglobinstruktur. Zu den Enzymopathien
zahlen alle Erkrankungen der Erythrozyten, bei denen es durch genetische Defekte zu

Storungen im Stoffwechsel der Zellen kommt.
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1.7.1 Membranopathien

Als Membranopathien werden alle hdmolytischen Erkrankungen zusammengefasst, die mit
Mutationen in Strukturproteinen der Membran und des Zytoskeletts einhergehen. Daraus
resultierend kommt es zu einer verringerten Membrankohasion oder Stabilitat, die mit einer
verstarkten Vesikelbildung und dem Verlust von Membranoberflaiche einhergeht (An and
Mohandas, 2008). Eine hamolytische Anamie, durch die verkirzte Lebensdauer der
Erythrozyten ist eine weitere Folge. Die hereditdre Spharozytose tritt dabei als haufigste
Membranopathie auf. Bei Menschen mit nordeuropaischer Abstammung liegt die Inzidenz
bei 1:2000 bis 1:5000 (Delaunay, 2002; Eber and Lux, 2004). In 75% der Falle wird die
Krankheit autosomal dominant vererbt, sie kann aber auch rezessiv oder mit einer de novo
Mutation auftreten (Barcellini et al., 2011). Betroffen sind dabei Gene, die fir die
Strukturproteine Ankyrin, a- und [(-Spektrin, Bande 3 Protein, Protein 4.2 und RhAG
kodieren. Eine Vielzahl verschiedener Mutationen sind bereits bekannt: der gréfte Anteil mit
30-65% machen Mutationen in ANK-1 aus, SLC4A1 ist zu 20-35% betroffen und SPTB zu
15-30%. Mutationen in den anderen Genen treten mit einer Haufigkeit von unter 5% auf (Da
Costa et al.,, 2013). Defekte in den Strukturproteinen der Zelle fihren zu einer defekten
vertikalen Verknlpfung der Membran und des Zytoskeletts (Vergleich Abbildung 4). Die
Instabilitdt der Membran und Verringerung der Membranoberflache der Erythrozyten, fiihrt zu
einer vermehrten Bildung von Mikrovesikeln und damit einhergehend ,dichten“ Zellen mit
einer verringerten Deformierbarkeit (Da Costa et al., 2001). Die Morphologie der Zellen
verandert sich dabei ebenfalls von einer Diskozytenform zu einer Spharozytenform (An and
Mohandas, 2008). Es erfolgt ein vermehrter Abbau der rigiden Spharozyten in der Milz,
weshalb auch bei Patienten mit schweren anamischen Symptomen eine Splenektomie
durchgefihrt wird (Eber and Lux, 2004). Eine Zusammenfassung der bekannten

Mechanismen der Pathobiologie der hereditaren Spharozytose zeigt Abbildung 7.
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" Verfangen der Milz Weiterer
»—> in der Milz, Verlust an
Bande 3/Protein 4.2- Erythrostase Zellmembran

Defizienz

"" S "* Spharozyten
Frelsetzung von Mikrovesikeln O
Mikrosphéarozyten

Abbildung 7: Pathobiologie der Hereditdren Sphéarozytose. Mutationen in den Proteinen Spektrin, Ankyrin,
Bande 3 Protein oder Protein 4.2 fiihren zur Freisetzung von Mikrovesikeln. Der damit einhergehende Verlust an
Membran und Zelloberflache fiihrt zur Bildung von Kugelzellen. Diese Sphérozyten bleiben aufgrund ihrer
verminderten Deformierbarkeit vermehrt in der Milz hangen. Es kommt zu weiteren Schaden und Verlust an
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Zellmembran, was endgiltig in einer Hamolyse resultiert. Abbildung modifiziert nach (Coetzer, 2016) mit
freundlicher Genehmigung des Verlages McGraw-Hill Education.

Mutationen, die einen Defekt der horizontalen Verknlpfung des Zytoskeletts und der
Membran bewirken, z. B. in EPB41, fihren zum Erkrankungsbild der Hereditaren
Elliptozytose (Andolfo et al., 2016).

Die Hereditare Xerozytose ist eine Unterform der Stomatozytose, die mit einer Dehydrierung
der Erythrozyten durch den Verlust an intrazellularen Kationen, hauptséchlich K*, und
Wasser einhergeht (Da Costa et al., 2013). Es handelt sich hierbei um eine sehr seltene
Erkrankung, die mit einer Inzidenz von 1:50000 auftritt. Es wird jedoch vermutet, dass die
wirkliche Zahl, bedingt durch Fehldiagnosen, wesentlich héher liegt (Kaufman et al., 2017).
Ursachlich fur die Entstehung der Xerozytose sind Mutationen im Gen FAM38A (Piezo1)
(Andolfo et al., 2016; Zarychanski et al., 2012). Die meisten bisher bekannten Mutationen im
FAM38A Gen bedingen einen ,gain-of-function“ Phanotyp, wodurch es zu einer gesteigerten
Permeabilitat des Piezo1 Kanals kommt (Albuisson et al., 2013; Glogowska et al., 2017).
Durch diese erhdhte Permeabilitdt kommt es vermutlich zu einem Einstrom von Calcium in
die Zellen, der Gardos-Kanal wird aktiviert, gefolgt von einem Ausstrom an K" und Wasser
(Gallagher, 2013). Mutationen im Gen KCNN4 (Gardos-Kanal) wurden ebenfalls mit der
Xerozytose in Verbindung gebracht, man geht jedoch mittlerweile von einem eigenstandigen
Krankheitsbild aus, der Gardos-Channelopathie (Fermo et al., 2017). Die mutierten Formen
des Gardos-Kanals zeigen eine Hyperaktivierung, wodurch es ebenfalls zu einer
Dehydrierung der Erythrozyten kommt (Fermo et al., 2017; Rapetti-Mauss et al., 2015). Die
Vermutung liegt nahe, dass es ein physiologisches Zusammenspiel von Piezo1 und Gardos-
Kanal gibt, das essentiell fiir die Volumenregulation der Zellen ist (Andolfo et al., 2016;
Kaestner et al., 2018).

1.7.2 Enzymopathien

Als Enzymopathien werden Erkrankungen der Erythrozyten zusammengefasst, bei denen es
durch Mutationen in verschiedenen Enzymen zu Stérungen im Stoffwechsel der Zellen
kommt. Im Gegensatz zu den anderen genetischen Erkrankungen kommt es bei den
Enzymopathien nicht zu einer morphologischen Veranderung der Erythrozyten. Daher wird
das Krankheitsbild als hereditére, nicht-spharozytische, hamolytische Anadmie bezeichnet
(Koralkova et al., 2014). Da Erythrozyten im Laufe ihrer Differenzierung sowohl Nukleus als
auch Organellen verlieren, reduziert sich ihr Stoffwechsel auf die anaerobe Glykolyse, den
Pentosephosphatweg, den Rapoport-Luebering-Zyklus sowie den Glutathion- und
Nukleotidstoffwechsel (Koralkova et al., 2014). Eine Ubersicht der Stoffwechselwege und
beteiligter Enzyme im Erythrozyten ist in Abbildung 8 dargestellt. Es sind Enzymdefekte in

allen Stoffwechselwegen identifiziert worden (Jacobasch and Rapoport, 1996). Der am
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haufigsten auftretende Enzymmangel ist der Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase (G6PDH)-

Mangel, von dem mehr als 400 Millionen Falle bekannt sind (Leopold and Loscalzo, 2005).

(Embden-Meyerhof-Weg)

Glucose

ATP
ADP

Glucose-6-phosphat

Hexokinase

Glucose-6-phosphat-
Dehydrogenase

» 6-Phosphogluconat
/N

NADP  NADPH

Glucosephosphat-
Isomerase

6-Phosphogluconolacton

Einleitung

Q—Iexosemonophosphatweg)

6-Phosphogluconat-
Dehydrogenase

7N

NADP  NADPH ——

f

Fructose-6-phosphat

ATP
Phosphofructokinase | R-OOH + 02 | Glutathionreduktase | |,
ADP Oxidiertes Glutathion NADPH
Fruct 1 6-diohosohat Glutathion- K X >
ructose-1,6-diphospha i ) .
phosp Peroxidase Reduziertes Glutathion NADP

Aldolase
Dihydroxyaceton-
phosphat Glyceraldehyde-3-phosphat

[ Triosephosphatisomerase |

-

(Glutathion StoffwechseD

R-OOH

Ribulose-5-
phosphat

<

NAD Gluceraldehyde-3-phosphat- (Rapoport-Luebering-ZykIus)
Dehydrogenase
NADH
1,3-Bisphosphoglycerat Biphosphoglycerat-
ATP . . Mutase
ADP |Phosphog|yceratk|nase| 2,3-Bisphosphoglycerat

-

Biphosphoglycerat-

<

3-Phosphoglycerat

Phosphatase

|Monophosphoglyceratmutase|

2-Phosphoglycerat

I

Phosphoenolpyruvat

ADP -
Pyruvatkinase

ATP
Pyruvat

(Nukleotid StoffwechseD

Adenine

Adenosin-
Phosphoribosyltransferase

Adenosin-
Monophosphatase

ATP
ADP >< ADP >< AMP

Adenylat- Adenosin-

Adenosin-
Deaminase

AMP Adenosin —» Inosin

Kinase Kinase

NADH
|Laktatdehydrogenase|
NAD

Laktat

einzigen Moglichkeit zur Energiegewinnu

einer geschatzten Inzidenz von 1:20000

es zudem zu einem Anstieg des intrazell

5’-Nukleotidase

5°-Ribonukleotide ——» Ribonukleoside

Abbildung 8: Ubersicht iiber die Hauptstoffwechselwege in Erythrozyten: Die anaerobe Glykolyse (Emben-
Meyerhof Weg), der Pentosephosphatweg, der Glutathionstoffwechsel, der Rapoport-Luebering-Zyklus und der
Nukleotidstoffwechsel. Abbildung modifiziert nach (Koralkova et al., 2014) mit freundlicher Genehmigung des
Verlages John Wiley and Sons.

Bei Mutations-bedingten Defekten in Enzymen, die relevant fir den Ablauf der Glykolyse, der

ng der Zellen sind, kommt es zu einem ATP-Mangel

im Erythrozyten. Als prominentestes Beispiel gilt hier der Pyruvatkinase-Mangel, der mit

in der hellhdutigen Bevolkerung auftritt und bei dem
ularen 2,3-DPG kommt (Beutler and Gelbart, 2000).

Ist der Glutathionstoffwechsel betroffen, steigt das Level an oxidativem Stress in den
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Erythrozyten, da den Zellen reduziertes Glutathion zum Schutz der Makromolekiile,
insbesondere des Hamoglobins, fehlt (van Zwieten et al., 2014). Enzymopathien werden
generell Uber die Bestimmung der Enzymaktivitat diagnostiziert und kénnen auf genetischer
Ebene gesichert werden (Kim et al., 2017). Es lasst sich meist kein Zusammenhang
zwischen Genotyp und Phanotyp der Erkrankung, also dem Schweregrad der Anamie,

ausmachen (Koralkova et al., 2014).
1.8 Trogozytose — Interzelluldrer Transfer von Zelloberflaichenproteinen

Als  Trogozytose wird der Prozess des interzellularen Austauschs von
Zelloberflachenproteinen bezeichnet. Dieses weit verbreitete Phanomen konnte bei
verschiedenen Zelltypen der Leukozyten beobachtet werden, dazu zahlen Monozyten, B-
Zellen, T-Zellen sowie NK-Zellen (HoWangYin et al., 2010). Ebenfalls beschrieben wurde der
Austausch von Proteinen zwischen Monozyten/Makrophagen und Tumorzellen (Beum et al.,
2008), als auch ein homotypischer Austausch zwischen malignen Lymphomzellen
untereinander (Poupot and Fournié, 2003). Wichtig scheint dieser Prozess insbesondere bei
der  Ausbildung der  immunologischen Synapse  zwischen T-Zellen und
Antigenprasentierenden Zellen zu sein. Durch den Austausch von Zelloberflachenproteinen
kann sich der Phanotyp einer Immunzelle andern, weshalb vermutet wird, dass die
Trogozytose zur Regulation der Immunantwort betragt (Davis, 2007). Diese Regulation kann
sowohl stimulierend als auch inhibitorisch sein. Zunachst wurde von einem unidirektionalen
Proteintransfer ausgegangen, es konnte jedoch gezeigt werden, dass es sowohl bei
menschlichen als auch murinen Zellen zu einem bidirektionalen Austausch kommen kann
(Ahmed et al., 2008). Die Auswahl der transferierten Proteine ist dabei jedoch nicht zufallig,
sondern scheint von spezifischer Natur zu sein (Vanherberghen et al., 2004). Der genaue
Ablauf der Trogozytose ist bisher noch nicht vollstandig aufgeklart. Es gibt Hinweise auf
verschiedene Mechanismen, die zum Protein/Membranaustausch beitragen (Ahmed et al.,
2008): (1) Nach T-Zell Rezeptor-vermittelter Interaktion kommt es zur Endozytose von
Membranfragmenten und anschlieRendem Recycling und Prasentation der aufgenommenen
Molekile auf der Zelloberflache. (2) Nach T-Zell Rezeptor-vermittelter Interaktion kommt es
zum spontanen Aufbrechen des Zellkontaktes, wodurch Molekilkomplexe transferiert
werden konnen. (3) Der Austausch von Membranproteinen erfolgt Gber die Sekretion und
Aufnahme spezialisierter Vesikel wie Exosomen. (4) Ein Transfer der Proteine erfolgt durch
Ausbildung von Membranschlduchen (Nanotubes) zwischen zwei Zellen.

Bisher gibt es in der Literatur keine Hinweise darauf, dass der Prozess der Trogozytose auch
bei Erythrozyten auftritt. Beobachtet wurde allerdings ein Proteintransfer von Erythrozyten
auf Modellmembranen (Newton and Huestis, 1988). Bei den transferierten Proteinen, fir die

dieses Phanomen beschrieben wurden, handelt es sich um den Anionentransporter Bande 3
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Protein, Glykophorin, Acetylcholinesterase und Bande 7 Protein (Huestis and Newton, 1986).
Auch ein umgekehrter Transfer von Bande 3 Protein-haltigen Liposomen in die
Plasmamembran von Erythrozyten mit inaktiviertem Bande 3 Transporter ist mdglich
(Newton et al., 1983). Die Funktion und Orientierung des Transportes in der Membran
bleiben dabei erhalten. Dieser Prozess findet vermutlich ohne Fusion der Vesikel mit der
Zellmembran statt, sondern nur (ber den Kontakt der Membranen und einer kurzfristigen
Verschmelzung der beiden auReren Membranblatter (Huestis and Newton, 1986). Fir die
Selektion der transferierten Proteine scheint dabei die Zusammensetzung der
Empfangermembran eine Rolle zu spielen: Cholesterol in der Membran erhéht den Transfer
von Bande 3, bei Vorhandensein von anionischen Phospholipiden findet sich ein reduzierter
Transfer (Waters et al., 1996). Bisherige Versuche zum Proteintransfer in Erythrozyten
wurden nur in vitro durchgefuhrt. Hinweise darauf, dass dieser Prozess auch in vivo ablauft

gibt es bis dato noch nicht.
1.9 Teilprojekte und Ziele dieser Arbeit

Teilprojekt 1: Intrazellulares Calcium in Erythrozyten von Patienten mit

hereditdren hamolytischen Andmien

Das erste Teilprojekt dieser Arbeit beschaftigt sich mit seltenen hamolytischen Anamien, im
Speziellen mit dem intrazellularen Ca?*-Gehalt pathologisch veranderter Erythrozyten. Hierzu
wurden Blutproben von Patienten mit folgenden hamolytischen Erkrankungen untersucht:
Hereditdre Spharozytose, Hereditare Xerozytose, Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase-
Mangel, y-Glutamat-Cystein-Ligase-Mangel, Glutathiondisulfid-Reduktase-Mangel, Gardos-
Channelopathie und uncharakterisierte hamolytische Anamie. Da die Blutproben aus
verschiedenen Kliniken innerhalb Europas transportiert werden mussten, wurde zu jedem
Patienten eine Kontrollblutprobe eines gesunden Spenders untersucht. Von verschiedenen
anderen Anamien, wie z. B. der Sichelzellanamie, ist bekannt, dass in Erythrozyten dieser
Patienten eine erhohte basale Ca?'-Konzentration vorliegt. Daher wurden mittels des
fluoreszenten Ca?*-Indikators Fluo-4 Untersuchungen zum intrazellularen Ca®*-Gehalt der
Erythrozyten dieser Patienten gemacht. Durchgefuhrt wurden dazu
fluoreszenzmikroskopische Einzelzellmessung sowie durchflusszytometrische Analysen. Die
statistische Auswertung erfolgte jeweils im Vergleich zur transportierten gesunden
Kontrollblutprobe fiir einzelne Patienten, bzw. gruppiert flr Patienten mit gleicher

Erkrankung.
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Fragestellung des Projekts: Ist das Ungleichgewicht in der intrazelluldren
lonenhoméostase, insbesondere des Ca?*-Gehalts, ein allgemeine Komponente
in der Pathophysiologie hamolytischer Erkrankungen?

Teilprojekt 2: Der Lysophosphatidsdure Signalweg in humanen und murinen

Erythrozyten

In einem weiterem Teilprojekt dieser Arbeit wurde der LPA Signalweg in humanen und
murinen Erythrozyten untersucht. Aus Vorarbeiten war bekannt, dass es durch LPA zu einem
konzentrationsabhangigen Ca*-Einstrom in die Zellen kommt. Dieser Einstrom wird iber
eine zweiteilige Signalkaskade vermittelt. LPA interagiert zunachst mit dem G-Protein-
gekoppelten LPA Rezeptor auf der Zellmembran. Rezeptor-vermittelt kommt es
anschlieRend Uber eine zelluldre Signaltransduktion zur Offnung der beiden lonenkanale
Cay2.1 und TRPC6. Im Rahmen dieser Arbeit wurden Untersuchungen zur genauen
Aktivierung des TRPC6 Kanals durchgeflhrt. Dazu erfolgten fluoreszenzmikroskopische
Einzelzellmessungen an humanen und murinen Erythrozyten mittels des Ca?*-Indikators
Fluo-4, und es wurde der Einfluss verschiedener pharmakologischer Inhibitoren auf den
LPA-induzierten Ca?*-Einstrom analysiert. Neben Wildtyp Erythrozyten wurden aufierdem
Versuche an Zellen von TRPC6-Knockout Mausen durchgefiihrt, die aufgrund des fehlenden

Kanals eine schwachere Reaktion auf die Stimulation mit LPA zeigen.

Fragestellungen des Projekts: Wie vermittelt die PKCa eine Aktivierung des
TRPC6 Kanals und woher stammt das initiale Calcium, dass zur Aktivierung
der PKCa bendtigt wird?

Teilprojekt 3: Transfusionsversuche am Modell der TRPC6” Maus

Das letzte Teilprojekt dieser Arbeit behandelt einen moglichen Protein-/Membranaustausch
von Erythrozyten untereinander oder mit anderen Zellen. Hinweise hierauf gab es aus
verschiedenen Vorversuchen. Zum einen zeigen Retikulozyten einen geringeren LPA-
induzierten Ca®*-Einstrom als ausdifferenzierte Erythrozyten. Zum anderen gibt es generell
eine sehr groRe Varianz in der Reaktion der Zellen auf LPA: diese reicht von einem sehr
starken Einstrom von Calcium mit verbundener Hamolyse, lber einen nur transienten
schwachen Einstrom bis hin zu keiner Reaktion. Dies spricht dafiir, dass die am Signalweg
beteiligten Enzyme oder Kanale in Retikulozyten in geringerer Anzahl und in Erythrozyten mit
unterschiedlicher Anzahl vorliegen. Des Weiteren zeigt eine eigene Transkriptomanalyse,
dass am Signalweg beteiligte Enzyme teilweise nicht in humanen Retikulozyten exprimiert

werden, dazu zahlt u. a. auch TRPC6. Fir murine Erythrozyten konnte der Kanal auf
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Proteinebene bereits nachgewiesen werden, fir humane Erythrozyten ist dieser Nachweis
bisher noch nicht moglich gewesen.

Zur Untersuchung, ob es zu einem Transfer des TRPC6 Kanals zwischen Erythrozyten
kommt, wurden Transfusionsversuche durchgefihrt und auf Basis des LPA Signalweges in
TRPC6” Mausen analysiert. Dabei wurde sich zu Nutze gemacht, dass Erythrozyten dieser
Mauslinie einen geringeren LPA-induzierten Ca®*-Einstrom als Erythrozyten einer Wildtyp
Maus zeigen. Kommt es nach Transfusion zu einem Transfer des TRPC6 Kanals sollten sich
daher Anderungen im LPA-induzierten Ca?*-Einstrom der transfundierten Zellen feststellen
lassen. Im Rahmen dieses Teilprojektes wurden ebenfalls verschiedene Methoden zur

Markierung und Detektion von Erythrozyten als Voraussetzung fur eine Transfusion getestet.

Fragestellung des Projekts: Erfolgt ein Transfer des TRPC6 Kanals von
Wildtyp Zellen auf Erythrozyten der TRCP6” Maus und kann dieser Transfer
mittels des Lysophosphatidsiure-induzierten Ca?**-Einstroms visualisiert

werden?
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2 MATERIAL & METHODEN

2.1 Verwendete Materialien

2.1.1 Chemikalien

Tabelle 1: Verwendete Chemikalien

Name Hersteller Stockkonzentration

Bovines Serum Albumin Sigma-Aldrich, USA 2% in PBS

Cell-Tak Corning, USA

Diluent C Sigma-Aldrich, USA

DMSO Carl Roth, Deutschland

DreamTaq Green DNA

Thermo Fisher Scientific, USA
Polymerase (5U/1)

Ferrosonal UCB Pharma, Belgien

Fluo-4 AM Thermo Fischer Scientific, USA 1 mM in Pluronic-F127

GeneRuler 1kb DNA Leiter Thermo Fisher Scientific, USA

GsMTx-4 Alomone Labs, Israel 1 mM in Aqua dest.

Heparin Braun Melsungen, Deutschland

N
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Hoechst 33258 Sigma Aldrich, USA 10 mg/ml in Aqua dest.

Larixylacetat Sigma-Aldrich, USA 5 mM in DMSO

MgCl, Carl Roth, Deutschland 1 M in Aqua dest.

NaCl — Lésung (0,9%) Braun Melsungen, Deutschland

NaOH Carl Roth, Deutschland 5 M in Aqua dest.

PBS (Tabletten) VWR, USA

PKH67 Mini Kit Sigma-Aldrich, USA

Proteinase K Quiagen, Niederlande

SAR7334 Tocris, Vereinigtes Konigreich 10 mM in Aqua dest.

Streptavidin-APC-Cy7 BioLegend, USA

TER119-FITC BioLegend, USA

N
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2.1.2 Gerate und Verbrauchsmaterialien

Tabelle 2: Auflistung der verwendeten Gerate und Verbrauchsmaterialien

Hersteller Material/Gerét

Abaxis, USA Hamatologiegerat: VetScan HM5

BD Vacutainer® Blutentnahmesystem,

Becton Dickinson, USA
Durchflusszytometer: FACSScan & FACSArialll

Bioer Technologies, China Heizblock MB-102

Filterpipettenspitzen (10 pl, 200 pl, 1250 pl)

Biozym Scientific, Deutschland .
PCR-Gefalke (0,2 ml)

Eppendorf, Deutschland Pipettensatz

GE Healthcare, UK Whatman® No.4, Filter Papier

Falcons (50 ml, 15 ml)
Greiner Bio-one, Deutschland Zellkultur Multiwell Platten (12 well)

Petrischalen (35 mm)

Hamamatsu Photonics K.K., Japan EM-CCD Kamera: ORCA-Flash4.0 V2

Heidolph Instruments, Deutschland Magnetrihrer: MR 3001 K

Tischzentrifuge: Biofuge pico
Heraeus Holding, Deutschland

Brutschranke: Hera cell 150

Leica TCS SP5 Il Konfokal-Mikroskop

Leica Mikrosystems, Deutschland . -
63x Ol Plan Apo Objektiv

Liebherr, Deutschland Kihl- und Gefrierschranke

Napco, Thermo Fischer Scientific, USA Zentrifugen: 2028R, 2019R

Inverses Mikroskop: TE2000

Nikon Inc., Japan 60x Ol Plan Fluor Objektiv
100x Ol Plan Fluor Objektiv
Inverses Mikroskop: IX70
Stereomikroskop: SZX12
Safety-Lanzetten 21G
Reaktionsgefalie (1,5 ml, 2 ml)
Filterspitzen (10 pl, 200 pl, 1000 pl)
Microvette® EDTA (0.5 ml)

Olympus, Japan

Sarstedt, Deutschland

Sartorius, Deutschland Feinwaage CPA225D
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Scientific Industries, USA Vortex-Mixer: Genie 2

Deckglaser
Thermo Fischer Scientific, USA Analysewaage

ProFlex Thermal Cycler 3x32

Warner Instruments, USA 1 mm & Borosilikat Glaskapillaren

Werkstatt Anatomie, UdS Elektrophoresekammer

WTW, Deutschland pH-Meter: Inolab pH Level 2

Ziegra, Deutschland Eismaschine
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2.1.3 Verwendete Software

Tabelle 3: Auflistung der verwendeten Software

Entwickler Software

Arivis, Deutschland Vision 4D 2.12.5

Graphpad Software, USA Prism 6

Mathworks, USA Matlab R2014a

TILL Photonics, Deutschland Live Aquisition 2.0

Wayne Rasband, NIH, USA ImageJ64
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2.1.4 Zusammensetzung der verwendeten Losungen

* Cell-Tak Puffer:
Zusammensetzung (in mM): 100 NaHCOg;, pH 7,4.

* PBS:
Zusammensetzung (in mM): 137 NaCl, 2,7 KCI, 10 Phosphatpuffer, pH 7,4, 300
mosmol/l.

* TBE-Puffer (5x):
Zusammensetzung in (mM): 500 Tris, 500 H;BO3, 12,5 EDTA, pH 8,3.

* Tyrodelésung:
Zusammensetzung (in mM): 135 NaCl, 5,4 KCI, 10 Glucose, 10 HEPES, 1 MgCl,,
1,8 CaCl,, pH 7,4 mit NaOH, 300 mosmol/I.

2.1.5 Fluoreszenzfarbstoffe, Antikorper und Zellmarker

In dieser Arbeit wurde mit verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffen gearbeitet. Ein Fluorophor
besitzt die Fahigkeit Energie in Form von Licht zu absorbieren, dabei wird ein Elektron durch
Aufnahme dieser Energie aus dem Grundzustand Sy in einen energetisch héher liegenden
Zustand Sy oder S, beférdert. Die méglichen Ubergénge zuriick in den Grundzustand
kénnen in einem Jablonski-Diagramm beschrieben werden. Ein vereinfachtes Jablonski-

Diagramm ist in Abbildung 9 dargestellt.

Sz A .

I Innere

| Umwandlung

! ! Interkombination
81 v 1 v \

_— T1
Absorption Fluoreszenz
\ \ hv,
hVA j hVAJ Phosphoreszenz
2

S, o A 4

Abbildung 9: Jablonski-Diagramm. Abbildung modifiziert nach (Lakowicz, 2006) mit freundlicher Genehmigung
des Verlages Springer Nature.

Unterschieden werden kann dabei zwischen strahlenden und strahlungslosen Prozessen. Zu
den strahlungslosen Prozessen zahlen die vibronische Relaxation, bei der ein Elektron in
den Grundzustand zuriickgeht, die innere Umwandlung, bei der ein Elektron in einen
schwingungsangeregten Zustand gleicher Multiplizitat wechselt, und die Interkombination,
bei der ein Elektron aus dem Singulettzustand in den Triplettzustand wechselt. Strahlende

Prozesse kann man als Lumineszenz zusammenfassen, dabei fallt ein Elektron zuriick in
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den Grundzustand S,. Erfolgt der Ubergang dabei aus dem Triplettzustand so handelt es
sich um Phosphoreszenz, wenn er aus dem Singulettzustand erfolgt, spricht man von
Fluoreszenz. Da es beim Ubergang zwischen den Zustdnden zu einem Energieverlust
kommt, besitzt das Emissionslicht eine héhere Wellenlange als das absorbierte Licht, auch

als Stokes Verschiebung bekannt (Lakowicz, 2006).
2.1.51 Fluo-4 AM

In den durchgefihrten Experimenten zum intrazellularen Calcium der Erythrozyten wurde mit
dem Fluoreszenzfarbstoff Fluo-4 AM (Thermo Fischer Scientific, USA) gearbeitet. Dieser
bindet mit hoher Affinitit an Ca®*-lonen, wodurch sich seine Fluoreszenzintensitat bis zu
100-fach verstarken kann (Gee et al., 2000). Im ungebundenen Zustand zeigt der Farbstoff
so gut wie keine Fluoreszenz. Der Kq-Wert von Fluo-4 fiir Calcium liegt bei einer Temperatur
von 22°C bei 345 nM. Sein Anregungsmaximum liegt bei einer Wellenlange von 494 nm und
ist daher gut kompatibel mit einem Standard-488nm-Laser. Das emittierte Licht des
Farbstoffs hat dabei ein Maximum von 520 nm und dessen Intensitat korreliert mit der
vorliegenden Ca®*-Konzentration. Fluo-4 ist eine verbesserte Version des Farbstoffes Fluo-3,
mit héherer Fluoreszenzintensitat bei gleicher Anregung und Ca**-Konzentration (dargestellt

in Abbildung 10), sowie einer hohen Zellpermeabilitat (Gee et al., 2000).

A B
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Fluo-3 Fluo-4 Anregung
bei 488 nm

o
0
T
0
T
(@)
o
relative Fluoreszenzintensitat

Indikator | K (Ca*)| R* | R”
Fluo-3 390nM | CI | CI |CH
Fluo-4 345 nM F F CH

5| M Wellenlange (nm)

Abbildung 10: Strukturformeln der Ca?*-Indikatoren Fluo-3 und Fluo-4, sowie deren Kg-Werte bei 22°C (Panel A).
Panel B: Fluoreszenzspektren der Farbstoffe Fluo-3 (rot) und Fluo-4 (blau) in Abhangigkeit verschiedener ca®'-
Konzentrationen bei einer Anregung mit 488 nm. Abbildung modifiziert nach (Gee et al., 2000; Minta et al., 2001)
mit freundlicher Genehmigung des Verlages Elsevier und der American Society for Biochemistry and Molecular
Biology.

Die Permeabilitat wird bei beiden Farbstoffen durch eine angefligte Acetoxymethylgruppe
erreicht, die nach Aufnahme in die Zelle durch unspezifische Esterasen abgespalten wird.
Die Bevorzugung von Fluo-4 als eingesetztem Fluoreszenzfarbstoff Gber z. B. Fura-2, mit

welchem eine quantitative Aussage ber die Ca®*-Konzentration mdéglich ware, begriindet
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sich darin, dass die Fluoreszenzeigenschaften von Fluo-4 durch das in Erythrozyten
enthaltene Hamoglobin wenig beeinflusst wird und es zu keiner signifikanten
Autofluoreszenz kommt (Kaestner et al., 2006). Fluo-4 wurde als 1 mM Stocklésung in
Pluronic F-127 (20% in DMSO, Thermo Fischer Scientific, USA) angesetzt und bei -20 °C

gelagert.
2.1.5.2 PKH26 und PKH67

Die Farbstoffe PKH26 und PKH67 (Sigma-Aldrich, USA) wurden zur allgemeinen Farbung
der Plasmamembran von Erythrozyten verwendet. PKH26 ist ein rot fluoreszierender
Farbstoff mit einem Anregungsmaximum von 551 nm und einem Emissionsmaximum von
567 nm. PKHG67 ist ein grin fluoreszierender Farbstoff, Anregung und Emission liegen bei
490 bzw. 502 nm. Die Spektren beider Farbstoffe sind in Abbildung 11 dargestellt. In
Kombination mit Ca?-Experimenten wurde PKH26 eingesetzt, da sich dieser durch
Verwendung von FITC und TRITC Filtern spektral gut von dem verwendeten Ca**-Farbstoff

Fluo-4 trennen lasst.

