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1. Einleitung

Polymorphkernige neutrophile Granulozyten (PMN) sind Trager der unspezifischen
zellularen Abwehr des menschlichen Organismus. Die unspezifische Abwehr ist von
Bedeutung fur die Wundheilung, die Elimination geschadigter Zellen, z.B. nach
einem Ischamie-Reperfusionsschaden, und fur die Beseitigung von eingedrungenen
Mikroorganismen im Rahmen der akuten Entzindungsreaktion (Nathan, 2006). Nach
dem Eindringen in den Korper befinden sich Mikroorganismen und Fremdkdrper
meist im Gewebe und sind somit fur im Blutstrom zirkulierende Granulozyten nicht
unmittelbar erreichbar. Daher kommt der Fahigkeit der Abwehrzellen, aus dem Blut
in das entziindete Gewebe einzuwandern, eine entscheidende Bedeutung zu. Die
PMN Uben jedoch nicht nur protektive Funktionen aus, sondern sie spielen z.B. auch
bei der Pathogenese von akuten und chronischen entzindlichen Erkrankungen eine
grolde Rolle (Eyles et al., 2006). Ein fundamentales Verstandnis der biochemischen
Signaltransduktionskaskaden, die zu gerichteter Zellbeweglichkeit fuhren, ist daher
Ausgangspunkt fur die Entwicklung neuer Ansatze in Diagnostik, Therapie und

Pravention vieler entziindlicher Krankheitsbilder.

1.1. Die akute Entziindungsreaktion

Die akute Entzindungsreaktion wird durch physikalische, chemische oder
biologische Reize ausgeldst und ist im Wesentlichen durch funf Hauptmerkmale
gekennzeichnet: Dolor, Tumor, Calor, Rubor und Functio laesia des betroffenen
Korperteils. Die genannten Symptome sind Ausdruck der bei einer Entzindung
auftretenden Steigerung von Durchblutung und Gefallpermeabilitat und der
Aktivierung und Extravasation von Leukozyten ins Gewebe. Zerstorte Zellen und
eingedrungene Fremdkorper werden von Gewebsmakrophagen phagozytiert.
Aktivierte Makrophagen setzten lokale Entziindungsmediatoren frei, die eine in drei
Phasen ablaufende 6rtliche Durchblutungsstérung hervorrufen. Phase 1 fihrt unter
Adrenalinausschittung zur Verengung der Arteriolen mit einer nur Sekunden bis
Minuten dauernden Minderdurchblutung. In der 2. Phase I16st sich der
Arteriolenspasmus unter dem Einfluss des vegetativen Nervensystems und es
resultiert eine lokale Hyperamie. Die dritte Phase wird durch Histamine,

Prostaglandine, Serotonine, Kinine und weitere Mediatoren bedingt und erhoht unter
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anderem die Permeabilitdt der Gefallwande. Der erhdhte Blutfluss in Phase 2 und
die gesteigerte Durchlassigkeit der GefalRwande in Phase 3 fuhren zu einem
vermehrten Flussigkeitsaustritt ins Gewebe und erklaren die bei der Entzindung
auftretende Erwarmung, Roétung und Schwellung. Mit dem gesteigerten Blutstrom
werden auch vermehrt neutrophile Granulozyten angeschwemmt, welche die
Fahigkeit besitzen, am Entzindungsort aus den Gefallen auszuwandern. Dort Uben
sie innerhalb des Gewebes ihre Abwehrfunktion aus, indem sie eingedrungene
Partikel und Zellreste phagozytieren, und bilden zusammen mit den ebenfalls
einwandernden Monozyten bzw. Makrophagen die unspezifische Abwehr. Zusatzlich
kann die spezifische Abwehr aktiviert werden, deren Hauptvertreter Lymphozyten
sind. Im ldealfall endet der Entzindungsprozess mit einer Restitutio ad Integrum; er
kann sich aber bei Insuffizienz der Abwehrmechanismen auch auf den gesamten
Korper ausdehnen und eine Sepsis verursachen. Eines der wichtigsten Elemente fur
eine effiziente Abwehr ist die rasche und gezielte Auswanderung von Leukozyten
aus dem Blut in das betroffene Gewebe (Zhang et al., 2000; Han und Ulevitch, 2005;
Kobayashi et al., 2005; Simon und Green, 2005).

1.1.1. Die Rekrutierung neutrophiler Granulozyten wahrend der Entziindungs-

reaktion

Im menschlichen Organismus sind neutrophile Granulozyten die ersten Zellen, die in
verletztes oder entziindetes Gewebe einwandern. In Zusammenarbeit mit Monozyten
und Gewebsmakrophagen Uubernehmen die PMN viele wichtige funktionelle
Reaktionen der angeborenen Abwehr (Nathan, 2006). Ihre volle Funktionsfahigkeit
ist daher ein entscheidender Bestandteil der Abwehr. Dies wird z.B. bei
neutropenischen Patienten nach einer Chemotherapie deutlich, welche an einer
hohen Anfalligkeit flr bakterielle Infektionen leiden. Es gibt aber auch angeborene
Defekte der PMN-Funktion, z.B. chronisch granulomatdse Erkrankungen (Gougerot-
Pocidalo et al., 2006). Andererseits ist eine unzureichende Kontrolle von PMN-
abhangigen Funktionen vermutlich ein Hauptfaktor bei der Gewebsschadigung durch
uberschieflende entzindliche Antworten wie bei der rheumatoiden Arthritis oder bei
chronisch entzindlichen Darmerkrankungen (Dallegri und Ottonello, 1997; Wipke et
al., 2001; Eyles et al., 2006).



Die Auswanderung von PMN aus dem Blutgefaldsystem ins Gewebe findet
vorwiegend in den postkapillaren Venolen statt. Dabei hat sich das Mehrschritt-
Modell der Leukozytenrekrutierung (Abb. 1) als nutzlicher Rahmen fur das
Verstandnis dynamischer Veranderungen des Zellverhaltens wahrend einer
Entzindung erwiesen (Springer, 1994; Walzog und Gaethens, 2000; Nourshargh und
Marelli-Berg, 2005).

Blutfluss >

Margination
Capturing

\ Rollen  Adhzsion/
/\v Strengthening
| E intravasale

Spreading Migration

Endothel
Basalmembran

Gewebe 0 o o Diapedese

Entzindungsherd ©
) ® 4 interstitielle
‘ Migration
Abwehr

| | Adhasionsmolekiile

0 o Fremdkorper, z.B. Bakterien

Abb. 1: Die Rekrutierung neutrophiler Granulozyten wahrend der Entziindungs-
reaktion.

Am Beginn der Extravasation steht die hydrodynamische Margination frei fliellender
PMN, die so in eine kritische Nahe zur GefaRwand gelangen. Die Margination macht
durch Adhasionsmolekule vermittelte Zell-Zell-Kontakte zwischen Endothel und
Leukozyten moglich (Capturing). Im Folgenden rollen die Leukozyten uber die
entzindete Gefallwand, was ihre Geschwindigkeit stark vermindert. Das initiale
Capturing und Rollen wird durch Adhasionsmolekile der Selektinfamilie vermittelt.
Selektine weisen eine hohe Bindungskinetik auf und sind an der Spitze der Mikrovilli

positioniert (Von Andrian et al., 1995). Die verminderte Geschwindigkeit der



Leukozyten begunstigt ihre Aktivierung durch von Endothelzellen sezernierte
Mediatoren. Auch das Rollen selbst induziert Signalwege in den Leukozyten,
wodurch diese zusatzlich aktiviert werden (Ley und Reutershan, 2006). Die
Aktivierung ist eine Voraussetzung fur ihre feste Adhasion, welche von
Adhasionsmolekilen der Integrinfamilie vermittelt wird. Neuere Studien schlagen vor,
zwei weitere Schritte in der Rekrutierungskaskade zu definieren: Die Integrin-
abhangige Verstarkung (Strengthening) der Adhasion (Ley und Zarbock, 2006),
welche als Vorbereitung fur das Spreading dient, und die anschliellende ebenfalls
Integrin-abhangige intravasale Migration zu den Interzellularspalten (Phillipson et al.,
2006; Schreiber et al., 2007). Bei der darauf folgenden Transmigration durchdringen
die Leukozyten die Endothelzellschicht und die Basalmembran (Nourshargh und
Marelli-Berg, 2005). Die PMN-Endothel-Interaktion fuhrt zur Modifizierung der Zell-
Zell-Kontakte zwischen benachbarten Endothelzellen und erleichtert so die
transendotheliale Diapedese Uber Interzellularspalten (Johnson-Leger und Imhof,
2003). Daneben besteht fur die PMN die Moglichkeit, das subendotheliale Gewebe
durch Endothelzellen hindurch zu erreichen (Carman und Springer, 2004; Petri und
Bixel, 2006; Carman et. al, 2007). AnschlieRend wandern die PMN entlang
extrazellularer Fasern oder Fibrin chemotaktisch gesteuert zum Entzindungsort, wo

sie schlieBlich ihre Abwehrfunktion austben.

1.1.2. Die Adhédsionsmolekiile der Bz-Integrinfamilie

Adhasionsmolekiile verschiedener Proteinfamilien sind fir die Rekrutierung von
Leukozyten ins Gewebe von entscheidender Bedeutung. Vor allem bei der
intravasalen Adhasion und Migration der Leukozyten, die den entstehenden
Scherkraften entgegenwirken muss, spielt die Integrinfamilie eine zentrale Rolle,
insbesondere die B+-, B2- und Br-Integrine (Taylor et al., 1996; Simon und Green,
2005). Im Gegensatz zu Selektinen sind Integrine primar von den Mikrovilli
ausgeschlossen und binden ihre Liganden mit relativ langsamen Assoziations- und
Dissoziationsraten (Tohya und Kimura, 1998). Integrine sind heterodimere
Rezeptoren, die aus jeweils einer a- und einer B-Kette bestehen. Bisher sind 18 a-
und 8 B-Untereinheiten in Saugetierzellen identifiziert worden, aus denen sich
insgesamt mindestens 24 ap-Paare zusammensetzen (Luo et al., 2007). PMN
exprimieren am starksten die Bg-Integrin-Subfamilie, deren gemeinsames
Strukturmerkmal die einheitliche B-Kette (CD18) ist. Die Mitglieder der B.-Integrin-
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Familie sind mit jeweils einer von vier a-Ketten assoziiert und werden
folgendermalden bezeichnet: CD11a/CD18 (Lymphocyte Function-associated
Antigen-1 (LFA-1); olLp2), CD11b/CD18 (Macrophage Antigen-1 (Mac-1); aMpy;
CR3), CD11¢/CD18 (gp150/95; aXp2; CR4) und CD11d/CD18 (aDf.) (Kinashi, 2005;
Luo et al.,, 2007). Die Mitglieder der Bz-Integrin-Subfamilie zeichnen sich weiterhin
durch ihre Bindungseigenschaften aus. LFA-1 bindet an ICAM-1 (Intercellular
Adhesion Molecule-1), das als Mitglied der Immunglobulin-Superfamilie von
aktivierten Endothelzellen exprimiert wird (Dustin und Springer, 1988). Weitere
Liganden von LFA-1 sind ICAM-2, ein konstitutiv vom Endothel exprimiertes
Adhasionsmolekul (de Fougerolles et al., 1991), und leukozytares ICAM-3, durch das
homotypische Interaktionen zwischen Leukozyten vermittelt werden (Simon et al.,
1992). Mac-1, welches das am starksten exprimierte B-Integrin auf PMN ist,
zeichnet sich durch ein weites Bindungsspektrum aus: Es bindet an ICAM-1,
Fibrinogen, Fibrin, den Komplementfaktor C3bi, den Faktor X und Kollagen Typ I
und IV (Lub et al., 1996; Arnaout, 1990; Diamond et al., 1990; Wright et al., 1983;
Wright et al., 1988; Walzog et al., 1995; Plow et al., 2000). Dartber hinaus erkennt
Mac-1 auch kérperfremde Molekile, z.B. bakterielle Lipopolysaccharide und Heparin
(Diamond et al., 1995). Das B-Integrin gp150/95 bindet ICAM-1, Fibrinogen und
C3bi (Bisland et al., 1994; Loike et al., 1991). CD11d/CD18 wird vor allem auf
Lymphozyten, vermutlich aber nicht auf PMN exprimiert (Danilenko et al., 1995).
Seine Liganden sind VCAM-1 (Vascular Cell Adhesion Molecule-1) und ICAM-3
(Grayson et al., 1999; Van der Vieren et al., 1995).

Durch Antikoérperblockierungen und intravitale Mikroskopie von Leukozyten
transgener Mause konnte gezeigt werden, dass LFA-1 und Mac-1 die grofte
Bedeutung im Hinblick auf die Adhasion und Transmigration von Leukozyten haben
(Furie et al., 1991; Smith et al., 1989). LFA-1 unterstitzt dabei Uber die Interaktion
mit ICAM-1 das langsame Rollen und die Arretierung, wahrend Mac-1 durch eine
langsamere Bindungskinetik unter Stromungsbedingungen eine stabile Adhasion
aufrecht erhalt (Hentzen et al., 2000; Green et al., 2006). Wahrend LFA-1 eine
wichtige Rolle bei der Adhasion von PMN an die Gefallwand spielt, ist Mac-1 von
zentraler Bedeutung bei der Migration und der Aktivierung von Effektorfunktionen
(Mayadas und Cullere, 2005; Hirahashi et al., 2006; Phillipson et al., 2006).



Die physiologische Bedeutung der Bo-Integrine wird bei den Auswirkungen der
Leukozytenadhasionsdefizienz-Typ1 (LAD-Typ1) deutlich (Bowen et al., 1982;
Anderson und Springer, 1987). Die LAD-Typ1 ist eine autosomal rezessiv vererbte
Erkrankung, die durch rekurrente Infektionen und verzégerte Wundheilung
gekennzeichnet ist. Ursachlich ist ein Gendefekt der B2-Untereinheit CD18, der eine
verminderte Expression von LFA-1, Mac-1 und gp150/95 bewirkt. Durch konstitutive
Ausschaltung des CD18-Gens in der Maus konnte ein Modellsystem fur die LAD-
Typ1 etabliert werden (Scharffetter-Kochanek et al., 1998), bei dem die Rekrutierung
von PMN an den Entzindungsort wie bei der LAD-Typ1 selbst massiv gehemmt ist
(Walzog et al., 1999). Die Ursache der symptombildenden insuffizienten
Leukozytenfunktion ist neben der gestorten [(.-Integrin-vermittelten Adhasion die
ebenfalls gestorte [,-Integrin-abhangige Migration der Abwehrzellen sowie die
verminderte  B.-Integrin-vermittelte  Aktivierung von Zellfunktionen wie der

Phagozytose.

1.2. Die chemotaktisch gesteuerte Migration

Die Zellmigration besteht aus zwei grundsatzlichen Komponenten: Zunachst bewegt
die Zelle ihr Vorderende in Richtung des chemotaktischen Stimulus. Damit der
Zellkorper der Bewegung folgen kann, muss er kontrahieren und das hintere Ende
(Uropod) von der Matrix ablésen. Die anfangliche Antwort einer Zelle auf einen
Migrationsstimulus besteht in der Polarisierung in einen anterioren und einen
posterioren Pol (Van Haastert und Devreotes, 2004). Am anterioren Pol streckt die
Zelle Fortsatze aus, die entweder grof3 und breit (Lamellipodien), oder Spike-ahnlich
(Filopodien) sein konnen; es folgt die Formierung neuer Adhasionen Uber
Transmembranrezeptoren, die mit dem Aktin-Zytoskelett verbunden sind und
wahrend der Migration als Zugpunkte dienen, uber die sich die Zelle hinwegbewegt
(Kirfel et al., 2004). Bei der Losung des hinteren Zellpols ist vermutlich die
kalziumabhangige Protease Calpain beteiligt. Die in migrierenden Zellen am Uropod
aufgebaute Zugspannung konnte ausreichen, um sogenannte stretch-activated
Kalziumkanale zu 6ffnen (Lee et al., 1999). Durch einstromendes Kalzium aktiviertes
Calpain hat das Potenzial, verschiedene zytoskelettassoziierte Proteine zu spalten,
darunter Integrine, Talin, Vinkulin, die Focal Adhesion Kinase und Syk (Spleen
Tyrosine Kinase) (Hendey et al., 1992; Glading et al., 2002; Baldock et al., 2000).



Wesentliche Voraussetzungen fir die Migration von Leukozyten sind die

Richtungswahrnehmung und die Polarisierung der Zelle.

1.2.1. Richtungswahrnehmung

Die Fahigkeit zur Richtungswahrnehmung beruht auf der Erkennung eines
asymmetrischen extrazellularen Gradienten eines so genannten Chemotaxins und
der Generierung von verstarkten intrazellularen Antworten durch die Zelle (Van
Haastert und Devreotes, 2004). Chemotaxine sind zystinreiche Molekule, die eine
gerichtete Chemotaxis induzieren und daruber hinaus eine Rolle bei der Entwicklung
von Organen, der Angiogenese und der Bildung und Metastasierung von Tumoren
spielen. Chemotaxine besitzen untereinander ahnliche Aminosauresequenzen und
binden an 7-transmembran-Rezeptoren, die ihre Signale Uber angekoppelte G-
Proteine weitergeben. Die meisten Mitglieder der kdorpereigenen Chemokinfamilie
lassen sich zwei Gruppen zuordnen: Den CC-Chemokinen mit zwei benachbarten
Cysteinen und den CXC-Chemokinen, bei denen die Cystinreste durch eine
Aminosaure getrennt sind. Beispiele fur die CXC-Familie sind das Interleukin 8 und
der Stromal Cell-derived Factor-1. Rantes und das Monocyte Chemoattractant
Protein-1 dagegen sind Mitglieder der CC-Familie. Darlber hinaus bilden Bakterien
Peptide, die als Chemotaxine wirken, z.B. das f-Met-Leu-Phe-Peptid (fMLP) (Rot et
al., 2004; Allen et al., 2007; Le et al., 2004).

Auch wenn Zellen nur sehr geringen Chemotaxin-Konzentrationsunterschieden (1-
2% Uuber den Zellkorper) ausgesetzt werden (Wang et al.,, 2002), haufen sich
Signalmolekuile an der dem Gradienten zugewandten Seite an und setzen dort lokal
Signalkaskaden in Gang (Devreotes und Janetopoulos, 2003). Dabei scheinen sich
die Chemotaxinrezeptoren jedoch gleichmaRig zu verteilen, so dass die
Empfindlichkeit gegentiber dem Chemotaxin auf der gesamten Zelloberflache gleich
bleibt (Servant et al., 1999). Dies ermdglicht der Zelle, auf eine Anderung des
Gradienten schnell zu reagieren. In diesem Fall verteilen sich die angehauften
Signalmolekile dem neuen Gradienten entsprechend um (Devreotes und
Janetopoulos, 2003). Die Bindung eines Chemokins an einen G-Protein-gekoppelten
7-transmembran-Rezeptor fuhrt zur Assoziation von GTP mit dem G-Protein-

Komplex und als Folge zur Dissoziation von Gy und Gg, (Wettschureck und



Offermanns, 2005). Der Gg,-Komplex aktiviert die Phosphatidyl-Inositol-3-Kinase
(PI3K), die Isoformen 2 und 3 der Phospholipase C (PLC) (Wu et al., 2007; Hirsch et
al., 2000; Wettschureck und Offermanns, 2005) und GEFs (Guanine Nucleotide-
exchange Factors; Niu et al., 2003). Hierdurch induzierte Signalwege, die GEFs und
kleine GTPasen einschlie3en, fihren zur Oz-Produktion und zur Regulierung des
Zytoskeletts und der Migration (Wettschureck und Offermanns, 2005; Abb. 2).
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Abb. 2: Signaltransduktion durch G-Protein-gekoppelte Rezeptoren in PMN (modifiziert
nach Wettschureck und Offermanns, 2005). DAG: Diacylglycerin, IP3: Inositol 1,4,5-
Trisphosphat, PKC: Proteinkinase C, AKT: Proteinkinase B.

Es wird angenommen, dass die richtungsgebundene Wahrnehmung von
Chemokinen im Signalweg nach der Aktivierung der G-Proteine und vor der
Anhaufung von PIP; (Phosphatidylinositol(3,4,5)-Triphosphat) durch die PI3K
geschieht, denn G-Protein-Untereinheiten werden bei der Polarisation nur schwach
an das vordere Ende umverteilt (Jin et al., 2000; Servant et al., 1999), wahrend die
Anhaufung von PIP3 am fuhrenden Zellende ein friher Zeitpunkt ist, an dem eine

starke asymmetrische Aktivierung des Signalweges beobachtet werden kann (Wang



et al., 2002). Auch die PI3K selbst wird in einem Chemokingradienten aus dem
Zytosol an das Vorderende der Zellen rekrutiert, was die Bedeutung dieser Kinase
fur die Richtungswahrnehmung unterstreicht (Funamoto et al., 2002; lijima et al.,
2002).

Die Phosphatidyl-Inositol-3-Kinase (PI3K)
Die Mitglieder der PI3K-Familie werden aufgrund ihrer strukturellen Ahnlichkeit und

ihrer Substratspezifitat in die Untergruppen I-lll eingeteilt, wobei die Klasse | noch
weiter in 1A und IB unterteilt wird. Klasse |IA-Enzyme sind aus einer regulatorischen
und einer katalytischen Untereinheit zusammengesetzte Heterodimere. Von der
katalytischen Untereinheit besitzen die Klasse IA-Enzyme drei verschiedene Typen:
P110a und p110B, welche in den meisten Geweben und Organen exprimiert werden
sowie die vor allem in Leukozyten vorhandene katalytische Untereinheit p1100
(Deane und Fruman, 2004). Daneben haben I|A-Enzyme funf verschiedene
regulatorische Untereinheiten: p85a, p55a und p50a stammen durch den
Mechanismus des alternativen Splicing von einem Gen, wahrend p85 und p55y von
verschiedenen Genen kodiert werden. Unter den regulatorischen Untereinheiten wird
p85a am starksten exprimiert (Koyasu, 2003). Das einzige Mitglied der Klasse IB,
p110y, wird bevorzugt von Leukozyten exprimiert und ahnelt in seiner Struktur den
p110-Mitgliedern der Klasse IA. Allerdings fehlt ihm die Bindungsstelle fur p85.
Stattdessen interagiert p110y mit den regulatorischen Untereinheiten p101 oder p84
(Wymann et al., 1998; Fruman et al., 1998; Vanhaesebroeck et al., 2001; Katso et
al., 2001; Hawkins et al., 2006).

Die PI3Ks der Klasse |IA werden im Allgemeinen durch Wachstumsrezeptoren und
deren verwandte Rezeptortyrosinkinasen aktiviert. In ruhenden Zellen hemmt p85 die
Kinaseaktivitat von p110. Durch die Bindung der SH2-Domane (Src homology 2-
Domane) von p85 an phosphorylierte Tyrosine von Rezeptortyrosinkinasen oder
Adaptermolekulen mit sogenannten YXXM-Motiven (Tyr-X-X-Met) wird die Hemmung
der Kinaseaktivitat von p110 aufgehoben und das p85-p110-Heterodimer wird zu
seinem Substrat an die Plasmamembran rekrutiert (Engelman et al., 2006). Das
Klasse IB-Enzym wird nach Ligandenbindung an G-Protein gekoppelte Rezeptoren
durch die GBy-Untereinheit des G-Proteins aktiviert (Leopoldt et al., 1998; Suire et

al., 2006). Die verschiedenen Klassen der PI3K Ubernehmen unterschiedliche



Aufgaben bei der Phosphorylierung von 3-Hydroxylgruppen von Phosphoinositiden
(Abb. 3). Die Phosphorylierung von 3-Hydroxylgruppen von Phosphatidylinositol und
Phosphoinositiden durch die aktive PI3K ist ein evolutionar hoch konserviertes
Regulationssystem von Zellwachstum und Metabolismus und eines der am
haufigsten mutierten Systeme in humanen bdésartigen Tumoren (Engelman et al.,
2006; Garcia et al., 2006).

