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kleinere Ca2+-Signale im Zytosol von TPC1-defizienten Mastzellen im Vergleich zu 

Wildtyp-Zellen registriert. Mit Hilfe des niedrig-affinen Ca2+-bindenden 

Fluoreszenzfarbstoffs Fura-2FF konnte zusätzlich beobachtet werden, dass eine TPC1 

Deletion zu einer erhöhten Ca2+-Konzentration im ER führt. Die verstärkte Degranulation 

der TPC1-defizienten Mastzellen spiegelte sich auch in einer erhöhten Ausschüttung des 

Immunmediators Histamin im Vergleich zu Wildtyp-Mastzellen wieder. Jüngste Studien 

ergaben, dass NAADP und TPCs an der Entstehung von Membrankontaktstellen 

zwischen dem ER und dem endo-lysosomalen System, sogenannten nanojunctions, 

beteiligt sind. Meine Ergebnisse lassen vermuten, dass die Aktivierung der Mastzellen 

zu einer NAADP/TPC-abhängigen Erhöhung der Anzahl dieser nanojunctions führt. Dies 

würde in einer verstärkten Pufferkapazität des endo-lysosomalen Systems und einer 

reduzierten Degranulation der Mastzellen resultieren. Diese Arbeitshypothese konnte 

durch Co-Immunopräzipitationsstudien und anschließende massenspektrometrische 

Analysen zur Identifizierung potenzieller TPC1-Interaktionspartner, die als „ER-

Lysosomen-Bindeglieder“ fungieren könnten, unterstützt werden. In den TPC1-

Immunopräzipitaten konnten unter anderem das in der ER-Membran lokalisierte vesicle-

associated membrane protein-associated protein A (VAP A) bzw. das Chaperon 

glucose-related protein 75 (GRP75), das bereits als Bindeglied zwischen dem ER und 

Mitochondrien beschrieben wurde, nachgewiesen werden.  

Im Gegensatz zu Mastzellen enthalten Spermien nur ein einzelnes riesiges Lysosom-

verwandtes Vesikel, das Akrosom, das als Speicher für Ca2+dient. Die Fusion des 

Akrosoms mit der Plasmamembran ist Voraussetzung für eine erfolgreiche 

Verschmelzung mit der Eizelle. Nachdem der TPC1 von uns bereits in der akrosomalen 

Membran von Mausspermien nachgewiesen wurde, konnte ich im Rahmen dieser Arbeit 

eine funktionelle Relevanz des TPC1 für die akrosomale Exozytose zeigen. Die durch 

isolierte Zona pellucida ausgelöste Akrosomreaktion war durch die Zugabe des NAADP-

Antagonisten trans-Ned 19 teilweise blockierbar. Obwohl dieser Befund darauf 

hindeutet, dass diese Akrosomreaktion durch NAADP/TPC-abhängige Prozesse 

vermittelt wird, zeigten unsere Zuchtansätze mit TPC-defizienten Elterntieren 

überraschenderweise, dass eine genetische Deletion eines TPC-Subtyps nur geringe 

Auswirkungen auf den Fortpflanzungserfolg der Mäuse hat. Die sich dadurch 

andeutende funktionelle Kompensation der beiden TPCs konnte durch 

Verpaarungsansätze mit TPC1/2-doppelt-defizienten Zuchtpaaren unterstützt werden, 

deren Fortpflanzungseffizienz drastisch reduziert war.  

Mit Hilfe der beiden unterschiedlichen Exozytose Modellsysteme, der Mastzelle und des 

Spermiums, konnte insgesamt gezeigt werden, dass TPCs an exozytotischen Prozessen 

in beiden Zellsystemen beteiligt sind. Dabei ergaben die durchgeführten Experimente 
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auch, dass je nach physiologischer Aufgabe des Zelltyps, die NAADP/TPC-vermittelten 

Ca2+-Signale eine andere Funktion übernehmen könnten: Während sie in den 

männlichen Keimzellen dafür sorgen, dass es zur vollständigen Fusion des Akrosoms 

kommt, erhöhen die TPCs in Mastzellen die Ca2+-Pufferkapazität des endo-lysosomalen 

Systems, so dass die zytosolische Ca2+-Konzentration und damit die 

Degranulationsreaktion je nach Stimulus gezielt reguliert werden kann. Inwieweit eine 

Fehlfunktion der TPCs zu pathophysiologischen Veränderungen führen kann, muss in 

weiterführenden Studien geklärt werden. 
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this hypothesis, co-immunoprecipitation studies combined with mass spectrometry 

analysis identified several proteins that are already associated with intracellular Ca2+-

store interplay, e.g. vesicle-associated membrane protein-associated protein A (VAP A) 

and glucose-related protein 75 (GRP75), as potential TPC1 interaction partners. 

In contrast to mast cells, sperm contain a single huge lysosome-related organelle, the 

acrosome, that serves as a Ca2+-store. Fusion of the acrosome with the sperm plasma 

membrane is an essential prerequisite for fertilisation. Since our group previously 

demonstrated that TPC1 is localized in the acrosomal membrane of mouse sperm, my 

studies concerning the functional relevance of TPC1 in acrosomal exocytosis showed 

that the zona pellucida-induced acrosome reaction could be partially blocked by addition 

of the NAADP antagonist trans-Ned 19. Though these results indicate that NAADP and 

TPC1 mediate the physiological acrosome reaction, hardly any limitations regarding the 

reproductive success of mice lacking only one TPC subtype were observed. That this 

could be due to a functional compensation of the two TPC subtypes is further stressed 

by the drastically reduced reproduction efficiency of TPC1/2 double knockout breeding 

pairs.  

Using mast cells and sperm as model systems for exocytosis, it could be demonstrated 

that the TPC subtypes are involved in exocytotic processes of both cell types. However, 

the conducted experiments showed that the functional role of NAADP/TPC1 Ca2+ signals 

is dependent on the physiological context. In sperm, TPC function is probably required 

to ensure complete fusion of the acrosomal vesicle, leading to the overall exposure of 

the inner acrosomal membrane. In mast cells, however, TPCs presumably mediate 

endo-lysosomal Ca2+-buffering capacity and thereby specifically control cytosolic Ca2+ 

concentration and degranulation according to different stimuli. Further studies will be 

needed to assess whether TPC dysfunctions could lead to pathophysiological alterations 

like mast cell activation syndrome. 
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(ii) Bezüglich der Sekretion von Hormonen, wie z. B. Insulin aus pankreatischen ȕ-Zellen, 

wird zur Zeit angenommen, dass die Erhöhung des Glukose-Spiegels im Blut dazu führt, 

dass es in den Zellen über die Produktion von Adenosintriphosphat (ATP) zur 

Schließung von Kalium-Kanälen und somit zur Membrandepolarisation kommt. Dadurch 

werden spannungsabhängige Ca2+-Kanäle aktiviert und so die Fusion der Insulin-

haltigen sekretorischen Vesikel mit der Membran ausgelöst (MacDonald et al., 2005). 

Exozytotische Prozesse spielen aber auch in vielen Zelltypen des Immunsystems eine 

wichtige Rolle: So eliminieren beispielsweise zytotoxische T-Zellen infizierte Zellen 

durch die exozytotische Freisetzung von zytolytischen Proteinen, wie Granzym B und 

Perforin, aus sekretorischen Granula an der immunologischen Synapse zwischen 

beiden Zellen (Davis et al., 2012). Die für die Fusion der Granula mit der 

Plasmamembran notwendige Erhöhung der intrazellulären Ca2+-Konzentration wird 

dabei durch die Freisetzung von Ca2+ aus intrazellulären Speichern sowie durch den 

Speicher-abhängigen Einstrom von Ca2+ (store-operated Ca2+ entry, SOCE) 

gewährleistet (Davis et al., 2012). 

Der eigentliche Vorgang der Exozytose ist relativ komplex und lässt sich in mehrere 

funktionelle Teilreaktionen untergliedern, wobei die einzelnen Phasen ineinander 

übergehen und so nicht exakt voneinander abgegrenzt werden können (Verhage und 

Sorensen, 2008). Während des tetherings findet eine initiale Anlagerung der Vesikel an 

die Plasmamembran statt, die im weiteren Verlauf des dockings stabilisiert wird. 

Anschließend kommt es zu umfangreichen ATP-abhängigen Reifungsprozessen, die 

insgesamt als priming Reaktionen zusammengefasst werden; die Vesikel erlangen dabei 

ihre volle „Sekretions-Kompetenz“ und können dann im finalen Prozess der fusion mit 

der Zielmembran verschmelzen (Burgoyne und Morgan, 2003; Verhage und Sorensen, 

2008). 

Für die Initiierung und den Ablauf der einzelnen Teilschritte der Exozytose sind sowohl 

die intrazelluläre Ca2+-Konzentration (Burgoyne, 1995), als auch die Beteiligung einer 

Reihe konservierter Regulatorproteine von Bedeutung (Sudhof und Rothman, 2009). 

Diese Proteine umfassen vor allem die Mitglieder der soluble N-ethylmaleimide-sensitive 

factor attachment protein receptor (SNARE)-Familie, die SNARE-bindenden 

Sec1/Munc18 (SM) Proteine, N-ethylmaleimide-sensitive fusion factor (NSF) Proteine 

sowie Rab-GTPasen und Proteine der Adapterfamilie der cytomatrix of the active zone 

(CAZ) (Sudhof, 2012; Kittel und Heckmann, 2016). Bezüglich des funktionellen 

Zusammenspiels dieser konservierten Proteine während der Fusionsporenbildung ist 

bekannt, dass auf gegenüberliegenden Membranen lokalisierte SNARE Proteine (v-

SNAREs auf vesikulären, t-SNARES auf Ziel (target)- Membranen) einen trans-Komplex 

bilden. Durch die Verflechtung von vier Helices, die jeweils das typische 60-70 
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Ca2+-Ionen können von Ca2+-Sensorproteinen gebunden werden. Dadurch wird dann die 

unter anderem durch SNARE-Proteine und Rab-GTPasen (im Besonderen Rab3a 

(Yunes et al., 2000)) vermittelte Bildung von hunderten von Fusionsporen ermöglicht (De 

Blas et al., 2005). Dabei finden die Fusionsereignisse keineswegs zufällig über die 

Membran verteilt statt, sondern beginnen im posterioren Bereich des Akrosoms und 

setzen sich räumlich gerichtet bis zur Spitze des Akrosoms fort (Buffone et al., 2009). In 

Spermien konnte speziell die Beteiligung der t-SNAREs Syntaxin 3 und SNAP 23 und 

des v-SNAREs VAMP 2 bei der Bildung eines SNARE-Komplexes sowie des SNARE-

Komplex Interaktionsproteins Complexin 2 gezeigt werden (Tsai et al., 2012). 

 

Die Akrosomreaktion hat allerdings nicht nur die Freisetzung hydrolytischer Enzyme zur 

Folge, sondern ist vor allem auch Voraussetzung für die Freilegung der inneren 

akrosomalen Membran, die nach Ablauf der Reaktion als neue Plasmamembran fungiert 

(Primakoff und Myles, 2007). In der inneren akrosomalen Membran konnte das Protein 

Izumo (japanisch für „Hochzeitsschrein“) identifiziert werden (Inoue et al., 2005), das 

zusammen mit seinem auf der Eizellmembran lokalisierten Rezeptor Juno (römische 

Göttin der Fruchtbarkeit) essentiell für die Fusion von Spermium und Eizelle und somit 

für die Bildung der Zygote ist (Bianchi et al., 2014). Die geringe Affinität zwischen Juno 

und Izumo war dafür verantwortlich, dass die Interaktion der beiden Proteine trotz 

intensiver Bemühungen erst einige Zeit nach der Entdeckung von Izumo beschrieben 

werden konnte. Um diese schwache Affinität auszugleichen, bedarf es möglicherweise 

einer Vielzahl von Juno-Izumo-Interaktionen (Bianchi et al., 2014). Deshalb ist 

anzunehmen, dass die Freilegung eines möglichst großen Teils der inneren 

akrosomalen Membran und damit vieler Izumo Moleküle durch eine vollständig 

ablaufende Akrosomreaktion besonders wichtig ist (Nele Weber, 2014). 

 

Eine weitere spezielle Form der Exozytose ist die Degranulation von Mastzellen. 

Mastzellen spielen sowohl im angeborenen als auch im erworbenen Immunsystem eine 

wichtige Rolle bei der Generierung von Immunantworten sowie bei der Entstehung von 

Allergien (Shelburne und Abraham, 2011). Im Gegensatz zu Spermien, die nur ein 

großes sekretorisches Vesikel enthalten, besitzen Mastzellen eine Vielzahl von Vesikeln 

(sekretorische Granula), die ebenfalls Ca2+-abhängig mit der Plasmamembran aber auch 

miteinander verschmelzen können (Azouz et al., 2014). Im Unterschied zur akrosomalen 

Exozytose in Spermien können die sekretorischen Granula nach ihrer Fusion mit der 

Plasmamembran durch Endozytose wiedergewonnen werden, und die 

Degranulationsreaktion kann erneut ablaufen (Balseiro-Gomez et al., 2016). Zusätzlich 

können in Mastzellen während der Degranulation verschiedene Formen der Exozytose, 
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einzigen Zellen hämatopoetischen Ursprungs, die nach der Differenzierung weiterhin c-

Kit exprimieren.  

Für eine Migration der im Blut zirkulierenden Vorläuferzellen zu einem Zielort ist eine 

bestimmte Zusammensetzung aus Integrinen, Adhäsionsmolekülen, Chemokinen, 

Cytokinen und Wachstumsfaktoren nötig. So führt z. B. eine Expression von CXCR2 zu 

einer Einwanderung in den Dünndarm, wo es durch die Interaktion von α4ȕ7 Integrinen 

auf MCPs mit VCAM-1 Integrinen auf dem Dünndarm-Epithel zu einer Bindung der 

MCPs (Collington et al., 2011) und schließlich unter dem Einfluss von Cytokinen und 

SCF zur Differenzierung zu reifen Mastzellen kommt (Okayama und Kawakami, 2006). 

Die Freisetzung von Immunmediatoren und Wachstumsfaktoren aus Mastzellen im Zuge 

eines Entzündungsprozesses kann ebenfalls zu einer Rekrutierung von MCPs in die 

betreffende Region führen (Gruber et al., 1994; Balzar et al., 2005). 

Mastzellen sind in allen vaskularisierten Geweben, wie z. B. in Schleimhäuten und 

Epithelien, zu finden. In Nagern kommen sie zudem auch im thorakalen und peritonealen 

Raum vor (da Silva et al., 2014). Für die Rekrutierung der Mastzellen in das Peritoneum 

sind wiederum Integrine wie Mac-1 und Interleukin (IL)-3 verantwortlich (de Cassia 

Campos et al., 2014). Typischerweise sind Mastzellen in Bereichen lokalisiert, an denen 

der Organismus in Kontakt mit der Umwelt tritt, z. B. dem gastrointestinalen und 

respiratorischen Trakt sowie der Haut (Galli und Tsai, 2010). Sie befinden sich dabei in 

den Bereichen unterhalb des Epithels, in der Umgebung von Blutgefäßen, Nerven, 

glatten Muskelzellen, Schleimdrüsen und Haarfollikeln (Galli et al., 2005).  

Es existieren zwei verschiedene Typen von Mastzellen: Zum einen die in den 

Schleimhäuten vorkommenden Mastzellen (Mukosa-Mastzellen), die nur Tryptasen 

produzieren; zum anderen die Bindegewebs-Mastzellen, die zusätzlich auch noch 

Chymasen und Carboxypeptidasen produzieren, und zu denen auch die peritonealen 

Mastzellen zählen (Irani et al., 1986; Metcalfe et al., 1997; Miller und Pemberton, 2002; 

Schwartz, 2006; Pejler et al., 2010) (s. Abb. 3). Des Weiteren unterscheiden sich 

Bindegewebs-Mastzellen durch die größere Menge an freigesetztem Histamin und 

Prostaglandin D2 von Schleimhaut-Mastzellen (Heavey et al., 1988). 
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Verschmelzungsprozess sind, wie bereits erwähnt (s. 3.1.1), verschiedene 

Proteinfamilien von essentieller Bedeutung, deren Vertreter auf den beteiligten 

Membranen zu finden sind und (Ca2+-abhängig) einen stabilen Komplex bilden (Sutton 

et al., 1998; Sudhof und Rothman, 2009; Sudhof und Rizo, 2011). Die an der Fusion 

beteiligten Subtypen dieser Proteinfamilien variieren, wie unter 3.1.1 beschrieben, je 

nach Zelltyp und Fusionsart. Für die Mastzell-Degranulation konnte vor allem die 

Beteiligung von SNAP 23 und Syntaxin 4 auf der Seite der Plasmamembran sowie von 

VAMP-8 und/oder VAMP-7 auf der Seite der vesikulären Membran bei der Bildung des 

SNARE-Komplexes gezeigt werden (Woska und Gillespie, 2012); zusätzlich konnten 

Funktionen für weitere SNARE-Proteine wie Syntaxin 3 (Hibi et al., 2000; Martin-

Verdeaux et al., 2003) und die regulatorischen Proteine Munc18-2 und Munc18-3 

(Martin-Verdeaux et al., 2003) sowie Munc13-4 (Elstak et al., 2011), Rab3D (Tuvim et 

al., 1999; Pombo et al., 2001) und Rab27 (Mizuno et al., 2007) aufgezeigt werden.  

Bezüglich der Fusion von Granula miteinander, z. B. im Rahmen der Granula-Biogenese 

oder der Verbund-Exozytose (s. unten), wird angenommen, dass diese möglicherweise 

durch andere SNARE-Komplexe vermittelt wird, als die Verschmelzung von Granula mit 

der Plasmamembran (Lorentz et al., 2012). Während beispielsweise Munc18-3, das mit 

Syntaxin 4 interagiert, an der Plasmamembran zu finden ist, konnte eine Lokalisation 

von Munc18-2 und dessen Interaktionspartner Syntaxin 3 in den sekretorischen Granula 

nachgewiesen werden (Martin-Verdeaux et al., 2003; Lorentz et al., 2012). Auch bei der 

Degranulation von Mastzellen ist eine Erhöhung der intrazellulären Ca2+-Konzentration 

für die finale Membranfusion notwendig (Pearce, 1985). Ca2+-Sensorproteine, wie 

Synaptotagmin II, konnten in Mastzellen als essentielle Faktoren für die regulierte 

Exozytose identifiziert werden (Melicoff et al., 2009). 

Neben der „klassischen“ Exozytose einzelner Granula tritt während der Degranulation in 

Mastzellen auch die sogenannte Verbund- oder compound Exozytose auf. Dabei 

verschmelzen einzelne sekretorische Granula entweder vor der Fusion mit der 

Plasmamembran miteinander (multivesikuläre Verbundexozytose) oder es kommt in 

einem sekundären Fusionsschritt zur Verschmelzung von weiteren Vesikeln mit einem 

bereits mit der Plasmamembran fusionierten Vesikel (sequentielle Verbundexozytose). 

So bewirkt dieser Prozess die rapide, hocheffiziente Freisetzung des Granula-Inhalts 

(Alvarez de Toledo und Fernandez, 1990; Pickett und Edwardson, 2006). Die 

regulatorischen Mechanismen, die die Verbund-Exozytose initiieren und vermitteln sind 

jedoch, bis auf die vermutete Beteiligung des SNARE-Proteins VAMP-8, nahezu 

unbekannt (Thorn und Gaisano, 2012).  

Dem gegenüber steht die ebenfalls in Mastzellen ablaufende als piecemeal 

degranulation (PMD) bezeichnete graduelle Ausschüttung des Inhalts der 
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sekretorischen Granula. Dabei wird der gespeicherte Inhalt allmählich freigesetzt, 

obwohl die Granula nicht mit der Plasmamembran verschmelzen (H. F. Dvorak et al., 

1973; H. F. Dvorak et al., 1974; A. M. Dvorak et al., 1976; Crivellato et al., 2003b). Nach 

der „shuttling vesicle“ Hypothese wird davon ausgegangen, dass während der PMD 

kleinere Vesikel mit distinktem Inhalt von den sekretorischen Granula abgeschnürt und 

zur Plasmamembran transportiert werden (H. F. Dvorak und Dvorak, 1975; Crivellato et 

al., 2010). Es konnte beobachtet werden, dass auf Grund der schrittweisen Entleerung 

der Granula deren Elektronendichte abnimmt, und letztlich vergrößerte, nicht fusionierte 

aber leere Vesikel im Zytoplasma der Mastzellen verbleiben (Crivellato et al., 2003b). 

Um zu verhindern, dass die Plasmamembranoberfläche durch exozytotische Prozesse 

in den Zellen stetig zunimmt, findet über Endozytose eine Rückgewinnung der 

Vesikelmembranen statt (L. G. Wu et al., 2014). Da beispielsweise in Neuronen die 

Geschwindigkeit der Endozytose und Regeneration von synaptischen Vesikeln ein 

möglicher limitierender Faktor für die Exozytose ist, müssen die fusionierten Vesikel sehr 

schnell, innerhalb von Minuten, wiedergewonnen werden. Dagegen kann die 

Regeneration der sekretorischen Granula in Mastzellen wesentlich länger dauern und 

sogar bis zu 72 Stunden in Anspruch nehmen (Blank und Rivera, 2004). Dabei wird jede 

Form der Exozytose durch einen bestimmten Endozytose-Modus komplettiert: Bei der 

„kiss and run“-Fusion wird das an der Exozytose beteiligte Vesikel direkt 

wiedergewonnen; die Membran-Rückgewinnung nach „full fusion“ Exozytose wird durch 

die klassische Clathrin-abhängige Endozytose vermittelt; auf die Verbund-Exozytose 

von sekretorischen Granula folgt die sogenannte „bulk“ Endozytose (L. G. Wu et al., 

2014). 

 

Neben IgE führen noch einige weitere Substanzen zur Aktivierung von Mastzellen. Dazu 

gehören IgG, Faktoren des Komplementsystems, Liganden des Toll-like receptors 

(TLR), Neuropeptide, Cytokine (z. B. SCF), Chemokine und exogene Moleküle (Y. Yu et 

al., 2016). Auch Histamin kann die Degranulation von Mastzellen durch Bindung an 

Rezeptoren auf der Zelloberfläche auslösen (Jemima et al., 2014). 

Noch ist jedoch ungeklärt, wie genau die Aktivierung von Mastzellen durch verschiedene 

Stimuli zur selektiven Freisetzung bestimmter Immunmediatoren führt (Moon et al., 

2014). Die Beteiligung unterschiedlicher SNARE-Proteine bei der Exozytose 

verschiedener Granula-Subpopulationen könnte eine der möglichen Erklärungen für die 

Stimulus-abhängige differentielle Sekretion sein (Puri und Roche, 2008).  

Es ist dennoch unbestritten, dass die Fähigkeit von Mastzellen, auf unterschiedliche 

Situationen mit einer individuell angepassten Mediator-Freisetzung zu reagieren und so 
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Histamin-Freisetzung in den Bindegewebsschichten der Haut bewirkt dagegen die 

Entstehung von Nesselsucht (Strauss-Albee et al., 2014). 

Mastzellen beeinflussen also viele physiologische Reaktionen im Organismus. Dabei ist 

die Regulation der Abläufe während der Immunantworten von großer Bedeutung. 

Störungen dieser Abläufe können verschiedenste pathologische Veränderungen zur 

Konsequenz haben (Rao und Brown, 2008).  

So wird beispielsweise angenommen, dass Mastzellen den Verlauf von 

kardiovaskulären Erkrankungen wie Atherosklerose negativ beeinflussen können: In 

atherosklerotischen Läsionen konnte eine erhöhte Zahl von Mastzellen beobachtet 

werden (Jeziorska et al., 1997). Die von aktivierten Mastzellen ausgeschütteten 

Immunmediatoren verstärken den inflammatorischen Prozess in den betroffenen 

Gefäßen und tragen zur Destabilisierung der atherosklerotischen Ablagerungen bei 

(Conti und Shaik-Dasthagirisaeb, 2015; Wezel et al., 2015). Auch bei der 

gastrointestinalen Erkrankung Morbus Crohn, bei der eine chronische Entzündung des 

Darms vorliegt (Rubin et al., 2012), konnte eine erhöhte Mastzellzahl im Darmgewebe 

festgestellt werden. Zudem kann eine zusätzliche „Über-Aktivierung“ der Mastzellen zu 

einer weiteren Verschlimmerung der Entzündung führen (Hamilton et al., 2014).  

Auch bei Autoimmunerkrankungen können Mastzellen eine Rolle spielen. Im Falle einer 

Autoimmunität kann das Immunsystem nicht mehr zwischen körpereigenen und 

körperfremden Molekülen unterscheiden und richtet Immunantworten gegen eigene 

Gewebe und Organe. Im Falle von multipler Sklerose wird das zentrale Nervensystem 

durch überreaktive B- und T-Zellen geschädigt. In den betroffenen Bereichen konnte 

außerdem eine erhöhte Aktivierung und Degranulation von Mastzellen beobachtet 

werden, was zu einer Verstärkung der Entzündungsreaktion führt. Des Weiteren 

aktivieren Mastzellen T-Zellen durch die Präsentation von Myelin Antigenen (z. B. myelin 

basic protein) und begünstigen somit das Fortschreiten der charakteristischen 

Demyelinisierung (Conti und Kempuraj, 2016). 

Wie sich erst im Laufe der letzten Jahre herausgestellt hat, existieren darüber hinaus 

bestimmte Erkrankungen, die unmittelbar auf eine Dysregulation von Mastzellen 

zurückzuführen sind. Diese Krankheitsbilder werden unter dem Begriff „Mastzell-

Aktivierungssyndrom“ (MCAS) zusammengefasst, wobei zwischen dem primären, 

sekundären und dem idiopathischen MCAS unterschieden wird (Akin, 2017). Das 

primäre MCAS ist auf einen Defekt in den Mastzellvorläuferzellen zurückzuführen, der in 

einer Überaktivierung und/oder Überproduktion von Mastzellen resultiert. Ein Beispiel für 

eine derartige Erkrankung ist die Mastozytose. Dabei sorgt eine aktivierende Mutation 

(gain-of-function mutation) im c-Kit-Rezeptor dafür, dass es zu einer vermehrten 

Akkumulation von Mastzellen in unterschiedlichen Geweben kommt. Dadurch bedingt 
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dieser Speicher ist das ER, in dem im Ruhezustand eine Ca2+-Konzentration von ca. 0,5 

– 1 mM und ein neutraler pH-Wert von ca. 7,2 herrscht (M. M. Wu et al., 2000; Phillips 

und Voeltz, 2016) (s. Abb. 6). Die Freisetzung des ER-Ca2+ erfolgt über den IP3- und den 

Ryanodin-Rezeptor in der ER-Membran; für den Rücktransport von Ca2+ in das ER-

Lumen ist die Sarko-/Endoplasmatische Retikulum Ca2+-ATPase (SERCA) zuständig, 

die unter Energieverbrauch Ca2+-Ionen gegen Protonen tauscht (Strehler und Treiman, 

2004).  

Ein weiterer Ca2+-Speicher der Zellen sind Mitochondrien (Deluca und Engstrom, 1961; 

Vasington und Murphy, 1962), die bei einem pH-Wert von ca. 7,8 in der Matrix und 6,9 

im Intermembranraum bis zu 100 µM Ca2+ enthalten können (Porcelli et al., 2005; Phillips 

und Voeltz, 2016) (s. Abb. 6). Um in das Lumen der Mitochondrien zu gelangen, müssen 

Ca2+-Ionen die äußere (outer mitochondrial membran: OMM) und die innere (inner 

mitochondrial membrane: IMM) mitochondriale Membran passieren (Rizzuto et al., 

2012). In der OMM sind Vertreter der voltage-dependent anion channel (VDAC) - Familie 

lokalisiert, die den Transport von Ca2+-Ionen aus dem Zytosol in den Bereich zwischen 

den Membranen sicherstellen (Gincel et al., 2001). Von dort gelangt das Ca2+ durch den 

mitochondrial Ca2+-Uniporter (MCU) in die mitochondriale Matrix (Kirichok et al., 2004). 

Zur Erhaltung der Ca2+-Homöostase in den Mitochondrien können Ca2+-Ionen über einen 

Na+-Ca2+-Li+-Austauscher (Na+/Ca2+/Li+-exchanger: NCLX) freigesetzt werden (Palty et 

al., 2010). Erhöht sich die zytosolische Ca2+-Konzentration in Folge eines Stimulus, so 

können Mitochondrien als eine Art Ca2+-Puffersystem funktionieren, in dem sie einen Teil 

des Ca2+ aus dem Zytosol aufnehmen und somit das Ca2+-Signal modulieren (Drago et 

al., 2012; Rizzuto et al., 2012; Shoshan-Barmatz et al., 2017).  

Zwischen dem ER und den Mitochondrien können Kontaktstellen, sogenannte 

Mikrodomänen (Rizzuto et al., 1993), entstehen, die nach einer Aktivierung des IP3-

Rezeptors eine besonders schnelle Aufnahme von Ca2+-Ionen in die mitochondriale 

Matrix ermöglichen (Rizzuto et al., 1998). Zur Ausbildung dieser Mikrodomänen kommt 

es unter anderem durch die Interaktion des VDAC1 Ionenkanals in der OMM mit dem 

IP3-Rezeptor in der Membran des ER über das Chaperon 75 kDa glucose-regulated 

protein (GRP75) (Szabadkai et al., 2006).  

Auch die Elemente des endo-lysosomalen Systems, Lysosom-verwandte Organellen 

und sekretorische Vesikel, die allgemein unter dem Begriff saure Vesikel 

zusammengefasst werden (Patel und Cai, 2015), dienen der Zelle als intrazelluläre Ca2+-

Speicher (Pozzan et al., 1994). Die Freisetzung des Ca2+ aus diesen Speichern erfolgt 

über den second messenger Nikotinsäureadenindinukleotidphosphat (NAADP). 

Hinsichtlich der luminalen basalen Ca2+-Konzentration und des pH-Werts gibt es 

Unterschiede zwischen den verschiedenen endolysosomalen Komponenten: Im Lumen 
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Aufnahme auch in Lysosomen vom pH-Gradienten abhängig ist und über noch nicht 

identifizierte Ca2+-Transporter und -Pumpen erfolgt (Morgan, 2016). Diese These wurde 

durch Veröffentlichungen untermauert, die zeigen konnten, dass nach Aufhebung des 

Protonen-Gradienten die luminale Ca2+-Konzentration in Lysosomen deutlich abnahm 

(Lloyd-Evans et al., 2008; Calcraft et al., 2009; Shen et al., 2012). Mit Hilfe eines 

Lysosomen-spezifischen genetisch codierten Ca2+-Indikators zur Messung der luminalen 

Ca2+-Konzentration in Lysosomen konnte jedoch beobachtet werden, dass die Störung 

des pH-Gradienten durch Inhibition der vakuolären H+-ATPase (V-ATPase) keinen 

Einfluss auf die Ca2+-Wiederbefüllung der Lysosmen hatte. Stattdessen wurde 

festgestellt, dass das ER in Kombination mit dem IP3R eine entscheidende Rolle bei der 

Aufnahme von Ca2+ in die Lysosomen spielt (Garrity et al., 2016).  

Ähnlich wie für Mitochondrien beschrieben, existieren auch Kontaktstellen zwischen dem 

ER und dem endo-lysosomalen System (Rocha et al., 2009; Eden et al., 2010), die durch 

verankernde Komplexe stabilisiert werden (Eden, 2016). Zelluläre Prozesse, bei denen 

die Formation dieser Kontaktstellen von Bedeutung ist, reichen vom Lipid-Transport über 

Rezeptor-Tyrosin-Kinase Signalwege bis hin zur Motilität von Endosomen (Eden, 2016). 

An den Membrankontaktstellen sind die beteiligten Organellen nur ca. 15 nm 

voneinander entfernt (Phillips und Voeltz, 2016). Diese räumliche Nähe ist vor allem 

auch ein wichtiger Faktor bei der Ca2+ Signalweiterleitung. Aus den intrazellulären 

Speichern wird Ca2+ in einer hohen Konzentration freigesetzt; jedoch reduziert sich die 

Ca2+-Konzentration bereits in einem Radius von 100 nm um den geöffneten Kanal 

deutlich (Shuai und Parker, 2005). Durch die geringe Entfernung der Organellen an 

deren Kontaktstellen wird eine Verdünnung des Ca2+-Signals verhindert und somit 

gewährleistet, dass eine vollständige Detektion der Ca2+-Signale erfolgt (Lopez-Sanjurjo 

et al., 2013). Zunächst wurde davon ausgegangen, dass es nur eine Ca2+-Signalrichtung 

gibt: von den sauren Vesikeln hin zum ER (Morgan et al., 2013). Diese Kopplung der 

intrazellulären Speicher wird unter dem Begriff „trigger“-Hypothese zusammengefasst 

(Morgan et al., 2011): Dabei führt der initiale Ca2+-Ausstrom aus einem sauren Ca2+-

Speicher über den Mechanismus der Ca2+-vermittelten Ca2+-Freisetzung (CICR (Patel et 

al., 2001)) zu einer Aktivierung von IP3- und Ryanodin-Rezeptoren in der ER-Membran 

und dient so als „trigger“ zur Amplifizierung des lokalen Ca2+-Signals (Morgan et al., 

2011) (s. Abb. 7). Mittlerweile konnte gezeigt werden, dass Ca2+-Signale auch in 

entgegengesetzter Richtung weitergeleitet werden können; dabei aktiviert aus dem ER 

freigesetztes Ca2+ den NAADP-Signalweg, sodass es ebenfalls zu einer 

Signalverstärkung kommt (Morgan et al., 2013).  

Die Interaktion der Ca2+-Speicher kann aber nicht nur zu einer Signalamplifikation führen. 

Endosomen und Lysosomen sind nämlich vermutlich auch in der Lage, über einen noch 
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al., 2009). Diesen beiden Isoformen werden innerhalb des endo-lysosomalen Systems 

unterschiedliche Lokalisationen zugeordnet: Während TPC1 vor allem in Membranen 

von frühen und späten Endosomen zu finden ist, beschränkt sich die TPC2 Expression 

auf lysosomale Membranen (Zhu et al., 2010a; Morgan et al., 2011). Zwar wurde 

beschrieben, dass TPC1 und TPC2 neben Homodimeren auch Heterodimere bilden 

können (Rietdorf et al., 2011); neuere Studien konnten eine Interaktion der beiden 

Subtypen jedoch nicht bestätigen (J. Castonguay et al., 2017).  

Wie bereits beschrieben, besagt die sogenannte „trigger“-Hypothese, dass durch einen 

initialen Ca2+-Ausstrom aus einem sauren Vesikel durch den Mechanismus der Ca2+-

induzierten Ca2+-Freisetzung (CICR) ein lokales zu einem globalen Ca2+-Signal 

amplifiziert werden kann. Nachdem die TPCs als Effektoren für die NAADP-vermittelte 

Ca2+-Freisetzung aus sauren Organellen identifiziert wurden, wird angenommen, dass 

das initiale Ca2+-Signal des CICR Verstärkungsmechanismus durch eine Aktivierung der 

TPCs entsteht (Patel et al., 2010; Morgan et al., 2011). 