PKH26 PKH67
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Abbildung 11: Fluoreszenzspektren der Membranfarbstoffe PKH26 und PKH67 mit Anregungs- und
Emissionsmaxima. Abbildung modifiziert nach (Poon et al., 2000) mit freundlicher Genehmigung des Verlages
Springer Nature.
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Abbildung 12: Strukturformel der PKH-Farbstoffe mit Einlagerungsmechanismus in die Membran. Abbildung
modifiziert nach (Wallace et al., 2008) mit freundlicher Genehmigung des Verlages John Wiley and Sons.
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Beide Farbstoffe sind Lipid-ahnliche Molekiile, bestehend aus einer fluoreszierenden
Kopfgruppe und aliphatischen Seitenketten. Uber diese Seitenketten erfolgt eine starke
nicht-kovalente Bindung des Farbstoffs an die Lipide der Zellmembran, wodurch eine
Markierung der gewinschten Zellen ermdéglicht wird (Wallace et al., 2008). Bildlich
dargestellt ist die Struktur der Farbstoffe sowie die Einlagerung in die Zellmembran in
Abbildung 12. In sich nicht teilenden Zellen wie Erythrozyten sind die Farbstoffe sowohl in
vitro als auch in vivo fir Monate stabil. Sigma-Aldrich gibt den Transfer von Farbstoff aus der

Membran gefarbter Zellen zu einer Co-Kultur mit unter 0,3% in 24 h an.
2.1.5.3 Sulfo-NHS-SS-Biotin

Als weitere Methode zur Markierung von Zellen wurde die Biotinylierung angewandt. Sulfo-
NHS-SS-Biotin (Thermo Fischer Scientific, USA) ist ein Amino-reaktives Reagenz,
bestehend aus einem Biotin-Molekil, einem ,Spacerarm” und einer Sulfo-NHS-Estergruppe.
Die Strukturformel ist in Abbildung 13 dargestellt.

@)
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Abbildung 13: Strukturformel des Sulfo-NHS-SS-Biotin Molekiils.

Die Reaktivitat des Biotin-Reagenz wird Uber die Estergruppe vermittelt. Biochemisch erfolgt
ein nukleophiler Angriff der NHS-Gruppe auf primare Amine, wie sie im N-Terminus von
Proteinen oder der Aminogruppe von Lysinresten vorkommen. Dabei kommt es zur
Ausbildung einer stabilen Peptidbindung. Der Sulfo-NHS-Ester macht das Biotin-Reagenz
zudem wasserléslich und impermeabel fir Zellmembranen. Dies bietet den Vorteil, dass das
Reagenz gut in physiologischen Puffern gelést werden kann und bei Inkubation mit Zellen
ausschlief3lich extrazellulare Membranproteine markiert werden. Nach erfolgter Biotinylierung
der Proteine, kann eine weitere Markierung und Visualisierung der Proteine Uber
Streptavidin-Antikérper erfolgen. Streptavidin ist ein Protein aus dem Bakterienstamm
Streptomyces avidinii, das eine sehr hohe Affinitat zu Biotin besitzt und mit diesem eine sehr
starke, nicht-kovalente Bindung eingeht. Der im Biotin-Reagenz eingebaute ,Spacerarm*

verhindert dabei eine sterische Blockade des Biotin-Molekdils.
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2.1.5.4 Verwendete Antikorper zur Visualisierung biotinylierter Proteine

Zur Visualisierung biotinylierter Oberflachenproteine wurde mit fluoreszenzmarkierten
Streptavidin-Antikérpern (BioLegend, USA) gearbeitet. Als Markierung wurde der orange-
fluoreszierende Farbstoff PE (Phycoerythrin) und das dunkelrote APC-Cy7 (Allophycocyanin-
Cy7) gewahlt. Die Fluoreszenzspektren beider Farbstoffe sind in Abbildung 14 dargestellt.
PE kann mit einem 488 nm oder 561 nm Laser angeregt werden und emittiert darauf im
Bereich von 550 bis 650 nm, mit einem Maximum bei etwa 580 nm. Das
Anregungsmaximum von APC-Cy7 liegt bei 755 nm, es kann jedoch eine Anregung mit

einem 633 nm Laser erfolgen. Das Emissionsmaximum liegt bei 775 nm.
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Abbildung 14: Anregungs- und Emissionsspekiren der Fluorophore PE und APC-Cy7. Modifiziert aus
sFluoresence Spectra Analyzer®, BioLegend, USA (https://www.biolegend.com/en-us/spectra-analyzer).

2.1.5.5 Verwendete

Knochenmarkszellen

Antikorper und Farbstoffe zur Charakterisierung von

Zur Charakterisierung von Knochenmarkszellen (2.5.4) wurde eine Kernfarbung der Zellen
mit dem DNA-Farbstoff 33258 durchgefiihrt. Das

Emissionsspektrum dieses Farbstoffs zeigt Abbildung 15.
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Abbildung 15: Anregungs- und Emissionsspektren der Fluorophore Hoechst 33258 und FITC. Modifiziert aus
sFluoresence Spectra Analyzer®, BioLegend, USA (https://www.biolegend.com/en-us/spectra-analyzer).
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Das Anregungsmaximum liegt bei 350 nm, eine Anregung kann jedoch auch mit einem 405
nm Laser erfolgen. Das Emissionsmaximum liegt bei 450 nm. Zusatzlich wurde der erythroid-
spezifische Antikérper TER-119 verwendet, um Zellen der erythroiden Differenzierungslinie
im Knochenmark identifizieren zu kénnen. Der verwendete Antikorper ist gekoppelt an das
Fluorophor Fluoresceinisothiocyanat (FITC), dessen Anregungs- und Emissionsspektrum in
Abbildung 15 dargestellt ist. Angeregt werden kann FITC mit einem 488 nm Laser, knapp
unterhalb des Anregungsmaximums von 496 nm. Das Emissionsmaximum dieses

Fluorophors liegt bei 520 nm.
2.1.6 Versuchstiere und Haltungsbedingungen

In dieser Arbeit wurde mit mehreren Mauslinien gearbeitet. Als Wildtyp Mause wurden
Mause der Linie C57BI6/N genutzt, als zweites die Linie B6.129Sv-Trpc6™*/Uhg (mit
freundlicher Genehmigung von Prof. Dr. Marc Freichel). Diese Linie generiert TRPC6-
Knockout Mause (TRPC6™), bei denen das Exon 7 des TRPC6 Gens durch Insertion einer
PGK-Neo-Kassette deletiert wurde (Dietrich et al., 2005). Die Tierhaltung erfolgte im
Tierhaltungsraum des Instituts fir Molekulare Zellbiologie der Universitat des Saarlandes.
Die Tiere wurden in einem 12-Stunden-Rhythmus gehalten (12h hell, 12h dunkel) und hatten
freien Zugang zu Wasser und Futter (Ssniff Spezialdidten, Soest, Deutschland). Geziichtet
wurden die Mause in der spezifisch pathogenfreien (SPF) — Tierhaltung der Pharmakologie
(Gebaude 61.4). Die durchgefihrten Experimente wurden nach §8 TierSchG
(Tierschutzgesetz) von der zustandigen Behorde genehmigt (02-2015 ,ERY015% 27-2018
,ERY018%).

Als weitere Mauslinie (R26-tdRFP-CMV) wurde eine neue Kreuzung aus zwei bereits
etablierten Linien generiert. Hierbei handelt es sich um die Linien Rosa26-tdRFP und CMV-
Cre x C57BI6/N (mit freundlicher Genehmigung von Prof. Dr. Ulrich B6hm und Frau Dr. Petra
Weiligerber). Die Linie Rosa26-tdRFP ist homozygot fir ein gefloxtes RFP-Gen innerhalb
des ROSA26 Lokus. Durch Verpaarung mit der Linie CMV-Cre, kommt es daher in Cre-
positiven Nachkommen zur Expression des RFPs. Die Zichtung und Haltung dieser Tiere
erfolgte ebenfalls wie zuvor beschrieben.

Die Linie R26-tdRFP-CMV wurde zudem mit der eingangs beschriebenen Mauslinie
B6.129Sv-Trpc6™'*/Uhg verpaart. Die dadurch generierte Linie R26-tdRFP-CMV-TRPC6™"
exprimiert ubiquitdr RFP und besitzt einen Knockout fur TRPC6. Die Zichtung und Haltung
dieser Tiere erfolgte ebenfalls wie zuvor beschrieben.

Die Kreuzung der Mauslinien ist in Kapitel 2.5.2 genauer beschrieben.
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2.2 Verwendete Mikroskop Setups
2.2.1 Video Imaging Setup TILL Photonics

Wenn nicht anders spezifiziert, wurden alle Messungen zum intrazellularen Calcium am
Video Imaging Setup durchgefiihrt. Das Setup besteht aus einem inversen Mikroskop
(TE2000, Nikon, Japan) mit motorisiertem Objekttisch (ASI, Applied Spectral Imaging,
Israel), einem Monochromator (Polychrome V, TILL Photonics, Deutschland) als Lichtquelle,
einer CCD Kamera (Flash4.0 V2, Hamamatsu Photonics K.K., Japan) und der ICU (engl.:
.imaging controlling unit) (TILL Photonics, Deutschland) als zentraler Kontrolleinheit.
Gesteuert wird das Setup mittels der LA Live Aquisition Software (TILL Photonics,
Deutschland). Fir Messungen mit dem Ca®'-Farbstoff Fluo-4 wurde ein FITC Filtersatz
verwendet. Fir rote Farbstoffe wurde entweder ein TRITC oder ein Texas Red Filter

verwendet. Der Aufbau der Filterwurfel ist in Tabelle 4 aufgelistet.

Tabelle 4: Aufbau der verwendeten Fluoreszenz-Filterwiirfel

[nm] Anregungsfilter Dichroitischer Spiegel Emissionsfilter
FITC 485/20 505 535/20
TRITC 545/25 565 605/55
Texas Red 560/20 585 610/40

Zudem ist das Setup ausgestattet mit einem laborintern gefertigten, gravitationsgetriebenen
Multikanal-Perfusionssystem, das es ermdglicht, die Zellen wahrend des Experiments mit

verschiedenen Lésungen lokal zu perfundieren.
2.2.2 Video Imaging Setup Zeiss

Die Versuche an frischen Blutproben wurden im Institut fir Klinische Chemie und
Hamatologie am Universitair Medisch Centrum (UMC) in Utrecht (Niederlande) durchgefihrt.
Dabei wurde ebenfalls ein inverses Fluoreszenzmikroskop Z1 (Zeiss, Deutschland)
verwendet, als Lichtquelle kam die LED-Beleuchtungseinheit Colobri 2.0 (Zeiss,
Deutschland) zum Einsatz. Gesteuert wurde das automatisierte Mikroskop mittels der Zen
Pro Software (Zeiss, Deutschland). Der Aufbau des FITC Filters unterscheidet sich leicht von
dem zuvor verwendeten (Anregungsfilter: 470/40 nm, Dichroitischer Spiegel: 495 nm,
Emissionsfilter: 525/50 nm), zudem erfolgte die Anregung des Fluo-4 Farbstoffes mit einer
470 nm LED. Das Perfusionssystem wurde durch eine Peristaltikpumpe ersetzt, wobei Zu-

und Ablauf Uber zwei Kantlen auf dem Deckglas erfolgte.
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2.2.3 Konfokal Mikroskop Leica TCS SP5

Als weiteres Setup wurde das Konfokal System TCS SP5 der Firma Leica eingesetzt. Das
System ist an ein inverses Mikroskop gekoppelt, besitzt einen Tandem-Scanner
(konventionell und resonant) und drei Detektionskanale. Als Lichtquellen besitzt das System
mehrere eingebaute Laser, wobei zur Anregung des Fluo-4 Ca?*-Indikators der Argon Laser
mit einer Wellenlange von 488 nm eingesetzt wurde und zur Detektion des tdRFPs die
561 nm DPSS Laserlinie (Melles Griot, Deutschland) verwendet wurde. Gesteuert wird das
automatisierte System mittels der Leica Application Suite Software (LAS 2.4, Leica,
Deutschland). Bilder wurden unter Verwendung eines Plan Apo 63x OI-Objektivs (Leica,

Deutschland) bei 30% Laserintensitat und einer Scanfrequenz von 200 Hz aufgenommen.
2.2.4 Konfokal Mikroskop Nikon/CSU-W1

Weiterhin wurde ein inverses Mikroskop (Eclipse Ti, Nikon, Japan) gekoppelt mit einem
konfokalen Spinning-Disks-System (CSU-W1, Yokogawa Electric Cooperation, Japan)
verwendet. Als Lichtquelle ist das Setup ausgestattet mit Dioden- und Festkdrperlasern (LU-
NV Lasereinheit, Nikon, Japan). Folgende Laserlinien kamen zum Einsatz: 405 nm
(Hoechst33258), 488 nm (FITC) und 561 nm (RFP). Bildaufnahmen wurden unter
Verwendung eines 100x Ol-Objektiv mittels der NIS Elements Software (Nikon, Japan) und
einer Digitalkamera gemacht (Orca-Flash4.0, Hamamatsu Photonics, Japan). 3D-

Rekonstruktionen wurden mittels der Software Vision 4D durchgefihrt (Arivis, Deutschland)
2.2.5 Rasterionenleitfahigkeitsmikroskopie

Die Rasterionenleitfahigkeitsmikroskopie (SICM, engl.: ,scanning ion conductance
microscopy*) ist eine Methode zur bildlichen Darstellung von nichtleitenden Oberflachen, wie
biologischen Membranen, mittels elektrischen Stroms. Das erste Mal beschrieben wurde
diese Methode 1989 (Hansma et al.,, 1989). Die zu scannende Probe wird in eine
Elektrolytldsung gegeben und der Strom, wie bei einer Patch-Clamp-Messung, Uber zwei
Elektroden gemessen. Dabei ist eine Elektrode als Referenzelektrode fest in der Losung, die
zweite Elektrode, die sich in einer Glaskapillare befindet, ,scannt® die Probe ab und wird tber
einen Piezomotor gesteuert. Bildlich ist das Prinzip der Messmethodik der
Rasterionenleitfahigkeitsmikroskopie in Abbildung 16 dargestellt. Man macht sich bei dieser
Methode zu Nutze, dass der gemessene Strom, der zwischen den beiden Elektroden flielt,
abnimmt, desto naher die Kapillare der zu scannenden Oberfliche kommt. Wird dabei ein
zuvor festgelegter Grenzwert des Stroms unterschritten, folgt ein Feedback-Signal an die

Software, die Kapillare wird in z-Richtung nach oben bewegt und der Scan an diesem Punkt
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beendet. Nun wird die Kapillare in x-y-Richtung zu einem neuen Punkt bewegt und dort der
nachste Scan in z-Richtung durchgefiihrt. In diesem ,Hopping-Modus* (Chen et al., 2012)
wird der vorher ausgewahlte Bereich der Zelloberflache abgescannt. Die Software kann so
am Ende des Scans ein topografisches 3D-Bild der gescannten Oberflache erstellen, da zu
jedem x-y-Punkt ein Messwert in z-Richtung ermittelt wird. Die Auflésung des Scans wird
dabei durch die Anzahl der gescannten Pixelpunkte sowie durch den inneren Durchmesser

der verwendeten Kapillare bestimmt.
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Abbildung 16: Bildliche Darstellung des Prinzips der Rasterionenleitfahigkeitsmikroskopie. Panel A: Schematische
Darstellung der Messmethode. Panel B: Schematische Darstellung des ,Hopping-Modus® mit dem die
Zelloberflache untersucht wird. Die Elektrode nahert sich dabei der Oberflache bis der dabei gemessene Strom
unter einen festgesetzten Grenzwert fallt, dann bewegt sie sich wieder nach oben und anschlieRBend in x-y-
Richtung, um den nachsten Punkt in z-Richtung zu scannen. Abbildung modifiziert nach (Chen et al., 2012) mit
freundlicher Genehmigung des Verlages Annual Reviews.

Das in dieser Arbeit verwendete Setup stammt von der Firma OpenlOlabs (Cambridge, UK)
und setzt sich aus einem Hochspannungsverstarker, einer Kontrolleinheit (ICNano2000) und
dem Scankopf ICnano2015 mit Vorverstarker, Pipettenhalter und einem Piezosystem (100
pm * 100 ym * 25 ym) zusammen. Der Scankopf wurde zudem auf ein inverses Mikroskop
(Olympus, Japan) montiert, sodass eine gleichzeitige lichtmikroskopische Beobachtung des
Scans und der Zellen mdglich ist. Gesteuert wird das ganze System Uber einen PC mittels
der ICNano2000GUI Software. Als Pipetten wurden 1 mm & Borosilikat Glaskapillaren
(Warner Instruments, USA) verwendet und diese mittels eines P-2000 Laserpullers (Sutter
Instruments, USA) gezogen, sodass sie einen inneren Durchmesser von etwa 100 nm
hatten. Die Zellen wurden vor einem Scan in Tyrodelosung in 35 mm Petrischalen (Greiner
Bio-one, Osterreich) gegeben. Fir einen typischen Scan wurde etwa ein Bereich von
100 um? mit einer Aufldsung von 12 px/um gescannt, was in einer Scandauer von etwa
2 Stunden resultiert. Durchgeflihrt wurden die Scans mit einer Spannung von 200 mV, der
durchschnittiche gemessene Strom betrug dabei etwa 1,8 nA. Der Grenzwert des

gemessenen Stroms wurde auf 0,4% gesetzt. Fertige Scans wurden mit der freien
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Auswertungs-Software Gwyddion ausgewertet (David NeCas und Petr Klapetek,

Tschechisches metrologisches Institut, 2004).
2.3 Angewandte Methoden Kapitel hereditare hamolytische Anamien
2.3.1 Humane Blutspender

In der vorliegenden Arbeit wurden Blutproben von verschiedenen Anamie Patienten
untersucht. Die Blutentnahme erfolgte an Kliniken in den Niederlanden (Universitair Medisch
Centrum UMC, Utrecht), Spanien (Institut D Investigacions Biomédiques August Pi i Sunyer
IDIBAPS, Barcelona) und ltalien (Fisiopatologia delle Anemie Fondazione IRCCS Ca’
Granda Ospedale Maggiore Policlinico, Mailand) nach vorherigem Einverstandnis der
Patienten und in ethischer Ubereinstimmung mit der Deklaration von Helsinki. Die
Blutentnahme wurde genehmigt durch das Ethikkomitee des UMC, des IDIBAPS und der
Policlinico di Milano (Referenznummern 15/426M und 2013/8436). Nach der Abnahme
erfolgte ein Versand der Blutproben ohne Temperaturkontrolle in Lithium-Heparin Réhrchen
nach Homburg (Deutschland). Zusatzlich zu den Patientenproben wurden Blutproben von
gesunden Spendern unter denselben Bedingungen versendet, um eine Vergleichbarkeit der
Ergebnisse zu gewahrleisten. Die Blutproben wurden innerhalb eines Zeitfensters von 24 bis
48 h nach Abnahme untersucht. Es wurden zudem am Institut fir Klinische Chemie und
Hamatologie des UMC (Utrecht, Niederlande) Versuche an frischen Patientenproben sowie
ebenfalls Kontrollblut durchgefihrt. Die Experimente konnten dabei innerhalb einer Stunde
nach Blutentnahme begonnen werden. Eine Zusammenstellung aller Patienten mit
diagnostizierter Krankheit und, falls bekannt, zugrundeliegender Mutation findet sich in
Tabelle 5.

Tabelle 5: Auflistung aller humaner Patienten, die im Rahmen dieser Arbeit analysiert wurden. Falls bekannt, sind
die Form der Anamie, das betroffene Gen und die Mutation der Patienten angegeben. Die Nummerierung der
Patienten erfolgte analog zu vorherigen Publikationen (Fermo et al., 2017; Hertz et al., 2017; Petkova-Kirova et
al., 2019) (HS: Hereditare Spharozytose, G6PD: Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase, GCL: Glutamat-Cystein-
Ligase, GSR: Glutathiondisulfid-Reduktase, HX: Hereditéare Xerozytose).

Form der Betroffenes
Patient . Mutation Allel 1 Mutation Allel 2
Anamie Gen
c.2470C>T
P10.1 HS SPTB normal
p.GIn824
€.2394 2397delCAGT
P10.2 HS ANK1 normal

p.Ser799fs
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¢.1943delC
P11.2 HS ANK1 normal
p.Ala648fs

c.344T>C
P13.1 HS ANK1 normal
p.Leu115Pro

c.2559-2A>G
P14.1 HS ANK1 normal

(splicing)

c.2057+1G>A
P16.1 HS SLC4A1 normal

(splicing)

c.341C>T
P17.2 HS ANK1 normal
p.Pro114Leu

c.678G>A LELY
P19.1 HS SPTA1 a
p.Glu227fs

c.3349G>A
SPTB p.Trp1150 normal
P21.1 HS
SPTA1 GLELY GLELY

5
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Hamolytische c.997G>A
P31.1 ANK1 normal
Anamie p.Asp333Asn

€.208T>C
P40.1 G6PD Mangel G6PD normal
p.Tyr70His

c.871G>A;
P42.1 G6PD Mangel G6PD normal
p.Val291Met

c.993G>A c.1121G>C

P44.1 GSR Mangel GSR
p.Trp331* p.Gly374Ala

c.1276T>C
P50.2 HX FAM38A normal
p. Cys426Arg

c. 7367G>A
P51.2 HX FAM38A normal
p.Arg2456His

c. 7367G>A
P51.4 HX FAM38A normal
p.Arg2456His

c. 6262C>G
P53.1 HX FAM38A normal
p. Arg2088Gly

5
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P53.2

P53.3

PI.1

P1.2

Pll.4

PIII.1

P1

P2

P3

HX

HX
Gardos-
Channelopathie

Gardos-

Channelopathie

Gardos-
Channelopathie

Gardos-

Channelopathie

HS

HS

HS

c. 6262C>G
FAM38A

p. Arg2088Gly

c. 6262C>G
FAM38A

p. Arg2088Gly

€.940T<C
KCNN4

p.Ser314Pro

€.940T<C
KCNN4

p.Ser314Pro

c.1055G>A
KCNN4

p.Arg352His

c.1055G>A
KCNN4

p-Arg352His

€.2559-2A>G
ANK1

(Splicing)

c.2137C>T
SPTB

p.GIn713X

c.808G>A
SPTB p.Val270lle
SPTA1 oY

normal

€.6495-6508delAGA
p.2166-2169delLys

normal

normal

normal

normal

normal

normal

normal

Die Aufbereitung der Blutproben erfolgte dabei wie in Kapitel 2.4.2 beschrieben. Die

anschlieRende Farbung der Erythrozyten und Durchfihrung der Messung ist in Kapitel 2.7

erlautert.

2.4 Angewandte Methoden Kapitel Lysophosphatidsaure Signalweg

2.4.1 Blutentnahme an Mensch und Maus

Die fur die Untersuchungen zum LPA Signalweg verwendeten humanen Blutproben wurden

von freiwilligen gesunden Spendern am Institut fir Molekulare Zellbiologie enthommen nach

Genehmigung durch die Ethik Kommission der Arztekammer des Saarlandes unter dem

Versuchsvorhaben ,Untersuchungen der Kalzium Regulation in Erythrozyten von gesunden

Probanden und andmischen Patienten zur Evaluierung der molekularen Mikroskopie als

Werkzeug bei der Therapie und personalisierten Medikation seltener Anamien® mit der

Kennnummer 132/08. Die Entnahme erfolgte bei geringen Blutmengen aus der Fingerbeere
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mittels Safety-Lanzetten (Sarstedt, Nirnbrecht, Deutschland), ansonsten durch Punktion
einer Armvene mit dem BD Vacutainer® Blutentnahmesystem (Becton Dickinson, USA) in

Lithium-Heparin Réhrchen.

— oberflachliche Schiafenvene
/ retro-orbitaler Sinus
/ — supraorbitale Vene

/— Augenwinkelvene
(. — dorsale
J R

. Nasenvene

Gesichtsvene/Vena facialis
/

auBere Halsvene

Abbildung 17: Schematische Zeichnung der Blutgefalle, die zum retrobulbaren Venenplexus der Maus fiihren.
Abbildung modifiziert nach (Yardeni et al., 2011) mit freundlicher Genehmigung des Verlages Springer Nature.

Mausblut wurde von Wildtyp M&usen (C57BI6/N) sowie von TRPC6” Mausen gewonnen
unter Beachtung des Tierschutzgesetzes und mit geringstmoglicher Belastung flr die Tiere
(Anzeige fir die Blutentnahmen unter den Aktenzeichen H1-2.4.3.5 und C1-2.4.3.4). Die
Entnahme erfolgte durch Punktion der Vena facialis im submandibuldren Gesichtsbereich
der Maus mittels einer Lanzette. Eine schematische Zeichnung der Vena facialis, sowie
weiterer Gefalde, ist in Abbildung 17 dargestellt. Pro Maus (>25 g Kdrpergewicht) und Tag
wurden maximal 20 pl Blut entnommen, was unterhalb der Grenze von 1% des geschatzten
Blutvolumens der Maus liegt. Die Einstichstelle wird nach der Punktion flr etwa eine Minute
komprimiert, um Hamatome zu vermeiden. Die Blutenthahme wird ohne Narkose
durchgefiihrt, da diese nur eine geringfiige Belastung flir das Tier darstellt. Die
Blutentnahmen an Mausen wurden von verschiedenen Mitarbeitern des Instituts fir

Molekulare Zellbiologie durchgefihrt.
2.4.2 Aufbereitung der Blutproben

Zur Aufbereitung der Blutproben wurden 10 pl Vollblut in 1 ml Tyrodelésung, vorgelegt in
einem 1,5 ml Reaktionsgefal}, Uberfuhrt. Nach dreiminitiger Zentrifugation bei etwa 2500x g,
wurde die Tyrodelésung im Uberstand abgenommen und durch frische Lésung ersetzt. Die
Zellen im Pellet wurden mittels eines Vortexmischers resuspendiert. Dieser Waschschritt
wurde dreimal wiederholt und die Zellen nach dem letzten Schritt erneut in 1 ml Lésung

aufgenommen.
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2.5 Angewandte Methoden Kapitel Charakterisierung der R26-tdRFP-CMV

Maus
2.5.1 In vivo-Biotinylierung

Als eine Methode zur Markierung der TRPC6™ Erythrozyten vor der Transfusion wurde die in
vivo-Biotinylierung ausgewahlt. Bei dieser Methode wurde das reaktive Biotin direkt in den
Blutstrom der Maus injiziert und die Markierung der Zellen in vivo durchgefihrt. Dies hat den
Vorteil einer geringeren Manipulation der Zellen, die mit einer ex vivo-Farbung einhergehen
wirde und daraus folgend einer geringeren Verfalschung der Versuchsergebnisse.
Durchgefiihrt wurde die Biotinylierung wie in der Literatur beschrieben mit leichten
Abwandlungen (Dholakia et al., 2015; Hoffmann-Fezer et al., 1991; Saxena et al., 2012). Die
Mause erhielten 2 Dosen des Biotins im Abstand von 2 Stunden. Dazu wurde je 1 mg Sulfo-
NHS-SS Biotin direkt vor der Injektion in 100 ul steriler Kochsalzlésung geldst. Davon
wurden jeweils 75 pyl retrobulbar unter Isofluran-Inhalationsnarkose (3% zur Einleitung, im
Verlauf 1,5%) in die Maus injiziert (Yardeni et al., 2011). Bei der retrobulbaren Injektion
wurde eine 27-G Kanile durch den inneren Augenwinkel der Maus gefihrt und die
Flissigkeit in den retrobulbdren Venenplexus injiziert. Bildlich dargestellt ist diese
Injektionsmethode in Abbildung 18. Die tierexperimentellen Eingriffe wurden von

verschiedenen Mitarbeitern des Instituts fur Molekulare Zellbiologie durchgefihrt.

retrobulbarer
Venenplexus

Platzierung
der Kaniile

Abbildung 18: Schematische Darstellung der retrobulbaren Injektionsmethode. Dabei wird eine Injektionskanile
durch den inneren Augenwinkel vorbei am Augapfel gefiihrt und die Flissigkeit in den retrobulbaren Venenplexus
injiziert. Abbildung modifiziert nach (Yardeni et al., 2011) mit freundlicher Genehmigung des Verlages Springer
Nature.

2.5.2 Kreuzungsschema der R26-tdRFP, CMV-Cre und TRPC6™ Mauslinien

Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine neue Mauslinie generiert. Eine schematische
Zusammenfassung der Mausplanung ist in Abbildung 19 dargestellt. Zielsetzung dabei war

es, eine transgene Maus zu generieren, die fluoreszenzmarkierte Erythrozyten besitzt. Da
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bei den meisten Versuchen der griin-fluoreszierende Ca?*-Indikator Fluo-4 zum Einsatz kam,
fiel die Wahl auf ein rotes Fluoreszenzprotein. Ausgangslinie war daher die R26-tdRFP Maus
(Luche et al., 2007). Diese Maus besitzt eine induzierbare tdRFP-Kassette im ROSA26
Lokus. Zur Expression des fdRFPs in einer Zelle kommt es nach Aktivierung der Kassette,
die durch zusatzliche Expression der Cre-Rekombinase erreicht werden kann. Durch
Auswahl eines geeigneten Cre-Promotors ist daher auch eine Zelltyp-spezifische Expression
des RFPs moglich. In diesem Fall wurde eine CMV-Cre Mauslinie ausgewahlt (Schwenk et
al., 1995).

R26-tdRFP** CMV-Cre

)

R26-tdRFP*--Cre R26-tdRFP*--Cre

R26-tdRFP**-Cre TRPC6™"

— XTRPC6—
— XTRPC6—

— XTRPC6 —

— CMV —{Cre-Rekombinase —
—XTRPC6— —XTRPC6—
—td-RFP—

Abbildung 19: Schematisches Kreuzungsschema zur Generierung der R26-tdRFP-CMV-TRPC6” Maus.
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Nach Verpaarung der R26-tdRFP und CMV-Cre Mause erhielten wir R26-tdRFP-CMV
Mause, die das RFP in allen Korperzellen exprimieren, jedoch nur einen heterozygoten
Genlokus besitzen. Zur Generierung homozygoter Mause (RFP*) wurden heterozygote
Mause (RFP*") der F1 Generation erneut untereinander verpaart.

Um die in Kapitel 2.6.3 beschriebenen Transfusionsversuche mit RFP-markierten
Erythrozyten durchzufiihren, wurden im nachsten Schritt TRPC6” Mause mit R26-tdRFP-
CMV Mause verpaart. Die dabei generierte F1-Generation war sowohl bezliglich des RFP
als auch des TRPC6 Lokus heterozygot. Es erfolgte darauf eine Riickkreuzung mit TRPC6™
Mausen, um fir diesen Lokus homozygote Tiere zu erhalten. Die zur Transfusion
eingesetzten Mause hatten folgende genotypische Eigenschaften: TRPC6”, RFP*" und Cre

positiv.

2.5.3 Genotypisierung der R26-tdRFP-CMV und R26-tdRFP-CMV-TRPC6™

Mause

Zur Genotypisierung der R26-tdRFP-CMV und R26-tdRFP-CMV-TRPC6™ Mause wurden die
in Tabelle 6 aufgezeigten Primer verwendet. Die Primer wurden als Standard-
Oligonukleotide bei Thermo Fischer Scientific bestellt und als 100 mM Stockldsung in Aqua
dest. geldst.

Tabelle 6: Auflistung der verwendeten Primer zur Genotypisierung der R26-tdRFP-CMV und R26-tdRFP-CMV-
TRPC6™ Mause mit Sequenzen

Primer Nukleotidsequenz in 5° - 3’'Richtung

new ROSA for GGA AGC ACT TGC TCT CCC AAA G

new ROSA WT rev CTT TAA GCC TGC CCA GAAGAC TC

new R26 rev AAC CAC TGG AAA GAC CGC GAA G

Cre for ACC TGAAGATGT TCG CGATTATCT

Cre rev ACC GTC AGT ACG TGA GAT ATC TT

TRPC6 WT for CAG ATC ATC TCT GAA GGT CTT TAT GC
TRPC6 WT rev TGT GAATGC TTC ATTCTG TTT TGC GCC
TRPC6 MT for ACG AGA CTA GTG AGA CGT GCT ACT TCC
TRPC6 MT rev GGG TTT AAT GTC TGT ATC ACT AAA GCC TCC

Als Ausgangsmaterial fir die Genotypisierung wurden Gewebeproben der Mausohren
verwendet. Zur Gewinnung der DNA wurden die Gewebeproben Uber Nacht bei 56°C

verdaut. Dabei wurden pro Probe 50 ul des DirectPCR Lysis Reagent (Viagen Biotech, USA)
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mit 1 yl Proteinase K (Quiagen, Niederlande) angesetzt. Die Reaktion wurde am folgenden

Tag durch 45-minitiges Erhitzen auf 85 °C abgestoppt.

Die PCR wurde unter Verwendung der DreamTaq DNA Polymerase und des Green-
DreamTaq Buffer (Thermo Fisher Scientific, USA) durchgefiihrt. Dieser Puffer enthalt ein
Dichte-Reagenz, und zwei Farbstoffe, sodass die Proben ohne Zugabe von Ladepuffer in
einem Agarosegel aufgetrennt werden kénnen. Fir die PCR wurde ein Mastermix aus allen
Reagenzien aufler der DNA hergestellt. Die Mengen, die fir jeweils eine Probe benétigt

wurden, sind in Tabelle 7 aufgelistet.