P+dInS(35i5:ﬁT> PTdIns(3 4)|>2 Pdens(3 4 5)|>3 »
PI3K, PI3K,
vor allem Klasse llI Klasse | oder Il PI3K, Klasse |
P'rdIns PtdIns(4)P ) ‘:Pdens(4,5)P2’/_)

Abb. 3: Diagramm der Synthesewege der 3-Phosphoinositide (modifiziert nach Deane
und Fruman, 2004). PtdIns: Phosphoinositide.

Die PI3K wird an den Vorderpol der migrierenden Zelle rekrutiert und dort aktiviert,
was eine lokalisierte Produktion von PIP3; und Phosphatidyl (3,4)-Bisphosphat (PIP>)
an der Zellfront nach sich zieht (Servant et al., 2000). Die Produkte der PI3K, 3-
Phosphoinositide, agieren als Second Messengers. Proteine mit einer Domane, die
PIP2 oder PIP3 erkennt, z.B. die Plekstrin-homologe Region (PH-Doméane), binden
spezifisch Phosphoinositide. Hierdurch wird eine lokalisierte Anreicherung der PH-
Domanen-tragenden Proteine moglich. Verschiedene flir die Chemotaxis bedeutende
Proteine besitzen eine solche PH-Domane, darunter die Serin/Threonin-Protein-
Kinase Akt/PKB (Proteinkinase B) und auch GEFs (Guanine Nucleotide-exchange
Factors) und GAPs (GTPase-activating Proteins), welche die kleinen GTPasen der
Rho-Familie regulieren (Procko und McColl, 2005). Es wird angenommen, dass Rho-
GTPasen durch die Aktivierung von GEFs, z.B. Vav, ein Ziel des PI3K-Signalwegs
sind, der auf diese Weise auch auf das Aktin-Zytoskelett einwirkt (Welch et al., 2003;
Van Keymeulen et al., 2006). Die Umformung des Zytoskeletts als Endpunkt des
Signalwegs ist wichtig, um einen anhaltenden asymmetrischen Gradienten der PI3K-
Aktivitat aufrecht zu erhalten. Wirkstoffe, die die Aktinpolymerisierung hemmen,

vermindern die PIP3-Synthese und die Polarisation geht verloren (Wang et al., 2002).
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Dies beruht moglicherweise auf einer positiven Rickkopplung zwischen den kleinen
Rho-GTPasen, F-Aktin und der PI3K: Die Rho-GTPase Rac selbst kann die
Rekrutierung der PI3K an die Membran und ihre Aktivierung stimulieren (Srinivasan
et al., 2003; Welch et al., 2003).

Die Rolle der PI3K bei der Chemotaxis wurde in verschiedenen Studien untersucht:
P110y-defiziente PMN waren nicht fahig, nach der Stimulation mit dem bakteriellen
Tripeptid fMLP oder dem Komplementfaktor C5a PIP; zu synthetisieren oder die
Proteinkinase B zu aktivieren (Sasaki et al., 2000; Li et al., 2000). Inflammatorische
in vivo Modelle haben gezeigt, dass der PI3Ky-defiziente Phanotyp eine
Verminderung der Aktivierung und Chemotaxis neutrophiler Granulozyten um bis zu
90% aufweist (Sasaki et al., 2000; Li et al., 2000; Hirsch et al., 2000; Yum et al.,
2001; Liu et al., 2007). Es gibt Hinweise darauf, dass die PI3K Klasse IA ebenfalls
eine Bedeutung fur die Adhasion und Migration hat. So hemmt die Behandlung von
PMN mit einem spezifischen Inhibitor fur p1105 die Chemotaxis (Sadhu et al., 2003),
die Extravasation von Leukozyten ist in PI3Kd-defizienten Mausen gestort (Puri et al.,
2004; Liu et al., 2007) und die B»o-Integrin-vermittelte Adhasion und Rekrutierung von
PMN sind nach der Blockade von p85a vermindert (Gao et al., 2007). Weitere
Studien zeigen, dass die PI3K in PMN eher bei der Motilitat selbst als bei der
Orientierung der Zelle von Bedeutung ist (Ferguson et al., 2007; Nishio et al., 2007).
Die herausragende Bedeutung der PI3K fir die chemotaktische Migration ergibt sich
moglicherweise aus der Tatsache, dass die PI3K durch Verknupfung ihrer
Signalwege mit aktinregulierenden Proteinen neben der Wahrnehmung des
extrazellularen Gradienten auch in die Regulierung des Zytoskeletts eingreift und so
einen Verknupfungspunkt zwischen Richtungswahrnehmung und Polarisierung
herstellt (lijima et al., 2002).

1.2.2. Polarisierung und Kontrolle des Zytoskeletts

Die Zellpolarisierung ist von der Richtungswahrnehmung abzugrenzen und bedeutet,
dass die Zelle einen asymmetrischen Phanotyp einnimmt, an dem man einen
anterioren und einen posterioren Pol definieren kann. Die Polarisierung hangt weit
starker als die Richtungswahrnehmung vom Zytoskelett ab (Servant et al., 2000;
Fenteany und Glogauer, 2004). Das Lamellipodium ist das auffalligste Merkmal einer

polarisierten Zelle und charakterisiert das Vorderende. Es besteht hauptsachlich aus
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einem laminaren Netzwerk von Aktinfilamenten und ist bis zu 5 ym breit und
ungefahr 0,2 ym dick (Abercrombie et al., 1971). Aktinfilamente sind doppelt helikale
Polymere und besitzen eine Polaritat mit einem (+)- Ende und einem (-)- Ende. Die
schnell wachsenden (+)- Enden sind dabei zur Zellvorderseite hin ausgerichtet. Als
protrusive Elemente sind sie an der Zellmotilitat beteiligt (Rinnerthaler et al., 1988;
Allen et al., 1997). Protrusive Krafte konnen sich durch Addition von Untereinheiten
am (+)- Ende und einem Verlust von Untereinheiten am (-)- Ende entwickeln. Da eine
Zelle ein geschlossenes Kompartment darstellt, kann eine rasche Aktin-
polymerisierung nicht langere Zeit ohne bilanzausgleichende Depolymerisierung
andauern (Pollard und Borisy, 2003; Ridley, 2003). In polarisierten Zellen ist das
Vorderende sensitiver gegenuber dem Chemotaxin, so dass die Zelle bei
Veranderung der Richtung des Gradienten mit einer Kehrtwendung reagiert, anstatt
ein neues Lamellipodium auszubilden. Diese Ilokalisierte Sensitivitat einer
polarisierten Zelle fokusiert die Aktivitat des Aktin-Zytoskeletts an das Lamellipodium
und ermdglicht so eine schnellere Bewegung der Zelle in Richtung der

Chemokinquelle (Devreotes und Janetopoulos, 2003).

Es gibt verschiedene Modellvorstellungen, wie es zu einer Polarisierung von
eukaryonten Zellen kommen kann. Ein Vorschlag besagt, dass Zellen randomisiert
.Pilot-Pseudopodien” ausstrecken (Caterina und Devreotes, 1991), welche dann
positive Veranderungen des extrazellularen Gradienten wahrnehmen konnen.
Pseudopodien in Richtung des Gradienten wirden verstarkt werden, wahrend
andere zuruckgezogen werden. Ein anderes Modell ist die first-Hit-Theorie. Demnach
muss der Chemokingradient die Zelle an einer Seite zuerst treffen (Rappel et al.,
2002). Diese erste Bertuhrung wurde diesem Modell zufolge eine schnelle hemmende
Antwort triggern, welche sich uber die Zelle ausbreitet und den Uropod daran hindert
zu antworten. Eine dritte Vorstellung basiert auf starken zellinternen positiven
Ruckkopplungsschleifen. Signalmolekile werden selektiv am Vorderende der Zelle
angereichert und aktiviert, so dass es zu einer lokalisierten Antwort kommt (Narang
et al., 2001). Hohe Bindungsaktivitat am vorderen Zellende kdnnte die Verflgbarkeit
von Signalmolekilen am hinteren Zellpol begrenzen (Modell der .intermediaren
Depletion®, Postma et al., 2001). Schlie3lich gibt es noch das Modell der schnellen
lokalen Erregung und langsamen globalen Hemmung (Levchenko und Iglesias, 2002;

Iglesias und Levchenko, 2002). Keines dieser Modelle halt allen experimentellen

12



Bedingungen stand. Das Modell der Pilot-Pseudopodien erklart nicht, wie vollstandig
immobilisierte Zellen, die keine Pseudopodien mehr ausbilden kdnnen, immer noch
die Fahigkeit zur Richtungswahrnehmung aufbringen. Die first-Hit-Theorie kann nicht
erklaren, dass eine Zelle auch einen Gradienten wahrnehmen kann, der durch
Vermindern der Chemotaxinkonzentration von einem anfangs hohen Level aufgebaut
wird. Das Modell der positiven Ruckkopplung wirde, sobald einmal angestof3en,
relativ unabhangig von extrazellularen Signalen werden, was der Fahigkeit einer
unpolarisierten Zelle, auf schnelle Anderungen der extrazellularen Stimuli zu
reagieren, widerspricht. Weiterhin kann dieses Modell nicht erklaren, warum die Zelle
nur einen Vorderpol und einen Hinterpol hat. Die Vorstellung einer lokalen Erregung
und globalen Inhibition ist mit vielen Eigenschaften der Chemotaxis in Einklang zu
bringen, hier fehlt allerdings die grof3e Verstarkung durch positive Ruckkopplung, die
fur eine ausreichende intrazellulare Antwort bendétigt wird. Favorisiert wird
zunehmend ein Modell, bei dem die Signale am Zellvorderende lokal die Entstehung
eines Hinterpols hemmen und umgekehrt, so dass beide Pole sich in voneinander
entfernt liegenden Zellpolen stabilisieren (Wong et al., 2006). Andererseits bestehen
Evidenzen daflr, dass das Vorderende der Zelle Uber den Zelldurchmesser hinweg
das Hinterende stimuliert (Van Keymeulen et al., 2006). Ein realitditsnahes Schema
fur die Richtungswahrnehmung und die Polarisierung muss vermutlich Elemente

verschiedener Modellvorstellungen zusammenbringen.

Die Rolle der Rho-GTPasen bei der Kontrolle des Zytoskeletts

GTPasen (Guanosin-Triphosphat-bindende Proteine) wechseln zwischen der GDP-

(inaktiv) und der GTP-gebundenen Konformation (aktiv). Die Aktivierung von Rho-
GTPasen erfolgt durch GEFs, die GDP gegen GTP austauschen. In der GTP-
gebundenen, aktiven Form interagieren sie mit Zielproteinen und rufen auf diese
Weise bis zu ihrer Inaktivierung durch GAPs (GTPase-aktivierende Proteine, welche
die Hydrolysierung von GTP zu GDP fordern), zellulare Antworten hervor (Jaffe und
Hall, 2005; Bokoch, 2005).

Die Ras-Superfamilie gehort zu den GTPasen und wird in funf Hauptgruppen
eingeteilt: Ras, Rho, Rab, Arf und Ran, von denen die Rho-GTPasen die wichtigste
Rolle bei der chemotaktischen Migration spielen. Inzwischen wurden Uber 20
humane Rho-GTPasen identifiziert, worunter RhoA/B, Rac1/2 und Cdc42 am
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genauesten hinsichtlich ihrer Effekte auf die Migration untersucht wurden. Rho-
GTPasen kontrollieren grundlegende Aspekte der Chemotaxis neutrophiler
Granulozyten wie die Orientierung zum chemotaktischen Stimulus und die Definition
von anteriorem und posteriorem Pol einer polarisierten Zelle (Charest und Firtel,
2007). Am Lamellipodium spielen die beiden Rho-GTPasen Rac und Cdc42 eine
fuhrende Rolle. Beide sind an der Formierung spezifischer Aktin-enthaltender
Strukturen beteiligt (Van Aelst et al., 1997; Etienne-Manneville und Hall, 2002). Es
gibt verschiedene Wege, auf denen Rac die Aktinpolymerisierung und damit die
Lamellipodienbildung férdern kann. Zum einen kann es den Arp2/3 (Actin-related
Proteins 2/3) -Komplex via die WAVE/WASP (WASP-Family Verprolin homologous
Protein/Wiskott-Aldrich  Syndrome  Protein) -Familie der Arp2/3-Aktivatoren
aktivieren. Arp2/3 bindet an vorhandene Aktinfilamente und induziert die Bildung von
neuen Tochterfilamenten, die vom Mutterfilament abzweigen (Welch, 2000; Pollard
und Borisy, 2003). Weiterhin wurde berichtet, dass Rac die Aktivitat der LIMK (LIMK-
Domain-containing Kinase) via PAK (p21-activated Kinase) stimuliert (Edwards et al.,
1999). Die LIMK wiederum phosphoryliert und inaktiviert Cofilin, ein Protein, welches
die Aktindepolymerisierung fordert und eine Bedeutung fir die Chemotaxis besitzt
(Stanyon und Bernard, 1999; Mouneimne et al., 2006). Funktionelle Auswirkungen
zeigen sich sowohl bei Hemmung als auch bei Uberexpression von Rac: Die
Migration von Leukozyten ist unter beiden Bedingungen gestort, weil sich
Lamellipodien unkontrolliert Uber den ganzen Zellkorper ausbilden und so eine
eindeutige Polarisierung unmoglich machen (Knight et al., 2000; Allen et al., 1998;
Srinivasan et al., 2003; Sun et al., 2004).

Cdc42 reguliert ebenfalls am vorderen Zellende die Polaritat (Itoh et al., 2002). Es
wirkt als Teil des so genannten Zellkompasses, indem es die Ausbildung von
Filopodien kontrolliert (Nobes und Hall, 1999). Rezeptoren werden von Zellen mit
Hilfe dieser Filopodien in die Umgebung vorgestreckt, wo sie Veranderungen der
extrazellularen Signale wahrnehmen und an die Zelle zurlickmelden kdnnen. Die
Aufgabe von Cdc42 in diesem Prozess ist wahrscheinlich die Einleitung der
Aktinpolymerisierung durch die Aktivierung von WAS-Proteinen, welche wiederum
den Arp2/3-Komplex aktivieren (Welch, 1999; Tomasevic et al.,, 2007). Ein
Downstream Target von Cdc42, PAK1, ist ein bekannter Regulator des Zytoskeletts

(Bokoch, 2003) und bildet mit Cdc42 einen positiven Regelkreis zur Verstarkung des
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Signals am vorderen Zellende (Li et al., 2003). Die Hemmung von Cdc42 lasst aus
der Chemotaxis von Makrophagen eine randomisierte Migration werden (Allen et al.,
1998). Wahrend Rac vor allem eine Bedeutung bei der Bildung von Lamellipodien
zukommt, ist Cdc 42 unerlasslich fir die Stabilisierung der Zellpolaritat (Srinivasan et
al., 2003).

Am Uropod dagegen spielt Rho eine herausragende Rolle. Das Nachziehen des
Zellkorpers hangt von der Kontraktilitat von Aktin und Myosin ab und wird durch Rho,
welches via die Rho-dependent Kinase (Rock) an Myosin signalisiert, reguliert
(Ridley, 2001). Monozyten, denen Rho fehlt, bilden weiterhin Zellfortsatze aus und
migrieren chemotaktisch. Allerdings ist das Nachziehen des Uropods stark
vermindert, so dass sie zwar die Invasion ins Gewebe beginnen, dann aber zwischen
benachbarten Endothelzellen stecken bleiben (Worthylake et al., 2001). Rho scheint
daneben auch fir die Hemmung der Lamellipodienbildung wichtig zu sein
(Worthylake und Burridge, 2003). Zellen, in denen Rock oder die Funktion des
Myosins direkt inhibiert wurde, bildeten neue Lamellipodien an der gesamten
Zellperipherie und zeigten gleichzeitig eine erhdhte Aktivitdt von Rac (Xu et al.,
2003). Das weist darauf hin, dass Rho und Rac in sich gegenseitig hemmende
Mechanismen eingebunden sind, die es der Zelle moglich machen, durch raumliche
Trennung der beiden Signalwege auch auf niedrige externe
Konzentrationsunterschiede des Chemotaxins mit einer starken Polarisierung zu
reagieren. Daflr spricht auch, dass durch Latrunkulin (ein Inhibitor der
Aktinpolymerisierung) und auch durch LY294002 (ein Inhibitor der PI3K), welche
beide die Funktion des anterioren Zellpols hemmen, die Aktivitat von RhoA ansteigt
(Xu et al., 2003). Neue Daten zeigen, dass Rac1 daneben auch eine Rolle bei der
Aktivierung von Rho hat (Pestonjamasp et al., 2006), was daflr spricht, dass neben
negativen auch positive Ruckkopplungsschleifen zwischen dem anterioren und

posterioren Zellpol existieren.

1.3. Signaltransduktion von Integrinen ins Zellinnere (Outside-in-Signaling)

Seit den 1980er Jahren ist bekannt, dass B.-Integrine neben der Vermittlung der
Zelladhasion auch intrazellulare Funktionen wie die Oy-Produktion beeinflussen
(Nathan et al.,, 1989). Diese Signaltransduktion vom Extrazellularraum in das

Zellinnere wird als Outside-in-Signaling bezeichnet. Als Inside-out-Signaling dagegen
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bezeichnet man die Signaltransduktion vom Zellinneren Uber Integrine in den
Extrazelluldrraum, was Anderungen in der Affinitdt und Aviditdt der Integrine
beinhaltet (Kinashi, 2005; Carman und Springer, 2003; Luo et al., 2007).

Initiale Ereignisse nach der Ligandenbindung an B»-Integrine sind die Aktivierung der
Src-Kinasen Hck, Fgr und Lyn. Hck und Fgr spielen eine zentrale Rolle beim Integrin-
vermittelten Spreading und der festen Adhasion (Lowell et al., 1996; Mocsai et al.,
1999), wahrend Lyn eine negative Funktion bei der Signalibertragung zukommt
(Pereira und Lowell, 2003).
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Abb. 4: (:-Integrin-vermittelte Syk-Signaltransduktionswege (modifiziert nach
Schymeinsky et al., 2007). In PMN ist fir eine Bo-Integrin-vermittelte Signaltransduktion die
Tyrosinphosphorylierung einer ITAM-tragenden Seitenkette des DAP12-Adaptermolekill
durch eine Src-Kinase notwendig. Syk kann daraufhin mit seinen SH2-Domanen an das
phosphorylierte ITAM binden und weitere Signalwege aktivieren.
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Die Src-Kinasen phosphorylieren vermutlich die ITAM (Immunoreceptor Tyrosine-
based Activation Motif) -tragenden transmembranen Adaptermolekile DAP12 (DNAX
activating Protein 12) und FcRy (Fc Receptor y-chain), was zur Aktivierung von Syk
fuhrt (Mocsai et al., 2006). Auf welchem Weg DAP12 mit den B,-Integrinen interagiert
und dadurch Syk aktiviert, ist derzeit noch nicht vollstandig geklart. Syk fuhrt den
Signalweg fort zu einer Reihe von Downstream Targets, die eine Rolle bei (.-
Integrin-vermittelten zellularen Funktionen neutrophiler Granulozyten, z.B. dem
Spreading (Mocsai et al., 2002; Willeke et al., 2003), der Phagozytose (Shi et al.,
2006) und der Chemotaxis (Schymeinsky et al., 2005) einnehmen (Abb. 4).

Die Tyrosinkinase Syk

Proteintyrosinkinasen (PTKs) sind Enzyme, die Phosphatgruppen von ATP auf
bestimmte Hydroxylgruppen von Tyrosinresten auf Zielproteinen ubertragen. Viele
PTKs katalysieren auch intra- oder intermolekulare Autophosphorylierungs-
reaktionen, die zu ihrer eigenen kovalenten Modifikation fihren. Eine dieser PTKs ist
die Tyrosinkinase p72%% (Syk; Spleen Tyrosine Kinase), die erstmalig in der
Schweinemilz beschrieben wurde (Zioncheck et al., 1988) und diesem Umstand

ihren Namen verdankt.

N < SH2 — SH2 — _Kinase. ~ C

Tyrosinreste der

Interdomane B 323 348 352 ® Tyrosinrest
Bindestelle fur Cbl Vav PLCy
p85 PLCy

Abb. 5: Schematische Struktur der Tyrosinkinase Syk. Die N-terminalen SH2-Domanen
sind durch die Interdomane B von der Kinasedomane getrennt. Tyrosinreste der
Interdomane B dienen als Bindungsstelle fiir verschiedene Interaktionspartner von Syk.
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Im Gegensatz zu den meisten PTKs handelt es sich bei Syk um eine Nicht-Rezeptor-
Tyrosinkinase. Syk besitzt ein Molekulargewicht von 72 kDa und setzt sich aus zwei
tandemartig angeordneten aminoterminalen SH2 (Src homology 2) -Domanen
zusammen (Abb. 5), zwischen denen die Interdomane A liegt. Die C-terminale
Kinase-Domane wird durch die Interdomane B von den SH2-Domanen getrennt
(Sada et al., 2001). Syk wird hauptsachlich von hamatopoetischen Zellen exprimiert
und ist dort von entscheidender Bedeutung bei Signalubertragungsprozessen. Die
beiden SH2-Domanen von Syk heften sich bevorzugt an Sequenzen mit zwei
Phosphotyrosinresten in ganz bestimmtem Abstand voneinander. Diese Situation ist
bei ITAMs (Immunoreceptor Tyrosine-based Activation Motifs) gegeben. ITAMs sind
eine konservierte Sequenz von vier Aminosauren, die im zytoplasmatischen Teil von
Immunrezeptoren (z.B. B-Zell-, T-Zell- und Fc-Rezeptor) zweimalig wiederholt wird.
Daneben spielen ITAMs auch bei der Signalibertragung von Integrinen und
Chemokinrezeptoren eine Rolle (Mocsai et al., 2006; Abram und Lowell, 2007). Nach
der Aktivierung des ITAM-assoziierten Rezeptors durch Antigenbindung und darauf
folgender Phosphorylierung bilden ITAMs eine hochaffine Bindungsstelle fur Syk
(Underhill und Goodridge, 2007). Die Assoziation der Syk-Tandem-SH2-Domane mit
tyrosinphosphorylierten ITAMs stimuliert sowohl die Syk-Autophosphorylierung als
auch die Src-abhangige Phosphorylierung (El-Hillal et al., 1997; Zhang et al., 2000).

Aktives Syk erfullt in hamatopoetischen Zellen eine Vielzahl von Funktionen, unter
anderem im B,-Integrin-Signalweg. Syk-defiziente PMN weisen als Ausdruck des
gestorten Integrinsignalweges einen Defekt im Spreading als Antwort auf
proinflammatorische Stimuli auf (Mocsai et al., 2002). Es gibt Hinweise, dass Syk
eine Rolle bei der Stabilisierung der Zellpolaritat von Leukozyten hat. So wird Syk in
PMN nach deren Stimulation mit fMLP nach anterior in das Lamellipodium umverteilt
und fur die Kontrolle der Lamellipodienbildung und die Chemotaxis bendtigt
(Schymeinsky et al., 2005). Ahnliches wurde auch fiir Makrophagen gezeigt, deren
Chemotaxis und Aktinpolymerisierung nach Hemmung von Syk gestort war (Gevrey
et al., 2005). Zudem bendtigen differenzierte HL-60-Zellen (ein Modellsystem fur
neutrophile Granulozyten; Gallagher et al., 1979; Hauert et al., 2002) Syk fur weitere
aktinabhangige Prozesse wie die FcyR- und Komplement-vermittelte Phagozytose
(Majeed et al., 2001; Shi et al., 2006). Aktiviertes Syk erfullt daneben wichtige
Funktionen des B- und T-Zell-Rezeptors, des Fc-Rezeptors, der Lymphozyten-
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differenzierung, der Mastzelldegranulation und beim Selektin-vermittelten Rollen
(Turner et al., 1995; Turner et al., 2000; Abbal et al., 2006; Zarbock et al., 2007).

