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Zusammenfassung 1

1. Zusammenfassung

Mucl8/MCAM/CD146, ein Zelloberflaichenglykoprotein von 113 kD, wurde urspriinglich als
Melanom-Antigen identifiziert, dessen Expression mit Tumorprogression und der Fihigkeit
zur Metastasierung assoziiert ist. Es ist ein Mitglied der Immunglobulinsuperfamilie und
vermittelt homotypische und heterophile Adhéasion.

Aus diesem Grund wurde vermutet, dass Mucl18, wie auch andere Zelladhdsionsmolekiile, der
Beginn einer Signalkette ist. Da der zugehorige Ligand immer noch unbekannt ist, wurden zur
Untersuchung dieser Vermutung monoklonale o-Mucl8-Antikérper verwendet, um die
Bindung des Liganden zu imitieren.

Nach Kreuzvernetzung von Mucl8 in Mucl8-Transfektanden und in natiirlich MuclS8-
exprimierenden Melanomzellen mit verschiedenen «-Mucl8-Antikérpern konnte kein
Calcium-Einstrom festgestellt werden, aber eine Reihe von neu Tyrosin-phosphorylierten
Proteinen wurden mittels Western Blot detektiert. Diese lagen bei etwa 50, 70 — 90, 128 und
146 kD. Zwei dieser neu phosphorylierten Proteine wurden als das Adapterprotein p130Cas
(crk-associated substrate) und sein Ligand pl105CasL identifiziert. Eine Mucl8-assoziierte
Phosphorylierung von fak (,,focal adhesion kinase*) und fyn (eine Proteintyrosinkinase der
src-Familie) wurde nicht beobachtet. P130Cas und pl105CasL, sowie nck, ein weiteres
Adapterprotein, wurden mit Mucl8, unabhédngig von Mucl8-Aktivierung, koprizipitiert. Fak,
fyn und Paxillin konnten nicht koprizipitiert werden. Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass
der Mucl8-Signalweg &dhnlich, aber nicht identisch mit dem [;-Integrin-Signalweg ist.
Zusitzlich zu diesen zytosolischen Interaktionspartnern konnten noch weitere, im Zellkern
wirksame Signalpartner von Mucl8 identifiziert werden. Bei transienter Transfektion von
Melanomzellen mit Luziferase-Reporterkonstrukten, die jeweils verschiedene Transkriptions-
faktor-responsive Elemente enthielten, fiihrte Kreuzvernetzung von Mucl8 zur Aktivierung
von CRE (cAMP responsive element) und der NF-xB-responsiven Elemente aus dem ICAM-
1-Promotor. Damit sind wahrscheinlich auch CRE-bindende Proteine und NF-kB am Mucl8-
Signalweg beteiligt. Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass die Bindung von Mucl8 an
seinen Liganden nicht nur zur Mucl8-vermittelten Zell-Zell-Adhésion fiihrt, sondern auch zu
Verdnderungen in der Genexpression und vielleicht zu verstirkter Expression von anderen
Zelladhdsionsmolekiilen.

Somit konnte in dieser Arbeit die Frage, ob Mucl8 ein Signalweg-Initiator ist, bejaht, und die

ausgeloste Signalkette punktuell aufgeklirt werden.
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2. Einleitung

2.1 Das maligne Melanom

In Industrielindern ist Krebs nach Herz-Kreislauf-Erkrankungen die zweithdufigste
Todesursache. Von den jdhrlich diagnostizierten bdsartigen Neubildungen fallen 2% auf das
maligne Melanom, das so 1% aller Krebstodesfille verursacht. Jdhrlich erkranken in
Deutschland 6.900 Menschen an einem malignen Melanom der Haut (Zahlen vom Robert-
Koch-Institut, Berlin). Das maligne Melanom kann aber nicht nur an der Haut auftreten,

sondern auch an den Schleimhduten, z. B. des Darms und an der Netzhaut des Auges.