Tabelle 7: Zusammensetzung des PCR-Ansatzes fiir eine DNA-Probe

Reagenz Menge
DreamTaqg DNA Polymerase 0,2 pl
DreamTaq Green Buffer (10x) 2,5yl
Primer for (10 mM) 0,8 pl
Primer rev (10 mM) 0,8 pl
dNTPs 0,5 ul
(DNA) (0,5 pl)
A. dest ad 25 pl

Durchgefiihrt wurde die PCR in einem ProFlex Thermocycler (Thermo Fischer Scientific,

USA). Dabei wurde das in Tabelle 8 beschriebene Temperaturprotokoll verwendet.

Tabelle 8: Temperaturprotokoll der DreamTaq PCR

Schritt Temperatur [°C] Dauer Zykluszahl
Initiale Denaturierung 95 2 min 1
Denaturierung 95 30s

Primerhybridisierung 60 30s 35
Ampifikation 72 1 min

Finale Amplifikation 72 10 min 1

Die PCR Produkte wurden in einem 1%igen Agarosegel in 0,5% TBE-Puffer fiir 35 min bei
130 V aufgetrennt. Die Mause der CMV-Cre Linie konnten nach Durchfihrung der PCR
gruppiert werden in Cre-positive Mause, bei Vorhandensein eines PCR Produkts, und in Cre-
negative Mause (kein PCR Produkt). Fir die R26-tdRFP Linie ergab sich entweder ein PCR-

Produkt aus Kombination des forward Primers mit dem reverse Primer des Wildtyp ROSA26
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Lokus oder mit dem reverse Primer des transgenen ROSA26 Lokus. Die Grolie des Wildtyp
ROSAZ26 Lokus entspricht 256 bp, der transgene Lokus ist aufgrund des RFP-Inserts groler
und liegt bei 336 bp. Zur Genotypisierung des TRPC6 Lokus wurden ebenfalls zwei
Primerpaare verwendet. Der Wildtyp Lokus wird am Exon 7 erkannt und erzeugt ein PCR-
Produkt mit 234 bp. Bei TRPC6™ Mausen ist zur Geninaktivierung an dieser Stelle eine PGK-
Neo-Kassette eingefligt, die durch das zweite Primerpaar erkannt wird. In der PCR wurde

daher ein Fragment von 339 bp fiir den transgenen TRPC6 Lokus amplifiziert.
2.5.4 Charakterisierung der R26-tdRFP-CMV Maus

Zur Charakterisierung der R26-tdRFP-CMV Mauslinie, insbesondere der Erythrozyten,
wurden verschiedene Untersuchungen durchgeflihrt. Zunachst wurde ein Differentialblutbild
der Mause erstellt. Die verwendeten Mause wurden wie in Kapitel 2.6.1 beschrieben final
entblutet. 200 pl Herzblut wurden mittels einer Spritze in 0,5 ml EDTA Microvetten®
Uberfuhrt. Die Blutproben wurden mit dem Hamatologiegerat VetScan HM5 (Abaxis, USA)
analysiert.

Die Morphologie der RFP-exprimierenden Erythrozyten wurde zudem Kkonfokal-
mikroskopisch untersucht. Dazu wurde das Konfokalmikroskop Leica TCS SP5 (Kapitel
2.2.3) verwendet.

Zur Untersuchung der generellen RFP-Expression wurden verschiedene Organe einer
RFP** und einer RFP” Maus auf Fluoreszenz untersucht. Die Mduse wurden zunachst
narkotisiert und anschlieRend durch Genickbruch getétet. Nach Eréffnung von Bauch- und
Brustraum wurden folgende Organe freiprapariert: Darm, Magen, Leber, Niere, Lunge, Herz,
Skelettmuskel und Hohlvene. Die fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen der Organe
wurden mittels des Stereomikroskops SZX12 (Olympus, Japan) und eines Texas Red
Filtersets gemacht.

Des Weiteren wurde eine Analyse der RFP-Expression an verschiedenen Vorlauferzellen
des Knochenmarks durchgefiihrt. Die Mause wurden dazu durch eine Uberdosis der
Anasthetika Ketamin und Xylazin mit anschlieBendem Genickbruch getétet. Die Entnahme
des Knochenmarks erfolgte aus Tibia und Femur. Dazu wurden beide Knochen freiprapariert
und zur Offnung der Knochenmarkshéhle die Epiphysen abgetrennt. Das Knochenmark
wurde darauf mittels einer 27-G Kanule und Tyrodel6sung aus der Markhohle herausgesplilt.
Die Praparation des Knochenmarks wurde von Prof. Dr. Matthias Laschke am Institut flr
Experimentelle Chirurgie (Universitat des Saarlandes) durchgefihrt. Zur Differenzierung
unterschiedlicher Knochenmarkszellen wurde anschlieRend eine Anfarbung der Zellen mit
Hoechst 33258 (Sigma Aldrich, USA) zur Darstellung der Zellkerne, und mit dem erythroid-
spezifischen Antikérper Ter-119-FITC (BioLegend, USA) durchgefiihrt. Die Farbung erfolgte
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fur 20 min bei RT in PBS mit einer Konzentration von 10 pg/ml Hoechst und 2 pg/ml Ter-119.
Die fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen erfolgten mittels des Konfokalmikroskops
Nikon/CSU-W1 (Kapitel 2.2.4). Dazu wurden die Zellen in PBS + 0,1% BSA suspendiert und
zur Mikroskopie zwischen zwei Deckglaser gebracht mit 20 um groRRen Polystyrol-Kugeln
(Sigma-Aldrich, USA) als Abstandshalter.

Als weitere Untersuchung wurde eine Vergleichsstudie durchgefiihrt, bei der die
Uberlebensrate der Erythrozyten nach Transfusion ermittelt wurde. Dabei wurden sowohl
PKHG67 gefarbte Zellen als auch RFP-exprimierende Erythrozyten zusammen in eine Wildtyp
Maus transfundiert. Als Basis fir die PKH67 gefarbten Zellen wurde eine Wildtyp Maus final
entblutet (Kapitel 2.6.1) und die Farbung wie in Kapitel 2.6.2 beschrieben durchgefihrt.
Ebenfalls wurde eine Maus der Linie R26-tdRFP-CMYV final entblutet und die Blutprobe
dreimal in steriler Kochsalzlésung gewaschen. Beide Blutproben wurden anschliefend mit
einem Hamatokrit von 50% in Kochsalzlésung aufgenommen und in einem Verhaltnis von
1:1 gemischt. Die Transfusion wurde wie beschrieben durchgefiihrt (Kapitel 2.6.3), dabei
wurden pro Maus 200 yl der RFP/PKH-Zellmischung injiziert. Zur Beobachtung der
Uberlebensrate der transfundierten Zellen wurden den Ma&usen in verschiedenen
Zeitabstanden durch Punktion der Vena facialis Blutproben von 10 yl entnommen. Die
Analyse erfolgte durchflusszytometrisch mittels des FACSArialll (Becton Dickinson, USA).
Die Detektion des RFPs erfolgt im ,,PE Kanal“, d.h. nach Anregung mit einem 561 nm Laser
wurde das Emissionslicht durch einen 582/15 nm Filter detektiert. Fluo-4 und PKH67
Messungen erfolgten im ,FITC Kanal“: Angeregt wurde dabei mit einem 488 nm Laser und

Emissionslicht der Wellenlangen 530/30 nm gefiltert.
2.6 Angewandte Methoden Kapitel Transfusion
2.6.1 Induktion einer Retikulozytose

Zur Erhéhung der Retikulozytenanzahl im Blut der TRPC6” Mause wurde vor der
Transfusion eine Retikulozytose durchgefiihrt. Diese Methode wurde mit leichten
Abwandlungen zur Literatur durchgefiihrt (Joiner et al., 1995; Liu et al., 2010). Dabei wurde
die Erhéhung der Retikulozytenzahl durch wiederholte kontrollierte Blutungen erreicht. An
Tag 1 wurden der Maus als Vorbereitung 1 Stunde vor Blutentnahme 1 ml kdrperwarme,
physiologische Kochsalzlésung (Braun, Melsungen, Deutschland) subkutan injiziert.
AnschlieBend wurden der Maus unter Isofluran-Inhalationsnarkose (3% zur Einleitung, im
Verlauf 1,5%) etwa 500 pl Blut durch Punktion des retrobulbaren Venenplexus entnommen.
Nach der Entnahme wurde der Maus als Substitution fur den Blutverlust erneut 1 ml

kérperwarmer Kochsalzlésung, sowie 0,25 mg (5 mg/kg) des Schmerzmittels Carprofen
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(Pfizer GmbH, Deutschland) intraperitoneal (i. p.) injiziert. Als Kompensation fir den
Blutverlust erhielten die Mause zudem taglich bis zur finalen Blutentnahme 150 pg Fe®*
(Ferrosanol Tropfen, UCB Pharma, Deutschland) und 1 ug Folsaure (Hevert-Arzneimittel,
Deutschland). Diese Prozedur wurde ein zweites Mal an Tag 3 durchgefiihrt und die Maus
an Tag 5 final entblutet. Die finale Blutenthahme erfolgte ebenfalls unter Isofluran-Narkose
direkt aus dem Herzen. Getbtet wurde die Maus im Anschluss durch Genickbruch. Die
tierexperimentellen Eingriffe wurden von verschiedenen Mitarbeitern des Instituts flr

Molekulare Zellbiologie durchgefihrt.
2.6.2 Farbung der Erythrozyten mit dem PKH26/PKH67 Mini Kit

Die PKH Mini Kits bestehen jeweils aus dem in Ethanol gelésten PKH-Farbstoff und dem
Farbepuffer Diluent C. Diluent C ist ein isoosmotischer und salzfreier Puffer, in dem die
Farbeeffizienz am hoéchsten ist. Je nach Aufgabenstellung wurden 5 bis 100 pl humanes
oder murines Blut in 1 ml steriler Kochsalzlésung (bei Transfusionsversuchen) oder
Tyrodelésung (bei in vitro Experimenten) in einem 2 ml Reaktionsgefal} suspendiert und
dreimal wie bereits beschrieben gewaschen. Nach dem letzten Waschschritt wurden die
Zellen im mitgelieferten Diluent C aufgenommen und auf ein Volumen von 500 pl aufgefllt.
Je nach Zellzahl wurden 2-5 pl des PKH-Farbstoffs in ebenfalls 500 yl Diluent C
aufgenommen. Das Farbstoff/Diluent C Gemisch wurde zu den Zellen pipettiert und sofort
gut durchmischt. Die Farbung erfolgte fir 5 Minuten bei Raumtemperatur auf einem
Schittler, um ein mdglichst homogenes Ergebnis zu erreichen. Ein Abstoppen der
Farbereaktion wurde durch Zugabe von 1 ml 2%iger BSA-L6sung erreicht. Das
Reaktionsgefal® wurde fir eine weitere Minute rotiert und danach abzentrifugiert. Die Zellen
wurden nach der Farbung dreimal in steriler Kochsalz- bzw. Tyrodelésung gewaschen. Fir

die Transfusionsversuche wurden die Zellen mit einem Hamatokrit von 50% suspendiert.
2.6.3 Transfusion der TRPC6™ Erythrozyten in Wildtyp Mause

Zur Untersuchung eines méglichen Proteinaustauschs zwischen Erythrozyten und/oder
anderen Blutzellen wurden Erythrozyten aus TRPC6” Mausen in Wildtyp Mause
transfundiert. Dazu wurden die TRPC6™ Zellen zunachst entweder mit PKH67 gefarbt oder
mittels Biotin markiert. Die markierten Zellen wurden anschlieRend in einem Hamatokrit von
50% in steriler Kochsalzlésung aufgenommen und pro Knockout Maus in je 2 - 3 Wildtyp
Mause injiziert. Die Transfusion von etwa 200 pl Blut/Maus erfolgte erneut retrobulbar unter
Isofluran-Inhalationsnarkose (zur Einleitung 3%, im Verlauf 1,5%). Im Verlauf der
nachfolgenden zwei Wochen wurde den transfundierten Mausen alle 2 -3 Tage eine

Blutprobe von 10 pyl enthommen. Die Abnahme erfolgte wie bereits beschrieben an der Vena
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facialis. Die tierexperimentellen Eingriffe wurden von verschiedenen Mitarbeitern des Instituts
fur Molekulare Zellbiologie durchgeflihrt.

Zudem wurden die gleichen Transfusionsversuche mit zuvor splenektomierten Wildtyp
Mausen durchgefiihrt. Die Splenektomie wurde von Prof. Dr. Matthias Laschke am Institut fir
Experimentelle Chirurgie (Universitdt des Saarlandes) durchgefihrt und die Mause
anschlielfend in die Tierhaltung des Instituts fir Molekulare Zellbiologie uberflihrt, wo sie
eine einwdchige Erholungszeit unter besonderer Beobachtung erhielten. Als Vorbereitung
auf die OP wurden die Mause durch Injektion von Ketamin (75 mg/kg) und Xylazin
(15 mg/kg) i. p. narkotisiert. Mittels medianer Laparotomie wurde der Bauchraum eroffnet,
die Vena und Arteria splenica mittels Ligatur verschlossen und die Milz entfernt. Der

Bauchraum wurde anschlielRend wieder mit einer Haut- und Muskelnaht verschlossen.
2.7 Messungen des intrazelluldaren Calciums

Zur Detektion des intrazelluldren Calciums wurde der Farbstoff Fluo-4 AM verwendet. Die
humanen und murinen Erythrozyten wurden wie in Kapitel 2.4.2 bereits beschrieben
vorbereitet. Fir mikroskopische Experimente wurden die Zellen mit 5 uM Fluo-4 beladen, bei
durchflusszytometrischen Analysen wurde 1 uM des Farbstoffs eingesetzt. Nach
einstindiger Inkubation bei 37 °C, wahrend der der Farbstoff von den Zellen aufgenommen
wurde, wurden die Zellen einmal gewaschen. Als ,Coating”“ Reagenz wurde der Zellkleber
Cell-Tak verwendet (Corning, Inc., Corning, USA). Dieser wurde im Vorfeld getestet und
zeigte, im Gegensatz zum haufig verwendeten Poly-L-Lysin, keine Beeinflussung des
intrazellularen Calciums in Erythrozyten. Der Kleber besteht aus polyphenolischen Proteinen,
die aus der Miesmuschel Mytilus edulis gewonnen und in 5% Essigsaure gelagert werden.
Cell-Tak entfaltet seine Klebfahigkeit erst bei einem neutralen pH zwischen 6.5 und 8. Daher
wurde der Kleber vor Verwendung in 0,1 M NaHCO; (Cell-Tak Puffer) gelést. Pro Deckglas
wurden 50 pl Puffer und 2 pl Cell-Tak (=2 ug) angesetzt, auf die Mitte des Deckglases
gegeben und fur 1 h bei RT inkubiert, die Deckglaser wurden dazu in 72-well Platten verteilt.
Vor Verwendung wurden die Deckglaser zweimal mit 1 ml Aqua dest. und anschlieRend
einmal mit 1 ml Tyrode gewaschen.

Vor Versuchsbeginn wurden 100 pyl der Zellsuspension auf ein beschichtetes Deckglas
gegeben und etwa 5 Minuten gewartet, bis sich eine diinne Zellschicht abgesetzt hatte.
AnschlieBend wurde mit 900 yl Tyrode aufgefillt und die Zellen unter dem Mikroskop
betrachtet. Wenn nicht anders spezifiziert, wurden die Ca?-Messungen am Flash4.0 Video
Imaging Setup durchgeflihrt (beschrieben in Kapitel 2.2.1). Die am Mikroskop befindliche
Perfusion wurde lokal auf die Zellen im Fokus gerichtet und die Zellen je nach

durchzufiihrender Messung mit verschiedenen Lésungen perfundiert. Wahrend der ersten
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Minute wurde grundsatzlich mit Tyrode gespllt, um das basale intrazellulare Calcium der
Zellen zu ermitteln. Die Fluo-4 Emission wurde fiir die Dauer von 15 Minuten in 5s

Abstanden bildlich erfasst. Insgesamt wurden also 180 Bilder pro Messung aufgenommen.
2.8 Datenanalyse

Zur Bildverarbeitung wurden die Programme ImagedJ (Wayne Rasband, National Institute of
Mental Health, Bethesta, USA) sowie Arivis Vision 4D (Arivis AG, Minchen, Deutschland)
verwendet. Mit der LA (TILL Photonics, Grafelfing, Deutschland) und Zen Pro Software
(Zeiss, Oberkochen, Deutschland) wurden 16-Bit Tiff Bilder/Videos mit einem Binning von
2x2 aufgenommen. Die LAS Software (Leica, Wetzlar, Deutschland) generierte 8-Bit Lif

Dateien.
2.8.1 Auswertung in ImageJ

Die Auswertung in Imaged wurde wie folgt durchgefiihrt. Fir jede Zelle (Ausnahmen:
Randbereiche und uberlappende Zellen) wurde manuell eine ROI ,region of interest‘ gesetzt
und fur jedes Bild/Frame der Fluoreszenzwert dieser Zelle als ,mean gray value® innerhalb
der ROI ermittelt. Anhand der Anderung des Fluoreszenzwertes zwischen den Einzelbildern,
kann eine Aussage Uber den Zeitverlauf des intrazellularen Calciums der Zellen wahrend der
Messung getroffen werden. Beispielhaft ist diese Auswertung in Abbildung 20 A dargestellt.
Zur Bereinigung der Hintergrundfluoreszenz wurde ein Mittelwert von 10 ROls im
Hintergrund (Bereich der Aufnahme ohne Zellen) gebildet und dieser Wert vom
Fluoreszenzwert jeder Zelle abgezogen. Zur Auswertung des basalen Calciums der
Erythrozyten wurde lediglich der Fluoreszenzwert (in a. u., ,arbitrary units“) der ersten

Bildaufnahme bei 0 Minuten nach Bereinigung der Hintergrundfluoreszenz herangezogen.

2.0

1 min

Abbildung 20: Beispielhafte Auswertung der Fluo-4 Emission und grafische Darstellung als F/Fo mittels ImageJ
(Panel A) und IgorPro (Panel B). Zu sehen sind in Panel A Aufnahmen der Fluo-4 Emission einer LPA Messung
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zu den Zeitpunkten 0, 2, 5 und 15 Minuten. ROIs wurden an zwei Zellen gesetzt (griiner und roter Kreis). Panel B
zeigt die beispielhafte Darstellung des F/Fo der zuvor markierten Zellen wahrend der Perfusion mit Tyrode und
5 uM LPA.

Bei LPA-Messungen wurden aus den Fluoreszenzwerten der ersten 12 Bildaufnahmen jeder
Zelle (Zeit in der ausschlieBlich mit Tyrode perfundiert wurde) ein Mittelwert (= Fo) gebildet
und die 180 Einzelfluoreszenzwerte (= F) jeder Zelle durch diesen Wert geteilt. Daraus ergibt
sich ein Verhaltnis (F/Fy) zum basalen Wert jeder Zelle, das Aufschluss dartber gibt, wie sich
das intrazellulare Calcium wahrend der Messung verandert. Grafisch ist der Verlauf des F/F
wahrend einer Messung als Beispiel in Abbildung 20 B dargestellt.

Von jeder Zelle erhalt man nach der Auswertung daher 180 F/F, Werte, von denen jeweils
nur der maximale Wert fur die weitere statistische Auswertung verwendet wurde. Die ,mean
gray value“ Werte aus ImagedJ wurden in die Software MATLAB (The Mathworks, Inc.,
Nattick, USA) Uberfiihrt, wo die Hintergrundkorrektur und die Berechnung des F/Fq
durchgeflhrt wurde.

2.8.2 Auswertung in Arivis Vision 4D

Als weitere Analysesoftware wurde Arivis Vision 4D (Arivis AG, Unterschleilheim,
Deutschland) verwendet. Diese Software ermdglicht eine automatische Auswertung der
Datensatze, ohne manuelles Setzen der ROls auf jeder Zelle. Dazu wurde der Software eine
.Pipeline“ vorgegeben mit Analyseparametern, die nacheinander abgearbeitet werden sollen.
Zur Auswertung des basalen Calciums wurde die in Abbildung 21 A dargestellte
Analysepipeline angewendet. Auch hier wurde zunachst eine Hintergrundkorrektur mittels
des ,Enhancement* und ,Denoising® Filters durchgefihrt. Ein Vergleich der Originaldaten
und eines Datensatzes nach Hintergrundkorrektur ist in Abbildung 21 B und C zu erkennen.
Zur Segmentierung der Zellen wurde der ,Blob Finder” eingesetzt. Der ,Threshold“- Wert des
,Blob Finders“ musste dabei fir jede Messung neu experimentell eingestellt und an die
Intensitatswerte der Zellen angepasst werden. Wie in Abbildung 21 D zu sehen, findet dieser
nicht nur die Zellen, sondern auch Strukturen im Hintergrund. Diese wurden Uber
verschiedene GroRen- und Intensitatsfilter ausgeschlossen. Das Endergebnis einer
Segmentierung ist in Abbildung 21 E zu erkennen. Nach erfolgreicher Segmentierung
wurden die Intensitatswerte der gefundenen Zellen als ,mean intensity values* der einzelnen
Segmente exportiert. Diese Werte entsprechen dem F, der Zellen, da die

Hintergrundkorrektur bereits in der Software durchgeflhrt wurde.
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Abbildung 21: Bildliche Zusammenfassung einer Auswertung mittels Arivis Vision 4D. Panel A: Angewandte
Analysepipeline. Panel B: Originalbild nach Import. Panel C: Nach Hintergrundkorrektur durch den
+<Enhancement”und ,Denoising” Filter. Panel D: Anwendung des ,Blob Finders" zur Detektion der Zellen. Panel E:
Endergebnis der Segmentierung nach GréRen- und Intensitats-Korrektur.

2.8.3 Statistische Auswertung

Zur Datenanalyse wurde die Software Graphpad Prism (Graphpad Software, Inc., La Jolla,
USA) verwendet. Alle Experimente wurden mindestens dreimal durchgeflihrt mit Blutproben
von drei verschiedenen Spendern (entweder Maus oder Mensch), wobei mindestens 100
Zellen ausgewertet wurden. Aus der vorherigen Bildanalyse wurde fur jede Zelle ein
Fluoreszenzwert ermittelt, fir basales Calcium das F,, bei LPA-Messungen der maximale
F/Fy Wert. Jede Zellpopulation wurde zunachst auf Normalverteilung getestet (DAgostino
Pearson Test). Wenn der Test positiv ausfiel, wurden die Daten als Saulendiagramme
aufgetragen. Bei nicht-normalverteilten Daten wurde zur grafischen Auswertung jede
Zellpopulation als Box-Whiskers-Plot aufgetragen. Dabei zeigt die Box den Median und den
25-75% Bereich der Daten an, und die Fehlerbalken den 10-90% Bereich. Ebenso wurde
bei normalverteilten Daten die Signifikanz mittels des t-Tests bestimmt, ansonsten unter
Anwendung des Wilcoxon-Mann-Whitney-Tests. Die Signifikanzniveaus wurden wie folgt
gesetzt: p > 0,5 = nicht signifikant, p<0,5="* p<0,1=**und p < 0,01 = ***
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Fir eine Maus- oder Mensch-basierte Auswertung wurde von jedem Zell-basierten
Datensatz der Median genommen und dieser zunadchst normiert. Bei Patientenproben
erfolgte eine Normierung auf die zugehoérige Transportkontrolle (siehe Kapitel 3.1.2.4), bei
Transfusionsmausen auf die zugehdrige Wildtyp Maus (siehe Kapitel 3.4.4). Die normierten
Mediane wurden zu Gruppen zusammengefasst und erneut statistisch wie bereits

beschrieben analysiert.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Intrazelluldres Calcium in hereditiaren hamolytischen Anamien
3.1.1 Patienten-Screening im Rahmen des CoMMiTMenT Projekts

Im Rahmen des CoMMiTMenT Projekts wurden Blutproben von Patienten untersucht, die an
sehr seltenen Anamien erkrankt sind. Teilweise sind von diesen Erkrankungen bisher nur
weniger als 10 Falle bekannt, wie man am Beispiel des Glutamat-Cystein-Ligase Mangels
sieht (van Wijk and van Solinge, 2016). Der Transport der Blutproben dieser Patienten sowie
gesunder Kontrollspender erfolgte daher aus spezialisierten Kliniken innerhalb Europas.
Obwohl die genetische Grundlage dieser Anamien meist bekannt ist, fehlt es am genauen
Verstandnis, wie sich diese auf die Zellphysiologie auswirkt und letztlich zu einer verfriihten
Elimination der Erythrozyten fiihrt. In dieser Arbeit wurden Untersuchungen zum
intrazelluldren Ca®*-Gehalt pathologischer Erythrozyten durchgefiihrt.

Dazu wurden die Blutproben in physiologischer L6sung gewaschen und die Erythrozyten mit
dem Ca®*-Indikator Fluo-4 AM beladen. Es erfolgte eine mikroskopische und teilweise
durchflusszytometrische Analyse der Fluoreszenzintensitdt des Farbstoffs, die mit der
intrazelluldren Ca®'-Konzentration der Erythrozyten korreliert. In Abbildung 22 ist eine
Zusammenstellung beispielhafter mikroskopischer Aufnahmen der Erythrozyten von
Patienten mit verschiedenen Anamien sowie von Kontrollblutproben gesunder Spender zu

sehen.

A Hereditare Spharozytose B Hamolytische Anamie

— 2
Kontrolle [Ca]

e . o A

% %

Abbildung 22: Beispielhafte mikroskopische Aufnahmen von Patienten sowie Kontrollerythrozyten gesunder
Spender nach Beladung mit dem Ca®*-Farbstoff Fluo-4 AM. Rechts: Farbscala der Fluoreszenzintensitat skaliert
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von schwarz (geringste Ca2+-Konzentration) nach weild (hdchste Ca2+-Konzentration). Panel A: Erythrozyten
eines Patienten mit Hereditdrer Spharozytose und dazugehdriger Transportkontrollblutprobe. Panel B:
Erythrozyten eines Patienten mit uncharakterisierter hamolytischer Anamie und dazugehdriger
Transportkontrollblutprobe. Panel C: Erythrozyten eines Patienten mit vorliegender Enzymopathie und
dazugehdriger Transportkontrollblutprobe. Panel D: Erythrozyten eines Patienten mit Hereditarer Xerozytose und
dazugehdriger Transportkontrollblutprobe. Abbildung modifiziert nach (Hertz et al., 2017).

Die Analyse der Patientendaten erfolgte gruppiert nach der Art der vorliegenden Anamie. Die
zwei groBten Patientengruppen machen die Gruppen Hereditare Spharozytose
(Abbildung 22 A) und Hereditdre Xerozytose (Abbildung 22 D) aus. Die Patienten ohne
genaue Diagnose wurden als hamolytische Anamie (Abbildung 22 B) zusammengefasst. Die

letzte Gruppe besteht aus Patienten mit verschiedenen Enzymopathien (Abbildung 22 C).
3.1.2 Vorarbeiten zur Analyse des intrazellularen Calciums

In dieser Arbeit wurden zwei verschiedene Bildverarbeitungsprogramme zur Auswertung der
mikroskopischen Aufnahmen der Erythrozyten verwendet. Imaged ist eine ,Open-Source-
Software*, bei der eine manuelle Selektion der Zellen vor der Analyse durchgefiihrt wurde
(Vergleich Kapitel 2.8.1). Mittels Arivis Vision 4D ist es moglich, durch Wahl geeigneter Filter
eine automatische Selektion und Analyse der Zellen zu erreichen, was sich erheblich auf die
Dauer der Analyse auswirkt (Vergleich Kapitel 2.8.2). Um jedoch auszuschlieRen, dass die
Art der Analyse Einfluss auf das Ergebnis hat, wurden die mikroskopischen Aufnahmen
mehrerer gesunder sowie anamischer Blutproben mit beiden Programmen ausgewertet. Den

Vergleich beider Auswertungen zeigt Abbildung 23.

Vergleich des intrazellularen Calciums in RBCs nach
Auswertung mit Imaged oder Arivis Vision 4D
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Abbildung 23: Vergleich der Auswertung der mikroskopischen Analyse der Fluoreszenzintensitat von Fluo-4
gefarbten Erythrozyten mittels ImagedJ und Arivis Vision 4D. Beispielhaft analysiert wurden Blutproben humaner
gesunder Blutspender (C50, C50.3 und C50.4) sowie HX Patienten (P50.1 und P50.2). Schwarze Boxen: ImageJ,
Blaue Boxen: Arivis Vision 4D. Dargestellt sind die Daten als Box-Plots mit Median und 25-75% Quartilen und
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Whiskern im 10-90% Bereich. Zusatzlich angegeben ist die Anzahl der analysierten Zellen. Signifikanzen wurden
bestimmt mittels des Mann-Whitney Tests (*** =p < 0,01, **=p <0,1,ns =p > 0,5).

Die Auswertung mittels Arivis Vision 4D ergibt einzeln betrachtet fiir jede analysierte Probe
eine geringe Fluoreszenzintensitat als die Auswertung mittels ImagedJ. Der Vergleich der
Patienten und Kontrollen untereinander (jeweils blaue und schwarze Gruppe untereinander)

zeigt jedoch mit beiden Analyseprogramme dieselbe Tendenz.
3.1.2.1 Hereditidre Spharozytose

Die Hereditare Spharozytose (HS) ist die am haufigsten auftretende Membranopathie, eine
Erkrankung mit Defekten der Zellmembran der Erythrozyten (Da Costa et al., 2013). Dabei
kann die Ursache dieser Erkrankung zurlickgefiihrt werden auf Mutationen in den
Membranproteinen Ankyrin-1 (ANKT), Bande 3 Protein (SLC4A1), Protein 4.2 (EPB42) sowie
a- (SPTA1) und B-Spektrin (SPTB) (Narla and Mohandas, 2017). In dieser Arbeit wurden
Blutproben von 16 Patienten mit diagnostizierter HS auf den intrazelluldren Ca®*-Gehalt der
Erythrozyten untersucht. Abbildung 24 A zeigt die Auswertung der intrazelluldren Ca?-
Konzentration (Fluo-4 Fluoreszenzintensitat) aller einzelner Patienten und von 12
Kontrollblutproben. Es ist deutlich zu erkennen, dass es eine hohe Varianz zwischen den
Patienten und Kontrollproben gibt, aber auch zwischen den einzelnen Kontrollproben
untereinander (Abbildung 24 A, schwarze Boxen). Betrachtet man die Proben jedoch nur im
Vergleich innerhalb einer ,Lieferung“ mit identischen Transportkonditionen (Abbildung 24 A,
graue oder weil’e Hinterlegung der Boxen gruppiert Blutproben eines Transports), liegt die
Ca*-Konzentration immer innerhalb derselben GréRenordnung. Alle 16 Hereditére
Spharozytose Patienten zeigen einen signifikant erhdhten intrazellularen Ca?-Gehalt im
Vergleich mit ihrer jeweiligen gesunden Transportkontrolle. Fir die Patienten-basierte
Auswertung wurden die Patientenproben immer im Vergleich zur zugehdrigen
Transportkontrollblutprobe analysiert, heit auf diese normiert. Die Auswertung der Ca®'-
Konzentration von HS Patienten gruppiert nach Mutationen im selben Membranprotein ist in
Abbildung 24 B dargestellt. Es wurden 7 Patienten analysiert mit Mutationen in ANK1, 2
Patienten mit Mutationen in SLC4A1 und 4 bzw. 3 Patienten mit Mutationen in SPTA1 und
SPTB. Die Mutation selbst ist innerhalb einer Gruppe jedoch nicht identisch. Nur fir die
Gruppe der Patienten mit ANK7 Mutationen konnte ein signifikanter Anstieg im
intrazellularen Calcium gemessen werden. Die anderen Patientengruppen zeigten keinen
signifikanten Unterschied zur Gruppe der gesunden Kontrollblutproben.

Des Weiteren wurden die Patienten unterteilt in die Gruppen splenektomiert und nicht
splenektomiert. Die zugehdrige Auswertung ist in Abbildung 24 C dargestellt. Hier konnte

ebenfalls kein signifikanter Unterschied des intrazellularen Ca?*-Gehalts im Vergleich mit der
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Gesamtpopulation an Patienten festgestellt werden. Splenektomierte und nicht

splenektomierte Patienten zeigen dasselbe Level an intrazellularem Calcium in Erythrozyten.

A Intrazellulares Calcium in RBCs von Patienten mit Hereditarer Spharozytose
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Abbildung 24: Auswertung der mikroskopischen Analyse der Fluoreszenzintensitdt von Fluo-4 gefarbten
Erythrozyten humaner gesunder Blutspender sowie HS Patienten. Schwarze Boxen: Kontrollen, Blaue Boxen:
Patienten. Graue und weile Hinterlegung gruppiert Blutproben innerhalb einer ,Lieferung® (identische
Transportkonditionen). Panel A: Einzelne Darstellung aller Patienten mit dazugehériger Transportkontrolle
(jeweils die vorherige schwarze Box). Panel B: Vergleich der normalisierten Fluoreszenzintensitat zwischen
Kontrollen und nach Mutationen gruppierten Patienten. Kontrollen wurde dazu auf ihren Mittelwert normalisiert
und die Patienten auf ihre zugehodrige Transportkontrolle. Panel C: Vergleich der normalisierten
Fluoreszenzintensitat zwischen der Gesamtpopulation der Patienten und den Gruppen aus splenektomierten und
nicht splenektomierten Patienten. *** = p < 0,01, * = p < 0,5. Abbildung modifiziert nach (Hertz et al., 2017).