Diesen vielfaltigen Funktionen entsprechen die zahlreichen Syk-Downstream-
Effektoren, darunter PLCy1 und PLCy2, SLP76, das Oncoprotein Cbl und der GEF
Vav (Sada et al., 2001; Yankee et al., 1999; Silverman et al., 2006; Groesch et al.,

2006). Vav1 interagiert mit Syk (iber dessen Tyr**®

und wird dabei phosphoryliert und
aktiviert (Deckert et al., 1996). Syk und Vav1 induzieren zusammen die Aktivierung
der Jun N-terminal Kinase, der Extracellular Signal-regulated Kinase-2, der Kinase
Akt, die Tyrosinphosphorylierung von Cbl (Miranti et al., 1998) sowie im
Zusammenspiel mit SLP76 die optimale Aktivierung von PAK (Obergfell et al., 2001).
Weiterhin sind Proteine der Vav-Familie an Prozessen der Zytoskelett-
Reorganisation beteiligt (Hornstein et al., 2004). Ein weiterer Interaktionspartner von
Syk ist die PI3K, fiir die Syk in der Linkerregion an Tyr®?®
(Moon et al., 2005; Groesch et al., 2006) und deren Klasse |A-Aktivierung von Syk

abhangt (Popa-Nita et al., 2007).

eine Bindungsstelle besitzt

1.4. Zielsetzung der Arbeit

Die Polarisierung und ortsgerichtete Migration von polymorphkernigen neutrophilen
Granulozyten (PMN) sind entscheidende Schritte der Rekrutierung zum
Entzindungsort und damit der Funktionsfahigkeit dieser Zellen. In der vorliegenden
Arbeit sollte daher untersucht werden, wie die Polarisierung und die ortsgerichtete
Migration neutrophiler Granulozyten reguliert werden. Hierfir sollten vor allem
funktionelle Analysen an differenzierten HL-60-Zellen (dHL-60-Zellen) vorgenommen

werden.

Da bereits bekannt war, dass die Tyrosinkinase Syk eine Rolle bei der Migration
spielt, sollte deren Funktion bei der Polarisierung und ortsgerichteten Migration von
dHL-60-Zellen genauer charakterisiert werden. Zunachst sollte ein EGFP-
gekoppeltes chimares Syk-Protein hergestellt werden und fir funktionelle
fluoreszenzmikroskopische Analysen transient in dHL-60-Zellen exprimiert werden.
Mit dieser Technik sollte die zeitliche und raumliche Verteilung von Syk wahrend der

Polarisierung und Migration analysiert werden.
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Im zweiten Teil der Arbeit sollte der zugrunde liegende Syk-Signalweg naher
charakterisiert werden. Hierzu sollte mit Hilfe einer EGFP-gekoppelten Syk-Mutante
(EGFP-Syk Y323F), der die Bindungsstelle fur die Phosphatidyl-Inositol-3-Kinase
(PI3K) fehlt, untersucht werden, ob die Syk-vermittelte Aktivierung der PI3K von
Bedeutung fur die Polarisation und ortsgerichtete Migration ist. Die subzellulare
Lokalisation der PI3K in der Syk-Mutante sollte mittels Immunhistochemie untersucht
werden. Zusammen mit der Analyse der Akkumulation und Umverteilung von PI3K-
Produkten in PH-Akt-GFP-Zellen nach pharmakologischer Hemmung von Syk durch
Piceatannol sollte durch diese Untersuchungen geklart werden, ob Syk eine Rolle bei
der zeitlichen und raumlichen Kontrolle der PI3K spielt. SchlieBlich sollte die Rolle

von Syk bei der Polarisierung in Syk-defizienten murinen PMN verifiziert werden.
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2. Material und Methoden

2.1. Material
2.1.1. Chemikalien

Die Firma Applichem, Darmstadt, lieferte Acrylamid, @ Coomassieblau,
Dimethylsulfoxid (DMSQO), EDTA-Dinatriumsalz-Dihydrat, Essigsaure, Ethanol,
Formaldehyd, @ G418-Sulfat, Hefeextrakt, @ Mercaptoethanol, = Natriumacetat,
Natriumchlorid, Natruimdodecylsulfat (SDS), Ponceau S-Lésung, Salzsaure,
Tetramethylethylendiamin (TEMED), Tris(hydroxymethyl)aminoethan (Tris), Tris-
Hydrochlorid und Trypton. Dulbecco's Phosphat-gepufferte Saline (PBS), Foétales
Kalberserum (FCS), Penicillin, Streptomycin und RPMI 1640™" Meduim wurden von
Biochrom, Berlin, geliefert. Von Calbiochem, La Jolla, Kalifornien, USA, wurde
Piceatannol (trans-3,3°,4,5 -Tetrahydroxystilbene) bezogen. Die Firma Genaxxon Bio
Science GmbH, Biberach, war Lieferant fur Borsaure, Diethylpyrocarbamat (DEPC),
Ethidiumbromid und Agarose. Von Gibco, Karlsruhe, stammten DNA Typing Grade
Agarose und IMDM-Elektroporationsmedium mit 25 mM Hepes. MBI Fermentas,
St.Leon-Rot, war Lieferant von Magnesiumchlorid. Trockenmilchpulver wurde bei der
Firma Naturaflor, Zeven, erworben. Das Alexa 488-oder 633-konjugierte Phalloidin
wurde von der Firma Molecular Probes, Eugene, Oregon, USA, geliefert. Promega,
Mannheim, lieferte blue/orange 6-fach Ladepuffer, dNTPs, Oligo-(dt) und Triton X-
100. Ampicillin  wurde von der Firma Roth, Karlsruhe, geliefert. Agarose,
Ammoniumpersulfat, bovines Serumalbumin (BSA), Bromphenolblau, Fibrinogen
(human), G D(+)-Glucose, Glycin, Hepes, Kalziumchlorid, Kanamycin, N-Formyl-
Methionyl-Leucyl-Phenylalanin (fMLP), Percoll, 50-fach TAE und Tween 20 wurden

von der Firma Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen, bezogen.

2.1.2. Puffer und Losungen

Puffer und Standardlésungen wurden nach den Protokollen von Sambrook und
Russel (Sambrook und Russel, 2001) unter Verwendung von gereinigtem Wasser
aus einer Millipore Milli Q-Wasserreinigungsanlage zubereitet. Hitzestabile Losungen
wurden autoklaviert, alle anderen Puffer wurden mit Filtern einer PorengrofRe von

0,2 um (MembraPure, Bodenheim) sterilfiltriert.
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2.1.3. Antikorper

Der monoklonale, gegen humanes Syk gerichtete Antikdrper von der Maus (Klon
4D10, IgGy,), der polyklonale, gegen humanes bzw. murines Syk gerichtete
Antikérper vom Kaninchen (N-19, sc-1077), der monoklonale Antikdrper gegen die
humane p85a-Untereinheit der PI3K von der Maus (B-9, sc-1637), der polyklonale
Antikorper gegen die humane p11006- Untereinheit der PI3K vom Kaninchen (H-219;
sc-7176) sowie der polyklonale Antikbrper gegen humanes C-cbl vom Kaninchen (C-
15, sc-170) wurden von der Firma Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz,
Kalifornien, USA, geliefert. Der polyklonale Antikdrper gegen humanes Vav-1 vom
Kaninchen wurde von der Firma Upstate, New York, NY, USA, bezogen. BD
Biosciences, Palo Alto, Kalifornien, USA, lieferte den polyklonalen AntikGrper gegen
EGFP. Die Alexa 546- und 488- konjugierten sekundaren Antikorper (anti-Maus-IgG
und anti-Kaninchen-lgG von der Ziege) stammten von Molecular Probes, Eugene,
Oregon, USA. Das sekundare Peroxidase-gekoppelte anti-Maus-IgG von der Ziege

wurde bei der Firma Sigma, Deisenhofen, erworben.

2.1.4. Zelllinien

Die Zelllinien HL-60 (humane Promyelozyten-Leukamie, ACC 3), Jurkat (humane T-
Zell-Leukamie, ACC 282), PLB-985 (humane Promyelozyten-Leukamie, Derivat von
HL-60; ACC 139), THP-1 (humane monozytare Leukamie, ACC 16) und WEHI-3B
(humane myelomonozytare Leukamie, ACC 26) erhielten wir von der Deutschen
Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen, Braunschweig. Die Zelllinie HL-
60-PHAKT-GFP (Log # AN8547; Servant et al., 2000) wurde freundlicherweise von
Henry Bourne, Department of Cellular and Molecular Pharmacology and
Cardiovascular Research Institute, University of California, San Francisco, USA, zur
Verfligung gestellt. Die Syk-siRNA HL-60-Zellen, deren endogene Syk-Expression
durch ein mittels retroviralem Gentransfer stabil eingebrachtes siRNA-Konstrukt fur
ca. zwei Wochen auf 38% des Ausgangswert vermindert war, wurden von Ronald
Gerstl, Arbeitsgruppe Walzog, Physiologisches Institut der LMU Minchen, hergestellt
(Schymeinsky et al., 2006).
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2.1.5. Versuchstiere

Die Syk-knochenmarkschimaren Mause wurden durch letale Bestrahlung des
Knochenmarks mit anschlielender Rekonstitution des hamatopoetischen Systems
durch Syk-defiziente fotale Leberzellen (Syk™) oder Syk-Wildtyp fotale Leberzellen
(Syk*") als Kontrolle hergestellt und freundlicherweise von Attila Mdcsai, Department
of Physiology, Semmelweis University School of Medicine, Budapest, Ungarn, zur
Verfugung gestellt (Mocsai et al., 2002).

2.1.6. Software

Folgende Programme wurden fir Auswertungen und Erstellung von Abbildungen
verwendet: Microsoft Office (Microsoft, Redmond, Washington, USA), Sigma Plot 8
(Systat Software, San Jose, Kalifornien, USA), Corel Draw 10 (Corel Corporation,
Ottawa, Ontario, Kanada), Adobe Photoshop 7 (Adobe, San Jose, Kalifornien, USA).

2.2. Methoden
2.2.1. Polymerase-Kettenreaktion

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) erfolgte im Thermocycler UNO Il (Biometra,
Gottingen) und wurde mit der Tag-DNA-Polymerase (Promega, Mannheim) und
spezifischen Primer-Sets (Metabion, Munchen) durchgefuhrt. Die verwendeten
Primer-Sets (siehe Tabelle 1) wurden nach Vorlagen aus Publikationen oder mit Hilfe
der folgenden Software hergestellt:
http://bioweb.pasteur.fr/seqanal/interfaces/eprimer3.html

http://www.premierbiosoft.com/netprimer/netprlaunch/netprlaunch.html

PCR-Reaktiosansatz:

- 5 pl MgCly-freier Polymerase-Reaktionspuffer
- 5 ul MgCl; (25 mM)

- 1 gl dNTP-Mix (10 mM)

- Je 1 yl Primer (0,1 pg/ul)

- 0,25 pl Tag-Polymerase (5 U/ul)

-1 yl cDNA (1 pg/ul)

- Auffullen mit DEPC-Wasser ad 50 ul
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dNTP-Mix: 10 mM dATP, dCTP, dGTP, dTTP in H,O (Promega, Mannheim)
Reaktionspuffer:10mM Tris-HCI (pH 9), 50 mM KCI; 0,1% Triton X-100
DEPC-Wasser: 0,1% Diethylpyrocarbamat (DEPC) in H,O

Amplifikat | PCR Fragmentgrolle | Primerin 5" - 3" - Richtung
B-Aktin 1 min 94°C | 300 bp fdw: TGTCCACCTTCCAGCAGATGTG

1 min 59°C rev: AGTCCTCGGCCACATTGTGAAC

1min 72°C

23 Zyklen
Syk- 1 min 94°C | 418 bp fdw: CTGGAGAGCGAGGAGGAG
Wildtyp 1 min 55°C rev: CTTCTTGAGGAGGCAGACCA

1 min 72°C fdw: TTCGGACTCTCCAAAGCACT

30 Zyklen rev: TTCCTGTGATTGCTCCTGTG
Syk-EGFP | 1 min 94°C | 620 bp fdw: TTCGGACTCTCCAAAGCACT

1 min 56°C rev: AAGTCGTGCTGCTTCATGTG

1 min 72°C

30 Zyklen
EGFP-Syk | 1 min 94°C | 686 bp fdw: ACTTCAAGATCCGCCACAAC

1 min 54°C rev: CTTCTTGAGGAGGCAGACCA

1 min 72°C

30 Zyklen

Tabelle 1: PCR-Bedingungen und Primer-Sequenzen. Die PCR wurde mit einem initialen
2- minutigen Schmelzen bei 94°C begonnen und setzte sich wie in Spalte 2 aufgezeigt fort.
Im Anschluss erfolgte ein einmaliger 10- minutiger Auffullzyklus bei 72°C.

2.2.2. Expand High Fidelity Polymerase-Kettenreaktion

Der humane Syk-cDNA-Klon (RZPD Klon ID IRALp96E102Q2) wurde vom
Deutschen Ressourcenzentrum flir Genomforschung in Berlin bezogen. Zur
Herstellung des Expressionsvektors Syk-EGFP wurde zunachst die 1,9 kb grol3e
kodierende Region von Syk mit Hilfe des Expand High Fidelity PCR-Kits (Invitrogen,
Karlsruhe) und der Primer 5'-ATCGAATTCGAAGCATGGCCAGCAGC-3" und 5'-CG
GTACCAAGTTCACCACGTCATAGTAGTAA-3" (Metabion, Minchen) nach Angaben
des Herstellers amplifiziert. Fur die Generierung des EGFP-Syk-Konstruktes wurde
die kodierende Region von Syk unter Verwendung der Primer 5-ATCGAATTCG
AAGCATGGCCAGCAGC-3" und 5-CTGTGATCAAAGGCACCACT GGTACCG-3’
amplifiziert. Die Primer wurden jeweils so gewahlt, dass die aus den Amplifikationen
resultierende Syk-cDNA Schnittstellen fur die Restriktionsenzyme Eco Rl und Kpnl
enthielt. Die Expand High Fidelity PCR wurde mit 35 Zyklen durchgefuhrt (30 s
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Denaturierung bei 94°C, Primer-Anlagerung bei 55°C sowie einminttige Synthese
bei 68°C).

Reaktionsansatz fur die High Fidelity PCR (Invitrogen, Karlsruhe):
5 pl 10-fach High Fidelity PCR-Puffer

- 10 mM dNTP-Mix

- 50 mM MgSOQOq4

- Je 10 uM Primer (Metabion, Munchen)

- 1 yg cDNA

- 0,2 ul Platinum Taq High Fidelity

- Auffullen mit Aqua dest. ad 50 pl

2.2.3. Zielgerichtete Mutagenese

Die EGFP-markierte Syk Y323F-Mutante wurde durch zielgerichtete Mutagenese aus
dem nicht-mutierten EGFP-Syk-Plasmid generiert. Hierfur wurde der QuickChange
Mutagenese-Kit (Stratagene, CedarCreek, USA) und die Primer 5 -TGTCA
TTCAATCCGTTTGAGCCAGAACTTGG-3" und 5-CCAAGTTCTGGCTCAAACGGA
TTGAATGACA-3" (Metabion, Minchen) verwendet und nach Angaben des
Herstellers vorgegangen. Die Einbringung der erwarteten Mutation wurde durch

automatisierte DNA-Sequenzierung (Medigenomix, Martinsried) bestatigt.

2.2.4. DNA-Analyse

FUr die Restriktionsanalyse von Plasmid-DNA und der durch die High Fidelity PCR
amplifizierten Syk-cDNA wurden Enzyme der Firma New England Biolabs,
Schwalbach, mit dem darauf abgestimmten, aus vier Basispuffern bestehenden

Puffersystem verwendet:

Puffer 1: 10 mM Tris/HCI
Puffer 2: 10 mM Tris/HCI
Puffer 3: 50 mM Tris/HCI
Puffer 4: 20 mM Tris/HCI

pH7)+ 10 mM MgCl,+ 1 mM DTT

pH 8) + 10 mM MgCl, +1 mM DTT + 50 mM NaCl
pH 7.9) +10 mM MgCl; +1 mM DTT + 100 mM NaCl
pH 7.9) + 10 mM MgCl; +1 mM DTT + 50 mM KAc

~ o~ o~ o~
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Reaktionsansatz:

- 2 yl 10-fach Puffer (nach Herstellerangabe)
-1 ug DNA
- je 1 ul Restriktionsendonuklease (10 U)

- Auffillen mit Aqua dest. ad 20 ul

Die Ansatze wurden 2 h bei 37°C inkubiert und die Enzyme anschliel3end bei 65°C
fur 20 min inaktiviert. Die erhaltenen DNA-Fragmente wurden in einem 1%igen

Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt (siehe Kapitel 2.2.5.).

2.2.5. DNA-Gelelektrophorese

Um DNA-Fragmente ihrer Gro3e entsprechend aufzutrennen, wurde eine
Agarosegel-Elektrophorese in einer Horizontalelektrophorese-Apparatur (BioRad,
Munchen) durchgefuhrt. Je nach Grofle der DNA-Fragmente wurden 0,8 bis 1,5%ige
Agarosegele eingesetzt. Den Gelen wurde 0,002% Ethidiumbromid zugegeben, um
die Detektion der aufgetrennten DNA-Fragmente unter UV-Licht zu ermdglichen. Die
aufzutragende DNA wurde mit 5-fachem DNA-Ladepuffer im Verhaltnis 1:5 versetzt
und in die Taschen des Gels eingebracht. Als Laufpuffer wurde TBE-Puffer
verwendet. Die angelegte Spannung und Laufzeit variierten je nach GroRe und
Konzentration der Agarosegele zwischen 70 bis 140 V bei einer Dauer von 0,5 bis
3 h. Zur Bestimmung der DNA-FragmentgroRen wurden folgende DNA-Groflen-
standards (MBI Fermentas, St.Leon-Rot) mitgefihrt: 100 bp DNA-Leiter (100-
1000 bp) und 1 kbp DNA-Leiter (ab 500 bp).

10-fach TBE-Puffer: 10,8% Tris (pH 8); 5,5% Borsaure; 0,93% EDTA in H,O
Agarose-Gel: 0,8-1,5% Agarose in TBE; 0,002% Ethidiumbromid

5-fach DNA-Ladepuffer: 50% Glyzerin; 0,25% Bromphenolblau; 0,25% Xylen-
zyanol; 5-fach TBE-Puffer

2.2.6. DNA-Extraktion aus Agarosegel

Zur |solation von DNA-Fragmenten nach der Behandlung mit Restriktionsenzymen
wurden der Reaktionsansatz in einem 1%igen Agarosegel aufgetrennt und die

gewulnschten DNA-Fragmente unter einer UV-Lampe (366 nm; Biometra, Gottingen)
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mit einem Skalpell ausgeschnitten. Die DNA-Fragmente wurden anschlieRend unter
Verwendung des QIAEX Il Agarose-Gel-Extraktion-Kits (Qiagen, Hilden) nach
Angaben des Herstellers wiedergewonnen. Hierzu wurden die Gelsticke mit Puffer
QX1 (Solubilisierungspuffer mit hoher Elektrolytkonzentration) im Verhaltnis 1:3 und
mit 10 pl QIAEX Il (Silicagelkugeln) versetzt. Es folgte eine 10- mindtige Inkubation
bei 50°C unter mehrmaligem Mischen, woran sich eine Zentrifugation (30 s,
10000 x g) anschloss. Agarosereste wurden durch Waschen des Pellets mit 500 pl
Puffer QX1 entfernt. Nach zweimaligem Waschen mit 500 pl des ethanolhaltigen PE-
Puffers wurde das Pellet luftgetrocknet, in 20 yl 10 mM Tris-Puffer (pH 8,0)
resuspendiert und anschlieRend bei Raumtemperatur fir 5 min inkubiert. Die
gereinigte DNA wurde durch Abzentrifugieren der Silicakugeln fur 30 s bei 10000 x g

und Uberfiihren des Uberstands in ein neues Gefal erhalten.

2.2.7. DNA-Ligation

Zur Ligation von DNA-Fragmenten wurde die Quick T4-DNA-Ligase der Firma New
England Biolaps, Schwalbach, verwendet. In einen Ligationsansatz wurden 1 - 2 ug
Insert-DNA eingesetzt. Die Menge an Vektor-DNA (EGFP-Expressionsvektoren der
Firma Clontech, BD New York, USA) wurde auf ein Vektor-Insert-Verhaltnis von 1:3
abgestimmt. Der Ansatz aus Vektor und Insert wurde mit 10 pl 2-fachem
Ligationspuffer und 1 pl Quick T4-DNA-Ligase versetzt und mit Aqua dest. auf ein
Volumen von 20 ul aufgeflllt. Die Ligationsansatze wurden tber Nacht bei 17°C im
Wasserbad inkubiert und anschlielend bei —20 °C gelagert. Parallel zu jeder
Ligationsreaktion wurde eine Kontrolle mit Vektor und T4-DNA-Ligase, aber ohne
Insert-DNA mitgefuhrt, welche nach der Transformation (siehe Kapitel 2.2.8.) die
Zahl der Kolonien anzeigte, die auf eine Selbstligation des Vektors zurlckzufuhren

waren.

2-fach Ligationspuffer (New England Biolaps, Schwalbach): 132 mM Tris-HCI;
20 mM MgCly; 2 mM Dithiothreitol; 2 mM ATP; 15% Polyathylenglycol (PEG
6000), pH 7,6
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2.2.8. Transformation von E.coli

FiUr die Transformation wurde ca. 1 pg Vektor-DNA mit 100 pl kompetenten DH5-o-
E.coli-Zellen gemischt und 30 min auf Eis inkubiert, woran sich ein Hitzeschock (90 s
bei 42°C) anschloss. Nachdem die Bakterien 2 min auf Eis abgekuhlt waren, wurden
900 ul Antibiotika-freies LB-Medium zugegeben. Der Ansatz wurde 45 min bei 37°C
geschuttelt, um den transformierten Bakterien die notige Zeit fur die Ausbildung der
Antibiotikaresistenz zu geben. Nach dem Abzentrifugieren wurden die Bakterien in
100 pl sterilem Wasser resuspendiert und auf einer LB-Agarplatte, welche das fur die
Selektion notwendige Antibiotikum (Kanamycin 25 pg/ml oder Ampicillin 50 pg/ml)
enthielt, ausplattiert. Die transformierten Zellen wuchsen bei 37°C im Warmeschrank

Uber Nacht zu Kolonien heran.

LB-Medium: 25 g Trypton; 12,5 g Hefe; 25 g NaCl; Kanamycin (25 pg/ml) oder
Ampicillin (50 ug/ml) in 2,5 | Aqua dest.