Tumoren sind genetische Erkrankungen von somatischen Zellen, wobei eine einzelne Zelle
sukzessiv eine unterschiedliche Anzahl von genetischen Verdnderungen durchmacht, welche
letztlich zum transformierten Phanotyp fithren (Hunter, 1997; Hanahan et al. , 2000). Wenn
eine Mutation in einem Protoonkogen stattfindet, so gerdt das Zellwachstum aufler Kontrolle.
Die Mutation der Codons 12 oder 61 liefert z. B. ein ras-Gen und damit ein ras-Protein,
welches eine andere Proteinkonformation besitzt und physiologisch nicht mehr durch GAP
inaktiviert werden kann (Waldmann und Rabes, 1996); also ist das ras-Gen nun ein ras-
Onkogen. Andererseits kommen Mutationen in Tumorsupressorgenen vor, d. h. Gene, welche
normalerweise das Wachstum kontrollieren, verlieren ihre Funktion (Hunter, 1997). Erst
durch das Zusammenwirken mehrerer solcher Ereignisse, kommt es zur malignen
Transformation. Die im malignen Melanom vorzugsweise mutierten Gene sind die Onkogene
ras und bcl-2 und die Tumorsupressorgene p53, pl6, Rb und NF-1 (Waldmann et al. , 1999).
Diese Mutationen treten insgesamt gesehen jedoch nicht so hdufig auf, es sind wohl weitere
Gene an der Entstehung des malignen Melanoms beteiligt, die noch nicht identifiziert werden

konnten.

Das kutane Melanom wird von Melanozyten, den Pigment-produzierenden Zellen, die als
einzelne Zellen entlang der dermalen-epidermalen Grenzschicht lagern, entwickelt. Man
weil}, dass definierte Stadien, die mit der Prognose fiir den Patienten verkniipft sind,
existieren (Clark et al. , 1984; Herlyn et al. , 1987). Durch Proliferation der Melanozyten

konnen tiber die Stufen ndvozelluldrer Navus, dysplastischer Névus, der schon durch zellulédre
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und architektonische Atypie auffillt (Greene et al. , 1985), frilhes malignes Melanom und
fortgeschrittenes malignes Melanom, Melanommetastasen entstehen. Wahrscheinlich ist aber
auch die direkte Transformation eines Melanozyten zum frithen malignen Melanom moglich.
Des weiteren weill man, das die Fahigkeit eines Melanoms zu metastasieren proportional zur
vertikalen Dicke des Tumors (Breslow, 1970) ist. Die Uberlebensrate nach 5 Jahren betriigt
bei einem Tumor von weniger als 0,75 mm Dicke {iber 99%, bei 0,76 bis 1,5 mm ca. 90%, bei
1,51 bis 3 mm etwa 70% und bei mehr als 3 mm nur noch etwas mehr als 40% (Koh, 1991).

Damit ist die Tumordicke ein guter prognostischer Parameter der Tumorprogression.

Der Prozess der Metastasierung ist eine komplexe Abfolge von Schritten. Zunéchst tritt die
Tumorzelle iiber umgebendes Gewebe in das vaskuldre System ein, um an einem anderen Ort
die Blutbahn wieder zu verlassen und in das Gewebe zu invasieren. Dieser neue Ort hingt
auch vom Ausgangsort der Metastase ab. So findet man Melanommetastasen hiufig in
Lymphknoten, Haut, Lunge und Gehirn, wo sie dann einen Sekundértumor ausbilden kénnen.
Um jedoch den alten Zellverband verlassen und einen neuen bilden zu kénnen, miissen sich
die Eigenschaften der Tumorzellen dndern. Das heil}t, es miissen neue Molekiile exprimiert
werden, andere verdndern sich oder gehen verloren. Eines der in diesem als
Tumorprogression bezeichneten Prozess (Foulds, 1954) bei Melanomen neu auftretenden
Molekiile ist Mucl8/MCAM/CD146. Der monoklonale Antikérper Mucl8 farbt selten
benigne Navi, jedoch 40% der diinnen Melanome (bis Imm), sowie 60% der Melanome mit
einer Dicke von 1,5 bis 3 mm, ab 3 mm Dicke sogar 80% der Tumoren und 71% der
Melanommetastasen (Lehmann et al. , 1989). Die Expression von Muc18 nimmt also mit der
Tumorprogression zu. Die Zunahme der Tumorgenizitdt und des metastatischen Potentials in
Abhingigkeit von der Mucl8-Expression konnte auch in vivo gezeigt werden (Xie et al. ,
1997; Schlagbauer-Wadl et al. , 1999), was vermuten ldsst, dass es tatsdchlich eine Rolle bei

der Melanomprogression im Menschen spielt.
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2.2 Der Tumorprogressionsmarker Muc18/MCAM/CD146

Wie schon erwihnt, ist Mucl8 ein mit der fortschreitenden Malignitidt eines Tumors
assoziiertes Molekiil. In seiner Eigenschaft der Melanom-Assoziierung wurde es auch
entdeckt (Lehmann et al. , 1987). Man findet Mucl8 hauptsidchlich auf Tumoren
neuroektodermalen Ursprungs, d. h. auf Melanom, Gliom und Neuroblastom. Es wird aber
auch von etwa 10 bis 20% der Mammakarzinome exprimiert. Im normalen Gewebe kommt
Mucl8 auf glatten Muskelzellen und auf manchen vaskuldren Endothelien (Sers et al. , 1994;
Shih et al. , 1994; Bardin et al. , 1996), sowie auf einer Subpopulation von aktivierten T-
Zellen (Pickl et al. , 1997) und im Knochenmark (Filshie et al. , 1998) vor.