3.1.2.2 Hereditdre Xerozytose (Dehydrierte Stomatozytose)

Die Hereditare Xerozytose (HX), auch dehydrierte Stomatozytose genannt, ist eine seltene
Erkrankung der Erythrozyten bei der es zu einer Veranderung der Membranpermeabilitat
gegenliber monovalenten Kationen kommt (Archer et al., 2014). Ursachlich sind dabei
Mutationen im FAM38A Gen, das flir den mechanosensitiven Kationenkanal Piezo1 kodiert
(Zarychanski et al., 2012). Die in dieser Arbeit untersuchten 11 Patienten mit diagnostizierter

HX weisen ebenfalls alle eine Mutation in diesem Gen auf. Abbildung 25 zeigt die
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Auswertung  der intrazelluldren  Ca*-Konzentration auf Basis der Fluo-4
Fluoreszenzintensitat aller einzelner HX Patienten und von 5 Kontrollblutproben. Wie bei der
Hereditaren Spharozytose, zeigt sich auch hier teilweise eine hohe Varianz in der Analyse
des intrazellularen Calcium der Erythrozyten zwischen Patienten und Kontrollen aus
verschiedenen ,Lieferungen®. Daher wurden erneut die Patientenproben nur im Vergleich zur
dazugehorigen gesunden Transportkontrollblutprobe ausgewertet. Von 11 analysierten HX
Patienten zeigen 9 einen signifikant erhdhten intrazellularen Ca?*-Gehalt. Bei den restlichen
zwei Patienten (P50.1, P51.2) liegt die Konzentration des Calciums etwa im Bereich der
Transportkontrollen.

Intrazellulares Calcium in RBCs von Patienten mit Hereditarer Xerozytose
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Abbildung 25: Auswertung der mikroskopischen Analyse der Fluoreszenzintensitdt von Fluo-4 gefarbten
Erythrozyten humaner gesunder Blutspender sowie HX Patienten. Schwarze Boxen: Kontrollen, orange Boxen:
Patienten. Graue und weile Hinterlegung gruppiert Blutproben innerhalb einer Lieferung (identische
Transportkonditionen). Einzelne Darstellung aller Patienten mit dazugehoriger Transportkontrolle (jeweils die
erste schwarze Box). *** = p < 0,01. Abbildung modifiziert nach (Hertz et al., 2017).

3.1.2.3 Hamolytische Anamien und Enzymopathien

Zwei sehr heterogene Gruppen bilden die Patienten mit Enzymopathien und hamolytischer
Anamie. Letztere Gruppe fasst die drei analysierten Patienten zusammen, bei denen bisher
keine eindeutige Diagnose gestellt werden konnte, die Anamie also noch uncharakterisiert
ist. Zur ersten Gruppe zahlen drei Patienten mit Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase
Mangel und jeweils ein Patient mit Glutathion-Reduktase und y-Glutamat-Cystein-Ligase
Mangel. Zusammengefasst wurden beide Gruppen, um eine statistische Analyse zu
erlauben, die einzelnen Patienten zeigen jedoch kein einheitliches Bild. Abbildung 26 A zeigt
die Zell-basierte statistische Auswertung der intrazelluldren Ca®'-Konzentration/Fluo-4
Fluoreszenzintensitat der Patienten mit uncharakterisierter Anamie und der dazugehoérigen

gesunden Transportkontrollblutproben. Bei einem Patienten (P30.1) lasst sich hier eine
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signifikante Erhéhung des intrazellularen Calciums im Vergleich zur Kontrollblutprobe
feststellen, die beiden anderen Patienten zeigen ein signifikant niedrigeres Ca?*-Level als die
zugehorigen Kontrollen (P31.1, P32.1). Abbildung 26 B zeigt die statistische Auswertung der
Patienten mit verschiedenen Enzymopathien. Drei der fiunf analysierten Patienten zeigen
erneut ein signifikant erhdhtes Level an intrazelluldarem Calcium im Vergleich zu ihrer
Transportkontrolle (P41.1, P42.1, P43.1). Bei einem Patienten Iasst sich kein Unterschied
zur Kontrolle feststellen (P40.1), und der letzte Patient zeigt wiederum eine signifikante

Verringerung der intrazelluldren Ca®*-Konzentration (P44.1).

Intrazellulares Calcium in RBCs von Patienten mit
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Abbildung 26: Auswertung der mikroskopischen Analyse der Fluoreszenzintensitdt von Fluo-4 gefarbten
Erythrozyten humaner gesunder Blutspender sowie Anamie Patienten. Schwarze Boxen: Kontrollen, violette
Boxen: uncharakterisierten Anamie Patienten, griine Boxen: Patienten mit Enzymopathien. Graue und weille
Hinterlegung gruppiert Blutproben innerhalb einer Lieferung (identische Transportkonditionen). Panel A: Einzelne
Darstellung aller Patienten mit uncharakterisierter Andmie und dazugehdriger Transportkontrolle (jeweils die erste
schwarze Box). Panel B: Einzelne Darstellung aller Patienten mit Enzymopathien und dazugehdriger
Transportkontrolle (jeweils die erste schwarze Box). *** = p < 0,01. Abbildung modifiziert nach (Hertz et al., 2017).

3.1.2.4 Patienten-basierte Analyse

Um eine allgemeine Aussage zum intrazellularen Calcium in Anamie Patienten treffen zu
kénnen wurden die einzelnen Patienten zu verschiedenen Gruppen zusammengefasst. Dazu
wurde zunachst aus der Zell-basierten Auswertung der Median der Fluoreszenzintensitat
(Ca?*-Konzentration) fiir jeden Patienten und jede Kontrolle ermittelt. Die Kontrolle wurde
anschlieBend auf den Mittelwert aller Kontrollen der jeweiligen Gruppe normiert und die
Patienten jeweils auf ihre zugehdrige Transportkontrolle. Gruppiert wurden die Patienten
anhand ihrer diagnostizierten Erkrankung in Hereditdre Spharozytose, Hereditare
Xerozytose, Enzymopathien und hamolytische Anamien. Ebenfalls erfolgte ein Vergleich

aller Andmie Patienten als eine Gruppe mit der Gesamtheit der gemessenen gesunden
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Transportkontrollblutproben. Die statistische Auswertung der Gruppen aus allen Anamie
Patienten und Kontrollproben ist in Abbildung 27 A dargestellt. Die Gruppe der 35 Anamie
Patienten zeigt eine hoch signifikant erhéhte intrazelluldre Ca®*-Konzentration im Vergleich
zu den 25 gemessenen gesunden Transportkontrollen. Unterteilt man die Patienten wieder
und gruppiert sie nach Art der Anamie, so lasst sich dieser signifikante Anstieg im
intrazellularen Calcium nur flr die Patienten mit den Membranopathien Sphéarozytose und
Xerozytose bestatigen (Abbildung 27 B). Fir die beiden kleineren Patientengruppen mit den
Enzymopathien und der uncharakterisierten hamolytischen Anamie zeigt die Auswertung des
intrazelluldren Ca**-Levels keinen signifikanten Unterschied zu den gemessenen gesunden

Kontrollen.

Intrazellulares Calcium in RBCs von Anamie Patienten im Vergleich zu Kontrollspendern
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Abbildung 27: Patienten-basierte statistische Auswertung der intrazellularen Ca®*-Konzentration. Panel A:
Statistische Auswertung der normalisierten Fluoreszenzintensitat aller gemessener Patienten (roter Balken) und
gesunder Kontrollblutproben (schwarzer Balken). Panel B: Statistische Auswertung der normalisierten
Fluoreszenzintensitat aller gemessener Patienten gruppiert als Hereditdre Spharozytose (blauer Balken),
Hereditédre Xerozytose (oranger Balken), hamolytische Anamien (violetter Balken), Enzymopathien (griiner
Balken) und gesunder Kontrollblutproben (schwarz-weiller Balken). *** = p < 0,01. Abbildung modifiziert nach
(Hertz et al., 2017).

3.1.3 Hereditare Spharozytose Patienten - Analyse des intrazelluldren

Calciums in ,frischen“ Blutproben

Zur Uberpriifung der nach Transport der Blutproben gewonnenen Daten zum intrazellularen
Calcium in Andmie Patienten, wurde das intrazellulare Calcium in Erythrozyten frischer
Blutproben analysiert. Gemessen wurden dazu drei Blutproben von Patienten mit Hereditarer
Sphérozytose, sowie drei gesunde Spender als Vergleichskontrollen. Die Messungen
erfolgten 1 — 2 Stunden nach Blutenthnahme und wurden am Institut fir Klinische Chemie und

Hamatologie des Universitair Medisch Centrum Utrecht (Niederlande) durchgefiihrt. Die
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Vorbereitung der Zellen erfolgte auf gleiche Weise wie die, der zuvor transportierten
Erythrozyten. Abbildung 28 A zeigt die Zell-basierte Auswertung des intrazellularen Calciums
in RBCs ,frischer” Blutproben der einzelnen Kontrollproben und HS Patienten. In Panel B ist
die zusammengefasste Zell-basierte Auswertung dargestellt. Die Erythrozyten der
Patientenproben zeigen eine signifikant hdéhere Fluoreszenzintensitadt als die der
gemessenen Kontrollblutproben. Bei der Blutproben-basierten Auswertung der Patienten und

Kontrollen in Abbildung 28 C lasst sich dieselbe Tendenz erkennen, jedoch ohne Signifikanz.

Intrazellulares Calcium in RBCs frischer Blutproben von Patienten mit Hereditarer Spharozytose
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Abbildung 28: Auswertung der mikroskopischen Analyse der Fluoreszenzintensitat von Fluo-4 beladenen
Erythrozyten aus frischen Blutproben humaner gesunder Spender (schwarze Boxen) sowie Patienten mit
Hereditérer Spharozytose (rote Boxen). Die Auswertung der mikroskopischen Aufnahmen (Setup Zeiss, Kapitel
2.2.2) erfolgte mittels Arivis Vision 4D. Panel A: Darstellung einzelner Kontrollen und Patienten nach Zell-
basierter Auswertung. Panel B: Darstellung aller Kontrollen und Patienten nach Zell-basierter Auswertung. Panel
C: Darstellung aller Kontrollen und Patienten nach Blutproben-basierter Auswertung. *** = p < 0,01.

3.1.4 Patienten mit Gardos-Channelopathie

Des Weiteren wurden in Zusammenarbeit mit der Klinik Ospedale Maggiore in Mailand
(Italien) Patienten mit verschiedenen Mutationen im Gardos-Kanal (KCNN4) untersucht.
Diese Patienten zeigen ebenfalls eine chronische hamolytische Anamie. Der betroffene
Kanal ist ein Ca®*-sensitiver K'-Kanal, der an der Volumenregulation der Erythrozyten
beteiligt ist (siehe auch Kapitel 1.4). Mutationen in diesem Kanal wurden bei den

untersuchten Patienten mittels ,Next Generation Sequencing“ nachgewiesen.
3.1.4.1 S314P Mutation

Eine der gefundenen Mutationen des KCNN4 Gens ist die Mutation ¢.940T<C (S314P), die

dazu fuhrt, dass bei der Translation des Proteins anstatt eines Serin an Stelle 314 ein Prolin
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eingebaut wird. Es handelt sich hierbei um eine Mutation, die zu einer Funktionsverstarkung
fuhrt. Die betroffene Stelle befindet sich in der Calmodulin Bindungsdomane des Proteins
und fiihrt zu einer Erhéhung der Ca?*-Sensitivitat des Gardos-Kanals (unpublizierte Daten).
Beide untersuchten Patienten (Vater 1.1 und Sohn 1.2) sind heterozygote Trager dieser
Mutation. Bei Patient .1 wurde zusatzlich eine Mutation des B-Globin Gens (HBB) detektiert.
Beide Patienten sind cholezystektomiert, jedoch nicht splenektomiert. Da der Gardos-Kanal
{iber Calcium reguliert wird, wurden Untersuchungen zur intrazelluldren Ca**-Konzentration
der pathologischen Erythrozyten durchgefiihrt und erneut als Vergleich Transportkontrollen

analysiert.

Kontrolle Patient 1.1 Patient 1.2
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Abbildung 29: Mikroskopische und durchflusszytometrische Analyse der intrazellularen Ca?*-Konzentration von
Kontrollblut sowie Blutproben der Gardos-Channelopathie Patienten 1.1 und [.2. Panel A: Beispielhafte
mikroskopische Aufnahmen (Setup Leica, Kapitel 2.2.3) von Patienten- sowie Kontrollerythrozyten nach Farbung
mit dem Ca®"-Farbstoff Fluo-4 AM. Panel B: Mikroskopische Auswertung der Ca?*-Konzentration von Patienten
(pinke Boxen) und Kontrolle (schwarze Box). Panel C: Durchflusszytometrische Auswertung der Ca?*-
Konzentration von Patienten (pinke Saulen) und Kontrolle (schwarze Saule). *** = p < 0,01.

Abbildung 29 A zeigt beispielhafte mikroskopische Aufnahmen von Fluo-4 gefarbten
Erythrozyten der Patienten sowie der Kontrollblutprobe. Auf Basis der Fluo-4
Fluoreszenzintensitidt wurde die Ca®*-Konzentration der Erythrozyten analysiert. Die

durchflusszytometrische Analyse der Ca®*-Konzentration ist in Abbildung 29 C dargestellt.

80



Ergebnisse

Beide Patienten zeigen ein erhohtes, etwa gleiches Level an intrazellularem Calcium im
Vergleich zur Transportkontrolle. Dieses Ergebnis konnte auch mikroskopisch bestatigt
werden. Beide Patienten zeigen in der Auswertung in Abbildung 29 B eine signifikant erhdhte

intrazellulare Ca?*-Konzentration.
3.1.4.2 R352H Mutation

Als weitere Mutation im KCNN4 Gen wurde die Mutation ¢.1055G>A (p.R352H) entdeckt.
Das dadurch translatierte Protein erhalt an der Stelle 352 anstatt eines Arginins ein Histidin.
Diese Mutation befindet sich ebenfalls in der Ca?*-Bindungsdomane des Gardos-Kanals und
erhoht dessen Ca?*-Sensitivitat. Beide Patienten (1.4 Vater, I1l.1 Tochter) sind heterozygote
Trager der Mutation. Weitere Mutationen in Kanalproteinen oder Proteinen der Membran
oder des Zytoskeletts roter Blutzellen konnten mittels ,Next Generation Sequencing® nicht
nachgewiesen werden. Patient 1.4 ist zudem splenektomiert. Da der Gardos-Kanal uber
Calcium reguliert wird, wurden Untersuchungen zur intrazellularen Ca®*-Konzentration der
pathologischen Erythrozyten durchgefiihrt und erneut als Vergleich Transportkontrollen

analysiert.

Kontrolle Patient 1.4

Intrazelluldres Calcium in RBCs von Patienten mit Gardos Mutation R352H
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Abbildung 30: Mikroskopische und durchflusszytometrische Analyse der intrazellularen Ca?*-Konzentration von
Kontrollblut sowie Blutproben der Gardos-Channelopathie Patienten 1.4 und 1ll.1. Panel A: Beispielhafte
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mikroskopische Aufnahmen (Setup Leica, Kapitel 2.2.3) von Patienten- sowie Kontrollerythrozyten nach Farbung
mit dem Ca**-Indikator Fluo-4 AM. Panel B: Mikroskopische Auswertung der Ca®*-Konzentration von Patienten
(violette Boxen) und Kontrolle (schwarze Box). Panel C: Durchflusszytometrische Auswertung der ca®"-
Konzentration von Patienten (violette Saulen) und Kontrolle (schwarze Saule). Abbildung modifiziert nach (Fermo
etal., 2017).

Abbildung 30 A zeigt beispielhafte mikroskopische Aufnahmen von Fluo-4 gefarbten
Erythrozyten der Patienten 1.4 und 1ll.1 sowie der Kontrollblutprobe. Anhand der Fluo-4-
Fluoreszenzintensitidt wurde die Ca®'-Konzentration der Erythrozyten analysiert. Die
durchflusszytometrische Analyse der Ca®*-Konzentration ist in Abbildung 30 C dargestellt.
Beide Patienten zeigen ein erhdhtes Level an intrazellularem Calcium im Vergleich zur
Transportkontrolle, wobei Patient 1ll.1 eine geringere Erhéhung als Patient I1.4 aufweist.
Dieses Ergebnis konnte auch mikroskopisch bestéatigt werden. Beide Patienten zeigen in der

Auswertung in Abbildung 30 B eine signifikant erhéhte intrazellulare Ca?*-Konzentration.
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3.2 Untersuchungen zum Lysophosphatidsaure Signalweg
3.2.1 Aktivierung des TRPC6 Kanals uber die PKCa

Im zweiten Teilbereich dieser Arbeit wurde der LPA Signalweg in murinen und humanen
Erythrozyten untersucht. Aus Vorarbeiten der eigenen Arbeitsgruppe sowie der Literatur ist
bekannt, dass LPA zu einem konzentrationsabhangigen Einstrom von Calcium in die Zellen
fuhrt (Wang, 2013; Yang et al., 2000). Es konnte bereits gezeigt werden, dass LPA Uber
einen G-Protein-gekoppelten Rezeptor agiert und zwei separate Signalwege in den
Erythrozyten aktiviert. Zum einen kommt es durch die Aktivierung der PI;K und mehrerer
Kinasen des MAP-Kinase-Wegs zur Offnung des Cay2.1 Kanals, auf der anderen Seite
erfolgt ein Ca*-Einstrom (iber den TRPC6 Kanal. Da dieser Teil des Signalweges sensitiv fiir
Inhibitoren der PKCa ist, konnte eine Beteiligung dieses Enzyms in der Kaskade ebenfalls
belegt werden (Kaestner et al., 2012; Wagner-Britz et al., 2013; Wang, 2013). Es stellte sich
jedoch die Frage, wie die Signalweitergabe an dieser Stelle genau ablauft, da in der Literatur
eine PKCa-vermittelte Phosphorylierung des TRPC6 Kanals bisher mit dessen Inaktivierung
in Verbindung gebracht wurde (Ambrus et al., 2015; Bousquet et al., 2010). Zur weiteren
Untersuchung der Signalkaskade wurde der Einfluss verschiedener Inhibitoren auf den LPA-
vermittelten Ca®*-Einstrom analysiert. Eine Auswertung zu Untersuchungen an humanen

Erythrozyten ist in Abbildung 31 dargestellt.

Maximaler Ca?*-Einstrom in humanen Erythrozyten
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Abbildung 31: Auswertung des LPA-induzierten, maximalen Ca®*-Einstroms in humanen Erythrozyten. Dargestellt
sind die Ergebnisse von drei analysierten Blutproben als logarithmisch aufgetragene Box-Plots mit Median und
25-75% Quartilen und Whiskern im 10%-90% Bereich der Daten. Schwarz: Kontrollperfusion mit Tyrode. Rot:
Perfusion mit 5 yM LPA. Grin: Perfusion mit 5 yM LPA und 1 yM G66976. Orange: Perfusion mit 5 yM LPA und
10 uM FK506. Weinrot: Perfusion mit 5 yM LPA und 5 uM CsA. Signifikanzen wurden mittels des Mann-Whitney
Tests ermittelt (ns = p > 0,5, *** = p < 0,001).
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Untersucht wurden die beiden pharmakologischen Substanzen FK506 und Cyclosporin A
(CsA). Als Kontrollmessung wurden die Erythrozyten mit Tyrode perfundiert (Abbildung 31,
schwarze Box). Bei Perfusion der Zellen mit 5 yM LPA kommt es zu einem signifikanten
Anstieg des intrazellularen Calcium (Abbildung 31, rote Box). Durch eine vorherige
Inkubation der Erythrozyten mit 1 uM G66976 (Abbildung 31, griine Box) oder 10 yM FK506
(Abbildung 31, orange Box) kann dieser Anstieg signifikant reduziert werden, fir beide
Substanzen auf dasselbe Niveau. Einen ebenfalls inhibierenden Effekt auf den Ca®'-
Einstrom hat die Anwendung von 5 uM Cyclosporin A (Abbildung 31, weinrote Box). Hier
zeigt sich ein noch starkerer Inhibitionseffekt, das intrazellulare Calcium ist jedoch weiterhin
héher als in der Kontrollmessung. Analog dazu wurden die Inhibitoren an murinen
Erythrozyten von Wildtyp sowie TRPC6” Mausen untersucht. In Abbildung 32 sind die
Messungen mit G66976 und FK506 dargestellt. Ebenso wie in humanen Erythrozyten fihrt
die Perfusion mit LPA (Abbildung 32, rote Boxen), im Vergleich zur Kontrollmessung mit
Tyrode (Abbildung 32, schwarze Boxen) zu einem signifikanten Anstieg des intrazellularen
Ca?, der in Zellen von TRPC6” Mausen (schraffierte Boxen) geringer ausfallt als in Wildtyp
Mausen (nicht schraffierte Boxen). Dieser Anstieg lasst sich in Wildtyp Mausen durch die
Inkubation mit den Inhibitoren G66976 und FK506 signifikant reduzieren (Abbildung 32,
griine und orangene Boxen). In TRPC6” Mausen zeigt sich durch die Verwendung der
beiden Substanzen kein signifikanter Unterschied des Ca?'-Einstroms im Vergleich zur

alleinigen Perfusion mit LPA (Abbildung 32, griine und orange, schraffierte Boxen).

Maximaler Ca?*-Einstrom in murinen Erythrozyten
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Abbildung 32: Auswertung des LPA-induzierten, maximalen Ca?*-Einstroms in murinen Erythrozyten. Dargestellt
sind die Ergebnisse von drei analysierten Blutproben als logarithmisch aufgetragene Box-Plots mit Median und
25-75% Quartilen und Whiskern im 10-90% Bereich der Daten. Schwarz: Kontrollperfusion mit Tyrode. Rot:
Perfusion mit 5 uM LPA. Grin: Perfusion mit 5 yM LPA und 1 yM G66976. Orange: Perfusion mit 5 yM LPA und
10 uM FK506. Schraffierte Boxen: TRPC6-/- Mause, Nicht schraffierte Boxen: Wildtyp Mause. Signifikanzen
wurden mittels des Mann-Whitney Tests ermittelt (ns = p > 0,5, *** = p < 0,001). Zur besseren Ubersicht wurden
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nur nicht signifikante Daten markiert, alle weiteren Datensatze sind mit *** signifikant unterschiedlich. Daten in
Zusammenarbeit mit Dr. Jue Wang erstellt.

Abbildung 33 zeigt die Auswertung der Messungen an murinen Erythrozyten unter
Verwendung des Cyclosporin A. Da hier eine neue Charge LPA verwendet wurde, kann kein
direkter Vergleich zu den vorherigen Daten in Abbildung 32 gezogen werden (Vergleich
Kapitel 4.2.4.). Ebenso wurde fiir die Datensitze von TRPC6” Mausen (Abbildung 33,
schraffierte Boxen) und Wildtyp Mausen (Abbildung 33, nicht schraffierte Boxen) mit zwei
verschiedenen Chargen LPA gearbeitet. Durch die Inkubation mit 5 yM Cyclosporin A lasst
sich in Erythrozyten von Wildtyp als auch TRPC6” Mausen der LPA-induzierte Anstieg des
intrazelluldren Ca®*-Levels signifikant inhibieren (Abbildung 33, Vergleich rote und weinrote
Boxen).

Maximaler Ca?*-Einstrom in murinen Erythrozyten
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Abbildung 33: Auswertung des LPA-induzierten, maximalen Ca?*-Einstroms in murinen Erythrozyten. Dargestellt
sind die Ergebnisse von drei analysierten Blutproben als logarithmisch aufgetragene Box-Plots mit Median und
25-75% Quartilen und Whiskern im 10-90% Bereich der Daten. Schwarz: Kontrollperfusion mit Tyrode. Rot:
Perfusion mit 5 yM LPA. Violett: Perfusion mit 5 uM LPA und 1 uM CsA. Schraffierte Boxen: TRPC6™ Mause,
Nicht schraffierte Boxen: Wildtyp Mause. Signifikanzen wurden mittels des Mann-Whitney Tests ermittelt (ns =
p>0,5 *=p<0,01).

3.2.2 Mechanosensitivitiat des LPA Signalweges

Eine weitere Unklarheit beziglich des LPA Signalwegs war die initiale Aktivierung der PKCa.
Diese bendétigt neben Diacylglycerol (DAG) auch Calcium, das aber erst nach Aktivierung der
bisher bekannten Signalkaskade in die Zelle einstrémt. Da Erythrozyten keine intrazellularen
Ca*-Speicher besitzen, kann auch das im Signalweg gebildete IP; kein Calcium
mobilisieren, wie es aus anderen Zellarten bekannt ist. Da gezeigt werden konnte, dass der

LPA-induzierte Ca*-Einstrom durch die Behandlung der Erythrozyten (Schiitteln vs.
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Vortexen) beeinflussbar ist (Wesseling et al., 2016a), wurde die Hypothese aufgestellt, dass
es eine bisher unbekannte mechanosensitive Komponente im Signalweg geben kénnte.

Zur Untersuchung dieser Fragestellung wurde der Einfluss des Inhibitors GsMTx-4 auf den
LPA-induzierten Ca?-Einstrom untersucht. GsMTx-4 wirkt u. a. inhibitorisch auf den
mechanosensitiven Kationenkanal Piezo1. Hier zeigte sich, dass bei gleichzeitiger Perfusion
der Erythrozyten mit LPA und GsMTx-4 signifikant weniger Calcium in die Zellen einstromt
(Abbildung 34 A, blaue Box) als bei alleiniger Perfusion mit LPA ( Abbildung 34, rote Box).
Das intrazellulare Calcium ist jedoch im Vergleich zur Kontrollmessung mit Tyrodel6sung
leicht erhoht (Abbildung 34 A, schwarze Box). Zudem wurde der Ca**-Einstrom nach Zugabe
von LPA ohne Perfusion untersucht. Dabei zeigte sich, dass es ohne Perfusion zu keinem
LPA-induzierten Einstrom von Calcium in humane Erythrozyten kommt (Abbildung 34 A,
graue Box). Das Level des intrazellularen Calciums ist hierbei sogar signifikant geringer als
das der Kontrollperfusion mit Tyrode (Abbildung 34 A, schwarze Box).

Analog dazu wurden dieselben Messungen mit murinen Erythrozyten durchgefihrt
(Abbildung 34 B). Auch hier zeigte sich, dass es bei Zugabe von LPA ohne Perfusion zu
einem signifikant geringeren Einstrom von Calcium in die Zellen kommt (Abbildung 34 B,
Vergleich rote und graue Box), der jedoch immer noch hoéher ist als bei alleiniger Perfusion
mit Tyrodeldsung (Abbildung 34 B, schwarze Box). Ebenfalls lasst sich durch die
gleichzeitige Zugabe von LPA und GsMTx-4 zur Perfusionsldsung der Ca®*-Einstrom bei
murinen Erythrozyten reduzieren (Abbildung 34 B, blaue Box).
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Abbildung 34: Auswertung des LPA-induzierten, maximalen Ca®*-Einstroms in Erythrozyten (Panel A: Human,
Panel B: Maus). Dargestellt sind die Ergebnisse von drei analysierten Blutproben als logarithmisch aufgetragene
Box-Plots mit Median und 25-75% Quartilen und Whiskern im 10-90% Bereich der Daten. Zusatzlich angegeben
sind Median und Anzahl der analysierten Zellen pro Datensatz. Schwarz: Kontrollperfusion mit Tyrode. Rot:
Perfusion mit 5 yM LPA. Grau: 5 yM LPA ohne Perfusion. Blau: Perfusion mit 5 yM LPA und 2 yM GsMTx-4.
Signifikanzen wurden mittels des Mann-Whitney Tests ermittelt (** = p < 0,01, *** = p < 0,001).
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3.2.3 Analyse der TRPC6 Inhibitoren Larixylacetat und SAR7334

Das Interesse der Pharmakologie an TRPC6 beruht u. a. auf seiner Assoziation mit
verschiedenen pulmonalen Erkrankungen. So kommt es zu einer Uberexpression des Kanals
in Zellen der Pulmonalarterie bedingt durch chronische Hypoxie oder pulmonale Hypertonie
(Lin et al., 2004; Yu et al., 2004). Ebenfalls kommt es bei der Glomerulosklerose zu einer
mutationsbedingten erhdéhten Aktivitdt des TRPC6 Kanals (Schloendorff and Pollak, 2006;
Winn, 2005). Aufgrund der Ahnlichkeit der Kanale der TRPC Subfamilien untereinander war
die Entwicklung eines selektiven Inhibitors jedoch schwierig. Mittlerweile gibt es zwei
kommerziell verfuigbare Inhibitoren: Larixylacetat und SAR7334. Larixylacetat ist ein
Diterpen, das im Harz der europaischen Lerche entdeckt wurde. Der IC5, Wert fir TRPC6
liegt bei 0,1 yM und ist damit 12-mal héher als der fir TRPC3/7, weshalb Larixylacetat als
selektiver TRPCG6 Inhibitor gilt (Urban et al., 2015). SAR7334, ein Aminoindanol-Derivat,
inhibiert TRPC6 mit einem ICsy < 10 nM und hat eine 20 — 30-fache Praferenz fir TRPC6
gegeniber TRPC3/7 (Maier et al., 2015). Beide Inhibitoren wurden an humanen und murinen
Erythrozyten getestet. Abbildung 35 zeigt die Auswertung des Einflusses der TRPC6
Inhibitoren auf den LPA-induzierten Ca?*-Einstrom in humanen Erythrozyten. Die Perfusion
mit 5 yM LPA bewirkt einen signifikant erhéhten Einstrom von Calcium in Erythrozyten
(Abbildung 35, rote Box) im Vergleich zur Kontrollperfusion mit Tyrodel6ésung (Abbildung 35,
schwarze Box). Bei Zugabe von LPA und 5 uM Larixylacetat (Abbildung 35, dunkelblaue
Box) in die Perfusionsldsung zeigt sich ein weiterer geringer, jedoch signifikanter Anstieg des
Ca?*-Einstroms im Vergleich zur Zugabe von LPA alleine. Die Zugabe von 1 yM SAR7334
zusatzlich zur Perfusion mit LPA (Abbildung 35, hellblaue Box) hat keinen signifikanten

Einfluss auf den LPA-induzierten Ca?*-Einstrom.

Maximaler Ca?*-Einstrom in humanen Erythrozyten
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Abbildung 35: Auswertung des LPA-induzierten, maximalen Ca?*-Einstroms humaner Erythrozyten. Dargestellt
sind die Ergebnisse eines Blutspenders als logarithmisch aufgetragene Box-Plots mit Median und 25-75%
Quartilen und Whiskern im 10-90% Bereich der Daten. Zuséatzlich angegeben sind Median und Anzahl der
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analysierten Zellen pro Datensatz. Schwarz: Kontrollperfusion mit Tyrode. Rot: Perfusion mit 5 yM LPA.
Dunkelbau: Perfusion mit 5 yM LPA und 5 pM Larixylacetat. Hellblau: Perfusion mit 5 yM LPA und 1 uM
SAR7334. Signifikanzen wurden mittels des Mann-Whitney Tests ermittelt (ns = p > 0,5, *** = p < 0,001).