Auf der Suche nach NAADP-Bindestellen wurde überraschenderweise festgestellt, dass 

NAADP vermutlich nicht direkt an TPCs bindet, sondern an bisher nicht identifizierte 

akzessorische Proteine mit einem Molekulargewicht von ca. 22-23 kDa, die 

möglicherweise als Interaktionspartner des Ionenkanals in einen größeren TPC-

Komplex eingebunden sind (Lin-Moshier et al., 2012; Walseth et al., 2012). In weiteren 

Studien wurde beobachtet, dass TPCs zusätzlich zu NAADP auch durch 

Phosphatidylinositol 3,5-bisphosphat (PI(3,5)P2) aktiviert werden können (Wang et al., 

2012; Grimm et al., 2014). Kontroverse Diskussionen wurden auch durch die 

Veröffentlichung von Befunden ausgelöst, die die TPCs als Na+-leitende Kanäle 

beschrieben (Wang et al., 2012; Cang et al., 2013). Diese Hypothese stand im 

Widerspruch zu allen bis dato veröffentlichten Modellen zur Funktion der TPCs und 

konnte bisher auch nicht durch weiterführende Untersuchungsansätze bestätigt werden. 

Viele Erkenntnisse zur physiologischen Rolle der TPCs wurden in den letzten Jahren 

durch die Verwendung von TPC-defizienten Mausmodellen gewonnen. Bei einem 

Vergleich der deletierten codierenden Sequenzen musste jedoch festgestellt werden, 

dass eine alternative Form des Subtyps TPC1 (TPC1B) existiert, die über einen 

zusätzlichen Promotor im Exon 3 der TPC1-Gensequenz exprimiert wird (Ruas et al., 

2014). Obwohl TPC1B eine N-terminal verkürzte Form des TPC1 darstellt, muss davon 

ausgegangen werden, dass sie nach Dimerisierung durchaus einen funktionellen Kanal 

bilden kann. Somit ergibt sich die Schlussfolgerung, dass die Validität einiger bis dato 

beschriebener TPC1-defizienter Mausmodelle in Frage gestellt werden muss (Ruas et 

al., 2014). Dazu zählt unter anderem auch ein TPC1/2-defizientes Mausmodell, das für 

Untersuchungen der sensorischen Rolle des endolysosomalen Systems bei der 
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Energieversorgung der Zelle verwendet wurde. Dabei wurden die bereits erwähnten, 

durch ATP-Applikation induzierten Na+-Ströme in aus peritonealen Makrophagen von 

Wildtyp-Mäusen isolierten Endolysosomen gemessen, die in TPC1/2-defizienten 

Endolysosomen nicht zu detektieren waren (Cang et al., 2013). Zusätzlich wurde eine 

Interaktion zwischen TPCs und der Kinase mechanistic target of rapamycin (mTOR), die 

neben dem Energiehaushalt der Zelle noch eine Vielzahl von anderen Signalwegen 

reguliert (Hu et al., 2016), beschrieben (Cang et al., 2013). Erst durch einen Nachweis 

für die vollständige Defizienz des Mausmodells für beide TPC1 Isoformen können diese 

Befunde als verlässlich eingestuft werden (Ruas et al., 2014). 

Es konnte bereits für viele verschiedene Zelltypen gezeigt werden, dass die 

NAADP/TPC-vermittelte Freisetzung von Ca2+ eine entscheidende Bedeutung für den 

Ablauf bestimmter zellulärer Prozesse hat: Beispielsweise konnte in ȕ-Zellen aus dem 

Pankreas von Wildtyp-Mäusen beobachtet werden, dass die Applikation von NAADP 

Ca2+-Signale und Kationenströme auslöste, die Voraussetzung für die Depolarisation der 

ȕ-Zellen waren, und die in TPC1- und TPC2-defizienten Zellen ausblieben (Arredouani 

et al., 2015). Des Weiteren konnte in murinen Hepatozyten gezeigt werden, dass TPC2 

eine entscheidende Rolle beim intrazellulären trafficking von Vesikeln während endo-

lysosomaler Abbauprozesse spielt. In TPC2-/- Mäusen kam es auf Grund der Defizienz 

zu einer Akkumulation von Cholesterin in Hepatozyten und das Risiko in Folge einer 

cholesterinreichen Ernährung eine Fettleber auszubilden stieg (Grimm et al., 2014). Die 

Bedeutung der TPCs für Fusionsprozesse im endo-lysosomalen System konnte auch in 

Zusammenhang mit der Infektion von humanen Makrophagen und Mäusen durch das 

Ebola-Virus gezeigt werden: Bevor die Viren Replikationswerkzeuge ihrer Wirtszellen für 

ihre Vermehrung nutzen können, müssen sie über Endozytose in die Zelle gelangen. 

Dort werden sie entlang des endo-lysosomalen Abbaupfades transportiert, sodass es 

schließlich zur Freisetzung der Viruspartikel in den intrazellulären Raum und dort zur 

Replikation kommt (Moller-Tank und Maury, 2015). Sowohl durch genetische Deletion 

der TPCs als auch durch den Einsatz von siRNA und des pflanzlichen Alkaloids 

Tetrandrine, das bei niedriger Dosierung die TPCs spezifisch inhibiert, konnte die 

Infektionsrate des Ebola-Virus in vitro und in vivo drastisch gesenkt werden (Sakurai et 

al., 2015).  

Weiterhin konnte die Bedeutung von TPCs für intrazelluläre Fusionsprozesse bei der für 

die Metastasenbildung nötigen Migration von Tumorzellen beobachtet werden: Die für 

den Kontakt der Tumorzellen mit der extrazellulären Matrix, und damit für die Migration 

notwendigen Integrine werden über das endo-lysosomale Sytems recycelt (Hood und 

Cheresh, 2002; Maritzen et al., 2015). In Folge einer Inhibition der TPCs kam es zu einer 
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Akkumulation von Integrinen in frühen Endosomen und daraufhin zu einer reduzierten 

Metastasen-Bildung in einem Tumor-Mausmodell (Nguyen et al., 2017).  

In der jüngsten Vergangenheit ergaben sich außerdem zunehmend Hinweise, dass 

zwischen einer fehlerhaften Funktion von TPC2 und der Entstehung bestimmter Formen 

der Parkinson’schen Krankheit ein Zusammenhang besteht (Rivero-Rios et al., 2016). 

Dabei scheint vor allem die Interaktion von TPC2 mit der Kinase LRRK2 von Bedeutung 

zu sein, da viele Parkinson-Erkrankte eine Mutation im LRRK2 Gen tragen (Gomez-

Suaga und Hilfiker, 2012). Wie genau allerdings die Dysregulation von TPC2 zum 

Absterben von dopaminergen Neuronen führt, muss noch geklärt werden (Rivero-Rios 

et al., 2016).  

Zu den sauren Ca2+-Speichern zählen neben den Komponenten des endo-lysosomalen 

Systems auch sekretorische Vesikel (Patel und Muallem, 2011). In zytotoxischen T-

Lymphozyten wurde eine Expression beider TPC-Subtypen auf zytolytischen Granula, 

einer speziellen Form sekretorischer Vesikel, nachgewiesen (Peters et al., 1991; Davis 

et al., 2012). Eine NAADP/TPC-vermittelte Ca2+-Freisetzung aus den Granula war 

ausreichend, um deren Fusion mit der Plasmamembran an der immunologischen 

Synapse zu induzieren (Davis et al., 2012).  

Das akrosomale Vesikel in Spermien ist, wie oben beschrieben (3.1), ein Lysosomen-

verwandtes Organell und damit ebenfalls ein saurer Ca2+-Speicher (Berruti et al., 2010). 

Welche funktionelle Rolle TPC1 und NAADP im Kontext der Akrosomreaktion 

einnehmen, wurde bereits 2014 eingehend untersucht (Arndt et al., 2014). Zunächst 

konnte mit Hilfe von elektronenmikroskopischen Aufnahmen und unter Anwendung der 

Immunogold-Färbetechnik eine Lokalisation von TPC1 in der akrosomalen Membran 

gezeigt werden. Die Stimulation von Wildtyp Spermien mit einem breiten Konzentrations-

Spektrum von NAADP zur Auslösung der Akrosomreaktion resultierte in zwei typischen 

glockenförmigen Dosis-Wirkungs-Kurven, die bereits in mehreren Arbeiten zu den TPCs 

dokumentiert wurden (Galione et al., 2009; Galione, 2011; Davis et al., 2012; Ruas et 

al., 2015; C. S. Lee et al., 2016) (Abb. 9 A und B). Im niedrigen nanomolaren (50 nM) 

(Abb. 9 A) sowie auch im mikromolaren (1 µM) (Abb. 9 B) Konzentrationsbereich waren 

Maxima der Kurve zu erkennen; eine jeweilige Erhöhung der NAADP-Konzentration 

führte zu einer Inaktivierung des Systems. Die inaktive Vorstufe NADP konnte nur in sehr 

hohen Konzentrationen (100 µM) die Akrosomreaktion auslösen, wodurch die Spezifizät 

der NAADP-vermittelten Reaktion bestätigt werden konnte (Abb. 9 A und B). 
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Abb. 9 Konzentrationsabhängige Effekte von NAADP und NADP auf die Akrosomreaktion. 
Kapazitierte Spermien von Wildtyp Mäusen wurden mit einem breiten Konzentrationsspektrum 
von NAADP und der inaktiven Vorstufe NADP inkubiert. A Die Analyse des akrosomalen Status 
ergab, dass im niedrigen nanomolaren Bereich das Maximum der glockenförmigen Kurve nach 
Stimulierung mit 50 nM NAADP erreicht wurde. B Im mikromolaren Konzentrationsspektrum war 
der Anteil der Spermien ohne Akrosom nach Stimulation der Spermien mit 1 µM NAADP am 
höchsten. Die Erhöhung der NAADP Konzentration in den unphysiologischen Bereich über 10 
µM resultierte auch in der Erhöhung der Akrosomreaktionsrate. Die Zugabe von NADP konnte 
erst ab sehr hohen Konzentrationen (100 µM) die Akrosomreaktion auslösen (Arndt et al., 2014). 

 

In Spermien von TPC1-/- Mäusen wurde die Akrosomreaktion unverändert durch eine 

Konzentration von 50 nM NAADP ausgelöst; auch die Applikation der vermutlich 

unphysiologischen Konzentration von 50 µM führte zur akrosomalen Exozytose. Es war 

allerdings nicht mehr möglich, durch die Zugabe von 1 µM NAADP die Akrosomreaktion 

in TPC1-/- Spermien zu induzieren (s. Abb. 10). Diese Daten deuten darauf hin, dass 

TPC1 in Spermien, wie auch in anderen Zellsystemen, als niedrig-affine NAADP-

Zielstruktur dient. Das erste Maximum der Dosis-Wirkungs-Kurve im nanomolaren 

Bereich ist vermutlich das Resultat der Aktivierung des TPC2, der bereits als hochaffine 

NAADP-Zielstruktur beschrieben wurde (Grimm et al., 2014; Ruas et al., 2015). 
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NAADP und der TPCs für die Degranulation von Mastzellen exemplarisch an isolierten 

peritonealen Mastzellen untersucht werden. Zunächst möchte ich dazu die Expression 

des TPC1- und TPC2-Proteins in den peritonealen Zellen mit Hilfe von Western Blot bzw. 

immuncytochemischen Techniken überprüfen. Mittels TPC1 und TPC2-defizienter 

Mauslinien soll dann in den weiteren Analysen geklärt werden, ob beide TPC-Subtypen 

vergleichbare Funktionen hinsichtlich der Mastzell-Degranulation übernehmen. Zur 

Quantifizierung der Stärke der Degranulationsreaktion sollen elektrophysiologische 

Kapazitätsmessungen an GTPȖS-stimulierten Wildtyp und TPC-defizienten Mastzellen 

im whole cell Modus durchgeführt werden, wobei auch Messungen mit NAADP und dem 

TPC Blocker Tetrandrine folgen werden. Zudem sind vergleichende live cell Ca2+-

Imaging Versuche an Wildtyp und TPC-defizienten Mastzellen geplant. Dabei werden 

unterschiedlich affine Ca2+-Fluoreszenzindikatoren zur gezielten Erfassung von 

Veränderungen der Ca2+-Konzentration sowohl im Zytosol als auch in den intrazellulären 

Speichern eingesetzt. Eine selektive Ca2+-Freisetzung aus dem ER bzw. dem 

lysosomalen System wird durch den Einsatz spezifischer pharmakologischer Wirkstoffe 

(Thapsigargin, GPN) erfolgen. Diese beiden experimentellen Ansätze sollen durch 

Studien ergänzt werden, in denen die freigesetzte Menge des Immunmediators Histamin 

mit Hilfe eines kompetitiven Immunoassays quantitativ erfasst wird. Da neueste 

Untersuchungen zudem erste Hinweise auf die Existenz von TPC-enthaltenden 

Proteinkomplexen geben, die den Kontakt zwischen dem ER und dem endo-

lysosomalen System vermitteln, sollen mit Hilfe von Immunopräzipitationsstudien in 

Kombination mit massenspektrometrischen Analysen neue TPC-Interaktionspartner 

identifiziert werden. Außerdem soll in elektronenmikroskopischen Analysen an Wildtyp 

und TPC defizienten Mastzellen geprüft werden, ob die Menge der Kontaktstellen 

zwischen den Ca2+-Speichern von der Expression der TPCs abhängig ist. Dieser Ansatz 

erlaubt es außerdem, die Morphologie der TPC1-defizienten Mastzellen zu analysieren.  

Im Gegensatz zu Mastzellen enthalten Spermien nur ein einziges, dafür aber riesiges 

Lysosom-verwandtes Vesikel, das Akrosom, dessen Fusion mit der Plasmamembran 

eine essentielle Voraussetzung für die erfolgreiche Befruchtung einer Eizelle darstellt. 

Bezüglich der akrosomalen Exozytose konnten wir in unserem Labor bereits zeigen, 

dass die Applikation von NAADP zur Auslösung der Akrosomreaktion führt, und dass 

TPC1 (und vermutlich auch TPC2) an diesem Prozess beteiligt sind. Da die 

Akrosomreaktion in vivo aber durch den direkten Kontakt des Spermiums mit der 

Glykoproteinmatrix der Eizelle, der Zona pellucida, ausgelöst wird, soll im Rahmen 

meiner Arbeit untersucht werden, ob NAADP auch eine Bedeutung für die durch den 

physiologischen Stimulus ausgelöste akrosomale Exozytose hat. Dazu sollen Spermien 

zunächst mit solubilisierter Zona pellucida alleine bzw. in Kombination mit dem NAADP-
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Antagonisten trans-Ned 19 stimuliert werden. Anschließend erfolgt eine mikroskopische 

quantitative Erfassung des akrosomalen Status der unterschiedlich behandelten 

Spermienproben. Der tatsächliche Effekt der TPC-Defizienz auf die 

Reproduktionsfähigkeit von Mäusen soll in monogamen Zuchtansätzen TPC1- und 

TPC2-defizienter Elterntiere bestimmt werden, wobei Reproduktionsparameter wie z. B. 

die Wurfgröße und die Wurfintervalle registriert werden sollen. Um Hinweise auf eine 

mögliche funktionelle Redundanz beider TPC-Subtypen zu sammeln, sollen 

entsprechende Zuchtansätze auch für TPC1/2-doppelt-defiziente Mäuse durchgeführt 

werden. 
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Substanz Hersteller 

Immersionsöl Zeiss, Jena 

Immunglobulin E (IgE) Anti-Dinitrophenyl Sigma-Aldrich, Deisenhofen 

Immunglobulin G (IgG) aus Kaninchenserum Sigma-Aldrich, Deisenhofen 

Kaisers Glyceringelatine Merck, Darmstadt 

Lactat Sigma-Aldrich, Deisenhofen 

Luminol (3-Aminophthalhydrazid) Sigma-Aldrich, Deisenhofen 

LysoTracker™ Red DND-99 Thermo Fisher Scientific, 
Waltham (USA) 

Microbeads CD117, Maus Miltenyi Biotec, Bergisch 
Gladbach 

Natriumdesoxycholat Merck, Darmstadt 

Natriumdodecylsulfat (SDS) Carl Roth, Karlsruhe 

Natriumhydrogencarbonat Merck, Darmstadt 

Natriumlactat-Lösung Sigma-Aldrich, Deisenhofen 

Natriumpyruvat Sigma-Aldrich, Deisenhofen 

trans-Ned 19 Tocris, Bristol (UK) 

N,N,N’,N’- Tetramethylethylendiamin (TEMED) Carl Roth, Karlsruhe 

Nikotinsäureadenindinukleotidphosphat (NAADP) Sigma-Aldrich, Deisenhofen 

Nikotinsäureadenindinukleotidphosphat-
Acetoxymethylester (NAADP-AM) 

AG Grimm, LMU München 

4-Nitrophenyl N-acetyl-ȕ-D-glucosaminide 
(pNAG) 

Sigma-Aldrich, Deisenhofen 

Normales Ziegenserum (NGS) Sigma-Aldrich, Deisenhofen 

Paraformaldehyd, 16 % Science Services, München 

Penicilin/ Streptomycin  Thermo Fisher Scientific, 
Waltham (USA) 

Percoll Sigma-Aldrich, Deisenhofen 

Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) Sigma-Aldrich, Deisenhofen 

Pluronic F-127 Sigma-Aldrich, Deisenhofen 

Poly-L-Lysin Sigma-Aldrich, Deisenhofen 

Ponceau S-Lösung Sigma-Aldrich, Deisenhofen 

Propidiumiodid Sigma-Aldrich, Deisenhofen 

Protease-Inhibitor Cocktail Set III Merck, Darmstadt 

Protease-Inhibitor cOmplete Cocktail Tabletten Roche, Mannheim  

Proteinase K Sigma-Aldrich, Deisenhofen 

Pyruvat  

Roti® Gel-stain Carl Roth, Karlsruhe 

Sigmacote Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
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Puffer für die Proteinbiochemie 

Blotpuffer  
12 mM Tris 
96 mM Glycin 

0,5 % SDS 
10 % Methanol 

 

 

Bradford-Reagenz 
5 % Bradford Stammlösung (v/v) 

8,5 % Phosphorsäure (v/v) 
 

Bradford-Stammlösung 
0,1 % Coomassie Brilliant Blau G250 
(w/v)  
in Ethanol 

ECL-Lösung S1 
100 mM Tris/HCl 
2,5 mM Luminol 

0,4 mM Para-Coumarinsäure 
pH 8,5 
 

ECL-Lösung S2 
100 mM Tris/HCl 
18 µM H2O2 

pH 8,5 

HEPES-Resuspensionspuffer 

50 mM HEPES 
250 mM NaCl 
1 mM CaCl2 

0,5 % Igepal (v/v) 
pH 7,6 

HEPES-Waschpuffer 

0,01 % Natriumdesoxycholat 

cOmplete Proteaseinhibitor (Roche) 

in HEPES-Resuspensionspuffer 

Lysispuffer Mastzellen 
10 mM Tris-HCl (pH 8) 
5 % Glycerol 

1 mM EDTA 
68,5 mM NaCl 

0,5 % Triton X-100 
cOmplete Proteaseinhibitor (Roche) 
10 µg/ml DNAse 

 

Lysispuffer Lysosomen-Isolation 
250 mM Sucrose 
50 mM Tris 

25 mM EDTA 
pH 7,6 

MACS-Puffer 

0,5 % BSA 
2 mM EDTA 
in PBS 

Phosphat gepufferte Salzlösung 
(PBS) 
150 mM NaCl 
1,4 mM K2HPO4 

8 mM Na2HPO4 
pH 7,4 
 

Ponceau S Lösung 
0,1 % Ponceau S (v/v) 

5 % Essigsäure (v/v) 
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Elutionspuffer (2x) 
120 mM Tris/HCl 

20 % Glycerin (v/v) 
10 % ȕ-Mercaptoethanol (v/v) 

8 % SDS (w/v) 
0,01 % Bromphenolblau (w/v) 
pH 6,8 
 

Probenpuffer für die SDS-PAGE 
(Laemmli) (4x) 

62,5 mM Tris/HCl 
20 % Glycerin (v/v) 

5 % ȕ-Mercaptoethanol (v/v) 
4 % SDS (w/v) 
0,1 % Bromphenolblau (w/v) 

pH 6,8 
 

Sammelgelpuffer (4x) 
500 mM Tris/HCl 
0,4 % SDS (w/v) 

pH 6,8 
 

SDS-Laufpuffer 
25 mM Tris 
0,1 % SDS (w/v) 

190 mM Glycin 
 

Sucrosepuffer lipid rafts Isolation 
100 mM Tris 

300 mM Sucrose 
cOmplete Proteaseinhibitor (Roche) 
 

Sucrosepuffer Lysosomen-Isolation 
28,8 bzw. 46 % Sucrose 

10 mM Tris 
5 mM EDTA 
pH 7,6 
 

Tris gepufferte Salzlösung (TBS) 

0,1 M Tris/HCl 
pH 7,3 
 

Tris gepufferte Salzlösung mit Tween 
(TBST) 
10 mM Tris-HCl 
150 mM NaCl 

0,05 % Tween 20 (v/v) 
pH 7,4 
 

Trenngelpuffer (4x) 
1,5 M Tris/HCl 

0,4 % SDS (w/v) 
pH 8,8 
 

Überschichtungspuffer 
25 % Sammelgelpuffer (4x) (v/v) 

50 % Isopropanol (v/v) 
25 % H2O (v/v) 
 

Puffer für elektronenmikroskopische Untersuchungen 

Blockierungs/Permeabilisierungs-
Lösung 

0.5 % BSA 
0.1 % Saponin  
50 mM NH4Cl 

in PBS 
 

Glutaraldehydlösungen 
1 % bzw. 2 % Glutaraldehyd 

in 200 mM HEPES-Lösung 
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PB-Puffer 

200 mM Na2HPO4•2H2O 

davon 24,5 % 

200 mM NaH2PO4•2H2O 

davon 25,5 % 

in ddH2O 

PFA-Fixierungslösung 

4 % Paraformaldehyd 
in 200 mM HEPES-Lösung 

Puffer für funktionelle Analysen (Mastzellen) 

Citratpuffer 
49,5 % 500 mM Zitronensäure 

50,5 % 500 mM Tri-Natriumcitrat 
pH 4,5 
 

 

Externe Na+-Ringer Lösung 
140 mM NaCl 

1 mM CaCl2 
2,8 mM KCl 

2 mM MgCl2 
10 mM Hepes NaOH 
11 mM glucose  

pH 7,2 
300 mosmol l-1 
 

Externe Na+-Ringer Lösung (ohne 
Ca2+) 

140 mM NaCl 
0,5 mM EGTA 

2,8 mM KCl 
2 mM MgCl2 
10 mM Hepes NaOH 

11 mM glucose  
pH 7,2 

300 mosmol l-1 

Interne Kalium-Glutamat Lösung 
120 mM Kalium-Glutamat 

8 mM NaCl 
1 mM MgCl2 

10 mM Hepes 
pH 7,2 
280 mosmol l−1 

 

HEPES-Puffer 
10 mM HEPES 
137 mM NaCl 
2,7 mM KCl 
0,4 mM Na2HPO4·7H2O 
5,6 mM Glucose 
1,8 mM CaCl2·2H2O  
1,3 mM MgSO4·7H2O 
0,04 % Bovine serum albumin (BSA) 
pH 7,4 

Natrium-Carbonat-Puffer 
60 % 500 mM Na2CO3 
40 % 500 mM NaHCO3 

pH 10 
 

 

Puffer für funktionelle Analysen (Spermien) 

Coomassie-Brilliant-Blau-Lösung 
0,04 % Coomassie Brilliant Blue G250 

10 % Essigsäure 
50 % Methanol 
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Gerät Hersteller 

Inkubator HeraCell 240 Thermo Fisher Scientific, Waltham 
(USA) 

Konfokales Laser Scanning Mikroskop 
(LSM 880) 

Zeiss, Jena 

Kühlzentrifuge mit Ausschwingrotor A-4-44 Eppendorf, Hamburg 

Kühlzentrifugen (Biofuge Stratos, Biofuge 
Fresco 21) 

Thermo Fisher Scientific, Waltham 
(USA) 

Lichtmikroskop Axio Vert A1 Zeiss, Jena 

Lichtmikroskop CKX41 mit Kamera SC20 Olympus, Hamburg 

Magnet Dynal Thermo Fisher Scientific, Waltham 
(USA) 

Magnet QuadroMacs Separator Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach 

Magnetrührer (Barnstead Thermolyne) Thermo Fisher Scientific, Waltham 
(USA) 

Mikromanipulator Scientifica, Uckfield (UK) 

Mikrowelle Severin, Sundern 

Monochromator Polychrom V Till Photonics, München 

Multipette Plus  Eppendorf, Hamburg 

NanoDrop 2000c Spektrophotometer Thermo Fisher Scientific, Waltham 
(USA) 

Osmometer Vapro® 5600 Wescor, Puteaux (Frankreich) 

Patch Clamp Verstärker EPC 10 HEKA, Lambrecht 

PCR-Maschine  Bio-Rad, München 

PCR-Maschine Primus 25 Peqlab, Erlangen 

pH-Meter FiveEasy plus Mettler-Toledo, Gießen 

PicoTipEmitter, 30µm New Objective, Woburn (USA) 

Pipetten (10 µl, 20 µl, 100 µl, 200 µl, 1000 
µl) 

Peqlab, Erlangen 

Pipetten-Puller DMZ Universal Zeitz, München 

Pipettierhilfe Pipetus Hirschmann Laborgeräte, Herrenberg 

Schüttelheizblock TS-100 Peqlab, Erlangen 

SDS-PAGE-System Mini Protean Tetra Cell Bio-Rad, München 

Semi-Dry Blotter Novex® Thermo Fisher Scientific, Waltham 
(USA) 

Spannungsquelle EV 231 Peqlab, Erlangen 

Sterilbank HERAsafe Thermo Fisher Scientific, Waltham 
(USA) 

Taumler Polymax 1040 Heidolph, Schwabach 

Tiefkühlschrank -80°C New Brunswick Scientific (Eppendorf), 
Hamburg 
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Tabelle 1: PCR-Protokoll zur Genotypisierung der TPC1-defizienten Mauslinie. 

Zyklusschritt 
 Temperatur 

[°C] 

Dauer 

[min] 

Anzahl der 

Zyklen 

Initiale Denaturierung  94 5 1 

Amplifikation 

Denaturierung 94 1 

5 Primer Bindung 65 1 

Elongation 72 1 

Amplifikation 

Denaturierung 94 1 

35 Primer Bindung 61 1 

Elongation 72 1 

Finale Elongation  72 10 1 

 

 

Tabelle 2: Programm zur Durchführung der Genotypisierungs-PCR der TPC2-defizienten 
Mauslinie. 

Zyklusschritt 
 Temperatur 

[°C] 

Dauer 

[min] 

Anzahl der 

Zyklen 

Initiale Denaturierung  94 5 1 

Amplifikation 

Denaturierung 95 1 

5 Primer Bindung 65 1 

Elongation 72 3 

Amplifikation 

Denaturierung 95 1 

30 Primer Bindung 63 1 

Elongation 72 3 

Finale Elongation  72 10 1 

 

5.1.3.3 Agarose Gelelektrophorese 

Zur Auftrennung der durch die PCR gewonnenen Amplifikationsprodukte wurden diese 

auf ein 1,5 %-iges Agarose-Gel aufgetragen. Die negativ geladenen Phosphatgruppen 

der Nukleinsäuren der DNA wandern in einem elektrischen Feld zur Anode. (Sharp et 

al., 1973) Die PCR-Amplifikate werden ihrer Größe nach aufgetrennt, da sie 

unterschiedlich schnell durch die Agarosegelmatrix wandern (Aaij und Borst, 1972). Die 

DNA kann dann mit Hilfe von Fluoreszenz-Farbstoffen detektiert werden.  

Zur Herstellung des Gels wurden 1,5 g Agarose in 100 ml TAE-Puffer (s. 4.2) durch 

mehrmaliges Aufkochen in einer Mikrowelle aufgelöst. Nach einer kurzen Abkühlphase 

wurden ca. 5 µl des nicht-toxischen und nicht mutagenen Fluoreszenzfarbstoffs Roti®-
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5.5.8.2 Solubilisierung von TPC1 aus totalen Zelllysaten und lipid rafts 

Für die Immunpräzipitation wurden sowohl isolierte, primäre Zellen aus einer 

peritonealen Lavage, RBL-1 Zellen und Hodengewebe, als auch lipid rafts endhaltende 

PTX-Fraktionen der verschiedenen Proben eingesetzt. Die Zellen wurden nach der 

Isolation bei 800 rcf für 5 min pelletiert und, analog zum Gewebe, in je 10 ml HEPES-

Resuspensionspuffer (s. 4.2) mit complete Proteaseinhibitor (Roche) pro Gramm 

Material resuspendiert bzw. homogenisiert. Für die PTX-Fraktionen wurden ca. 150 µl 

Puffer pro ursprünglich 5 x 106 eingesetzter Zellen für die Resuspension verwendet. Die 

weitere Homogenisierung fand in einem Gewebehomogenisator vom Typ Potter 

Elvehjem statt (15 Hübe). Nach Zugabe von 30 µg/ml RNAse A, 0,1 % 

Natriumdesoxycholat und 1 mM EDTA erfolgte eine 45 bis 60 minütige Inkubation unter 

Rühren auf Eis. Vom entstandenen Lysat wurde ein Aliquot (Bezeichnung: Lysat) 

genommen, um nachfolgend die einzelnen Schritte der Versuchsdurchführung zu 

kontrollieren. Nach einer Ultrazentrifugation bei 100000 rcf (45 min, 4 °C) in einem 

Festwinkel-Rotor (Beckman Coulter Ti 50.2) wurde vom Überstand erneut ein Aliquot 

(Bezeichnung: Input) entnommen und das Pellet (Bezeichnung: Pellet) in 200 µl 1 x 

Laemmlipuffer resuspendiert. 

5.5.8.3 Affinitätsreinigung von TPC1 

Das vorbereitete Solubilisat wurde zur Affinitätsreinigung von TPC1 geteilt und mit 

jeweils 5 µl TPC1- bzw. IgG-gekoppelten Dynabeads versetzt. Dieser Ansatz wurde über 

Nacht bei 4 °C rotierend inkubiert. Das durch die Ultrazentrifugation entstandene Pellet 

wurde in 100 µl SDS-Probenpuffer resuspendiert und ebenfalls zur späteren Kontrolle 

im Immunoblot aufbewahrt. Am nächsten Tag wurden die Dynabeads und daran 

gebundenes Material mit Hilfe eines Magneten separiert und die überschüssige Lösung 

abgenommen und ebenfalls zur Kontrolle aufbewahrt (Bezeichnung: Durchfluss). Mit 

HEPES-Waschpuffer (s. 4.2) wurden fünf Waschschritte durchgeführt, wobei die 

gesammelten Überstände (Bezeichnung: wash) auch als Kontrollen genutzt wurde. 

Danach erfolgte die Elution der gebundenen Proteine durch Zugabe von 35 µl 

Elutionspuffer (s. 4.2) und Erhitzen der Proben auf 61°C für 20 min. Die Dynabeads 

wurden wiederum im Magneten von der Lösung separiert und das Eluat abgenommen. 

Dieser Elutionsvorgang wurde mit 15 µl Puffer bei RT wiederholt und beide Eluate 

(Bezeichnung: Eluat) anschließend vereinigt. Die Dynabeads wurden ebenfalls im 

Western Blot untersucht, und dazu in 100 µl HEPES-Waschpuffer aufgenommen 

(Bezeichnung: beads). Zu jeweils 100 µl Lysat, Einsatz, Durchfluss, Wasch-Überstand 

und Dynabeads wurden abschließend 100 µl 2 x Laemmlipuffer gegeben. Im Immunoblot 

wurde die Anwesenheit verschiedener Proteine in den TPC1-Antikörper-Präzipitaten 

untersucht.  
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5.5.8.4 Massenspektrometrische Analyse 

Des Weiteren wurden an den Eluaten der TPC1- und Kontroll-IgG-Antikörper-

gekoppelten Beads massenspektrometrische Untersuchungen in Zusammenarbeit mit 

Frau Dr. Claudia Fecher-Trost am Institut für experimentelle Pharmakologie und 

Toxikologie der Universität des Saarlandes durchgeführt. Bei der Massenspektrometrie 

werden die Peptide, die nach einer enzymatischen Spaltung der zu analysierenden 

Proteine entstanden sind, mit Hilfe eines Lasers ionisiert, in einem elektrischen Feld 

beschleunigt, und durch einen Ionendetektor detektiert (Calvano et al., 2014). Die 

Analyse erfolgte der Vorgehensweise folgend, die bereits in N. Weber et al. (2014) und 

Nele Weber (2014) beschrieben wurde: Dazu wurden die eluierten Proteine zunächst 

auf einem 4 % - 12 % Gradienten-Gel (NuPAGE®) separiert und mit einer Lösung aus 

40 % Ethanol und 10 % Essigsäure im Gel fixiert. Zur Detektion der aufgetrennten 

Proteine im Gel wurde eine Coomassie-Färbung durchgeführt und anschließend die 

gefärbten Bereiche des Gels in drei Teile geschnitten. Die Gelstücke wurden daraufhin 

zweimal abwechselnd mit Lösung A (50mM NH4HCO3) und B (50mM NH4HCO3 und 50% 

Acetonitril) gewaschen. Um eine Reduktion der Disulfidbrücken zu erreichen, wurden die 

Gelstücke 30 min bei 56 °C in Lösung A mit 10 mM DTT inkubiert. Durch eine 

anschließende Inkubation mit Lösung A versetzt mit 5 mM Iodacetamid für 30 min bei 21 

°C im Dunkeln wurden die Thiolgruppen methyliert. Danach wurden die Gelstücke erneut 

zweimal abwechselnd mit Lösung A und B gewaschen, in einer Vakuumzentrifuge 

getrocknet und für die enzymatische Spaltung der Proteine im Gel über Nacht bei 37 °C 

mit 5 – 15 µl Trypsin-Lösung (10 ng/µl) inkubiert. Zur Extraktion der resultierenden 

Peptide wurden die Gelstücke zweimal in Extraktions-Puffer (2,5 % Ameisensäure und 

50 % Acetonitril) geschüttelt. Die so extrahierten Peptide wurden in einer 

Vakuumzentrifuge konzentriert und anschließend in einer 0,1 % Ameisensäurelösung 

resuspendiert. 