2.2.9. Mini-Praparation von Plasmid-DNA aus Bakterien

Die verwendete Methode =zur Isolation kleinerer Mengen Plasmid-DNA durch
alkalische Lyse mit SDS basiert auf einem Protokoll von Sambrook und Russell
(Sambrook und Russell, 2001). Hierzu wurden 3 ml antibiotikumhaltiges LB-Medium
(Kanamycin 25 pg/ml) mit einer Einzelzellkolonie angeimpft und im Schuttler Uber
Nacht bei 37°C inkubiert. Ein Aliquot (1,5 ml) der Ubernachtkultur wurde 1 min bei
10000 x g zentrifugiert und das Pellet in 100 ul eiskalter Lésung 1 suspendiert. Nach
5- minutiger Inkubation bei Raumtemperatur erfolgten die Zelllyse und die
Denaturierung der DNA durch Zugabe von 200 pl frisch hergestellter Losung 2. Nach
vorsichtigem Mischen wirkte diese 5 min auf Eis auf die Zellen ein und wurde
anschlieRend durch Zugabe von 150 pl Lésung 3 und abermaligem Mischen
neutralisiert. Nach 5- minutiger Inkubation bei Raumtemperatur wurden bei 10000 x g
fur 5 min die ausgefallenen Proteine, chromosomale DNA und SDS abzentrifugiert.
Der Plasmid-DNA-haltige Uberstand wurde in ein neues GefaR (berfiihrt und zur
Ausfallung der DNA mit dem 2,5-fachen Volumen eiskalten 100%igen Ethanols
versetzt. Nach 2- minutiger Inkubation bei Raumtemperatur wurde die LOsung
gemischt, ein weiteres Mal 5 min bei Raumtemperatur inkubiert und 10 min bei

10000 x g abzentrifugiert. Das DNA-Pellet wurde mit 70% Ethanol gewaschen,
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luftgetrocknet und in TE-Puffer (pH 8) mit 20 pg/ml RNAse A (Sigma, Deisenhofen)
resuspendiert. Die Lagerung der DNA erfolgte bei -20°C.

Lésung 1: 50 mM Glucose; 10 mM EDTA; 25 mM Tris/HCI in Aqua dest.
(pH 8,0)

Losung 2: 200 mM NaOH; 1 % (w/v) SDS in Aqua dest. (frisch angesetzt)
Losung 3: 60 % 5 M Kaliumacetat; 28,5 % Aqua dest.; 11,5 % abs. Essigsaure
(pH 5,8)

TE-Puffer: 10-fach Tris-EDTA; 100 mM Tris-Cl; 10 mM EDTA (pH 8)

2.2.10. Maxi-Praparation von Plasmid-DNA aus Bakterien

Zur Praparation von groReren Mengen Plasmid-DNA wurde das EndoFree Plasmid
Purification Kit der Firma Quiagen, Hilden, verwendet und nach den Angaben des
Herstellers verfahren. Hierzu wurden 3 ml LB-Medium (25 pg/ml Kanamycin) als
Vorkultur mit einer einzelnen Bakterienkolonie angeimpft und Uber Nacht bei 37°C
geschuttelt. Diese Vorkultur wurde in 500 ml LB-Medium (25 pg/ml Kanamycin)
gegeben und bei 37°C Uber Nacht im Schattler inkubiert. Die Bakterien wurden
anschlielend in einem 250 ml Beckman-Zentrifugengefald bei 6000 x g 15 min bei
4°C sedimentiert und das Pellet in 10 ml Puffer P1 resuspendiert. Dem Ansatz
wurden 10 ml Puffer P2 zugefugt, gemischt und fur 5 min bei Raumtemperatur
inkubiert. Zur Prazipitation wurden 10 ml Puffer P3 (4°C) zugegeben und gemischt.
Das Lysat wurde in den Spritzenkdrper der QlAfilter Filtrationseinheit gegossen und
fur 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach der Inkubationszeit wurde das Zell-
Lysat in ein 50-ml-Zentrifugenréhrchen filtriert. Zum filtrierten Lysat wurden 2,5 ml
Puffer ER pipettiert, durch 10-maliges Invertieren des verschlossenen Rohrchens
gemischt und fur 30 min auf Eis inkubiert. Eine QIAGEN-tip-500-Saule wurde mit 10
ml Puffer QBT aquilibriert. Das filtrierte Lysat wurde auf die QIAGEN-tip-Saule
gegeben, welche anschliefiend zweimal mit 30 ml Puffer QC gewaschen wurde. Die
DNA wurde mit 15 ml Puffer QN aus der Saule eluiert. Zur Prazipitation der DNA aus
dem Eluat wurden 10,5 ml Isopropanol (Raumtemperatur) zugegeben, gemischt und
bei 15000x g und 4°C 30 min zentrifugiert. Das Pellet wurde mit 5 ml
endotoxinfreiem 70%igem Ethanol (Raumtemperatur) gewaschen, fur 10 min bei
15000 x g und 4°C zentrifugiert, anschlieRend 10 min luftgetrocknet und in 500 pl
endotoxinfreiem TE-Puffer (pH 8) resuspendiert. Plasmid-DNA wurde bei -20°C
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gelagert. Die Bestimmung der DNA-Konzentration erfolgte in einer Quarzkivette mit
einem Photometer der Firma Pharmacia Biotech, Rochester, USA, bei einer
Absorption von 280 nm. Die Berechnung der DNA-Konzentration erfolgte nach

folgender Formel: Konzentration (DNA) pg/ul = Ezsp x Verdlinnungsfaktor x 50/1000

2.2.11. mRNA-Isolierung

RNA aus eukaryotischen Zellen wurde mit einem RNA-Isolierungs-Kit (Promega,
Mannheim) nach Angaben des Herstellers isoliert. Die RNA-Praparation erfolgte
unter RNase-freien Bedingungen. Fur Puffer und Lésungen wurde deshalb DEPC-
Wasser (0,1%) verwendet. Die Zellen (5x10°) wurden bei 300 x g fiir 5 min
zentrifugiert und das Pellet mit 600 pl eiskalter Denaturierungslosung versetzt.
Anschlieend wurden 60 pl einer 2 M Natriumacetatlosung (pH 5,2) zugegeben und
gemischt. Der Ansatz wurde mit 600 ul der unteren organischen Phase eines Phenol-
Chloroform-Isoamyl-Alkohols (99:24:1, pH 4,7) versetzt, wiederum gemischt und
15 min auf Eis inkubiert. Nach Abzentrifugieren bei 10000 x g fur 20 min bei 4°C
wurde die wassrige RNA-haltige Phase in ein neues Gefal} dberfuhrt. Um die RNA-
Prazipitation herbeizufihren, wurde das gleiche Volumen 100%igen Isopropanols
zugegeben und die Mischung 20 min bei —-20°C inkubiert. Nach erneuter
Zentrifugation bei 10000 x g fiir 10 min bei 4°C wurde der Uberstand verworfen und
die prazipitierte RNA mit eiskaltem 75%igen Ethanol gewaschen. Das Pellet wurde in
einer RNAse-freien Umgebung 10 min luftgetrocknet und in Nuklease-freiem Wasser
mit 1 ul RNAse Inhibitor (Promega, Mannheim) resuspendiert. Die RNA wurde bei -
80°C gelagert. Die Konzentration der mRNA wurde in einer Quarzkuvette mit einem
Photometer der Firma Pharmacia Biotech, Rochester, USA, bei einer Absorption von
260 nm bestimmt. Die Berechnung der Konzentration erfolgte nach folgender Formel:

Konzentration (RNA) pg/pl = Egso x Verdunnungsfaktor x 40/1000

DEPC-H,0: 0,1% Diethylpyrocarbamat (DEPC) in H,O. DEPC-H;O wurde

zweimalig autoklaviert, um das DEPC zu inaktivieren.

2.2.12. Reverse Transkription

Bei der reversen Transkription werden durch eine reverse Transkriptase freie

Oligonukleotide (dNTPs) als Komplementarstrang zu einer einzelstrangigen RNA
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erganzt, aus welcher auf diese Weise eine doppelstrangige cDNA synthetisiert wird.
Als Standard-Primer wird ein Anti-Poly-A-Primer (Oligo(dt)ss, Promega, Mannheim)
verwendet. Zur Gewinnung von cDNA aus der mRNA eukaryotischer Zellen wurde
der M-MLV-Reverse-Transkriptase-Kit (Promega, Mannheim) verwendet und nach
Angaben des Herstellers vorgegangen. Hierzu wurden 2 pg der jeweiligen mRNA
und 1 pl Oligo(dt)is-Primer (0,5 pg/ul) zum Auflésen von Sekundarstrukturen 5 min
bei 70°C inkubiert. Die Reaktion wurde auf Eis gestoppt und folgende Reagenzien in
der unten angegebenen Reihenfolge hinzugefugt. Die reverse Transkription erfolgte
fur 1 h bei 37°C.

5 yl M-MLV-Reaktionspuffer

5 ul dNTP-Mix (10 mM)

0,5 ul rRNasin (40 U/l)

1 ul M-MLV-reverse Transkriptase (200 U/ul)
13,5 ul DEPC-H,0.

dNTP-Mix: 10 mM dATP, dCTP, dGTP, dTTP in H,O (Promega, Mannheim)
Reaktionspuffer: 50 mM Tris-HCI pH 8,3, 75 mM KCI, 3 mM MgClz, 10 mM DTT
(Promega, Mannheim)

DEPC-Wasser: 0,1% Diethylpyrocarbamat (DEPC) in H,O

2.2.13. SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Fir die SDS-PAGE (Laemmli, 1970) wurden je 10° Zellen (HL-60, Jurkat, THP-1, und
PLB-895) in 40 pl Laemmli-Puffer far 5 min bei 100°C lysiert. Durch kurzes
Zentrifugieren wurde nicht geléstes Material abgetrennt. Die Gelelektrophorese von
Proteinen wurde in einem SDS-Polyacrylamid-Gel (10% (w/v) Acrylamid) unter
denaturierenden Bedingungen in einer Elektrophoreseapparatur der Firma BioRad,
Munchen, bei konstanter Spannung von 100 V durchgefuhrt. Die Proben und ein

entsprechender Proteinstandard wurden dazu in die Taschen des Gels aufgetragen.

3-fach Laemmlipuffer: 6% (w/v) SDS; 18% 2-Mecaptoethanol; 30% (v/v)
Glycerol und 0,02% Bromphenolblau in 600 mM Tris-HCI (pH 6,8)

10-fach Tris-Glycin SDS Elektrophoresepuffer: 1,92 M Glycin; 0,1% SDS;
250 mM Tris in H,O
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SDS-Trenngel: 8% Acrylamid; 0,375 M Tris/HCI (pH 8,9); 0,1% SDS; 0,05%
Ammoniumpersulfat; 0,05% TEMED in H,O
SDS-Sammelgel: 3% Acrylamid; 125 mM Tris/HCI (pH 6,8); 0,1% SDS; 0,05%
Ammoniumpersulfat; 0,05% TEMED in H,O

Proteinstandard: Elektrophoresis prestained SDS-7B Molecular weight marker

(Sigma, Deisenhofen):

26, 6 KDa Triphosphat Isomerase, Kaninchenmuskel
36,5 KDa Laktatdehydrogenase, Kaninchenmuskel
48,5 KDa Fumarase, Schweineherz

58 KDa Pyruvatkinase, Huhnermuskel

84 KDa F-6-Phosphatkinase, Kaninchenmuskel

110 KDa B-Galktosidase, E.coli

80 KDa a-Makroglobulin, humanes Plasma

2.2.14. Elektrotransfer von Proteinen auf Nitrozellulose

Nach erfolgter elektrophoretischer Auftrennung wurden die Proteine mit Hilfe der
Westernblot-Technik zur immunologischen Analyse auf eine Nitrozellulosemembran
ubertragen. Der Transfer erfolgte mit Hilfe einer ,semidry” Western-Blot-Apparatur
(Biotec-Fisher, West Peth, Australien) bei 150 mA fur 1,5 h. Durch kurze Farbung der
Membran mit Ponceau S bei Raumtemperatur wurde geprift, ob in jeder Spur die
gleiche Proteinmenge aufgetragen worden war. Uberschiissiger Farbstoff wurde mit
H,O weggewaschen. Die aufgetrennten und auf Nitrozellulose-Membran

transferierten Proteine wurden nun mit Hilfe von Antikdrpern detektiert.

Ponceau S Ldsung: Ponceau S 20 mg/ml in H,O

2.2.15. Immunologischer Nachweis von Proteinen auf Nitrocellulose

Vor der Inkubation mit dem monoklonalen, gegen humanes Syk gerichteten
Antikorper von der Maus (Klon 4D10, IgGs,) in einer Endkonzentration von 1 pg/ml
oder dem polyklonalen Antikorper gegen EGFP in einer Verdinnung von 1:200 in
Tris-gepufferter Saline mit 0,1% Tween-20 (TBST) und mit 3% Trockenmilch fir 1 h
bei Raumtemperatur wurden die Filter zur Blockierung unspezifischer

Bindungsstellen mit 5% Trockenmilch in TBST fir 1 h inkubiert. Nach dreimaligem
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Waschen in TBST wurden die Filter 1 h mit dem Peroxidase-konjugierten
sekundaren Ziege-anti-Maus-IgG Antikorper (Sigma, Deisenhofen) in einer
Verdinnung von 1:1000 in TBST mit 3% Trockenmilch inkubiert. Anschlielend
wurde dreimal gewaschen. Die Detektion wurde mit Chemolumineszenz unter
Verwendung des Enhanced ChemilLuminescence-Kit von Amersham Life Science
(Braunschweig) durchgefuhrt. Die Lumineszenz wurde mit einem Hamamatsu-
Photonen-Detektionssystem, das die Orca-Kamera (Hamamatsu 1394 ORCA-ERA),
die Aequoira-Dunkelkammer und die Wasabi-Software (Hamamatsu Photonics,
Herrsching) enthalt, ausgewertet. Flr die Wiederverwendung wurde die Membran mit
einer Stripping-Losung fur 30 min bei 50°C auf einem Schiittler inkubiert und

anschliel3end mit TBST gewaschen.

TBS: 0,8% NaCl, 0,02% KClI, 0,3 %Tris Base in H,O

TBST: TBS mit 0,1% Tween 20

Stripping-Losung: 100 mM 2-Mercaptoethanol; 2% SDS; 62,5 mM Tris
(pH 6,7)

2.2.16. Zellkultur

Die humane promyelozytische Zelllinie HL-60 (ACC 3), die humane T-Zelllinie Jurkat
(ACC 282), die humane promyelozytische Ziellinie PLB-985, die humane
monozytische Ziellinie THP-1 und die myelomonozytare Zelllinie WEHI-3B wurden in
RPMI Medium 1640"", das mit 10% hitzeinaktiviertem FCS, Penicillin (100 U/ml) und
Streptomycin (100 pg/ml) versetzt war, bei 37°C und 5% CO; kultiviert. Fur eine
PMN-ahnliche Differenzierung der HL-60 Zellen (dHL-60-Zellen) wurden die Zellen
nach Einstellung der Zelldichte auf 10°/ml in Anwesenheit von 1,3% DMSO sechs
Tage lang kultiviert. Die Zelllinie HL-60-PHAKT-GFP (Log # AN8547) wurde in RPMI
Medium 1640™" in Anwesenheit von 1 mg/ml G418-Sulfat kultiviert und entsprechend
den HL-60-Zellen differenziert. Vor ihrer Verwendung wurden die Zellen zweimal in

PBS gewaschen.

2.2.17. Isolierung muriner neutrophiler Granulozyten aus dem Knochenmark

Murine PMN wurden aus Femur und Tibia von Syk+" und Syk"' knochenmarks-

chimaren Mausen gewonnen. Hierzu wurden die Knochenmarkszellen auf einen
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diskontinuierlichen Percoll™-Gradienten (52%, 64%, 72%) gegeben und bei 1000 x g
fur 30 min zentrifugiert. PMN wurden aus der 64%/72%-Intersphare gesammelt, in
PBS gewaschen und zur Differenzierung 24 h in RPMI Medium 1640™" mit 20%
WEHI-3B-konditioniertem Medium (Interleukin-3-haltig) kultiviert. Die im Tryptanblau-
Ausschlusstest bestimmte PMN-Vitalitat war > 95%; die unter dem Mikroskop unter
Verwendung einer Hemacolor™-Farbung gemessene Reinheit betrug > 98% (Merck,
Darmstadt).

2.2.18. Transiente Transfektion hamatopoetischer Zelllinien durch Elektro-

poration

Die Zellen (2 x 107/ml) wurden in eiskaltem IMDM-Medium, das 25 mM Hepes
enthielt, suspendiert. Ein Aliquot (400 pl) der Zellsuspension (8 x 10° Zellen) wurde in
eine Elektroporationskuvette (Gene Pulser Cuvette mit einer 0,4 cm Elektrode,
BioRad, Hercules, Kalifornien, USA) uberflihrt und mit 30 pg endotoxinfreier Vektor-
DNA, die in 30 pl sterilem Wasser geldst war, gemischt. Daraufhin wurden die Zellen
10 min bei Raumtemperatur inkubiert und anschliefend mit einem EasydJect T+
Elektroporator (Equibio, Kent, Grofbritannien) elektroporiert. Als Einstellungen
wurden 290 pV und 1050 uF gewahlt, woraus sich eine Zeitkonstante von ca. 30 ms
ergab. Unmittelbar nach der Elektroporation wurden die Zellen in 5 ml RPMI Medium
1640 mit 10% fotalem Kalberserum gegeben. Friihestens nach 4 h wurden die

Zellen fr funktionelle und biochemische Analysen verwendet.

2.2.19. Adhasionsassay

FUr die Analyse der Zelladhasion und Polarisation wurden transfizierte oder
untransfizierte dHL-60-Zellen oder murine PMN (0,5 — 1 x 10°) in Adhasionsmedium
suspendiert. Die dHL-60-Zellen und die murinen PMN wurden auf Fibrinogen-
beschichtete (250 ug/ml Fibrinogen, 1 h bei Raumtemperatur oder alternativ bei 4°C
uber Nacht) Deckglasplattchen (Saur, Reutlingen) gegeben. Um Syk zu hemmen,
wurden die Zellen vor der Adhasion fur 30 min in PBS mit 0,1% BSA und 0,1%
Glukose in Anwesenheit von 30 uM in DMSO gel6sten Piceatannols bei 30°C
inkubiert. Zur Kontrolle wurden Zellen mit 30 uM Vehikel (DMSO) unter denselben
Bedingungen inkubiert. Die Deckglasplattchen mit den Zellen wurden 5 min bei 37°C

inkubiert. Vor der Stimulation erfolgte ein Waschschritt mit auf 37°C vorgewarmtem
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Adhasionsmedium. Die dHL-60 wurden 30 min mit 100 nM fMLP, murine PMN mit
10 uM fMLP bei 37°C stimuliert und anschlie®end fixiert. Alternativ wurden die Zellen
nach 10- minutiger Inkubation bei 37°C fur funktionelle Analysen durch

Zeitrafferaufnahmen verwendet.

Adhasionsmedium: 0,25% BSA; 0,1% Glukose; 1,2mM Ca?*; 1 mM Mg** (in
PBS)

2.2.20. Migrationsassay

Die Migrationsexperimente mit dHL-60-Zellen wurden in IBIDI y-Kammern (IBIDI,
Muanchen), die mit Fibrinogen (250 pg/ml) fur 1 h bei Raumtemperatur beschichtet
worden waren, durchgefiihrt. Die Zellen (10’) wurden in den Kanal der IBIDI p-
Kammer gegeben (KanalgréRe: 5 x 0,4 x 50 mm?; Kanalvolumen: 100 pl) und 10 min
bei 37°C inkubiert. Nach der Inkubationszeit wurde die Kammer mehrmals mit
warmem Adhasionsmedium unter Vermeidung turbulenter Stromung gespult. Um die
Migration zu induzieren, wurden 30 pl des Chemotaxins (10 nM fMLP in
Adhasionsmedium, das mit 0,01% Dextranblau gefarbt war) auf einer Seite des
Kanals zugegeben. Die Zugabe des Chemotaxins fuhrte zu einem blau gefarbten

Bogen, der die Stabilitat des Gradienten (1-2 h) anzeigte.

2.2.21. Mikroskopische Fluoreszenz- und Video-Zeitraffer-Analysen

Nach Induktion der Adhasion wie in Kapitel 2.2.19. beschrieben, wurden die Zellen
zweimal mit warmem Adhasionsmedium gewaschen und anschlieend mit 3,7%
Formaldehyd in Adhasionsmedium fur 10 min bei Raumtemperatur fixiert. Die
fixierten Zellen wurden mit 0,2% Tween in PBS fur 2 min permeabilisiert. Nach
dreimaligem Waschen mit PBS wurden die Proben mit 1% BSA in PBS bei 4°C Uber
Nacht inkubiert. Die indirekte Fluoreszenzfarbung von Syk wurde mit einem
monoklonalen Antikdrper gegen humanes Syk von der Maus (Klon 4D10, 19G,,) oder
einem polyklonalen Antikdrper gegen humanes bzw. murines Syk vom Kaninchen
(N-19, sc-1077) in einer Verdinnung von jeweils 1:200 fur 1 h bei Raumtemperatur
durchgefuhrt. Die indirekte Fluoreszenzfarbung von Vav erfolgte mit einem
polyklonalen Antikdrper gegen humanes Vav-1 vom Kaninchen in einer Verdunnung

von 1:200 Uber Nacht bei 4°C. Cbl wurde durch Inkubation mit dem polyklonalen
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Antikérper gegen humanes Cbl (C-15, sc-170) vom Kaninchen in einer Verdinnung
von 1:100 bei 4°C uber Nacht indirekt fluoreszenzgefarbt. Ebenfalls bei 4°C Uber
Nacht und einer Verdinnung von 1:100 erfolgte die indirekte Fluoreszenzfarbung der
PI3K p85a mit einem monoklonalen Antikérper gegen die humane p85a-Untereinheit
der PI3K von der Maus (Klon B-9, sc-1637) und der PI3K p11086 mit einem
polyklonalen Antikorper gegen die humane p1100-Untereinheit der PI3K vom
Kaninchen (H-219; sc-7176). AnschlieBend wurden die Zellen dreimal mit PBS
gewaschen und mit Alexa 546- oder 488-konjugierten sekundaren Antikorpern in
einer Verdinnung von 1:400 1 h bei Raumtemperatur in Dunkelheit gefarbt. Fur die
F-Aktin-Farbung wurden die Zellen mit Alexa 488- oder 633-konjugiertem Phalloidin
in einer Verdunnung von 1:40 fur 1 h bei Raumtemperatur und Dunkelheit inkubiert.

Nach dem Farbevorgang wurden die Zellen dreimal mit PBS gewaschen.

Die konfokale Mikroskopie wurde mit einem 63x/1,2 Wasser-DIC-Objektiv und einem
LSM 410/Axiovert 135M Mikroskop (Zeiss, Oberkochen) durchgefuhrt. Die Anregung
der Epifluoreszenz (grun) erfolgte bei 488 nm, die Detektion mit einem Bandpass
(BP) von 510 bis 525 nm. Die Exzitation der roten Fluoreszenz erfolgte bei 543 nm,
die Detektion erfolgte mit einem 560 nm Langpass. Weitere Fluoreszenzaufnahmen
erfolgten mit einem Zeiss 200M Mikroskop (Zeiss, Gottingen) bei einer Xenon-
Lampenanregung (Filterset 13: BP 470/20; Beamsplitter FT 495 nm) und einer
Emissionsdetektion mit einem BP von 505 bis 530 nm (grun), bzw. einer Anregung
(Filterset 20: BP 546/12; Beamsplitter FT 560 nm) und einer Emissionsdetektion mit
einem BP von 575 bis 640 nm (rot). Zeitraffer-Videomikroskopie-Aufnahmen wurden
mit dem Zeiss 200M Mikroskop unter Verwendung eines Plan-Apochromat 63x%/1,4
Na OI-Objektivs (Zeiss, Gébttingen), einer AxioCam HR-Digitalkamera (Zeiss,
Gottingen) und der AxioVision 4 Software (Zeiss, Munchen-Hallbergmoos)
durchgefuhrt.