Zudem wurden Versuche mit beiden Inhibitoren an murinen Erythrozyten durchgefiihrt. In
Abbildung 36 ist die Auswertung dieser Versuche an Wildtyp und TRPC6™ Zellen dargestellt.
Durch Perfusion mit 5 uM LPA (Abbildung 36, rote Box) kommt es sowohl in Wildtyp als auch
in TRPC6™ Erythrozyten zu einem signifikanten Anstieg des intrazellularen Ca®*-Gehalts im
Vergleich zur Kontrollperfusion (Abbildung 36, schwarze Box). Eine Perfusion mit zusatzlich
5 uM Larixylacetat fihrt in Wildtyp Mausen zu einer signifikanten Reduktion des LPA-
induzierten Ca?*-Einstroms (Abbildung 36, dunkelblaue Box), in TRPC6" Erythrozyten
kommt es jedoch zu einem weiteren signifikanten Anstieg des Ca®*-Levels (Abbildung 36,
dunkelblaue schraffierte Box). Der Inhibitor SAR7334 bewirkt in einer Konzentration von
1 UM bei zusatzlicher Perfusion mit LPA in Wildtyp Erythrozyten einen minimalen, aber
signifikanten Anstieg des Ca?*-Einstroms (Abbildung 36, hellblaue Box). In Erythrozyten aus
TRPC6” Mausen kommt es zu keiner Anderung im Ca®'-Gehalt durch SAR7334 im
Vergleich zur Perfusion mit LPA alleine (Abbildung 36, hellblaue schraffierte Box).
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Abbildung 36: Auswertung des LPA-induzierten, maximalen Ca?*-Einstroms in murinen Erythrozyten. Dargestellt
sind die Ergebnisse von jeweils einer analysierten Blutprobe als logarithmisch aufgetragene Box-Plots mit Median
und 25-75% Quartilen und Whiskern im 10-90% Bereich der Daten. Zusatzlich angegeben sind Median und
Anzahl der analysierten Zellen pro Datensatz. Schraffierte Boxen: TRPC6™ Mause, Nicht schraffierte Boxen:
Wildtyp Mause. Schwarz: Kontrollperfusion mit Tyrode. Rot: Perfusion mit 5 yM LPA. Dunkelblau: Perfusion mit
5 uM LPA und 5 yM Larixylacetat. Hellblau: Perfusion mit 5 uM LPA und 1 pM SAR7334. Signifikanzen wurden
mittels des Mann-Whitney Tests ermittelt (ns = p > 0,5, *** = p < 0,001).
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3.3 Charakterisierung der R26-tdRFP-CMV Maus
3.3.1 Vorversuche zur Markierung von Erythrozyten mittels Biotin

Eine derzeit beliebte Methode um Zellen, speziell auch Erythrozyten, zu markieren, ist die
Biotinylierung (de Back et al., 2018). Eine Methode zur in vivo-Biotinylierung (Saxena et al.,
2012) wurde auch innerhalb dieser Arbeit getestet . Hierbei wurde mit einem reaktiven Biotin-
Reagenz gearbeitet, welches den Mausen intravends injiziert wurde. Durch diese
Behandlung kommt es zu einer Biotinylierung aller Oberflachenproteine der Blut- und
Endothelzellen. Die Visualisierung dieser Markierung ist daher durch fluoreszenzgekoppelte
Streptavidin-Antikérper maéglich. Die in vivo-Biotinylierung wurde an drei Wildtyp Mausen
durchgefiihrt und Blutproben dieser Mause fir eine Woche durchflusszytometrisch sowie

mikroskopisch untersucht. Die Auswertung dieser Studie zeigt Abbildung 37.

Durchflusszytometrische und mikroskopische Analyse in vivo-biotinylierter
und Streptavidin-PE-markierter, muriner Erythrozyten

A Mediane Fluoreszenzintensitat B Anzahi positiver Erythrozyten
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Abbildung 37: Auswertung der durchflusszytometrischen und mikroskopischen Analyse in vivo-biotinylierter und
unbiotinylierter muriner Erythrozyten nach Streptavidin-PE Farbung. Panel A: Auswertung der medianen
Fluoreszenzintensitat von Tag 0 bis Tag 7 nach Injektion. Panel B: Auswertung der Anzahl Streptavidin-positiver
Zellen von Tag 0 bis Tag 7 nach Injektion. Panel C: Mikroskopische Aufnahme Streptavidin-PE markierter Zellen
an Tag 0 nach Injektion. Panel D: Mikroskopische Aufnahme Streptavidin-PE markierter Zellen an Tag 6 nach
Injektion.
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Sowohl die Fluoreszenzintensitat als auch die Anzahl der Streptavidin-PE-gefarbten Zellen
nimmt im Verlauf einer Woche stark ab. An Tag 7 sind im Mittel nur noch weniger als 50%
der Zellen biotinyliert bzw. Streptavidin-positiv (Abbildung 37 B) und durch die schwache
Fluoreszenzintensitat (Abbildung 37 A) durchflusszytometrisch nicht mehr eindeutig von
unbiotinylierten Zellen zu trennen. Auch fluoreszenzmikroskopisch lasst sich nach einer
Woche kein ausreichendes Streptavidin-PE Signal mehr detektieren, um biotinylierte von

Biotin-negativen Zellen zu unterscheiden (Vergleich Abbildung 37 C und D).

3.3.2 Generierung einer transgenen Maus mit fluoreszenzmarkierten

Erythrozyten

Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine transgene Mauslinie generiert mit dem Ziel
Erythrozyten ,stabil* zu markieren, im Sinne von Expressions- und Fluoreszenzstarke.
Erythrozyten der generierten R26-tdRFP-CMV Maus besitzen, durch die Expression von
tdRFP, rot-fluoreszierende Erythrozyten. Anwendungsmaglichkeiten einer solchen Maus sind
Transfusionen mit anschliefienden ex vivo Untersuchungen oder auch in vivo Imaging (Hertz
et al., 2019). Durch das RFP sollte zudem eine Co-Farbung mit dem griin-fluoreszierenden
Ca?-Indikator Fluo-4 mdglich gemacht werden. Es wurden zunichst verschiedene
Untersuchungen zur RFP-Expression sowie der Physiologie der tdRFP-exprimierenden
Erythrozyten gemacht: Untersuchungen der RFP-Fluoreszenz verschiedener Organe,
Analyse verschiedener Knochenmarkszellen, Bestimmung der Erythrozytenparameter und
Indizes, konfokalmikroskopische Analyse der Erythrozyten-Morphologie,
durchflusszytometrische Messungen mit dem Ca*-Indikator Fluo-4 und eine

Vergleichsstudie mit dem Zellmembranfarbstoff PKH.

3.3.3 Untersuchung der generellen tdRFP-Expression in verschiedenen
Organen

+/+

Die Expression des tdRFPS wurden in verschiedenen Organen einer RFP Maus
fluoreszenzmikroskopisch untersucht. Als Kontrolle dazu wurden ebenfalls Organe einer
Wildtyp Maus betrachtet. Abbildung 38 zeigt die fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen der
RFP-Expression von Herz, Magen, Lunge, Niere, Darm, Leber, Hohlvene und
Skelettmuskulatur. Das dargestellte Herz einer Wildtyp Maus (sowie nicht gezeigte weitere
Organe) zeigt keine Expression des tdRFPs. Die schwachste Expression des
Fluoreszenzproteins definiert anhand der Fluoreszenzstarke fand sich im Herzen der RFP**
Maus, die starkste fand sich im Magen der Maus. Die Fluoreszenzstarke der weiteren

Organe ist in Abbildung 38 relativ zum Herzen angegeben.
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WT Herz

15x hellere Fluoreszenz relativ zum Herz

4x hellere Fluoreszenz relativ zum Herz 6x hellere Fluoreszenz relativ zum Herz J 10x hellere Fluoreszenz relativ zum Herz

Hohlvene Skelettmuskel

4x hellere Fluoreszenz relativ zum Herz 2x hellere Fluoreszenz relativ zum Herz 3x hellere Fluoreszenz relativ zum Herz

Abbildung 38: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der tdRFP-Expression in verschiedenen Organen einer
RFP** Maus und einer WT Maus. Fiir die Wildtyp Maus konnte keinerlei Fluoreszenz detektiert werden,
beispielhaft ist daher nur die Aufnahme des Herzens dargestellt (oben Mitte). Die schwéachste Fluoreszenzstarke
fand sich im Herzen der RFP*" (oben links), weshalb die Fluoreszenzstarke der weiteren Organe relativ zum
Herzen angeben wurde. Abbildung modifiziert nach (Hertz et al., 2019).

3.3.4 Untersuchung der tdRFP-Expression in Zellen des Knochenmarks

+/+

Zur Untersuchung der tdRFP-Expression in erythroiden Vorlauferzellen wurde RFP
Mausen Knochenmark aus Tibia und Femur entnommen. Zur genaueren Charakterisierung
wurden die Knochenmarkszellen zusatzlich mit einem erythroid-spezifischen Antikérper und
einem DNA-Farbstoff zur Darstellung der Zellkerne angefarbt. Abbildung 39 zeigt die

fluoreszenzmikroskopische Aufnahme verschiedener Knochenmarkszellen.

Abbildung 39: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen verschiedener Knochenmarkszellen einer RFP** Maus
nach Gegenfarbung mit Ter119-FITC (griine Fluoreszenz) und Hoechst 33258 (blaue Fluoreszenz). Panel A:
Proerythroblast. Panel B: Erythroblast und zwei kernlose Erythrozyten. Panel C: Kernlose Erythrozyten. Panel D:
Nicht-erythropoide Knochenmarkszelle. Abbildung modifiziert nach (Hertz et al., 2019). Daten in Zusammenarbeit
mit Greta Simionato erstellt.
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Alle Knochenmarkszellen zeigten eine rote Fluoreszenz durch Expression des RFPs.
Hoechst-positive Zellen mit Kern (Abbildung 39 D) zeigten eine starke Fluoreszenz als
kernlose Zellen (Abbildung 39 C). Es konnten im Knochenmark zudem sowohl Ter119
positive, erythropoetische (Abbildung 39 A-C) als auch negative Zellen entdeckt werden

(Abbildung 39 D), die nicht der erythropoetischen Linie entspringen.

3.3.5 Bestimmung der Erythrozytenparameter und Indizes der R26-tdRFP-CMV
Mauslinie

Mittels des VetScan HM5 (Abaxis, USA) wurde ein kleines Blutbild verschiedener Tiere der
Mauslinie R26-tdRFP-CMV erstellt. Verglichen wurden dabei Mause, die keine RFP-
Expression zeigen mit Tieren, die das RFP homozygot bzw. heterozygot exprimieren. Die
Tiere wurden dazu sowohl genetisch auf das Vorhandensein des tdRFP-Lokus als auch
durchflusszytometrisch auf eine RFP-Expression untersucht. Eine Zusammenstellung der
Erythrozyten-relevanten Parameter mit Referenzbereichen ist in Abbildung 40 dargestellt. Es
wurden jeweils mindestens flinf Tiere analysiert und fiir jeden Parameter Mittelwert und

Standardabweichung ermittelt.

Erythrozytenparameter und Indizes von RFP*-, RFP** und RFP’- Mausen
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Abbildung 40: Zusammenstellung der Erythrozytenparameter und Indizes muriner Blutproben von RFP*" (gefillte
Balken), RFP* gschraffierte Balken) und RFP" (leere Balken) Mausen. Dunkelgrau: RBC = Anzahl der
Erythrozyten [101 /], grin: HCT = Hamatokrit [%], rot: HGB = Hamoglobin [g/dl], orange: MCV = Mittleres
korpuskulares Volumen [fl], blau: MCH = Mittleres korpuskulares Hamoglobin [pg], weinrot: MCHC = Mittlere
korpuskulare Hamoglobinkonzentration [g/dl]. Linien stellen Normbereiche fiir die jeweiligen Parameter
verschiedener Quellen bezogen auf Laborméause allgemein (durchgezogene (Bolliger and Everds, 2012) und
gestrichelte Linien (Danneman et al., 2000) sowie auf C57BI6/N Mause (gepunktete Linien (Santos et al., 2016))
dar. Abbildung modifiziert nach (Hertz et al., 2019).

Wie aus Abbildung 40 ersichtlich, liegen die Werte der Erythrozyten Anzahl (RBC) fir alle

drei untersuchten Maustypen in einem sehr ahnlichen Bereich. Fir RFP*" Tiere bei 8,6 x
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10"/, RFP** bei 9,2 x 10"/l und fiir RFP-negative Tiere bei 8,7 x 10'%/l. Der Hamatokrit
(HCT, Abbildung 40) von RFP*" und RFP" Mausen liegt bei etwa 36%, fir RFP** Mause
findet sich ein leicht hoherer Wert von 39%. Gleiches gilt auch fir die
Hamoglobinkonzentration des Blutes (HGB, Abbildung 40). RFP*" und RFP” Mé&use haben

+/+

einen Hamoglobingehalt von 13 g/dl, RFP™" Mause etwa 14 g/dl. Die daraus errechneten
Indices MCV, MCH und MCHC liegen fir alle drei Maustypen wiederum sehr nah
beieinander. Das mittlere korpuskuldre Volumen (MCV, Abbildung 40) liegt bei 42 (RFP*"
und RFP” Mause) bis 43 fl (RFP"* Mause). Der MCH Wert (mittleres korpuskuldres
Hamoglobin, Abbildung 40) betragt 14 pg (RFP*" und RFP” Mause) bzw. 15 pg fiir RFP*"*
Mause. Fur die mittlere korpuskulare Hamoglobinkonzentration (MCHC, Abbildung 40)
betragt der Wert bei allen drei Maustypen etwa 35 g/dl. Zur Beurteilung der gemessenen
Erythrozytenparameter und Indizes wurden Normwerte verschiedener Quellen betrachtet,
sowohl fir Labormause allgemein (Bolliger and Everds, 2012; Danneman et al., 2000), als
auch fur C57BI6/N Mause (Santos et al., 2016), da die R26-tdRFP-CMV Linie auf diesem
Hintergrund gezlchtet wurde. Die drei angegebenen Referenzbereiche aus der Literatur
zeigen eine groRe Spanne fir die Normwerte von Labormausen auf. Die Mittelwerte der
gemessenen Erythrozytenparameter und Indizes liegen fiir alle Werte in mindestens einem

dieser Referenzbereiche.

+/+

3.3.6 Konfokalmikroskopische Analyse der RFP™" Erythrozyten

Zur Analyse der Morphologie der RFP-exprimierenden Erythrozyten wurden
konfokalmikroskopische Aufnahmen gemacht. Eine beispielhafte Fluoreszenzaufnahme (A)
sowie eine 3D-rekonstruierte Darstellung (B) einer solchen Aufnahme ist in Abbildung 41

+/+

dargestellt. Die Form der meisten RFP™" Erythrozyten entspricht der physiologischen
Diskozytenform. Die Expressionsstarke des RFPs ist zudem stark genug fir

konfokalmikroskopische Aufnahmen.
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Abbildung 41: Konfokalmikroskopische Fluoreszenzaufnahmen (Setup Leica, Kapitel 2.2.3) der Erythrozyten
einer R26-tdRFP-CMV Maus (Panel A). Panel B: 3D-Rekonstruktion einer konfokalmikroskopischen Aufnahme.
Abbildung modifiziert nach (Hertz et al., 2019).
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3.3.7 Durchflusszytometrische Untersuchungen der RFP-exprimierenden

Erythrozyten

Des Weiteren erfolgte eine durchflusszytometrische Analyse der RFP-exprimierenden
Erythrozyten. Dazu wurden Erythrozyten von Wildtyp Mausen und RFP**-Mausen der R26-
tdRFP-CMYV Linie verwendet und diese sowohl ungefarbt als auch nach Beladung mit dem

Ca?*-Indikator Fluo-4 gemessen.

Durchflusszytometrische Analyse von Wildtyp und RFP** Erythrozyten
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Abbildung 42:  Durchflusszytometrische Analyse von Wildtyp und F/{FP+’+-Erythrozyten. Panel A:

Zusammenstellung der Messungen von Wildtyp Erythrozyten (griin), RFP™ -Erythrozyten (rot) sowie einer
Mischpopulation beider Zellen (blau) als Histogramm im PE Kanal. Panel B: Zusammenstellung der Messungen
von ungefarbten (hell) sowie mit dem Ca®*-Indikator Fluo-4 beladener Erythrozyten (dunkel) von Wildtyp (griin)
und RFP-Mausen (rot). Dargestellt ist die Intensitdt im FITC Kanal vs. PE Kanal. Panel C: Messung einer
Mischpopulation von Wildtyp und RFP-Erythrozyten nach Farbung mit dem Ca®*-Indikator Fluo-4. Dargestellt ist
die Intensitat im FITC Kanal vs. PE Kanal. Abbildung modifiziert nach (Hertz et al., 2019).

Abbildung 42 A zeigt eine Zusammenstellung der Messungen von ungefarbten Erythrozyten.
RFP-exprimierende Zellen (rot) zeigen eine hdhere Intensitat im ,PE Kanal“ (siehe Kapitel
2.5.4) als Wildtyp Zellen (grin). Es lassen sich daher auch in der Mischpopulation (blau)
zwei Peaks erkennen, die eindeutig den zwei Erythrozytenarten zugeordnet werden kénnen.
Diese Trennung ist auch noch nach Farbung mit dem Ca?-Indikator Fluo-4 méglich.
Abbildung 42 B zeigt Einzelmessungen von Fluo-4 gefarbten und ungefarbten Wildtyp sowie

+/+

RFP-exprimierenden Erythrozyten. Hier lassen sich erneut die RFP""-Zellen durch die
hohere Intensitat im ,PE-Kanal“ identifizieren. Die gleiche Intensitatsverteilung zeigt die
Messung der gefarbten Mischpopulation in Abbildung 42 C.

Durchflusszytometrisch wurde ebenfalls eine Untersuchung zur Anzahl der RFP-
exprimierenden Zellen in Wildtyp, sowie heterozygoten und homozygoten RFP-Mausen
durchgefiihrt. Das Ergebnis dieser Untersuchung zeigt Abbildung 43 A.

Bei Erythrozyten von Wildtyp Mausen (RFP™) Iasst sich keine RFP-Fluoreszenz detektieren
und dementsprechend keine Expression des RFP-Proteins nachweisen. Erythrozyten von
M&usen mit einem homozygoten Genotyp (RFP**) zeigen zu 100% eine Expression des

RFP-Proteins. Bei heterozygoten Mausen (RFP*") zeigt auch die Expression des RFPs ein
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sehr heterogenes Bild. Drei der sieben analysierten Mause zeigen ebenfalls zu 100%
positive Erythrozyten, eine Maus exprimiert keinerlei RFP und bei den restlichen drei
Mausen finden sich zwischen 60 und 85% RFP-exprimierende Erythrozyten.

A Anzahl der RFP-positiven Erythrozyten B  Uberlebensrate der Erythrozyten nach Transfusion
100 1 SO =100+

mittlere Uberlebensrate:
17,63 + 0,49 Tage
17,87 + 0,58 Tage
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Abbildung 43: Verschiedene durchflusszytometrische Analysen von Erythrozyten der Mause der Linie R26-
tdRFP-CMV. Panel A: Analyse der Anzahl der RFP-exprimierenden Erythrozyten in Wildtyp (griin), RFP*" (hellrot)
und RFP** (dunkelrot) Mausen. Panel B: Vergleich der Uberlebensrate von Erythrozyten nach Transfusion in
Wildtyp Mause zwischen RPF+’+-exprimierenden Zellen (rote Kurve) und Erythrozyten, die mit dem griinen
Membranfarbstoff PKH67 angefarbt wurden (griine Kurve). Abbildung modifiziert nach (Hertz et al., 2019).

Abbildung 43 B zeigt eine Vergleichsstudie der Uberlebensrate von Erythrozyten nach
Transfusion in Wildtyp Mause. Dazu wurden Erythrozyten einer Wildtyp Maus, die mit dem
Membranfarbstoff PKH67 gefarbt wurden, und RFP-exprimierende Erythrozyten einer R26-
tdRFP-CMV Maus gemischt und als Bluttransfusion in eine Wildtyp Maus injiziert. Die Anzahl
der vorhandenen transfundierten Zellen wurde von vier transfundierten Mausen in
verschiedenen Zeitabstanden bis zu 31 Tagen bestimmt und auf die Ausgangszahl normiert.
Hierbei zeigte sich kein signifikanter Unterschied in der Uberlebensdauer der beiden
Erythrozytentypen nach Transfusion. Die mittlere Uberlebensrate PKH67 gefarbter
Erythrozyten betragt 17,87 + 0,58 Tage, die der RFP-exprimierenden Zellen 17,63 + 0,49
Tage.
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3.4 Transfusion von TRPC6” Erythrozyten in Wildtyp Mause

Zur Untersuchung eines mdglichen Membran- und/oder Proteinaustausches zwischen
Erythrozyten untereinander und/oder anderen Blutzellen wurden verschiedene
Transfusionsversuche durchgefiihrt. Hierbei wurde sich erneut das Mausmodell der TRPC6™
Maus zu Nutze gemacht. Erythrozyten dieser Mauslinie zeigen nur eine schwache Reaktion
auf die Stimulation mit LPA, da ihnen der an diesem Signalweg beteiligte Kanal TRPC6 in
der Membran fehlt. Bei einem mdglichen Austausch von Proteinen oder
Membranabschnitten, wirde es auch zu einem Austausch von TRPC6 zwischen den Zellen
kommen und die TRPC6™ Erythrozyten wiirden mit einem stirkeren Ca?*-Signal auf das LPA
reagieren (siehe auch Kapitel 1.9). Um diese These zu untermauern, wurden Erythrozyten
der Knockout-Mauslinie in Wildtyp Mé&use transfundiert und der LPA-induzierte Ca®'-
Einstrom in die Zellen Uber die Dauer von zwei Wochen nach Transfusion beobachtet.
Voraussetzung fiir diese Messungen war eine geeignete Markierung der TRPC6”
Erythrozyten, um sie nach der Transfusion auf Dauer wieder zu erkennen. Es wurden

verschiedene Ansatze zur Zellmarkierung durchgefihrt.
3.4.1 Markierung der TRPC6™ Erythrozyten mittels PKH26

Als erste Methode zur Markierung der TRPC6” Zellen wurde die Farbung mittels des
Membranfarbstoffes PKH26 gewahlt. Dessen Fluoreszenzemission liegt im orange-roten
Bereich des Spektrums und kann daher gut zusammen mit dem ,griinen* Ca**-Farbstoff
Fluo-4 verwendet werden. Zur Durchfiihrung der Transfusion wurde einer TRPC6” Maus
Blut entnommen, dieses mit PKH26 in vitro angefarbt, in physiologischer Kochsalzl6ésung
(0,9%) gewaschen und anschlieflend fand die retrobulbare Injektion in eine Wildtyp Maus
statt. Zur Untersuchung der TRPC6™ Erythrozyten wurde den transfundierten Mausen fiir die
Dauer von 2 Wochen in verschiedenen Abstanden Blutproben entnommen. Die Zellen
wurden wie in Kapitel 2.4 beschrieben vorbereitet und die Stimulation mit LPA durchgefihrt.
Analysiert wurde darauf der Ca®*-Einstrom in die PKH26-positiven Erythrozyten auf Basis der
Fluo-4 Fluoreszenzintensitat. Abbildung 44 zeigt die Zell-basierte Auswertung dieser Analyse
an Tag 3, Tag 5, Tag 7, Tag 10, Tag 12 und Tag 14 nach Transfusion (blaue Boxen) von drei
Mausen (Ausnahme Tag 12 und Tag 14: zwei Mause). Im Vergleich dazu ist der LPA-
induzierte Ca**-Einstrom der TRPC6™ (rote Box) und Wildtyp Mause (griine Box) vor der
Transfusion aufgetragen. Hier zeigt sich, dass es von Tag 3, Uber Tag 5 bis Tag 7 zu einem
signifikanten Anstieg des Ca?'-Signals kommt. Ebenfalls ist der Unterschied zwischen
TRPC67 Mausen vor Transfusion und an Tag 3 nach Transfusion hoch signifikant. Ab Tag 7

bis zum Ende der Messreihe zeigt sich keine Veranderung mehr in der Reaktion auf LPA.
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Der Vergleich des Ca®*-Einstroms der TRPC6” Erythrozyten an Tag 14 nach Transfusion mit
dem von Wildtyp Zellen zeigt zudem keinen Unterschied. Die Wildtyp Erythrozyten zeigen
eine hohere Varianz in der Reaktion auf LPA, der Median beider Datensatze ist jedoch
anndhernd identisch: 2,02 fiir Wildtyp Zellen und 2,05 fiir TRPC6 Erythrozyten an Tag 14.
Maximaler Ca?*-Einstrom in murinen Wildtyp und PKH26-gefarbten
TRPC6™ Erythrozyten nach LPA Stimulation (Zell-basierte Auswertung)
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Abbildung 44: Zell-basierte Auswertung der mikroskopischen Analyse des maximalen Ca® Elnstroms nach
Stimulation mit 5 yM LPA in murinen Erythrozyten von TRPC6" Méausen (rote Box), TRPC6” Méausen nach
PKH26 Farbung an Tag 3, 5, 7, 10, 12 und 14 nach Transfusion (blaue Boxen) und Wildtyp-Mausen (griine Box).
Dargestellt sind die Ergebnisse von jeweils drei analysierten Mausen (Ausnahme Tag 12 und Tag 14 nach
Transfusion) als logarithmisch aufgetragene Box-Plots mit Median und 25-75% Quartilen und Whiskern im
10-90% Bereich der Daten. Signifikanzen wurden mittels des Mann-Whitney Tests ermittelt (ns =p > 0,5, ** =p <
0,01, *** =p < 0,001).

3.4.2 Markierung der TRPC6™ Erythrozyten durch Expression des tdRFP

Um eine endogene Markierung der TRPC6™ Erythrozyten zu erreichen, wurde eine neue
Mauslinie aus TRPC6” Mausen und R26-tdRFP-CMV Mausen generiert. Diese Mause
exprimieren das RFP ubiquitar, ebenfalls in Erythrozyten (siehe Kapitel 3.3), und besitzen
zusatzlich den Knockout des TRPC6 Kanals. Die Transfusionsversuche konnten mit dieser
Mauslinie ohne zusatzliche Farbung durchgefihrt werden. Die Durchfihrung erfolgte
ansonsten analog zu den bisherigen Versuchen. Es wurden erneut Blutproben an
verschiedenen Tagen nach der Transfusion entnommen und der LPA-induzierte Ca®'-
Einstrom in die RFP-positiven Erythrozyten der TRPC6” Mause analysiert. Abbildung 45
zeigt die Zell-basierte Auswertung dieser Analyse an Tag 3, Tag 5, Tag 7, Tag 10, Tag 12

und Tag 14 nach Transfusion (blaue Boxen) von 4 Mausen (Ausnahme Tag 14: 2 Mause).
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Im Vergleich dazu ist der LPA-induzierte Ca?*-Einstrom der TRPC6™ (rote Box) und Wildtyp
Mause (griine Box) vor der Transfusion aufgetragen. Bei Vergleich von TRPC6™ Zellen vor
Transfusion und an Tag 3 nach Transfusion lasst sich ein signifikanter Anstieg des Ca?'-
Signals feststellen. Ebenfalls gibt es einen signifikanten Anstieg in der Reaktion auf LPA von
Tag 5 auf Tag 7 und von Tag 10 auf Tag 12, bis zum Ende der Messreihe zeigt sich keine
Veranderung mehr. Zudem gibt es keinen signifikanten Unterschied im Vergleich der Wildtyp
Zellen mit TRPC6” Erythrozyten an Tag 14 nach Transfusion. Die Mediane beider
Datensitze liegen in einem &hnlichen Bereich, fiir Wildtypen bei 1,87 und TRPC6™
Erythrozyten bei 1,98.
Maximaler Ca?*-Einstrom in murinen Wildtyp und RFP**-TRPC6"

Erythrozyten nach LPA Stimulation (Zell-basierte Auswertung)

32 - *k%k ns *% ns *k%k ns ns

16

. ]

log F/F

7
21 / 7 A
77 /i
W 7 72 77
77/ Z J_
" B A 1
nach Transfusion
.6\ ' 06\ 3 o . o . o . 06\( . 6: ;
O O O O~ Q O )
Q Q~ D s A N Q- XV u S
,\Q‘ '\Q‘&'bo-’ «Qg&fbg ,\Qg «@Q &Qg&,bQ ’\Q:\Q,QJ &Qi,bq\ N
>

A zwei Mause

Abbildung 45: Zell-basierte Auswertung der mikroskopischen Analyse des maximalen Ca®*-Einstroms nach
Stimulation mit 5 uM LPA in murinen Erythrozyten von TRPC6™ Mausen (rote Box), RFP**-TRPC6” Mausen an
Tag 3, 5, 7, 10, 12 und 14 nach Transfusion (blaue Boxen) und Wildtyp Mausen (griine Box). Dargestellt sind die
Ergebnisse von jeweils vier analysierten Mausen (Ausnahme Tag 14 nach Transfusion) als logarithmisch
aufgetragene Box-Plots mit Median und 25-75% Quartilen und Whiskern im 10-90% Bereich der Daten.
Signifikanzen wurden mittels des Mann-Whitney Tests ermittelt (ns = p > 0,5, ** = p < 0,01, *** = p < 0,001).

3.4.3 Markierung der TRPC6™ Erythrozyten durch Expression des tdRFP und
Transfusion in splenektomierte Wildtyp Mause

Um weitere Erkenntnisse zum Phanomen des Protein- oder Membranaustauschs zu
erhalten, wurden die Transfusionsversuche an splenektomierten Wildtyp Mausen wiederholt.
Den Wildtyp Mausen wurde dazu zwei Wochen vor Durchfiihrung der Transfusion die Milz

operativ entfernt. Die Durchfihrung erfolgte ansonsten analog zu den bisherigen Versuchen
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(Ausnahme ist die Stimulation mit 10 yM LPA, siehe dazu Kapitel 4.2.4). Es wurden erneut
Blutproben an verschiedenen Tagen nach der Transfusion entnommen und der LPA-
induzierte Ca®*-Einstrom in die RFP-positiven Erythrozyten der TRPC6” Mause analysiert.
Abbildung 46 zeigt die Zell-basierte Auswertung dieser Analyse an Tag 3, Tag 5, Tag 7, Tag
10, Tag 12 und Tag 14 nach Transfusion (blaue Boxen) von 4 Mausen. Im Vergleich dazu ist
der LPA-induzierte Ca?*-Einstrom der TRPC6” (rote Box) und Wildtyp Mause (griine Box)
vor der Transfusion aufgetragen. Bei Vergleich von TRPC6" Zellen vor Transfusion und an
Tag 3 nach Transfusion lasst sich ein signifikanter Abfall des Ca?'-Signals feststellen.
Danach gibt es einen signifikanten Anstieg in der Reaktion auf LPA von Tag 3 auf Tag 5, von
Tag 7 auf Tag 10 und von Tag 12 auf Tag 14. Im Vergleich der Wildtyp Zellen mit TRPC6™
Erythrozyten gibt es keinen signifikanten Unterschied mehr an Tag 14 nach Transfusion. Die
Mediane beider Datensatze liegen hier in einen ahnlichen Bereich, fir Wildtyp Zellen bei
1,71 und TRPC6™ Erythrozyten bei 1,69.

Maximaler Ca?*-Einstrom in murinen Wildtyp sowie RFP**-TRPC6" Erythrozyten nach

Transfusion in splenektomierte Mause und LPA Stimulation (Zell-basierte Auswertung)
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Abbildung 46: Zell-basierte Auswertung der m|kroskop|schen Analyse des maximalen ca’ Elnstroms nach
Stimulation mit 10 yM LPA in murinen Erythrozyten von TRPC6” Mausen (rote Box), RFP"*-TRPC6™ Mausen an
Tag 3, 5, 7, 10, 12 und 14 nach Transfusion in splenektomierte Wildtyp Mause (blaue Boxen) und Wildtyp
Mausen (grine Box). Dargestellt sind die Ergebnisse von jeweils vier analysierten Mausen als logarithmisch
aufgetragene Box-Plots mit Median und 25-75% Quartilen und Whiskern im 10-90% Bereich der Daten.
Signifikanzen wurden mittels des Mann-Whitney Tests ermittelt (ns = p > 0,5, ** = p < 0,01, *** = p < 0,001).

3.4.4 Auswertung der Transfusionsversuche als mausbasierte Statistik

Neben der bisherigen Zell-basierten Auswertung wurde zudem eine Maus-basierte Statistik
durchgefuhrt. Da die Ergebnisse der Transfusion nach Farbung mit PKH, Markierung mit

RFP sowie vorherigen Durchfiihrung der Splenektomie zum gleichen Resultat kamen,
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wurden dafiir alle transfundierten Mause zusammengefasst. Die Datensatze der einzelnen
Mause wurden zunachst auf die zugehoérige Wildtyp Maus normiert und anschlieRend die
Resultate von mindestens sechs transfundierten Mausen statistisch analysiert. Abbildung 47
zeigt die Auswertung dieser Statistik. Es zeigt sich ein leicht signifikanter Anstieg des LPA-
induzierten Ca®*-Einstroms der TRPC6™ Erythrozyten von vor der Transfusion (rote Box) bis
Tag 3 nach Transfusion (erste blaue Box). Ebenfalls signifikant ist der Anstieg zwischen Tag
3 und Tag 7, sowie Tag 3 und Tag 10. Nach Tag 10 erreicht der Ca®*-Einstrom das Niveau
der Wildtyp Mause (griine Box), weshalb sich kein signifikanter Unterschied hier feststellen
lasst. Ebenfalls signifikant unterschiedlich ist der Ca*-Einstrom der Gruppe der TRPC6"
Mause vor der Transfusion im Vergleich zu den Kontroll-Wildtyp Mausen (rote Box vs. griine
Box).