Mit Hilfe der online nanoflow liquid chromatography-high resolution MS/MS (LC-HR-

MS/MS) wurde je ein Aliquot der Trypsin-verdauten Peptidextrakte analysiert. Dazu 

wurden die Peptide auf einer C18 trap Säule immobilisiert und in einer Umkehrphasen-

Chromatographie mit den Puffern A (0,1 % Ameisensäure) und B (90 % Acetonitril und 

0,1 % Ameisensäure) mit einer Flussrate von 300 nl/min separiert. Dabei wurden zwei 

verschiedene Gradienten verwendet: Gradient 1: 4 bis 55 % Puffer B in 60 min, 55 bis 

90 % in 7 min; Gradient 2: 4 bis 55 % Puffer B in 120 min, 55 bis 90 % in 7 min. Unter 

Anwendung des Electrospray-Verfahrens wurde der Durchfluss der Chromatographie 

direkt in das Massenspektrometer eingeleitet und bei 2,2 kV ionisiert. Die MS-Spektren 

wurden in einem Daten-abhängigen Modus aufgenommen, wobei ein automatischer 

Wechsel zwischen full scan MS und MS/MS stattfand. Die full scan MS-Spektren wurden 
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5.5.12.2 Vorbereitungen von Zellen für Immunogold Färbung nach Standardverfahren 

Im Gegensatz zur Fixierung der Zellen für eine Kontrastfärbung mit Methylenblau, wurde 

im Vorfeld der Immunogoldfärbung eine mildere Fixierungsart gewählt, die ebenfalls vor 

dem Versand der Zellen durchgeführt wurde. Dazu wurden die primären isolierten 

Mastzellen in 2 % PFA mit 0,05 % Glutaraldehyd in PB-Puffer (s. 4.2) für 2 h bei RT 

fixiert. Die anschließenden Waschschritte wurden entsprechend dem in 5.5.12.1 

beschriebenen Protokoll durchgeführt. Am Institut für Anatomie des 

Universitätsklinikums Essen wurden die fixierten Mastzellen in Ethanol und Propylen-

Oxid dehydriert (Neesen et al., 2002) und in LR Gold Resin eingebettet. Mit Hilfe eines 

Reichert Ultramikrotoms mit Diamant-Messer wurden Ultradünnschnitte der Präparate 

angefertigt, die auf spezielle Objektträger mit einem Gold-Trägernetz (100 mesh) 

aufgebracht wurden. Die Präparate wurden mit anti-TPC1 Primär-Antikörper (6.6 µg/ml, 

verdünnt in Tris-gepufferter Saline (TBS: 10 mM Tris/HCl, pH 8; 150 mM NaCl)) für 12 h 

bei 4 °C inkubiert und daraufhin dreimal mit TBS für 15 min gewaschen. Als Sekundär-

Antikörper wurde eine 1:100 Verdünnung eines anti-rabbit IgG eingesetzt, an den 

Goldpartikel mit einem Durchmesser von 10 nm (BBInternational, Cardiff, UK) gekoppelt 

waren. Abschließend wurden die Ultradünnschnitte erneut mit TBS gewaschen und 

kurzzeitig mit alkalischem Bleicitrat und Uranylacetat zur Kontrastierung behandelt. Die 

Dokumentation der Mastzellen erfolgte mittels eines Elektronenmikroskops 

(Tecnai12BT, FEI, Hillsboro, USA). 

5.5.12.3 Pre-Embedding Immunogold Färbung 

Beim herkömmlichen Verfahren der Immunogoldfärbung wird die Antikörperfärbung 

nach dem Einbetten und Schneiden der Präparate durchgeführt; deshalb werden die 

Zellen zunächst nur mit einem milden Fixans behandelt. Diese Vorgehensweise kann 

aber zur Konsequenz haben, dass die Ultrastruktur der Zellen nicht oder nur schlecht 

erhalten bleibt. Um dieses Problem zu umgehen, kann die Antikörperfärbung auch nach 

einer milden Vorfixierung und anschließender Glutaraldehyd-Fixierung vor dem 

Einbetten der Zellen durchgeführt werden (Schulz, 1990). Für eine solche Vorfixierung 

wurden zu 1 ml Zellsuspension (1 x 106 Zellen/ml in PB-Puffer) 9 ml 4 % PFA 

Fixierungslösung (s. 4.2) gegeben und vorsichtig resuspendiert. Nach 30 min Inkubation 

bei leichter Bewegung bei RT wurde die Suspension bei 1000 rcf für 10 min zentrifugiert 

und die Fixierungslösung abgenommen. Um eventuelle Rückstände der Fixierlösung zu 

entfernen, wurden die Zellen zweimal mit je 2 ml PBS und einmal mit 2 ml 

Blockierungs/Permeabilisierungslösung (s. 4.2) gewaschen. Im Anschluss wurden die 

Zellen in 2 ml Blockierungs/Permeabilisierungslösung resuspendiert und für 30 min bei 

RT inkubiert. Nach einer Zentrifugation bei 1000 rcf für 10 min wurde der Überstand 

verworfen, und das Zellpellet in 500 µl Blockierungs/Permeabilisierungslösung mit 







Methoden 
_____________________________________________________________________ 

70 
 

4 °C wurde das Homogenisat im Gradienten aufgetrennt und anschließend in separate 

Gefäße überführt. In der 10 % Percoll-Schicht sollten sich nach diesem Schritt die Zonae 

befinden. Zum Waschen wurde die 10 % Fraktion mit HB+++ Puffer auf 35 ml 

Gesamtvolumen aufgefüllt, auf 1,5 ml Reaktionsgefäße verteilt und bei 16000 rcf und 4 

°C für 10 min zentrifugiert. Die Überstände wurden bis auf 500 µl aufgenommen, die 

Pellets vereinigt und die leeren Gefäße nochmals mit 500 µl nachgespült, um möglichst 

wenige Zonae zu verlieren. Dieser Schritt wurde so oft wiederholt bis nur noch ein 

Reaktionsgefäß mit allen vereinigten Zonae übrig war. Nach einer finalen Zentrifugation 

bei 16000 rcf und 4 °C für 10 min wurde der Überstand bis auf 100 µl abgenommen und 

der verbleibende Rest in 1,5 ml HS-Puffer (s. 4.2) mit Proteaseinhibitor (cOmplete, 

Roche) und 100 µl PMSF (HS+PI) resuspendiert. Ab diesem Punkt wurde eine gleich 

behandelte Puffer-Kontrolle mitgeführt. Nach erneuter Zentrifugation bei 16000 rcf, 4°C 

für 10 min wurde der Überstand komplett abgenommen und das Pellet in 150 µl HS+PI 

resuspendiert. Um die Zahl der isolierten Zonae zu bestimmen, wurden drei 1 µl Tropfen 

auf einem Objektträger verteilt und die durchschnittliche Anzahl unter dem 

Lichtmikroskop bestimmt. Zur Solubilisierung der Glykoproteine wurde der pH-Wert 

durch Zugabe von konzentrierte HCl und Inkubation für 15 min bei 37 °C auf ca. 2,5 

reduziert. Nach Zentrifugation bei 16000 rcf für 2 min wurde der Überstand in ein neues 

Reaktionsgefäß überführt und der pH-Wert mittels 5 M NaOH auf 7,4 neutralisiert. Zur 

Stimulation sollten 10 Zonae pro µl Spermiensuspension eingesetzt werden. Bei 30 µl 

verwendeter Spermiensuspension waren also 300 Zonae nötig. Deshalb wurde das 

Solubilisat in entsprechenden Volumina aliquotiert, in flüssigem Stickstoff eingefroren 

und bei -80 °C bis zur weiteren Verwendung gelagert.  

5.6.2.2 Stimulation von Spermien und Beurteilung des akrosomalen Status 

Spermien wurden aus dem kaudalen Teil des Nebenhodens eines adulten, ca. 12 

Wochen alten Männchens isoliert. Dazu wurde die Maus durch zervikale Dislokation 

getötet, beide Nebenhoden präpariert, in HS++ Puffer (s. 4.2) überführt und das Gewebe 

eingeschnitten. Während der anschließenden Inkubationszeit von 1,5 h bei 37 °C und 5 

% CO2 konnten die Spermien dann aus dem Nebenhodengewebe ausschwimmen und 

kapazitieren. Die Spermiensuspension wurde in ein 2 ml Reaktionsgefäß überführt und 

die Anzahl der Spermien mit Hilfe einer Neubauer Zählkammer bestimmt. Durch 

Zentrifuagtion bei 400 rcf für 5 min wurden die Zellen pelletiert und die Zellzahl mit HS++-

Puffer auf 3 x 106 Spermien/ml eingestellt. Für die Stimulation wurden jeweils 30 µl 

Spermiensuspension mit dem entsprechenden Volumen der verwendeten Zona-

Präparation (300 Zonae) bzw. der Zona-Puffer-Kontrolle versetzt. Alle verwendeten 

Verbrauchswaren, wie Pipettenspitzen und Reaktionsgefäße, die mit Zona pellucida in 

Kontakt kamen, wurden im Vorfeld, wie bereits beschrieben, mit Sigmacote beschichtet. 
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NAADP-AM behandelt wurde. Um gleichzeitig den Erfolg der Kapazitierung jeder 

einzelnen Spermienpräparation zu überprüfen, wurde zudem je eine Probe der TPC1+/+ 

und TPC1-/- Spermien mit dem Ca2+-Ionophor A23187 (A23) behandelt (Tanphaichitr und 

Hansen, 1994), um so eine direkte durch Ca2+ getriggerte Akrosomreaktion auszulösen.  

Abb. 18 A zeigt zunächst, dass der Anteil der spontanen Akrosomreaktion für Spermien 

beider TPC1-Genotypen, wie erwartet, mit fortschreitender Kapazitierung zunimmt 

(Perry et al., 1995). Vergleicht man allerdings die absolute Exozytoserate für Spermien 

beider Genotypen, wird ein deutlicher Unterschied für Keimzellen der beiden Mauslinien 

erkennbar: Während die basale prozentuale Exozytoserate für Wildtyp-Spermien zu den 

Zeitpunkten t=0 und t=90 bei ca. 10 % bzw. 17,5 % lag, sind die Akrosomreaktionsraten 

für TPC1-/- Spermien für beide Kapazitierungszustände signifikant verringert: Direkt nach 

der Isolation (t=0) lag die basale Akrosomreaktionsrate bei TPC1-/- Spermien bei nur ca. 

2 % (p=0,016); nach einer 90 minütigen Kapazitierung hatte die spontane Exozytoserate 

lediglich einen Wert von ca. 7 % erreicht (p=0,016). Ein ähnlich auffälliger Unterschied 

in der Akrosomreaktionsrate für Spermien beider TPC-Genotypen wurde auch nach 

einer Stimulierung mit dem Ca2+-Ionophor A23187 (A23) festgestellt: Die Zugabe von 

A23 löste in etwa 43 % der Wildtyp-Spermien eine Akrosomreaktion aus. In TPC1-/- 

Spermien lag der Anteil mit ca. 35 % dagegen deutlich, wenn auch nicht signifikant 

unterschiedlich darunter (s. Abb. 18 A).  

In unseren vorangegangenen Studien an permeabilisierten Spermien konnte bisher kein 

Unterschied in der Akrosomreaktionsrate nach Stimulierung mit A23 zwischen TPC1+/+ 

und TPC1-/- Spermien festgestellt werden (Arndt et al., 2014). Allerdings lag bei diesen 

experimentellen Versuchsreihen der prozentuale Anteil der Spermien ohne Akrosom 

nach A23 Stimulation bei ca. 60 % (Arndt et al., 2014) und damit deutlich höher als in 

den hier vorgestellten Experimenten an unpermeabilisierten Spermienproben. Daher ist 

durchaus vorstellbar, dass durch die mit Hilfe von SLO in der Plasmamembran 

gebildeten Poren eine größere Menge A23 in das Zytosol der permeabilisierten 

Spermien gelangt als bei den nicht-permeabilisierten Keimzellen, so dass dadurch die 

Rate Akrosom-reagierter Spermien insgesamt wesentlich größer ausfällt und ein 

Unterschied zwischen TPC1-/- Spermien gegenüber Wildtyp-Spermien möglicherweise 

nicht mehr feststellbar ist.  

Um nun weiter zu prüfen, ob in unpermeabilisierten Spermien ebenfalls zwei durch 

unterschiedliche Affinitäten ausgezeichnete NAADP-aktivierbare Zielstrukturen zur 

Auslösung der Akrosomreaktion nachzuweisen sind (Arndt et al., 2014), wurden 

kapazitierte, nicht permeabilisierte TPC1+/+ Spermien mit verschiedenen 

Konzentrationen an NAADP bzw. NAADP-AM inkubiert. Um zu erfassen, welcher Anteil 

dabei durch den TPC1 getragen wird, wurde die gleiche NAADP Dosis-Wirkungskurve 
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auch für TPC1-/- Spermien erstellt. In Abb. 18 B ist in schwarz die Dosis-Wirkungskurve 

nach NAADP-AM Stimulationen für Wildtyp-Spermien dargestellt; für die Illustration der 

verwendeten NAADP-AM Konzentrationen wurde eine logarithmische Skalierung der x-

Achse gewählt. Betrachtet man die durch NAADP-AM induzierte Akrosomreaktion über 

das gesamte Konzentrationsspektrum (10 nM bis 100 µM) sind zwei Maxima erkennbar, 

deren induzierte maximale Akrosomreaktionsrate bei ca. 30 % für niedrige (75 nM) und 

auch für hohe (5 µM) NAADP-AM Dosen lag. Der Kurvenverlauf und die durch NAADP 

induzierbare maximale Exozytose-Antwort stimmt damit weitgehend mit dem für 

permeabilisierte Spermien überein (Arndt et al., 2014). Allerdings ist eine leichte 

Verschiebung der Dosis-Wirkungskurven nach rechts für die beiden NAADP-Dosen zu 

registrieren, die jeweils eine maximale Antwort hinsichtlich der Exozytoserate auslösen: 

Für permeabilisierte Spermien konnte eine maximale Antwort bereits bei 50 nM bzw. 1 

µM NAADP ausgelöst werden, während die Maximalantworten in der hier vorgestellten 

Versuchsreihe bei 75 nM bzw. 5 µM lagen. Ob dies auf eine durch die Porenbildung 

bewirkte höhere zytosolische NAADP Konzentration zurückzuführen ist, kann 

gegenwärtig aber nur vermutet werden.  

Vergleicht man als nächstes das NAADP-AM abhängige Antwortverhalten von Wildtyp-

und TPC1-/- Spermien, zeigte sich, dass eine Applikation von 75 nM NAADP-AM für 

Spermienpräparationen beider Genotypen eine vergleichbar starke Exozytoserate 

auslöste, die für Keimzellen beider Genotypen ca. 30 % über der spontanen 

Akrosomreaktionsrate lag (Abb. 18 B). Die auf das Maximum folgende Abnahme der 

Akrosomreaktionsrate in Wildtyp-Spermien, die auf eine Desensitisierung der TPCs 

durch höhere NAADP Dosen zurückzuführen ist (Aarhus et al., 1996), ist in den TPC1-/- 

Spermien allerdings wesentlich weniger stark ausgeprägt; zudem ist für TPC1-/- 

Spermien, anders als für Wildtyp-Spermien, kein weiteres durch höhere NAADP-AM 

Dosen (5 µM) induziertes Maximum in der Exozytoserate erkennbar (s. Abb. 18 B, rote 

Kurve). Diese Daten bestätigen zum einen die Befunde einer durch NAADP 

induzierbaren Akrosomreaktion, die bereits für SLO-permeabiliserte Spermien erhoben 

wurden (Arndt et al., 2014); zudem lässt sich bei dem Vergleich des Antwortverhaltens 

beider Spermienpopulationen ableiten, dass der niedrig affine NAADP-Signalweg zur 

Auslösung der Akrosomreaktion offenbar durch TPC1 vermittelt wird, während TPC2 

möglicherweise für die durch sehr geringe NAADP-Dosen induzierte Akrosomreaktion 

verantwortlich ist (Arndt et al., 2014). Ob die ausbleibende Desensitisierung nach 

Applikation von 75 nM NAADP-AM in TPC1-/- Spermien aber tatsächlich auf eine 

fehlende Inaktivierung des TPC2 in TPC1 defizienten Spermien zurückzuführen ist, 

muss in weiterführenden Studien geklärt werden. 
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6.1.3.1 Fertilität 

Um die funktionelle Rolle des TPC1 für die Reproduktion zu erfassen, wurden 

monogame homozygote knockout (TPC1-/-) Verpaarungen sowie heterozygote (TPC1+/-) 

und Wildtyp-Zuchtpaare (TPC1+/+) mit einem 87,5 %igen (N3) bzw. 99,98 %igen (N12) 

C57Bl/6-Stammhintergrund angesetzt. In Tabelle 4 (N3) und Tabelle 5 (N12) sind die 

erfassten Fertilitätsparameter für diese verschiedenen TPC1-Zuchtpaare vergleichend 

gegenübergestellt.  

Betrachtet man zuerst die Verpaarungen mit einem reinen C57Bl/6 Stammhintergrund 

(Tabelle 5), so fällt auf, dass die Größe der Würfe für die unterschiedlichen TPC 

Zuchtpaare, verglichen mit Elterntieren mit einem 94 %igen C57Bl/6 Hintergrund 

(Tabelle 4, N3) teilweise deutlich reduziert war: Während sich die durchschnittliche 

Wurfgröße von Wildtyp-Elterntieren mit gemischtem (6,4 Jungtiere pro Wurf) und reinem 

(5,2 Jungtiere pro Wurf) C57Bl/6 Hintergrund nur leicht unterschied, konnte bei 

heterozygoten Zuchtpaaren eine deutliche Reduktion der Wurfgröße in Abhängigkeit von 

der Rückkreuzungsgeneration auf den C57Bl/6 Hintergrund festgestellt werden: Würfe 

von TPC1 heterozygoten Zuchtpaaren mit gemischtem genetischen C57Bl/6 

Stammhintergrund umfassten im Mittel 6,5 Nachkommen pro Wurf. Nach vollständiger 

Rückkreuzung der Elterntiere auf den C57Bl/6 Hintergrund wurden durchschnittlich nur 

noch 4,8 Jungtiere pro Wurf registriert. Bei homozygot defizienten TPC1 Zuchtpaaren 

war dieser Effekt noch deutlicher zu erkennen: Würfe der TPC1-/- Zuchtpaare mit einem 

gemischten C57Bl/6 Stammhintergrund hatten im Mittel eine Größe von 6,2 Jungtieren 

und waren somit nicht unterschiedlich zur Wurfgröße von Wildtyp-Zuchtpaaren. Für 

TPC1-/- Elterntiere mit kongenem C57Bl/6 Stammhintergrund (N12) wurde hingegen eine 

durchschnittliche Wurfgröße von nur 4,1 Jungtieren bestimmt, was zusammen mit den 

Daten der heterozygoten TPC1 Zuchtpaare auf eine Beeinträchtigung der Reproduktion 

durch eine TPC1 Deletion hinweist. Diese Daten bestätigen also insgesamt, dass TPC1 

für den Reproduktionserfolg von Mäusen funktionell relevant ist. Außerdem zeigen die 

Befunde, dass der Effekt auf den Reproduktionsphänotyps vom Stammhintergrund der 

Zuchtpaare abhängig ist, und bei kongenen TPC1-/- Zuchtpaaren mit reinem C57Bl/6 

Stammhintergrund wesentlich deutlicher zur Ausprägung kommt.  

Im Gegensatz zur Wurfgröße scheint aber weder die genetische Deletion des TPC1 noch 

der genetische Inzucht-Stammhintergrund der TPC1-defizienten Zuchtpaare einen 

Einfluss auf die Geschlechterverteilung der Jungtiere zu haben: Zwar lag der Anteil der 

männlichen Nachkommen der Wildtyp-Zuchtpaare sowohl in der N3- als auch in der 

N12-Rückkreuzungsgeneration bei ca. 57 %, jedoch konnte weder für heterozygote noch 

für homozygote TPC1 Zuchtpaare ein signifikanter Unterschied zur 

Geschlechterverteilung von Jungtieren der Wildtyp-Zuchtpaare festgestellt werden. 
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Sowohl in der N3 (Tabelle 4) als auch in der N12 Rückkreuzungsgeneration (Tabelle 5) 

lag der Anteil männlicher Nachkommen von heterozygoten und TPC1-/--Zuchtpaaren im 

Mittel bei ca. 50 %. 

Bei der Bestimmung der Verpaarungsintervalle wurde im Rahmen dieser Arbeit 

zwischen der Zeit bis zum ersten Wurf und der mittleren Zeit zwischen zwei Würfen 

während einer kontinuierlichen Verpaarung unterschieden. Betrachtet man zuerst das 

zeitliche Intervall zwischen zwei Würfen für Zuchtpaare der N3 

Rückkreuzungsgeneration, so zeigte sich, dass der zeitliche Abstand bei Wildtyp-

Zuchtpaaren im Mittel 33,6 Tage betrug (Tabelle 4); bei heterozygoten und homozygoten 

Elterntieren der N3 Rückkreuzungsgeneration war das Zeitintervall zwischen zwei 

Würfen etwas verlängert (Tabelle 4: 34,5 Tage für TPC1+/-, 37,1 Tage für TPC1-/-). Diese 

Tendenz wurde auch für N12 Zuchtpaare registriert (Tabelle 5: 37,2 Tage für TPC1+/-, 

38,0 Tage für TPC1-/-).  

Betrachtet man dagegen die Zeitspanne bis zum ersten Wurf kann ein deutlicher 

Unterschied zwischen Wildtyp und TPC1 defizienten Elterntieren der N3 und N12 

Rückkreuzungsgeneration festgestellt werden: Während es für Zuchtpaare mit 87,5 

%igem C57Bl/6 Stammhintergrund keinen signifikanten Unterschied zwischen TPC1+/+ 

(28,3 Tage) und TPC1-/- (31,8 Tage) Elterntieren gab (Tabelle 4), konnte für TPC1-/- 

Zuchtpaare nach vollständiger Rückkreuzung auf den C57Bl/6 Stammhintergrund eine 

statistisch signifikante Verlängerung der Intervalle bis zum nächsten Wurf im Vergleich 

zu Wildtyp Elterntieren festgestellt werden (Tabelle 5): Schon bei heterozygoten 

Zuchtpaaren war die durchschnittliche Zeit bis zum ersten Wurf mit 31,8 Tagen im 

Vergleich zu 21,5 Tagen bei TPC1+/+ Verpaarungen signifikant verlängert (p=0,007); bei 

homozygoten TPC1-/- Zuchtpaaren lag die Zeitspanne bis zum ersten Wurf sogar bei 36 

Tagen (p=0,05).  

Insgesamt kann also festgestellt werden, dass der Reproduktionsphänotyp TPC1 

defizienter Mäuse, der sich in einer reduzierten Wurfgröße und einer Verlängerung des 

Zeitintervalls zwischen zwei Würfen widerspiegelt, bei kongenen Zuchtpaaren mit 

reinem C57Bl/6 Stammhintergrund sehr viel ausgeprägter ist als bei Elterntieren mit 

gemischtem 129/Sv/C57Bl/6 Stammhintergrund. 
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Tabelle 4 Fertilitätsparameter für TPC1 Verpaarungen der N3-Rückkreuzungsgeneration 
(87,5 % C57Bl/6) (Arndt et al., 2014). 

Fertilitätsparameter 
TPC1 Genotyp 

[+/+] x [+/+] [+/-] x [+/-] [-/-] x [-/-] 

Wurfgröße 
(Zuchtpaare/Würfe) 

6,4 ± 0,2 
(8/30) 

6,5 ± 0,10 
(26/105) 

6,2. ± 0,2 
(8/31) 

Geschlechterverteilung  
(% Männchen) 57,1 52,8 48,5 

Zeit zwischen den Würfen (d) 
(Zuchtpaare) 

33,6 ± 2,3 
(9) 

34,5 ± 1,3 
(26) 

37,1 ± 2,5 
(9) 

Zeit bis zum ersten Wurf (d) 
(Zuchtpaare) 

28,3 ± 3,6 
(9) 

26,8 ± 1,7 
(26) 

31,8 ± 6,1 
(9) 

 

Tabelle 5 Fertilitätsparameter für TPC1 Zuchtpaare mit kongenem C57Bl/6 Hintergrund 
(N12-Rückkreuzungsgeneration, 99,8 % C57Bl/6 Stammhintergrund). 

Fertilitätsparameter 
TPC1 Genotyp 

[+/+] x [+/+] [+/-] x [+/-] [-/-] x [-/-] 

Wurfgröße 
(Zuchtpaare/Würfe) 

5,2 ± 0,6 
(6/19) 

4,8 ± 0,3 
(11/37) 

4,1 ± 0,5 
(7/18) 

Geschlechterverteilung  
(% Männchen) 

57,0 50,9 50,00 

Zeit zwischen den Würfen (d) 
(Zuchtpaare) 

35,0 ± 3,5 
(6) 

37,2 ± 2,0 
(16) 

38,0 ± 4,1 
(10) 

Zeit bis zum ersten Wurf (d) 
(Zuchtpaare) 

21,5 ± 1,0 
(6) 

31,6 ± 3,2 * 
(16) 

36,0 ± 5,4 * 
(10) 

 

Ein weiteres Kriterium zur Beurteilung der Fruchtbarkeit von Mäusen ist die Anzahl von 

Würfen, die aus einer Verpaarung in einem bestimmten Zeitraum (hier 120 Tage) 

hervorgehen (Moreira et al., 2015). Bei TPC1+/+ Verpaarungen wurden durchschnittlich 

3,0 Würfe im entsprechenden Zeitintervall registriert; aus heterozygoten Verpaarungen 

gingen im Mittel 2,6 Würfe in diesem Zeitintervall hervor; und für TPC1-/- Zuchtpaare 

wurden durchschnittlich 2,2 Würfe in 120 Tagen dokumentiert (Abb. 20). Der Unterschied 

in der Anzahl der Würfe von TPC1-/- Zuchtpaaren zu TPC1+/+ Verpaarungen ist nicht 

signifikant (p=0,3), spiegelt aber trotzdem bereits die leicht verlängerte Zeitspanne 

zwischen zwei Würfen wieder (s. Tabelle 5). 
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Abb. 20 Anzahl der Würfe von TPC1+/+, TPC1+/- und TPC1-/- Zuchtpaaren über ein 
Zeitintervall von 120 Tagen. 
Nach Ansetzen von 7 TPC1+/+, 17 TPC1+/- und 11 TPC1-/- Zuchtpaaren mit reinem C57Bl/6 
Stammhintergrund wurden alle Würfe eines Zuchtpaares über einen Zeitraum von 120 Tagen 
registriert und anschließend jeweils die durchschnittliche Anzahl der Würfe in diesem Zeitintervall 
für Zuchtpaare der unterschiedlichen Genotypen ermittelt. 

6.1.3.2 Genotypverteilung 

Nach den Mendelschen Gesetzen haben 50 % der Nachkommen aus einer 

heterozygoten Verpaarung ebenfalls einen heterozygoten Genotyp; 25 % der Jungtiere 

sind dagegen entweder homozygot defizient für das entsprechende Allel oder tragen 

zwei Wildtyp-Allele (Griffiths AJF, 2000). Ist das betroffene Gen allerdings wichtig für das 

prä- und postnatale Überleben der Nachkommen, verschiebt sich diese Verteilung zu 

Gunsten des Wildtyp-Allels (Huang et al., 2013).  

Bei der Analyse der Genotypverteilung von Nachkommen aus heterozygoten TPC1-

Zuchtpaaren mit gemischtem genetischen Stammhintergrund (N3 

Rückkreuzungsgeneration) fiel auf, dass diese hochsignifikant von der erwarteten 

Mendelschen Verteilung abweicht (Arndt et al., 2014). Im Detail wurde dazu festgestellt, 

dass der Anteil der heterozygoten Jungtiere mit 50,1 % der Erwartung entspricht. 

Bemerkenswert war jedoch, dass der Anteil der homozygot TPC1-defizienten 

Nachkommen mit nur 19,6 % deutlich unter dem erwarteten Anteil von 25 % lag, 

wohingegen 29,8 % der Nachkommen als Wildtyp-Tiere identifiziert wurden. Somit lag 

eine eindeutige Genotypverschiebung zu Gunsten des Wildtyps vor (Arndt et al., 2014). 

Aufbauend auf der Beobachtung, dass der Stammhintergrund der verwendeten TPC1-

Mauslinie einen Effekt auf den Reproduktionserfolg der Zuchtpaare hat (s. 6.1.3.1), war 

es wichtig zu prüfen, ob die Deletion des TPC1 auch einen Einfluss auf die prä- oder 

postnatale Entwicklung der TPC1-defizienten Jungtiere hat. Entsprechend der 

beschriebenen Vorgehensweise (s. 5.1.4) wurden daher nach Rückkreuzung der Mäuse 

auf einen reinen C57Bl/6 Stammhintergrund zusätzlich Daten zur Genotypverteilung der 

Nachkommen von heterozygoten Elterntieren gesammelt. Dabei stellte sich heraus, 

dass die in der Rückkreuzungsgeneration N3 registrierte Genotypverschiebung nicht 

mehr zu beobachten war, sondern die tatsächliche Verteilung in etwa der Erwartung 

nach Mendel entsprach (s. Abb. 21). Von insgesamt 177 geborenen Jungtieren aus 
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heterozygoten N12 Zuchtpaaren wurden 43 Tiere als TPC1+/+, 86 Tiere als TPC1+/- und 

48 Tiere als TPC1-/- genotypisiert. Nach einer entsprechenden prozentualen 

Umrechnung zeigte sich, dass diese Genotypverteilung in etwa der erwarteten 25:50:25 

% -Verteilung entspricht. 
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Abb. 21 Genotypverteilung der Nachkommen heterozygoter TPC1-Zuchtpaare 
unterschiedlicher C57Bl/6 Rückkreuzungsgenerationen.  
Die Genotypen der Nachkommen von 29 heterozygoten Zuchtpaaren der 
Rückkreuzungsgeneration N3 (A) bzw. 11 heterozygoten Zuchtpaaren der 
Rückkreuzungsgeneration N12 (B) wurden bestimmt und der Prozentsatz des jeweiligen 
Genotyps berechnet (Balken). Die rot gestrichelten Linien stellen die erwartete Verteilung nach 
Mendel dar (homozygot TPC1+/+: 25 %; homozygot TPC1-/-: 25 %; heterozygot: 50 %). In den 
Balken ist die für den entsprechenden Genotyp absolute Anzahl von Nachkommen notiert. Die in 
der N3-Rückkreuzungsgeneration registrierte Genotypverschiebung zu Ungunsten des TPC1-/- 
Genotyps ist nach vollständiger Rückkreuzung auf den C57Bl/6 Stammhintergrund (N12) nicht 
mehr zu beobachten. Zur statistischen Auswertung der Genotypverteilung wurde der Chi2-Test 
angewendet; dabei wurde die tatsächliche Genotypverteilung mit dem zu erwarteten 
prozentualem Anteil nach Mendel verglichen. Insgesamt wurden 681 Nachkommen von 26 
Zuchtpaaren ([A], N3) bzw. 177 Nachkommen von 11 heterozygoten Zuchtpaaren ([B], N12) in 
die Berechnung einbezogen. 
 

6.1.3.3 Mortalität 

Zur Bestimmung der Mortalitätsrate von Nachkommen der TPC1+/+, heterozygoten und 

TPC1-/- Zuchtpaare wurde die Gesamtzahl der Nachkommen sowie die Anzahl der in 

den ersten drei Wochen nach der Geburt verstorbenen Jungtiere in einem Wurf 

dokumentiert. Aus diesen Daten wurde die durchschnittliche Sterberate der 

Nachkommen für den jeweiligen Genotyp der Elterntiere berechnet.  

Bei Verpaarungen von TPC1+/+ Mäusen lag die Mortalitätsrate bei 12,1 %. Der Anteil der 

toten Jungtiere für heterozygote Zuchtpaare war mit 12,5 % in etwa gleich hoch. Bei 

TPC1-/- Zuchtpaaren hingegen starben in den ersten drei Wochen durchschnittlich 27,3 

% der Nachkommen in einem Wurf. Damit ist die Mortalitätsrate von Nachkommen 

TPC1-defizienter Elterntiere im Vergleich zu TPC1+/+ Verpaarungen signifikant (p=0,022) 

erhöht. 

A B 
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So liegt z.B. die durchschnittliche Größe eines Wurfes eines TPC2-/- Zuchtpaares mit 4,3 

Jungtieren pro Wurf unter dem Referenzwert von 5,7 Jungtieren für TPC2+/+ 

Verpaarungen. Würfe von heterozygoten TPC2 Zuchtpaaren hatten im Mittel eine Größe 

von 5,5 Tieren (s. Tabelle 6) und entsprachen somit in etwa der Wurfgröße, die für 

Wildtyp-Elterntiere bestimmt wurde. Die Anzahl der hier in die Auswertung 

eingegangenen Zuchtpaare ist mit 4 TPC2-/- Elterntier-Paaren jedoch noch relativ gering. 

Ob der bereits zu diesem Zeitpunkt festgestellte Unterschied in der Wurfgröße sich bei 

der Analyse weiterer Zuchtpaare bestätigt und dann auch statistisch signifikante 

Unterschiede zu entsprechenden Kontrolltieren aufzeigt, muss daher in weiterführenden 

Zuchtansätzen geklärt werden.  

Betrachtet man darüberhinaus die Geschlechterverteilung der Jungtiere, so war im Mittel 

bei keinem der verschiedenen TPC1 Zuchtpaare eine Abweichung von der erwarteten 

50:50 Geschlechterverteilung zu beobachten: Zwar betrug der durchschnittliche Anteil 

der Männchen unter den Nachkommen bei den TPC2+/+ Verpaarungen 56 % und war 

damit höher als bei heterozygoten und TPC2-/- Zuchtpaaren (45 % bzw. 49 %), jedoch 

konnte für diese Datensätze im Vergleich zu den Nachkommen der Wildtyp-Zuchtpaare 

kein statistisch signifikanter Unterschied festgestellt werden (s. Tabelle 6).  

Als wichtige weitere Reproduktionsparameter wurden die Zeitintervalle zwischen den 

Würfen in der durchgeführten kontinuierlichen Wurffolge bzw. der Zeitraum bis zum 

ersten Wurf erfasst (Tabelle 6). Die durchschnittliche Zeitspanne zwischen zwei Würfen 

war bei TPC2-/- Zuchtpaaren mit 40,5 Tagen gegenüber TPC2+/+ und heterozygoten 

Paaren mit 37,3 und 38,7 Tagen zwar nur leicht erhöht. Das Zeitintervall vom Zeitpunkt 

der Anpaarung eines TPC2-/- Zuchtpaares bis zur Geburt der ersten Nachkommen war 

dagegen signifikant (p=0,017) verlängert: Bei einem TPC2+/+ Zuchtpaar verstrichen im 

Mittel nur 21,6 Tage bis zum ersten Wurf; bei heterozygoten Paaren waren es 29,8 und 

bei TPC2-/- Paaren sogar 43,4 Tage (s. Tabelle 6).  
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Tabelle 6 Fertilitätsparameter für Zuchtpaare mit unterschiedlichem TPC2 Genotyp. 

Fertilitätsparameter TPC2 Genotyp 
[+/+] x [+/+] [+/-] x [+/-] [-/-] x [-/-] 

Wurfgröße 
(Zuchtpaare/Würfe) 

5,7 ± 0,2 
(7/29) 

5,5 ± 0,2 
(8/29) 

4,3 ± 0,4 
(4/12) 

Geschlechterverteilung  
(% Männchen) 56,0 45,0 49,0 

Zeit zwischen den Würfen (d) 
(Zuchtpaare) 

37,3 ± 2,9 
(8) 

38,7 ± 3,6 
(9) 

40,5 ± 4,9 
(5) 

Zeit bis zum ersten Wurf (d) 
(Zuchtpaare) 

21,6 ± 1,1 
(8) 

29,8 ± 3,8 
(9) 

43,4 ± 9,9 * 
(5) 

 

Die unterschiedlichen Zeitintervalle bis zum ersten Wurf eines Zuchtpaares wirkten sich 

auch auf die durchschnittliche Zahl der Würfe im Zeitraum von 120 Tagen aus: Aus 

TPC2+/+ Verpaarungen gingen in diesem Zeitintervall 3,4 Würfe hervor, während es bei 

heterozygoten 2,9 und bei TPC2-/- Zuchtpaaren nur 2,7 Würfe waren (s. Abb. 23). 
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Abb. 23 Durchschnittliche Anzahl der Würfe von Wildtyp und heterozygot sowie 
homozygot TPC2-defizienten Zuchtpaaren in einem Verpaarungszeitraum von 120 Tagen. 
Die Anzahl der Würfe in einem Zeitraum von 120 Tagen ist im Vergleich zu Wildtyp-Elterntieren 
bei heterozygoten und TPC2-/- Zuchtpaaren leicht reduziert. Die statistische Auswertung ergab 
jedoch keinen signifikanten Unterschied zwischen den Genotypen. 