Mucl8/MCAM/CD146 ist ein Mitglied der Immunglobulinsuperfamilie (Lehmann et al. ,
1989) und ist verwandt mit anderen Zellidhasionsmolekiilen (,,cell adhesion molecules®,
CAMs) dieser Familie. Dies sind z. B. NCAM (Cunningham et al. , 1987) und BEN (Pourquie
et al. , 1992), sowie ICAM-1 (Marlin et al. , 1987) und VCAM-1 (Rice et al. , 1989). Das
urspriinglich als Mucl8 (Lehmann et al. , 1987) bezeichnete Molekiil erhielt den Namen
MCAM (,,melanoma cell adhesion molecule*) von der Genome Database (GDB ID 304548)
und den Namen CDI146 vom ,6th International Workshop on Human Leukocyte
Differentiation Antigens* (Kishimoto et al. , 1997). Wie in Abb. 1 zu sehen ist, enthdlt Muc18
fiinf immunglobulin-artige Doménen (V-V-C2-C2-C2), eine Transmembranregion und einen
zytoplasmatischen Rest von 63 Aminosduren mit 5 potentiellen Phosphorylierungsstellen an
Serin und Threonin. Auflerdem liegen neun potentielle N-Glykosylierungsstellen vor. Das
Molekulargewicht von 113 kD verringert sich nach Verdau mit einer N-Glykosidase auf 65
kD (Lehmann et al. , 1989).
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Abb. 1: Schematischer Aufbau von Mucl8: TM (Transmembranregion), ausgefiillte Kreise
(potentielle Phosphorylierungsstellen). Die dunkle Box zeigt die Lage einer mit
anderen Zelladhdsionsmolekiilen der Immunglobulinsuperfamilie konservierten Sequenz.

Wie vorher schon kurz erwéhnt, fiihrt in vivo die Expression von Mucl8 zu erhohter
Tumorgenizitdt und zur Zunahme des metastatischen Potentials (Xie et al. , 1997;
Schlagbauer-Wadl et al. , 1999). In vitro fithrt Mucl8-Expression zu verstirkter homo-
typischer Adhésion. Fiir diese Versuche wurden stabil mit Muc18-cDNA transfizierte Zellen
benutzt. Bei subkutaner Injektion in ,nude®“- oder ,scid“-Méuse bildeten die Mucl8-
transfizierten Klone schnell wachsende Tumore in allen Miusen (Xie) und in einem
experimentellen Lungenmetastasen-Test zeigte sich, dass lediglich die Mucl8-transfizierten
Zellen nach intravendser Injektion Lungenmetastasen hervorrufen (Xie, Schlagbauer-Wadl).
Somit spielt Mucl18 in vivo eine entscheidende Rolle bei der Tumorprogression. In keinem
der beiden Fille bildeten Mucl8-transfizierte Zellen Lungenmetastasen nach subkutaner
Injektion und fiir eine transfizierte Zelllinie (SK-2, Melanom) konnte keine Bildung von
metastasierten Zellen in der Lunge bei intravendser Injektion nachgewiesen werden. Somit
kann man davon ausgehen, dass Mucl8 eher spétere Prozesse der Metastasierung beeinflusst,

aber dafir allein nicht ausreichend ist.

Mucl8 ist ein Zelladhdsionsmolekiil, wie mittels Adhésions-Assays (Takeichi, 1977)
beobachtet werden konnte (Johnson et al. , 1997; Shih et al. , 1997). Wie fiir Melanomzellen
gezeigt werden konnte, aggregieren Mucl8-positive Transfektanden auch in 2 mM EDTA zu
homotypischen Zellverbianden, wéahrend die untransfizierte Zelllinie nicht aggregiert. Da von
EDTA zweiwertige Kationen (Calcium, Magnesium) abgefangen werden, wird die Adhésion
durch Cadherine und Integrine unterbunden; die Adhésion iiber Mucl8 findet jedoch statt, d.
h. sie ist Kation-unabhéngig. Die Aggregation der Melanomzellen kann jedoch verhindert