Maximaler Ca?*-Einstrom in murinen Erythrozyten nach Transfusion und
LPA Stimulation (Maus-basierte Auswertung)
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Abbildung 47: Maus-basierte Auswertung der mikroskopischen Analyse des normierten maximalen ca®*-
Einstroms nach Stimulation mit LPA in Erythrozyten von TRPC6” Mausen (rote Box), RFP"*-TRPC6” und
PKH26-TRPC6” Mausen an Tag 3, 5, 7, 10, 12 und 14 nach Transfusion (blaue Boxen) und Wildtyp Mausen
(griine Box). Dargestellt sind die Ergebnisse von mindestens sechs analysierten Mausen als Balkendiagramm mit
Mittelwert und Standardabweichung. Fir jede Maus und Tag wurde der Median aus der Zell-basierten
Auswertung ermittelt und auf den Mittelwert der Wildtyp Mause normiert. Signifikanzen wurden mittels des
ungepaarten t-Tests ermittelt, da die Daten eine Normalverteilung zeigten (ns = p > 0,5, *=p < 0,1, ** =p <
0,001).
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4 DISKUSSION

4.1 Intrazellulares Calcium in hereditaren hamolytischen Anamien

Als Andmie wird der Zustand einer verminderten Konzentration des Blutfarbstoffs
Hamoglobin bezeichnet. Dieser Zustand kann aus einer verminderten Produktion oder einem
gesteigerten Abbau von Erythrozyten sowie aus einem akuten Blutverlust resultieren
(Jelkmann, 2010). Einteilen kann man hamolytische Erkrankungen nach korpuskularen
Veranderungen, die meist hereditdr sind, und extrakorpuskularen mit meist erworbener
Ursache. Erworbene extrakorpuskuldare Veranderungen kdénnen z. B. immunologisch,
mechanisch oder arzneimittelinduziert auftreten oder auch durch Infektionen wie Malaria
hervorgerufen werden (Ossendorf, 2003). Hereditare hamolytische Erkrankungen lassen sich
weiterhin unterteilen in Membranopathien, Hdmoglobinopathien und Enzymopathien.

Wenn ein gesteigerter Abbau der Erythrozyten nicht durch eine vermehrte Produktion
kompensiert werden kann, tritt das symptomatische Bild einer Anamie auf. Weltweit gesehen
ist etwa jeder vierte Mensch an einer Anadmie erkrankt, also schatzungsweise fast 2
Milliarden Menschen (McLean et al., 2009). Ein Grofteil davon ist bedingt durch
Mangelernahrung oder Malaria-Infektionen, aber etwa 10% dieser Falle sind zurtickzufiihren
auf seltene hereditare Anamien. Bedingt durch die geringe Anzahl an Patienten ist es haufig
schwierig diese Anamien richtig zu diagnostizieren. Zudem fehlt es am Verstandnis der
Pathophysiologie der Erkrankungen, auch wenn die genaue molekulare Basis bereits
bekannt ist. Als Beispiel sei hier die Sichelzellandmie zu nennen. Bereits 1958 wurde eine
Punktmutation des B-Globin Gens HBB als Ursache dieser Erkrankung erkannt (Ingram,
1958). Das mutierte Hamoglobin HbS neigt zur Kristallisation, ein Effekt, der durch die
auftretende Dehydration der Zellen verstarkt wird. Die Dehydration der Zellen lasst sich auf
eine Ca®'-vermittelte Aktivierung des Gardos-Kanals mit Verlust von KCI und Wasser
zuriickfiihren, da bekannt ist, dass Sichelzellen einen erhéhten intrazelluldren Ca®*-Gehalt
aufweisen (Tiffert et al., 2003). Beteiligt am erhéhten Ca?*-Einstrom sind NMDA-Rezeptoren
in der Erythrozytenmembran, die von Sichelzellen in vermehrter Anzahl exprimiert werden
(Hadnggi et al.,, 2014). Ein genauer molekularer Zusammenhang zwischen
Hamoglobinmutation und der vermehrten Anzahl an NMDA-Rezeptoren, die fur das erhdhte
intrazellulare Calcium verantwortlich sind, gibt es bisher noch nicht. Vermutet werden kann
hier jedoch, dass die erh6hte NMDAR-Konzentration auf ein Anamie-bedingtes, vermehrtes
Auftreten von Retikulozyten zuritickzufiihren ist, die von Natur aus eine héhere Anzahl der
Rezeptoren besitzen. Auch von anderen hamolytischen Krankheiten wie der B-Thalassamie

oder des Phosphofruktokinase-Mangels ist bekannt, dass Erythrozyten ein erhéhtes Level an
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intrazellularem Calcium aufweisen (Bookchin et al., 1988; Sabina et al., 2006). Im Rahmen
dieser Arbeit wurden daher Untersuchungen zum intrazelluliren Ca*-Gehalt der
Erythrozyten von Patienten mit weiteren seltenen Anamien durchgefihrt. Untersucht wurden
Patienten mit Hereditdrer Spharozytose, Hereditdrer Xerozytose, uncharaktisierter
hamoytischer Anamie, Gardos-Channelopathie und den Enzymopathien Glucose-6-
phosphat-Dehydrogenase-Mangel, Glutamat-Cystein-Ligase-Mangel und Glutathiondisulfid-
Reduktase-Mangel.

41.1 Vergleich der Auswertung von mikroskopischen Daten zum
intrazelluldren Ca**-Gehalt mittels ImageJ und Arivis Vision 4D

Zur Auswertung der fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen der Fluo-4 Emission wurde mit
zwei Bildanalysenprogrammen gearbeitet: Imaged und Arivis Vision 4D. Der direkte
Vergleich einer Auswertung mehrerer mikroskopischer Aufnahmen zeigt, dass mittels Arivis
Vision 4D generell geringere Werte fiir die Fluo-4 Emission bzw. Ca?*-Konzentration ermittelt
werden als mittels ImagedJ (Vergleich Abbildung 23). Dies Iasst sich dadurch erklaren, dass
zur Auswertung in Imaged die Zellen manuell selektiert wurden, wohingegen die Arivis
Software eine automatische Selektion der Zellen Gbernimmt. Bei der manuellen Selektion
werden Randzellen eher ausgelassen, die automatische Selektion ,findet® je nach
angewandten Filtern alle Zellen in einer Aufnahme (Vergleich Kapitel 2.8.2). Da die
Intensitatsverteilung einer mikroskopischen Aufnahme nicht homogen ist, sondern am Rand
schwacher ist als in der Mitte, zeigen Randzellen eine geringere Fluo-4 Emission. Bei
Analyse von mehr Randzellen ist daher im Mittel die ausgewertete Ca?*-Konzentration der
Zellen geringer. Vergleicht man jedoch jeweils die Auswertung von Patienten und Kontrollen
miteinander, die mit demselben Bildanalyseprogramm durchgefiihrt wurden, lasst sich immer
dieselbe Tendenz feststellen unabhangig von der verwendeten Analysesoftware. Beide
Programme sind daher zur Auswertung des intrazellularen Calcium in Erythrozyten geeignet,
erlauben jedoch keinen direkten Vergleich untereinander. Durch die automatische Selektion
der Zellen in der Arivis Software, sollte eine Zeitersparnis bei der Auswertung der
mikroskopischen Daten mdglich sein. Als problematisch erwie® sich hier jedoch die sehr
unterschiedliche Fluoreszenzintensitat der Zellen in verschiedenen Aufnahmen und auch
zwischen Zellen in einer Aufnahme (Vergleich Abbildung 22). Es musste daher flr jede
Bildaufnahme eine Anpassung der Segmentierungsfilter erfolgen. Bei Videoaufnahmen, wie
sie zur Messung des LPA-induzierten Ca*-Einstroms gemacht wurden, #ndert sich die
Fluoreszenzintensitat der Zellen in jeder der Einzelaufnahmen. Da eine Anpassung der

Parameter fir jede Aufnahme zu keiner Zeitersparnis fuhrte, wurden LPA-Messungen
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weiterhin manuell mittels ImageJ ausgewertet. Zur Auswertung der basalen Ca*-

Konzentration von Erythrozyten zeigt sich die Arivis Vision 4D Software jedoch als effektiv.

4.1.2 Intrazellulares Calcium in Erythrozyten von Patienten mit Hereditarer
Spharozytose

Zur Analyse des intrazellularen Calciums wurden fluoreszenzmikroskopische Messungen der
Erythrozyten nach Beladung mit dem Ca?*-Indikator Fluo-4 gemacht und diese statistisch
ausgewertet. Untersucht wurden 16 Patienten, die an Hereditarer Spharozytose erkrankt
sind. Die Diagnose wurde dabei mittels der aktuellen Goldstandard-Methoden gestellt
(Huisjes et al., 2019). Da die Blutproben der Patienten aus spezialisierten Kliniken innerhalb
Europas versendet wurden, wurden zudem Messungen an Erythrozyten von gesunden
Kontrollspendern durchgefihrt, die dieselben Transportkonditionen erfahren haben (Einfluss
des Transports siehe Kapitel 4.1.6). Die statistische Auswertung jedes Patienten erfolgte
daher im Vergleich zur zugehdérigen Transportkontrolle. Fur alle analysierten Patienten zeigte
sich auf zelluldrer Ebene ein signifikant erhéhter intrazellularer Ca?*-Gehalt der Erythrozyten.
Die Erkrankung der Spharozytose kann durch Mutationen in verschiedenen
Membranproteinen ausgeldst werden. Die untersuchten Patienten zeigen Mutationen in den
Proteinen Ankyrin (7 Patienten), Bande 3 (2 Patienten), a-Spektrin (4 Patienten) und f-
Spektrin (3 Patienten). Die Patienten-basierte Analyse auf Basis der ursachlichen Mutation
zeigt nur fur die Gruppe der Ankyrinmutationen eine signifikante Erhéhung des
intrazelluldren Ca?*. Ebenfalls stark erhéht, jedoch nicht signifikant ist das Level bei
Patienten mit einer B-Spektrin Mutation. Problematisch ist hierbei und ebenfalls bei den
letzten Gruppen vermutlich die Stichprobenzahl. Aufgrund der Seltenheit der Andmien, war
es jedoch nicht mdglich weitere Patienten mit Mutationen in diesen Proteinen zu
untersuchen.

Woraus genau die Uberladung mit Calcium in Sphérozyten resultiert, bedarf weiterer
Untersuchungen. Bekannt ist, dass die Stabilitdt des Zytoskeletts in Spharozyten stark
beeintrachtigt ist (Da Costa et al., 2013). Ein Resultat dieser Instabilitdt konnte die
Aktivierung mechanosensitiver Kanale in der Erythrozytenmembran sein, z. B. Piezo1, durch
die Calcium in die Zelle einstromt. Experimentell kénnten dazu Untersuchungen nach
Behandlung der Spharozyten mit Inhibitoren mechanosensitiver Kanale durchgefiihrt und der
Einfluss auf das intrazellulare Calcium der Zellen analysiert werden.

Denkbar ist auch, dass die Uberladung mit Calcium durch eine gestérte Funktion der PMCA
zustande kommt. Die PMCA verbraucht dabei ATP, um Calcium aus den Erythrozyten
heraus zu transportieren. Das daflir benétigte ATP ist gebunden in membran-assoziierten

Komplexen (Chu et al., 2012). Als Bestandteile dieser Komplexe wurden u. a. die
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Membranproteine Bande 3 Protein, Ankyrin und 3-Spektrin identifiziert. Mutationen in diesen
Proteinen kénnten zu einer Stérung dieser Komplexe flihren. Infolgedessen wiirde die PMCA
nicht ausreichend mit ATP versorgt werden und sich das Level an intrazellularem Calcium
erhdhen. Ein gestdrter Ca®**-Transport aus der Zelle und eine erhdhte Ca?*-Aufnahme
kdnnen unabhangig voneinander auftreten oder sich gegenseitig verstarken (Hertz et al.,
2017).

Als weiterer Parameter wurde der Einfluss einer Splenektomie auf das intrazellulare Calcium
der Erythrozyten von HS Patienten untersucht. Die Entfernung der Milz ist eine Methode, die
erst bei einer schweren klinischen Anadmie indiziert ist und zur Verbesserung der Symptome
beitragt (Barcellini et al., 2011). Bei 13 der analysierten Patienten wurde diese MalRhahme
durchgefuhrt, nur 3 Patienten waren unsplenektomiert. Es zeigt sich jedoch, dass die
Entfernung der Milz nicht mit einer Veranderung im intrazellularen Calcium der Erythrozyten
einhergeht. Die klinische Verbesserung ist vermutlich auf ein reduziertes Aussortieren der

Zellen in der Milz zurtickzufihren.

4.1.3 Intrazellulares Calcium in Erythrozyten von Patienten mit Hereditarer

Xerozytose

Ebenfalls untersucht wurden 11 Patienten, die mit der Hereditaren Xerozytose diagnostiziert
wurden. Zur Analyse des intrazellularen Calciums wurden erneut fluoreszenzmikroskopische
Messungen der Erythrozyten nach Beladung mit dem Ca®*-Indikator Fluo-4 gemacht und
diese statistisch ausgewertet. Fir 9 der analysierten Patienten zeigte sich auf zellularer
Ebene ein signifikant erhdhter intrazelluldrer Ca®*-Gehalt in den Erythrozyten, bei zwei
Patienten zeigte sich ein ,normales® Level an intrazellularem Calcium. Die statistische
Auswertung erfolgte ebenfalls im Vergleich zu gesunden Kontrollblutproben mit identischen
Transportbedingungen. Molekulare Grundlage der Xerozytose ist in allen analysierten Fallen
eine Mutation des mechanosensitiven Kationenkanals Piezo1. Dieser Kanal ist fir Calcium
permeabel und kénnte die Ursache fiir einen erhdhten Ca®*-Einstrom darstellen. Bei den
11 Patienten innerhalb dieser Studie wurden vier verschiedene Mutationen des Kanals
entdeckt. Der genaue Einfluss dieser Mutationen auf die Physiologie des Kanals ist bisher
nicht bekannt und bedarf weiterer Untersuchungen. Flr sechs andere bekannte Piezo1
Mutationen, die ebenfalls das klinische Bild der Xerozytose auslosen, wurde eine
verlangsamte Inaktivierungskinetik beobachtet, die mit einer erhéhten Aktivitat einhergeht
(Albuisson et al., 2013). Eine erhodhte Aktivitat des Piezo1 Kanals kdnnte den gefundenen
Anstieg des intrazelluldren Calciums in Erythrozyten von Hereditdre Xerozytose Patienten
erklaren. Durch eine Behandlung der Erythrozyten mit dem mechanosensitiven

Kanalinhibitor GsMTx-4 kénnte in vitro eine Beteiligung dieses Kanals am Ca®*-Einstrom in
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mutierten Zellen Gberprift werden. Es wurde zudem berichtet, dass Piezo1 die ATP-Abgabe
aus humanen Erythrozyten regulieren kann und dass diese Funktion durch Mutationen im
Kanal verandert wird (Cinar et al., 2015). Wenn die gefundenen Piezo1 Mutationen zu einer
erhohten Abgabe von ATP aus den Erythrozyten flihren, kann es ebenfalls zu einer
Beeintrachtigung der Funktion der PMCA kommen, was zu einem weiteren Anstieg des
intrazelluldren Calcium beitragen wiirde. Ein gestdrter Ca®*-Transport aus der Zelle und eine
erhdhte Ca**-Aufnahme kdénnen unabhingig voneinander auftreten oder sich gegenseitig

verstarken (Hertz et al., 2017).

4.1.4 Intrazellulares Calcium in Erythrozyten von Patienten mit Enzymopathien
und uncharakterisierter hamolytischer Anamie

Weiterhin wurden 5 Patienten mit diagnostizierten Enzymopathien untersucht. Davon waren
3 Patienten an Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase-Mangel erkrankt, und jeweils einer an
Glutamat-Cystein-Ligase- bzw.  Glutathiondisulfid-Reduktase-Mangel. @ Die  meisten
Enzymopathien sind sehr seltene Erkrankungen, so sind z. B. bisher weniger als 10 Falle
des GCL-Mangels bekannt (van Wijk and van Solinge, 2016). Zur Analyse des intrazellularen
Calciums wurden erneut fluoreszenzmikroskopische Messungen der Erythrozyten nach
Beladung mit dem Ca**-Indikator Fluo-4 gemacht und diese statistisch ausgewertet. Die
Analyse zeigte hier jedoch kein eindeutiges Bild. Das Level an intrazellularem Calcium war in
den Erythrozyten von zwei Patienten mit G6PD-Mangel und dem Patienten mit GCL-Mangel
erhoht. Der Patient mit GSR-Mangel sowie der dritte Fall von G6PD-Mangel zeigten einen
verringerten Ca®*-Gehalt der Erythrozyten im Vergleich zur analysierten gesunden
Transportkontrollblutprobe.

Bei Enzymopathien hangt der Schweregrad der Anamie von mehreren Faktoren ab, wie dem
betroffenen Stoffwechselweg, der Rolle des mutierten Enzyms in diesem Stoffwechselweg,
die Auswirkung der Mutation auf die Funktion des Enzyms und der Madglichkeit des
Erythrozyten die Enzymaktivitat zu kompensieren (Koralkova et al., 2014). Die im Rahmen
dieser Arbeit untersuchten Enzymopathien betreffen Enzyme, die innerhalb des
Pentosephosphatweges und Glutathionstoffwechsels agieren. Beide Stoffwechselwege sind
wichtig zur Aufrechterhaltung der Reduktionskraft der Zelle und zum Schutz der Zelle vor
oxidativem Stress. Der Pentosephosphatweg stellt die einzige Mdglichkeit des Erythrozyten
dar NADPH zu generieren, das bendtigt wird, um oxidiertes Glutathion zu reduzieren.
Glutathion ist ein ROS-Fanger und schitzt daher die intrazellularen Makromolekdle,
insbesondere Hamoglobin, vor Oxidation (Leopold and Loscalzo, 2005). Enzymopathien
verlaufen meist klinisch asymptomatisch. Zur Hamolyse mit daraus folgenden anamischen

Symptomen kommt es nur bei erhéhtem oxidativem Stress, der z. B. durch Einnahme
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bestimmter Medikamente oder Konsum von Favabohnen (,Favismus®) entstehen kann (van
Zwieten et al., 2014). Die Behandlung von humanen Erythrozyten mit H,O,, was eine Form
des oxidativen Stresses darstellt, fihrt zu einem Einstrom von Calcium in die Zellen (Aiken et
al., 1995). Dabei kommt es zur Oxidation des Hamoglobinmolekiils, wodurch Methamoglobin
entsteht. Methamoglobin hat eine verstarkte Tendenz an die Zellmembran zu binden
(Welbourn et al., 2017). Dass die Stress-induzierte Bildung von Methamoglobin fir den
Einstrom von Calcium verantwortlich ist, konnte durch Behandlung der Erythrozyten mittels
Kohlenmonoxid gezeigt werden: Kohlenmonoxid stabilisiert das Hamoglobinmolekil und
verhindert die Bildung von Methamoglobin, gleichzeitig kann dadurch der Ca?*-Einstrom
inhibiert werden. Es wird vermutet, dass die Interaktion von Methamoglobin mit der Membran
eine Konformationsanderungen von lonenkandlen bewirkt und so den Ca?*-Einstrom
ermoglicht (Aiken et al., 1995).

Ein erhdhter Ca?-Gehalt in Erythrozyten von Patienten mit Enzymopathien, die den
Redoxstatus der Zelle beeintrachtigen, scheint daher plausibel. Es Iasst sich aber auch
erklaren, warum die analysierten Patienten kein einheitliches Bild zeigen. Ein erhdhtes Ca®-
Level findet sich nur bei erhdhtem oxidativem Stress, den die Zelle nicht mehr bewaltigen
kann. Wie stark die Auswirkung des Stresses ist, hangt auch von den eingangs erwahnten
Faktoren ab wie der Rolle des betroffenen Enzyms im Stoffwechsel und seiner Restaktivitat.
Da die analysierten Patienten Mutationen in drei verschiedenen Enzymen besitzen und sich
auch die drei Patienten mit G6PD-Mangel in ihrer Mutation unterscheiden, kann nicht von
einem einheitlichen Krankheitsbild ausgegangen werden. Um eine aussagekraftige Analyse
des intrazellularen Ca*-Levels durchzufilhren, miissten daher Blutproben der Patienten
wahrend einer akuten hamolytischen Krise untersucht werden.

Die Patienten mit uncharakterisierter hamolytischer Anamie zeigen ebenfalls kein
homogenes Bild. Bei zwei Patienten fand sich in den Erythrozyten ein erhdhter Gehalt an
intrazelluldarem Ca?*, der dritte Patient zeigte ein signifikant geringeres Level im Vergleich zur
gesunden Transportkontrollblutprobe. Da es bisher keinerlei Informationen zur Ursache der

Anamie gibt, wire jede Uberlegung zum Ursprung des Ca**-Einstroms reine Spekulation.

4.1.5 Intrazellulares Calcium in Erythrozyten von Patienten mit Gardos-
Channelopathie

Als weitere Gruppe wurden Patienten mit Mutationen im Gen KCNN4, das fur den Gardos-
Kanal kodiert, analysiert. Die Analyse des intrazelluldren Calciums wurde durch
fluoreszenzmikroskopische sowie durchflusszytometrische Messungen der Erythrozyten
nach Beladung mit dem Ca**-Indikator Fluo-4 und anschlieRender statistischer Auswertung

durchgefuhrt. Fir alle vier analysierten Patienten zeigte sich sowohl mikroskopisch als auch
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durchflusszytometrisch ein erhdhtes Level an intrazellularem Calcium im Vergleich zur
mittransportierten Kontrollblutprobe eines gesunden Spenders. Auf molekularer Ebene
fanden sich zwei verschiedene Mutationen im Gardos-Kanal: R352H und S314P. In der
Literatur werden Mutationen im Gardos-Kanal zur Gruppe der Xerozytose gezahlt (Rapetti-
Mauss et al., 2015). Eine klinische Untersuchung der Patienten mit R352H Mutation zeigte
aber klare Differenzen zum Phanotyp einer Xerozytose. Zwar finden sich bei diesen
Patienten auch Stomatozyten, diese weisen aber nicht, die flir die Xerozytose typische
starke Dehydrierung der Zellen und Linksverschiebung des Osmoscans auf (Fermo et al.,
2017). Es wird daher angenommen, dass Mutationen im Gardos-Kanal zu einem anderen
Pathomechanismus flihren und ein eigenstandiges Krankheitsbild, bezeichnet als Gardos-

Channelopathie, aufweisen.

Makl ATPase L i

A Normaler RBC

Erhohte Ca?*-Sensitivitat
> K+*-Ausstrom
—> Zellschrumpfen

B Erwarteter Effekt eines
aktiveren Gardos-Kanals
in RBCs

Erhohte Ca?*-Sensitivitat

> K*-Ausstrom

—>» Zellschrumpfen

> K*-Einstrom durch KCC/NKCC
> Na/K-ATPase

C  Beobachteter Effekt der
KCNN4 R352H Mutation

in RBCs < ATP-Gehalt/ > Glykolyse
PIEZO1 LA i 3 —>» Zellschwellung
TRPCE — = > Ca?*-Einstrom
VDACS —> weitere Aktivierung
MMDAR des Gardos-Kanals

Abbildung 48: Schematische Darstellung der mdéglichen zellularen Abldufe in Erythrozyten von Patienten mit
Gardos-Channelopathie. Panel A: Ablauf in normalen Erythrozyten. Panel B: Erwarteter Effekt der Gardos-Kanal
Mutation R352H auf die Physiologie der Zellen. Panel C: Beobachteter Effekt der Gardos-Kanal Mutation R352H.
Abbildung modifiziert nach (Fermo et al., 2017).

Die Mutation R352H bewirkt eine Funktionsverstarkung des Kanals. Die Ca-CaM Bindestelle
ist dabei mutiert, was bewirkt, dass der Gardos-Kanal sensitiver flir Calcium wird und

generell eine hdhere Aktivitat zeigt (Rapetti-Mauss et al., 2016) (Fermo et al., 2017). Da der
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Kanal bei einer physiologischen Ca?-Konzentration konstitutiv aktiv ist, ware eine starke
Dehydrierung der Erythrozyten zu erwarten, bedingt durch den Verlust von K* durch den
Gardos-Kanal, sowie von CI" und Wasser. Dies konnte aber nach Untersuchung der
Patienten nicht bestatigt werden. Eine schematische Darstellung mdglicher
Kompensationsmechanismen der Zelle zeigt Abbildung 48. Der erhdhte Ausstrom von K*
wird durch eine verstarkte Aktivitat des Na*-K*-2CI" Cotransporters NKCC1 und des K*-CI
Cotransporters KCC1 aufgehoben. Ebenfalls konnte anhand eines K'(86Rb*)-Fluss-Tests
gezeigt werden, dass der Na'/K* Austauscher NHE1 eine erhohte Aktivitat aufweist. Bedingt
durch NKCC und NHE kommt es zu einem experimentell bestatigten Anstieg des
intrazellularen Na®-Gehalts verbunden mit einem Anschwellen der Zellen. Kompensatorisch
wird die Na'/K*-ATPase aktiviert, was den verringerten ATP Gehalt und die Stimulation der
Glykolyse in den Zellen erklart. Das Anschwellen der Erythrozyten bewirkt méglicherweise
eine Aktivierung mechanosensitiver Kanale in der Membran, wie Piezo1, wodurch es zu dem
gemessenen Anstieg des intrazelluldren Ca®*-Levels kommt (Fermo et al., 2017).

Die zweite Mutation der analysierten Patienten innerhalb dieser Arbeit, S314P, befindet sich
ebenfalls in der Ca-CaM Bindestelle und flihrt zu einer verstarkten Aktivierung des Gardos-
Kanals. Ein ahnlicher Pathomechanismus wie fur die R352H Mutation beschrieben, ist daher

naheliegend.

4.1.6 Intrazellulares Calcium in ,frischen“ Blutproben und der Einfluss des

Transports

Ein Transport von Blutproben ist fir viele Untersuchung eine notwendige Malinahme, z. B.
bei der Durchfilhrung von Doping Tests oder zu Forschungszwecken. Auch zur
Untersuchung der Blutproben von Patienten mit seltenen Anamien im Rahmen dieser Arbeit
war ein Transport der Proben nétig. Bedingt durch die Seltenheit der Anamien mussten
Patienten aus verschiedenen Kliniken innerhalb Europas untersucht werden, um eine
aussagekraftige und statistisch sinnvolle Stichprobenzahl zu gewinnen.

Eine Studie, die sich mit Transportbedingungen von Blutproben und verschiedener zu
analysierender Blutparameter beschaftigte, kam zu dem Schluss, dass es keine allgemein
gultige ,optimale“ Transportbedingung gibt (Makhro et al., 2016). Untersucht wurde der
Einfluss verschiedener Antikoagulanzien und Temperaturen auf Parameter der allgemeinen
hamatologischen Laborwerte, des Erythrozyten-Stoffwechsels oder auch des lonenhaushalts
bis 72 h nach Blutentnahme. Hierbei zeigte sich, dass Temperatur und Antikoagulans in
Abhangigkeit des zu untersuchenden Parameters gewahlt werden sollten, aber eine
Messung innerhalb von 24 h generell aussagekraftig ist. Speziell fir Messungen zum

intrazelluldren Ca*, wie sie auch in dieser Arbeit durchgefiihrt werden sollten, zeigte CPDA
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die beste Reproduzierbarkeit und eine Unabhangigkeit von der vorliegenden Temperatur.
Blutproben in Heparin zeigten erst nach 72 h keine verlasslichen Ergebnisse mehr zum
intrazelluldren Ca?*-Gehalt. Da Heparin, im Gegensatz zu CPDA kein Ca?*-Chelator ist und
dementsprechend die extrazellulare Ca*-Konzentration nicht verdndert, wurde dieses
Antikoagulans zum Transport der zu untersuchenden Patientenblutproben ausgewahlt. Alle
Messungen zum intrazellularen Calcium wurden daher auch innerhalb von 48 h nach
Blutentnahme am Patienten durchgefiihrt.

Vergleicht man die analysierten Kontrollblutproben innerhalb dieser Arbeit, stellt man groRRe
Abweichungen im Ca®"-Gehalt fest, wahrend die Kontrollproben innerhalb der erwahnten
Studie konsistente Ergebnisse liefern. Dies lasst sich darauf zurlickzuflihren, dass innerhalb
der Studie der Transport nur unter identischen Bedingungen simuliert wurde. Bei dem
~wirklichen“ Transport der Blutproben in dieser Arbeit sind die Bedingungen von Temperatur,
Starke und Dauer der Erschitterungen unbekannt und nicht fir jeden Transport einheitlich
gewesen. Darin begrindet liegt vermutlich auch der grofie Unterschied der Blutproben
zwischen verschiedenen Transporten. Da die Ergebnisse des intrazellularen Calcium
innerhalb eines Transports mit identischen Lieferbedingungen vergleichbar sind, wurde eine
Normierung der Patientenblutproben auf die jeweils mitgefiihrte Kontrollprobe eines
gesunden Spenders durchgefiihrt. Eine Ungewissheit der durchgefiihrten Studie war jedoch,
ob sich in Erythrozyten von Anamie Patienten ein tatséchlich erhohter Ca?*-Gehalt findet
oder ob dieses Resultat ein Artefakt des Transports ist. Um diese Frage zu beantworten,
wurden Messungen an Erythrozyten von drei HS Patienten ,vor Ort“ in einem Zeitfenster von
wenigen Stunden nach Blutentnahme durchgefihrt. Auch hier zeigte sich ein leicht, aber
signifikant erhdhter intrazellularer Ca?*-Gehalt in den Zellen im Vergleich zu Erythrozyten von
gesunden Kontrollblutspendern. Ein reiner Transporteffekt, der zu den erhéhten Ca®*-Werten
in Erythrozyten von Anamie Patienten fuhrt, kann also ausgeschlossen werden. Allerdings ist
es moglich, dass der Transport den Unterschied im intrazellularen Calcium zwischen
Kontrollen und Patienten verstarkt, da pathologische Erythrozyten oft instabiler sind und eine
geringere Stresstoleranz besitzen. Dies koénnte sich aber wiederum auch unter
physiologischen Bedingungen wiederfinden. Auch im Koérper wirkt eine Form von
mechanischem ,Stress“ auf die Zellen, z. B. beim Passieren von Kapillaren oder den
Milzsinusoiden. Wenn pathologische Erythrozyten diesen Stress ebenfalls weniger tolerieren,

kénnte sich das auch in vivo in einem erhéhten Ca®*-Level zeigen.
4.1.7 Intrazellulares Calcium allgemein in Andmien

Fir seltene Anamien, wie sie im Rahmen dieser Arbeit untersucht wurden, fehlt meist neben

einer routinierten Diagnostik auch eine gezielte Therapie. Erschwert wird beides durch den
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Mangel an Patienten und daraus bedingtem Mangel an Wissen Uber die Pathophysiologie
dieser Erkrankungen. Die Wichtigkeit einer richtigen Diagnose zeigt sich z. B. bei der
Hereditaren Xerozytose. Eine Splenektomie ist in vielen Fallen hilfreich zur symptomatischen
Behandlung einer Andmie. Bei Xerozytose Patienten kommt es jedoch nach einer
Entfernung der Milz sehr haufig zu thromboembolischen Komplikationen, weshalb hier eine
Fehldiagnose fatal sein kann (lolascon et al., 2017). Eine Diagnose auf genetischer Ebene
setzt sich daher vermehrt durch (Kim et al.,, 2017). Auch bei der Therapie von schweren
Anamien wird in den meisten Fallen zu einer rein symptomatischen Behandlung durch
Bluttransfusionen gegriffen. Diese haben aber auf lange Zeit gesehen viele Nebenwirkungen,
wie eine Eisenlberladung oder die Entstehung von Gallensteinen (Barcellini et al., 2011).
Eine Entwicklung von gezielteren Therapiemdglichkeiten ist daher zwingend notwendig.
Betrachtet man die Daten der einzelnen, in dieser Arbeit untersuchten hamatologischen
Erkrankungen, deutet sich ein genereller Zusammenhang zwischen erhdhtem intrazellularem
Ca*-Gehalt in Erythrozyten und einer symptomatischen Anadmie an. Die Uberladung mit
Calcium hat mehrere zelluldre Auswirkungen, die fur eine verfrihte Aussortierung der Zellen
aus dem Blutstrom verantwortlich sein koénnten. Zusammengefasst sind diese in
Abbildung 49.