Abschließend kann festgestellt werden, dass sich die genetische Deletion von TPC2, 

ähnlich wie die Defizienz für TPC1, vor allem auf die Anzahl der Nachkommen pro Wurf 

und das Zeitintervall bis zum ersten Wurf nach Verpaarung eines Zuchtpaares auswirkt.  

 

6.1.4.2 Reproduktionsphänotyp TPC2-defizienter Männchen 

Um weiter zu überprüfen, ob die verlängerte Dauer bis zum ersten Wurf eines TPC2-/- 

Zuchtpaares auf die Reproduktionsfähigkeit der Männchen zurückzuführen ist, wurden 

adulte männliche TPC2-/- Tiere hinsichtlich ihres Hodengewichts und ihrer Spermienzahl 

untersucht; parallel dazu wurde das Gesamtkörpergewicht der Männchen bestimmt. Zur 
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Bewertung möglicher Abweichungen wurden Daten von TPC2+/+ und heterozygoten 

Männchen im gleichen Alter (ca. 10 bis 14 Wochen) und mit dem gleichen genetischen 

C57Bl/6 Stammhintergrund erhoben. Insgesamt wurden für diese Versuchsreihe 14 

TPC2+/+, 10 TPC2+/- und 9 TPC2-/- Männchen untersucht. Die in Tabelle 7 

zusammengefassten Daten dieser experimentellen Reihe zeigen, dass homozygot 

TPC2 defiziente Männchen im Durchschnitt eine signifikant reduzierte Spermienzahl 

(p=0,047) und ein leicht reduziertes Hodengewicht im Vergleich zu TPC2+/+ Tieren 

aufwiesen. Auch das durchschnittliche Körpergewicht der TPC2-/- Männchen war leicht 

reduziert (p=0,057) (s. Tabelle 7). Bei heterozygoten Männchen konnten hinsichtlich der 

drei analysierten Parameter dagegen keine Auffälligkeiten im Vergleich zu Wildtyp-

Männchen festgestellt werden (s. Tabelle 7).  

Ob sich diese veränderten Reproduktionsparameter auch in einer pathologischen 

Veränderung der Hoden- oder Nebenhodenmorphologie wiederspiegeln, muss in 

weiterführenden anatomischen Analysen geklärt werden. Zudem sollte in zukünftigen 

Studien geprüft werden, ob der Hormonstatus, z. B. des Androgens Testosteron, durch 

eine Deletion des TPC2 beeinträchtigt ist, da eine reduzierte Testosteronproduktion 

unmittelbar Einfluss auf die Spermatogenese und damit die Anzahl epididymaler 

Spermien hat (W. H. Walker, 2011). 

Tabelle 7 Effekt der genetischen Deletion des TPC2 auf das Körpergewicht, das 
Hodengewicht sowie die Anzahl epididymaler Spermien. 
Nach zervikaler Dislokation wurde das Körpergewicht adulter, ca. 10 bis 14 Wochen alter, 
männlicher Mäuse der drei TPC2 Genotypen ([+/+], [+/-], [-/-]) bestimmt; zudem wurde das 
Gewicht der entnommenen Hoden dokumentiert sowie die Anzahl an Spermien im kaudalen Teil 
des Nebenhodens ausgezählt. Aufgeführt sind die Mittelwerte der Daten von 14 TPC2+/+, 10 
TPC2+/- und 9 TPC2-/- Tieren mit identischem C57Bl/6 Stammhintergrund. 

 TPC2 Genotyp 
[+/+]  [+/-] [-/-] 

Körpergewicht (g) 25,9 ± 0,4 25,0 ± 0,4 23,9 ± 0,9 

Hodengewicht (mg) 172,1 ± 4,9 174,2 ± 5,8 162,7 ± 5,0 

Spermienzahl (x 10
6
) 22,2 ± 1,6 21,9 ± 2,3 16,0 ± 2,4* 

 

6.1.4.3 Genotypverteilung 

Wie bereits unter 6.1.3.2 beschrieben, kann sich das Fehlen eines bestimmten Proteins 

sowohl auf die pränatale Entwicklung aber auch auf die Überlebenswahrscheinlichkeit 

der Jungtiere nach der Geburt auswirken; entsprechend kann der Anteil an 

Nachkommen mit der betreffenden Gen-Defizienz im Vergleich zu Jungtieren mit einem 
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Wildtyp oder heterozygoten Genotyp reduziert sein (Masel, 2011; Huang et al., 2013). 

Bei heterozygoten Zuchtpaaren würde sich dieser Effekt in einer Abweichung der 

Genotypverteilung von der erwarteten Mendel’schen Verteilung (25:50:25) 

wiederspiegeln.  

Die Untersuchung der Genotypverteilung von Nachkommen aus Verpaarungen von 

heterozygoten TPC2 Elterntieren erbrachte dazu folgende Ergebnisse: Von insgesamt 

158 Nachkommen aus 8 Zuchtpaaren wurden 47 Jungtiere als TPC2+/+ (Wildtyp) 

identifiziert; 76 Jungtiere waren bezüglich des TPC2 Allels heterozygot und nur 36 Tiere 

hatten den Genotyp TPC2-/-. Berechnet man daraus den prozentualen Anteil der 

Nachkommen mit einem bestimmten TPC2 Genotyp, wird deutlich, dass 22,8 % der 

Nachkommen einen TPC2-/- Genotyp aufwiesen, was damit unter dem erwarteten Anteil 

von 25 % liegt, jedoch nicht signifikant davon abweicht (s. Abb. 24). Der Anteil der 

TPC2+/+ Jungtiere war mit 29,7 % hingegen größer als nach Mendel zu erwarten 

gewesen wäre; Heterozygote Nachkommen machten einen prozentualen Anteil von 48,1 

% aus (s. Abb. 24). 
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Abb. 24 Genotypverteilung von Nachkommen heterozygoter TPC2 Zuchtpaare. 
Aus 8 TPC2+/- Zuchtpaaren gingen 29 Würfe mit insgesamt 158 Nachkommen hervor. Durch 
Genotypisierung der Jungtiere konnte festgestellt werden, dass der Anteil der Nachkommen mit 
einem TPC2+/- Genotyp bei 48,1 % lag, was in etwa dem erwarteten Anteil von 50 % entspricht. 
29,7 % der Nachkommen konnten als TPC2 Wildtyp Tiere identifiziert werden, wohingegen nur 
22,8 % der Nachkommen homozygot defizient für TPC2 waren. Die geringfügige Abweichung der 
beobachteten von der erwarteten Verteilung für Wildtyp und TPC2-defiziente Nachkommen 
erwies sich jedoch nach Durchführung eines Chi2-Tests als nicht signifikant unterschiedlich von 
der statistisch zu erwartenden Mendel’schen Verteilung von 25 % TPC2+/+, 50 % TPC2+/- und 25 
% TPC2-/- Tieren (gestrichelte Linien). Die Zahlen in den Balken geben die absolute Anzahl der 
Nachkommen für den jeweiligen Genotyp an.  
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resultieren: Mit 25 % Wahrscheinlichkeit haben die Jungtiere wiederum heterozygote 

Genotypen für beide TPC Subtypen; je 6,25 % tragen dagegen nur Wildtyp-Allele oder 

sind sogenannte Doppel-knockout (DKO) Tiere (TPC1/2-/-) (s. Abb. 12).  

Zum Zeitpunkt der Erstellung dieser Arbeit war die Zahl der Nachkommen mit einer 

gleichzeitigen genetischen Deletion für TPC1 und TPC2 aus den TPC1/TPC2 

heterozygoten Zuchtpaaren noch sehr gering. Aus diesem Grund standen nur wenige 

Tiere für homozygot defiziente TPC1/2-/- Verpaarungen zur Verfügung, sodass lediglich 

drei Zuchtpaare für die Erfassung des Reproduktionsphänotyps angesetzt werden 

konnten. Für zwei dieser Zuchtpaare musste festgestellt werden, dass sie keine 

Nachkommen produzierten. Aus dem dritten Zuchtpaar gingen drei Würfe mit insgesamt 

19 Jungtieren hervor, von denen allerdings keines die ersten drei Wochen nach der 

Geburt überlebte. Diese initialen Daten deuten darauf hin, dass eine gleichzeitige 

Deletion beider TPC-Subtypen die Überlebensfähigkeit der Nachkommen aus 

homozygot TPC1/2-defizienten Zuchtpaaren stark beeinflusst. Deshalb wurde der Fokus 

bei der Erfassung des Reproduktionsphänotyps der Männchen und hinsichtlich der 

Fertilität der Zuchtpaare auf TPC1/2 heterozygote Mäuse gelegt.  

6.1.5.1 Fertilität heterozygoter TPC1/2 Doppel-knockout Zuchtpaare 

Aus Verpaarungen TPC1/2 heterozygoter Mäuse gingen im Mittel Würfe mit 5,9 

Jungtieren hervor. Diese Größe entspricht in etwa dem für TPC Wildtyp-Verpaarungen 

ermitteltem Wert von 5,7 Jungtieren pro Wurf (s. Tabelle 8). Auch die 

Geschlechterverteilung wich bei Nachkommen von heterozygoten Zuchtpaaren nicht 

von der statistisch erwarteten Verteilung ab: Bei 51,2 % der Jungtiere wurde ein 

männliches Geschlecht festgestellt. Die Zeitintervalle, die zwischen den Würfen lagen, 

waren mit 34,0 Tagen im Durchschnitt im Bereich des Zeitraums, der für die 

entsprechenden TPC+/+ Zuchtpaare ermittelt wurde (37,3 Tage). Die Zeit bis zum ersten 

Wurf eines heterozygoten Zuchtpaares (26,3 Tage) war im Vergleich zu TPC+/+ 

Verpaarungen (21,6 Tage) leicht, aber nicht signifikant erhöht. (s. Tabelle 8) 
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Tabelle 8 Fertilitätsparameter von TPC1/2 heterozygoten Zuchtpaaren. 

Fertilitätsparameter TPC1/2 Genotyp 
[+/+] x [+/+] [+/-] x [+/-] 

Wurfgröße 
(Zuchtpaare/Würfe) 

5,7 ± 0,2 
(7/29) 

5,9 ± 0,3 
(7/21) 

Geschlechterverteilung  
(% Männchen) 56,0 51,2 

Zeit zwischen den Würfen (d) 
(Zuchtpaare) 

37,3 ± 2,9 
(8) 

34,0 ± 2,9 
(7) 

Zeit bis zum ersten Wurf (d) 
(Zuchtpaare) 

21,6 ± 1,1 
(8) 

26,3 ± 2,6 
(7) 

 

Die Anzahl der Würfe in einem Zeitraum von 120 Tagen nach Verpaarung schwankte für 

die TPC1/2 heterozygoten Zuchtpaare relativ stark. So konnten zwei der sieben 

analysierten Zuchtpaare gar keine Nachkommen produzieren, was dazu führt, dass die 

Zahl der Würfe pro 120 Tage mit 2,1 deutlich unter dem Wert für TPC+/+ Verpaarungen 

(3,4 Jungtiere) lag (p=0,059). (s. Abb. 26) TPC1/2 heterozygote Zuchtpaare sind also 

ebenfalls grundsätzlich fertil; für eine abschließende statistisch abgesicherte Beurteilung 

des Reproduktionsphänotyps sollten aber noch weitere Daten erhoben werden.  

T P C
+ /+

T P C 1 /2
+ /-

0

1

2

3

4

A
n

z
a

h
l 

d
e

r 
W

ü
rf

e

 

Abb. 26 Anzahl der Würfe von Wildtyp und heterozygoten TPC1/2 Zuchtpaare innerhalb 
von 120 Tagen. 
Die durchschnittliche Zahl der Würfe aus Verpaarungen von TPC1/2 heterozygoten Elterntieren 
in einem definierten Zeitraum von 120 Tagen wurde ermittelt und der erfassten Anzahl von 
Würfen für Wildtyp Zuchtpaare gegenüber gestellt. Aus den 7 angesetzten TPC1/2 heterozygoten 
Zuchtpaaren gingen innerhalb des festgesetzten 120 Tage-Intervalls im Mittel 2,1 Würfe hervor; 
aus entsprechenden Verpaarungen von Wildtyp-Zuchtpaaren (8 Zuchtpaare) gingen im gleichen 
Zeitraum dagegen 3,4 Nachkommen hervor. Trotz des auffällig niedrigeren Reproduktionserfolgs 
der heterozygoten TPC1/2 Zuchtpaare konnte jedoch kein statistisch signifikanter Unterschied zu 
dem Reproduktionserfolg der Wildtyp-Elterntiere festgestellt werden. 
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6.1.5.2 Reproduktionsphänotyp von TPC1/2 heterozygoten Männchen 

Wie TPC2+/- und TPC2-/- Männchen wurden auch TPC1/2+/- Männchen im Hinblick auf 

ihre Reproduktionsorgane untersucht. Das durchschnittliche Gewicht beider Hoden 

entsprach mit 170,4 mg in etwa dem von TPC+/+ Männchen (172,07 mg). Die 

durchschnittliche kaudale Spermienzahl im Nebenhoden war mit 21,48 x 106 gegenüber 

den TPC+/+ Männchen mit 22,24 x 106 ebenfalls unauffällig. Zusätzlich wurde auch das 

Körpergewicht der 10 untersuchten heterozygoten Männchen bestimmt: Das 

durchschnittliche Gewicht der TPC1/2+/- Männchen betrug 25,43 g, was vergleichbar mit 

dem Durchschnittskörpergewicht von TPC+/+ Männchen (25,91 g) war (s. Tabelle 9). Eine 

Heterozygotie bezüglich der TPC1 und TPC2 Gene wirkte sich somit auf keinen der 

untersuchten Reproduktionsparameter aus.  

 

Tabelle 9 Spermienzahl, Hoden- und Körpergewicht von TPC1/2 heterozygoten Männchen. 
Zur Bestimmung des Körpergewichts TPC1/2 heterozygoter adulter Männchen wurden die Tiere 
durch zervikale Dislokation getötet und umgehend gewogen; anschließend wurden beide Hoden 
präpariert und deren Gesamtgewicht bestimmt. Die Anzahl kaudaler Spermien wurde mit Hilfe 
einer Neubauerzählkammer erfasst. Dargestellt sind die Durchschnittswerte der jeweiligen 
untersuchten Parameter von 14 Wildtyp-Männchen bzw. 10 Tieren mit einem heterozygoten 
TPC1/2 Genotyp. 

 TPC1/2 Genotyp 
[+/+]  [+/-] 

Körpergewicht (g) 25,9 ± 0,4 25,4 ± 0,4 

Hodengewicht (mg) 172,1 ± 4,9  170,4 ± 6,0 

Spermienzahl (x 10
6
) 22,2 ± 1,6 21,5 ± 2,2 

 

6.1.5.3 Genotypverteilung 

Wie bereits erwähnt, können aus einer Verpaarung von TPC1/2 heterozygoten Mäusen 

Nachkommen mit neun unterschiedlichen Genotypen entstehen (s. Abb. 12). Die 

Wahrscheinlichkeit für eine erneute Heterozygotie für beide Gene liegt bei 25 %; je 6,25 

% der Jungtiere sind laut statistischer Wahrscheinlichkeit Wildtypen oder DKOs.  

Aus bisher neun TPC1/2+/- Zuchtpaaren gingen insgesamt 136 Nachkommen hervor. Die 

jeweils erwartete Anzahl der Nachkommen mit Wildtyp oder DKO Genotyp lag damit bei 

8,5 Tieren. Bis dato konnten 8 Wildtyp und 4 DKO Tiere genotypisiert werden. Der 

tatsächliche Anteil der Wildtyp-Nachkommen entspricht mit ca. 5,9 % in etwa dem 

erwarteten prozentualen Anteil von 6,25 %; der Anteil der DKO Jungtiere ist mit ca. 2,9 

% hingegen deutlich geringer als statistisch zu erwarten wäre. (s. Abb. 27) Es deutet 
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sich also eine Genotypverschiebung zu Ungunsten des DKO Genotyps an, die sich 

möglicherweise nach Generierung weiterer Daten auch statistisch absichern lässt. 
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Abb. 27 Anteil verschiedener Genotypen von Nachkommen TPC1/2 heterozygoter 
Zuchtpaare. 
Die Nachkommen aus TPC1/2 heterozygoten Zuchtpaaren wurden genotypisiert und der 
prozentuale Anteil der TPC+/+, TPC1/2+/- und TPC1-/- Jungtiere berechnet und graphisch 
dargestellt. Die erwartete Verteilung der Genotypen nach den Mendelschen Regeln ist durch die 
rot gestrichelten Linien angedeutet (TPC1/2+/-: 25 %; TPC1/2-/- und TPC1/2+/+: 6,25 %). In den 
Balken ist die absolute Zahl der Tiere, die für den jeweiligen Genotyp ermittelt wurde, angegeben. 
Sowohl Nachkommen mit dem Genotyp TPC1/2+/- als auch TPC1/2-/- Jungtiere scheinen 
innerhalb der Gesamtheit der Nachkommen unterrepräsentiert, nach Analyse der Daten mi Hilfe 
des Chi2-Tests ergab sich jedoch kein signifikanter Unterschied zwischen der beobachteten und 
der erwarteten Verteilung der Genotypen. 

6.1.5.4 Mortalitätsrate 

In Abb. 28 ist zu sehen, dass 40 % der Nachkommen der TPC1/2+/- Zuchtpaare während 

der ersten drei Wochen verstarben oder bereits bei der Geburt tot waren. Wie bereits 

unter 6.1.4.4 erwähnt, ist die Sterberate der mitgezüchteten TPC+/+ Mäuse mit 25,34 % 

allerdings relativ hoch. Dennoch liegt die Mortalitätsrate der TPC1/2 heterozygoten 

Nachkommen deutlich darüber. In diesem Zusammenhang muss nochmals darauf 

hingewiesen werden, dass bisher nur ein DKO Zuchtpaar in der Lage war, Nachkommen 

zu produzieren, wobei die Mortalitätsrate der Jungtiere aber bei 100 % lag. In weiteren 

Zuchtansätzen muss deshalb geprüft werden, ob es überhaupt möglich ist, 

Nachkommen aus TPC1/2 DKO Zuchtpaaren zu erhalten, die zu adulten Tieren 

heranwachsen. 
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Abb. 29 A und B; Pfeil). Diese Bande repräsentiert möglicherweise eine kürzlich 

identifizierte um ca. 70 Aminosäuren N-terminal verkürzte TPC1 Isoform (TPC1B), deren 

Transkription von einem alternativen Promotor im Exon 3 der TPC1-Gensequenz 

gesteuert wird (Ruas et al., 2014). Da der verwendete TPC1-Antikörper ein C-terminal 

lokalisiertes Epitop des TPC1 Proteins erkennt (Jan Castonguay, 2014), ist es 

theoretisch möglich, beide TPC1 Isoformen im Western Blot zu detektieren. 

Die genetische Deletion von TPC1 in der für diese Arbeit verwendeten Mauslinie konnte 

bereits in vorangegangenen Arbeiten (Arndt, 2012; Arndt et al., 2014; Ruas et al., 2014) 

bestätigt werden. Diese erfolgreiche genetische Deletion des TPC1 konnte im Rahmen 

dieser Arbeit auch für peritoneale Zellen bestätigt werden (s. Abb. 29 A). Um die 

Beladung der einzelnen Spuren der SDS-Gele mit gleichen Proteinmengen zu 

verifizieren, wurde für die hier durchgeführten Western-Blot Analysen folgende 

Vorgehensweise gewählt: Neben dem TPC1 Antikörper wurde auch ein gegen murines 

Aktin gerichteter Antikörper eingesetzt, der dieses Protein mit einem Molekulargewicht 

von 42 kDa zuverlässig detektiert. Da das Strukturprotein Aktin ein wichtiger Bestandteil 

des Zytoskeletts ist und in allen Zelltypen exprimiert wird (Carpenter, 2000), eignet es 

sich als aussagekräftige Kontrolle zur Überprüfung der gleichmäßigen Proteinbeladung 

der einzelnen Gel-Slots. In dem hier exemplarisch abgebildeten Western Blot ist zu 

erkennen, dass sowohl in den Lysaten der TPC1+/+ als auch der TPC1-/- Zellen ein 

immunoreaktives Signal des Aktin-Antikörpers im Bereich des erwarteten 

Molekulargewichts detektiert werden konnte (s. Abb. 29 A). Dabei fällt auf, dass die 

Intensität der Aktin-Bande in den Lysaten der peritonealen Zellen aus TPC1-/- Mäusen 

im Vergleich zu den Lysaten der TPC1+/+ Zellen sogar stärker ist (Abb. 29 A), was darauf 

hindeutet, dass die Proteinkonzentration im TPC1-/- Zelllysat höher ist als in den Lysaten 

der TPC1+/+ Zellen.  

Insgesamt bestätigten die Ergebnisse der fehlenden Immunoreaktivität in den TPC1-/-

Zelllysaten zum einen die Spezifität des TPC1-Antikörpers; zudem qualifizierten die 

Befunde die verwendete TPC1-/--Mauslinie als geeignetes „Werkzeug“ zur 

Charakterisierung der physiologischen Rolle des TPC1 für die Degranulation von 

Mastzellen.  

Die Vorläufer vieler Immunzellen, sogenannte hämatopoetische Stammzellen, werden 

im Knochenmark gebildet (Zhao et al., 2012). Infolgedessen wurde die Expression von 

TPC1 auch in Zellen aus dem Knochenmark von TPC1+/+ Mäusen untersucht. Auch in 

Lysaten dieser Zellen konnte TPC1 durch den Einsatz des spezifischen anti-TPC1 

Antikörpers nachgewiesen werden (s. Abb. 29 C); Die charakteristische immunoreaktive 

TPC1-Bande erstreckt sich in den Lysaten der Knochenmarkszellen über einen Bereich 

von ca. 100 – 130 kDa, erscheint aber im Vergleich zum Signal des TPC1-Antikörpers 
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Um die Expression des TPC2 in peritonealen Zellen zu analysieren, wurde ebenfalls ein 

Subtyp-spezifischer polyklonaler Antikörper verwendet, der freundlicherweise von PD 

Dr. Dr. Christian Grimm (Fakultät für Chemie und Pharmazie, Ludwig-Maximilians 

Universität, München) zur Verfügung gestellt wurde (Hassan, 2014). Da der TPC2-

Antikörper im Western Blot trotz verschiedener Standardisierungsversuche keine 

spezifische Immunoreaktivität in den eingesetzten Totallysaten von peritonealen Zellen 

zeigte (Daten nicht gezeigt), wurde für den Nachweis von TPC2 die Methode der 

Immunzytochemie gewählt.  

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde der Fokus vor allem auf peritoneale 

Mastzellen als Modellsystem für die Ca2+-regulierte Exozytose gelegt. Mastzellen 

können, wie bereits beschrieben (s. 5.3), neben anderen Zellen durch eine Spülung der 

Bauchhöhle aus dem Peritoneum isoliert werden. Da Mastzellen allerdings nur einen 

geringen Anteil an der gesamten peritonealen Zell-Lavage ausmachen (ca. 2 – 5 %) 

(Malbec et al., 2007), war es nötig, diese durch einen Sortiervorgang mit Hilfe von 

magnetischen Kügelchen (beads), an die ein Antikörper gegen das Mastzell-spezifische 

Oberflächenantigen CD117 gekoppelt wurde (Neu et al., 1996), im Vorfeld der 

Immunzytochemie anzureichern.  

Nach Fixierung der aus Wildtyp und TPC2-/- Mäusen isolierten Mastzellen wurden 

zunächst unspezifische Bindungsstellen blockiert, um die Zellen im nächsten Schritt  mit 

den primären Antikörpern zu inkubieren. Anschließend wurden die entsprechenden 

Spezies-spezifischen fluoreszenzmarkierten Sekundärantikörper eingesetzt, um die 

Bindung der Primärantikörper nachzuweisen; zudem wurde eine DAPI-Färbung zur 

Markierung der Zellkerne durchgeführt. In Abb. 30 sind Phasenkontrast- (A und E) und 

Fluoreszenzaufnahmen (B - D; F - H) je einer exemplarischen TPC2+/+ und TPC2-/- 

Mastzelle dargestellt: Die typische Morphologie der Mastzellen, die sich vor allem durch 

die im Zytosol dicht gepackten Granula auszeichnet (Yong, 1997), lässt sich in den 

Phasenkontrastaufnahmen der fixierten Mastzellen leider nur sehr schwer erkennen 

(Abb. 30 A und E). Das DAPI-Signal (Abb. 30 B und F) in den Zellkernen der Mastzellen 

ist relativ unscharf, da der Fokus für die Aufnahmen der Fluoreszenzsignale auf die rote 

und grüne Fluoreszenzmarkierung eingestellt wurde. Zum Nachweis der Bindung des 

TPC2-Antikörpers wurde ein FITC-gekoppelter Sekundärantikörper verwendet, dessen 

Signal mit Hilfe des grünen Fluoreszenzkanals (Wellenlänge ca.510 bis 550 nm) 

detektiert werden konnte. In der TPC2+/+ Mastzelle ist ein grünes Fluoreszenzsignal an 

der Plasmamembran (Pfeil) und zusätzlich im Inneren der Zelle (Pfeilspitze) zu erkennen 

(Abb. 30 D). Die Immunoreaktivität scheint dabei in beiden Bereichen auf vesikuläre 

Strukturen beschränkt zu sein. In der TPC2-/- Mastzelle konnte keine immunoreaktive 

Markierung des TPC2-Antikörpers detektiert werden (Abb. 30 H), was die Spezifität des 
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Mit Hilfe von fluoreszenzmarkierten Antikörpern gegen Zelltyp-spezifische 

Oberflächenantigene konnten die verschiedenen immunologischen Zelltypen in der 

Durchflusszytometrie (FACS-Analyse) auch konkret identifiziert werden. Um dabei aber 

zwischen unspezifischen Hintergrundsignalen und spezifischen Markierungen der 

verwendeten Antikörper zu unterscheiden, wurde zusätzlich ein Kontroll-Antikörper des 

selben Isotyps (Isotypkontrolle) eingesetzt, der die gleiche Fluorochrommarkierung 

aufwies wie der Zelltyp-spezifische Antikörper (Hulspas et al., 2009). Zur Analyse der 

jeweiligen prozentualen Verteilung der einzelnen Zelltypen wurde zunächst die 

Gesamtzahl der lebenden Zellen bestimmt; anschließend wurde die Zahl der 

fluoreszenzmarkierten Zellen in der der jeweiligen Zellgröße entsprechenden Population 

(s. Abb. 31) determiniert und in Relation zur Gesamtzellzahl gesetzt. In Abb. 32 sind 

exemplarische Histogramme für peritoneale Zellen aus TPC1+/+ und TPC1-/- Mäusen 

gezeigt, die die Zellzahl (innerhalb der Populationen) in Abhängigkeit von der Stärke des 

Fluoreszenzsignals darstellen (ausgefüllte Bereiche im Histogramm). Die entsprechende 

Immunglobulin-Isotypkontrolle ist jeweils als unausgefüllter Bereich zu sehen.  

In den Histogrammen ist jeweils der nicht markierte Teil (erstes Maximum) der 

untersuchten Teilpopulation deutlich von den Fluoreszenz-markierten Zellen (zweites 

Maximum) zu unterscheiden. Für die Analyse der Anzahl der B-Zellen wurde die Zahl 

der Fluoreszenz-markierten Zellen in beiden Größenpopulationen miteinbezogen, da die 

Größe von B-Zellen, je nach Aktivierungsstatus, variiert (Monroe und Cambier, 1983; 

Hat et al., 2011), und sie somit in beiden Populationen zu finden sind.  
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Um den beobachteten Effekt der TPC1 Defizienz auf den zeitlichen Verlauf und die 

Amplitude der Degranulationsantwort im Interesse der besseren Vergleichbarkeit als 

Vielfaches der initialen Zellgröße darzustellen, wurden im Folgenden die 

aufgezeichneten absoluten Kapazitätswerte auf die jeweilige basale Kapazität der Zelle 

normiert und wiederum der Mittelwert berechnet. Die entsprechenden zeitlichen 

Kurvenverläufe sind in Abb. 37 A dargestellt. Die verstärkte Kapazitätszunahme über die 

Zeit in TPC1-/- Mastzellen ist in dieser Darstellung noch deutlicher zu erkennen: TPC1-/- 

Mastzellen vergrößerten sich im Durchschnitt um das 3,4-fache, während die Kapazität 

von TPC1+/+ Mastzellen im Vergleich zum Basalwert nur um das 2,8-fache zunahm (Abb. 

37 B). Dieser Unterschied in der Degranulations-Amplitude zwischen TPC1-/- und 

TPC1+/+ Mastzellen zum Zeitpunkt t=300 s ist signifikant (p=0,02).  

 

 
Abb. 37 Normierte Kapazitätszunahme von TPC1+/+ und TPC1-/- Mastzellen nach GTP S 
Stimulation. 
A Die Zunahme der Zellgröße über die Zeit von 20 TPC1+/+ und 26 TPC1-/- Mastzellen wurde auf 
die jeweilige initiale Zellgröße zum Zeitpunkt t=10 s normiert. B Eine Quantifizierung der 
durchschnittlichen Degranulationsamplitude nach 300 s und eine anschließende statistische 
Auswertung ergab, dass die normierte Kapazitätszunahme der TPC1-/- Mastzellen (3,4-fache 
Vergrößerung) signifikant (p=0,02) höher ist als die von TPC1+/+ Mastzellen (2,8-fache 
Vergrößerung). 

 

Um die zeitlichen Abläufe der Degranulationsreaktionen von Wildtyp und TPC1-

defizienten Mastzellen noch genauer zu analysieren, wurde für die Kapazitätsmessung 

jeder einzelnen Zelle eine Kurvenanpassung (Capfit, Igor Wavemetrics) durchgeführt (s. 

5.7.5) und daraus weitere Exozytose-relevante Parameter bestimmt: Das Zeitintervall 

bis zum Start der Exozytose-Reaktion wird als „delay“ bezeichnet und ist für TPC1-/- 

Mastzellen im Mittel etwas kürzer als für TPC1+/+ Mastzellen (Abb. 38 A). Der Parameter 

„tau“ gibt die Zeit an, die benötigt wird, bis die Kurve 2/3 der maximalen Amplitude 

erreicht hat und ist somit ein Maß für die Geschwindigkeit der Exozytosereaktion der 

Zelle (Zierler et al., 2016). Im Mittel ist auch tau für die TPC1-/- Mastzellen leicht reduziert, 

was zeigt, dass die die Degranulationsreaktion in TPC1-defizienten Mastzellen schneller 

A B 



Ergebnisse 
_____________________________________________________________________ 

115 
 

abläuft als in Wildtyp-Mastzellen (s. Abb. 38 B). Zusammengefasst deuten die ermittelten 

Werte für die Parameter tau und delay an, dass die Degranulationsreaktion in TPC1-/- 

Mastzellen im Vergleich zu Wildtyp-Mastzellen insgesamt etwas schneller anläuft und 

zudem schneller die maximale Exozytoserate erreicht. 

 

 
Abb. 38 Analyse des zeitlichen Verlaufs der GTP S-induzierten Degranulationsreaktion in 
TPC1+/+ und TPC1-/- Mastzellen. 
Durch eine Kurvenanpassung für die einzelnen Kapazitätsmessungen verschiedener TPC1+/+ 
(n=19) und TPC1-/- (n=26) Mastzellen erhält man die Parameter „delay“ (Zeitintervall bis zum Start 
der Reaktion) und „tau“ (Zeitspanne bis 2/3 der maximalen Amplitude der Kurve erreicht sind). 
Beide Parameter, delay (A) und tau (B), sind bei TPC1-/- Mastzellen im Mittel gegenüber Wildtyp-
Mastzellen leicht reduziert, woraus sich ableiten lässt, dass die Degranulation in TPC1-/- 
Mastzellen nach GTPȖS-Stimulierung etwas schneller abläuft und die maximale Exozytoserate 
schneller erreicht wird. 
 

6.5.1.2 TPC2-defiziente und DKO Mastzellen 

Die bisherigen Kapazitätsmessungen an TPC1-defizienten Mastzellen haben gezeigt, 

dass TPC1-defiziente Mastzellen nach Stimulierung mit GTPȖS eine verstärkte 

Degranulationsreaktion zeigen (s. 6.5.1.1). Daher sollte im nächsten Schritt geprüft 

werden, ob eine Defizienz für TPC2 bzw. für beide TPC-Subtypen ähnliche 

Auswirkungen auf die Degranulation von Mastzellen hat. Deshalb wurden auch für TPC2-

/- und TPC1/2 Doppel-knockout Mastzellen Kapazitätsmessungen durchgeführt. Auch 

bei diesen Messungen wurde zunächst die durchschnittliche basale Zellgröße bestimmt. 

Für TPC2-/- Mastzellen wurde eine Größe von 5,17 pF ermittelt, was in etwa der Größe 

von Wildtyp Zellen (5,12 pF) entspricht (Abb. 39 A). DKO Mastzellen, die weder TPC1 

noch TPC2 exprimieren, wiesen, ähnlich wie TPC1-/- Mastzellen, eine leicht reduzierte 

Zellgröße auf (4,78 pF), die sich aber nicht signifikant von Wildtyp-Zellen unterschied 

(Abb. 39 B).  
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Abb. 39 Kapazitätsmessungen zur elektrophysiologischen Bestimmung der basalen 
Zellgröße von TPC2-/- und DKO Mastzellen. 
Die basale Kapazität (als Maß für die Zellgröße) wurde von 18 TPC2-/- und 16 DKO Mastzellen in 
der patch clamp whole-cell Konfiguration mittels eines Heka Verstärkers bestimmt und der 
Mittelwert aus den Einzelzell-Messungen ermittelt. Während die Größe von TPC2-/- Mastzellen 
(5,17 pF) sich nicht von Wildtyp-Mastzellen (5,12 pF) unterscheidet (A), ist die basale Kapazität 
von DKO Zellen (4,78 pF) leicht reduziert (B). 
 

Um die Degranulation der TPC2-/- und DKO Mastzellen auszulösen, wurden wiederum 

100 µM GTPȖS über die Patch-Pipette in die Zellen injiziert, die Kapazitätsänderung in 

pF über die Zeit aufgezeichnet und anschließend hinsichtlich ihrer Amplituden und des 

zeitlichen Verlaufs mit den erfassten Werten für Wildtyp-Mastzellen verglichen.  

Die GTPȖS-induzierte Degranulation in TPC2-/- Mastzellen ist in Abb. 40 A dargestellt 

(hellrote Kurve). Die gemessenen Kapazitätswerte wurden auf die basale Kapazität 

normiert, gemittelt und als „normierte Zellgröße“ (norm. Zellgröße) abgebildet. Die 

Amplitude der Reaktion nach 300 s ist für TPC2-/- Mastzellen (3,23-fache Vergrößerung) 

gegenüber dem Mittelwert von Wildtyp-Zellen (2,8-fache Vergrößerung) erhöht (Abb. 40 

B). Die Degranulationsreaktion läuft also, wie auch bereits für TPC1-/- Mastzellen 

beobachtet, verstärkt ab. Der für TPC2-/- Mastzellen ermittelte durchschnittliche Wert für 

den Parameter delay, der die Zeit bis zum Start der Reaktion angibt, unterscheidet sich 

allerdings nicht von Wildtyp-Mastzellen (Abb. 40 C). Nach Ermittlung der 

durchschnittlichen Exozytoserate tau für TPC2-/- Mastzellen, konnte festgestellt werden, 

dass diese zwar erhöht ist, allerdings besteht kein signifikanter Unterschied zu Wildtyp-

Zellen (Abb. 40 D). TPC2-defiziente Mastzellen zeigten also als Antwort auf die 

Stimulierung mit GTPȖS, ähnlich wie TPC1-/- Mastzellen, eine etwas beschleunigte 

Degranulationsreaktion mit erhöhter Amplitude.  
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Abb. 40 Amplitude und zeitlicher Verlauf der GTP S-induzierten Degranulation von 
TPC2-/- Mastzellen im Vergleich zu Wildtyp-Zellen. 
A Die zeitliche Veränderung der normierten Zellgröße von 18 TPC2-/- Zellen (hellrote Kurve) nach 
Stimulation mit 100 µM GTPȖS wurde gemittelt und im Vergleich zu Wildtyp-Mastzellen (schwarze 
Kurve) dargestellt. B Die Degranulations-Amplitude ist bei TPC2-/- Mastzellen im Vergleich zu 
Mastzellen von Wildtyp-Tieren leicht erhöht (3,23; zum Vergleich: TPC2+/+: 2,8); C Der 
durchschnittliche delay der Reaktion der TPC2-/- Zellen entspricht in etwa dem der Wildtyp-Zellen. 
D Der Parameter tau ist im Durchschnitt für TPC2-/- Mastzellen leicht, aber nicht signifikant, 
erhöht. 