werden, wenn man die Versuche bei 4°C durchfiihrt. Somit ist die Adhdsion Temperatur-
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abhingig. Des weiteren findet man im Vergleich zu CEA (,,carcinoembrionic antigen®),
welches homophile Adhidsion, d. h. zwischen Molekiilen gleicher Art, eingeht, ein vollig
verschiedenes Muster in ,,mixed aggregation assays*. Hier werden zu gleichen Teilen Muc18-
transfizierte und nicht-transfizierte Melanomzellen, die vorher mit zwei unterschiedlichen
Farbstoffen gefdarbt wurden, gemischt, und die Zahl der Cluster mit bestimmten
Farbzusammensetzungen gezéhlt. Hierbei liegt der Hauptteil der Zellen in Clustern mit gleich
vielen Zellen jeder Farbe vor, das bedeutet Muc18 zieht im Gegensatz zu CEA, bei dem man
die meisten Zellen in Clustern aus nur CEA-transfizierten Zellen findet, heterophile Adhdsion
vor. Dies bedeutet, Mucl8 interagiert mit einem Molekiil (Ligand), welches von den Mucl8-
negativen nicht-transformierten neo-Zellen exprimiert wird. Weitere Experimente zeigten,
dass dieser potentielle Ligand von Melanomzellen exprimiert wird. Mucl8 vermittelt also
homotypische, d. h. zwischen der gleichen Zellart und heterophile (Interaktion mit einem
anderen Molekiil) Adhésion. Man konnte somit fiir das im Verlauf der Tumorprogression
verstirkt auftretende Protein eine Rolle in der Bildung des Sekundértumors postulieren. Es
ermdglicht wahrscheinlich neue Zell-Zell-Interaktionen in der entstehenden Metastase.
Normalerweise sind Melanozyten Einzelzellen, die nicht mit anderen Melanozyten, aber dafiir

mit Keratinozyten interagieren.

Adhésion von Zellen mit anderen Zellen oder von Zellen mit extrazelluldrer Matrix ist ein
Prozess der u. a. bei Entwicklung, Differenzierung und Immunantwort, aber auch bei der
Tumorgenese bzw. —progression eine entscheidende Rolle spielt. Dabei sind fiir Zell-Zell-
Verbindungen Zelladhdsionsmolekiile wie Cadherine, Mitglieder der Immunglobulinsuper-
familie, Integrine und Selektine verantwortlich, wobei die Bindung von Cadherinen homophil
erfolgt. Integrine und Selektine binden heterophil. Die CAMs der Immunglobulinsuperfamilie
dagegen konnen sowohl homophil als auch heterophil binden. Als Beispiel sei hier CEA
aufgefiihrt, welches homophile und heterophile Kontakte eingeht (Benchimol et al. , 1989).
Alle genannten Proteingruppen sind in ihrer Bindungsfahigkeit Kationen-abhingig, auler die

CAMs der Immunglobulinsuperfamilie, welche fiir die Zelladhésion kein Calcium benétigen.
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Die Zelladhdasionsmolekiile, die auf der Zelloberfliche sitzen, konnen nach dem initialen
Adhésionskontakt eine Serie von Ereignissen ausldsen. Die Rezeptoren konnen aggregieren,
Signale in die Zelle weitergeben und im Zellinneren weitere komplexe Vorgidnge verursachen.
Fiir viele Zelladhdsionsmolekiile ist bereits bekannt, dass sie Teil von Signaltransduktions-
ketten sind, und auch die Signalwege sind z. T. schon aufgeklért. Ein Beispiel ist ICAM-1
(,,intercellular adhesion molecule-1%), welches an LFA-1 (,lymphocyte function-associated
antigen 1) oder Mac-1 bindet (Marlin und Springer, 1987; Diamond et al. , 1990). Die
Auswahl des Rezeptors hingt dabei vom Glykosylierungsstatus von ICAM-1 ab (Diamond et
al., 1991). Diese beiden Rezeptoren sind Leukozyten-f,-Integrine. Die Bindung von ICAM-1
an seine Rezeptoren spielt eine wichtige Rolle bei der Migration von Leukozyten in
entziindetes Gewebe und verstérkt Effektor-Target-Interaktionen (Dustin et al. , 1988; Dustin
und Springer, 1991). In diesem Fall werden Signale von beiden Partnern tibertragen. ICAM-1
gibt das Signal tiber fak (,,focal adhesion kinase“) weiter (Etienne et al. , 1998), die B,-
Integrine iiber die Phosphatidylinositol-3-kinase (Axelsson et al. , 2000). Ein interessanter
Punkt ist auch, dass sich diese Zelladhdsionsmolekiile gegenseitig in ihrer Expression
beeinflussen konnen. Stimuliert man LFA-1, so wird ICAM-1 hochreguliert (Yamada et al. ,
1997). Von den P;-Integrinen weil man, dass sie eine Zahl von Nicht-Rezeptor-
Proteintyrosinkinasen (PTKs), wie fak, c-Src, Abl und Syk aktivieren (Schlaepfer und Hunter,
1998). In alle diese Vorginge der Signaliibermittlung sind eine Vielzahl von Rezeptoren,