Membran-Blebbing

Phosphatidylserin-
Exposition

HO Zell- .
! A Schrumpfen\A Erhohter
Alternative / Abbau von
Wege des Ccr Erythrozyten
Ca*-Einstroms 4
+
Erhohte K i
SR Erhohte Aktivitat d
NMDAR rhohte Aktivitat des .
in Sichelzell- Gardos-Kanals (augrund Anamle
anamie von Mutationen) in der
Gardos-Kanalopathie T
Unbekannte Ca**-
Transportmechanismen  Veranderte Aktivitat des Erhéhte osmotische B
in Sphérozytose Piezo1 (aufgrund von Fragilitat ——» Hamolyse

Mutationen) in Xerozytose

Abbildung 49: Zusammenfassung der mdglichen Mechanismen, die zur Pathophysmlogle von Anamie
Erkrankungen beitragen. Es kommt allgemein zu einem erhdhten Einstrom von Ca”*, durch erhdhte Expression
von NMDA-Rezeptoren bei der Sichelzellanamie, durch veranderte Aktivitat des Plezo1 in der Xerozytose, durch
erhohte Aktivitat des Gardos-Kanals in der Gardos-Channelopathie oder durch bisher unbekannte ca®*-
Transportmechanismen in der Sphéarozytose. Intrazellulare Zlele des Calciums sind Calpain, Calmodulin, die
Scramblase oder auch der Gardos-Kanal. Folgen der Ca*-Uberladung sind daher die Exposition von
Phosphatidylserin auf der AuRenseite der Membran, das Membran-Blebbing, das Schrumpfen der Erythrozyten
durch Aktivierung des Gardos-Kanals und der Zusammenbruch der membran-assoziierten ATP-Pools und
folgendem ineffizienten Transport des Calciums aus der Zelle. Die durch Calcium bedingte erhdéhte osmotische
Fragilitat fihrt zur Hamolyse der Zellen und zusammen mit einem gesteigerten Abbau kommt es zur Entstehung
einer Anamie. Abbildung modifiziert nach (Hertz et al., 2017).
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Durch die Ca*-vermittelte Aktivierung von Calpain und des Ca-CaM-Komplexes kommt es
zu einem Verlust der Zytoskelett-Stabilitat. Phosphatidylserin wird auf der Au3enseite der
Membran exponiert durch eine aktivierte Scramblase. Der Gardos-Kanal wird aktiviert,
wodurch es zu einem Verlust von KCI und Wasser kommt und das Zellvolumen abnimmt.
Diese Effekte sind bei seneszenten Erythrozyten zu beobachten (Lutz and Bogdanova,
2013). Eine gezielte Therapie zur Behandlung dieser Anamien sollte daher darauf beruhen,
die Uberladung der Zellen mit Calcium zu verhindern oder einzuschranken. Dafir ist es
notwendig den genauen Aufnahmeweg des Calciums in die Zelle zu kennen. Fir die
Sichelzellanamie hat sich eine erhohte Anzahl an NMDA-Rezeptoren als beteiligte Ursache
am erhdhten Ca?*-Einstrom herausgestellt. Durch spezifische Inhibition dieser Rezeptoren
kann das Ca®"-Level in Sichelzellen gesenkt werden (Hanggi et al., 2014). Ein spezifischer
NMDA-Rezeptor Inhibitor zeigte sich in einer Pilotstudie erfolgreich in der Behandlung von
Sichelzellanamie Patienten (Bogdanova et al., 2017). Bei der Hereditaren Xerozytose ist
vermutlich der mutierte Piezo1 Kanal verantwortlich fiir den erhéhten Ca®*-Einstrom, weshalb
dieser das pharmakologische Ziel zur Behandlung von Hereditdre Xerozytose Patienten
darstellen kann. Auch bei Patienten mit Gardos-Channelopathie koénnte Piezo1 am
pathologisch erhdhten Ca®*-Gehalt beteiligt sein, weshalb auch hier eine gezielte Inhibition
des Kanals als Therapie in Frage kommt. Bei der Hereditaren Spharozytose ist derzeit noch
unklar, wie es zu einem erhdhten Einstrom von Calcium kommt. Zur Entwicklung einer
Therapie, die auf die Senkung des intrazellularen Calcium abzielt, bedarf es daher noch

weiterer Forschung.
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4.2 Lysophosphatidsaure Signalweg in murinen und humanen Erythrozyten
4.2.1 Aktivierung von TRPC6 durch die PKCa

Im Rahmen dieser Arbeit wurden mehrere Fragestellungen zum Signalweg des LPA-
induzierten Ca®'-Einstroms bearbeitet. Bekannt ist, dass LPA {iber einen G-Protein-
gekoppelten Rezeptor agiert, der in der Zelle zwei Signalkaskaden aktiviert.
Zusammengefasst kommt es auf einer Seite zur PI3K und MAP-Kinasen—vermittelten
Offnung des Ca®*-Kanals Cay2.1, auf der anderen Seite wird liber die PLCsund die PKCa
der Kanal TRPC6 gedffnet (siehe auch Kapitel 1.6). Fur die PKC-vermittelte
Phosphorylierung von TRPC6 wurde in der Literatur sowohl eine Deaktivierung (Bousquet et
al., 2010) als auch eine Aktivierung beschrieben (Kim and Saffen, 2005). Im Falle der
Aktivierung kommt es ebenfalls zunachst durch die PKCa—-vermittelte Phosphorylierung zu
einer Inaktivierung des TRPC6. Der phosphorylierte Kanal rekrutiert das FK506-
Bindungsprotein (FKBP12), das wiederum einen Komplex mit Calcineurin und Calmodulin
bildet. Die Aktivierung von Calcineurin in diesem Komplex fihrt erneut zu einer
Dephosphorylierung von TRPC6, wodurch eine Offnung des Kanals mdglich ist. Da eine
Inhibition der PKCa in murinen und humanen Erythrozyten zu einer Verringerung des LPA-
induzierten Ca®*-Einstroms fiihrt, musste es zu einer Aktivierung des TRPC6 Kanals durch
die PKCa kommen. Untersucht wurde daher eine Beteiligung von Calcineurin und FKBP12
am LPA Signalweg. Hierzu kamen die pharmakologischen Substanzen Go66976,
Cyclosporin A (CsA) und FK506 zum Einsatz. Durch alle drei Substanzen lasst sich der LPA-
induzierte Ca**-Einstrom sowohl in murinen als auch humanen Erythrozyten verringern.
Dadurch konnte gezeigt werden, dass es innerhalb des LPA Signalweges ebenfalls zu einer
Proteinkomplexbildung von TRPC6, FKBP12, Calcineurin und moglicherweise Calmodulin
kommt, die notwendig ist zur Aktivierung des TRPC6 Kanals. Eine schematische Darstellung
dieses Ablaufs zeigt Abbildung 50.

FK506
pkca BGI TRPC6 TRPC6 Ca?*-
_> _> a
Calcinen Einstrom
T A J
Go66976 Cyclosporin A

Abbildung 50: Schematische Darstellung der PKCa-vermittelten Aktivierungskaskade von TRPCS6.

Die Anwendung des Calcineurininhibitors CsA fiihrt in humanen Erythrozyten zu einer
starkeren Reduktion des LPA-induzierten Ca®*-Einstroms als die Inhibierung der PKCa durch
G66976 und des FKBP12 durch FK506 (Vergleich Abbildung 31). Ebenso kann bei TRPC6™

Erythrozyten eine weitere Reduktion des Ca?*-Einstroms festgestellt werden (Vergleich
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Abbildung 32), obwohl Calcineurin und TRPC6 auf derselben Seite des Signalweges agieren
und es nicht zu einem synergistischen Effekt kommen sollte. Beide Ergebnisse deuten
darauf hin, dass Calcineurin eventuell eine sekundare, bisher unbekannte Aufgabe im LPA
Signalweg zukommt. Dass CsA neben der Inhibition von Calcineurin weitere Effekte in
Erythrozyten hat ist bereits bekannt. So bewirkt CsA z. B. eine Verminderung der
Deformierbarkeit der Zellen, die durch eine Anderung in der Membranlipidkomposition

hervorgerufen wird (Ademoglu et al., 2004).
4.2.2 Mechanosensitivitit des LPA Signalweges

Eine weitere zentrale Frage innerhalb des Signalweges ist die nach dem Ursprung des
initialen Calciums, das zur Aktvierung der PKCa benétigt wird. Im Laufe der LPA Kaskade
kommt es durch die Spaltung von PIP, zur Entstehung von IP;, das als Mediator fur die
Freisetzung von Calcium aus intrazellularen Speichern fungiert (Vergleich Kapitel 1.6). Da
Erythrozyten nicht Uber diese Speicher verfligen, muss das benétigte Calcium von aul3en
Uber die Plasmamembran in die Zelle gelangen. Hier ware denkbar, dass das Calcium,
welches die PKCa zur Aktivierung bendtigt, durch den Cay2.1 Kanal Uber die zweite Seite
des Signalwegs in die Zelle gelangt. Eine Inhibierung des Cay2.1 durch w-Agatoxin TK
wirde dann allerdings zu einer vollstandigen Inhibierung des LPA-induzierten Ca*-
Einstroms flihren, da beide Seiten des Signalweges betroffen waren. Experimentell konnte
der Ca®"-Einstrom jedoch nicht vollstandig inhibiert werden (Wang, 2013), weshalb diese
Theorie verworfen werden kann.

Aus der Literatur gibt es Hinweise auf eine Beteiligung mechanosensitiver Kanale am LPA-
induzierten Signalweg (Wesseling et al., 2016a). So konnte gezeigt werden, dass die
Behandlungsmethode der Erythrozyten mit LPA Einfluss auf die Starke des Ca®'-Einstroms
hat: das Mischen der Zellen mittels eines Vortexers nach Zugabe von LPA fihrt zu einem
hoheren Ca?*-Signal als manuelles Schiitteln der Zellsuspension. Ebenso zeigen
durchflusszytometrische Messungen einen stirkeren Ca*-Einstrom als mikroskopische
Messungen bei identischer Vorbehandlung. Eine mdgliche Erklarung kann der erhdhte
mechanische Stress sein, der bei einer durchflusszytometrischen Messung auf die
Erythrozyten wirkt und zu einer Aktivierung mechanosensitiver Kanale wie Piezo1 flhrt. Im
Rahmen dieser Arbeit wurden alle LPA-Messungen mikroskopisch unter Verwendung eines
gravitationsgetriebenen Perfusionssystem durchgefiihrt. Auch hier konnte beobachtet
werden, dass die Hohe der Fliissigkeitssdule im Perfusionssystem die Starke des Ca®-
Signals beeinflusst, weshalb die Messungen mit einem einheitlichen L&sungsvolumen

durchgefiihrt wurden.
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Zur weiteren Untersuchung einer Beteiligung mechanosensitiver Kanale am Signalweg,
wurde der Einfluss des Inhibitors GsMTx-4 auf den Ca?*-Einstrom untersucht. Fiir GsMTx-4
konnte an humanen Erythrozyten bereits ein inhibitorischer Effekt auf einen mechanisch-
induzierbaren Ca?*-Einstrom gezeigt werden, der mit Piezo1 in Verbindung gebracht wird,
(Danielczok et al., 2017). Sowohl bei murinen als auch bei humanen Erythrozyten fihrt die
Behandlung mit GsMTx-4 zu einer Verringerung des LPA-induzierten Ca®'-Einstroms
(Vergleich Abbildung 34). Ebenfalls verringert werden kann das Ca**-Signal durch manuelles
Zugeben des LPAs ohne stetige Perfusion wahrend der Messung (Vergleich Abbildung 34).
Durch die Beteiligung eines mechanosensitiven Kanals am Signalweg, wie Piezo1, lieRe sich
der Ursprung des zur Aktivierung der PKCa benoétigten Calciums erklaren.

GsMTX-4 ist allerdings kein spezifischer Inhibitor fir Piezo1, sondern wirkt u. a. auf den
ebenfalls am Signalweg beteiligten Kanal TRPC6. TRPC6 kann ebenfalls durch
mechanischen oder osmotischen Stretch der Membran aktiviert werden kann, ist also
mechanosensitiv (Spassova et al.,, 2006). Die Inhibition mit GsMTx-4 macht den Kanal
sowohl insensitiv flir mechanische Veranderungen als auch chemisch-inaktivierbar durch
DAG oder die PLC. Es ist daher auch mdglich, dass der beobachtete Effekt auf den LPA-
induzierten Ca?*-Einstrom nicht durch Inhibition des Piezo1 Kanals, sondern lediglich durch
eine Inhibition von TRPC6 erfolgt. In humanen Erythrozyten fiihrt die Stimulation mit LPA
ohne Perfusion zu einem geringeren Ca?*-Einstrom als die durchgefiihrte Kontrollperfusion
mit Tyrode (Vergleich Abbildung 34). Hier kann spekuliert werden, dass eine initiale
mechanische Stimulation zur Aktivierung der LPA Kaskade notwendig ist, was gegen eine
ausschlief3liche mechanische Inhibition von TRPC6 spricht. Dieser Effekt konnte jedoch in
murinen Wildtyp Erythrozyten nicht bestatigt werden (Vergleich Abbildung 34). Hier sollte
ebenfalls der Effekt von GsMTx-4 auf den LPA-induzierten Ca*-Einstrom in TRPC6”
Erythrozyten untersucht werden. Wenn hier ein Unterschied zum Ca®'-Einstrom ohne
Inhibitor festgestellt werden kann, wiirde das ebenfalls fiir die Beteiligung eines weiteren
mechanosensitiven Kanals wie Piezo1 sprechen.

Eine weitere Moglichkeit die Beteilung des Piezo1 Kanals am Signalweg zu untersuchen
bietet der Mangan-Quenching-Test (Pan et al., 2018). Dabei macht man sich zu Nutze, dass
Mangan im Vergleich zu Calcium eine héhere Affinitdt zum Fluoreszenzfarbstoff Fura-2 hat
und es nach Bindung von Mangan zu einem Quenchen des Fluoreszenzsignals kommt. Im
Gegensatz zu TRPC6, der permeabel ist fir Mangan (Bouron et al., 2015), zeigt Piezo1
keine Permeabilitdt fir Mangan (Gnanasambandam et al, 2015), wodurch eine

Identifizierung des am LPA Signalwegs beteiligten Kanals mdglich sein sollte.
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4.2.3 Untersuchung verschiedener TRPC6 Inhibitoren

Als weitere Untersuchungen des LPA Signalwegs wurden die TRPCG6 Inhibitoren
Larixylacetat und SAR7334 getestet. Beide Substanzen inhibieren aufgrund der
Sequenzhomologie ebenfalls TRPC3 und TRPC7, haben jedoch eine 12-fache
(Larixylacetat) bis 20-fache (SAR7224) Praferenz fir TRPC6 (Maier et al., 2015; Urban et al.,
2015). In humanen Erythrozyten fiihrt die Verwendung der Inhibitoren jedoch nicht zu der
erwarteten Reduktion des LPA-induzierten Ca®*-Einstroms. Stattdessen wurde sogar eine
Verstarkung des Ca?*-Signals fiir beiden Substanzen im Vergleich zur alleinigen Perfusion
mit LPA beobachtet (Vergleich Abbildung 35). In murinen Wildtyp Erythrozyten findet sich
ebenfalls ein erhohter Ca?-Einstrom fir SAR7334 im Vergleich zu LPA allein, die
Anwendung von Larixylacetat auf den LPA-induzierten Ca?*-Einstrom hat eine Reduktion zur
Folge (Vergleich Abbildung 36). Zur weiteren Uberpriifung der Substanzen wurden zusétzlich
Versuche an Erythrozyten von TRPC6” Mausen durchgefiihrt. Hier sollte kein Effekt auf den
LPA-induzierten Ca?-Einstrom auftreten. Dies konnte allerdings nur fir SAR7334
beobachtet werden. Larixylacetat fihrt auch in TRPC6 defizienten Erythrozyten zu einer
Verstarkung des Ca**-Signals nach Behandlung mit LPA (Vergleich Abbildung 36). Bisherige
Untersuchungen zur Spezifitat der beiden Inhibitoren wurden an der Zelllinie HEK 293
durchgefihrt, in der die TRPC Kanale Uberexprimiert wurden (Maier et al., 2015; Urban et
al., 2015). Eine Ubertragung der gefundenen Effekte in diesen Zellkultursystemen auf
humane und murine Erythrozyten ist daher nicht unbedingt moéglich. Da es teilweise sogar zu
einer weiteren Verstarkung des Ca*'-Signals gekommen ist, besteht die Mdglichkeit, dass
die Substanzen neben der Inhibiton von TRPCG6, weitere unspezifische Wirkungen haben,
die in Erythrozyten besonders hervortreten. Es Iasst sich daher sagen, dass die Inhibitoren
Larixylacetat und SAR7334 zur Untersuchung des LPA Signalweges in Erythrozyten nicht

geeignet sind.
4.2.4 Experimentelle Variation

Fir die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten LPA-Messungen wurden mehrere Chargen
von LPA verwendet und diese auch von verschiedenen Firmen bezogen. Hierbei wurde
festgestellt, dass jede Charge eine unterschiedliche starke Potenz zur Induktion des Ca?-
Einstroms aufweist. Diese Beobachtung deckt sich mit einer aktuellen Studie zu
methodischen Problemen bei der Analyse des intrazellularen Calciums in Erythrozyten
(Wesseling et al., 2016a). In dieser Studie wurden ebenfalls mehrere Chargen von LPA von
zwei verschiedenen Herstellern untersucht und dabei festgestellt, dass es chargenabhangig

zu einem signifikant unterschiedlichen Anstieg des Ca®"-Levels in humanen Erythrozyten
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kommt bei ansonsten vollkommen identischer Behandlung der Zellen. Diese Beobachtung
hat zur Folge, dass LPA-Messungen, die mit unterschiedlichen LPA Chargen durchgefihrt
wurden, nicht miteinander verglichen werden konnen. Dies betrifft im Rahmen dieser Arbeit
alle Datensatze, die nicht in einer Abbildung zusammengefasst sind. Fir alle
Untersuchungen wurden daher auch neue Kontrolimessungen zur statistischen Analyse am
selben Tag und unter identischen Bedingungen durchgeflihrt.

Unabhangig vom verwendeten LPA zeigen humane und murine Erythrozyten eine sehr
heterogene Reaktion auf die Behandlung mit LPA. Neben Zellen, die keine Reaktion zeigen,
gibt es Zellen mit einer schwachen bis sehr ausgepragten Reaktion in Form des LPA-
induzierten Ca*-Einstroms. Diese Heterogenitat wurde in Verbindung gebracht mit dem Alter
der Erythrozyten, konnte dadurch jedoch nur teilweise erklart werden (Wang et al., 2013).
Retikulozyten zeigen zwar einen signifikant geringeren Einstrom von Calcium nach
Behandlung mit LPA, seneszente Erythrozyten weisen aber ebenfalls eine starke
Heterogenitat auf. Die LPA Signalkaskade besteht aus einer betrachtlichen Anzahl an
Enzymen und Modulatoren. Die Heterogenitat kénnte daher durch die in der Zelle
vorliegende Menge an Enzymen beeinflusst werden, die zwischen den Zellen variieren kann.
Aufgrund der fehlenden Translation in Erythrozyten, kann eine Regulation des Signalweges
auf translatorischer Ebene ausgeschlossen werden, jedoch kénnen am Signalweg beteiligte
Proteine durch Translokation, posttranslationale Modifikationen oder Degradation in ihrer
Funktion verandert werden. In Betracht ziehen muss man auch indirekte Modulatoren des
Signalweges, besonders die PMCA, die Calcium aktiv wieder aus der Zelle
heraustransportiert. Die Aktivitdt der Pumpe ist stark abhangig vom ATP-Gehalt des
Erythrozyten. Der metabolische Status kann ebenfalls zwischen den Zellen stark variieren
(Magnani et al., 1983), wodurch sich ein heterogener Anstieg des intrazelluliren Ca?'-
Gehalts erklaren lasst.

Allgemein wird die Reaktion von Erythrozyten auf LPA mit einer aktiven Rolle der Zellen bei
der Thrombusbildung und Blutgerinnung assoziiert (Yang et al., 2000). Es wurde ebenfalls
ein Zusammenhang zwischen Anzahl an Erythrozyten und der Blutungsdauer nach
Verletzung sowie dem Auftreten von thrombotischen Ereignissen festgestellt: So kann eine
anhaltende Blutung durch Transfusion von Erythrozyten behandelt werden, auf der anderen
Seite finden sich bei Patienten mit Polycythemia Vera, die eine abnorme Vermehrung von
roten Blutzellen aufweisen, gehduft Thrombosen (Chung et al, 2007). LPA ist ein
extrazellulares Signalmolekll, das u. a. von aktivierten Thrombozyten im Rahmen der
Blutgerinnung abgegeben wird (Eichholtz et al., 1993). Der LPA-induzierte Ca**-Einstrom
bewirkt in Erythrozyten verschiedene zellulare Mechanismen (Vergleich Kapitel 1.5 und

4.1.7). Dazu zahlen die Aktivierung der Scramblase, wodurch es zum Zusammenbruch der
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Asymmetrie der Membranlipide und Exposition von Phosphatidylserin auf der &auferen
Membranseite kommt (Wesseling et al., 2016b). Weiterhin wird der Gardos-Kanal aktiviert
und es kommt, bedingt durch den Ausstrom von K*, gefolgt von CI" und Wasser, zu einem
Schrumpfen der Erythrozyten (Hoffman et al., 2003). Durch die Aktivierung von Calpain und
dessen Spaltung verschiedener Komponenten des Zytoskeletts kommt es zudem zu einer
Instabilitdt der Erythrozyten (Bogdanova et al., 2013).

In vitro konnte durch die Stimulation mit LPA bereits eine Aggregation von Erythrozyten mit
vermehrter Exposition von PS gefunden werden (Kaestner et al., 2012; Steffen et al., 2011),
diese PS Exposition auf Erythrozyten und eine erhdhtes Auftreten von Thrombosen konnte
ebenfalls in vivo im Tiermodell beobachtet werden (Shin et al., 2007). Dadurch wird die
Hypothese der aktiven Beteiligung von Erythrozyten an der physiologischen Blutgerinnung
sowie der pathologischen Entstehung von Thrombosen untersttzt.

Das genaue Verstiandnis des LPA Signalweges ist daher von groflen Interesse zur
therapeutischen Behandlung von pathologisch auftretenden Thrombosen und sich daraus

entwickelnden kardiovaskularen Erkrankungen.
4.2.5 Hypothese zum Ursprung des TRPC6 in der Erythrozytenmembran

Funktionell Iasst sich der TRPC6 Kanal sowohl in murinen als auch humanen Erythrozyten
nachweisen. Der Knockout des Kanals in Mausen zeigt, ebenso wie die Inhibition mehrerer
Enzyme des LPA Signalweges die zur Aktivierung des Kanals flihren, einen geringeren LPA-
induzierten Ca?*-Einstrom. An humanen Zellen filhrt die Inhibition dieser intrazelluldren
Signalkaskade zum selben Ergebnis, weshalb auf das Vorhandensein des TRPC6 Kanals in
der Membran geschlossen werden kann. Ein direkter Nachweis des Kanals konnte bisher
jedoch nicht erbracht werden. In murinen Erythrozyten konnte das Vorhandensein des
Kanals auf Proteinebene mittels Western Blot gezeigt werden (Fdller et al., 2008), in
aufgereinigten und Leukozyten-depletierten humanen Erythrozyten war dies bisher nicht
mdoglich. Die TRPC6 Expression wurde zudem in eigenen Transkriptomanalysen von
Retikulozyten (unpublizierte Daten) untersucht. In murinen Retikulozyten konnte TRPC6
mMmRNA nachgewiesen werden, in humanen Retikulozyten konnte keine mRNA detektiert
werden. Zusammen mit der Tatsache, dass Retikulozyten keinen Ca*-Einstrom nach
Stimulation mit LPA zeigen (Wang et al., 2013), kann darauf geschlossen werden, dass
TRPC6 von humanen Retikulozyten nicht exprimiert wird. Der funktionelle Nachweis Uber
den LPA-induzierten Ca?**-Einstrom, zeigt jedoch das Vorhandensein des Kanals in der
Membran von adulten Erythrozyten. Eine mdgliche Erklarung dieser Beobachtung bietet das
Phanomen der Trogozytose, bei dem es zum Austausch von Proteinen und/oder

Membranfragmenten zwischen Zellen kommt, insbesondere Leukozyten (Ahmed et al.,

117



Diskussion

2008). Zur Untersuchung eines moglichen Austausches des TRPC6 Kanals zwischen
Erythrozyten und anderen Zellen kann man sich das Modell der TRPC68™ Maus zu Nutze
machen. Markierte Erythrozyten dieser Maus, die einen geringeren LPA-induzierten Ca?*-
Einstrom zeigen, kdénnen in Wildtyp Mause transfundiert werden und Untersuchungen zum
LPA-induzierten Ca?*-Einstrom nach Transfusion durchgefiihrt werden. Bei einem Austausch
des TRPC6 Kanals sollte es zu einer Veranderung des Ca*-Signals der Knockout-Zellen
nach Stimulation mit LPA kommen. (Vergleich Kapitel 4.4).
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4.3 Fluoreszenzmarkierung von Erythrozyten

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Transfusionsversuche an transgenen Mausen geplant.
Eine Voraussetzung fir die Durchfliihrung solcher Versuche ist die stabile und verlassliche
Markierung der Zellen, die es ermdglicht, diese nach der Transfusion im Blut des
Empfangertieres wiederzuerkennen. Hierzu ist die Anwendung verschiedener Methoden
bekannt, von denen mehrere getestet und durchgefiihrt wurden. Eine Markierung der Zellen
kann durch fluoreszentes Anfarben der Zellmembran erfolgen, in dieser Arbeit wurden die
Membranfarbstoffe PKH26 und PKH67 verwendet. Ebenfalls getestet wurde die Methode der
Biotinylierung, bei der es durch die Zugabe eines reaktiven Biotinreagenz zur Markierung
aller Oberflachenproteine auf der Zelle kommt. Visualisiert werden kann diese Markierung
durch Biotin-bindende, fluoreszente Antikérper. Als dritte Methode wurde eine endogene
Markierung der Erythrozyten gewahlt. Dazu wurde eine transgene Maus generiert, die das

Fluoreszenzprotein RFP exprimiert.
4.3.1 In vivo-Biotinylierung von Erythrozyten

Eine beliebte Methode zur Markierung von Erythrozyten oder anderen Blutzellen ist die
Biotinylierung. Hierbei werden die Zellen mit einem reaktiven Biotinreagenz behandelt,
wodurch es zu einer kovalenten Bindung des Biotins an Oberflachenproteine auf der
Zellmembran kommt. Mit fluoreszierenden (Strept-)Avidin-Konjugaten kann diese Markierung
der Zellen visualisiert werden.

Um eine Vorbehandlung der Zellen vor Durchfihrung der Transfusion, wie sie bei der
Anfarbung mit z. B. PKH nétig ist, zu vermeiden, wurde die Biotinylierung in dieser Arbeit
direkt in vivo durchgefiihrt. Dadurch kann eine Manipulation und mogliche Hamolyse der
Erythrozyten vor Versuchsbeginn reduziert werden. Aus der Literatur ist bekannt, dass
biotinylierte Erythrozyten eine normale Lebensdauer nach Transfusion zeigen (Mock et al.,
1999). Messungen dazu wurden groBtenteils durchflusszytometrisch durchgefiihrt. Die im
Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrte durchflusszytometrische Analyse der in vivo-
biotinylierten Erythrozyten zeigte vergleichbare Resultate. Die Starke des gemessenen
Fluoreszenzsignals zeigte jedoch einen sehr starken Abfall, weshalb sich nach einer Woche
biotinylierte Zellen nur noch schwer von unbiotinylierten Erythrozyten unterscheiden lielen.
Die Anzahl der positiven Zellen zeigte allerdings keinen starken Abfall. Es kann daher davon
ausgegangen werden, dass es nicht zu einem Abbau der biotinylierten Zellen kommt,
sondern zu einem Verlust der Oberflachenmarkierung. Dieses Phanomen ist aus der
Literatur bereits bekannt (Bogusiewicz et al., 2004a). Ein Aufspalten der Biotinbindung kann

enzymatisch, durch im Blutplasma enthaltene Enzyme, und nichtenzymatisch erfolgen
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(Bogusiewicz et al., 2004b). Fur die in vivo — Biotinylierung wird eine relativ hohe Dosis des
Biotins bendtigt, die mit einem schnelleren Abbau der Markierung in Zusammenhang
gebracht wird (Mock et al., 2014). Erfolgreicher ware daher der Einsatz einer geringeren
Dosis, die wiederum eine in vitro Anwendung des Biotinreagenz voraussetzt. Ebenfalls ist
bekannt, dass die Auswahl des Biotinreagenz bzw. die Art der Protein-Biotin-Bindung und
die Lange des Linkerarms wichtig ist fur die Stabilitdt der Biotinmarkierung. Eine
Amidbindung zwischen Protein und Biotinmolekil zeigt eine hdhere Stabilitdt als eine
Hydrazinbindung. Zusatzlich wird die Bindung stabiler wenn die Distanz zwischen
Biotinmolekil und Biotin-Protein-Bindung groRer ist (Bogusiewicz et al.,, 2004a). Das
verwendete Sulfo-NHS-SS Biotin erfiillte diese beiden Voraussetzungen und wurde deshalb
zur Durchfihrung der in vivo-Biotinylierung ausgesucht. Fur durchflusszytometrische
Messung war die im Rahmen dieser Arbeit durchgeflhrte Biotinylierung auch erfolgreich. Fur
mikroskopische Analysen, wie sie im weiteren Verlauf geplant waren, war das gemessene
Fluoreszenzsignal allerdings nach einer Woche nicht mehr stark genug, um Streptavidin-
positive Zellen eindeutig von negativen Erythrozyten zu unterscheiden. Ein weiterer Nachteil
der Biotinylierung ist der unbekannte Einfluss auf die Zelloberflachenproteine, die durch die
Modifizierung mit Biotin hervorgerufen wird (Mock et al., 2014).

Da die in vivo-Biotinylierung keine zufriedenstellenden Ergebnisse zeigte, wurde eine andere
Methode zur Markierung der Erythrozyten zur Durchflihrung einer Transfusion mit dem
TRPC6” Modell ausgewahlt.

4.3.2 Charakterisierung der R26-tdRFP-CMV Maus

Als weitere Methode zur Markierung von Erythrozyten wurde die endogene Expression eines
Fluoreszenzproteins gewahlt. Dazu wurde eine transgene Maus generiert, die mehrere
Voraussetzungen erfillen musste. Das Emissionsspektrum des Fluoreszenzproteins sollte
im langwelligen roten Wellenlidngenbereich liegen, um eine Kombination mit dem Ca?-
Indikator Fluo-4 zu ermoéglichen, ohne ,Crosstalk“ zu erzeugen (1). Die Expression des
Fluoreszenzproteins sollte stark genug sein, um eine Detektion in ausgereiften Erythrozyten,
in denen Transkription und Translation abgeschaltet sind, zu erlauben (2). Das exprimierte
Fluoreszenzprotein sollte zytosolisch vorliegen, um keine Veranderungen in der Membran
hervorzurufen (3). Das Kreuzungsschema zur Generierung der transgenen Maus findet sich
in Kapitel 2.5.2. Als Ausgangslinie wurde die Reportermaus R26-tdRFP verwendet (Luche et
al., 2007). Mause dieser Linie besitzen am Genlokus ROSA26 ein gefloxtes {dRFP-Gen mit
einer Stopp-Kassette. Diese Stopp-Kassette verhindert die Expression des tdRFP. Das
tdRFP ist ein Tandemprotein bestehend aus zwei RFP Monomeren, das eine hdhere

Fluoreszenzintensitat aufweist als das RFP-Monomer (Campbell et al., 2002). Zur
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Aktivierung der tdRFP-Expression wurden homozygote Mause dieser Linie mit einer Cre-
Mauslinie verpaart. Die ausgewahlte Mauslinie CMV-Cre generiert Mause, die das Enzym
Cre-Rekombinase unter Kontrolle des CMV Promotors und dadurch ubiquitéar exprimieren
(Schwenk et al., 1995). Durch die Expression der Cre-Rekombinase kommt es zu einem
Herausschneiden der Stopp-Kassette am R26-tdRFP-Lokus und zu einer Expression des
tdRFPs, das in der Zelle zytosolisch vorliegt. Die neue Mauslinie R26-tdRFP-CMV erfiillte
daher alle Bedingungen, die an eine transgene Maus gestellt wurden.

Zur Uberpriifung der ubiquitidren Expression des tdRFPs, wurden folgende Organe der
RFP** Mause prapariert und auf Fluoreszenz untersucht: Herz, Magen, Lunge, Niere, Darm,
Leber, Skelettmuskel und Hohlvene. Die RFP-Expression konnte in allen untersuchten
Organen nachgewiesen werden (Vergleich Abbildung 38). Eine unterschiedlich starke
Expression des Fluoreszenzproteins in den einzelnen Organen lasst sich durch eine
unterschiedliche Aktivitdit des endogenen ROSA26 Promotors in verschiedenen Zellen
erklaren.