2.2.22. Statistische Analyse

Die Statistische Analyse wurde mit Hilfe des Student’s t-Test (Sigma Plot, Systat
Software, San Jose, Kalifornien, USA) durchgefuhrt. Bei p < 0,05 wurde das

Ergebnis als signifikant bewertet.
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3. Ergebnisse

3.1. Herstellung der Expressionsvektoren

Um die funktionelle Bedeutung von Syk bei der Migration und die raumliche und
zeitliche Umverteilung von Syk in lebenden Leukozyten genauer analysieren zu
konnen, wurden im ersten Teil der vorliegenden Arbeit verschiedene Syk-
Expressionsvektoren (Abb. 6) hergestellt und charakterisiert. Mit Hilfe dieser
Vektoren wurden verschiedene Fusionsproteine aus dem "Enhanced green
fluorescent Protein" (EGFP) und Syk in hamatopoetischen Zelllinien exprimiert (siehe
Kapitel 3.2.) und sowohl biochemisch (siehe Kapitel 3.3.) als auch funktionell (siehe
Kapitel 3.4.) charakterisiert. EGFP dient hierbei als Reportergen, dessen
Epifluoreszenz in lebenden Zellen detektiert werden kann. Die Expression von EGFP
ist ein in der molekularen Zellbiologie etabliertes System, das zur Analyse
verschiedenster Zellfunktionen verwendet wird und in der Regel ungiftig fur die Zelle
ist (Arun et al., 2005). Mdgliche Auswirkungen einer Uberexpression von EGFP-Syk
auf die Funktionalitat der Zellen wurden in dieser Arbeit jedoch gesondert Uberpruft
(siehe Kapitel 3.4.).

Syk-EGFP N SH2 -9 SH2 ~9-9-99-®,_ Kinase - EGF{)_C

EGFP-Syk  N<_EGFP ) SHZ 9 SH2 -9-9-B9¥__Kinase ~C

Y323F

EGFP-Syk N w /EGFF:\)# SH2 k9 sH2 }&B@@- c

® Tyrosine FE3K pBd

® Phenylalanine

Abb. 6: Schematische Darstellung der Expressionsvektoren Syk-EGFP, EGFP-Syk und
EGFP-Syk Y323F. Die Abbildung zeigt die hergestellten Konstrukte sowie die Bindungsstelle
fir die Phosphatidyl-Inositol-3-Kinase (PI3K) an Syk (Tyr*%).

Um die funktionelle Bedeutung des Tyrosinrestes 323 in der Linkerregion von Syk fur
die Migration naher zu charakterisieren, wurde durch gezielte Mutagenese dieser

Tyrosinrest durch Phenylalanin ersetzt (Abb. 6) und somit ein EGFP-gekoppeltes
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Syk-Konstrukt erstellt (EGFP-Syk Y323F), dem die Bindungsstelle fur die
regulatorischen Untereinheiten p85a und p85@ der PI3K Klasse IA fehlt (Moon et al.,
2005). Zur Herstellung der Syk-EGFP- und EGFP-Syk-Chimaren wurde die
kodierende Region aus der humanen Syk-cDNA in entsprechende Expressions-
vektoren kloniert. Hierdurch wurden Vektoren flr die Expression der Fusionsproteine
Syk-EGFP (EGFP am N-Terminus von Syk) und EGFP-Syk (EGFP am C-Terminus
von Syk) generiert, welche durch DNA-Restriktionsanalysen auf ihre richtige

Zusammensetzung uberpruft wurden (Abb. 7).

Restriktionsanalyse der Expressionsvektoren Syk-EGFP und EGFP-Syk

Um die erfolgreiche Klonierung der Expressionsvektoren und die richtige
Zusammenstellung der Konstrukte zu prifen, wurde die Plasmid-DNA mittels Mini-
Praparation und Restriktionsendonukleasen untersucht. Die Expressionsvektoren
wurden hierzu mit folgenden Enzymen in unterschiedlicher Zusammenstellung
geschnitten: Eco RI, Bgl I, Not I und Kpn | (schematische Darstellung der
Schnittstellen an den Vektoren siehe Abb. 7A, Zusammenstellung der Restriktions-
endonukleasen siehe Abb. 7B). Die einfache Restriktion mit Eco Rl oder Kpn | fuhrte
zur Linearisierung des Vektors und ergab ein 6,6 Kb grolies DNA-Fragment. Durch
die Restriktion mit Eco RI/Kpn | wurde das 1,9 Kb grof3e Insert aus dem Vektor (4,7
Kb) geschnitten, so dass dessen korrekte Einbringung bestatigt werden konnte. Die
Schnittstellen von Bgl Il liegen innerhalb des Inserts, wahrend Not | EGFP vom
Vektor trennt. Durch die Restriktion mit Kpn | und Not | wurde dadurch EGFP (0,7
Kb) als Schnittstlck erhalten. Die Groflie der so erhaltenen Fragmente ist in Abb. 7A
angegeben. In Abb. 7B ist die Ethidiumbromidfarbung der elektrophoretisch
aufgetrennten DNA zu sehen. Die Abbildung zeigt, dass alle DNA-Fragmente die
erwartete Grole aufwiesen. Somit konnte durch die Restriktionsanalyse der
Expressionsvektoren Syk-EGFP und EGFP-Syk die korrekte Zusammensetzung

beider Konstrukte nachgewiesen werden.

3.2. Transiente Transfektion hamatopoetischer Zelllinien mit den Expressions-
vektoren Syk-EGFP, EGFP-Syk und EGFP-Syk Y323F

Um die hergestellten Expressionsvektoren fur funktionelle Untersuchungen

verwenden zu konnen, wurde die Transfektion verschiedener hamatopoetischer
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Zelllinien (HL-60, Jurkat, THP-1 und PLB-985) mit Syk-EGFP, EGFP-Syk und EGFP-
Syk Y323F mittels Elektroporation etabliert.

A B
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Kb EcoRI Bglll NotI Kpnl Notl
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Abb. 7: Restriktionsanalyse der Expressionsvektoren Syk-EGFP und EGFP-Syk. (A)
Schematische Darstellung der Vektorteilstiicke von Syk-EGFP (oben) und EGFP-Syk (unten)
mit den Schnittstellen der verwendeten Restriktionsendonukleasen Eco RI, Bgl II, Not I,
Kpn I, dem CMV-Promotor, der Multiple Cloning Site (MCS), dem klonierten Syk-Fragment,
dem EGFP und dem Poly-A-Schwanz (SV 40). Angabe der GrofRRe der resultierenden
Restriktionsprodukte jeweils unter dem Konstrukt. Mafistab: 1 kb. (B) Je 1 pg der
Expressionsvektoren Syk-EGFP (oben) und EGFP-Syk (unten) wurde mit folgenden
Enzymen verdaut: Eco RI, Bgl Il, Eco RI/Not I, Eco RI/Kpn I, Kpn I/Not | bzw. Eco RI, Kpn I,
Eco RI/Kpn I, Bgl II, Bgl ll/Kpn I. Der Reaktionsansatz wurde in einem 1%igen Agarosegel

elektrophoretisch aufgetrennt und mit Ethidiumbromid gefarbt.

Als Positivkontrolle diente die Elektroporation mit dem Vektor EGFP-C1, als
Negativkontrolle wurden die Zellen mit dem Plasmid pcDNA 3.1, das zwar den CMV-
Promoter, aber nicht GFP enthielt, transfiziert. Die Effizienz der Transfektionen
wurde durch Auszahlen der Zellen unter dem Fluoreszenzmikroskop bestimmt und

betrug in einem reprasentativen Experiment bei den mit EGFP-C1 transfizierten dHL-
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60-Zellen 23%. Eine etwas geringere Fluoreszenz wiesen die mit EGFP-Syk (7%)
oder EGFP-Syk Y323F (11%) transfizierten Zellen auf. Jurkatzellen zeigten bei der
Transfektion mit EGFP-C1 (34%) und EGFP-Syk (25%) eine etwas hohere
Transfektionseffizienz als dHL-60-Zellen (Abb. 8). Im Gegensatz dazu glichen die
Fluoreszenzeigenschaften der mit Syk-EGFP transfizierten Zellen der
Negativkontrolle (Daten nicht gezeigt), so dass fur funktionelle Analysen der
Expressionsvektor EGFP-Syk verwendet wurde. Weiterhin zeigte sich, dass
elektroporierte Zellen innerhalb von 4 bis 6 h nach der Transfektion die beste
Funktionalitat bei bereits ausreichender Fluoreszenz aufwiesen. Daher wurden durch
Elektroporation transfizierte Zellen in diesem Zeitraum fir funktionelle Analysen

verwendet.

dHL-60-EGFP-C1 Effizienz: 23%

dHL-60-EGFP-Syk | Effizienz: 7%

dHL-60-EGFP-Syk
Y323F

Effizienz: 11%

Jurkat-EGFP-C1 Effizienz: 34%

Jurkat-EGFP-Syk Effizienz: 25%

Abb. 8: Herstellung transienter Transfektanten durch Elektroporation. Die dHL-60- und
Jurkat-Zellen wurden mit jeweils 30 ug des Expressionsvektors EGFP-C1, EGFP-Syk oder
EGFP-Syk Y323F mittels Elektroporation transfiziert. Durch Auszahlen der Zellen unter dem
Fluoreszenzmikroskop wurde die Transfektionseffizienz bestimmt; Marker = 100 pm (dHL-
60) bzw. 10 ym (Jurkat). Die gezeigten Ergebnise stammen aus einem Experiment, das
reprasentativ fur drei unabhangige Experimente ist.

3.3. Expressionsanalyse der Transfektanten

Analyse der mRNA-Expression verschiedener Transfektanten

Um die Transfektanten biochemisch zu charakterisieren, wurde zunachst deren Syk-

MRNA-Expression mit Hilfe der reversen Transkription und Polymerase-
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Kettenreaktion (RT-PCR) analysiert. Zur Analyse der Expression von endogenem
Syk in transfizierten und nicht-transfizierten Zellen wurde ein RT-PCR-Protokoll
etabliert, mit dessen Hilfe die Syk-Wildtyp-mRNA nachgewiesen werden konnte. Mit
den Primern 3’-Syk-rev und 3’-Syk-fdw, deren Bindungsstellen in der Kinasedoméane
von Syk bzw. in der 3'-nicht-translatierten Region liegen (Abb. 9A), wurde ein 418 bp
groRes PCR-DNA-Fragment generiert. Hierdurch konnte endogenes Wildtyp-Syk

eindeutig nachgewiesen werden.

A ATG TGA
Syk-WT-mRNA sz ¥ shz TN AAA 418 bp

] — <
3'Syk-fdw 3’Syk-rev
3’Syk-fdw EGFP-rev
_> <_
Syk-EGFP-mRNA  Vektor- sh2 { sHz HENCTETSHET- Vektor 620 bp

EGFP-fdvi> <_5'Syk-rev
EGFP-Syk-mRNA  Vektor{lIZ7lF sH2 H sh2 HIIZFTYSl- Vektor 686 bp

EGFP-Syk R
WT Transfektanten o

Abb. 9: Analyse der mRNA-Expression von hamatopoetischen Zelllinien (HL-60,
Jurkat, PLB-985, THP-1), die transient mit Syk-EGFP und EGFP-Syk transfiziert
wurden. (A) Schematische Darstellung der Syk-Wildtyp-, Syk-EGFP- und EGFP-Syk-cDNA,
der Primer sowie Angabe der GroRRe der resultierenden PCR-Produkte. (B) Ethidiumbromid-
gefarbtes 1%iges Agarosegel der RT-PCR-Produkte. Nachweis des Syk-Wildtyp-Fragments
(418 bp), des EGFP-Syk- (686 bp) und des Syk-EGFP-Fragments (620 bp). Als Negativ-
kontrolle wurde Wasser in der PCR-Reaktion eingesetzt. Als Positivkontrolle wurden Syk-
Wildtyp-cDNA und die Vektoren EGFP-Syk und Syk-EGFP verwendet. Die (B-Aktin-PCR
diente der Uberpriifung der cDNA-Qualitat.
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Mit diesen Primern wurde jedoch kein Syk-Fragment aus dem Syk-EGFP- oder
EGFP-Syk-Vektor amplifiziert (Abb. 9B), da der Primer 3"-Syk-rev so gewahlt wurde,
dass er an einen nach der Restriktion von Syk mit Eco Rl und Kpn | und der
Ligierung in den EGFP-Expresssionsvektor nicht mehr vorhandenen Abschnitt

bindet. Dies begriindet die Spezifitat des RT-PCR-Protokolls flir endogenes Syk.

Um die Syk-EGFP-Chimaren zu detektieren, wurde ein weiteres RT-PCR-Protokoll
unter Einsatz der Oligonukleotide 3°-Syk-fdw und EGFP-rev etabliert. Mit diesen
Primern wurde ein 620 bp groRes PCR-Produkt amplifiziert und so Syk-EGFP
nachgewiesen (Abb. 9B). Aus Syk-Wildtyp-cDNA wurde kein Produkt erzeugt, da die
Bindungsstelle des Primers 3"-Syk-fdw in der Kinasedomane von Syk liegt, wahrend
der Primer EGFP-rev an EGFP bindet. Hierdurch wurde verhindert, dass durch
dieses Primer-Paar endogene Wildtyp-Syk-Fragmente amplifiziert wurden. Die
Expression der EGFP-Syk-mRNA wurde unter Verwendung der Primer 5°-Syk-rev
und EGFP-fdw untersucht. Das PCR-Produkt mit 686 bp konnte in allen untersuchten
Proben aus EGFP-Syk-transfizierten Zellen amplifiziert werden (Abb. 9B). Aus nicht-
transfizierten HL-60-Wildtyp-Zellen und Syk-Wildtyp-cDNA wurde dieses PCR-
Produkt nicht generiert, da die Bindungsstelle von 5°-Syk-rev in der SH2-Domane
von Syk liegt, wahrend der Primer EGFP-fdw zu der EGFP-Region komplementar ist.
Dadurch wurde gewahrleistet, dass auch durch diese Primer keine endogenen
Wildtyp-Syk-Fragmente amplifiziert wurden. Durch die RT-PCR-Analyse der
verschiedenen Transfektanten konnte somit gezeigt werden, dass die
Expressionsvektoren Syk-EGFP und EGFP-Syk auf mRNA-Ebene in den

Transfektanten exprimiert wurden.

Analyse der Proteinexpression verschiedener Transfektanten

Als nachster Schritt wurde untersucht, ob das chimare EGFP-Syk-Protein in den
verschiedenen transienten Transfektanten exprimiert wurde. Zur Proteinexpressions-
analyse wurden HL-60-Zellen mit dem EGFP-C1-Vektor, dem EGFP-Syk-Vektor und
als Negativkontrolle mit der Plasmid-DNA allein elektroporiert. Aus den transfizierten
Zellen wurden Proteine isoliert und mittels Gelelektrophorese aufgetrennt. Durch
Detektion mit einem polyklonalen Anti-GFP-Antikdrper konnte in den EGFP-C1-
transfizierten Zellen das EGFP mit einem Molekulargewicht von 30 kDa

nachgewiesen werden (Abb. 10A). In den EGFP-Syk-Transfektanten konnte das
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EGFP-Syk Protein mit einer GroRe von 102 kDa nachgewiesen werden (Abb. 10A).
Diese Grolle stimmt mit der theoretisch errechenbaren Gesamtgrole des
Fusionsproteins von 102 kDa, d.h. 72 kDa (Syk) plus 30 kDa (EGFP; Arun et al.,
2005), udberein. Somit konnte nachgewiesen werden, dass das EGFP-Syk-
Fusionskonstrukt auf Proteinebene exprimiert wurde und keine Bruchstiicke des

Chimarproteins entstanden.

A B
HL 60 EGFP-Syk
% WT Transfektanten
(ot &
£ - g 5 4 818 4 Fd
| -
g £ & T a 3 FE I & 3 F
kDa kDa
100 — e EGFP-Syk 100— s > — EGFP-Syk
T0— S — SykWT
0T S -

Abb. 10: Analyse der Proteinexpression nach transienter Transfektion von HL-60-,
Jurkat-, PLB-985- und THP-1-Zellen. Die Zellen wurden durch Elektroporation mit EGFP-
C1, EGFP-Syk oder dem Plasmid allein (Negativkontrolle) transfiziert und flr die
Westernblotanalyse verwendet. (A) Nachweis der Proteine EGFP (30 kDa) und EGFP-Syk
(102 kDa) durch einen polyklonalen anti-GFP-Antikdrper und ein sekundares Peroxidase-
gekoppeltes anti-Kaninchen-IgG. (B) Nachweis von EGFP-Syk (102 kDa) in den
transfizierten Zellen durch einen monoklonalen Antikérper gegen humanes Syk (Klon 4D10)
und ein sekundares anti-Maus-lgG. Nicht transfizierte Zellen dienten als Negativkontrolle
(WT). Das endogene Syk-Protein (Syk-WT) wurde sowohl in transfizierten als auch in nicht
transfizierten Zellen bei 72 kDa detektiert.

Zusatzlich wurden verschiedene Zelllinien (HL-60, Jurkat, THP-1 und PLB-985) mit
EGFP-Syk transfiziert und die Expression des EGFP-Syk-Chimarproteins
anschliel}end mit einem monoklonalen Antikorper gegen humanes Syk (Klon 4D10,
1gG2a) analysiert (Abb. 10B). Hier konnte in allen transfizierten Zelllinien EGFP-Syk
mit einer GroRe von 102 kDa detektiert werden. Durch den verwendeten Syk-
Antikorper wurde auch endogenes Wildtyp-Syk mit 72 kDa sowohl in transfizierten,
als auch in Wildtypzellen nachgewiesen. Kleinere proteolytische Fragmente von Syk,
EGFP oder EGFP-Syk wurden nicht detektiert. In der Proteinanalyse der nicht
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transfizierten Zellen fehlte erwartungsgemal die 102 kDa-Bande des EGFP-Syk. Die
biochemische Analyse der Transfektanten belegte somit die Proteinexpression durch
die Vektoren EGFP-C1 und EGFP-Syk, wobei die Proteinanalyse keine
Spaltproduktbildung von Syk oder EGFP ergab.

3.4. Funktionelle Charakterisierung der Transfektanten

Als nachster Schritt erfolgte die funktionelle Charakterisierung der EGFP-Syk- und
EGFP-Syk Y323F-Transfektanten. In der vorliegenden Arbeit wurden fur funktionelle
Analysen vorwiegend differenzierte HL-60-Zellen (dHL-60-Zellen) verwendet, welche
ein geeignetes Modell flr die Analyse des Adhasions- und Migrationsverhaltens von

humanen neutrophilen Granulozyten darstellen (Hauert et al., 2002).

Um zu untersuchen, ob die Funktionalitat der EGFP-Syk-Transfektanten vergleichbar
mit derjenigen von EGFP-Kontrollzellen war, wurden mit EGFP-C1 und EGFP-Syk
transient transfizierte dHL-60-Zellen auf immobilisiertem Fibrinogen zur Adhasion
gebracht. Hierzu wurden die Adhasion und Polarisierung der Zellen durch 100 nM N-
formyl-Met-Leu-Phe (fMLP) fur 30 min bei 37°C stimuliert. Als Charakteristika der
Zellfunktion wurden die Polarisierung und die Lamellipodienbildung mit einer
Anreicherung von F-Aktin analysiert. Adharente EGFP-Syk-Transfektanten zeigten
wie die EGFP-Kontrollzellen zumeist einen bipolaren Phanotyp, der durch eine
Anreicherung von F-Aktin im Lamellipodium gekennzeichnet war (Abb. 11, Pfeile). Im
Gegensatz zu EGFP, welches in der polarisierten Zelle homogen verteilt blieb, wurde
EGFP-Syk in das Lamellipodium umverteilt und kolokalisierte dort mit F-Aktin (Abb.
11, Pfeil). Eine Kolokalisation von Syk und F-Aktin in adharenten dHL-60-
Wildtyzellen war von unserer Arbeitsgruppe bereits gezeigt worden (Schymeinsky et
al., 2005). Die vorliegenden Daten zeigen somit, dass die EGFP-Syk-Transfektanten
funktionell waren und in Bezug auf die Zellpolarisierung, Lamellipodienbildung und
die Anreicherung von Syk und F-Aktin ahnliche Charakteristika zeigten wie nicht-

transfizierte Wildtypzellen bzw. EGFP-C1-Kontrollzellen.

Die Syk-Mutante Y323F, der die Bindungsstelle fur die PI3K fehlte, bildete ebenfalls
Lamellipodien mit einer Anreicherung von F-Aktin und EGFP-Syk aus. Im Gegensatz
zu den EGFP-C1- und EGFP-Syk-Kontrolltransfektanten bildeten die Syk-Mutanten

jedoch gehauft zwei, drei oder sogar multiple Lamellipodien (Abb. 11, Pfeilkdpfe).
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Abb. 11: Funktionelle Charakterisierung der Transfektanten. (A) Konfokalmikroskop-
ische Aufnahmen von ftransient mit EGFP-C1, EGFP-Syk und EGFP-Syk Y323F
transfizierten dHL-60-Zellen. Die Adhasion auf immobilisiertem Fibrinogen wurde durch
100 nM fMLP induziert. Die Lamellipodien der Zellen waren durch eine Anreicherung von F-
Aktin charakterisiert. EGFP-C1-Transfektanten zeigten eine homogene Verteilung der
Epifluoreszenz und bildeten zumeist ein einzelnes Lamellipodium (Pfeil). EGFP-Syk
exprimierende Zellen zeigten vorwiegend ein Lamellipodium, das durch die Anreicherung
von EGFP-Syk gekennzeichnet war (Pfeil). Dagegen bildeten EGFP-Syk Y323F-
Transfektanten gehauft multiple Lamellipodien (Pfeilkdpfe). Diese waren ebenfalls durch eine
Anreicherung von EGFP-Syk charakterisiert; Marker = 10 um. (B) Quantitative Analyse der
Umverteilung von EGFP, EGFP-Syk und EGFP-Syk Y323F und der Zahl der Lamellipodien
in den verschiedenen Transfektanten. Polarisierte dHL-60-Zellen, die Syk im Lamellipodium
anreicherten (links) bzw. mehr als einem Lamellipodium aufwiesen (rechts), wurden unter
dem Mikroskop gezahlt; n = 167 (EGFP-C1), n = 343 (EGFP-Syk-Wildtyp), n = 562 (EGFP-
Syk Y323F). Die gezahlten Zellen stammten aus sechs unabhangigen Experimenten.
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Die quantitative Auswertung (Abb. 11B) zeigte lediglich bei 8,7% der EGFP-
Kontrollzellen eine Anreicherung der Fluoreszenz im Lamellipodium, wahrend dieser
Anteil bei den EGFP-Syk-Transfektanten signifikant erhoht war (63,4%). Dies zeigte,
dass der Effekt der angereicherten Fluoreszenz spezifisch fur EGFP-Syk war. Die
EGFP-Syk Y323F-Transfektanten wiesen mit einer Umverteilung von 66,0% des
EGFP-Syk in die Lamellipodien keinen signifikanten Unterschied zu den EGFP-Syk-
Zellen auf, was zeigte, dass die Syk-Mutation keinen Einfluss auf die Syk-
Umverteilung in das Lamellipodium hatte. Bei den EGFP-Kontrollzellen bildeten
lediglich 24,8% mehr als ein Lamellipodium aus. Die EGFP-Syk-Transfektanten
unterschieden sich hiervon nicht signifikant: Ein Anteil von 29,7% der Zellen wiesen
mehr als ein Lamellipodium auf. Die Syk-Mutation Y323F jedoch erhohte den Anteil
der Zellen mit multiplen Lamellipodien signifikant auf 51,8%. Dieser Befund deutet

323

darauf hin, dass Tyr*® in der Linkerregion von Syk eine Rolle bei der Regulierung

der Lamellipodienzahl spielt.