Liganden und Kinasen eingebunden.

Da Mucl8/MCAM/CD146 ebenfalls ein Zelladhdsionsmolekiil ist, sollte nun im Rahmen
dieser Arbeit iiberpriift werden, ob es der Beginn einer Signalkette ist und wenn ja, mit

welchen Molekiilen es stromabwirts kommuniziert.
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3. Material

3.1 Zelllinien und Transfektanden

Alle Zelllinien sind menschlicher Herkunft und samtliche Transfektanden wurden im Institut fur

Immunologie, Miinchen hergestellt.

Name Zelllinie Transfektion Bezugsquelle
T-Zell- ATCC (Amer.
CEM Lymphom - Tissue Culture
Coll. ), U. S. A.
Colo320- Colon- Mader drop8- J. Johnson, Inst.
drop8 as TR1 karzinom cDNA antisense fiir Immunologie,
in pcDNA-3 Miinchen
Muc18-cDNA in
Colo320-M18 Colon- pcDNA-1 Expr.- J. Johnson, Inst.
TR4 karzinom vektor (drop 4.7 fiir Immunologie,
Klon) mit Miinchen
neo® Plasmid
Zervikal- ATCC,
HeLa karzinom - Rockville,
U.S. A.
T-Zell- ATCC,
Jurkat Lymphom - Rockville,
U.S. A.
Myeloide ATCC,
K-562 Leukdmie - Rockuville,
U.S. A.
Mel888 Mel888 mit M. Bar-Elj,
neo TR4 Melanom neo® Plasmid Houston, Tex. ,
U.S. A.
Mel888-M18 wie Colo320- J. Johnson, Inst.
TR1 Melanom M18 TR4; fiir Immunologie,
nicht kloniert Miinchen
Primér- Inst. fiir
MelJuSo melanom - Immunologie,
Miinchen
T-Zell- ATCC,
Molt-4 Lymphom - Rockville,