Die Stimulation von peritonealen Mastzellen aus TPC1/2 Doppel-knockout Mäusen mit 

100 µM GTPȖS führte ebenfalls zu einer verstärkten Degranulationsreaktion im 

Vergleich zu TPC Wildtyp (TPC+/+)-Mastzellen (Abb. 41 A und B): Die 

Degranulationsamplitude nach 300 s zeigte für TPC1/2-/- Mastzellen eine 3,2-fache 

Erhöhung im Vergleich zur basalen Zellgröße; für Wildtyp-Mastzellen entsprach die 

maximale Amplitude einer Vergrößerung der Zellen um das 2,8-fache. Wie auch bereits 

für die Kapazitätsmessungen an TPC2-/- Mastzellen festgestellt, ist dieser Unterschied 

im Vergleich zu Wildtyp-Mastzellen jedoch nicht signifikant. Dieser Befund ist hinsichtlich 

der signifikant erhöhten maximalen Degranulationsamplitude nach GTPȖS-Stimulierung 

von TPC1-Einzelknockout Mastzellen bemerkenswert. (Zum Vergleich: Die 

Degranulations-Amplitude zum Zeitpunkt 300s lag für TPC1-/- Mastzellen bei einem Wert 

von 3,4). Dass die genetische Deletion von TPC1 einen stärkeren Effekt auf die 

Degranulationsreaktion von Mastzellen hat, als die Deletion beider TPC-Subtypen 
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Im Rahmen dieser Arbeit wurde Tetrandrine eingesetzt, um einen pharmakologischen 

TPC knockout in Mastzellen zu generieren, und so die in den genetischen TPC-knockout 

Modellen registrierten Befunde einer verstärkten Degranulationsreaktion zu überprüfen 

(s. 6.5.1). Dazu wurden peritoneale Mastzellen von Wildtyp-Mäusen isoliert; nach 

Vorinkubation mit 500 nM Tetrandrine in der externen Lösung wurden die Zellen über 

die Patch-Pipette mit 100 µM GTPȖS stimuliert und anschließend die 

Kapazitätsänderungen über die Zeit erfasst. In Abb. 42 A ist zu erkennen, dass mit 

Tetrandrine behandelte Mastzellen (Tetrandrine) im Durchschnitt deutlich stärker auf 

den GTPȖS-Stimulus reagierten als unbehandelte Zellen (Kontr.). Die Zunahme der 

Zellgröße beginnt bereits nach wenigen Sekunden; nach einem Zeitintervall von 150 s 

haben sich die mit Tetrandrine behandelten Zellen im Durchschnitt auf das 3,7-fache 

ihrer Ausgangskapazität vergrößert. Zum gleichen Zeitpunkt (150 s) liegt die Amplitude 

der Reaktion von unbehandelten Mastzellen dagegen erst bei 2,4 (Abb. 42 B); Die 

statistische Auswertung für den Zeitpunkt 150 s ergab, dass die Kapazitätszunahme von 

mit Tetrandrine vorinkubierten Mastzellen im Vergleich zu unbehandelten Zellen nach 

GTPȖS-Stimulierung signifikant (p=0,025) erhöht ist. Der veränderte zeitliche Verlauf der 

GTPȖS-induzierten Degranulationsreaktion nach Tetrandrine Inkubation ist auch 

deutlich an den, im Vergleich zu unbehandelten Zellen, signifikant reduzierten 

Parametern delay (p=0,03) und tau (p=0,003) zu erkennen (Abb. 42 C und D). Nach 

pharmakologischer Blockierung der TPCs setzt die Degranulation also früher ein und 

verläuft schneller und verstärkt. Die Auswirkungen des „pharmakologischen knockouts“ 

der TPCs auf die Degranulation in Mastzellen sind also noch dramatischer, als die der 

genetischen Deletion der TPCs. Eine mögliche Erklärung für diesen starken Effekt von 

Tetrandrine im Vergleich zur genetischen Deletion der TPCs könnte sein, dass die 

genetische Deletion zum Teil funktionell kompensiert wird, so dass die Degranulation 

insgesamt weniger stark potenziert wird als nach direkter pharmakologischer 

Blockierung der TPCs (El-Brolosy und Stainier, 2017). 
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Abb. 43 Kapazitätsmessungen an peritonealen Mastzellen nach NAADP Applikation. 
Verschiedene NAADP Konzentrationen wurden direkt über die Patch Pipette in Wildtyp-
Mastzellen geleitet. Die Kapazität der Mastzellen wurde nach Stimulation mit 1 µM (A; n=5) und 
100 µM (B; n=5) NAADP über einen Zeitraum von 200 s aufgezeichnet und auf die basale 
Kapazität jeder einzelnen Zelle normiert. Weder die Applikation von 1 µM (A) noch von 100 µM 
(B) führte zu einer Änderung der Kapazität der Mastzellen.  
 

Da angenommen wird, dass für die Auslöung der Degranulation in Mastzellen neben der 

Erhöhung der intrazellulären Ca2+-Konzentration auch andere Signalwege aktiviert 

werden müssen (Penner und Neher, 1988), ist NAADP als alleiniger Stimulus in 

Mastzellen möglicherweise nicht ausreichend, um eine Degranulation der Zellen zu 

initiieren. 

Deshalb wurde im nächsten Schritt die Wirkung von NAADP auf die GTPȖS-induzierte 

Degranulation untersucht. Die pharmakologischen Wirkstoffe wurden simultan über die 

Patch-Pipette appliziert und wiederum die Kapazität der Zellen über die Zeit gemessen. 

Um erneut gezielt TPC1 zu aktivieren wurde eine Konzentration von 1 µM NAADP 

gewählt (Davis et al., 2012; Arndt et al., 2014). Im Vergleich zu den Kontrollzellen, die 

nur mit GTPȖS stimuliert wurden, reagierten die mit GTPȖS und 1 µM NAADP 

behandelten Mastzellen im Durchschnitt schwächer bezüglich der G-Protein vermittelten 

Degranulation (Abb. 44 A). Die nach 300 s ermittelte durchschnittliche 

Degranulationsamplitude für NAADP-behandelte Mastzellen (2,33) war im Vergleich mit 

den Kontrollreihen (2,8) erkennbar reduziert. Die Bestimmung der Parameter delay und 

tau ergab, dass der Start der Reaktion und die Geschwindigkeit der Exozytose nach 

zusätzlicher NAADP Stimulation nur leichte bis keine Änderungen im Vergleich zu den 

nur mit GTPȖS behandelten Zellen aufwiesen (Abb. 44 C und D).  
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Abb. 44 Einfluss von NAADP auf die GTP S-induzierte Degranulation. 
A Primäre peritoneale Mastzellen wurden simultan mit 1 µM NAADP und 100 µM GTPȖS 
stimuliert und die durchschnittliche Zunahme der Kapazität über die Zeit aufgezeichnet. Die 
gemessenen Kapazitätswerte wurden in Relation zur basalen Kapazität gesetzt, um so die 
normierte Zunahme der Zellgröße unter beiden Stimulationsbedingungen vergleichend darstellen 
zu können. (NAADP 1 µM n=15; Kontrolle n=20) B Die durchschnittliche Amplitude der 
Degranulation nach 300 s betrug in Anwesenheit von NAADP einen Wert von 2,33 und ist somit 
gegenüber der Kontrolle (nur GTPȖS) mit 2,8 leicht reduziert. Die Parameter delay (C) und tau 
(D) unterscheiden sich nicht signifikant von den Kontrollwerten. 
 

Um zu überprüfen, ob die veränderte Degranulationsantwort in Mastzellen in 

Anwesenheit von NAADP tatsächlich auf die Aktivierung von TPC1 zurückzuführen ist, 

wurden auch TPC1-/- Mastzellen simultan mit 1 µM NAADP und GTPȖS stimuliert. Dabei 

ließ sich jedoch feststellen, dass NAADP auch einen Einfluss auf die Stärke der 

Degranulationsreaktion von TPC1-defizienten Zellen hat (s. Abb. 45 A). Die maximale 

Degranulationsamplitude nach 300 s von mit 1 µM NAADP behandelten TPC1-/- 

Mastzellen liegt im Mittel bei 2,56. Damit ist sie im Vergleich zur Amplitude nur mit 

GTPȖS behandelter TPC1-/- Kontrollzellen (3,4) signifikant reduziert (p=0,01) (Abb. 45 

B). Die Analyse der kinetischen Parameter ergab weiter, dass die Degranulation, 

unabhängig von der Anwesenheit von NAADP, in allen Zellen in etwa zum gleichen 

Zeitpunkt startet, was sich in dem unveränderten delay nach NAADP-Zugabe 

wiederspiegelt (Abb. 45 C). Allerdings läuft die Reaktion in NAADP-behandelten 

TPC1-/- Mastzellen signifikant (p=0,018) verlangsamt ab (s. Abb. 45 D). Eine mögliche 
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Erklärung für diese Beobachtung könnte eine im Zuge der Defizienz für TPC1 

auftretende Überexpression des ebenfalls durch NAADP aktivierbaren TPC-Subtyp 

TPC2 sein, der die Funktion von TPC1 teilweise übernimmt. 

 

 
Abb. 45 Effekt von NAADP auf die GTP S-vermittelte Degranulation von TPC1-/- Mastzellen. 
A In Anwesenheit von 1 µM NAADP ist die durch 100 µM GTPȖS induzierte Degranulation im 
Vergleich zu mit GTPȖS alleine behandelten Zellen deutlich abgeschwächt. B Nach 300 s zeigten 
die mit NAADP und GTPȖS behandelten Zellen eine signifikant reduzierte Amplitude im Vergleich 
zu nur mit GTPȖS behandelten Zellen. C Im delay lies sich jedoch kein Unterschied im 
Antwortverhalten beider Zellpopulationen feststellen. Dies verhielt sich jedoch für die 
Geschwindigkeit der Exocytose Reaktion anders: Der Parameter tau ist bei zusätzlicher NAADP 
Applikation signifikant erhöht (p=0,018). (NAADP + GTPȖS: n=17; GTPȖS-Kontrolle: n=26) 

Stimulierungsexperimente an murinen Stammzellen (Zhang et al., 2013) und 

Fibroblasten (Grimm et al., 2014) haben gezeigt, dass der TPC2 bereits durch deutlicher 

niedrigere Dosen an NAADP aktiviert wird als TPC1 . Da dieses Charakteristikum des 

TPC2 die Möglichkeit eröffnet, gezielt die funktionelle Rolle des TPC2 für die 

Mastzelldegranulation zu analysieren, wurden Wildtyp Zellen mit GTPȖS und einer 

NAADP-Konzentration im niedrigen nanomolaren Bereich stimuliert. In Abb. 46 ist zu 

erkennen, dass die niedrigere NAADP-Dosis keinen Einfluss auf die Amplitude (Abb. 46 

B) und den Zeitpunkt des Starts der Degranulationsreaktion (Abb. 46 C) hat. Lediglich 

die Geschwindigkeit der Exozytosereaktion ist verlangsamt, was sich an dem im 

Vergleich zu Kontrollzellen signifikant (p=0,035) erhöhten tau erkennen lässt. 
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Abb. 46 Stimulierung von Wildtyp Mastzellen mit GTP S und niedrigen Dosen an NAADP 
(30 nM). 
A Gezeigt ist die durchschnittliche Kapazitätszunahme über die Zeit von Wildtyp-Mastzellen nach 
Stimulation mit GTPȖS (Kontr.; n=20) und GTPȖS + 30 nM NAADP (NAADP 30 nM; n=18). B Die 
Amplitude der Degranulation nach 300s war unter beiden Bedingungen vergleichbar. C Der delay 
als Maß für den Beginn der Degranulation unterschied sich ebenfalls nicht zwischen NAADP 
behandelten Mastzellen und Kontrollzellen. D Der Parameter tau als Indikator für die 
Exozytosegeschwindigkeit war hingegen in Anwesenheit von 30 nM NAADP im Vergleich zu nur 
mit GTPȖS behandelten Kontrollzellen signifikant erhöht (p=0,035). 
 

Im Weiteren wurden auch TPC2-/- Mastzellen mit GTPȖS und 30 nM NAADP stimuliert. 

Zum Zeitpunkt der Zusammenfassung dieser Datenreihe lag die Zahl der analysierten 

Mastzellen bei n=8, weshalb die folgenden Ergebnisse als vorläufig eingestuft werden 

sollten. Nach aktuellem Stand zeigten TPC2-/- Mastzellen in Anwesenheit von 30 nM 

NAADP im Vergleich zu nur mit GTPȖS behandelten Zellen eine nur leicht veränderte 

Degranulationsreaktion (Abb. 47 A). Die Amplitude der Reaktion nach Stimulation mit 

GTPȖS und 30 nM NAADP erreichte nach 300 s einen Wert von 2,58, während sich die 

nur mit GTPȖS behandelten Kontrollzellen durchschnittlich um das 3,23-fache 

vergrößerten (Abb. 47 B). Die zur Analyse der Kinetik der Reaktion bestimmten 

Parameter delay und tau zeigten keine signifikanten Unterschiede im Vergleich zu 

Kontrollzellen, die nur mit GTPȖS und ohne 30 nM NAADP stimuliert wurden (Abb. 47 C 

und D). Das die niedrigen Dosen an NAADP auch in TPC2-defizienten Mastzellen zu 

einer sowohl hinsichtlich der Amplitude als auch der Kinetik veränderten 

Degranulationsreaktion führten, könnte wiederum ebenfalls auf eine funktionelle 

Kompensation durch den anderen TPC-Subtyp TPC1 hindeuten. Somit sollte für eine 
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abschließende Beurteilung des Einfluss von NAADP auf die Mastzell-Degranulation eine 

Versuchsreihe mit NAADP/GTPȖS-Stimulation an TPC1/2 doppelt-defizienten 

Mastzellen durchgeführt werden, um kompensatorische Mechanismen der TPC-

Subtypen auszuschließen. 

 

 
Abb. 47 Kapazitätsmessungen an TPC2-/- Mastzellen nach GTP S und NAADP (30 nM) 
Applikation. 
A Dargestellt ist die Veränderung der normierten Zellgröße von TPC2-/- Mastzellen über die Zeit 
nach Zugabe von GTPȖS (Kontr.; n=18) oder GTPȖS mit 30 nM NAADP (n=8). B Mit GTPȖS 
alleine nimmt die Zellgröße um das 3,23-fache zu, eine simultane Gabe von NAADP vergrößert 
die Zelle nur auf das 2,58-fache. C In Anwesenheit von 30 nM NAADP startet die 
Exozytosereaktion etwas früher; dies lässt sich aus dem kleineren Wert für den Parameter delay 
schließen, der sich aber nicht signifikant von nur mit GTPȖS behandelten Kontrollzellen 
unterscheidet. D Der die Exozytoserate beschreibende Parameter tau ist bei simultaner 
Stimulation der Mastzellen mit GTPȖS und 30 nM NAADP leicht aber nicht signifikant erhöht. 

Zusammenfassend konnte also festgestellt werden, dass die Amplitude der GTPȖS-

induzierten Degranulationsreaktion speziell in TPC1-defizienten Mastzellen erhöht war. 

Zusätzlich ließen sich NAADP-vermittelte regulatorische Effekte auf die Degranulation 

vor allem nach Aktivierung von TPC1 durch eine NAADP Konzentration von 1 µM 

beobachten. Daher legen die bisherigen Befunde nahe, dass dem TPC1 im Vergleich 

zum TPC2 eine bedeutendere Rolle bei der Mastzell-Degranulation zukommt. 

Weiterführende Studien wurden daher ausschließlich an Zellen und Geweben aus 

TPC1-defizienten Mäusen durchgeführt. 
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Zugabe durch stetig auftretende Ca2+-Leckströme passiv entleert; infolgedessen steigt 

die zytosolische Ca2+-Konzentration kontinuierlich an, so dass eine 

Degranulationsreaktion ausgelöst wird (Huber et al., 2000).  

Um zu untersuchen, ob die Ursache für die verstärkte Degranulation in TPC1-/- 

Mastzellen möglicherweise auf ein im Vergleich zu Wildtyp-Mastzellen verändertes Ca2+-

Signal im Zytosol nach Aktivierung der Zellen zurückzuführen ist, wurden verschiedene 

Substanzen zur Stimulation der Zellen eingesetzt und wiederum die resultierenden Fura-

2 Fluoreszenzsignale für Wildtyp- und TPC1-/- Mastzellen aufgezeichnet.  

Im Einzelnen wurden für diese experimentelle Reihe initial die zytosolischen Ca2+-

Signale von mit Fura-2-AM beladenen TPC1+/+ und TPC1-/- Zellen in Anwesenheit von 

extrazellulärem Ca2+ (1 mM) und nach Zugabe von 2 µM Thapsigargin über die Zeit 

aufgezeichnet. Um die Ca2+-Signale aller Zellen miteinander vergleichen zu können, 

wurden die bestimmten Ratios der Fluoreszenzintensitäten (F340/F380) auf den Mittelwert 

der ersten zehn gemessenen Werte, der im Folgenden als „Basalwert“ bezeichnet wird, 

normiert (Abb. 50; norm. Ca2+ F340/F380). Anschließend wurden aus den normierten Daten 

die Mittelwerte ± Standardfehler der Einzelmessungen gebildet. Im Ruhezustand vor 

Stimulation der Mastzellen zum Zeitpunkt t=50 s konnten in Mastzellen beider 

Genotypen keine Änderungen des Fluoreszenzsignals detektiert werden. Auf die 

Zugabe von Thapsigargin (s. Abb. 50 A; Pfeil) reagierten jedoch sowohl TPC1+/+ wie 

auch TPC1-/- Mastzellen mit einem deutlichen Einstrom von Ca2+ in das Zytosol. Die 

durchschnittliche normierte Fluoreszenzintensität erreichte zum Zeitpunkt 300 s der 

Messung in Zellen beider Genotypen ein Maximum und ging danach allmählich in eine 

Plateauphase über (s. Abb. 50 A). Eine Bestimmung der normierten maximalen, zum 

Zeitpunkt t=300s registrierten zytosolischen Ca2+-Signale ergab für TPC1+/+ Mastzellen 

eine Erhöhung um den Faktor 2,29; für TPC1-/- Mastzellen wurde eine Verfeilfachung um 

den Faktor 2,38 registriert (s. Abb. 50 B). Die Amplitude des Ca2+-Signals war in TPC1-

/- Mastzellen zum Zeitpunkt des Erreichens der Plateauphase also nur sehr leicht erhöht. 

Vergleicht man aber die tatsächliche Ca2+-Zunahme über den gesamten 

Inkubationszeitraum für Zellen beider Genotypen, so liegt die durchschnittliche 

Fluoreszenzintensität der TPC1-defizienten Mastzellen über den gesamten 

Stimulationszeitraum immer leicht über der der Wildtyp-Zellen. Da diese Beobachtung 

darauf hindeutet, dass die gesamte Ca2+-Konzentrationszunahme über die Zeit in TPC1-

/- Mastzellen im Vergleich zu Wildtyp-Mastzellen insgesamt erhöht ist, wurde die 

gesamte Fluoreszenzintensitätszunahme über die Zeit quantifiziert. Dazu wurde das 

jeweilige Integral, also die Fläche unterhalb der beiden Mittelwertskurven (area under 

the curve = AUC), die nach unten durch eine Gerade bei y=1 begrenzt wurde, mit Hilfe 

der Statistik-Software Graphpad berechnet. Unter Angabe der Mittelwerte sowie des 
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zugehörigen Standardfehlers und der Stichprobengröße (n) kann das Graphpad-

Programm direkt das Integral der Mittelwertskurve berechnen, das damit rechnerisch 

dem Mittelwert aus den Integralen der Einzelmessungen entspricht. Die auf diese Weise 

durchgeführte Auswertung der Datensätze macht deutlich, dass in TPC1-/- Mastzellen 

über den gleichen Zeitraum (50 bis 300 s) signifikant (p=0,001) mehr Ca2+ in das Cytosol 

gelangt als in Wildtyp-Zellen.  
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Abb. 50 Thapsigargin-vermittelte Ca2+-Signale in peritonealen TPC1+/+ und TPC1-/- 
Mastzellen. 
Peritoneale Mastzellen wurden direkt nach der Isolation über Nacht bei 37 °C und 5 % CO2 
inkubiert und am nächsten Morgen für 30 min bei 37 °C mit dem Ca2+-Indikator Fura-2 beladen 
(5 µM Fura-2-AM, 0,02 % Pluronic F-127, 0,1 % BSA). Um die Ca2+-Konzentration zunächst den 
physiologischen Bedingungen gleichzusetzen, wurde eine extrazelluläre Ca2+-Konzentration von 
1 mM gewählt. Die Fluoreszenzintensität in den Zellen nach Anregung bei 340 nm bzw. 380 nm 
wurde bestimmt und der Quotient .aus den erfassten Werten gebildet. Zur Auswertung wurde 
zunächst jede Einzelzell-Messung auf den Mittelwert der ersten zehn Messwerte (=Basalwert) 
normiert, indem alle Messwerte durch den berechneten Basalwert dividiert wurden (norm. Ca2+); 
anschließend wurden die Mittelwerte ± SEM aller Messungen über die Zeit gebildet (TPC1+/+ 
n=48; TPC1-/- n=24). A 50 s nach Start der Messung wurde Thapsigargin (2 µM 
Endkonzentration) appliziert, was zu einem Anstieg der Fluoreszenzintensität im Zytosol von 
TPC1+/+ und TPC1-/- Mastzellen führte. B Eine Quantifizierung der Ca2+-Antwort nach Erreichen 
der Plateauphase bei 300 s (norm. Ca2+ (F340/F380) t300 s) zeigte nur geringfügige Unterschiede der 
Ca2+-Signalstärke von TPC1+/+ und TPC1-/- Mastzellen. C Um das Gesamtmaß der Zunahme an 
zytosolischem Ca2+ über die Thapsigargin-Inkubationszeit (50 bis 300 s) zu quantifizieren, wurden 
jeweils die Flächen unterhalb der Kurven mit Hilfe der Statistik-Software des Programms 
Graphpad berechnet (AUC t50-300 s) (Datenbegrenzung: y=1). Dadurch konnte durch Angabe der 
Mittelwerte, SEM und Stichprobengröße direkt das Integral unter den Mittelwertskurven 
berechnet werden, was dann dem Mittelwert der Integrale der Einzelmessungen entspricht. Die 
AUC der TPC1-/- Kurve ist signifikant (p=0,001) größer als die der TPC1+/+ Kurve. 

 

Die für diese Versuchsreihe eingestellte in extrazelluläre Ca2+-Konzentration von 1 mM 

machte es unmöglich zu erfassen, ob das einströmende Ca2+ aus dem extrazellulären 
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Millieu oder intrazellulären Speichern stammt. Dies ist unter anderem darauf 

zurückzuführen, dass durch den Einsatz von Thapsigargin zunächst Ca2+ aus dem ER 

in das Zytosol fließt; der Anstieg der intrazellulären Ca2+-Konzentration führt aber auch 

zur Aktivierung von spannungsabhängigen Ca2+-Kanälen in der Plasmamembran. Über 

diese Ca2+-Kanäle kann dann wiederum noch mehr Ca2+ entlang dem 

Konzentrationsgradienten aus dem extrazellulären Raum in das Zytosol gelangen 

(Catterall, 2011). Um zu untersuchen, welchen Anteil die intrazellulären Speicher, wie 

das ER, am vermehrten Ca2+-Einstrom in das Zytosol von TPC1-/- Mastzellen haben, 

wurden Thapsigargin-induzierte Ca2+-Signale als nächstes unter extrazellulär Ca2+-

freien Bedingungen gemessen. Um das extrazelluläre Ca2+ komplett zu chelatieren, 

wurde der Pufferlösung zusätzlich 0,5 mM EGTA zugesetzt. Abb. 51 fasst die Befunde 

dieser Versuchsreihe zusammen. Zunächst fällt auf, dass es in den TPC1-/- Mastzellen 

bereits vor der Zugabe von Thapsigargin zu einem Anstieg der Fluoreszenzintensität 

kam; nach etwa 25 s konnte keine weitere Zunahme des Signals beobachtet werden. 

Die anschließende Zugabe von Thapsigargin führte dann zu einer sehr schnellen 

Abnahme des Fluoreszenzsignals in TPC1-/- Mastzellen, die sich in einer Verschiebung 

der entsprechenden Mittelwertskurve nach unten widerspiegelt. Da diese Beobachtung 

für TPC1-defiziente Mastzellen nur im Rahmen dieser Versuchsreihe gemacht wurde, 

bleibt zu klären, ob es sich hierbei um ein physiologisches Ca2+-Signal der TPC1-/- 

Mastzellen handelte.  

Insgesamt stiegen die normierten Ratios der Fluoreszenzintensitäten (F340/F380) in Folge 

der Thapsigargin Applikation bei t=50 s jedoch sowohl in TPC1+/+ als auch in TPC1-/- 

Mastzellen an (s. Abb. 51 A). Nach ca. 120 s ist in TPC1-/- Zellen immer noch eine 

Zunahme des Fluoreszenzsignals zu erkennen, während die Intensität in den TPC1+/+ 

Zellen eine Plateauphase erreicht hat (s. Abb. 51 A). Wie in Abb. 51 B zu sehen, liegt 

die durchschnittliche Fluoreszenzintensität in den TPC1-/- Mastzellen zum Zeitpunkt 

t=150 s etwas über der Intensität in TPC1+/+ Mastzellen. Der Unterschied zwischen den 

Ca2+-Signalen in TPC1-/- und Wildtyp-Mastzellen ist zu diesem Zeitpunkt allerdings nicht 

statistisch signifikant. Analysiert man allerdings das gesamte Ca2+-Signal im Zeitraum 

zwischen 60 s und 200 s durch die Berechnung des Kurven-Integrals (AUC), so wird der 

Unterschied in der Stärke der Ca2+-Signale von Wildtyp- und TPC1-/- Mastzellen 

erkennbar: Über die beschriebene Zeitspanne strömt in TPC1-/- Mastzellen im Vergleich 

zum Wildtyp signifikant (p=0,0005) mehr Ca2+ in das Zytosol ein (s. Abb. 51 C). Da kein 

extrazelluläres Ca2+ zur Verfügung steht, muss dieses aus internen Speichern, wie z. B. 

dem ER stammen.  
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Ablauf der anti-DNP-IgE/DNP-BSA Stimulation s. Abb. 14). Die Zugabe von DNP-BSA 

während der Ca2+-Messung führt dann zur Quervernetzung der bereits an die Fcɛ-

Rezeptoren gebundenen anti-DNP-IgEs und somit zur Aktivierung der Signalkaskade. 

Um nun die Bedeutung von TPC1 für die durch IgE Quervernetzung induzierte Ca2+ 

Mobilisierung zu bestimmen, wurden zuerst zytosolische Ca2+-Signale in mit Fura-2 

beladenen TPC1-/- Mastzellen im Vergleich zu TPC1+/+ Mastzellen in Anwesenheit von 

extrazellulärem Ca2+ (1 mM) untersucht. Zur besseren Vergleichbarkeit der Signale von 

TPC1+/+ und TPC1-/- Mastzellen wurden die Einzelzellmessungen jeweils auf den 

Mittelwert der ersten zehn Messwerte (=Basalwert) normiert, und dann der Mittelwert 

aller Messungen gebildet (norm. Ca2+).  

Die kinetische Darstellung der durch Fura-2 generierten Fluoreszenzsignale in Abb. 52 

A zeigt zunächst, dass im Zeitraum vor der Zugabe des Antigens (0 – 50 s) keine 

spontanen Ca2+-Signale der Mastzellen beider Genotypen zu erfassen waren. Die 

Applikation des Antigens DNP-BSA (t=50 s) führt dann in Wildtyp und TPC1-/- Mastzellen 

erwartungsgemäß zu einem Anstieg der zytosolischen Ca2+-Konzentration; auffällig ist 

jedoch, dass die Zunahme des Fluoreszenzsignals in TPC1-/- Mastzellen im Vergleich zu 

Wildtyp Zellen erhöht war. Vor allem zu Beginn des Signals strömten in den TPC1-/- 

Zellen mehr Ca2+-Ionen in das Zytosol (Abb. 52 A). Die Quantifizierung des Signals zum 

Zeitpunkt t=125 s (norm. Ca2+ (F340/F380) t125 s) dokumentiert nur geringe Unterschiede in 

der Fluoreszenzintensität (Abb. 52 B); die Analyse der Integrale beider Mittelwertskurven 

(AUC t50-200 s) hingegen zeigt klar, dass der gesamte Ca2+ Einstrom über die Zeit in 

TPC1-/- Mastzellen im Vergleich zu Wildtyp-Mastzellen signifikant (p=0,0001) erhöht ist 

(Abb. 52 C). 
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Abb. 52 Stimulierung von TPC1+/+ und TPC1-/- Mastzellen durch IgE/Antigen-Bindung als 
physiologischen Stimulus der Degranulation. 
Nach der Isolation wurden peritoneale Mastzellen von TPC1+/+ und TPC1-/- Mäusen mit 100 nM 
anti-DNP-IgE über Nacht bei 37 °C, 5 % CO2 vorinkubiert. 2 h vor Beginn der Ca2+-Messung 
wurden die Zellen erneut mit 100 nM IgE behandelt und anschließend für 30 min mit Fura-2-AM 
beladen. Um die Daten für Wildtyp und TPC1-/- Mastzellen vergleichen zu können, wurden die 
erfassten Werte auf den Mittelwert der ersten zehn Messwerte (=Basalwert) normiert. Aus den 
normierten Ratios der Fluoreszenzsignale von 19 TPC1+/+ und 23 TPC1-/- Mastzellen wurden 
dann die Mittelwerte gebildet. A Die Zugabe von DNP-BSA (Endkonzentration 100 nM) erfolgte 
50 s nach Start der Messung. Sowohl TPC1+/+ als auch TPC1-/- Mastzellen reagierten mit einer 
Erhöhung des zytosolischen Fluoreszenzsignals auf den Stimulus. B Nach 125 s war das 
Fluoreszenzsignal in TPC1-/- Mastzellen leicht erhöht (norm. Ca2+ (F340/F380) t125 s). C Insgesamt 
löste die Applikation von DNP-BSA eine verstärkte Ca2+-Antwort in TPC1-/- Zellen aus. Die 
berechnete Fläche unter der TPC1-/- Mittelwertskurve im Bereich zwischen 50 s und 200 s (AUC 
t50-200 s) ist signifikant größer (p=0,0001). 

Auch für IgE/Antigen-vermittelte Ca2+-Signale sollte im nächsten Schritt die Rolle der 

internen Ca2+-Speicher näher untersucht werden. Dazu wurde, wie bereits unter 6.6.1.2 

beschrieben, die IgE/Antigen-Stimulierung ohne extrazelluläres Ca2+ und mit Zusatz des 

Ca2+-Chelators EGTA in der extrazellulären Lösung wiederholt.  

Die Applikation von DNP-BSA nach einer Adaptionsphase von 50 s führte auch unter 

diesen Bedingungen zu einer Zunahme der Fluoreszenzintensität in Zellen beider 

Genotypen, was bestätigt, dass eine IgE/Antigen-Stimulation tatsächlich zur Freisetzung 

von Ca2+ aus intrazellulären Speicherorganellen führt. Das Signal erreichte in TPC1+/+ 

Zellen sein Maximum bei etwa 115 s, in TPC1-/- Mastzellen bei ca. 125 s. Das 

IgE/Antigen-induzierte Ca2+-Signal war auch in Abwesenheit von extrazellulärem Ca2+ in 

TPC1-/- Mastzellen größer als in Wildtyp-Zellen (Abb. 53 A). Eine Quantifizierung der 

Fluoreszenzsignale zum Zeitpunkt t=125 s zeigte, dass die durchschnittliche 

Fluoreszenzintensität in TPC1-defizienten Mastzellen signifikant (p=0,0096) höher war 

als in Wildtyp-Zellen (Abb. 53 B). Dieser Befund wird durch die Berechnung der Kurven-

Integrale (AUC) noch deutlicher: Die Fläche unter der Mittelwertskurve der 

Fluoreszenzsignale der TPC1-/- Mastzellen ist signifikant (p=0,0001) größer als unter der 

Kurve der TPC1+/+ Mastzellen (Abb. 53 C). Diese Daten führen insgesamt zu dem Fazit, 

dass, wie bereits für die Thapsigargin Applikation beobachtet (s. Abb. 51), auch nach 

Aktivierung der Zellen mit IgE/DNP-BSA ,im Vergleich zu Wildtyp-Mastzellen, im 

gleichen Zeitraum mehr Ca2+-Ionen in das Zytosol von TPC1-/- Mastzellen gelangen. Da 
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al., 2001; Contreras et al., 2010). Da die Subtypen der TPC Familie vor allem im 

endolysosomalen System zu finden sind (Xu und Ren, 2015), wurde untersucht, welche 

Rolle die endolysosomalen Organellen bei der Generierung von Ca2+-Signalen in 

TPC1-/- Mastzellen spielen.  

Lysosomales Ca2+ kann durch den Einsatz der Substanz Gly-Phe-ȕ-Naphtylamid (GPN), 

einem Substrat der lysosomalen Cystein-Protease Cathepsin C, freigesetzt werden. Die 

Hydrolyse von GPN führt zu einer osmotischen Destabilisierung und zur 

Permeabilisierung der lysosomalen Membran (Jadot et al., 1984). Zur Messung der so 

entstehenden Ca2+-Signale im Zytosol wurde der Ca2+-bindende Fluoreszenzfarbstoff 

Fura-2-AM verwendet. Da auch im Rahmen dieser Versuchsreihe Ca2+ aus 

intrazellulären Speichern detektiert werden sollte, wurde abermals eine extrazelluläre 

EGTA-haltige, Ca2+-freie Lösung verwendet.  