3.5. Zeitliche Instabilitat der Lamellipodien EGFP-Syk Y323F exprimierender
dHL-60-Zellen

In weiterfihrenden Untersuchungen wurde die Dynamik des Polarisationsverhaltens
von EGFP-Syk- und EGFP-Syk Y323F exprimierenden Zellen als eine Funktion von
Stimulus und Zeit mittels Zeitraffer-Videomikroskopie untersucht. Dabei wurde die
Fahigkeit von dHL-60-Zellen, sich nach Stimulation auch ohne Gradient zu
polarisieren (Van Haastert und Devreotes, 2004), genutzt. Nach Stimulation der
Zellen mit 100 nM fMLP auf immobilisiertem Fibrinogen wurden videomikroskopische
Aufnahmen in Intervallen von 30 sec angefertigt. Die Zellen wurden mit
Zeitrafferaufnahmen bezlglich der Zahl und Stabilitat inrer Lamellipodien analysiert.
Es konnte gezeigt werden, dass EGFP-Syk-Kontrollzellen nach der Stimulation einen
Gestaltwandel vollzogen und vorwiegend einen bipolaren Phanotyp ausbildeten, der
durch eine Anreicherung von Syk im Lamellipodium charakterisiert war und Uber den
beobachteten Zeitraum von mindestens 3 min stabil blieb (Abb. 12A, Pfeil). Dagegen
fuhrte die Expression von EGFP-Syk Y323F in dHL-60-Zellen zur Bildung von
multiplen instabilen Lamellipodien (Abb. 12A, Pfeilkdpfe). Die quantitative Analyse
(Abb. 12B) ergab, dass lediglich 26,3% der EGFP-Syk-Transfektanten wahrend des
untersuchten Zeitraumes von mindestens 3 min multiple Lamellipodien ausbildeten.
Dieser Anteil war bei den EGFP-Syk Y323F-Transfektanten signifikant erhoht
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(57,0%). Die verminderte Fahigkeit der EGFP-Syk Y323F-Mutanten, eine eindeutige
Polarisierung auszubilden, ging also mit einer verringerten zeitlichen Stabilitat der

vermehrt gebildeten Lamellipodien einher.
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Abb. 12: Zeitliche und raumliche Instabilitat der
Lamellipodien der Syk-Mutante Y323F. (A) Video-
mikroskopische Zeitraffer-Aufnahmen von transient mit
EGFP-Syk- oder EGFP-Syk Y323F transfizierten dHL-60-
Zellen. Die Aufnahmen wurden in Intervallen von 30 sec
angefertigt. Das Lamellipodium der EGFP-Syk-
Transfektante blieb Uber den beobachteten Zeitraum
stabil (Pfeil). Im Gegensatz dazu bildete die EGFP-Syk
Y323F-transfizierte Zelle multiple Lamellipodien aus
(Pfeilkopfe); Marker = 10 uym. (B) Quantitative Analyse
der Lamellipodienbildung. Polarisierte Zellen mit
multiplen Lamellipodien im beobachteten Zeitraum von
mindestens 3 min nach Stimulation mit 100 nM fMLP
wurden gezahlt; n = 57 (EGFP-Syk-Wildtyp), n =59
(EGFP-Syk Y323F). Gezahlte Zellen stammten aus vier
unabhangigen Experimenten.

3.6. Migrationsdefekt EGFP-Syk Y232F exprimierender dHL-60-Zellen

Da die Etablierung einer geordneten Zellpolaritat mit jeweils einem Lamellipodium

und einem Uropod als eine Voraussetzung fur die Chemotaxis angesehen wird (Van

Haastert und Devreotes, 2004), wurde das Migrationsverhalten der verschiedenen
Transfektanten untersucht. EGFP, EGFP-Syk und EGFP-Syk Y323F exprimierende
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Zellen wurden hierzu einem chemotaktischen Gradienten von 10 nM fMLP
ausgesetzt und anschlielRend mittels Zeitraffer-Videomikroskopie, bei der alle 60 sec
eine Aufnahme angefertigt wurde, analysiert. Die EGFP und EGFP-Syk
exprimierenden Kontrollzellen zeigten einen typischen migratorischen Phanotyp mit
einem Lamellipodium am anterioren Zellpol (Abb. 13A, Pfeile). Das Lamellipodium
der EGFP-Syk-Transfektante war durch eine Anreicherung von EGFP-Syk
gekennzeichnet, wahrend EGFP homogen Uber den Zellkdrper verteilt blieb. Die
Fahigkeit von dHL-60-Zellen, in einem chemotaktischen Gradienten zu migrieren,
wurde durch die Expression von EGFP-Syk Y323F wesentlich eingeschrankt. Wie
bereits bei der Adhasion ohne Gradient zeigten die Mutanten auch im Gradienten
vermehrt multiple instabile Lamellipodien. Die Anreicherung von EGFP-Syk Y323F
im Lamellipodium war im Vergleich zu den EGFP-Syk-Kontrollzellen nicht gestort
(Abb. 13A, Pfeilkdpfe). Die Umrisse der Zellen (Abb. 13B) sollen den polarisierten
migratorischen Phanotyp der EGFP-C1- und EGFP-Syk-Transfektanten im Vergleich
zu der instabilen Polarisierung der Syk-Mutante Y323F verdeutlichen. Fur die
quantitative Analyse (Abb. 13C) wurden Zellen als migrierend gewertet, deren
Uropod sich innerhalb des beobachteten Zeitraums von mindestens 3 min erkennbar
fortbewegte. Die Auswertung ergab, dass 72,2% der EGFP-C1-Transfektanten und
71,8% der EGFP-Syk exprimierenden Zellen im chemotaktischen Gradienten von
10 nM fMLP migrierten, was keinen signifikanten Unterschied zwischen diesen
Transfektanten bedeutete. Der Anteil migrierender Zellen war bei den Syk-Mutanten
dagegen mit 34,0% signifikant vermindert. Dies zeigt, dass die Mutation von Syk-

Tyr323

nicht nur die Fahigkeit der Zelle, einen stabilen bipolaren Phanotyp
auszubilden, sondern auch die Migration beeintrachtigte. Hierbei blieb die

Umverteilung von Syk in die Lamellipodien unbeeinflusst.

3.7. Syk-Tyr*?® spielt eine Rolle bei der Umverteilung der PI3K-Untereinheit
p1105 in das Lamellipodium

In weiterfUhrenden Untersuchungen wurde der molekulare Signalweg downstream
von Syk, der fir die Stabilisierung der Zellpolaritdt und somit flr eine effektive
Migration verantwortlich ist, naher charakterisiert. Hierzu wurde die subzellulare
Verteilung der katalytischen PI3K-Untereinheit p1106 in EGFP-Syk- und EGFP-Syk

Y323F-Transfektanten fluoreszenzmikroskopisch analysiert.
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Abb. 13: Tyr*® von Syk spielt eine Rolle bei der Migration von dHL-60-Zellen durch
Stabilisierung des bipolaren Phanotyp. (A) Zeitraffer-Videomikroskopieaufnahmen von
transient mit EGFP-C1, EGFP-Syk oder EGFP-Syk Y323F transfizierten dHL-60-Zellen. Die
Migration wurde durch einen Gradienten von 10 nM fMLP auf immobilisiertem Fibrinogen
induziert. Die Intervalle zwischen den Aufnahmen betragen 60 sec. Die EGFP-C1-
Transfektante zeigte ein stabiles Lamellipodium (Pfeil). EGFP blieb homogen in der Zelle
verteilt. Dagegen war EGFP-Syk wahrend des beobachteten Zeitraums am vorderen Ende
der migrierenden Zelle angereichert. Die Zelle bildete ebenfalls ein stabiles Lamellipodium
(Pfeil). Im Gegensatz dazu zeigte die EGFP-Syk Y323F-Transfektante multiple instabile
Lamellipodien (Pfeilkdpfe), die durch eine Anreicherung von EGFP-Syk Y323F
gekennzeichnet waren. Der Multi-Lamellipodien-Phanotyp war assoziiert mit einer
Einschrankung der Migration; Marker = 10 um. (B) Umrisse der Zellen. (C) Quantitative
Analyse migrierender dHL-60-Zellen. Zellen wurden als migrierend angesehen, wenn sich
der Uropod im beobachteten Zeitraum von mindestens 3 min erkennbar fortbewegte; n = 30
(EGFP-C1), n = 78 (EGFP-Syk-Wildtyp), n = 86 (EGFP-Syk Y323F). Die untersuchten Zellen
stammten aus vier unabhangigen Experimenten.
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Diese Untereinheit wurde fur die Untersuchung gewahlt, weil bereits bekannt war,
dass die regulatorische PI3K-Untereinheit p85, die mit der katalytischen Untereinheit
p1103 ein funktionelles Heterodimer bildet, an Syk-Tyr*>® bindet (Moon et al., 2005).
Aullerdem konnte bereits eine funktionelle Rolle von p110d bei der Chemotaxis
neutrophiler Granulozyten gezeigt werden (Sadhu et al., 2003). Somit sollte der
Frage nachgegangen werden, ob Syk eine Rolle bei der zeitlichen und raumlichen
Kontrolle der Verteilung und Regulation der PI3Kd-Aktivitat spielt. Um die
subzellulare Verteilung der PI3K-Untereinheit p1108d zu untersuchen, wurden auf
immobilisiertem Fibrinogen adharente und polarisierte dHL-60-Zellen, die EGFP-Syk
oder EGFP-Syk Y323 exprimierten, mit Hilfe eines spezifischen Antikérpers
untersucht. Es zeigte sich, dass polarisierte EGFP-Syk-Kontrollzellen p110d im
Lamellipodium anreicherten. Die PI3K-Untereinheit p1108 kolokalisierte an der
Zellfront mit der EGFP-Syk-Epifluoreszenz (Abb. 14A, Pfeil). Dagegen war die
Umverteilung von p1108 in die Lamellipodien bei den Syk-Mutanten gestort (Abb.
14A, Pfeilkdpfe).
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Abb. 14: Verminderte Anreicherung von PI3K p1108 in den Lamellipodien der Syk-
Mutanten. (A) Konfokalmikroskopische Aufnahmen von transient mit EGFP-Syk oder EGFP-
Syk Y323F transfizierten dHL-60-Zellen. In EGFP-Syk-Transfektanten wurden sowohl EGFP-
Syk als auch p1100 im Lamellipodium angereichert und kolokalisierten dort (Pfeil). Im
Gegensatz dazu war die Anreicherung von p1108 in den Lamellipodien der EGFP-Syk
Y323F-Transfektanten gestort (Pfeilkopfe). Marker = 10 um. (B) Quantitative Analyse der
Anreicherung von p11086 im Lamellipodium polarisierter Zellen. Polarisierte dHL-60-Zellen,
die p110d im Lamellipodium anreicherten wurden unter dem Mikroskop gezahlt. n = 73
(EGFP-Syk), n = 66 (EGFP-Syk Y323F). Die gezahlten Zellen stammten aus vier
unabhangigen Experimenten.
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Die quantitative Analyse (Abb. 14B) ergab, dass 68,3% der EGFP-Syk-
Transfektanten p110d im Lamellipodium anreicherten, wahrend dieser Anteil in den
EGFP-Syk Y323F exprimierenden Zellen signifikant auf 35,9% vermindert war. Dies
weist auf eine Rolle des Syk-Tyr’*® bei der Anreicherung der PI3K-Untereinheit

p1100 im Lamellipodium polarisierter Zellen hin.

Die Untersuchung der subzellularen Verteilung der regulatorischen PI3K-Untereinheit
p85 in den EGFP-Syk- und EGFP-Syk Y323F-Transfektanten ergab aufgrund einer
unzureichenden Bindung des Antikorpers gegen die p85a-Untereinheit der PI3K

keine reproduzierbaren Ergebnisse (Daten nicht gezeigt).

3.8. Bildung multipler Lamellipodien und verminderte Anreicherung der PI3K-
Untereinheit p1108 in dHL-60 Syk-siRNA-Zellen

Um zu bestatigen, dass Syk fir die Umverteilung der PI3K-Untereinheit p1106
essentiell ist, wurde ein HL-60-Zellklon verwendet, der nach retroviralem Gentransfer
stabil siRNA gegen Syk exprimiert und somit eine stark verringerte Syk-Expression
aufweist (Schymeinsky et al., 2006). Die siRNA-dHL-60-Zellen und die dHL-60-WT-
Zellen wurden mit 100 nM fMLP auf immobilisiertem Fibrinogen zur Adhasion
gebracht. Die funktionelle Untersuchung der polarisierten Zellen zeigte, dass die
Down-Regulation von Syk im Syk-siRNA-Zellklon mit der Zellpolarisierung
interferierte und zur Bildung multipler Lamellipodien nach Stimulation mit fMLP fihrte
(Abb. 15A, Pfeilkopfe), wahrend die Syk-WT-Zellen bevorzugt einen bipolaren
Phanotyp mit einem Lamellipodium ausbildeten. Die immunhistochemische Analyse
ergab, dass die PI3K-Untereinheit p1106 im Lamellipodium der Syk-WT-Zellen
angereichert wurde (Abb. 15A, Pfeil). Im Gegensatz dazu zeigten die Syk-siRNA-
Zellen eine gestorte Anreicherung von p1108 in den multiplen Lamellipodien (Abb.
15A, Pfeilkdpfe). Die quantitative Auswertung (Abb. 15B) ergab, dass lediglich 33,0%
der dHL-60-WT-Zellen mehr als ein Lamellipodium aufwiesen, wahrend dieser Anteil
bei den Syk-siRNA-Zellen signifikant erhoht war (51,0%). Die dHL-60-WT-Zellen
verteilten in 63,0% der Falle die PI3K-Untereinheit p1103 in das Lamellipodium um.
Jedoch reicherten lediglich 37,0% der adharenten Syk-siRNA-Zellen p1106 an der
Zellfront an, was eine signifikante Verminderung bedeutete. Diese Daten bestatigen
die Rolle von Syk fur die Umverteilung der PI3K p1108 in das Lamellipodium

polarisierter Zellen.
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Abb. 15: Bildung multipler Lamellipodien und verminderte Umverteilung der PI3K-
Untereinheit p1108 in dHL-60 Syk-siRNA-Zellen. (A) Konfokalmikroskopische Aufnahmen
von polarisierten dHL-60-WT- und dHL-60-Syk-siRNA-Zellen. Die Adhasion auf
immobilisiertem Fibrinogen wurde mit 100 nM fMLP induziert. Die dHL-60-WT-Zellen bildeten
vorzugsweise ein Lamellipodium aus, in dem sie p1106 anreicherten (Pfeil). Im Gegensatz
dazu zeigten dHL-60-Syk-siRNA-Zellen multiple Lamellipodien (Pfeilkdpfe) und eine gestorte
Umverteilung von p1108. (B) Quantitative Analyse der Lamellipodienbildung und der
Anreicherung von p1106 im Lamellipodium. Polarisierte dHL-60-WT-Zellen (n = 264) und
dHL-60-Syk-siRNA-Zellen (n = 296), die mehr als ein Lamellipodium bildeten (links), und
Zellen, die p1108 im Lamellipodium anreicherten (rechts; n = 131 (dHL-60-WT/ p11098), n =
196 (dHL-60-Syk-siRNA/ p1108)) wurden unter dem Mikroskop gezahlit. Die gezahlten Zellen
stammten aus drei unabhangigen Experimenten.

3.9. Verminderte Anreicherung von PI3K-Produkten im Lamellipodium von dHL-

60-PHAkt-GFP-Zellen nach pharmakologischer Hemmung von Syk

Mit Hilfe von PHAKkt-GFP-Zellen wurde untersucht, welche Auswirkungen die gestorte
PI3Kd-Umverteilung auf die Akkumulierung von PI3K-Produkten im Lamellipodium
polarisierter dHL-60-Zellen hatte.
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Abb. 16: Umverteilung von PHAkt-GFP und Syk in dHL-60-PHAkt-GFP-Zellen. (A)
Schematische Darstellung der Rekrutierung von PHAKt-GFP an die vordere Zellmembran.
(B) Mikroskopische Aufnahmen von polarisierten dHL-60-PHAkt-GFP-Zellen. Die Adhasion
auf immobilisiertem Fibrinogen wurde mit 100 nM fMLP induziert. In den Vehikel-inkubierten
Kontrollzellen wurden PHAKt-GFP und Syk im Lamellipodium von polarisierten Zellen
angereichert (Pfeil). Pharmakologische Hemmung von Syk mit Piceatannol fiihrte zu einer
homogenen Verteilung von Syk und verminderter Anreicherung von PHAKt-GFP in den
Lamellipodien (Pfeilkopfe); Marker = 10 ym. (C) Quantitative Analyse der Lamellipodien-
bildung (links) und der Anreicherung von Syk (Syk LA) und PHAKkt-GFP (PH LA) im
Lamellipodium polarisierter dHL-60-PHAkt-GFP-Zellen (rechts). Polarisierte Zellen, die mehr
als ein Lamellipodium bildeten (links) und Zellen, die Syk und PHAKkt-GFP im Lamellipodium
anreicherten (rechts), wurden gezahlt; n = 137 (Kontrollzellen), n = 157 (Piceatannol-
inkubierte Zellen). Die gezahlten Zellen stammten aus drei unabhangigen Experimenten.

53



Bei den PHAKkt-GFP-Zellen handelt es sich um eine stabile Zelllinie, die die
Pleckstrin-homologe Region der Akt-Kinase - gekoppelt an GFP - exprimiert, und
somit einen fluoreszierenden Marker fur 3-Phosphoinositide als Biosensoren fur die
PI3K-Aktivitat besitzt (Servant et al., 2000). Die Umverteilung von PHAkt-GFP stellt
somit einen indirekten Nachweis flir die PI3K-Aktivitat dar (Abb. 16A). PHAkt-GFP-
dHL-60-Zellen wurden durch Stimulation mit fMLP (100 nM) auf immobilisiertem
Fibrinogen zur Adhasion gebracht. Syk wurde vor der Adhasion durch 30-minutige
Inkubation mit 30 uM des spezifischen Syk-Inhibitors Piceatannol pharmakologisch
gehemmt. Da Piceatannol in DMSO gel6st war, wurden die Kontrollzellen unter
denselben Bedingungen mit dem Vehikel (DMSO) behandelt. Die Mehrzahl der
Kontrollzellen bildete einen bipolaren Phanotyp aus, der durch die Anreicherung von
PHAkt-GFP im Lamellipodium gekennzeichnet war (Abb. 16B, Pfeil). Syk
kolokalisierte bei einem Grolteil dieser Zellen mit PHAkt-GFP am vorderen Zellende.
Im Gegensatz dazu bildeten die Zellen nach der Behandlung mit Piceatannol multiple
Lamellipodien (Abb. 16B, Pfeilkopfe). Diese Zellen waren auRerdem vermindert in
der Lage, Syk und PHAKt-GFP in den Lamellipodien anzureichern. Die quantitative
Analyse (Abb. 16C) zeigte lediglich bei 20,5% der Kontrollzellen mehr als ein
Lamellipodium, wahrend dieser Anteil bei den Piceatannol-behandelten Zellen
signifikant erhoht war (48,0%). Au3erdem zeigte sich, dass 57,7% der Kontrollzellen
Syk in das Lamellipodium umverteilten, ein signifikant hoherer Anteil als bei den
Piceatannol-behandelten Zellen (28,1%). Auch die Anreicherung von PHAkt-GFP im
Lamellopodium war bei den Kontrollzellen signifikant héher (78,5% der Zellen) als bei
den Piceatannol-inkubierten Zellen (44,7% der Zellen). Diese Daten deuten auf eine

Rolle von Syk fur die lokale PI3K-Aktivierung am vorderen Zellpol hin.

3.10. Umverteilung von Cbl und Vav in das Lamellipodium von EGFP-Syk- und
EGFP-Syk Y323F-Transfektanten

Da bekannt ist, dass die Ubiquitinligase Cbl ebenfalls an Syk-Tyr**® bindet und
dessen Aktivitat negativ regulieren kann (Lupher et al., 1998), wurde die subzellulare
Cbl-Verteilung in EGFP-Syk Y323F-Transfektanten im Vergleich zu EGFP-Syk-
Kontrollzellen fluoreszenzmikroskopisch analysiert. Der Grolteil der EGFP-Syk-
Kontrollzellen reicherte nach Induktion der Polarisierung mit fMLP (100 nM) auf
immobilisiertem Fibrinogen Cbl im Lamellipodium an und zeigte dort eine
Kolokalisation von Cbl mit EGFP-Syk (Abb. 17A, Pfeil). Bei den EGFP-Syk Y323F-
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Transfektanten war dieser Effekt ebenfalls zu beobachten (Abb. 17A, Pfeilkdpfe). Die
quantitative Analyse (Abb. 17B) ergab keinen signifikanten Unterschied in der
Umverteilung von Cbl in den Syk-Mutanten (64,0% der Zellen) im Vergleich zu den
EGFP-Syk-Transfektanten (66,0% der Zellen). Dies deutet darauf hin, dass es sich
bei der verminderten Umverteilung von p1100 in das Lamellipodium polarisierter

Zellen um einen fur die PI3K p1100 spezifischen Effekt handelt.
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Abb. 17: Cbl kolokalisierte mit EGFP-Syk und EGFP-Syk Y323F im Lamellipodium. (A)
Konfokalmikroskopische Aufnahmen von transient mit EGFP-Syk oder EGFP-Syk Y323F
transfizierten, adharenten dHL-60-Zellen. In den EGFP-Syk Y323F exprimierenden Zellen
wurden wie in den EGFP-Syk-Transfektanten sowohl Syk als auch Cbl in den Lamellipodien
angereichert (Pfeil, Pfeilkopfe); Marker = 10 um. (B) Quantitative Analyse der Kolokalisation
von Cbl mit EGFP-Syk und EGFP-Syk Y323F im Lamellipodium polarisierter Zellen.
Polarisierte dHL-60-Zellen, die EGFP-Syk oder EGFP-Syk Y323F mit Cbl im Lamellipodium
kolokalisierten, wurden unter dem Mikroskop gezahlt; n = 75 (EGFP-Syk), n = 96 (EGFP-Syk
Y323F). Die gezahlten Zellen stammten aus drei unabhangigen Experimenten.

Wie bereits bekannt kolokalisiert Vav mit Syk und EGFP-Syk im Lamellipodium
polarisierter dHL-60-Zellen (Schymeinsky et al., 2006). Weiterhin wurde gezeigt,
dass Vav eine Plekstrin-homologe Region (PH-Domane) besitzt und Uber diese
durch die PI3K rekrutiert werden kann (Prisco et al., 2005). Um zu untersuchen, ob

die Rekrutierung von Vav durch die Mutation von Syk-Tyr*?®

gestort war, wurde
dessen Lokalisation in der Zelle fluoreszenzmikroskopisch in polarisierten EGFP-
Syk-Transfektanten und EGFP-Syk Y323F exprimierenden Zellen untersucht. Die
konfokale Mikroskopie zeigte, dass Vav sowohl bei EGFP-Syk- als auch bei EGFP-
Syk Y323F-Transfektanten in den Lamellipodien angereichert wurde und dort mit

EGFP-Syk kolokalisierte (Abb. 18A, Pfeil; Pfeilkopfe).
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Abb. 18: Vav kolokalisierte mit EGFP-Syk und EGFP-Syk Y323F im Lamellipodium. (A)
Konfokalmikroskopische Aufnahmen von transient mit EGFP-Syk oder EGFP-Syk Y323F
transfizierten polarisieten dHL-60-Zellen. In EGFP-Syk Y323F exprimierenden Zellen
wurden wie in EGFP-Syk-Transfektanten sowohl Syk als auch Vav in den Lamellipodien
angereichert (Pfeil, Pfeilkopfe); Marker = 10 um. (B) Quantitative Analyse der Kolokalisation
von Vav mit EGFP-Syk und EGFP-Syk Y323F in den Lamellipodien polarisierter Zellen.
Polarisierte dHL-60-Zellen, die EGFP-Syk oder EGFP-Syk Y323F im Lamellipodium
anreicherten und dort mit Vav kolokalisierten, wurden unter dem Mikroskop gezahlt; n = 55
(EGFP-Syk), n = 70 (EGFP-Syk Y323F). Gezahlte Zellen wurden aus drei unabhangigen
Experimenten genommen.