U. S.A.
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Mamma- ATCC,
SKBr3 karzinom - Rockville,
U.S. A.
ATCC,
SKMel25 Melanom - Rockville,
U.S. A.
SKMel25-M18 wie Colo320- ATCC,
TR3 Melanom M18 TR4; Rockville,
kloniert U.S. A.
Colon- ATCC,
SW480 karzinom - Rockville,
U.S. A.
Tab. 1 : Zelllinien und Transfektanden
3.2 Antikorper
Folgende Antikorper wurden verwendet:
Antikorper Verdiinnung Antigen Isotyp Hersteller
Immunotech,
CDl1a 20 pg/ml CDl1a IgG, Marseille,
(LFA-1) Frankreich
Immunotech,
CDI18 20 pg/ml CD18 IgG, Marseille,
(B,-Integrin) Frankreich
CD45 Kulturiiberst. CD45 (LCA) IgG, Dianova,
1:30 Hamburg
Immunotech,
CD45 RO unverdinnt CD45 RO IgGa, Marseille,
Frankreich
Immunotech,
CEA 20 pg/ml CEA IgG, Marseille,
Frankreich
CK2 20 pg/ml Cytokeratin 18 IgG, Boehringer,
Mannheim
ECAD 20 pg/ml E-Cadherin IgG, Cell Systems,
St. Katharinen
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Transduction
fak 1:500 fak IgG, Lab., Lexington
KY, U.S. A.
CD66¢c (NCA, Daniel et al. ,
FR4H12 Kulturiiberst. Nonspecific IgG,; 1993, Inst. fiir
pur Cross Reacting Immunologie,
Antigen) Miinchen
Transduction
fyn 1:500 fyn IgGap Lab., Lexington
KY, U.S. A.
Upstate
Rofyn 1:500 fyn polyklonales Biotech. ,
Kaninchen- Lake Placid,
serum NY, U.S. A.
DAKO,
F261 Serum Maus-Ig polyklonales Kopenhagen,
(RoM-FITC) 1:25 Serum DK
Jackson Lab. ,
GaMlIgG-PE 1:200 Maus-IgG polyklonales West Grove,
Serum U. S. A.
Johnson et al.,
gp89-11 Kulturiiberst. ICAM-1 IgG, 1988, Inst. fiir
pur Immunologie,
Miinchen
ATCC,
HB116 Kulturiiberst. MHC Klasse I IgG, Rockuville,
(MB40.5) pur U. S. A.
ATCC,
HB118 Kulturiiberst. MHC Klasse I IgG, Rockuville,
(PA2.6) pur U.S. A.
ATCC,
HB12 Kulturiiberst. CD45 (LCA) IgGa, Rockville,
(GAPS8.3) pur U.S. A.
ATCC,
HB120 Kulturiiberst. MHC Klasse 1 IgG, Rockville,
(BB7.5) pur U.S. A.
ATCC,
HB2 Kulturiiberst. CD7 IgG, Rockuville,
(T3-3A1) pur U.S. A.
ATCC,
HB202 Kulturiiberst. CDl1a IgG, Rockville,
(TS1/22.1.1.13) pur (LFA-1) U.S. A.
ATCC,
HB203 Kulturiiberst. CD18 IgG,; Rockville,
(TS2/18.1.2.11) pur (B2-Integrin) U.S. A.
ATCC,
HB205 Kulturiiberst. CD58 IgG, Rockuville,
(TS2/9.1.4.3) pur U.S. A.
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ATCC,
HB28 Kulturiiberst. B,-Mikro- IgGa, Rockuville,
(BBM.I) pur g]obulin U.S. A.
ATCC,
HB81-90 Kulturiiberst. Phospho- IgG, Rockville,
(2G8.D6) pur tyrosin U.S. A.
Rieber, Inst.
arlL4 5 ng/ml IL4 IgG, fiir Immunol.,
(Ca-Einstrom) rekombinant Miinchen
ATCC,
1243 Kulturiiberst. HLA-DR IgGaa Rockville,
pur o-Kette U.S. A.
Inst. fiir
MAd-M18- Kulturiiberst. natives Mucl8 IgM Immunologie,
1B4 pur Miinchen
Inst. fiir
MAd-M18- Kulturiiberst. natives Mucl8 IgM Immunologie
5D7 pur Miinchen
Inst. fiir
MAd-M18- Kulturiiberst. natives Mucl18 IgGyy Immunologie,
6A8 pur Miinchen
Immunotech,
o-Melanom 20 pg/ml Melanom- IgG, Marseille,
proteoglykan Frankreich
nicht bekannt; Sigma,
MOPC21 5 pg/ml Maus- IgG, St. Louis, MO,
(Ca-Einstrom) Myelom-AK U. S. A.
nicht bekannt; J. Anderson,
MPC11 Kulturiiberst. Maus- IgGyy Basel Inst. Im-
pur Myelom-AK munol. , Basel
Rieber, Inst.
M-T 281 20 pg/ml CD28 IgM fiir Immunol.,
Miinchen
20 pg/ml; Rieber, Inst.
M-T 301 5 ng/ml CD3 IgG, fiir Immunol.,
(Ca-Einstrom) Miinchen
Rieber, Inst.
M-T 310 20 pg/ml CD4 IgGy fiir Immunol.,
Miinchen
Rieber, Inst.
M-T 426 20 pg/ml CD4 IgGy fiir Immunol.,
Miinchen
Rieber, Inst.
M-T 427 20 pg/ml CD4 IgG, fiir Immunol.,
Miinchen
Rieber, Inst.
M-T 429 20 pg/ml CD4 IgGy fiir Immunol.,

Miinchen
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M-T 441

20 pg/ml

CD4

Ingb

Rieber, Inst.
fiir Immunol.,
Miinchen

M-T 805

20 pg/ml

CDg8

Inga

Rieber, Inst.
fiir Immunol.,
Miinchen

M-T 811

20 pg/ml

CDg8

IgG1

Rieber, Inst.
fiir Immunol.,
Miinchen

Mucl8

Kulturiiberst.

pur

natives Mucl8

Inga

Lehmann et al.,
1987, Inst. fiir
Immunologie,

Miinchen

MucBA18.1

Kulturiiberst.

pur

denat. Muc18

IgG1

Lehmann et al.,
1989, Inst. fiir
Immunologie,

Miinchen

MucBA18.2

Kulturiiberst.