Die Applikation von GPN (t = 50 s) resultierte in TPC1+/+ und TPC1-/- Mastzellen in einer 

Erhöhung der zytosolischen Ca2+-Konzentration. Die durchschnittliche 

Fluoreszenzintensität in TPC1-/- Mastzellen ist aber über den gesamten Zeitraum der 

Messung deutlich niedriger als in TPC1+/+ Mastzellen (s. Abb. 54 A). Die Quantifizierung 

des Signals zum Zeitpunkt t=300 s, also 250 s nach der Zugabe von GPN, zeigt eine 

signifikante (p=0,027) Reduzierung der Fluoreszenz in den TPC1-defizienten Mastzellen 

gegenüber den Wildtyp-Zellen (s. Abb. 54 B). Berechnet man die Flächen unterhalb der 

Kurven (AUC), so wird die unterschiedliche Stärke der gesamten Ca2+-Signale noch 

deutlicher: Die AUC der TPC1-/- Mittelwertskurve ist signifikant (p<0,0001) kleiner als die 

der entsprechenden TPC1+/+ Kurve (s. Abb. 54 C). Lysosomen TPC1-defizienter 

Mastzellen enthalten also weniger Ca2+ als Lysosomen von Wildtyp-Zellen.  
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Abb. 54 Zytosolische Ca2+-Signale in Mastzellen nach Stimulation mit der Lysosomen-
lysierenden Substanz GPN. 
Fura-2-AM beladene TPC1+/+ (n=62) und TPC1-/- Mastzellen (n=32) wurden direkt vor Beginn der 
Messung in Ca2+-freie extrazelluläre Lösung mit 0,5 mM EGTA transferiert. A Die ermittelten 
Ratios (F340/F380) der Fluoreszenzsignale wurden auf den Basalwert normiert und die jeweiligen 
Mittelwertskurven bestimmt (norm. Ca2+). Bei t = 50 s wurden 100 µM GPN auf die TPC1+/+ und 
TPC1-/- Mastzellen gegeben, was zu einer starken Zunahme des Ca2+-Signals in TPC1+/+ und in 
reduzierter Form auch in TPC1-/- Mastzellen führte. B Eine Quantifizierung der 
Fluoreszenzintensitäten zum Zeitpunkt t=350 s (norm. Ca2+ (F340/F380) t350s) zeigte ein signifikant 
(p=0,027) verringertes Fluoreszenzsignal für die TPC1-/- Mastzellen. C Bestimmt man die 
Integrale der beiden Mittelwertskurven (AUC t60-350 s), so zeigt sich eine signifikant (p<0,0001) 
kleinere Fläche für das Integral des TPC1-/- Ca2+-Signals. 

 

Insgesamt kann also festgestellt werden, dass die gegenüber Wildtyp-Mastzellen 

erhöhten Ca2+-Signale in TPC1-defizienten Mastzellen nicht durch eine vermehrte Ca2+-

Freisetzung aus Lysosomen entstehen. Da die intrazellulären Ca2+-Speicher miteinander 

in Kontakt stehen (Raffaello et al., 2016), liegt die Vermutung nahe, dass ein anderer 

intrazellulärer Ca2+-Speicher zum einen für die erhöhten zytosolischen Ca2+-Signale und 

zum anderen für die reduzierte lysosomale Ca2+-Konzentration in den TPC1-defizienten 

Mastzellen verantwortlich ist. So interagieren auch die Komponenten des 

endolysosomalen Systems und das ER auf der Basis von Kontaktstellen der Membranen 

miteinander (Kilpatrick et al., 2013). Daher sollte im Folgenden auch der Ca2+ Status im 

ER von Wildtyp und TPC1-defizienten Mastzellen vergleichend analysiert werden. 

 

6.6.2.2 Basaler Ca2+ Status des ER 

Um mehr über den Ca2+-Beladungszustand des ER von Wildtyp- und TPC1-defizienten 

Mastzellen herauszufinden, wurde der ratiometrische Fluoreszenzfarbstoff Fura-2FF 

eingesetzt. Dieses Derivat von Fura-2-AM zeichnet sich durch seine niedrige Affinität für 

Ca2+ aus (Kd-Wert von ≈ 35 µM) (Hyrc et al., 2000; Paredes et al., 2008) und ist dadurch 

optimal für Ca2+-Messungen im ER, dem größten Ca2+-Speicher in der Zelle, geeignet 

(Paredes et al., 2008; Kaufman und Malhotra, 2014).  
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Abb. 56 Basaler Ca2+-Beladungsstatus des ER in TPC1+/+ und TPC1-/- Mastzellen. 
Von 49 TPC1+/+ und 38 TPC1-/- Fura-2FF beladenen Mastzellen wurden die Ratios der basalen 
Fluoreszenzsignale bei 340 nm und 380 nm gebildet. Die Fluoreszenzintensität in TPC1-/- 
Mastzellen ist gegenüber Wildtyp-Zellen signifikant (p=0,014) erhöht. 

 

6.6.2.3 IgE/DNP-BSA 

Im nächsten Schritt sollte nun überprüft werden, ob eine IP3-vermittelte Aktivierung der 

Freisetzung von Ca2+ aus dem ER durch den physiologischen Stimulus der IgE/Antigen-

Bindung zu einem vermehrten Ausstrom von Ca2+ aus dem ER von TPC1-/- Mastzellen 

führt. Dazu wurden TPC1+/+ und TPC1-/- Mastzellen zunächst mit IgE vorinkubiert und 

anschließend mit Fura-2FF beladen. Der Stimulus DNP-BSA wurde 50 s nach Start der 

Ca2+-Messung appliziert (s. Abb. 57 A, Pfeil). In Abb. 57 A ist zu sehen, dass die Zugabe 

von DNP-BSA vor allem in der Mittelwertskurve der TPC1-/- Mastzellen, aber auch in der 

der TPC1+/+ Zellen ein deutliches Artefakt verursacht. Gleichzeitig kommt es zu einer 

unspezifischen Verschiebung der Fluoreszenzsignale: Während das durchschnittliche 

Signal in TPC1+/+ Mastzellen nach dem Zugabeartefakt niedriger ist als vor der 

Applikation, verläuft die Mittelwertskurve der TPC1-/- Mastzellen nach der Zugabe von 

DNP-BSA auf einem erhöhten Niveau. Im weiteren Verlauf kommt es dann bis zum 

Zeitpunkt t=100 s in den Zellen beider Genotypen zu einem Anstieg der 

Fluoreszenzintensität. Ob diese Zunahme des Fluoreszenzsignals tatsächlich einer 

physiologischen Erhöhung der ER Ca2+-Konzentration als Reaktion auf die 

Quervernetzung der Fcɛ-Rezeptoren nach Antigen Bindung entspricht, muss in weiteren 

Versuchsreihen geklärt werden. Unabhängig davon kommt es aber sowohl in Wildtyp 

wie auch in TPC1-/- Mastzellen ca. 50 s nach der Zugabe von DNP-BSA (t=100 s) zu 

einer Abnahme des Fluoreszenzsignals.  

Um im Folgenden nur die Abnahme der Fluoreszenzsignale durch eine vergleichende 

Analyse der Kurvenverläufe ab diesem Zeitpunkt zu ermöglichen, wurden die jeweiligen 

Kurven auf das Maximum nach dem Zugabeartefakt bei ca. 100 s (Abb. 57 B; norm. Ca2+ 

(F340/F380) Maximum t100s) normiert. In der daraus resultierenden Darstellung (s. Abb. 57 

C) war deutlich zu erkennen, dass die normierte Fluoreszenzintensität der TPC1-/- Zellen 

über die Zeit stärker abnimmt als die der TPC1+/+ Zellen (norm ER Ca2+ Abnahme). Da 

für diese Versuchsreihe die Abnahme der Fluoreszenz in den Mastzellen analysiert 
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werden sollte, wurden zur Quantifizierung des gesamten Signals über die Zeit (t=100-

350 s) die Integrale oberhalb der Kurven berechnet. Eine Gerade bei y=1 stellte die 

Begrenzung der Fläche nach oben dar (s. Abb. 57 C, gestrichelte Linie). Die Fläche über 

der normierten TPC1-/- Kurve ist signifikant (p<0,0001) größer, als die über der TPC1+/+ 

Mittelwertskurve (s. Abb. 57 D); über den gleichen Zeitraum gelangte also in TPC1-/- 

Mastzellen mehr Ca2+ aus dem ER in das Zytosol als in TPC1+/+ Mastzellen. Die im 

Vergleich zu Wildtyp-Mastzellen erhöhte Ca2+-Freisetzung aus dem ER von TPC1-/- 

Mastzellen könnte also die in den TPC1-defizienten Mastzellen verstärkte Degranulation 

erklären. 
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Abb. 57 Veränderung des ER-Ca2+-Status in TPC1+/+ und TPC1-/- Mastzellen durch den 
physiologischen Stimulus der IgE/Antigen-Bindung.  
Zur Vorbereitung der Stimulation wurden die isolierten peritonealen Mastzellen aus TPC1+/+ und 
TPC1-/- Mäusen über Nacht und nochmals 2 h vor Beginn der Messung mit IgE (100 nM) inkubiert. 
Nach der Beladung mit Fura-2FF wurden die Zellen in Ca2+-freie extrazelluläre Lösung mit 0,5 
mM EGTA überführt, die Fluoreszenzintensitäten bei 340 nm und 380 nm gemessen und 
anschließend wurde die Ratio gebildet. (TPC1+/+ n=18; TPC1-/- n=17) A Durch die Zugabe von 
DNP-BSA (Endkonzentration 100 nM) bei t = 50 s entstanden größere Messartefakte in den 
Mittelwertskurven der normierten Fluoreszenzintensitäten und es kam zu einer unspezifischen 
Verschiebung der Fluoreszenzsignale. Danach ist eine leichte Abnahme des Signals in beiden 
Kurven zu erkennen. (Diese Daten sind als Mittelwert + SEM (TPC1-/-) bzw. Mittelwert - SEM 
(TPC1+/+) abgebildet) B Die maximalen Fluoreszenzintensitäten ca. 50 s nach Stimulus-
Applikation zum Zeitpunkt t=100s wurden quantifiziert (norm. Ca2+ (F340/F380) Maximum t100 s), um 
die unterschiedlichen Ausgangspunkte der Kurven zu illustrieren. C Um diese Verschiebung der 
Mittelwertskurven auszugleichen, wurden die Datensätze beider Genotypen auf die 
Fluoreszenzintensitäten bei t = 100 s normiert, und die Kurven nochmals für den Zeitraum 
zwischen 100 s und 350 s dargestellt (norm. ER Ca2+ Abnahme). Bei y=1 wurde eine gestrichelte 
Linie eingefügt, um die Begrenzung der Fläche für die anschließende Berechnung der Kurven-
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erkennenden sehr starken immunoreaktiven Banden bei ca. 120 kDa entsprechen 

dagegen exakt der zu erwartenden Größe des murinen LAMP-1. Da die Fraktionen 7 

und 8 die Interphase der beiden Sucrosekonzentrationen bilden, konnte durch den 

Nachweis von LAMP-1 die Lysosomenanreicherung in den erwarteten Fraktionen 

bestätigt werden. In diesen LAMP-1 positiven Fraktionen (7 und 8) ist auch eine starke 

Expression für TPC1 erkennbar (s. Abb. 58, oben). Zusätzlich zu einer Bande bei ca. 94 

kDa ist der charakteristische „Schweif“ der TPC1-Bande zu sehen, der sich über einen 

Molekulargewichtsbereich von 110 kDa bis 130 kDa zieht.  

Um auszuschließen, dass die immunoreaktiven Signale des TPC1- und des LAMP-1 

Antikörpers durch einen insgesamt erhöhten Anteil von Proteinen in den Spuren 7 und 

8 entstanden sind, wurde der Gesamt-Proteingehalt der einzelnen Fraktionen nach einer 

erneuten elektrophoretischen Auftrennung der Proben durch eine Coomassie-Färbung 

der SDS-Gele überprüft. Ein exemplarisches Bild einer solchen Färbung ist in Abb. 58 

unter den Western Blots abgebildet. In den ersten drei Spuren ist nach der Protein-

Färbung ein deutliches Bandenmuster zu erkennen. In den Spuren 4 bis 11 nimmt die 

Intensität der Färbung immer weiter ab, bis sie in den letzten drei Fraktionen kaum noch 

wahrnehmbar ist. In Spur 7 und 8 konnte somit keine generelle Anreicherung von 

Proteinen durch die Dichtegradientenzentrifugation beobachtet werden, was bedeutet, 

dass es sich bei den immunoreaktiven Signalen der Primärantikörper um einen 

spezifischen Nachweis der Proteine LAMP-1 und TPC1 in den entsprechenden 

Fraktionen handelt.  

Der Nachweis der Expression von TPC1 in LAMP-1 positiven Zellfraktionen deutet also 

insgesamt auf eine lysosomale Lokalisation des Kanals in RBL-1 Zellen hin. Dabei muss 

aber darauf hingewiesen werden, dass mittels des verwendeten Sucrosegradienten 

nicht zweifelsfrei zwischen Lysosomen und späten Endosomen unterschieden werden 

kann, da der Übergang von Endosomen zu Lysosomen teilweise nur schwer 

abzugrenzen ist und auch LAMP-1 in beiden Organellen lokalisiert ist (Waugh et al., 

2011). 
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Abb. 61 Basale Histaminausschüttung von TPC1+/+ und TPC1-/- Mastzellen. 
In einem zeitlich aufgelösten immunokompetitiven Assay wurden anhand einer Standardkurve 
die über 30 min basal freigesetzten Histaminmengen im Kulturüberstand von je 11 unabhängigen 
Mastzell-Präparationen aus Wildtyp und TPC1-defizienten Mäusen ermittelt. A Im Überstand von 
TPC1+/+ Mastzellen wurde durchschnittlich eine Konzentration von 71,9 nM Histamin bestimmt; 
der Kulturüberstand von TPC1-/- Mastzellen enthielt im Mittel 107,5 nM Histamin. B Um die 
Schwankungen der absolut erfassten Werte innerhalb der Datensätze der Genotypen 
auszugleichen, wurden die jeweiligen TPC1-/- Einzelmessungen auf den entsprechenden TPC1+/+ 
Wert des jeweiligen Versuchstags normiert und der Durchschnitt der x-fachen Ausschüttung 
gebildet. TPC1-/- Mastzellen setzen 1,7-mal mehr Histamin frei als Wildtyp-Mastzellen (p=0,001). 
 

Zur Stimulation der Histamin-Freisetzung aus den Zellen wurde zum einen der Mastzell-

Aktivator Compound 48/80 (C48/80) (Paton, 1951), der G-Protein abhängige Prozesse 

in Mastzellen aktiviert (Mousli et al., 1990), eingesetzt; zum anderen wurde der SERCA-

Inhibitor Thapsigargin (TG) (Lytton et al., 1991) verwendet. Nach 30-minütiger 

Inkubation der Zellen mit 30 µg/ml C48/80 bzw. 2 µM TG konnten in den 

Kulturüberständen der TPC1-/- Mastzellen jeweils erhöhte Histaminmengen festgestellt 

werden (Abb. 62 A). Da bereits die basale Histaminausschüttung der TPC1-defizienten 

Mastzellen im Vergleich zu Wildtyp-Mastzellen erhöht war, wurden die Werte der 

entsprechenden unstimulierten Kontrollen von den stimulierten Werten subtrahiert (Δ 

Histamin), um nur den durch Stimulation freigesetzten Anteil an der gesamten 

Histaminmenge zu erhalten. Nach Abzug der jeweiligen Basalwerte war festzustellen, 

dass TPC1-/- Mastzellen nicht nur im Ruhezustand, sondern auch nach Stimulation mehr 

Histamin ausschütten als Wildtyp-Mastzellen (s. Abb. 62 B). 
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Abb. 62 Stimulierte Histaminfreisetzung primärer peritonealer Mastzellen von Wildtyp und 
TPC1-defizienten Mäusen. 
Durch eine 30-minütige Stimulation mit 2 µM Thapsigargin bzw. 30 µg/ml C48/80 wurde die 
Degranulation von TPC1+/+ und TPC1-/- Mastzellen ausgelöst. Dabei wurde die Stimulation mit 
Thapsigargin an Wildtyp und TPC1-/- Mastzellen aus unabhängigen Zellpräparationen von 
insgesamt vier Mäusen durchgeführt; für die Versuchsreihe zur Stimulation der Mastzellen mit 
C48/80 wurden jeweils fünf Zellpräparationen von Wildtyp und TPC1-/- Mäusen eingesetzt. A Im 
Kulturüberstand von TPC1-/- Mastzellen wurde für beide Stimuli eine gegenüber Wildtyp-Zellen 
erhöhte Histamin Konzentration gemessen. B Um nur den Stimulationseffekt von C48/80 und TG 
zu erfassen, wurden die jeweiligen Basalwerte des zugehörigen Genotyps subtrahiert (Δ 
Histamin).  
 

Um auszuschließen, dass die Ursache für die erhöhte Histaminfreisetzung von TPC1 

defizienten Mastzellen möglicherweise nur die Folge einer generell erhöhten 

Histaminkonzentration in den Zellen ist, sollte auch der totale Histamingehalt in Wildtyp 

und TPC1-/- Mastzellen vergleichend bestimmt werden. Dazu wurden die peritonealen 

Mastzellen mit 0,5 % Triton-X 100 lysiert und das Lysat zur Histamin-Bestimmung 

eingesetzt. In Abb. 63 ist zu sehen, dass der Histamingehalt in TPC1-/- Zellen gegenüber 

dem in TPC1+/+ Zellen gemessenen Gehalt nur leicht erhöht ist. Im Rahmen der 

Erhebung dieser Daten muss aber einschränkend hinzugefügt werden, dass die 

gemessenen Konzentrationen in den Lysaten teilweise unterhalb der Werte liegen, die 

nach Stimulation im Kulturüberstand registriert wurden. Das angewendete Protokoll zur 

Lyse der Zellen führte also offenbar nicht zur vollständigen Freisetzung des Histamins 

aus den Zellen. Möglicherweise ist die verwendete Konzentration an Triton-X 100 nicht 

ausreichend, um alle vesikulären Membranen zu destabilisieren, so dass ein Teil des 

Histamins in den Granula verbleibt und somit nicht detektiert werden konnte. 
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der prozentuale Anteil des freigesetzten Enzyms im Überstand am Gesamtgehalt 

ermittelt.  

Zur Etablierung der ȕ-Hexosaminidase-Messung wurde zunächst die basale und die 

stimulierte Freisetzung des Enzyms aus RBL-1 Zellen analysiert. Für die Stimulation der 

Enzym-Freisetzung aus den Zellen wurde unter anderem erneut der SERCA-Inhibitor 

Thapsigargin eingesetzt; zusätzlich sollte durch Vorinkubation der Zellen mit anti-DNP-

IgE und anschließender Zugabe des Antigens DNP-BSA (s. Abb. 14) geprüft werden, ob 

es unter den für diese Arbeit verwendeten Versuchsbedingungen auch in RBL-1 Zellen 

durch die IgE-vermittelte Aktivierung zu einer Freisetzung der ȕ-Hexosaminidase kommt. 

Die Ausschüttung des Enzyms in Folge der Antigen-Bindung induzierten IgE-

Quervernetzung konnte bereits für eine ähnliche Zelllinie (RBL-2H3) (Tanaka et al., 

1991) und für aus Knochenmark-Vorläuferzellen differenzierte Mastzellen (BMMC) 

(Kuehn et al., 2010) gezeigt werden. Um weiterhin zu überprüfen, ob auch NAADP/TPC-

abhängigen Signalwegen bereits bei der Freisetzung der ȕ-Hexosaminidase im 

Ruhezustand eine Rolle zukommt, wurden zudem der TPC-Inhibitor Tetrandrine 

(Sakurai et al., 2015) und der NAADP-Antagonist trans-Ned 19 (Naylor et al., 2009) auf 

die Zellen gegeben. Nach 30-minütiger Stimulation mit Thapsigargin (s. Abb. 64; TG) 

bzw. anti-DNP-IgE/DNP-BSA (s. Abb. 64; IgE/DNP-BSA) konnte im Vergleich zum 

unstimulierten Kontrollansatz (s. Abb. 64; Kontr.) jeweils ein signifikant erhöhter ȕ-

Hexosaminidase-Gehalt im Überstand der Zellen gemessen werden (s. Abb. 64). Es 

konnte also bestätigt werden, dass die anti-DNP-IgE/DNP-BSA vermittelte Aktivierung 

der RBL-1 Zellen zur Freisetzung von ȕ-Hexosaminidase führt. Während die Zugabe des 

TPC-Inhibitors Tetrandrine (s. Abb. 64; Tet) zu einer leichten Erhöhung der ȕ-

Hexosaminidase Ausschüttung führte, bewirkte die Applikation von 1 µM trans-Ned 19 

(s. Abb. 64; Ned19) sogar eine signifikant (p=0,033) vermehrte Freisetzung des Enzyms. 

Diese Befunde deuten darauf hin, dass die TPCs offenbar bereits im unstimulierten 

Zustand eine regulierende Wirkung bei der Freisetzung des Enzyms ȕ-Hexosaminidase 

haben und eine pharmakologische Inhibition der TPCs zu einer basal erhöhten 

Ausschüttung des Enzyms führt. Diese Beobachtung steht im Einklang mit der unter 

6.8.1 beschriebenen basal erhöhten Histamin-Freisetzung der TPC1-defizienten 

Mastzellen. In zukünftigen Studien bleibt zu klären, ob den TPCs zusätzlich auch eine 

Rolle bei der stimulierten exozytotischen ȕ-Hexosaminidase-Freisetzung in RBL-1 Zellen 

zukommt.  
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Abb. 64 Basale und stimulierte Freisetzung der -Hexosaminidase aus RBL-1 Zellen. 
RBL-1 Zellen wurden für 30 min mit 2 µM Thapsigargin (TG), anti-DNP-IgE/DNP-BSA (je 100 
ng/ml) (IgE/DNP-BSA), 500 nM Tetrandrine (Tet) oder 1 µM trans-Ned 19 (Ned19) stimuliert. Für 
die Stimulation mit IgE/DNP-BSA wurden die Zellen zunächst über Nacht und nochmals zwei 
Stunden vor der DNP-BSA Zugabe mit anti-DNP-IgE vorinkubiert. Nach der Stimulation wurde 
der Kulturüberstand abgenommen und die Zellen durch Zugabe von 0,5 % Triton-X 100 lysiert. 
Überstand und Lysat wurden dann mit 4-Nitrophenyl N-acetyl-ȕ-D-glucosaminid (pNAG), einem 
Substrat der ȕ-Hexosaminidase, versetzt. Nach einer einstündigen Inkubation bei 37 °C wurde 
die Reaktion durch Erhöhung des pH-Werts gestoppt und die Absorption von 4-Nitrophenol, 
einem Produkt der enzymatischen Umsetzung von pNAG durch ȕ-Hexosaminidase, bei 405 nm 
gemessen. Die im Überstand gemessene Absorptionswerte als Maß für die Enzymaktivität der ȕ-
Hexosaminidase sind als prozentualer Anteil der addierten Absorptionswerte aus dem Überstand 
und dem jeweiligen Lysat der Proben dargestellt [β-Hexosaminidase (% des Gesamtgehalts)]. 
Die Stimulation der RBL-1 Zellen mit TG und IgE/DNP-BSA führte zu einer Erhöhung der 
Freisetzung von ȕ-Hexosaminidase, die sich teilweise hochsignifikant von der unstimulierten 
Kontrolle (Kontr.) unterscheidet (TG: p=0,002, IgE/DNP-BSA: p<0,001). Die Zugabe von 
Tetrandrine führte zu einer leicht erhöhten ȕ-Hexosaminidase-Freisetzung; die Applikation von 
trans-Ned 19 resultierte sogar in einer signifikant (p=0,03) erhöhten Ausschüttung des Enzyms.  

 

Nachdem für RBL-1 Zellen die Ausschüttung von ȕ-Hexosaminidase erfolgreich als Maß 

für die Degranulation getestet werden konnte, wurde die basale und stimulierte 

Freisetzung des Enzyms auch an murinen peritonealen Zellen von TPC1+/+ und TPC1-/- 

Mäusen untersucht. Zur Stimulation der Degranulation wurden die Zellen für 30 min 

wiederum mit Thapsigargin und, nach einer Vorinkubation mit anti-DNP-IgE, auch mit 

DNP-BSA behandelt. Zudem wurde der Mastzell-Aktivator C48/80, der über eine 

Aktivierung von G-Proteinen die Degranulation der Mastzellen vermittelt (Mousli et al., 

1990), eingesetzt. Als Kontrollansatz wurden Mastzellen verwendet, auf die statt eines 

Stimulus reine Pufferlösung gegeben wurde.  

Zunächst konnte festgestellt werden, dass TPC1-/- Zellen im Ruhezustand signifikant 

(p=0,04) mehr ȕ-Hexosaminidase freisetzen als TPC1+/+ Zellen (s. Abb. 65; basal). Auch 

nach Stimulation mit Thapsigargin und anti-DNP-IgE/DNP-BSA (s. Abb. 65; TG und 

IgE/DNP-BSA) wurde ein höherer Anteil an ȕ-Hexosaminidase im Überstand von TPC1-

/- Zellen registriert. Nach C48/80 Behandlung konnte dieser Effekt jedoch nicht 

festgestellt werden (s. Abb. 65; C48/80). Da die durch Thapsigargin bzw. anti-DNP-
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sichergestellt, dass die Zelle im Verlauf einer exozytotischen Reaktion ihre Größe behält. 

(L. G. Wu et al., 2014) Da die beiden Ca2+-abhängigen Prozesse der Endo- und 

Exozytose eng miteinander verbunden sind (L. G. Wu et al., 2014), sollte untersucht 

werden, ob die in TPC1-/- Mastzellen registrierte verstärkte Degranulation (s. 6.5.1.1) 

auch eine veränderte Endozytose zur Folge hat.  

Der Fluoreszenzfarbstoff FM1-43 wird durch Endozytose in die Zellen aufgenommen 

(Balseiro-Gomez et al., 2016) und erlaubt so die Beobachtung des Prozess der 

Endozytose mit Hilfe konfokaler Mikroskopie (LSM 880, Zeiss) in Echtzeit. Lagert sich 

der Farbstoff FM1-43 an der Zellmembran an, so wird er teilweise bereits im Zuge der 

kontinuierlichen Endozytose in die Zelle aufgenommen (Bertrand et al., 2006); nach 

Stimulation der Zellen mit Thapsigargin, sollte es dann über einen Zeitraum von wenigen 

Minuten durch aktivierte Endozytose zur weiteren Anreicherung von FM1-43 kommen, 

die abhängig von der Stärke der vorausgegangenen Exozytose ist (L. G. Wu et al., 

2014).  

Nach Behandlung der Zellen mit FM1-43 wurden Z-Stapel von Wildtyp und TPC1-

defizienten Mastzellen aufgenommen, aus denen für die nachfolgende Analyse 

Maximumintensitätsprojektionen (MIP) generiert wurden. Um die Veränderungen in der 

Fluoreszenzintensität von TPC1+/+ und TPC1-/- Mastzellen über die Zeit zu quantifizieren, 

wurde mit Hilfe der Bildverarbeitungssoftware Image J die Fluoreszenzintensität in den 

MIPs der Zellen beider Genotypen zu verschiedenen Zeitpunkten sowie die 

Hintergrundfluoreszenz bestimmt. Um dann die Fluoreszenzsignale von Wildtyp und 

TPC1-/- Mastzellen miteinander zu vergleichen, wurde für jede analysierte Mastzelle die 

corrected total cell fluorescence (CTCF) berechnet: Dazu wurde die 

Hintergrundfluoreszenz mit der entsprechenden Zellgröße multipliziert, und der so 

erhaltene Wert von der für die jeweilige Zelle bestimmten Fluoreszenzintensität 

abgezogen (McCloy et al., 2014) (s. 5.7.4.3).  

In Abb. 66 sind jeweils exemplarische Fluoreszenzaufnahmen FM1-43-beladener 

TPC1+/+ und TPC1-/- Mastzellen im Ruhezustand und nach Thapsigargin-Stimulation 

abgebildet. Unter basalen Bedingungen ist deutlich sichtbar, dass die gut zu 

erkennenden Mastzellen mit ihrer charakteristischen Morphologie eine diffuse 

Hintergrundfluoreszenz aufweisen; zudem sind aber auch punktförmige, sehr starke 

Fluoreszenzspots auszumachen (s. Abb. 66; Pfeile). Insgesamt scheinen die TPC1-/- 

Zellen sich aber durch eine deutliche stärkere Fluoreszenz auszuzeichnen. Da es sich 

bei FM1-43 aber nicht um einen ratiometrischen Farbstoff handelt (Balseiro-Gomez et 

al., 2016), ist ein direkter Vergleich der Fluoreszenzintensitäten beider Genotypen nur 

eingeschränkt möglich, da die beobachteten Unterschiede möglicherweise durch eine 
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abnimmt. Durch die Applikation von Thapsigargin steigt das Fluoreszenzsignal in 

TPC1+/+ und TPC1-/- Mastzellen dann bis zum Zeitpunkt 15 min an und verbleibt 

schließlich in etwa auf diesem Niveau. Insgesamt ist der Kurvenverlauf für TPC1+/+ und 

TPC1-/- Zellen sehr ähnlich; die Kurve der TPC1-/- Mastzellen verläuft aber immer etwas 

unterhalb der Wildtyp-Kurve. Diese Differenz ist aber zu keinem Zeitpunkt signifikant 

unterschiedlich zu Wildtyp-Mastzellen, was unter anderem daran liegen könnte, dass die 

Schwankungen der Messwerte relativ groß sind.  

Zusammenfassend zeigt diese initiale Versuchsreihe, dass der Endozytose-Prozess 

nicht durch die TPC1-Defizienz beeinflusst zu sein scheint. Zu beachten ist allerdings, 

dass bisher lediglich jeweils vier Zellen jedes Genotyps analysiert wurden. Um 

eventuelle tatsächliche Unterschiede in den endozytotischen Prozessen von TPC1+/+ 

und TPC1-/- Mastzellen aufzudecken, sind also möglicherweise weitere Messungen 

notwendig.  

Zudem muss angemerkt werden, dass der für die Versuchsreihe gewählte Zeitrahmen 

eventuell angepasst werden muss, um Unterschiede während der Endozytose zwischen 

Wildtyp und TPC1-defizienten Mastzellen zu erkennen. Dies ist unter anderem darauf 

zurückzuführen, dass zwar generell eine zeitliche wie auch räumliche Kopplung der 

Endo- und Exozytose existiert (Haucke et al., 2011), die Regeneration von Granula in 

Mastzellen aber wesentlich länger als beispielsweise in Neuronen dauern kann (bis zu 

72 h) (Lorentz et al., 2012).  

Einen weiteren zu standardisierenden Parameter für eine solche Versuchsreihe könnte 

der verwendete Stimulus darstellen: Thapsigargin blockiert die SERCA irreversibel und 

führt somit zwar zur Erhöhung der intrazellulären Ca2+-Konzentration und zur 

Degranulation; die anhaltende sehr hohe zytosolische Ca2+-Konzentration ist auf Dauer 

aber toxisch für die Zelle (Soboloff und Berger, 2002). Eine erst zeitverzögert auf die 

Exozytose folgende Endozytose ist deshalb unter den verwendeten Bedingungen 

eventuell gar nicht zu beobachten, da in der Mastzelle möglicherweise bereits vorher 

schon destruktive Prozesse ablaufen. 
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(Arndt et al., 2014) und zudem Hodengewebe in ausreichender Menge zur Verfügung 

stand.  

Um die Effizienz der IP zu überprüfen, wurde die Western-Blot Technik verwendet, wobei 

der Nachweis des TPC1-Proteins nicht nur für die entsprechenden Eluate (s. Abb. 68, 

Abb. 69, Abb. 70 Elution) durchgeführt wurde sondern zusätzlich für aliquotierte Proben 

jedes Einzelschritts der IP erfolgte. Im Einzelnen handelte es sich dabei um Aliquots des 

Gesamt-Lysats (s. Abb. 68, 69, 70 Lysat) sowie der pelletierten, nicht-solubilisierten 

Bestandteile der Proteinproben (s. Abb. 68, 69, 70 Pellet). Zusätzlich dazu wurden 

Aliquots des Solubilisats (s. Abb. 68, 69, 70 Input) und des nichtgebundenen Anteils des 

Solubilisats nach der Inkubation mit den gekoppelten beads (s. Abb. 68, 69, 70 

Durchfluss = DF) sowie der Waschschritte (s. Abb. 68, 69, 70 W) bezüglich der Präsenz 

von TPC1 überprüft; auch die Elution der gebundenen TPC1 Proteine von den beads 

wurde überprüft (s. Abb. 68, 69, 70 beads).  

Um im ersten Schritt den Erfolg der TPC1-Immunopräzipitation nachzuweisen, wurde 

die Expression von TPC1 zunächst in den Eluaten der eingesetzten Präparationen 

untersucht. In allen drei eingesetzten Totallysaten (s. Abb. 68, Peritoneale Zellen [A], 

Testis [B], RBL-1 Zellen [C]; Elution) konnte TPC1 erfolgreich in den entsprechenden 

Eluaten nachgewiesen werden: Es ist jeweils die für TPC1 charakteristische Markierung 

zu erkennen, die sich wegen der starken Glykosylierung des Ionenkanals über einen 

Molekulargewichtsbereich von 90 bis 120 kDa hinzieht. In den parallel durchgeführten 

Versuchsreihen mit IgG-gekoppelten beads konnte in keinem der Ansätze ein TPC1-

Signal im Eluat festgestellt werden (s. Abb. 68 A-C, jeweils unterer Blot), was die 

Spezifität der durchgeführten Immunopräzipitationen bestätigt.  

Bei der Überprüfung der Einzelschritte des verwendeten IP-Protokolls fiel jedoch auf, 

dass sich für die peritonealen Zelllysate schwache TPC1-Banden im Lysat, im nicht-

solubilisierten Pellet und vor allem in der Input Kontrolle sowie im Durchfluss erkennen 

ließen (s. Abb. 68 A). In den Hoden und RBL-1 Präparationen sind in den ersten vier 

Spuren sogar relativ starke TPC1-Banden sichtbar (s. Abb. 68 B und C); TPC1 ist also, 

wie erwartet, in allen eingesetzten Totallysaten und in der solubilisierten Input-Fraktion 

nachzuweisen. Der noch sehr starke Nachweis von TPC1 in der Pellet-Fraktion der 

Hoden- und RBL-1-Präparationen deutet allerdings darauf hin, dass die 

Detergenzmenge (0,1 % Natriumdesoxycholat) sowie die mechanischen 

Solubilisierungsbedingungen offenbar für eine vollständige Solubilisierung nicht 

ausreichten. Zudem war eine TPC1-Bande auch in der Durchfluss-Spur der Hoden- und 

RBL-1-Präparationen zu erkennen (Abb. 68 B und C), was vermuten lässt, dass nur ein 

Teil des vorhandenen TPC1 in der Probe durch die Antikörper-gekoppelten beads 

gebunden wurde.  





Ergebnisse 
_____________________________________________________________________ 

159 
 

sogenannten Lipid rafts, die dem Clustering von Signalmolekülen dienen (Lingwood und 

Simons, 2010), konnten wir in unserem Labor bereits für Spermien nachweisen (Arndt 

et al., 2014).  

In den hier vorgestellten Co-IP Versuchsreihen wurde der IP3R mit einem polyklonalen 

Antikörper nachgewiesen, der gegen den ubiquitär exprimierten Subtyp IP3R1 (Arruda 

und Hotamisligil, 2015) generiert wurde. Dabei zeigte sich allerdings, dass der IP3R1 

weder in den Lysaten peritonealer Zellen noch in einer der anderen Fraktionen 

nachzuweisen war (Abb. 69 A; linker Blot). Für die Hodenproben zeigte sich in den 

Lysaten, der Input- und der Durchfluss-Fraktion zwar eine schwache Bande oberhalb 

der 180 kDa Markerbande, die wahrscheinlich dem IP3R-Protein mit einer Masse von ca. 