Die Analyse des Knochenmarks aus Tibia und Femur RFP-positiver Mause zeigte ebenfalls
eine ubiquitdre Expression des tdRFPs. Zur ldentifizierung von erythropoetischen Zellen
wurde neben der Kernfarbung mittels Hoechst 33258 ein FITC-markierter Anti-Ter-119
Antikérper verwendet. Ter-119 ist ein mit Glykophorin A-assoziiertes Molekil, dass in
murinen Zellen vom Stadium des Erythroblasten bis zum ausgereiften Erythrozyten
exprimiert wird (Kina et al., 2000). In Ter-119-negativen Zellen zeigte sich eine starkere RFP-
Fluoreszenz als in positiven Zellen, ebenfalls zeigten kernhaltige Ter-119-positive Zellen eine
hohere Expression als kernlose. Dies lasst sich durch die Hochregulierung erythroid-
spezifischer Gene und eine anschlieRende abnehmende Transkriptions- und

Translationsrate im Laufe der Differenzierung der Erythrozyten erklaren.

Da das Hauptaugenmerk auf den Erythrozyten dieser Mauslinie lag, wurden die wichtigsten
hamatologischen Parameter der Erythrozyten bestimmt. Untersucht wurden dabei hetero-
und homozygote R26-tdRFP-CMV Mause (RFP"" und RFP**) im Vergleich mit
Geschwistertieren, die kein RFP exprimieren (RFP™). Bestimmt wurden die Anzahl der
Erythrozyten, das MCV, der Hamatokrit und der Hamoglobinwert. Anhand dieser Werte
wurden zudem die Erythrozytenindizes MCH und MCHC berechnet. Verglichen wurden die
ermittelten Werte mit Normalwerten aus der Literatur. Hier zeigten sich groRe Abweichungen
in den Normalwerten zwischen verschiedenen Referenzen. Es wurden daher mehrere
Referenzbereiche betrachtet und zum Vergleich herangezogen. Mit Ausnahme des MCHC
lagen alle Werte innerhalb der betrachteten Referenzbereiche. Die Variabilitdt von

Laborwerten ist allgemein abhangig von den verwendeten Laborinstrumenten, deren
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Analysemethode, der Art der Blutenthahme, der Mauslinie sowie Alter und Geschlecht der
Mause (O'Connell et al., 2015). Fiur verschiedene Mauslinien finden sich daher in der
Literatur auch verschiedene Normalwerte, ausgewahlt wurden Referenzen fir Labormause
allgemein (Bolliger and Everds, 2012; Danneman et al., 2000) und spezifisch fiur die
Wildtypmauslinie C57BL/6 (Santos et al., 2016). Die beiden verpaarten Mauslinien besitzen
beide einen C57BL/6 Hintergrund. Die CMV-Cre Mauslinie besitzt zusatzlich noch den
genetischen Hintergrund einer CBA-Maus, die R26-tdRF Maus eine BALB/c Hintergrund.
Dementsprechend stellt die neu generierte R26-tdRFP-CMV Maus eine genetische
Mischung aller drei Mauslinien dar, was die Anwendung eines geeigneten
Referenzbereiches zum Vergleich der Erythrozytenparameter erschwert. Da sich fir den
MCHC in der Literatur auch Normalwerte bis 38 g/dl flir Labormause finden (O'Connell et al.,
2015), worunter das gemessene Maximum des MCHC-Werte der RFP Mause fallt, spiegelt
dieser Wert vermutlich eine natirliche Varianz wieder. Um die Anzahl an Tieren zu
verringern, die fir diese Studie bendtigt wurden, wurden zudem weibliche und mannliche
Mause untersucht. Da sich geschlechtsspezifische Unterschiede in den Normalwerten
finden, kénnen sich auch hieraus Abweichungen von den Referenzwerten ergeben.

Zwischen den drei Maustypen der R26-tdRFP-CMV Linie fanden sich fir die bestimmten
Parameter allerdings kaum Abweichungen untereinander. Es kann daher davon
ausgegangen werden, dass die Expression des RFP keinen Einfluss auf die

hamatologischen Parameter nimmt.

Die Mause der R26-tdRFP-CMV Linie wurden sowohl genetisch mittels PCR als auch
durchflusszytometrisch auf die Expression des RFPs untersucht. Hier zeigten sich teilweise
Diskrepanzen zwischen Genotyp und Phanotyp der Mause. Wie erwartet zeigten RFP”

+/+

Mause keinerlei detektierbare RFP-Fluoreszenz in den Erythrozyten und bei RFP™" Mausen
fanden sich zu 100% rot fluoreszierende Erythrozyten. Flir heterozygote Mause zeigte sich
allerdings ein sehr heterogenes Bild: es fanden sich sowohl Mause mit keinerlei RFP-
Expression als auch Mause mit 60 - 100% RFP-positiven Erythrozyten. Ursachlich fir die
unterschiedlichen Expressionslevel heterozygoter Mause kénnte ein fir den ROSA26 Lokus
beschriebener Mosaikeffekt sein (Nyabi et al., 2009). In einer publizierten Studie, die
ebenfalls die Kreuzung der Mauslinien R26-tdRFP und CMV-Cre beschreibt, wurde keine
RFP Fluoreszenz in Erythrozyten entdeckt (Luche et al., 2007). Allerdings wurden in dieser
Studie nur heterozygote Mause untersucht, die zudem mehrfach rickgekreuzt wurden auf
die Wildtyp Mauslinie C57BL/6. Es lasst sich also schlussfolgern, dass fiir eine erfolgreiche
und stabile Expression des tdRFPs in Erythrozyten, die Generierung homozygoter Mause

notwendig ist.
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Zur Untersuchung der Morphologie der RFP-exprimierenden Erythrozyten wurden
konfokalmikroskopische Aufnahmen gemacht. Die Expression des RFPs in Erythrozyten
zeigte eine ausreichende Fluoreszenzstarke fir diese Untersuchung. Anhand von 3D-
Rekonstruktionen konfokaler Aufnahmen konnte zudem eine Uberwiegende Diskozytenform
der RFP*"* Erythrozyten festgestellt werden.

Als weitere Untersuchung wurden Wildtyp und RFP-Erythrozyten vor und nach Beladung mit
dem Ca*-Indikator Fluo-4 durchflusszytometrisch gemessen. Hierbei konnte gezeigt werden,
dass beide Zelltypen (RFP™* und RFP™) auch in einer Mischpopulation eindeutig
voneinander zu unterscheiden sind. Ebenfalls gibt es keine spektrale Uberlappung der
Fluoreszenzspektren in Kombination mit Fluo-4, weshalb sich auch nach Beladung mit dem
Farbstoff noch zwei eindeutig getrennte Populationen definieren lassen.

Da die R26-tdRFP-CMV Maus als Basis fur zukinftige Transfusionsversuche eingesetzt
werden sollte, wurde die Uberlebenszeit RFP-positiver Zellen nach Transfusion untersucht.

+/+

Dazu wurde Blut einer RFP™" Maus in eine Wildtyp Maus injiziert und die Anzahl der RFP-
Erythrozyten fir die Dauer eines Monats bestimmt. Im Vergleich dazu wurde die
Uberlebensrate PKH67-gefarbter Erythrozyten untersucht, die derselben Wildtyp Maus
injiziert wurden. Fir beide Markierungsmethoden wurde eine fast identische mittlere
Uberlebensdauer von etwa 18 Tagen nach Transfusion gefunden. Auch in der Literatur wird
fur biotinylierte Erythrozyten eine dhnliche mittlere Uberlebensdauer von etwa 20 Tagen
nach Transfusion angegeben (Dholakia et al., 2015). Die durchschnittliche Lebensdauer
muriner Erythrozyten verschiedener Mauslinien wird mit 38 - 42 Tagen angegeben (Horky et
al., 1978). Die gefundene Lebensdauer der transfundierten RFP- und PKH-Erythrozyten
entspricht daher den physiologischen Werten. Es findet ebenfalls kein vermehrter Abbau der
markierten Erythrozyten statt. Seneszente Wildtyp Erythrozyten werden mit einer Rate von
0,6-1,2% pro Tag aus dem Blutstrom aussortiert und abgebaut (Horky et al., 1978), wobei
zusatzlich noch bis zu 2% der Zellen unabhangig vom Alter willkirlich aussortiert werden
(Mairbaurl, 2018). Im Vergleich zur durchgefiihrten Biotin-Markierung von Erythrozyten findet
bei PKH-Farbung sowie RFP-Expression jedoch kein Verlust der Fluoreszenzintensitat mit
der Zeit statt. Sowohl PKH-als auch RFP-positive Zellen lassen sich auch einen Monat nach
Transfusion noch eindeutig von negativen Zellen unterscheiden und sind daher besser
geeignet zur Markierung von Erythrozyten. Die PKH-Farbung kann allerdings nur in vitro
durchgefuhrt werden und ist mit mehreren Zentrifugations- und Waschschritten verbunden.
Diese Methode stellt daher die groRere Manipulation der Zellen dar, weshalb eine endogene
Markierung der Erythrozyten durch Expression eines Fluoreszenzproteins zu bevorzugen ist.
Fir PKH26 wurde zudem ein Transfer des Farbstoffs von gefarbten Zelldebris in vitro auf

ungefarbte Zellen in Kokultur, als auch in vivo auf Zellen in verschiedenen Organe wie Leber
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und Milz des transfundierten Wirtes beobachtet (Li et al., 2013). Dieser Transfer ftritt
vermutlich durch Phagozytose des markierten Zelldebris auf, ein Prozess zu dem
Erythrozyten nicht fahig sind, und sollte daher keinen Einfluss auf die durchgefiihrten

Experimente haben.

Die durchgefuhrten konfokalmikroskopischen und durchflusszytometrischen Messungen
zeigen, dass die generierte R26-tdRFP-CMV Mauslinie fir die geplanten
Transfusionsversuche geeignet ist, da die Expression des RFPs stark genug ist fir
morphologische Untersuchungen und sich das Fluoreszenzprotein spektral gut vom Ca?*-
Indikator Fluo-4 trennen Iasst.

Die Mauslinie kann ebenfalls zur Untersuchung des Alterungsmechanismus von
Erythrozyten eingesetzt werden. Retikulozyten und sehr junge Erythrozyten kénnen Uber den
Transferrinrezeptor (CD71) erkannt und sortiert werden. Eine vergleichbare Moglichkeit zur
Bestimmung des Alters einzelner Zellen fir anderen Stadien des Erythrozytenlebens gibt es
jedoch nicht. Die Methode des Aufreinigens unterschiedlich alter Erythrozyten anhand ihrer
verschiedenen Dichten ist durch das Phanomen der Dichte-Umkehrung alter Erythrozyten
nicht verlasslich (Lew and Tiffert, 2013). Durch die Markierung von Erythrozyten oder besser
Retikulozyten und anschlieRender Transfusion kann das Alter der Zellen bestimmt und
kénnen Veranderungen im Laufe des Erythrozytenlebens beobachtet werden.

Weitere Anwendungsbeispiele der R26-tdRFP-CMV Maus wie die in vivo-Bildgebung der
RFP** Erythrozyten im Blutstrom zur Untersuchung von FlieReigenschaften finden sich in
(Hertz et al., 2019).
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4.4 Transfusionsversuche am Modell der TRPC6” Maus

Zur Untersuchung eines moglichen Membran- und/oder Proteinaustauschs zwischen
Erythrozyten untereinander und/oder anderen Blutzellen wurden verschiedene
Transfusionsversuche durchgefiihrt. Hierbei wurde sich erneut das Mausmodell der TRPC6™
Maus zu Nutze gemacht. Erythrozyten dieser Mauslinie zeigen nur eine schwache Reaktion
auf die Stimulation mit LPA, da ihnen der an diesem Signalweg beteiligte Ca®*-Kanal TRPC6
in der Membran fehlt. Bei einem mdglichen Austausch von Proteinen oder
Membranabschnitten, wirde es auch zu einem Austausch von TRPC6 zwischen den Zellen
kommen und die TRPC6™ Erythrozyten wiirden mit einem stirkeren Ca?*-Signal auf das LPA
reagieren (siehe auch Kapitel 1.9). Um diese These zu untersuchen, wurden Erythrozyten
der Knockout-Mauslinie in Wildtyp Mé&use transfundiert und der LPA-induzierte Ca®'-
Einstrom in die Zellen Uber die Dauer von zwei Wochen nach Transfusion beobachtet.
Voraussetzung fiir diese Messungen war eine geeignete Markierung der TRPC6”
Erythrozyten, um sie nach der Transfusion auf Dauer wieder zu erkennen. Es wurden
verschiedene Ansatze zur Zellmarkierung mit anschlieRender Transfusion durchgefihrt.

Zur Durchfiihrung der ersten Transfusionsversuchsreihe wurde der Membranfarbstoff PKH
eingesetzt. Fiir die transfundierten TRPC6” Erythrozyten konnte ein Anstieg des LPA-
induzierten Ca®"-Einstroms festgestellt werden. Sieben Tage nach Transfusion erreicht
dieser Anstieg ein Plateau und unterscheidet sich nicht mehr signifikant vom Ca?*-Einstrom
in Wildtyp Erythrozyten (Vergleich Abbildung 44). Es kann also geschlussfolgert werden,
dass es zu einer Rettung des Phanotyps der TRPC6” Erythrozyten kommt. Diese Rettung
kann nur durch den Austausch von Membranproteinen, in diesem Falle des Kanals TRPC6
erfolgen, zwischen Erythrozyten untereinander oder mit anderen Blut- oder Endothelzellen.
Eine mogliche Fehlerquelle in der Interpretation dieser Ergebnisse stellt die Markierung der
Erythrozyten dar. Sollte diese nicht stabil sein und auf andere Erythrozyten (der WT Maus)
Ubergehen koénnen, wirde das ein vergleichbares Ergebnis in Bezug auf den LPA-
induzierten Ca**-Einstrom liefern. Da fiir den PKH26 Farbstoff genau dieses Phinomen
bereits in vitro sowie in vivo beschrieben wurde (Li et al., 2013), wurde zur Uberpriifung die

+/+

Transfusion erneut mittels RFP** exprimierender TRPC6™ Erythrozyten durchgefiihrt. Hier
zeigte sich ein annahrend identisches Ergebnis zur vorherigen Transfusionsversuchsreihe:
der LPA-induzierte Ca?*-Einstrom in den transfundierten TRPC6™ Erythrozyten zeigt einen
Anstieg und erreicht das Niveau von WT Zellen ohne statistisch signifikanten Unterschied
(Vergleich Abbildung 45). Der zeitliche Verlauf weicht jedoch vom vorherigen ab, da das
Plateau erst 12 Tage nach Transfusion erreicht wird. Dieses Ergebnis bestatigt erneut die
aufgestellte Hypothese, dass es zu einem Austausch von Membranproteinen kommt, der fir

die Rettung des TRPC6 Phénotyp in Erythrozyten verantwortlich ist.

125



Diskussion

Erythrozyten kommen vor allem in der Milz in engen Kontakt mit anderen Zellen,
insbesondere Makrophagen. Die Blutflussgeschwindigkeit in der Milz ist stark verringert im
Vergleich zum restlichen Blutkreislauf, weshalb der lokale Hamatokrit in der Milz etwa
zweifach erhdht ist (MacDonald et al., 1991). Das Herabsetzen der Flussgeschwindigkeit
wird vermutlich auch Uber Interaktion von Oberflachenmolekilen zwischen Erythrozyten und
Zellen der Milz vermittelt und ist nicht nur Resultat des verringerten Gefalldurchmessers
(MacDonald et al., 1991). Die Milz bietet daher gute Voraussetzungen als Ort, an dem es
zum Austausch von Membranproteinen kommen kann. Um diese Hypothese zu untersuchen
wurde erneut eine Transfusionsversuchsreihe durchgefiihrt, bei der die RFP-exprimierenden
TRPC6™ Erythrozyten in zuvor splenektomierte Wildtyp Mause injiziert wurden. Der Effekt
der Rettung des TRPC6” Phanotyps im Bezug auf den LPA-induzierten Ca?*-Einstrom
konnte auch nach der Entfernung der Milz beobachtet werden (Vergleich Abbildung 46). Das
maximale Ca®*-Signal erreicht jedoch erst 14 Tage nach Durchfiihrung der Transfusion das
Level der Wildtyp Mause.

Vor Durchfilhrung der Transfusionsversuche wurde in den TRPC6” Méausen durch
mehrfache Blutungen eine Retikulozytose induziert (Vergleich Kapitel 2.6.1). Durch diese
Methode kann die Anzahl an Retikulozyten im Blutstrom auf Uber 30% gesteigert werden
(Joiner et al., 1995). Eine zunachst durchgefiihrte Transfusionsreihe ohne vorherige
Retikulozytose brachte keine schliissigen Ergebnisse (Daten in dieser Arbeit nicht gezeigt).
Es kann daher vermutet werden, dass besonders Retikulozyten die Fahigkeit haben
Membranproteine auszutauschen. Fir den in vitro Transfer von Bande 3 Proteinen von
Modellmembranen auf Erythrozyten wurde eine Abhangigkeit von der
Lipidzusammensetzung der Empfangermembran beschrieben: Cholesterol in der Membran
erhdht den Transfer von Bande 3 Protein, bei Vorhandensein von anionischen
Phospholipiden findet ein reduzierter Transfer statt (Waters et al., 1996). Die Membran von
Retikulozyten besitzt etwa 20% mehr Cholesterol als die eines ausgereiften Erythrozyten (Liu
et al., 2010), da es wahrend der Differenzierung zu einem selektiven Verlust von Cholesterol
kommt (Minetti et al., 2018). Durch den héheren Cholesterolanteil in der Membran lasst sich
die Retikulozytose als Voraussetzung zur Visualisierung des Phanomens des
Membranproteinaustausches anhand des Modells des LPA-induzierten Ca?*-Einstroms
erklaren. Ebenso kann geschlussfolgert werden, dass durch die induzierte Retikulozytose
das Phanomen des Proteinaustauschs vermutlich verstarkt wird, da unter physiologischen
Bedingungen der Retikulozytenanteil im Blutstrom lediglich rund 1% betragt (Faller and
Schinke, 2016).

Zur Durchfiihrung einer Maus-basierten Statistik, die im Vergleich zur Zell-basierten Statistik

eine hoéhere Aussagekraft hat, wurden alle durchgefihrten Transfusionsreihen
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zusammengefasst. Da alle Transfusionsversuche unabhangig von Markierungsart der
Erythrozyten und Durchfihrung der Splenektomie dasselbe Ergebnis lieferten, war diese
Zusammenfassung moglich. Dazu wurde eine Normierung der einzelnen Mause auf die
Wildtyp Maus der zugehérigen Transfusionsrunde durchgefiihrt. Auch in der Maus-basierten
Statistik 14sst sich ein signifikanter Anstieg des LPA-induzierten Ca?*-Einstroms in TRPC6™"
Erythrozyten von vor der Transfusion bis Tag 10 nach Transfusion feststellen. Danach
erreicht das Ca®*-Signal erneut das Level der Wildtyp Mause (Vergleich Abbildung 47).

Fir dieses Ergebnis kann es mehrere Griinde geben. Zum einen ware es mdglich, dass der
Austausch von Membranproteinen nicht in der Milz stattfindet. Die spezialisierten
Makrophagen, die an der Erkennung und Aussortierung von Erythrozyten beteiligt sind,
finden sich nicht ausschlieBlich in der Milz, sondern kommen auch in der Leber und im
Knochenmark vor. Nach einer Splenektomie kommt es unter physiologischen Bedingungen
nicht zu einer Verlangerung der Lebensdauer der Erythrozyten, weshalb davon
ausgegangen werden kann, dass Leber und Knochenmark den Ausfall der Milz
kompensieren kénnen (Knutson and Wessling-Resnick, 2008). Da es dabei ebenfalls zu
einer Interaktion von Makrophagen mit Erythrozyten kommt, kénnte auch in diesen Organen
ein Austausch von Oberflachenproteinen stattfinden. Zusatzlich kann das Vorhandensein
von Nebenmilzen in Betracht gezogen werden. Bei Menschen treten diese etwa 1 cm grofRen
Organe mit einer Haufigkeit von 10-30% auf und kdnnen bei einer Splenektomie leicht
Ubersehen werden (Varga et al., 2018). Auch bei Mausen ist das Auftreten von Nebenmilzen
bekannt (Krinke, 2004). Da sie sich funktionell und strukturell nicht von der normalen Milz
unterscheidet, kann es durch eine Hyperplasie der Nebenmilz nach Splenektomie zu einer
vollstandigen Wiederherstellung ihrer Funktion kommen (Radu et al., 2014).

Auch ist das Modell des LPA-induzierten Ca®*-Einstroms, anhand dessen das Ph&nomen
des Membranproteinaustauschs untersucht wurde, stark limitierend. Erythrozyten zeigen
eine sehr heterogene Reaktion auf die Stimulation mit LPA, sowohl in der Starke des Ca*'-
Signals als auch in der Reaktionszeit (Wang, 2013). Nach durchgeflihrter Splenektomie
kdnnte es zu einer zeitlichen Verzégerung im Austausch von Membranproteinen kommen,
da in den Transfusionsversuchen nach Splenektomie die TRPC6™ Erythrozyten erst nach 14
Tagen das Signifikanzniveau des Wildtypen erreichen, ohne Splenektomie wurde dieses
Niveau bereits nach kirzerer Zeit erreicht. Durch die Heterogenitdt des Modellversuchs
koénnte dies verschleiert werden. Daflr spricht ebenfalls der zunachst beobachtete Abfall des
LPA-induzierten Ca*-Einstroms an Tag 3 nach Transfusion in splenektomierte
Wildtypmause. Generell kann dies erklart werden, durch die erhéhte Anzahl an Retikulozyten

in der Population der transfundierten Zellen. Das dieser Abfall im Ca?'-Einstrom ohne
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Splenektomie nicht zu erkennen ist, koénnte auf einen schnelleren Austausch der

Membranproteine bei Vorhandensein der Milz hindeuten.

Fir Leukozyten ist das Phanomen des interzellularen Austauschs von
Zelloberflachenproteinen sowohl in vitro als auch in vivo bereits beobachtet worden und wird
als Trogozytose bezeichnet (Ahmed et al, 2008). Wichtig scheint dieser Prozess
insbesondere bei der Ausbildung der immunologischen Synapse zwischen T-Zellen und
Antigenprasentierenden Zellen zu sein und kann hier bei der Regulation der Immunantwort
mitwirken (Davis, 2007). Der genaue Mechanismus, tber den der Austausch von Proteinen
im Rahmen der Trogozytose stattfindet ist noch nicht aufgeklart. Hinweise gibt es auf
folgende Szenarien (Ahmed et al., 2008): (1) Nach T-Zell Rezeptor-vermittelter Interaktion
kommt es zur Endozytose von Membranfragmenten und anschlieRendem Recycling und
Prasentation der aufgenommenen Molekile auf der Zelloberfliche. (2) Nach T-Zell
Rezeptor-vermittelter Interaktion kommt es zum spontanen Aufbrechen des Zellkontaktes,
wodurch Molekilkomplexe transferiert werden kdnnen. (3) Der Austausch von
Membranproteinen erfolgt (ber die Sekretion und Aufnahme spezialisierter Vesikel wie
Exosomen. (4) Ein Transfer der Proteine erfolgt durch Ausbildung von Membranschlauchen
(Nanotubes) zwischen zwei Zellen.

Auch fur Erythrozyten ist eine Rezeptor-vermittelte Interaktion, die zum Austausch von
Proteinen fiihrt, denkbar. Insbesondere auf Makrophagen gibt es verschiedene Rezeptoren,
die an Oberflachenproteine von Erythrozyten binden. Dazu zahlen Stabilin-2 Tim-4, SIRPa,
TAM-Rezeptoren, CR3 und Fc Rezeptoren (de Back et al., 2014). Ausgeschlossen werden
kann eine Endozytose mit einem anschlieRenden Recycling der Oberflachenmolekiile, da
dieser Prozess in Erythrozyten nicht stattfindet. Ein Austausch durch spontanes Aufbrechen
des Zellkontaktes scheint hier also naheliegend. Bei seneszenten Erythrozyten kommt die
Interaktion mit Makrophagen vermutlich Uber eine hdhere Anzahl an Rezeptoren zustande
als bei Retikulozyten, da sie auf der Oberflaiche auch mehr Erkennungsmolekile tragen.
Dadurch bedingt konnte die Wahrscheinlichkeit eines Aufbrechens des Zellkontaktes und
Austauschens von Membranproteinen bei Retikulozyten erhéht sein.

Fir den in vitro beobachteten Transfer von Bande 3 Proteinen zwischen Liposomen und
Erythrozyten wird vermutet, dass der Austausch Uber eine kurzfristige Verschmelzung der
beiden duleren Membranblatter stattfindet (Huestis and Newton, 1986). Die Ausbildung von
Membranschlauchen, als moéglicher Mechanismus bei der Trogozytose beschrieben, konnte
ebenfalls in vitro bei Erythrozyten sowohl konfokalmikroskopisch als auch mittels SICM

beobachtet werden (eigene Daten, nicht gezeigt) und koénnte daher ebenfalls ein
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Mechanismus sein, Gber den es zum Proteinaustausch zwischen Erythrozyten und anderen
Zellen kommt.

In adulten Erythrozyten sind Translation und Transkription aufgrund fehlender intrazellularer
Organellen zum Stillstand gekommen. Neue Proteine kénnen daher nicht synthetisiert
werden und muissen ihre Funktion lGber die gesamte Lebenszeit des Erythrozyten (50 Tage
fur murinen Zellen — 120 Tage fir humane Zellen) aufrechterhalten kénnen. Da die
Hauptaufgabe des Erythrozyten der Sauerstofftransport ist und das daflir bendtigte
Hamoglobin in einer sehr hohen Anzahl in den Zellen vorkommt (ca. 30% der Masse des
Erythrozyten), scheint dies auch plausibel. Da viele Proteine aber auch eine kirzere
Halbwertszeit von Stunden bis wenige Tagen haben, kénnte das Phanomen des
Proteinaustauschs zwischen Erythrozyten und anderen Blutzellen einen Beitrag zur
Aufrechterhaltung des zellularen Proteoms leisten. Welche Bedingungen und welcher
Mechanismus diesem Austausch zugrunde liegen, ist allerdings noch véllig offen und bedarf
weiterer Untersuchungen. Ebenfalls stellt sich die Frage, ob das beobachtete Phanomen
auch bei humanen Erythrozyten auftritt. Indizien, die daflirsprechen, liefert jedoch die
fehlende Expression des TRPC6 Kanals in humanen Retikulozyten, bei gleichzeitig
funktionellem Nachweis des Kanals in der Membran von Erythrozyten.

Bluttransfusionen zur Behandlung von akutem Blutverlust oder als Therapie bei Anamie
Patienten werden heutzutage standardmafig durchgeflihrt. Damit verbunden sind jedoch
auch einige Probleme: So ist zum einen der Bedarf an bendtigten Blutkonserven in vielen
Landern nicht gedeckt. Zudem kommt es bei Patienten, die haufige Bluttranfusionen
erhalten, zu einer Alloimmunisierung (Shah et al., 2014). Sie entwickeln Antikdrper gegen die
transfundierten Erythrozyten, wodurch transfusionsbedingte hamolytische Krisen entstehen
kénnen (Alkindi et al., 2010). Das Risiko zur Entwicklung einer Alloimmunisierung steigt
dabei mit jeder durchgefiuhrten Transfusion (Rosse et al., 1990). Auf dem Gebiet der
Transfusionsmedizin  wird daher derzeit intensiv. an einer personalisierten
Transfusionsmdglichkeit geforscht. Dabei werden ex vivo in speziellen Kultursystemen rote
Blutzellen generiert. Diese in vitro Erythropoese geht meist von hamatopoetischen
Stammzellen aus, die sich zu einem geringen Prozentsatz auch im peripheren Blut befinden
(van den Akker et al., 2010). Bei der Entwicklung einer personalisierten Therapie wird daher
dem Patienten zunachst Blut abgenommen, die darin enthaltenen Stammzellen expandiert
und ausdifferenziert. Die so gewonnenen Blutzellen besitzen ein zum Patienten identisches
Blutgruppenprofil und kénnen ohne das Risiko einer Alloimmunisierung zurticktransfundiert
werden. Zur Therapie von hereditdren hamolytischen Erkrankungen besteht hierdurch auch
die Mdéglichkeit einer genetischen Manipulation der Zellen in einem Vorlauferstadium, sodass

ein vorliegender Gendefekt in ausdifferenzierten Erythrozyten aufgehoben werden kann.
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Zwei grolRe Probleme mussen in der Entwicklung dieser Therapiemdoglichkeit jedoch noch
bewaltigt werden (Ovchynnikova et al., 2018): (1) Derzeit existierende Kultursysteme kénnen
rote Blutzellen noch nicht in einer ausreichenden Anzahl generieren. (2) Die in vitro
generierten Zellen differenzieren sich nicht endglltig zu einem Erythrozyten, sondern
erreichen nur das Stadium eines Retikulozyten. Damit verbunden ist auch eine verkiirzte
Lebenszeit nach Transfusion, die mit einer mittleren Uberlebensdauer von 26 Tagen
angegeben wird (Giarratana et al., 2011).

Falls ein Proteinaustausch ebenfalls bei humanen Erythrozyten stattfindet und dieser wie
vermutet bei Retikulozyten verstarkt auftritt, kann man sich das Problem der ex vivo
generierten Retikulozyten zu Nutze machen. Als personalisierte Therapie einer hereditaren
hamolytischen Erkrankung auf Basis der in vitro Erythropoese, konnen Erythroblasten
genetisch so verandert werden, dass sie das mutierte Protein, das ursachlich flir die Anamie
ist, als funktionsfahige, unmutierte Variante Uberexprimieren. Die differenzierten
Retikulozyten, die dadurch ebenfalls vermehrt dieses Protein besitzen, werden dem Patient
als Bluttransfusion gegeben. Kommt es nun zu einem Austausch des Uberexprimierten
Proteins zwischen den ,defekten® Erythrozyten und den Retikulozyten, kann es eventuell zu
einer Rettung des Phanotyps der defizienten Erythrozyten kommen. Voraussetzung hierfir
ware, dass auch ein Proteinaustausch von Retikulozyten auf Erythrozyten stattfindet. Da sich
im Blut eines anamischen Patienten meist erhéhte Retikulozytenzahlen finden (Koralkova et
al., 2014; Narla and Mohandas, 2017), kdnnte auch ein Austausch zwischen Retikulozyten
erfolgen.

Eine kurative Behandlung der hamolytischen Erkrankungen ist dadurch nicht mdéglich, da
diese nur durch eine Stammzelltransplantation gegeben ist. Jedoch kann durch diese
personalisierte Therapie der Bedarf an Transfusionen vermutlich reduziert werden, da die
Lebensdauer, der im Korper produzierten Erythrozyten durch den Proteinaustausch

verlangert sein sollte.
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4.5 Schlussfolgerung und Ausblick

Die Daten des intrazelluldren Ca?-Gehalts in Erythrozyten von Andmie Patienten, die im
Rahmen dieser Arbeit untersucht wurden, zusammen mit weiteren Daten aus der Literatur
geben starke Hinweise darauf, dass eine Uberladung mit Calcium zu einem verfriihten
Abbau der Erythrozyten beitragt und eine generelle Komponente in der Entstehung von
Anamien ist. Teilweise ist der Eintrittsweg des Calciums in die Zelle bereits bekannt, fir die
meisten Erkrankungen bedarf dieser jedoch weiterer Untersuchungen. Die Entwicklung
neuer Medikamente durfte vom Verstandnis dieser molekularen Zusammenhange profitieren
(Hertz et al., 2017).

Der untersuchte LPA Signalweg steht in engem Zusammenhang mit der Hypothese, dass
Erythrozyten eine aktive Rolle bei der Blutgerinnung Ubernehmen (Byrnes and Wolberg,
2017). Zur therapeutischen Behandlung von pathologisch auftretenden Thrombosen ist das
Verstandnis der zellularen Abldufe dieses Signalweges daher eine Voraussetzung. Die
offenen Fragen zur Aktivierung des TRPC6 Kanals und der PKCa konnten in dieser Arbeit
beantwortet werden. Die Beteiligung eines mechanosensitiven Kanals am Signalweg konnte
ebenfalls gezeigt werden, um welchen Kanal es sich handelt, muss jedoch noch weiter
untersucht werden.

Die durchgefiihrten Transfusionsversuche anhand des Modellsystems der TRPC6” Maus
zeigen, dass es zu einem Austausch des Kanals zwischen murinen Retikulozyten und
anderen Blutzellen kommt. Unter welchen Bedingungen dieser Austausch stattfindet, und ob
er sich auch bei humanen Zellen findet, muss weiter untersucht werden. Welche Rolle dieser

Prozess in der Physiologie der Erythrozyten tibernimmt bedarf ebenso weiterer Forschung.
Die im Rahmen dieser Arbeit gewonnenen Ergebnisse zeigen die Bedeutung des

intrazellularen Calciums als Signalmolekil in der Physiologie und Pathophysiologie von

Erythrozyten.
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