Die quantitative Auswertung zeigte in 58,3% der EGFP-Syk exprimierenden Zellen
eine Kolokalisation von EGFP-Syk mit Vav im Lamellipodium. Fur die EGFP-Syk
Y323F exprimierenden Zellen ergab sich mit einer Kolokalisation in 59,0% der Zellen
kein signifikanter Unterschied im Vergleich zu den Kontrollzellen. Dieses Ergebnis

weist darauf hin, dass Tyr*®

von Syk keine entscheidende Rolle bei der
Rekruitierung von Vav an das vordere Zellende spielt und die PI3K-Bindungsstelle

von Syk eine von Vav unabhangige Bedeutung bei der Zellpolarisation besitzt.

3.11. Defekte Polarisierung von Syk-defizienten murinen neutrophilen

Granulozyten

Differenzierte HL-60-Zellen stellen ein valides Modellsystem fir humane neutrophile
Granulozyten dar (Hauert et al., 2002). Jedoch kann auch das beste Modellsystem
Verhaltensabweichungen gegenuber primaren Zellen aufweisen. Deshalb wurde die
Relevanz der mit den dHL-60-Zellen durchgefuhrten Untersuchungen flr primare
neutrophile Granulozyten durch die Verwendung von murinen Syk” und Syk™

neutrophilen Granulozyten aus Knochenmarks-chimaren Mausen verifiziert. Die
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Adhasion der murinen Syk*"- und Syk”- PMN wurde durch Stimulierung mit 10 uM
fMLP auf immobilisiertem Fibrinogen fur 30 min bei 37°C induziert. Die Polarisierung
der adharenten Zellen wurde unter dem konfokalen Mikroskop analysiert. Stimulierte
murine Syk”’- PMN bildeten bevorzugt einen bipolaren Phanotyp aus und verteilten
Syk an das vordere Zellende um, wo es im Lamellipodium mit F-Aktin kolokalisierte
(Abb. 19, Pfeil). Im Gegensatz dazu bildeten Syk”-PMN  multiple
Lamellipodienbildung aus (Abb. 19, Pfeilkopfe). Dieses Ergebnis weist auf eine
funktionelle Rolle von Syk bei der Stabilisierung der Zellpolaritat auch in primaren

neutrophilen Granulozyten hin.
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Abb. 19: Murine Syk” neutrophile Granulozyten bildeten multiple Lamellipodien.
Konfokalmikroskopische Aufnahmen von polarisierten murinen Syk*” und Syk” neutrophilen
Granulozyten. In Syk"" -Zellen wurden sowohl F-Aktin als auch Syk im Lamellipodium
angereichert (Pfeil). Die Kolokalisation ist in gelb gezeigt (Mischbild). Im Gegensatz dazu
bildeten Syk”™ -PMN multiple Lamellipodien (Pfeilkdpfe); Marker = 10 ym. Das Ergebnis ist
reprasentativ fur drei unabhangige Experimente.
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4. Diskussion

4.1. Die Herstellung GFP-gekoppelter Syk-Konstrukte fiir die Analyse der

Migration

In der vorliegenden Arbeit wurden die B2-Integrin-vermittelte Adhasion und Migration
als essentielle Schritte der Rekrutierung neutrophiler Granulozyten unter
Verwendung von dHL-60-Zellen als Modellsystem fur neutrophile Granulozyten in
vitro analysiert. Funktionelle Analysen wurden vorwiegend mit Hilfe EGFP-
gekoppelter chimarer Proteine durchgefihrt. Mit immobilisiertem Fibrinogen als
bekanntem Liganden der [»-Integrine Mac-1 (CD11b/CD18) und gp150/95
(CD11c/CD18) (Plow et al., 2000) konnte eine funktionelle Beteiligung von Syk bei
der Polarisierung und Chemotaxis neutrophiler Granulozyten bereits von unserer
Arbeitsgruppe nachgewiesen werden (Schymeinsky et al., 2005). Diese Daten waren
mit Hilfe von Antikorperfarbungen von Syk und Hemmung der Syk-Kinaseaktivitat
durch den spezifischen Inhibitor Piceatannol (Oliver et al., 1994) erhoben worden.
Antikoérperfarbungen lassen jedoch nur Untersuchungen fixierter Zellen zu, wahrend
die Dynamik der subzellularen Verteilung von Syk in lebenden Leukozyten dieser
Analyse entgeht. Zudem konnen auch bei einem spezifischen Inhibitor wie
Piceatannol unspezifische Effekte auf andere Kinasen nicht mit letzter Sicherheit
ausgeschlossen werden. So haben Law et al. gezeigt, dass Piceatannol neben Syk
auch die Aktivitat der Focal Adhesion Kinase und der Src-Kinasen beeinflusst, wenn
auch in weit hdheren als in dieser Studie verwendeten Konzentrationen (Law et al.,
1999). Zudem lieferten Experimente mit Thrombozyten Syk-defizienter Mause und
Piceatannol-behandelter humaner Plattchen unterschiedliche Ergebnisse (Law et al.,
1999).

Im ersten Teil der vorliegenden Arbeit wurde durch die Herstellung und Expression
EGFP-gekoppelter Vektoren eine Methode etabliert, um Veranderungen der
Proteinlokalisierung als eine Funktion von Zeit und Stimulus in lebenden Zellen
beobachten zu kénnen. Die biochemische Analyse der EGFP-Syk-Transfektanten
zeigte, dass das EGFP-Syk-Konstrukt auf mRNA- und Proteinebene exprimiert
wurde. Der Syk-EGFP-Vektor wurde ebenfalls auf mRNA-Ebene exprimiert, fuhrte

aber nicht zu einer detektierbaren Fluoreszenz in den transfizierten Zellen. Eine
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mogliche Erklarung hierfir konnte eine falsche posttranslationelle Faltung des
chimaren Syk-EGFP-Proteins sein. Da der EGFP-Syk-Vektor eine =zufrieden
stellende Fluoreszenz in den Zellen aufwies, wurden alle weiteren Untersuchungen

mit diesem Konstrukt durchgeflhrt.

Die Verwendung von dHL-60-Zellen, die transient verschiedene chimare Syk-
Proteine exprimierten, eroffnete verschiedene Moglichkeiten: Die Dynamik der Syk-
Verteilung in lebenden Zellen konnte mit Hilfe der Videomikroskopie beurteilt werden.
Effekte, die sich bei der Verwendung des Inhibitors Piceatannol gezeigt hatten,
konnten auf Syk eingegrenzt werden und es bestand die Mdglichkeit, durch die
Mutation einzelner Bindungsstellen in der Linkerregion von Syk den Signalweg
downstream von Syk zu untersuchen. Die Expression von EGFP allein ist fur die
Zelle ungiftig (Arun et al., 2005). Allerdings konnten transfizierte Zellen durch die
Elektroporation selbst oder die Uberexpression von Syk-gekoppeltem EGFP in ihrer
Funktion beeintrachtigt werden. Fur funktionelle Analysen wurden daher zur Kontrolle
EGFP-C1- bzw. EGFP-Syk-transfizierte Zellen herangezogen. Es zeigte sich, dass
die EGFP-Syk-Transfektanten funktionell waren und in Bezug auf die
Zellpolarisierung, Lamellipodienbildung und die Anreicherung von Syk und F-Aktin an
der Zellfront ahnliche Charakteristika zeigten wie nicht-transfizierte Wildtypzellen
(Schymeinsky et al., 2005) bzw. EGFP-C1-Kontrollzellen. Somit konnte im ersten Teil
der vorliegenden Arbeit ein Transfektionssystem etabliert werden, das geeignet war,

die Rolle von Syk bei der Migration von Leukozyten zu untersuchen.

4.2. Die Rolle von Syk bei der PB:-Integrin-abhangigen Polarisierung und

Migration

Die Untersuchungen zur Rolle von Syk bei der Polarisierung und Migration von
neutrophilen Granulozyten erfolgten an transient mit EGFP-Syk transfizierten dHL-
60-Zellen. Durch die mikroskopische Analyse der adharenten Zellen konnte in der
vorliegenden Arbeit bestatigt werden, dass Syk aus dem Zytosol unstimulierter Zellen
in das Lamellipodium polarisierter, auf immobilisiertem Fibrinogen adharenter Zellen
umverteilt wird, was fur dHL-60-Wildtyp-Zellen bereits von unserer Arbeitsgruppe
gezeigt worden war (Schymeinsky et al., 2005). Darlber hinaus konnte gezeigt

werden, dass die Anreicherung von EGFP-Syk am vorderen Zellpol nicht zeitlich
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beschrankt war, sondern wahrend der Migration Uber einen langeren Zeitraum

konstant erhalten blieb.

Welche Funktion hat diese Umverteilung von Syk ins Lamellipodium? Durch die
Anreicherung von Signalmolekilen am vorderen Zellpol transformiert die Zelle den
externen Gradienten in einen internen und verstarkt ihn, so dass Richtungs-
wahrnehmung auch Uber einen flachen Gradienten von ca. 2% Uber den Zellkorper
moglich wird (Wang et al, 2002; Van Haastert und Devreotes, 2004). In
suspendierten Zellen bleibt Syk trotz Stimulation mit fMLP homogen verteilt
(Schymeinsky et al., 2005), was flur eine Abhangigkeit der Syk-Umverteilung von (3,-
Integrinen spricht. Auch konnte bereits nachgewiesen werden, dass Syk nach
Ligandenbindung der B»-Integrine tyrosinphosphoryliert wird und fur das B»-Integrin-
vermittelte Spreading bendtigt wird (Willeke et al., 2003; Mocsai et al., 2002). Die
Interaktion von Syk mit den B.-Integrinen wird neuen Erkenntnissen zufolge von
ITAM-tragenden Adaptermolekilen vermittelt. Dabei phosphorylieren Src-Kinasen
vermutlich nach Ligandenbindung der [»-Integrine das ITAM-tragende
transmembrane Adaptermolekil DAP12, was zur Aktivierung von Syk fuhrt (Mocsai
et al., 2006). Auch die Tatsache, dass der GEF Vav und die Adapterproteine SLP-76
und SLAP130/ADAP an der Regulierung des Zytoskeletts beteiligt sind und zu den
Substraten von Syk gehoren (Miranti et al., 1998; Bubeck Wardenburg et al., 1998;
Obergfell et al., 2002; Schymeinsky et al., 2006), deutet darauf hin, dass Syk die .-
Integrin-vermittelte Adhasion mit zytoskelettaler Reorganisation verbindet und auf

diese Weise in die Zellpolarisierung eingreift.

Ein Effekt von Syk auf die Zellpolarisierung konnte in der vorliegenden Arbeit durch
pharmakologische Hemmung von Syk mit Piceatannol gezeigt werden. Dies flhrte zu
exzessiver Lamellipodienbildung in stimulierten PHAkt-GFP-dHL-60-Zellen. In dHL-
60-Syk-siRNA-Zellen, deren endogenes Syk auf 38% des Ausgangswertes
vermindert war (Schymeinsky et al., 2006), wurde eine ahnliche Polarisierungs-
stérung beobachtet. Die Bedeutung von Syk flir die Polarisierung wurde durch
Untersuchungen von Syk-defizienten murinen PMN bestatigt, die ebenfalls nach der
Stimulation mit fMLP multiple Lamellipodien ausbildeten. Hierdurch konnte gezeigt
werden, dass Syk nicht nur essentiell fir die Polarisierung von dHL-60-Zellen,

sondern auch von primaren neutrophilen Granulozyten ist.
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4.3. Outside-in-Signaling

Im zweiten Teil der vorliegenden Arbeit wurde der die Polarisierung kontrollierende
Syk-Signalweg naher charakterisiert. Fur die regulatorischen Untereinheiten p85a
und p85B3 der Klasse IA Phosphatidyl-Inositol-3-Kinase (PI3K) wurde eine
Bindungsstelle an Syk nachgewiesen (Moon et al., 2005). Es ist darlber hinaus
bekannt, dass PI3Ks der Klassen IA und IB eine wichtige Rolle bei der Migration und
Polarisierung von Leukozyten einnehmen (Sasaki et al., 2000; Li et al., 2000; Yum et
al., 2001; Sadhu et al., 2003; Puri et al., 2005). Um der Frage nachzugehen, ob Syk-
vermittelte Signalwege Uber die PI3K von Bedeutung fur Polarisierung und Migration
sind, wurde durch Punktmutation ein EGFP-gekoppeltes Syk-Konstrukt erstellt, dem
die Bindungsstelle fur die regulatorischen Untereinheiten p85a und p85f3 der PI3K
Klasse |A fehlte (EGFP-Syk Y323F). Mit Hilfe transienter Expression dieses
chimaren Proteins in dHL-60-Zellen konnte Syk-Tyr*?®, die Bindungsstelle fiir die
PI3K der Klasse IA, in funktionellen Untersuchungen als eine wichtige Komponente
der Zellpolarisierung identifiziert werden. Im Vergleich mit EGFP und EGFP-Syk
exprimierenden Zellen war die Polarisierung deutlich gestort, was sich in der Bildung
multipler Lamellipodien aullerte. Videomikroskopische Zeitrafferanalysen der Syk-
Y323F-Mutanten zeigten zudem eine erhohte zeitliche Instabilitat der Lamellipodien.
Mit der Umverteilung von Syk ins Lamellipodium interferierte die Mutation jedoch
nicht. Somit hatte Syk-Tyr*?® bzw. die PI3K keinen Einfluss auf die Umverteilung von
Syk selbst. Hier scheinen andere Mechanismen, darunter die Syk-Kinaseaktivitat und
die Interaktion mit Vav (Schymeinsky et al., 2006), eine Rolle zu spielen.

323 eine bedeutende

Zusammengefasst weisen diese Daten darauf hin, dass Syk-Tyr
Rolle bei der Bildung eines ,leitenden® Lamellipodiums bzw. bei der Hemmung
lateraler Lamellipodien spielt. Der bipolare Phanotyp jedoch ist eine Notwendigkeit
fur die ortsgerichtete Migration (Van Haastert und Devreotes, 2004).
Ubereinstimmend konnte gezeigt werden, dass die Fahigkeit der Syk-Mutante, in
einem chemotaktischen Gradienten gerichtet zu migrieren, gegenuber den EGFP

und EGFP-Syk exprimierenden Zellen deutlich beeintrachtigt war.

Interessanterweise zeigen migrierende Leukozyten, deren RhoA gehemmt ist, einen
der Syk-Y323F-Mutante ahnlichen Phanotyp mit der Ausbildung von multiplen
Lamellipodien (Worthylake und Burridge, 2003). Zudem scheint RhoA bei der

Lokalisierung der [.-Integrine an der Zellfront eine Bedeutung zuzukommen
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(Worthylake et al., 2001) und in dHL-60-Zellen wird die RhoA-Aktivierung durch die
Expression einer dominant negativen Syk-Mutante vermindert (Shi et al., 2006). Die
funktionelle Bedeutung von Rho liegt jedoch am Uropod migrierender Zellen, wo es
das Detachment des hinteren Zellpols und das Nachziehen des Zellkorpers reguliert
(Ridley, 2001). In der vorliegenden Arbeit konnte nicht ausgeschlossen werden, dass
Syk neben der Kontrolle des anterioren Zellpols auch eine funktionelle Rolle beim
Detachment des Uropods besitzt. Da ein Teil der Zellen neben einer Umverteilung
von Syk an die Zellfront auch eine Anreicherung am hinteren Zellpol zeigte (Daten

nicht gezeigt), sollte diese Frage Gegenstand weiterer Untersuchungen sein.

Insgesamt war die Ausbildung des stabilen bipolaren Phanotyps jedoch nicht bei
allen EGFP-Syk Y323F exprimierenden Zellen vollig gehemmt. Eine mdogliche
Erklarung hieflr sind alternative Signalwege, die imstande sind, den bipolaren
Phanotyp zu stabilisieren. In einem derartig bedeutenden und komplexen Prozess
wie der Rekrutierung von Leukozyten zum Entzindungsgeschehen ist durchaus eine
grol’e Redundanz der vermittelnden Signalwege zu erwarten. Der Syk-vermittelte
PI3K-Signalweg konnte die Schwelle fur die Bildung neuer Lamellipodien in bereits
polarisierten Zellen erhdhen, ohne die Ausbildung des bipolaren Phanotyps vollig zu
verhindern. Daneben kdnnte auch die Variabilitat der Expressionsstarke des EGFP-
Syk Y323F-Konstrukts in den transient transfizierten Zellen eine Rolle bei der

funktionellen Auswirkung der Mutation spielen.

Molekulare Grundlagen des Syk-vermittelten PI3K-Signalweges

Verschiedene Studien zeigten eine Rolle der Klasse IB PI3Ky fur die Chemotaxis von
PMN, Makrophagen und naiven T-Lymphozyten (Sasaki et al., 2000; Li et al., 2000;
Reif et al., 2004; Puri et al., 2005). Zusatzlich ist bekannt, dass die katalytische
Klasse IA-Untereinheit p1100 eine wichtige Funktion bei der ortsgerichteten
Migration von PMN und B-Zellen aufweist (Reif et al., 2004; Sadhu et al., 2003). An
Syk-Tyr**® binden jedoch, soweit bisher bekannt, lediglich die regulatorischen
Untereinheiten der PI3K Klasse IA, p85a und p85B (Moon et al., 2005). In der
vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Mutation Syk-Y323F einen
Einfluss auf die Umverteilung der PI3K-Untereinheit p110d hatte. Die Y323F-
Mutanten waren nicht mehr in der Lage, p110d effizient im Lamellipodium

anzureichern. Ein ahnlicher Effekt zeigte sich in Syk-siRNA-Zellen, in denen die

62



Expression von Syk mit Hilfe der siRNA-Technik auf 38% vermindert war. Auch diese
Zellen zeigten einen Defekt der Umverteilung der PI3Kd in die Lamellipodien
polarisierter Zellen. In der Konsequenz war die Anreicherung von 3-
Phosphoinositiden im Lamellipodium von PHAKkt-GFP-Zellen nach pharmako-
logischer Hemmung der Syk-Kinaseaktivitat vermindert. Diese Daten zeigen, dass
Syk notwendig fur die effiziente Umverteilung der PI3Kd an den vorderen Zellpol ist,
was eine Voraussetzung fur die lokalisierte Produktion von 3-Phosphoinositiden ist.
Hierdurch konnte indirekt gezeigt werden, dass die PI3K® downstream von Syk in
einem die Zellpolarisierung kontrollierendem Signalweg liegt. Die gestorte Migration
der Syk-Y323F-Mutanten koénnte somit durch eine fehlende Bindung der
regulatorischen Untereinheit p85 an Syk, was zu einer unzureichenden Aktivierung
der p1106-Untereinheit fuhrte, verursacht worden sein. Ob dies durch
Phosphorylierung der Untereinheit p85a und subsequente Disinhibition von p110d
oder durch alternative Mechanismen geschieht, konnte nicht geklart werden. Eine
direkte Phosphorylierung von p85 durch Syk ist bislang nicht gezeigt worden. Die
subzellulare Verteilung von p85 in der Syk-Mutante und den Syk-siRNA-Zellen
konnte aufgrund unzureichender Bindung des Antikdrpers gegen p85 nicht

untersucht werden.

Auf welche Weise beeinflussen Syk und die PI3K die Polarisierung und Migration von
Leukozyten? Bernardini et al. konnten zeigen, dass nach Ligandenbindung von fMLP
an Chemokinrezeptoren die PI3K-Aktivitat mit dem Bo-Integrin LFA-1 assoziiert
(Bernardini et al., 2005). Verschiedene Beobachtungen veranlassten Bernadini et al.
zu der Annahme, dass die Bg-Integrin-assoziierte Lipidkinaseaktivitat der Klasse |A
PI3K-Unterfamilie zuzuordnen ist. In PMN wurde eine Rolle der PI3K Klasse IA flr
die B2-Integrin-abhangige Adhasion gezeigt (Gao et al., 2006); aullerdem flhrte die
Hemmung von Syk mit Piceatannol zu einer reduzierten PI3K-Aktivitat in humanen
PMN (Li et al., 2006). Diese Daten weisen darauf hin, dass Syk fur die Aktivierung

der PI3K in Integrin-vermittelten Signalwegen von Bedeutung ist.

Zur Frage der molekularen Mechanismen von Zellpolarisierung und Chemotaxis
stellten Procko und McColl ein Modell auf, das auf einer lokalen Anhaufung von PIP3
beruht (Procko und McColl, 2005). Demnach stimuliert die Ligandenbindung an einen

Chemokinrezeptor dessen Dissoziation in die Untereinheiten Ga®™ - und GBy. GRy
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aktiviert p101/p110y und fihrt dadurch zu einer initialen Anhaufung von 3-
Phosphoinositiden. Dieser initiale Burst der PIPs-Produktion ist in der Lage, GEFs fur
Rho-Familien GTPasen zu aktivieren, darunter auch Vav (Welch et al., 2003). Die
kleinen GTPasen konnen die PI3Kd aktivieren, von der angenommen wird, dass sie
essentiell fir die Amplifikation der PIP3-Produktion ist (Srinivasan et al., 2003; Welch
et al., 2003). Zu dieser Vorstellung passt auch die Beobachtung, dass exogen
zugefuhrtes PIP3 allein imstande ist, eine PIPs-Amplifikation zu induzieren (Weiner et
al., 2002). Eine sequentielle Aktivierung der PI3Ky und der PI3Kd konnte in humanen
neutrophilen Granulozyten gezeigt werden (Condliffe et al., 2005). Neue Daten
weisen jedoch darauf hin, dass die PI3Kd verantwortlich fir den Grofdteil der PIP;-
Produktion nach chemotaktischer Stimulation von neutrophilen-ahnlichen PLB-985-
Zellen ist und der erste PIP3-Peak durch die PI3Ky hierfir nicht bendtigt wird
(Boulven et al., 2006).

Richtungssignale der G-Protein-

gekoppelten Rezeptoren —~—  Positionssignale der Integrine

fMLP Fibrinogen

G-Protein-gekoppelter
Rezeptor

B,-Integrin

chemotaktischer
Gradient

Zell-Vorderende

€dc42) ( Rac)

Regulierung des Aktin-Zytoskelett

Abb. 20: Modell eines funktionellen Zusammenspiels zwischen der PI3Ky und der
PI3K® bei der Migration.
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Allgemein werden die PI3Ky und die PI3Kd als kooperierende Partner in
verschiedenen Signalwegen angesehen (Rommel et al., 2007). Die vorliegenden
Ergebnisse deuten darauf hin, dass ein B,-Integrin-vermittelter Syk-Signalweg Uber
die regulatorische Untereinheit p85 eine PI3Ky-unabhangige Aktivierung von p1100
und einen funktionellen Crosstalk zwischen Chemokin-abhangigen
Richtungssignalen und Integrin-vermittelten Positionssignalen ermdglichen konnte
(Abb. 20).