310 kDa entspricht. Da aber in der nicht-solubilisierten Pellet-Fraktion die stärkste 

immunoreaktive Bande zu erkennen ist, muss davon ausgegangen werden, dass ein 

großer Anteil des in der Probe enthaltenen IP3R-Proteins unter den hier eingesetzten 

Solubilisierungsbedingungen nicht in Lösung gebracht werden konnte, und somit eine 

Interaktion zwischen TPC1 und dem IP3R in der Elutions-Fraktion experimentell nicht 

möglich war (s. Abb. 69 A; rechter Blot).  

Neben der Rolle der TPCs für die Kommunikation mit der ER kommt den TPCs eine 

wichtige Rolle bei der Fusion von endolysosomalen Vesikeln zu (Grimm et al., 2014; J. 

Castonguay et al., 2017). Dabei scheint das Zusammenspiel mit Mitgliedern der Rab-

GTPase-Familie von besonderer Bedeutung zu sein (Marchant und Patel, 2015). Die 

bisherigen Studien haben sich unter anderem auf Rab5 konzentriert, das als Marker für 

frühe Endosomen angesehen wird, wobei es deren Fusion und Reifung reguliert (Bucci 

et al., 1992). In humanen Epithelzellen eines Zervixkarzinoms (HeLa Zellen) konnte z. 

B. bereits eine Kolokalisation von Rab5 und TPC1 gezeigt werden (J. Castonguay et al., 

2017). Und auch in anderen humanen Zelllinien wurde Rab5 mit Hilfe von 

Massenspektrometrie als potenzieller Interaktionspartner von TPC1 identifiziert (Lin-

Moshier et al., 2014).  

Unsere Co-IP Studien mit TPC1-gekoppelten beads haben dazu gezeigt, dass Rab5 

(Molekulargewicht ca. 25 kDa) weder in den peritonealen Zellen noch in den 

Immunopräzipitaten des Hodens mit TPC1 interagiert (s. Abb. 69 B). Allerdings muss 

dazu angemerkt werden, dass auch hier offenbar eine stärkere Solubilisierung 

erforderlich gewesen wäre, da Rab5 ausschließlich in den Lysaten und in den nicht-

solubilisierten, pelletierten Zellbestandteilen nachzuweisen war (s. Abb. 69 B). Es lässt 

sich somit auch über Rab5 als TPC1-Interaktionspartner in den untersuchten Geweben 

und Zellen bisher keine finale Aussage treffen. 

Ein weiterer interessanter und vielversprechender potentieller Interaktionspartner von 

TPC1 könnte das Regulatorprotein IRBIT (IP3R binding protein released with inositol 
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1,4,5-trisphosphate) sein. IRBIT ist ein endogener kompetitiver Antagonist für den IP3R 

(Ando et al., 2003; Devogelaere et al., 2008), der mit IP3 um dessen Bindedomäne am 

Rezeptor konkurriert, so dass eine erhöhte IP3-Konzentration erforderlich ist, um den 

Ionenkanal zu öffnen und Ca2+ aus dem ER freizusetzen (Ando et al., 2006). Kürzlich 

konnte in einer Studie sogar gezeigt werden, dass IRBIT im Zusammenspiel mit dem 

IP3R die Bildung von Kontaktstellen zwischen dem ER und Mitochondrien vermittelt 

(Bonneau et al., 2016). Darüberhinaus hat sich insgesamt herausgestellt, dass IRBIT 

nicht nur mit dem IP3R interagiert, sondern einen Bindungspartner für eine Vielzahl 

anderer Ionenkanäle aber auch Transportproteine darstellt (Bonneau et al., 2016; Borth 

et al., 2016). Auf der Grundlage dieser Befunde sollte im Rahmen dieser Arbeit überprüft 

werden, ob eine Interaktion zwischen IRBIT und TPC1 stattfindet. In den TPC1-positiven 

Eluaten aus peritonealen Zellen und Testislysaten konnten tatsächlich immunoreaktive 

IRBIT-Banden mit einer Größe von ca. 60 kDa detektiert werden. Allerdings sind Banden 

dieses Molekulargewichts auch in den Kontrollansätzen mit IgG-gekoppelten beads zu 

sehen (s. Abb. 69 C). Die Anwesenheit von IRBIT in den Eluaten kann also nicht 

ausschließlich auf eine Interaktion mit TPC1 zurückgeführt werden.  
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(Arndt et al., 2014). Die Isolation von Lipid rafts und deren Einsatz in einer Co-IP sollte 

eine gezielte Analyse potentieller TPC1-Bindungspartner ermöglichen; gleichzeitig 

könnten dadurch zelluläre Komponenten, die eventuell für die unspezifischen Bindungen 

von IRBIT verantwortlich sind, im Vorfeld der Immunopräzipitation eliminiert werden. Aus 

diesen Gründen wurden Lipid rafts aus peritonealen Zellen, RBL-1 Zellen und 

Testisgewebe isoliert und anschließend für die Immunopräzipitation eingesetzt.  

TPC1 konnte in allen Elutions-Fraktionen aus Lipid rafts erfolgreich nachgewiesen 

werden. In den jeweiligen IgG-Kontrollansätzen war in den Eluat-Spuren kein 

immunoreaktives Signal mit dem TPC1-Antikörper zu erkennen. Lediglich in den Eluaten 

von IgG-gekoppelten beads, die mit Lipid rafts aus RBL-1 Zellen versetzt wurden, war 

eine schwache TPC1-Bande sichtbar (s. Abb. 70 A-C, links). Deshalb wurden nur Lipid 

rafts von peritonealen Zellen und Hodengewebe auf eine Interaktion von IRBIT und 

TPC1 untersucht. In den Elutions-Fraktionen war erneut jeweils sowohl bei Verwendung 

von TPC1- als auch IgG-gekoppelten beads eine IRBIT-Bande sichtbar. Im Falle der 

peritonealen Zellen ist die entsprechende Bande bei den IgG-Kontrollansätzen sogar 

deutlich stärker (s. Abb. 70 A und B, rechts). Die Verwendung von Lipid rafts führte also 

nicht zur Vermeidung von unspezifischen Bindungen des IRBIT-Antikörpers.  

Um auszuschließen, dass es sich bei den vermeintlichen IRBIT-Banden in den 

Kontrollansätzen mit IgG-gekoppelten beads tatsächlich nur um eine unspezifische 

Bindung des IRBIT-Antikörpers handelt, ist es notwendig, weitere Western-Blot 

Versuchsreihen, beispielsweise mit anderen Blockierungsbedingungen, durchzuführen. 

Alternativ könnten die Studien auch mit anderen beads oder einem anderen IRBIT-

Antikörper wiederholt werden. Zudem könnte überprüft werden, ob TPC1 in 

Immunopräzipitaten des IRBIT-Antikörpers nachzuweisen ist. 
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Pharmakologie und Toxikologie der Universität des Saarlandes, 

massenspektrometrische Analysen der IP-Proben durchgeführt (s. 5.5.8.4). Zur 

Überprüfung der Spezifität wurden auch hier Kontrollansätze, für die IgG- statt TPC1-

gekoppelte Epoxy-Beads verwendet wurden, analysiert.  

Nach einem Trypsin-Verdau der in den Immunopräzipitaten des TPC1-Antikörpers 

enthaltenen Proteine wurden die entstehenden Peptide in einem Massenspektrometer 

analysiert, und die Ergebnisse mit Angaben der Datenbank des Protein-

Massenspektrometrie Analyse-Programms Mascot abgeglichen. Als Co-

Immunopräzipitate, und damit potentielle Interaktionspartner, von TPC1 wurden nur die 

Proteine gewertet, von denen zwei oder mehr Peptide in den TPC1-Antikörper-

Immunopräzipitationen identifiziert wurden, und die kein entsprechendes Signal in den 

Kontrollansätzen zeigten. Alternativ wurde auch ein, im Vergleich zum Kontrollansatz, 

fünffacher Überschuss eines nachgewiesenen Peptids in den TPC1-Immunopräzipitaten 

als positive Immunopräzipitation beurteilt (Nele Weber, 2014).  

Auf diese Weise konnten neben TPC1 (9 Peptide) in den Hodengewebe-Lysaten 

insgesamt 446 Proteine identifiziert werden, die potenziell mit TPC1 Komplexe bilden 

könnten. Leider war es nicht möglich, TPC1 Peptide in den Totallysaten der peritonealen 

Zellen nachzuweisen, weshalb im Folgenden nur die Ergebnisse der 

massenspektrometrischen Analyse der Hodengewebe-Totallysate ausgeführt werden. 

In Tabelle 12 sind verschiedene Proteine mit der Anzahl der in den Totallysaten von 

Hodengewebe detektierten Peptide aufgeführt; diese Proteine wurden entweder wegen 

ihrer bereits bekannten Funktionen oder auf Grund von Ergebnissen vorangegangener 

massenspektrometrischer Analysen an anderen Modellsystemen als mögliche TPC1 

Interaktionspartner eingestuft. Zur Übersicht wurden die ausgewählten Proteine anhand 

ihrer Lokalisation (Membranständige Proteine, Lysosomen, Mitochondrien) bzw. 

zellulären Funktion (Gerüstproteine, Cytoskelett, Transport, Ca2+-bindende Proteine, 

Sonstige) in verschiedene Kategorien eingeteilt.  

In früheren massenspektrometrischen Analysen von TPC1-Präzipitaten aus HeLa Zellen 

konnten bereits einige Proteine als TPC1-Interaktionspartner registriert werden, die auch 

in unseren Versuchsreihen an Hodengeweben identifiziert wurden: Dazu zählen die 

Na/K-transporting ATPase subunit alpha-1 (s. Tabelle 12; Position 3), Annexine (5), 

Myosin (7), Rab GDP dissociation inhibitor beta (10), 4F2 cell-surface antigen heavy 

chain (12), Mitglieder der Rab-Familie (13-17), Vesicular integral-membrane protein 

VIP36 (19), Calreticulin (20), VDAC2 (22) und verschiedene Peroxiredoxine (24) (Lin-

Moshier et al., 2014). Zusätzlich konnten membranständige ER ATPasen (1 und 2), das 

Gerüstprotein 14-3-3 (4) und Vinculin (6), ein Bestandteil des Zytoskeletts, identifiziert 

werden. Aus der Kategorie vesikulärer Transport wurden neben der Rab-Familie einige 
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weitere Proteine wie Importin (8), Clathrin (9), das Vesicle-associated membrane 

protein-associated protein A (11) und das Vesicle-trafficking protein SEC22b (18) 

gefunden. Außerdem konnten das lysosomale Markerprotein LAMP2 (21), der 

mitochondriale Ca2+-Transporter VDAC2 (22) und das Chaperon 75 kDa glucose-

regulated protein (GRP75) (23) nachgewiesen werden. Des Weiteren wurden auch 

Peptide des potassium channel tetramerization domain protein (KCTD) 9 (25) und der 

Adenosylhomocysteinase (26) identifiziert.  

 

 

Tabelle 12 Auswahl von Proteinen, die durch eine massenspektrometrische Analyse in 
TPC1-Antikörper-Immunopräzipitaten aus Testis Totallysaten identifiziert wurden. 

 Protein 
Anzahl der 

Peptide 

 TPC1 9 

Membranständige Proteine 

1 Transitional endoplasmic reticulum ATPase 28 

2 SERCA 2 4 

3 Na/K-transporting ATPase subunit alpha-1 4 

Gerüstproteine 

4 14-3-3 24 

5 Annexin (verschiedene Subtypen) 15 

Cytoskelett 

6 Vinculin 30 

7 Myosin 2 

Transport 

8 Importin (verschiedene Subtypen) 14 

9 Clathrin 7 

10 Rab GDP dissociation inhibitor beta 7 

11 
Vesicle-associated membrane protein-associated 

protein A VAPA 
6 

12 4F2 cell-surface antigen heavy chain  5 

13 Rab 2A  4 

14 Rab 11A  4 

15 Rab 1a  3 

16 Rab 5C  3 

17 Rab 10 2 
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18 Vesicle-trafficking protein SEC22b 2 

19 Vesicular integral-membrane protein VIP36 2 

Ca2+ bindende Proteine 

20 Calreticulin 6 

Lysosomen 

21 LAMP2 3 

Mitochondrien 

22 VDAC2 2 

23 75 kDa glucose-regulated protein GRP75 12 

Sonstige 

24 Peroxiredoxin (verschiedene Subtypen) 28 

25 
Potassium channel tetramerization domain protein 9 

KCTD9 
15 

26 Adenosylhomocysteinase 3 
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der Aktivität von P/Q-Typ Ca2+-Kanälen im Falle einer Blockierung von N-Typ Ca2+-

Kanälen statt (Grimm et al., 2008). Ebenso kann das Fehlen eines 

spannungsabhängigen Natrium-Kanals durch die Überexpression eines anderen 

Subtyps derselben Natrium-Kanal-Familie kompensiert werden (F. H. Yu et al., 2006). 

Bezüglich der den TPCs strukturell ähnlichen TRP-Kanälen wurde für glatte 

Gefäßmuskelzellen beobachtet, dass die Auswirkungen einer Defizienz für TRPC6 

durch die Hochregulation von TRPC3, einem dem TRPC6 nahe verwandten, konstitutiv 

aktivem Subtyp der TRPC-Familie, maskiert werden (Dietrich et al., 2005). Eine 

gegenseitige funktionelle Kompensation beider TPCs könnte also eine Erklärung dafür 

sein, dass sowohl TPC1 als auch TPC2-defiziente Mäuse nicht völlig steril sind, sondern 

nur einen mild ausgeprägten Reproduktionsphänotyp aufweisen (M. J. Berridge et al., 

2003; Parrington et al., 2015). In diesem Zusammenhang muss aber angemerkt werden, 

dass in vorangegangenen TPC-Studien anderer Labore bisher weder über 

Veränderungen hinsichtlich der Reproduktionsfähigkeit der TPC1- oder TPC2-

defizienten Mäuse noch über eine eingeschränkte Überlebensfähigkeit ihrer 

Nachkommen berichtet wurde (Calcraft et al., 2009; Ruas et al., 2014; Ruas et al., 2015). 

Dazu muss allerdings auch erwähnt werden, dass keine dieser Studien auf den 

Reproduktionsphänotyp der TPC-Mäuse fokussiert war, so dass möglicherweise die 

entscheidenden Parameter (s. o.) nicht erfasst wurden und so der milde subfertile 

Phänotyp der Tiere nicht auffiel.  

Eine gegenseitige funktionelle Kompensation der beiden TPC-Subtypen spiegelt sich 

möglicherweise auch darin wieder, dass homozygot TPC-defiziente Elterntiere nur 

extrem eingeschränkt in der Lage sind, Nachkommen zu produzieren (s. 6.1.5.1). 

Lediglich eines der vier untersuchten homozygot TPC1/2-defizienten Zuchtpaare 

brachte Jungtiere hervor, wobei auch für dieses Zuchtpaar nur ein einzelner Wurf erfasst 

wurde. Alle Nachkommen dieses Wurfs starben allerdings innerhalb der ersten drei 

Wochen nach der Geburt, was darauf hindeutet, dass die TPCs nicht nur für die Fertilität 

sondern auch für das postnatale Überleben der Nachkommen wichtig sind. Zudem 

gingen aus TPC1/2 heterozygoten Zuchtpaaren weniger TPC1/2 Doppel-Knockout 

Jungtiere hervor als nach der Mendel’schen Verteilung zu erwarten gewesen wäre (s. 

Abb. 27; 2,90 % statt 6,25 % für Wildtyp-Tiere), so dass eine pränatale Funktion der 

TPCs ebenfalls wahrscheinlich ist.  

Da die gleichzeitige genetische Deletion beider TPCs aber nicht zur völligen Sterilität 

aller TPC1/2 doppelt-defizienten Zuchtpaare führte (s. 6.1.5), ist durchaus vorstellbar, 

dass strukturell sehr ähnliche Ionenkanäle, die ebenfalls im männlichen 

Reproduktionssystem exprimiert werden, wie z B. die bereits erwähnten Vertreter der 

TRP- Kanalfamilie (Darszon et al., 2006; Darszon et al., 2012), die Funktion der beiden 
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Ich konnte durch meinen Beitrag an dieser Publikation zudem zeigen, dass TPCs sogar 

für die durch den physiologischen Stimulus, die Zona pellucida, induzierte 

Akrosomreaktion verantwortlich sind. Im Einzelnen zeigten meine Experimente, dass 

eine Vorinkubation muriner Wildtyp-Spermien mit dem NAADP Antagonisten trans-Ned 

19 dazu führt, dass eine durch isolierte Zona pellucida ausgelöste Akrosomreaktion in 

ihrer Amplitude drastisch reduziert wird (s. 6.1.2 und Arndt et al. (2014)).  

Dieser Befund einer Zona pellucida-vermittelten NAADP Generierung und 

anschließenden Akrosomreaktion scheint vor allem im Hinblick auf die gleichzeitige 

Beteiligung von zwei TPCs mit unterschiedlicher Affinität für NAADP interessant zu sein. 

Im Rahmen von live cell imaging Experimenten an murinen Spermien konnte nämlich 

kürzlich beobachtet werden, dass der Kontakt mit der Eizelle, jedoch nicht die 

Stimulation mit einem Ionophor, zu einem gerichteten Fortschreiten der 

Fusionsporenbildung vom posterioren Bereich des Akrosoms zu dessen Spitze führt 

(Buffone et al., 2009). Da NAADP nur eine Lebensdauer von wenigen Sekunden hat (G. 

Berridge et al., 2002), wäre vorstellbar, dass sich die NAADP-Konzentration, ausgehend 

von der Kontaktstelle mit der Zona pellucida, kontinuierlich reduziert. Denkbar ist, dass 

TPC1 eher im posterioren Bereich der äußeren akrosomalen Membran lokalisiert ist, wo 

der niedrig-affine TPC-Subtyp durch die dort hohen NAADP-Konzentrationen aktiviert 

werden kann; mit zunehmender Entfernung von der Kontaktstelle mit der Zona pellucida 

nimmt die NAADP-Konzentration ab, so dass die Expression einer hoch-affinen NAADP-

Zielstruktur, vermutlich TPC2, im anterioren Bereich sinnvoll ist, um die Freisetzung von 

Ca2+ aus dem Akrosom und damit die Fusionsporenbildung auch in dieser Region zu 

initiieren (s. Abb. 71). Geht man also davon aus, dass sich das Expressionsmuster der 

TPC-Subtypen auf distinkte Regionen der akrosomalen Sichel beschränkt (s. Abb. 71), 

könnte die Expression von zwei NAADP-Zielstrukturen mit unterschiedlichen Affinitäten 

einer breiten Abdeckung eines möglichen NAADP-Konzentrationsspektrums in der Zelle 

dienen, und so einen Mechanismus darstellen, der die vollständige Fusion des riesigen 

akrosomalen Vesikels und somit die Freilegung der gesamten inneren akrosomalen 

Membran gewährleistet (Arndt et al., 2014).  

Ein solcher Mechanismus ist aus physiologischer Sicht sinnvoll, da die vollständige 

Exposition der inneren akrosomalen Membran nötig ist, damit im nächsten Schritt die für 

die Fertilisation essentiellen funktionellen Komplexe aus dem in der inneren 

akrosomalen Membran lokalisierten Protein Izumo und dessen Rezeptor Juno auf der 

Seite der Eizelle gebildet werden (Bianchi et al., 2014). In weiterführenden Studien wäre 

es nun wichtig, das subzelluläre Expressionsmuster beider TPCs in Spermien zu 

bestimmen. Die tatsächliche funktionelle Rolle der TPCs für eine erfolgreiche 

Fertilisation könnte dann weiter untermauert werden, indem untersucht wird, ob auch in 
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veränderte Gensequenz flankierende Regionen, sogenannte flanking oder modifier 

genes, mit 129/Sv Ursprung erhalten. In diesen Regionen können Gene enthalten sein, 

die für die Ausprägung spezifischer Eigenschaften des 129/Sv Stammes verantwortlich 

sind und/oder regulierende Wirkung auf C57Bl/6 Gene haben (Eisener-Dorman et al., 

2009). Somit kann es vorkommen, dass bestimmte Phänotypen nicht auf die betreffende 

Gendefizienz zurückzuführen sind, sondern auf Effekte der flanking genes. So wurden 

beispielsweise bei neuronal nitric oxide synthase (nNOS)-defizienten Mäusen mit einem 

gemischten Stammhintergrund (129S4/SvJae-C57BL/6J) im Vergleich zu Wildtyp-

Tieren vermehrt aggressive Verhaltensweisen beobachtet, die nach Rückkreuzung der 

Mäuse auf einen C57Bl/6J Hintergrund in der fünften Generation nicht mehr zu erkennen 

waren (Le Roy et al., 2000). Der genetische Stammhintergrund der verwendeten Mäuse 

kann weiterhin (unabhängig von den flankierenden Regionen um die modifizierte 

Sequenz) einen Einfluss auf den durch die Gendefizienz verursachten Phänotyp haben. 

Während z. B. Mäuse mit einem C57BK/KsJ Stammhintergrund in Folge einer obese 

(ob) Gendefizienz eine schwere Diabetes entwickelten, konnte ein solcher Effekt in ob-/- 

Mäusen mit C57Bl/6J Stammhintergrund nicht festgestellt werden (Coleman und 

Hummel, 1973). 

Um den Effekt der Gendefizienz also einigermaßen verlässlich bewerten zu können, 

sollten die Mäuse mindestens in der zehnten Generation auf den jeweiligen 

Stammhintergrund zurückgekreuzt werden, sodass der Anteil der flanking genes am 

Genom möglichst gering wird (Eisener-Dorman et al., 2009). Im Interesse der 

Vergleichbarkeit bietet sich dabei der weit verbreitete C57Bl/6 Stammhintergrund an 

(Bryant et al., 2008), der auch für die Generierung der für diese Arbeit verwendeten 

Mauslinien verwendet wurde (s. 5.1.1). Bei der Analyse der Reproduktion von TPC1-

defizienten Mäusen zeigte sich, dass zwischen Zuchtpaaren bestehend aus TPC1-/- 

Elterntieren der dritten Rückkreuzungsgeneration und Wildtyp-Zuchtpaaren sowohl 

hinsichtlich der Wurfgröße als auch hinsichtlich des Zeitintervalls bis zum ersten Wurf 

nur geringfügige Unterschiede beobachtet werden konnten (s. Tabelle 4). Nach 

Rückkreuzung der Mäuse in der zwölften Generation auf den C57Bl/6 Stammhintergrund 

konnte dann allerdings festgestellt werden, dass für TPC1-defiziente Zuchtpaare im 

Vergleich zu Wildtyp-Zuchtpaaren zum einen die Wurfgröße deutlich reduziert und zum 

anderen das Zeitintervall bis zum ersten Wurf statistisch signifikant verlängert war (s. 

Tabelle 5). Da durch die Rückkreuzung der Mäuse auf den C57Bl/6 Hintergrund in der 

zwölften Generation der Anteil der Gene mit 129/Sv Ursprung minimiert wurde, kann mit 

relativ großer Wahrscheinlichkeit davon ausgegangen werden, dass sich tatsächlich die 

TPC1-Defizienz der Elterntiere letztlich auf die Wurfgröße und das Zeitintervall vor dem 

ersten Wurf auswirkt. Eine mögliche Erklärung für den nur gering ausgeprägten 
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Unterschied zwischen TPC1-/- Zuchtpaaren der dritten Rückkreuzungsgeneration und 

vergleichbaren Wildtyp-Zuchtpaaren könnte sein, dass die flankierenden Bereiche mit 

129/Sv Ursprung um die veränderte TPC1 Gensequenz herum Gene enthalten, deren 

Produkte wiederum den Effekt der TPC1-Defizienz auf die Wurfgröße und das 

Zeitintervall bis zum ersten Wurf eines TPC1-/- Zuchtpaares teilweise kompensieren 

könnten.  

Insgesamt sind die verringerte Wurfgröße und das verlängerte Zeitintervall bis zum 

ersten Wurf vermutlich sekundäre Effekte der TPC1 Defizienz, die, wie bereits unter 7.1 

erwähnt, auf die im Vergleich zu Wildtyp-Männchen reduzierte Spermienzahl TPC1-

defizienter Männchen zurückzuführen sind (Arndt et al., 2014). Ob aber möglicherweise 

ein veränderter Testosteronspiegel (W. H. Walker, 2011) oder aber beispielsweise eine 

erhöhte Apoptoserate (Shukla et al., 2012) während der Spermatogenese die Ursache 

für die geringere Spermienzahl der TPC1-/- und auch der TPC2-/- Männchen ist, bleibt 

noch zu klären. 

Des Weiteren konnte bei der Auswertung der gesammelten Daten zur Genotypverteilung 

der Nachkommen von heterozygoten TPC1 Zuchtpaaren ermittelt werden, dass bei 

Verpaarungen von heterozygoten Mäusen der dritten Rückkreuzungsgeneration eine 

Genotypverschiebung unter den Nachkommen zu Gunsten des Wildtyps zu beobachten 

war, die nach abgeschlossener Rückkreuzung auf den C57Bl/6 Stammhintergrund 

(Rückkreuzungsgeneration N12) nicht mehr festgestellt werden konnte (s. 6.1.3.2). In 

diesem Fall ist die beobachtete Genotypverschiebung also wahrscheinlich auf Effekte 

der flankierenden Gene der veränderten TPC1-/- Gensequenz zurückzuführen, die durch 

heterologe Rekombinationsereignisse in jeder Rückkreuzungsgeneration reduziert 

werden.  

Da der genetische Hintergrund möglicherweise also großen Einfluss auf die Ausprägung 

eines bestimmten in Folge einer Gendefizienz auftretenden Phänotyps haben kann, ist 

es absolut notwendig, auf den Stammhintergrund der verwendeten Mäuse zu achten. 

Eine Möglichkeit, um in Zukunft die Problematik des gemischten Stammhintergrunds und 

die damit einhergehenden aufwendigen und langwierigen Rückkreuzungen zu umgehen, 

könnte die Verwendung von C57Bl/6-129/Sv Hybrid-Stammzellen sein. Diese Hybrid-

Stammzellen weisen einerseits weiterhin die für die Kultivierung der Zellen erforderlichen 

Eigenschaften der 129/Sv Stammzellen auf, andererseits kann für sie ein C57Bl/6 DNA-

Vektor zur Modifizierung der betreffenden Gensequenzen verwendet werden (Rivera 

und Tessarollo, 2008). 

Weitere Untersuchungen müssen in Zukunft zeigen, welche Bedeutung die TPCs für die 

Fortpflanzung haben; dabei muss vor allem geprüft werden, ob die für die TPC2 und 

TPC1/2-defiziente Mäuse der siebten Rückkreuzungsgeneration beobachteten 
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(Rosenkranz et al., 1998; Berlanga et al., 2005). Wie unter 3.4 beschrieben, konnte 

tatsächlich bereits in vitro gezeigt werden, dass beide TPC Subtypen eine Rolle bei der 

Adhäsion und Migration von invasiven Krebszellen spielen. Die Inhibition der TPCs führt 

dabei zu einer Störung des endo-lysosomalen traffickings, wodurch es zu einer 

Akkumulation von Integrinen in endo-lysosomalen Vesikeln kommt (Nguyen et al., 2017). 

Des Weiteren ist für den TPC-Subtyp TPC2 bekannt, dass dieser mit dem t-SNARE-

Protein Syntaxin 6 interagiert (Grimm et al., 2014), das wiederum ebenfalls wichtig für 

das endo-lysosomale Recycling von Intergrinen und die chemotaktische Zellmigration ist 

(Riggs et al., 2012). Möglicherweise tritt in Mastzellen also in Folge der genetischen 

Deletion von TPC1 eine Störung beim Recycling der Integrine durch das endo-

lysosomale System auf, was dazu führt, dass die Migration der Mastzell-Vorläuferzellen 

in das Peritoneum beeinträchtigt ist. Zur Überprüfung dieser Hypothese ist es in 

zukünftigen Studien notwendig, das Migrationsverhalten und Integrin-trafficking TPC1-

defizienter Mastzell-Vorläuferzellen zu studieren. 

ii) Die Differenzierung von Mastzell-Vorläuferzellen aus dem Knochenmark zu reifen 

Mastzellen könnte durch die TPC1-Defizienz gestört sein.  

Wie für die meisten anderen zellulären Prozesse spielen Ca2+-Signale auch eine wichtige 

Rolle bei der Differenzierung von Stammzellen. Für Neuronen, Muskelzellen und 

Osteoclasten konnte bereits gezeigt werden, dass NAADP/TPC vermittelte Ca2+-Signale 

von großer Bedeutung für die Differenzierung der Vorläuferzellen zu reifen Zellen sind 

(Parrington und Tunn, 2014). Für Mastzell-Vorläuferzellen ist darüber hinaus bereits 

bekannt, dass ihre Differenzierung zu reifen Mastzellen nicht von SOCE-Mechanismen 

sondern scheinbar von einer anderen Ca2+-Quelle abhängig ist, die bisher nicht 

identifiziert wurde (Vig und Kinet, 2009). Sollte sich dazu im Rahmen weiterführender 

Studien herausstellen, dass das zur Differenzierung der Mastzell-Vorläuferzellen 

notwendige Ca2+ aus intrazellulären Ca2+-Speichern stammt, könnte die genetische 

Deletion von TPC1 und eine damit einhergehende Veränderung der NAADP-vermittelten 

Ca2+-Signale auch zu einer Beeinträchtigung der Differenzierungsprozesse in Mastzellen 

führen.  

iii) TPC1 könnte in zellulären Signalwegen involviert sein, die entscheidend für das 

Überleben der Mastzellen sind.  

Sollten weder die Differenzierung (i) noch die Migration (ii) von Mastzell-Vorläuferzellen 

durch die TPC1-Defizienz beeinträchtigt sein, könnte auch eine erhöhte Apoptoserate 

die reduzierte Anzahl der Mastzellen im Peritoneum der TPC1-/- Mäuse erklären. Dazu 

passt, dass TPC1-defiziente Mastzellen verstärkte Ca2+-Signale nach Stimulation 

zeigten, wobei Veränderungen des intrazellulären Ca2+-signallings in der Aktivierung von 

apoptotischen Signalwegen resultieren können (Rizzuto et al., 2003). Möglicherweise 
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führen also durch die genetische Deletion von TPC1 verursachte Veränderungen in den 

Ca2+-Signalen von Mastzellen vermehrt zum programmierten Zelltod (Apoptose) und 

somit zu einer verstärkten Reduktion der Mastzellzahl. Darüber hinaus konnte im 

humanen System gezeigt werden, dass sowohl TPC1 als auch TPC2 mit dem anti-

apoptotischen Protein HAX-1 interagieren (Lam et al., 2013), und im Rahmen dieser 

Interaktion möglicherweise eine Bedeutung für das Überleben der Mastzellen haben 

könnten. Ein weiterer Faktor, der zur Apoptose der Zellen führen kann, ist eine 

Veränderung im intrazellulären pH-Wert. So konnte in HL-60 Zellen (humane 

promyelotische Leukämiezellen) gezeigt werden, dass die Aktivität der Apoptose-

vermittelnden Cysteinproteasen Caspase-1 und -3 bei einem reduzierten pH-Wert 

verstärkt war (H. J. Park et al., 1999). Mit Hilfe einer Lysotracker-Färbung konnte, wie 

unter 6.4.2 dargestellt, gezeigt werden, dass TPC1-/- Mastzellen im Vergleich zu Wildtyp-

Zellen deutlich mehr Areale mit saurem pH-Wert aufwiesen. Somit könnte eventuell ein 

höheres Apoptose-Risiko als Folge der genetischen Deletion von TPC1 bestehen.  

Neben einem veränderten pH-Wert kann auch metabolischer Stress zur Induktion der 

Apoptose führen (Altman und Rathmell, 2012). Um dies zu verhindern, können Zellen 

durch Autophagie, also den Abbau von zellulären Komponenten mit Hilfe des endo-

lysosomalen Systems, Nährstoffe gewinnen und so ihr Überleben sichern (Glick et al., 

2010). In Studien an Ratten Astrozyten und murinen Kardiomyozyten wurde gezeigt, 

dass TPCs den Prozess der Autophagie positiv regulieren und dass deren Abwesenheit 

sich negativ auf die Überlebensfähigkeit der Zellen auswirkt (Pereira et al., 2011; Garcia-

Rua et al., 2016). Zusammenfassend kann also festgestellt werden, dass 

möglicherweise eine verringerte Überlebensrate in Folge der TPC1-Defizienz die 

Erklärung für die reduzierte Mastzellzahl im Peritoneum der TPC1-/- Mäuse ist.  

iv) In Folge der verstärkten Degranulation von TPC1-/- Mastzellen könnte es zu einer 

Kompensation durch eine Reduzierung der Zellzahl kommen.  

Dieser Hypothese steht zunächst die Beobachtung entgegen, dass die Freisetzung von 

Histamin in Kombination mit dem Chemokin CXCL12 sogar in einer durch den H4-

Rezeptor vermittelten vermehrten Migration von Mastzell-Vorläuferzellen resultiert 

(Godot et al., 2007), was letztlich zu einer erhöhten Zahl reifer Mastzellen im Peritoneum 

führen würde. So wäre also eher anders herum vorstellbar, dass die reduzierte Zahl der 

Mastzellen im Peritoneum der TPC1-/- Mäuse durch die verstärkte Degranulation der 

wenigen TPC1-/- Mastzellen kompensiert wird. Ein ähnlicher Mechanismus konnte 

bereits in Minischweinen mit einer verringerten Anzahl an beta-Zellen beobachtet 

werden: Nach Reduktion der Anzahl der beta-Zellen konnte eine verstärkte Insulin-

Freisetzung aus den verbliebenen beta-Zellen festgestellt werden (Larsen et al., 2004).  
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hervorgerufenen zytosolischen Ca2+-Signale im Vergleich zu Wildtyp-Mastzellen 

tatsächlich größer waren (s. 6.6.1). Die Unterschiede in der Stärke der Ca2+-Signale 

konnten auch in Anwesenheit von extrazellulärem Ca2+ beobachtet werden (s. Abb. 50 

bzw. Abb. 52), waren aber vor allem ohne Ca2+ in der externen Lösung sehr deutlich zu 

erkennen (s. Abb. 51 bzw. Abb. 53). Da diese Beobachtung zu der Hypothese führte, 

dass die Ca2+-Konzentration in den intrazellulären Speichern TPC1-defizienter 

Mastzellen verändert ist, wurde mit Hilfe des niedrig-affinen Ca2+-Fluoreszenzfarbstoffes 

Fura-2-FF zunächst der Ca2+-Status des ER von TPC1-/- Mastzellen erfasst. Dabei 

konnte gezeigt werden, dass nicht nur die basale Ca2+-Konzentration im ER erhöht ist 

(s. Abb. 56), sondern auch, dass nach Stimulierung der Mastzellen mit IgE/DNP-BSA 

mehr Ca2+ aus dem ER freigesetzt wird (s. Abb. 57). Gleichzeitig konnte festgestellt 

werden, dass die Ca2+-Konzentration in Lysosomen von TPC1-/- Mastzellen im Vergleich 

zu Wildtyp-Mastzellen reduziert ist (s. Abb. 54), und die sauren Organellen der TPC1-

defizienten Mastzellen im Vergleich zu Wildtyp-Zellen einen niedrigeren pH-Wert 

aufweisen (s. 6.4.2). Die veränderten Ca2+-Konzentrationsverhältnisse weisen darauf 

hin, dass der zwischen den intrazellulären Ca2+-Speichern herrschende „crosstalk“ 

(Morgan et al., 2013) in TPC1-defizienten Mastzellen teilweise gestört ist. In diesem 

Zusammenhang muss nochmals auf die bereits unter 3.3 vorgestellten Studien zur 

Interaktion von intrazellulären Ca2+-Speichern eingegangen werden, die gezeigt haben, 

dass Membrankontaktstellen zwischen dem ER und Lysosomen bestehen (Kilpatrick et 

al., 2013). Weiterführende Untersuchungen zeigten, dass für die Bildung von 

Kontaktstellen, auch zwischen dem ER und Endosomen, NAADP-vermittelte Ca2+-

Signale benötigt werden, und dass sowohl eine pharmakologische Blockierung durch 

trans-Ned-19, als auch eine Inhibition von TPC1 bzw. TPC2 durch spezifische siRNA zu 

einer Reduzierung der Anzahl dieser Kontaktstellen führte (Kilpatrick et al., 2017). 