pur

denat. Muc18

IgG1

Lehmann et al.,
1989, Inst. fiir
Immunologie,

Miinchen

MucBA18.3

Kulturiiberst.
pur

denat. Muc18

IgG1

Lehmann et al.,
1989, Inst. fiir
Immunologie,

Miinchen

MucBA18.4

Kulturiiberst.
pur

denat. Muc18

IgG1

Lehmann et al.,
1989, Inst. fiir
Immunologie,

Miinchen

M630

20 pg/ml

Cytokeratin
1,5,10,14

IgG1

DAKO,
Kopenhagen,
DK

M821

20 pg/ml

Cytokeratin
5,6,8,17

IgG1

DAKO,
Kopenhagen,
DK

o-NCAM
(T199)

20 pg/ml

NCAM

IgG1

Immunotech,
Marseille,
Frankreich

nck

1:500

nck

Ingb

Transduction
Lab., Lexington
KY, U.S. A.

Ronck

1:20000

nck

IgG

Upstate
Biotech. ,
Lake Placid,
NY, U.S. A.

Paxillin

1:12000 —
1:15000

Paxillin

IgG1

Transduction
Lab., Lexington
KY, U.S. A.
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pSer (1C8, 4A3
4A09, 4H4)/ 1:500 Phosphoserin pSer IgM Biomol,
pThr (1E11)- bzw. pThr IgG, Hamburg
Sampler Kit -threonin
Upstate Biotech,
pTyrosin 1:500 Phosphotyrosin IgGopx Lake Placid,
(4G10) NY, U. S. A.
Transduction
PY20 1:500 Phosphotyrosin IgG Lab., Lexington
KY, U. S. A.
p130Cas Transduction
p130Cas 1:500 (kreuzreaktiv IgGy Lab., Lexington
gg. pl05CasL) KY, U.S. A.
DAKO,
P161 1:200- Maus-Ig polyklonal Kopenhagen,
(RoM-POX) 1:5000 DK
DAKO,
P217 1:1000 Kaninchen-Ig polyklonal Kopenhagen,
(PoR-POX) DK
Jackson Lab. ,
RoM IgG+IgM- 1:5000- Maus-Ig polyklonal West Grove,
POX 1:12000 U.S. A.
Jackson Lab. ,
RoMIgM 1:500- Maus-IgM polyklonal West Grove,
1:1000 U.S. A.
IgG Transduction
RC20:HRPO 1:500- Phosphotyrosin (rekombinant | Lab., Lexington
1:1000 aus PY20) KY, U. S. A.
Mausmyelom- Sigma,
UPC10 gereinigt Protein; bindet IgGaa St. Louis, MO,
20 pg/ml an Fructosan U. S, A.
ATCC,
W6/32 Kulturiiberst. MHC-Klasse 1 IgGa, Rockville, MD,
pur U. S. A.
DAKO,
7420 4 - 80 pg/ml Maus-Ig polyklonal Kopenhagen,
(GaMIg) DK
G. Hammerling,
141-11 Kulturiiberst. H2-x IgM DKFZ,
pur Heidelberg

Tab. 2: Antikérper

3.3 Enzyme

Restriktionsenzyme

Boehringer, Mannheim
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3.4 Bakterien

E. coli IM101: supE, thi, A(lac-proAB), F’[traD36 pro AB+ lacl? lacZAM15]

3.5 Plasmide

- pCIS-CK: cis-Reporterplasmide Stratagene, La Jolla, CA, U. S. A.
pAP1-Luc [AP1l: (TGACTAA)/]
pCRE-Luc [CRE: (AGCCTGACGTCAGAG),]
p53-Luc [p53 : (TGCCTGGACTTGCCTGG);5]
pCIS-CK [kein Insert]
- PBTATALuci: STAT-Reporterplasmid Ziegler, Inst. fir Inmunologie, Miinchen
pSTAT [STAT3: (TGTGCCGGGA);]
pBTATALuci [kein Insert; Ausgangsvektor von p3xkB]
pBTATALuciDel [wie pSTAT mit Deletion im Insert]
- pXP2: ICAM-Promotor-Plasmide Johnson, Inst. fiir Inmunologie, Miinchen
pIC135
pIC189
plC277
pIC277AAP2
pIC277ASma
pIC277AAP2NFxBMut
- pXP2: Muc18-Promotor-Plasmide Johnson, Inst. fiir Immunologie, Miinchen
pSMAI [CRE: (TGACGTCA)]
pSMAICREMut [CRE mutiert: (TCAGGACA)]
- p3xxB.luc: weitere Reporterplasmide
p3xkB [NFkB: (AGGGGACTTTCCGA);]
Ziegler, Inst. fiir Inmunologie, Miinchen
pTNFo [TNFa-Promotor] Ziegler, Inst. fiir Inmunologie, Miinchen
pEGR-1 [EGR-1: (CGCCCCCGC);] Johnson, Inst. fiir Inmunologie, Miinchen
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Dralt /5674
BamH | SV40 poly(A)