Da Syk in der Lage ist, GEFs flr die Aktivierung von Rac zu phosphorylieren, besteht
die Mdglichkeit, dass Syk ebenfalls ein Bestandteil der oben beschriebenen positiven
Ruckkopplungsschleifen ist. Ob dies der Fall ist, konnte jedoch in der vorliegenden
Arbeit durch die Analyse der subzellularen Verteilung von Vav in den Syk-Y323F

323 interferierte

exprimierenden Zellen nicht geklart werden: Die Mutation Syk-Tyr
nicht mit der Kolokalisation von Syk und Vav im Lamellipodium, so dass sich kein

Hinweis auf eine direkte Beeinflussung des Vav-Signalwegs ergab.

Die PI3Ks sind nicht die einzigen Interaktionspartner von Syk-Tyr*®>. Ein weiterer
Bindungspartner von Syk-Tyr*?® ist Cbl (Lupher et al., 1998). Cbl wird nach der
Ligandenbindung einer Vielzahl von Oberflachenrezeptoren wie Integrine und
Zytokinrezeptoren tyrosinphosphoryliert (Thien und Langdon, 2001) und Ubernimmt
verschiedene Funktionen in Tyrosinkinase-Signalwegen. Hierzu zahlen die
Regulierung des Aktin-Zytoskeletts, die Adhasion und die Migration (Sanjay et al.,
2001; Caveggion et al., 2003; Schmidt, 2005). Vor diesem Hintergrund wurde
untersucht, ob die Hemmung der Interaktion von Syk und Cbl als Ursache der
gestorten Migration der Y323F-Mutanten in Frage kommt. Die Analyse der
intrazellularen Lokalisation von Cbl mittels Fluoreszenzmikroskopie ergab jedoch
keinen Unterschied in den Syk-Mutanten im Vergleich zu den EGFP-Syk-
Kontrollzellen, sondern zeigte bei beiden Transfektanten eine Kolokalisation von Cbl
und EGFP-Syk in den Lamellipodien der transfizierten Zellen. Die hier verwendete
Methode lieferte somit keinen Anhalt flir eine Beteiligung von Cbl an dem
beobachteten Effekt, was darauf hinweist, dass die defekte Umverteilung spezifisch
die PI3K betrifft.
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Sada et al. haben die murine Mutante Syk Y317F, die dem humanen Syk Y323F
entspricht, als eine Gain-of-Function-Mutation beschrieben (Sada et al., 2000). Die
Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass die Expression von Syk Y317F in Mastzellen zu
erhohter FceRI-vermittelten Phosphorylierung der Phospholipase Cy und gesteigerter
Histaminfreisetzung flhrte. Der Gain-of-Function-Effekt erstreckte sich jedoch nicht
auf alle Syk-vermittelten Signalwege; z.B. war die Phosphorylierung von Rezeptor-
untereinheiten, Vav und MAPK nicht gesteigert. Sada et al. postulieren, dass das
Protoonkoprotein Cbl, welches an Syk-Tyr’'" bindet, die Kinaseaktivitat von Syk
negativ beeinflusst. Uberexpression von Cbl fiihrt zu erniedrigter Tyrosin-
phosphorylierung von Syk, so dass Cbl als endogener Regulator der
Signaltransduktion und Zellaktivierung dienen konnte (Ota und Samelson, 1997).
Morphologie, Phanotyp und dynamisches Verhalten der in der vorliegenden Arbeit
untersuchten dHL-60-Zellen ahnelten dagegen der Loss-of-Function-Mutante K402R,
einer katalytisch inaktiven Form von Syk (Schymeinsky et al., 2006). Diese
Differenzen beruhen moglicherweise auf dem verwendeten Zelltyp: Sada et al.
verwendeten fur ihre Analysen RBL-2H3-Mastzellen, wahrend in der vorliegenden
Arbeit funktionelle Untersuchungen an dHL-60-Zellen durchgefuhrt wurden.

323 Unterschiedliche zelluldre Funktionen

Wabhrscheinlicher ist aber, dass Syk-Tyr
ubernimmt, entsprechend der Vielzahl der Aufgaben und Bindungspartner von
sowohl Syk als auch der verschiedenen PI3K-Unterformen. Als ein Beispiel hierfur
konnten Moon et al. in nicht-hamatopoetischen COS-7 Zellen erstmals eine positive

317

Rolle von Syk-Tyr®'" in der Signaltransduktion der Syk-abhangigen Phagozytose

zeigen (Moon et al., 2005).

4.4. Ausblick

Das Feld der Leukozytenaktivierung und —rekrutierung wird seit Jahren mit grol3er
Intensitat erforscht. Dabei ist die wichtigste Frage noch immer ungelost und wird
kontrovers diskutiert: Welcher der vielen Rekrutierungsschritte bietet das
vielversprechendste, einfachste und sicherste molekulare Ziel fur therapeutische
Interventionen bei entzindlichen Erkrankungen? Bisher stlitzen umfassende
praklinische und klinische Studien vor allem die Idee einer antiinflammatorischen
Therapie durch Leukozytenadhasionshemmer, die an Integrinen ansetzen. Die [B2-
Integrin-vermittelte  Rekrutierung  neutrophiler Granulozyten wird als ein

SchlUsselereignis der schadlichen Entziindungsprozesse in Folge von
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Myokardinfarkten, Schlaganfallen, Ischamie-Reperfusionsschaden und rheumatoider
Arthritis angesehen (Luster et al., 2005). Ein Beispiel fur eine anti-Adhasionsstrategie
ist Natalizumab, ein monoklonaler Antikorper gegen die as-Integrinkette von Ty1-
Zellen. Natalizumab blockiert die Bindung von as31 (VLA-4) an VCAM-1 sowie die
Bindung von asf7 an MadCAM-1 und hemmt auf diese Weise die Infiltration von
Gehirn und gastronitestinalem Gewebe durch Th1-Zellen. Dies ermoglicht eine
Behandlung der Multiplen Sklerose und des Morbus Crohn (Ghosh, 2003; Miller et
al., 2003). Auch die Hemmung des a,-Integrins (CD11a), das gemeinsam mit CD18
das B.-Integrin LFA-1 bildet, durch die Antikérper Odulimomab und Efaluzimab
erwies sich als erfolgreiche Therapie bei der Graft versus Host-Reaktion, der

TransplantatabstoRung und der Psoriasis (Ulbrich et al., 2003).

Allerdings zeigten sich diese Therapieansatze als zweischneidiges Schwert. Unter
Therapie mit Natalizumab entwickelte ein kleiner Teil der behandelten Patienten eine
Progressive Multifokale Leukenzephalopathie, eine todliche opportunistische
Infektion des Gehirns. Antikorper oder Chemokinantagonisten, welche die
Extravasation neutrophiler Granulozyten hemmen, ziehen Symptome nach sich, die
dem Leukozytenadhasionsdefizienz-Syndrom ahnlich sind (Luster et al., 2005;
Yonekawa und Harlan, 2005). Die in praklinischen Studien viel versprechende
antiadhasive Therapie von Ischamie-Reperfusionsschaden (Thiagarajan et al., 1997)
erwies sich in klinischen Studien als enttduschend: Rovelizumab, ein monoklonaler
Antikérper gegen B.-Integrine, war nicht in der Lage, die InfarkigréRe nach einem
akuten Myokardinfarkt zu verringern (Faxon et al., 2002). Das Outcome nach einem
Apoplex wurde durch die Behandlung mit UK-279,276, einem rekombinanten
Glykoprotein, das selektiv die CD11b-Untereinheit des B,-Integrin Mac-1
(CD11b/CD18) bindet, nicht verbessert (Krams et al., 2002). Hier wird deutlich, dass
zur Minimierung unerwunschter Nebeneffekte und zur Verbesserung des

Therapieerfolgs spezifischere Inhibitoren gefunden werden mussen.

Ein alternativer Ansatz fir pharmakologische Interventionen ist die Blockierung
einzelner Enzyme, Adapterproteine oder Signalwege. Die groRe Redundanz der
inflammatorischen Signalwege wirkt hierbei zwar erschwerend (Nathan, 2006),
konnte aber auch fur teilblockierende Effekte genutzt werden. Zur Beeinflussung der

PI3K gibt es bereits praklinische und klinische Erfahrungen. Praparate, die spezifisch
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p1108 inhibieren, hemmen die Migration neutrophiler Granulozyten (Sadhu et al.,
2003) und verbessern den Erfolg von Tumorbehandlungen durch strahlungs-
induzierte GefalRdestruktion (Geng et al., 2004). Da Syk und die PI3K beide eine
essentielle Bedeutung fur chemotaktische Prozesse von Leukozyten besitzen, ware
die Hemmung ihrer Interaktion eine elegante Option, in die Migration einzugreifen.
Ein weiterer favorisierter Angriffspunkt sind ITAM-tragende Adaptermolekile wie
DAP12, welche die Interaktion von Syk mit den B2-Integrinen vermitteln (Mocsai et
al., 2006). Es ist jedoch kaum zu erwarten, dass hierbei nicht auch andere wichtige

Zellfunktionen gestort werden.

Zu beachten ist jedoch, dass Syk auch fur Zellfunktionen aulierhalb der
Immunantwort von entscheidender Bedeutung ist. Bei fehlendem Syk ist die
Lebensfahigkeit von Mausen stark eingeschrankt. So sterben Syk-defiziente Mause
perinatal (Turner et al., 1995), die embryonale und adulte Vaskulogenese weist in
Syk-chimaren Mausen Defekte auf (Abtahian et al., 2003; Sebzda et al., 2006). In
humanen malignen Brustkarzinomgeweben scheint Syk eine der in Leukozyten
entgegengesetzte Funktion bei der Migration zu haben. Syk tritt hier als Suppressor
der Invasivitat auf (Coopman et al., 2000; Coopman und Mueller, 2006) und
beeinflusst die Tumorzellmigration negativ, ein Effekt, der ebenfalls PI3K-vermittelt
ist (Mahabeleshwar et al., 2003). Zudem hat Syk einen hemmenden Einfluss auf die
Zellteilung in Brustepithelzellen (Zyss et al., 2005) und die Syk-Expression korreliert
negativ mit der Entwicklung und Invasivitat des Tumorgewebes (Repana et al., 2006;
Wang et al,, 2007). In B-Zell-Lymphomen dagegen wird Syk fur das Wachstum
bendtigt (Gururajan et al., 2007). Die funktionelle Rolle von Syk scheint also
zelltypspezifisch zu sein. Obwohl Syk madglicherweise ein attraktives Ziel fur die
Behandlung Immunkomplex- und Komplement-vermittelter Erkrankungen darstellt,
wie durch eine stark eingeschrankte reverse passive Arthusreaktion in Syk-
knochenmarkschimaren Mausen (Schymeinsky et al., 2006) und im Modell einer
Mac-1- und Syk-abhangigen thrombohamorrhagischen Vaskulitis (Hirahashi et al.,
2006) gezeigt werden konnte, ware deshalb im Falle eines therapeutischen
Eingreifens in Syk-vermittelte Signalwege im Hinblick auf unvorhersehbare
unerwunschte Wirkungen Vorsicht geboten. Ein Syk-Inhibitor (R406) befindet sich
nach erfolgreichem Einsatz im Tiermodell bereits in Phase 1 der klinischen

Erprobung. R406 hemmt die Syk-Kinaseaktivitat, indem es an die ATP-Bindetasche
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bindet, und flhrte zu einer verminderten Immunkomplex-vermittelten Entziindungs-
reaktion in der reversen passiven Arthusreaktion, zwei antikorperinduzierten
Arthritismodellen und einer Kollagen-induzierten Arthritis bei Mausen (Braselmann et
al., 2006; Pine et al., 2006). Aullerdem konnte durch Behandlung mit einem weiteren
Syk-spezifischen Inhibitor (R112) die Freisetzung von Histamin und weiteren pro-
inflammatorischen Mediatoren blockiert werden, was sich in Phase 2 der klinischen
Studien bereits als signifikante Verminderung der Symptome der saisonalen
allergischen Rhinitis widerspiegelte (Rossi et al., 2006). Obwohl Syk auch bei der
Aktivierung von Thrombozyten eine Rolle spielt (Obergfell et al., 2002), ist die
Blutungszeit bei Mausen nach Behandlung mit R406 nicht verlangert. Syk scheint
also nur eine untergeordnete Bedeutung fur die Hamostase in vivo zu haben. Zudem
ergaben vierwochige Immunotoxizitats-Studien mit Ratten keine inakzeptablen
Nebenwirkungen von R406. Immunmodulatorische Effekte wie eine periphere
Lymphopenie waren nach einem zweiwdchigen therapiefreien Intervall reversibel
(Zhu et al., 2007). Somit kdonnte sich die pharmakologische Hemmung von Syk als
ein realisierbarer molekularer Ansatz zur Therapie entzundlicher Erkrankungen

herausstellen.
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5. Zusammenfassung

Polymorphkernige neutrophile Granulozyten spielen eine Schllsselrolle bei der
angeborenen Immunabwehr. Ihre Rekrutierung an den Entzindungsort ist eine
wesentliche Voraussetzung fir die dort stattfindende Immunreaktion. Von
Adhasionsmolekulen der Bo-Integrinfamilie vermittelte Signalwege sind fur die
Rekrutierung von PMN von zentraler Bedeutung. Auf die Bz-vermittelte Adhasion am
GefalRendothel folgen die ebenfalls B;-abhangige transendotheliale Extravasation
und chemotaktisch gesteuerte Migration zum Ort des Entzindungsgeschehens.
Voraussetzung fur eine effiziente Chemotaxis ist eine genau regulierte Polarisierung
der Zellen. Eine bekannte Rolle fur die Polarisation von Leukozyten besitzen sowohl
die Tyrosinkinase Syk als auch die Phosphatidyl-Inositol-3-Kinase (PI3K). Im
Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde die Funktion des Syk-vermittelten PI3K-
Signalweges bei der Kontrolle von Polarisation und ortsgerichteter Migration
neutrophiler Granulozyten genauer untersucht. Hierfur wurde das Modellsystem der
differenzierten HL-60-Zellen (dHL-60-Zellen) verwendet.

Zunachst wurden EGFP-gekoppelte Syk-Expressionsvektoren hergestellt und die
EGFP-Syk- und Syk-EGFP-Konstrukte mittels Elektroporation transient in dHL-60-
Zellen exprimiert. Biochemische Analysen bestatigten die Expression des chimaren
EGFP-Syk-Proteins in den transfizierten Zellen. Das chimare Syk-EGFP-Konstrukt
wurde zwar auf mMRNA-Ebene exprimiert, fihrte aber nicht zu einer Fluoreszenz der
durch Elektroporation transfizierten Zellen. Funktionelle Analysen der EGFP-Syk-
Transfektanten ergaben wahrend der Adhasion und Migration eine Umverteilung von
EGFP-Syk an den flhrenden Zellpol und eine dort Uber langere Zeit stabile

Anreicherung.

Zur naheren Charakterisierung des Syk-Signalweges wurde im zweiten Teil der
Arbeit die Syk-Mutante Y323F hergestellt. Dieser Mutante fehlte die Bindungsstelle
fur die Phosphatidyl-Inositol-3-Kinase (PI3K). Die temporare Expression des EGFP-
Syk Y323F-Konstruktes in dHL-60-Zellen fuhrte zu einer eingeschrankten

Polarisationsfahigkeit der dHL-60-Zellen. Dies resultierte in der Ausbildung von
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multiplen Lamellipodien ohne einen definierbaren anterioren bzw. posterioren Zellpol
in den Mutanten. Die exzessive Lamellipodienbildung der EGFP-Syk Y323F
exprimierenden Zellen zeigte sich auch im chemotaktischen Gradienten, was zu
einer stark eingeschrankten Migrationsfahigkeit fihrte. Obwohl EGFP-Syk Y323F
ebenso wie EGFP-Syk in die Lamellipodien umverteilt wurde, war die asymmetrische
Anreicherung der PI3Kd in den Syk-Mutanten gestort. Die verminderte lokale
Aktivierung der PI3K spiegelte sich in einer verminderten Anhaufung von PI3K-
Produkten in den Lamellipodien von PHAkt-GFP-Zellen wider, deren Syk-
Kinaseaktivitat mit dem Inhibitor Piceatannol gehemmt war. Da die Umverteilung von

Cbl, welches ebenfalls an Tyr’®

von Syk bindet, in den Syk-Mutanten im Vergleich
zu den EGFP-Syk-Kontrollzellen nicht verandert war, scheint der beobachtete Effekt
spezifisch fir die PI3K zu sein. Syk-Tyr?® spielte dariiber hinaus keine
entscheidende Rolle bei der Rekruitierung von Vav an das vordere Zellende, was
sich in einer Kolokalisation von Vav mit EGFP-Syk Y323F ebenso wie mit EGFP-Syk
in den Lamellipodien zeigte. Die PI3K-Bindungsstelle von Syk scheint somit eine von
Vav unabhangige Bedeutung bei der Zellpolarisation zu besitzen. Schlie3lich wurde
die funktionelle Bedeutung von Syk bei der Polarisierung in Syk-defizienten murinen
neutrophilen Granulozyten, die eine exzessive Lamellipodienbildung aufwiesen,

bestatigt.

Insgesamt legen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit den Schluss nahe, dass die
Syk-vermittelte Kontrolle des PI3K-Signalweges fur die ortsgerichtete Migration und
damit auch fur die Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten an den
Entzindungsort essentiell ist. Da diese Rekrutierung eine wesentliche
Voraussetzung fur physiologische und pathologische Abwehrreaktionen des
Organismus ist, er6ffnen neue Erkenntnisse Uber molekulare Zusammenhange der
Kontrolle von Polarisation und Migration moglicherweise neue Perspektiven zu

therapeutischen Interventionen bei entzindlichen Erkrankungen.
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Anhang

Abkurzungsverzeichnis

AKT/PKB Proteinkinase B

Arf ADP-ribosylation Factor

Arp2/3 Actin-related Proteins 2/3

ATP Adenosin-5’-triphosphat

bp Basenpaare

BP Bandpass

BSA Bovines Serum Albumin

C Cystein

[Ca®'] Calciumionenkonzentration

Cbl Casitas B Lymphoma Family Molecules

Cdc42 Ras-verwandtes G-Protein

cDNA complementary DNA

CMV-Promoter Cytomegalovirus immediate early Promoter

COS-7-Zellen Nierenfibroblasten-Zelllinie, gewonnen aus der Grunen
Meerkatze (Cercopithecus aethiops)

CR Komplementrezeptor

Da Dalton

DAG Diacylglycerin

DAP12 DNAX activating protein 12

dHL-60 differenzierte HL-60-Zellen

DIC Differential Interference Contrast

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonucleic Acid

DNAse DNA-Hydrolase

dNTPs desoxyribo-Nukleosidtriphosphat

DEPC Diethylpyrocarbamat

E Extinktion

E. coli Escherichia coli

EDTA Ethylendiamintetra-Acetat

EGFP Enhanced green fluorescent Protein

et al. et alii (Iat. und andere)

F Phenylalanin

Fc Fragment crystalline (kristallisierbares Fragment von
Antikorpern)

FcR Fc-Rezeptor; Rezeptoren flr verschiedene
Immunglobulinisotypen (CD64, CD32 und CD16)

FcyR IgG-Rezeptor (Fc-spezifisch)

FCS Fetal Calf Serum

fdw forward

Fgr Fgr ist ein Protoonkogen und ein Mitglied der Src-
Tyrosinkinasen-Familie

fMLP N-formyl-Methionyl-Leucyl-Phenylalanin

g Erdbeschleunigung (9,81 m/s?)

GAP GTPase-aktivierendes Protein
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GDP
GEF
G-Protein
GTP
GTPase
GaBy
Hck
Hepes
HL-60
HR
ICAM-1
IG

IMDM
ITAM

IP3
Jurkat

kb

LAD
LB-Medium
LFA-1
LIMK
LSM

Lyn
LY294002

M

Mac-1
MadCAM
MAPK
MCS

Met

mM
MmRNA
Na

P

PAK
PBS
PCR
PH-Domane
PIP2

PIP3/(P1(3,4,5)P3)

PKB
PKC
PI3K
PLB-985
PLC
PMN
PtdIns
PTK
Rab

Guanosin-5"-Diphosohat

Guanine Nucleotide-exchange Factor
Guaninnucleotide-bindendes Protein
Guanosin-5"-Triphosohat

GTP-Hydrolase

trimeres G-Protein

Hematopoetic Cell Kinase
N-2-Hydroxyethylpiperazin-N2'-Ethansulfonsaure
humane promyelozytische Leukamie

high Resolution

intercellular Adhesion Molecule-1
Immunglobulin

Iscove’s modified Dulbecco’s Media
Immunoreceptor Tyrosine-based Activation Motif
Inositol 1,4,5-Trisphosphat

humane T-Zell Leukamie

Kilobasenpaare
Leukozytenadhasionsdefizienz

lysogeny broth-Medium

Lymphocyte function-associated Antigen-1
LIMK-Domain-containing Kinase

Laser scanning Microscope
Ick/yes-verwandte neue Tyrosinkinase der Src-Familie
2-(4-Morpholinyl)-8-Phenyl-4H-1-Benzopyran-4-one
Hydrochloride

molar

Macrophage Antigen-1

Mucosal Addressin Cell Adhesion Molecule
Mitogen-activated Protein Kinase

multiple Cloning Site

Methionin

Millimolar

messenger RNA

numerische Apertur

Phosphat

p21-activated Kinase

Phosphat buffered Saline

Polymerase Chain Reaction
Plekstrin-homologe Domane
Phosphatidylinositol (4,5)-Bisphosphat
Phosphatidylinositol (3,4,5)-Triphosphat
Proteinkinase B

Proteinkinase C
Phosphatidyl-Inositol-3-Kinase

humane promyelozytische Leukamie
Phospholipase C

polymorphkernige neutrophile Granulozyten
Phosphoinositide

Proteintyrosinkinase

ras-related in brain; Die Rab-Familie gehort zur Ras-Superfamilie

der kleinen GTPasen
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Rac
Ran
Ras

RBL-2H3
rev
Rho

RNA
RNAse
Rock

RPMI

RT
SDS-PAGE
SH2-Domane
siRNA
SLAP/ADAP
SLP-76

Src

Syk
TBE-Puffer
TAE-Puffer
TE-Puffer
THP-1

Tris

Tween 20
Tyr

U

Vav

VCAM
VLA
WASP
WAVE
WEHI-3B
WT

X

Y

Ras-verwandtes G-Protein

Ras-verwandtes G-Protein

Rat Sarcoma (Proto-Onkogen, das fur ein kleines G-Protein
codiert)

basophile Leukamiezelllinie aus der Ratte

reversed

die Familie der Rho-GTPasen gehort zur Superfamilie der
kleinen GTPasen

ribonucleic Acid

RNA-Hydrolase

Rho-dependent coiled-coil Kinase

Zellkulturmedium aus dem Roswell Park Memorial Institut
reverse Transkriptase

Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis
Src homology 2-Domane

small interfering RNA

SLP76 associated Protein

SH2 Domain containing Leukocyte Phosphoprotein of 76 kDa
Rous Sarcoma Oncogene cellular Homolog

Spleen Tyrosine Kinase

Tris-Borat-EDTA-Puffer

Tris-Acetat-EDTA-Puffer

Tris-EDTA-Puffer

akute humane monozytische Leukamie
Tris(hydroxymethyl)aminoethan
Polyoxyethylen-(20)-sorbitanmonolaureat

Tyrosin

Units (Enzymeinheiten)

‘onc F’ Protoonkogen; GTP exchange factor (GEF) fir Rho-
GTPasen

vascular Cell Adhesion Molecule

very late Antigen

Wiskott—Aldrich Syndrome Protein

WASP-Family Verprolin homologous Protein

humane myelomonozytare Leukamie

Wildtyp

beliebige Aminosaure

Tyrosinrest
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