Zusätzlich konnten die TPCs, die mit Hilfe von Goldpartikel-gekoppelten Antikörpern 

markiert wurden, in elektronenmikroskopischen Aufnahmen von Fibroblasten vor allem 

an Membrankontaktstellen zwischen Endosomen bzw. Lysosomen und dem ER 

identifiziert werden (Kilpatrick et al., 2017). Zu den mechanistischen Zusammenhängen 

der Membrankontaktstellen-Bildung wurde in dieser Studie gemutmaßt, dass die im 

endo-lysosomalen System lokalisierten TPCs NAADP-abhängig Ca2+ aus den sauren 

Vesikeln liefern, das für die Bildung der transienten Membrankontaktstellen mit dem ER 

benötigt wird (Kilpatrick et al., 2017).  

Unter Berücksichtigung der Annahme, dass die TPCs den Kontakt zwischen dem endo-

lysosomalen System und dem ER vermitteln, wurden die im Rahmen dieser Arbeit 

erhobenen Daten in einem hypothetischen Modell zusammengefasst, das eine 

potentielle Funktion von TPC1 bei der Ca2+-Homöostase und dem Ca2+-signaling in 
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Mastzellen erklären könnte, und in dem die Organellen des endo-lysosomalen Systems 

die Rolle eines Ca2+-Puffersystems übernehmen (s. Abb. 72 A): Bereits im Ruhezustand 

existieren Membrankontaktstellen, sogenannte nanojunctions (H. C. Lee und Aarhus, 

1995), zwischen dem ER und dem endo-lysosomalen System. Für deren Bildung ist 

unter Umständen bereits eine basale Aktivität von TPC1, die zu einer lokalen Erhöhung 

der Ca2+-Konzentration führt (Zhu et al., 2010a), ausreichend. Dieser Kontakt dient 

zunächst dem kontinuierlichen Austausch von Metaboliten und Lipiden zwischen den 

intrazellulären Speichern (Hariri et al., 2016); darüber hinaus könnte die direkte 

Interaktion der endo-lysosomalen Vesikel mit dem ER auch die Befüllung der sauren 

Organellen mit Ca2+ ermöglichen (Garrity et al., 2016). Wird nun eine Mastzelle z. B. 

durch die Bindung eines IgE/Antigen-Komplexes aktiviert, könnte es zur Bildung von 

NAADP und dadurch zu einem TPC1-vermittelten lokalen Ca2+-Ausstrom aus 

Endosomen und/oder Lysosomen kommen. Dieser räumlich begrenzte Anstieg der Ca2+-

Konzentration würde zur Aktivierung der lokalen SNARE-Maschinerie und somit zur 

Bildung weiterer nanojunctions zwischen den sauren Ca2+-Speichern und dem ER 

führen. Dadurch wird ein vermehrter Austausch zwischen den Speichern ermöglicht, und 

ein Teil des Ca2+, das nach Aktivierung der Zelle über den IP3-R und den RyR aus dem 

ER freigesetzt werden würde, kann in endo-lysosomale Kompartimente aufgenommen 

werden. In Abhängigkeit von der Anzahl der Kontaktstellen kann die Stärke des 

entstehenden Ca2+-Signals und damit der zellulären Antwort moduliert werden. Die 

genetischen Deletion von TPC1 hätte nach diesem Modell zur Folge, dass es zu einer 

Reduzierung der Membrankontaktstellen zwischen dem ER und dem endo-lysosomalen 

System kommt, und damit zu einer reduzierten Ca2+-Befüllung der Endosomen und 

Lysosomen sowie zur Reduzierung ihrer Pufferfunktion. Daraus resultiert eine erhöhte 

Ca2+-Konzentration im ER und ein verminderter Ca2+-Gehalt in endo-lysosomalen 

Kompartimenten. Die durch Freisetzung von Ca2+ aus dem ER resultierende Amplitude 

des Ca2+-Signals im Zytosol würde dadurch größer, was letztlich zu einer verstärkten 

Degranulationsreaktion der Mastzellen führen würde (s. Abb. 72 B). 
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Eine weitere Folge des reduzierten Ca2+-Gehalts in Lysosomen könnte eine 

Azidifizierung der sauren Organellen sein. Möglicherweise kommt es über die V-Typ 

ATPase zum Einstrom von Protonen in das lysosomale Lumen, um einen Ausgleich für 

die fehlenden positiven Ladungen der Ca2+-Ionen zu schaffen.  

Ob TPCs den pH-Wert der sauren Organellen tatsächlich beeinflussen, ist noch nicht 

geklärt. Bisher wurden nur Daten veröffentlicht, die entweder keine Veränderung des 

pH-Werts oder eine Alkalinisierung der sauren Vesikel in Folge eines TPC2 knockouts 

zeigten (Grimm et al., 2017). Welchen Einfluss TPC1 tatsächlich auf den pH-Wert von 

endo-lysosomalen Organellen hat, muss in weiterführenden Studien systematisch 

analysiert werden. 

Über eine mögliche Funktion des endo-lysosomalen Systems als Ca2+-Puffersystem 

wurde bereits mehrfach spekuliert (Morgan, 2016): Beispielsweise konnte in einer Studie 

an HEK und COS-7 Zellen gezeigt werden, dass IP3- jedoch nicht SOCE-abhängige 

zytosolische Ca2+-Signale vergrößert waren, wenn die Zellen zuvor mit Substanzen 

(Bafilomycin A1, Vacuolin oder GPN) behandelt wurden, die den lysosomalen Ca2+-

Status reduzieren. Im unbehandelten Zustand konnte zudem festgestellt werden, dass 

die luminale Ca2+-Konzentration in Lysosomen nach Aktivierung des IP3-R anstieg. Die 

Autoren folgerten daraus, dass Lysosomen Ca2+, das aus dem ER freigesetzt wird, 

aufnehmen können und dadurch als Puffersystem wirken, wodurch IP3-abhängige Ca2+-

Signale moduliert werden können (Lopez-Sanjurjo et al., 2013). Weiterführende 

Untersuchungen zeigten zwar, dass die Ca2+-Konzentration im ER der behandelten 

Zellen im Gegensatz zu den für die vorliegende Arbeit verwendeten Mastzellen 

unverändert blieb (Lopez-Sanjurjo et al., 2013), was aber möglicherweise auf die nur 

transiente Reduzierung der lysosomalen Ca2+-Speicherkapazität durch die Bafilomycin 

A1 Behandlung zurückzuführen ist. In Folge der genetischen Deletion von TPC1 kommt 

es in Mastzellen aber wahrscheinlich zu einer dauerhaften Störung des intrazellulären 

„crosstalks“ und damit zu einer anhaltenden Veränderung der luminalen Ca2+-

Konzentration in den Speichern. 

Um zu untersuchen, ob TPC1 bei der Formation der Membrankontaktstellen neben der 

Ca2+-Bereitstellung noch weitere Funktionen hat, wurde eine massenspektrometrische 

Analyse von Immunopräzipitaten des TPC1-Antikörpers zur Identifizierung potentieller 

Interaktionspartner durchgeführt. In den TPC1-Antikörper-Imunopräzipitaten der 

lysierten peritonealen Zellen war es unter den angewendeten Versuchsbedingungen 

jedoch nicht möglich, TPC1 nachzuweisen. Deshalb wurden die TPC1-

Immunopräzipitate der Hodengewebe-Lysate mit Hilfe der Massenspektrometrie 

analysiert, um dennoch Informationen über mögliche TPC1-Interaktionspartner zu 

erhalten, die möglicherweise auch auf das System der Mastzellen übertragbar sind.  
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Dabei wurde unter anderem das mitochondriale Protein VDAC2 als möglicher 

Bindungspartner von TPC1 identifiziert. Dieser Befund ist insofern interessant, da, wie 

unter 3.3 bereits beschrieben, auch für Mitochondrien bekannt ist, dass diese mit dem 

ER in Verbindung stehen und als Ca2+-Puffersysteme in der Zelle dienen können 

(Rizzuto et al., 2012). Der Kontakt zwischen dem ER und den Mitochondrien wird dabei 

über eine Interaktion des Chaperons GRP75 mit dem mitochondrialen Ionenkanal 

VDAC1 in der äußeren mitochondrialen Membran (OMM) und dem IP3-R auf Seiten des 

ERs hergestellt (Szabadkai et al., 2006). Mit Hilfe der massenspektrometrischen 

Analysen wurde festgestellt, dass auch TPC1 mit GRP75 interagiert (s. 6.10.2). Der 

TPC1-GRP75-Komplex könnte so möglicherweise eine Verbindung der sauren 

Organellen zum ER, aber auch zu Mitochondrien herstellen.  

Zusätzlich konnte das evolutionär konservierte Protein VAP A in den TPC1-Antikörper 

Immunopräzipitaten identifiziert werden (s. 6.10.2). Vesicle associated membrane 

protein (VAMP)-associated proteins (VAPs) sind evolutionär konservierte kleine Proteine 

auf der zytoplasmatischen Seite der ER-Membran, die mit einer großen Anzahl von 

Proteinen interagieren. Viele dieser Interaktionspartner sind dabei auf anderen 

intrazellulären Organellenmembranen lokalisiert (Murphy und Levine, 2016). Unter 

anderem werden Membrankontaktstellen zwischen dem ER und Mitochondrien durch 

die Interaktion von VAPB mit dem mitochondrialen Protein PTPIP51 vermittelt (Stoica et 

al., 2014). Tatsächlich konnten auch bereits Interaktionen von VAPs mit den Sterin-

bindenden Proteinen ORP1L und STARD3, die auf späten Endosomen und Lysosomen 

zu finden sind (Johansson et al., 2003; Clark, 2012), gezeigt werden (Rocha et al., 2009; 

Alpy et al., 2013). In den TPC1-Immunopräzipitaten konnte der VAP Subtyp VAPA 

identifiziert werden; ein Komplex aus VAPA und TPC1 könnte also an der Formation von 

Membran-Kontaktstellen zwischen dem ER und dem endo-lysosomalen System beteiligt 

sein. Das Zusammenspiel des ER mit dem endo-lysosomalen System wird weiterhin 

durch den Befund einer möglichen Interaktion von TPC1 mit der Na/K-transporting 

ATPase subunit alpha-1 und Myosin unterstützt, die beide auch mit dem IP3R 

interagieren (Lin-Moshier et al., 2014). Auch das in den Immunopräzipitaten identifizierte 

Ca2+-bindende Protein Calreticulin ist im ER zu finden, wo es neben der Faltung von 

Glykoproteinen, auch eine wichtige Funktion bei der Ca2+-Homöostase übernimmt 

(Michalak et al., 2009). Eine Interaktion von TPC1 mit Calreticulin würde ebenfalls auf 

wechselseitige Beziehungen zwischen den sauren Ca2+-Speichern und dem ER 

hindeuten.  

Wie genau die Verbindungen zwischen den intrazellulären Ca2+-Speichern entstehen 

und aufrechterhalten werden, ist noch nicht vollständig geklärt. Die in den TPC1-

Antikörper-Immunopräzipitationen und im Rahmen einer weiteren unabhängigen Studie 
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(Lin-Moshier et al., 2014) identifizierten Annexine könnten dabei als Ca2+-Sensoren 

(Monastyrskaya et al., 2007) eine entscheidende Funktion übernehmen. Der Subtyp 

Annexin A1 konnte als Schlüsselprotein an Kontaktstellen zwischen dem ER und einer 

Subpopulation von Endosomen, die dem Transport von Cholesterin dienten, identifiziert 

werden (Eden et al., 2016). Für die Subtypen A2 bzw. A8 konnte eine Rolle bei der 

Exozytose von sekretorischen Granula in Endothelzellen von Blutgefäßen (Gerke, 2016) 

und neuroendokrinen Zellen (Chasserot-Golaz et al., 2005) gezeigt werden.  

Für intervesikuläre Fusionsprozesse wurden Interaktionen zwischen TPC Subtypen und 

Rab-Proteinen schon mehrfach beschrieben. Dabei wurden für TPC1 meist 

Interaktionen mit endosomal exprimierten Rab Isoformen, wie z. B. Rab5, beobachtet, 

was sich mit der angenommen subzellulären TPC1 Lokalisation deckt (Morgan et al., 

2011). Auch in den im Rahmen dieser Arbeit analysierten TPC1-Antikörper-

Immunpräzipitaten konnte der endosomale Subtyp Rab5 nachgewiesen werden. Zudem 

konnte aber auch das lysosomale LAMP2 als potentieller Interaktionspartner identifiziert 

werden. Dieser Befund deckt sich wiederum mit der in 6.7.1 dargestellten Präsenz von 

TPC1 in späten endosomalen/lysosomalen Fraktionen von peritonealen Zellen. 

Demnach kann im ganzen endo-lysosomalen System von einer funktionellen Rolle von 

TPC1 ausgegangen werden, worauf bereits auch Ergebnisse aus anderen Studien 

hindeuteten (Morgan et al., 2011).  

In den vorliegenden Versuchsreihen zur Identifizierung von TPC1-Interaktionspartner 

konnten zudem Proteine in den TPC1-Antikörper-Immunopräzipitaten nachgewiesen 

werden, für die bisher keinerlei Daten zu einer Interaktion mit TPC1 existieren. Dazu 

zählt unter anderem das Protein KCTD9, das sich durch eine N-terminale BTB-Domäne 

auszeichnet, die eine Vielzahl von Protein-Protein-Interaktionen ermöglicht (Ji et al., 

2016). Mittels der BTB-Domäne bilden KCTD9 Proteine Homopentamere, die unter 

anderem mit dem an der Bildung eines E3 Ubiquitin-Protein Ligase Komplexes 

beteiligten Cullin-3 interagieren (Ji et al., 2016). Der E3 Ubiquitin-Protein Ligase Komplex 

ist für die selektive Modifikation von Proteinen durch Ubiquitynilierung zuständig, um 

diese Proteine für den Abbauprozess zu markieren (Pintard et al., 2004). Für Cullin-3 

konnte wiederum eine Rolle im Rahmen des endo-lysosomalen traffickings beschrieben 

werden (Huotari et al., 2012). Auf Grund dieser Zusammenhänge könnte eine Interaktion 

zwischen TPC1 und KCTD9 ebenfalls eine Bedeutung für das trafficking im endo-

lysosomalen System haben. 

Eine Ausbildung von Kontaktstellen könnte aber auch durch Bindungspartner der IP3R 

ermöglicht werden. Dazu haben Befunde aus unserem Labor bereits zum einen gezeigt, 

dass der IP3R-Regulator IRBIT stark im Hodengewebe und in reifen Spermien exprimiert 

wird (Borth et al., 2016) und zum anderen, dass sowohl der IP3R als auch der TPC1 in 
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lipid rafts nachweisbar sind (Arndt et al., 2014). Auf Grund dieser Befunde stellte sich 

die Frage, ob eine Interaktion zwischen TPC1 und IRBIT stattfindet, die möglicherweise 

eine funktionelle Relevanz sowohl für die Akrosomreaktion, aber auch für die Mastzell-

Degranulation haben könnte. Deshalb wurde mit einem spezifischen Antikörper mit Hilfe 

der Western Blot Technik die Präsenz von IRBIT in den TPC1-Antikörper-

Immunopräzipitaten untersucht (s. 6.10.1). Zwar konnte IRBIT weder mittels Western 

Blot, noch in den massenspektrometrischen Analysen nachgewiesen werden; jedoch 

war es möglich, Peptide der strukturell verwandten Adenosylhomocysteinase (AHCY) im 

Immunopräzipitat des TPC1-Antikörpers zu identifizieren. In Abb. 73 sind die 

Domänenstrukturen der AHCY-like (AHCYL) Proteinfamilie, zu der auch IRBIT zählt, und 

der Adenosylhomocysteinase dargestellt. Zwar ist die IRBIT-Domäne spezifisch für die 

Mitglieder der AHCYL-Familie (Devogelaere et al., 2008), da aber auch diese Proteine 

eine AHCY-Domäne aufweisen, kann eine potentielle Interaktion zwischen TPC1 und 

IRBIT nicht ausgeschlossen werden. 

Insgesamt kann festgehalten werden, dass TPC1 bei der Bildung der nanojunctions mit 

dem ER wahrscheinlich mehrere Funktionen übernehmen könnte: Zum einen könnten 

die Interaktionen mit ER-Membranproteinen direkt oder in Verbindung mit 

akzessorischen Proteinen der Positionierung der sauren Organellen in unmittelbarer 

Nähe zum ER dienen, zum anderen werden NAADP/TPC1-vermittelte Ca2+-Signale 

offenbar zur tatsächlichen Ausbildung der Membrankontaktstellen benötigt (Kilpatrick et 

Abb. 73 Vergleich der Domänenstrukturen der Adenosylhomocysteinase (AHCY) und 
AHCY-like (AHCYL) Proteinfamilien. 
Die AHCY Domäne mit einem C-terminalen PDZ-Bindungsmodul, findet sich sowohl in Proteinen 
der AHCY als auch der AHCYL Familie; die AHCYL Proteine weisen innerhalb der Domäne 
zusätzlich eine Coiled-Coil (CC) Region auf. Je zwei Mutationen in wichtigen Aminosäureresten 
(*) von AHCYL 1 und 2 führen jedoch zum Verlust der katalytischen Aktivität. Die AHCYL-Proteine 
unterscheiden sich von der AHCY aber vor allem durch die N-terminale IRBIT-Domäne, die eine 
PEST-Sequenz und eine PP1 Bindestelle enthält. AHCYL 2 zeichnet sich weiterhin durch eine 
benachbarte Prolin- und Alanin-reiche P/A Domäne aus.  
Modifiziert nach Devogelaere et al. (2008). 
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al., 2017). Zur Bestätigung dieser Vermutungen könnten beispielsweise die hier 

beschriebenen Versuchsreihen zur elektrophysiologischen Charakterisierung und zum 

Ca2+-signaling nach Behandlung der Mastzellen mit spezifischer siRNA für die hier 

identifizierten TPC1-Bindungspartner wiederholt werden.  

 

Vorstellbar ist auch, dass die Granula in Mastzellen ebenfalls am Ca2+-signaling beteiligt 

sind. In einer Studie an zytotoxischen T-Lymphozyten wurde bereits vermutet, dass 

zytolytische Granula ihre eigene Fusion mit der Plasmamembran durch die Freisetzung 

von in ihnen gespeichertem Ca2+ katalysieren (Davis et al., 2012). Da die sekretorischen 

Granula der Mastzellen, wie auch die zytolytischen Granula der T-Lymphozyten, zu den 

Lysosom-verwandten Organellen zählen und damit als intrazelluläre Ca2+-Speicher 

dienen (Patel und Docampo, 2010), wäre es vorstellbar, dass auch die sekretorischen 

Mastzell-Granula das für ihre Verschmelzung mit der Plasmamembran benötigte Ca2+ 

NAADP/TPC1-abhängig selbst liefern. Bisher ist allerdings ungeklärt, ob die 

verschiedenen TPC Subtypen auch in Mastzellen auf Endosomen und Lysosomen 

lokalisiert sind.  

Zur Beantwortung dieser Fragestellung wären elektronenmikroskopische Aufnahmen 

von Immunogold-Färbungen mit TPC1 bzw. TPC2 Primärantikörpern und Goldpartikel-

gekoppelten Sekundärantikörpern an Semidünnschnitten hilfreich. Da es unter den 

bisher verwendeten Bedingungen nur in Spermien (Arndt et al., 2014), jedoch nicht in 

Mastzellen möglich war, spezifische Signale des TPC1-Antikörpers zu detektieren (s. 

6.7.2), müssen zunächst weitere Versuchsreihen zur Standardisierung der 

Immunogoldfärbung an Semidünnschnitten fixierter Mastzellen durchgeführt werden. Im 

nächsten Schritt könnte dann gezielt untersucht werden, ob die TPCs auch auf den 

sekretorischen Granula vorkommen; dafür könnten Immunogold Co-

Lokalisationsstudien durchgeführt werden, für die, neben TPC-Antikörpern, ein Granula-

spezifischer Antikörper (z. B. Histamin-Antikörper) verwendet werden würde. Sollten 

TPCs auf den Mastzell-Granula lokalisiert sein, besteht die Möglichkeit, dass nicht nur 

Endosomen und Lysosomen über die TPC-vermittelte Bildung von 

Membrankontaktstellen mit dem ER kommunizieren, sondern auch sekretorische 

Granula in Mastzellen. Weiterhin wären natürlich auch Kontakte zwischen endo-

lysosomalen Organellen und sekretorischen Granula vorstellbar. Um herauszufinden, ob 

zwischen den verschiedenen intrazellulären Ca2+-Speichern tatsächlich 

Membrankontaktstellen existieren, wurden die unter 6.4.1 gezeigten 

transmissionselektronenmikroskopischen Aufnahmen zur detailierten Darstellung 

verschiedener intrazellulärer Strukturen in den Mastzellen nochmals eingehend 

untersucht. Leider sind auf Grund der gewählten Fixierungstechnik, die ausschließlich 
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bestimmten Stimulus hin muss zudem die Ausschüttung eines oder einer Kombination 

von bestimmten Immunmediatoren sowohl zeitlich als auch räumlich koordiniert ablaufen 

(Rivera und Gilfillan, 2006; Hong-Tao M, 2010). Darüber hinaus muss gesteuert werden, 

welcher Exozytose-Modus (Verbund-Exozytose, PMD oder kiss and run) ablaufen soll 

(Ales et al., 1999; L. G. Wu et al., 2014). Wie genau diese logistische Herausforderung 

in Mastzellen bewältigt wird, ist bis zum heutigen Zeitpunkt aber nur teilweise 

verstanden. Allerdings sind zahlreiche Rezeptoren und Signalwege bekannt, die bei der 

Aktivierung von Mastzellen eine Rolle spielen (Gilfillan und Beaven, 2011). Erste Studien 

geben außerdem Hinweise darauf, dass die ausschließliche Exozytose einer Granula-

Subpopulation durch ganz bestimmte SNARE-Proteine vermittelt wird. So konnten z. B. 

die SNAREs SNAP23 und VAMP-8 speziell auf Serotonin-, aber nicht auf Histamin-

gefüllten Granula identifiziert werden (Puri und Roche, 2008). Neben der Art des 

freizusetzenden Mediators muss auch die Stärke und Dauer der Degranulationsreaktion 

in Mastzellen geregelt sein, um eine unerwünschte Überreaktion des Immunsystems zu 

verhindern (Rivera und Gilfillan, 2006). Dabei ist vor allem eine präzise Justierung der 

Ca2+-Signale in der Zelle wichtig. Legt man das oben beschriebene Modell (s. Abb. 72) 

zu Grunde, könnte das TPC1/NAADP regulierte Zusammenspiel der verschiedenen 

intrazellulären Ca2+-Speicher eine solche Feinabstimmung der Ca2+-Signale in 

Mastzellen ermöglichen. Dabei wäre die nach Aktivierung der Mastzellen produzierte 

NAADP-Menge ausschlaggebend dafür, wie viele TPC1-abhängige 

Membrankontaktstellen zwischen dem endo-lysosomalen System und dem ER 

entstehen, wodurch letztlich die Pufferkapazität des endo-lysosomalen System und 

dadurch die Ca2+-Konzentration im Zytosol bestimmt würde. Dazu ist z. B. bereits 

bekannt, dass eine hohe zytosolische Ca2+-Konzentration vermehrt zum kiss-and-run 

Exozytose-Modus führt (Ales et al., 1999), und dass bestimmte Vesikel-Subpopulationen 

unterschiedlich sensibel für Ca2+ sind (Dolensek et al., 2011).  

Auf der Basis dieser Annahmen ist nicht ausgeschlossen, dass ein Fehlen der TPC1-

vermittelten Ca2+-Signal Regulation eine der Ursachen für die Überaktivierung von 

Mastzellen im Rahmen von verschiedenen Krankheitsbildern wie Atherosklerose, 

Morbus Crohn und Autoimmunerkrankungen sein könnte (s. 3.2.5). Besonders auch im 

Hinblick auf die jüngsten Erkenntnisse zu MCAS Erkrankungen, die nach neuesten 

Schätzungen ca. 17 % der Deutschen betreffen (G. J. Molderings et al., 2013), ist es von 

großer Bedeutung, Mechanismen aufzuklären, die zur Überaktivierung von Mastzellen 

führen, um betroffenen Patienten möglichst optimierte Therapiemöglichkeiten zu bieten. 

So könnten TPC-Aktivatoren eventuell eine Möglichkeit darstellen der Überaktivierung 

von Mastzellen entgegenzuwirken. 
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von TPC1 durch NAADP erfolgt. Während jedoch TPC1-vermittelte Ca2+-Signale in 

Mastzellen scheinbar vor allem für die Interaktion der intrazellulären Ca2+-Speicher von 

Bedeutung sind, steht im Kontext der Akrosomreaktion wohl die Amplifikation des Ca2+-

Signals durch das Zusammenspiel der TPCs mit dem IP3R im Rahmen des CICR im 

Vordergrund (Arndt et al., 2014). Somit scheint der TPC1 in Mastzellen an einer die 

Degranulation regulierenden Funktion beteiligt zu sein, jedoch in Spermien eine 

unmittelbare Bedeutung für die Auslösung der akrosomalen Exozytose zu haben. 

Hinsichtlich der Akrosomreaktion soll durch die Amplifikation des Ca2+-Signals durch 

TPC1 wahrscheinlich sichergestellt werden, dass die akrosomale Exozytose erfolgreich 

initiiert wird, so dass es letztendlich zur Befruchtung der Eizelle kommt. Dabei ist in 

Spermien wohl eine weitere Besonderheit, dass die TPCs als Ausgangspunkt des CICR-

Mechanismus im gleichen intrazellulären Speicherorganell, dem Akrosom, lokalisiert 

sind wie der IP3-R (Arndt et al., 2014). Hinzu kommt, dass die Akrosomreaktion nur 

einmal stattfinden kann und es anschließend nicht zu einer Regeneration der Zellen 

durch endozytotische Prozesse kommt (Mayorga et al., 2007). Somit besteht in 

Spermien, im Gegensatz zu Mastzellen, ein viel geringerer Bedarf für eine fein 

abgestimmte Modulierung der Ca2+-Signale.  

Insgesamt kann also festgehalten werden, dass der TPC1 eine wichtige Rolle für 

exozytotische Prozesse sowohl in Spermien als auch in Mastzellen spielt, dass die 

intrazellulären Effekte der TPC1-vermittelten Ca2+-Signale jedoch, je nach Zellsystem, 

variieren. Das in den sauren Organellen der beiden Zelltypen gespeicherte Ca2+ wird 

also in Mastzellen vermutlich für die Interaktion der intrazellulären Ca2+-Speicher und 

somit für die „buffering“-Funktion des endo-lysosmalen Systems benötigt, wohingegen 

es in Spermien unmittelbar als „trigger“ dient, der lokale in globale Ca2+-Signale 

umwandelt.  
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Abkürzung Bedeutung 

cm Zentimeter 

CTCF corrected total cell fluorescence 

DAG Diacylglycerol 

ddH2O Zweifach demineralisiertes Wasser 

DKO Doppel-knockout 

DMSO Dimethylsulfoxid 

DNA Desoxyribonukleinsäure 

DNAse Desoxyribonuklease 

DNP Dinitrophenol 

dNTP Desoxy-Nukleotid-5’-Triphosphat 

DRM Detergens-resistente Membranfraktion 

EM Elektronenmikroskopie 

ER Endoplasmatisches Retikulum 

FACS fluorecence-activated cell sorting 

Fc-Teil crystallisable fragment; die konstante, speziesspezifische Region eines 
Antikörpers 

FcɛR Fcɛ-Rezeptor 

FCS fötales Kälberserum 

FITC Fluorescein-Isothiocyanat 

FSC forward scatter 

g Gravitationskonstante 

GFP grün fluoreszierendes Protein 

GPCR G protein-coupled receptor 

GPN Glycyl-L-phenylalanin 2-naphthylamid 

GTP Guanosintrisphosphat 

GTPase Guanosintrisphosphat-Hydrolase  

GTPȖS Guanosin 5'-O-(3-thiotriphosphat) 

h Stunde 

H2O Wasser 

IgG/E Immunglobulin G/E 

IL Interleukin 

IMM inner mitochondrial membrane 

IP Immunpräzipitation 

IP3 Inositol-1,4,5-triphosphat 

IP3R Inositoltriphosphat-Rezeptor 

IRBIT IP3 receptor binding protein released with IP3 

kDa Kilodalton 

KO knockout 

l Liter 
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Abkürzung Bedeutung 

LAMP lysosomal marker protein 

LMU Ludwig-Maximilians-Universität 

LSM Laser Scanning Mikroskop 

M Molar 

mA Milliampère 

MCAS Mastzell-Aktivierungssyndrom 

MCP mast cell progenitor 

mg Milligramm 

MG Molekulargewicht 

MHC Haupthistokompatibilitätskomplex 

min Minute 

mind. mindestens 

MIP maximum intensity projection 

ml Milliliter 

mM millimolar 

MP Milchpulver 

mRNA messenger Ribonukleinsäure 

mTOR mammalian target of rapamycin 

MS Massenspektrometrie 

MW Mittelwert 

µg Mikrogramm 

µl Mikroliter 

µM mikromolar 

Na+ Natrium-Ion 

NAADP Nikotinsäureadenosindinukleotidphosphat 

NADP Nikotinsäureamidadenindinukleotidphosphat 

NGS normales Ziegenserum  

nm Nanometer 

nM nanomolar 

norm. normiert 

n.s. nicht significant 

OMM outer mitochondrial membrane 

p Überschreitungswahrscheinlichkeit in der Statistik 

PTX Präzipitat nach Triton X-100-Behandlung, Detergens-resistente 
Membranfraktion 

PCR Polymerasekettenreaktion 

pF pico Farad 

pH negativer dekadischer Logarithmus der Protonenkonzentration 

PI(3,5)P2 Phosphatidylinositol-3,5-biphosphat 
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Abkürzung Bedeutung 

PI(4,5)P2 Phosphatidylinositol-4,5-biphosphat 

PKA Proteinkinase A 

PLC Phospholipase C 

PMC peritoneal mast cell 

PMD piecemeal degranulation 

rcf relative centrifugal force 

RNA Ribonukleinsäure 

RNAse Ribonuklease 

ROI region of interest 

rpm rounds per minute 

RT Raumtemperatur 

RT-PCR reverse Transkriptase Polymerasekettenreaktion 

s Sekunde 

s. siehe 

SCF stem cell factor 

SDS sodium dodecyl sulfate, Natriumlaurylsulfat 

SDS-PAGE Natriumlaurylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese 

SEM Standardfehler des Mittelwertes 

SERCA Sarko-/Endoplasmtisches Retikulum Ca2+ ATPase 

siRNA small interfering RNA 

SNARE soluble N-ethylmaleimid-sensitive factor attachment receptor 

SNAP synaptosomal associated protein 

SOCE store-operated Ca2+ entry 

s. o. siehe oben 

SSC side scatter 

STIM stromal interaction molecule 

s. u. siehe unten 

TEMED N,N,N’,N’- Tetramethylethylendiamin 

TG Thapsigargin 

TNF tumor necrosis factor 

TPC two-pore channel 

TRP transient receptor potential 

u. a. unter anderem 

UV ultraviolett 

v/v volume/volume, Volumenprozent 

V Volt 

v. a. vor allem 

VAMP vesicle-associated membrane protein 

VDAC voltage-dependent anion channel 
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Natürlich möchte ich mich auch bei der ganzen AG Breit für die gute Nachbarschaft im 
EG bedanken. Allen voran bei dir Ute, weil du jederzeit für alle da bist, egal ob gerade 
eine praktische Lösung oder ein gutes Gespräch nötig ist. Liebe Katrin vielen Dank für 
unsere kleinen Schwätzchen zwischendurch. Dennis und Steffi, Danke euch dafür, dass 
es auch im letzten Jahr viel zu lachen gab. Meine liebe Medizin-Lisa, ich bin froh dich 
kennen gelernt zu haben und hätte dich gerne noch länger im Labor nebenan gehabt! 
Liebe Irini, Danke dir für deine ruhige, besonnene und warmherzige Art und für die vielen 
netten Gespräche auf dem Flur.  

Bedanken möchte ich mich auch bei meinen Praktikantinnen Nadine, Sandra, Julia, Kate 
und Carmen für eure Unterstützung bei meiner Arbeit. Ein besonderer Dank gilt dabei 
natürlich meinem „fancy schmanzy“ Praktikanten/Hiwi Thomas! It was always a pleasure 
und ich wünsche Dir alles Gute für deine Promotion!  

Liebe Renate, liebe Lisa, meine kleine, aber feine Arbeitsgruppe während der letzten 
Zeit! Vielen Dank auch für eure Hilfe und Unterstützung! Lisa, alles Gute für deinen 
weiteren Weg, ich weiß du wirst ihn gut machen!  

Andrea und Evi (aka Frau Schweighöfer und Miss Cupcake), meine Liebsten! Ich bin 
unheimlich dankbar dafür, dass ich euch beide kennen gelernt habe. Ihr wart vom ersten 
Tag an nicht nur meine Kolleginnen, sondern auch meine Freundinnen. Unsere Zeit zu 
dritt am Institut und den unglaublichen Spaß den wir hatten werde ich nie vergessen. 
Unsere vielen äußerst tiefgründigen Gespräche bei den gemeinsamen Frühstücken und 
Mittagessen, die Ratschereien im Labor zwischendurch und die höchst-
wissenschaftlichen Wetten (gut, dass wir keine Meteorologen geworden sind…) waren 
absolute Highlights. Ich freue mich sehr darüber, dass wir uns auch weiterhin so gut 
verstehen und einfach über alles sprechen können. Bis bald im Mariandl! 

Meine lieben Rochen, was würde ich nur ohne euch machen? Eigentlich gibt es kein 
Problem, das bei einem Glas Wein (ist das der Rosé vom Lidl?) zusammen mit euch 
nicht gelöst werden kann. Danke, dass ich immer auf euch zählen kann! Wir haben 
schon so viel gemeinsam erlebt und ich freue mich auf die nächsten Jahre zusammen 
mit euch! (irgendwann werden wir vielleicht auch mal erwachsen…nicht) 
Danke auch an meine Überacker Crew dafür, dass ihr so ein verrückter Haufen seid und 
es nie langweilig mit euch wird! 

Natürlich geht auch ein sehr großes Dankeschön an meine Familie, vor allem meine 
Eltern und Geschwister. Ohne eure großartige Unterstützung in allen Lebenslagen wäre 
ich sicher nicht da, wo ich jetzt bin. Es ist ein großes Geschenk, wenn man innerhalb 
einer glücklichen Familie aufwächst und dafür bin ich sehr dankbar.  

Liebe Julia, Danke dir für das schnelle Korrektur lesen! 

Luki, ich werde dir niemals genug für deine Liebe, Unterstützung und Geduld danken 
können. Egal, was passiert, du bist einfach immer da und bringst mich wieder zum 
Lachen. Danke Utti. 

Des is wia bei jeda Wissenschaft, am Schluss stellt sich dann heraus, dass alles ganz 
anders war. – Karl Valentin 