SV40 3 splice

Aatll 37

m—{  Enhancer :
pCRE-Luc: CRE (4x,
pNFKB-Luc: NF-x8 (5x)
pAPt-Luc:  AP-1 (7%}
PSRE-Luc:  SRE {5x}

pSHF-Luc:  SRF (Sx)

al 1. - Xho'I. - Sal'l. Xba I. Bam HI. . Bam

3xKB.luc
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2nd exon
3rd exon
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Kpn 13438 EcoR | 2936

Smal 3434

Abb. 2: Luziferase-Reportervektoren pCIS-CK und p3xxB.luc

3.6 Groflenstandards

DNS-Leiter
Rainbow-Marker (14,3 — 220 kD)
Rainbow-Marker (14,3 — 200 kD)

3.7 Chemikalien

Chemikalie

Aceton

Acrylamid (30%)/Bisacrylamid (0,8%)
Agarose Typ Il Medium EEO
Ammoniumperoxodisulfat

Ampicillin (Natriumsalz)
Benzamidinhydrochlorid
D-Biotinoyl-e-aminocapronséure-

N-hydroxysuccinimidester

Gibco-BRL, Gaithersburg, MD, U. S. A.

Amersham, Buckinghamshire, GB

Gibco-BRL, Gaithersburg, MD, U. S. A.

Hersteller

Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Sigma, St. Louis, MO, U. S. A.
Merck, Darmstadt

Sigma, St. Louis, MO, U. S. A.
Sigma, St. Louis, MO, U. S. A.

Boehringer, Mannheim
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Blotto (Blocking Reagenz)
Borsédure

Brijo6
Bromphenolblau
Calcimycin A-23187
Calciumchlorid
Casein/PBS
Casein/TBS
Coomassie Blue R250
Cyprobay 200
o-Dianisidin

Dikaliumhydrogenphosphat

N, N’-Dimethylformamid (DMF)

Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dinatriumhydrogenphosphat

Dithiobissuccinimidylpropionat (DSP)

Dithiothreitol (DTT)
Essigsédure (100%, Eisessig)

Ethylendiamintetraacetat (EDTA)

Ethanol, p. a.
Ethidiumbromid
Fluo-3 AM
Fugene

Gelatine
B-D-Glucose
L-Glutamin
Glycerin

Glycin

HEPES

Indian Ink Black
Isopropanol
Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat

Luziferase Assay-Reagenz
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Pierce, Rockford, Illinois, U. S. A.
Merck, Darmstadt

Fluka, Buchs, CH

Sigma, St. Louis, MO, U. S. A.
Molecular Probes, Eugene, Oregon, U. S. A.
Merck, Darmstadt

Pierce, Rockford, Illinois, U. S. A.
Pierce, Rockford, Illinois, U. S. A.
Serva, Heidelberg

Bayer, Leverkusen

Sigma, St. Louis, MO, U. S. A.
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Pierce, Rockford, Illinois, U. S. A.
Gibco-BRL, Gaithersburg, MD, U. S. A.
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Fluka, Buchs, CH

Molecular Probes, Eugene, Oregon, U. S. A.
Boehringer, Mannheim

Sigma, St. Louis, MO, U. S. A.
Sigma, St. Louis, MO, U. S. A.
Serva, Heidelberg

Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Sigma, St. Louis, MO, U. S. A.
Winsor & Newton, London, GB
Fluka, Buchs, CH

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Promega, Madison, WI, U. S. A.
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Luziferase Lyse-Reagenz 5x
Magermilchpulver
Magnesiumchlorid
Magnesiumsulfat
2-Mercaptoethanol

Methanol, reinst

Methanol, p. a.

Natriumazid
Natriumcarbonat
Natriumchlorid
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumhydrogencarbonat
Natriumhydroxid
Natriumnitroprussid
Natriumpyruvat

NP-40

Paraformaldehyd

Penicillin

Pferdeserum
1,10-Phenanthrolin
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)
Phorbol-12-myristat-13-acetat
Proteaseninhibitorencocktail (Tabletten)

Protein-A Agarose

Protein-A Sepharose
Protein-G Plus Agarose

Protein-G Sepharose
Rinderserumalbumin (RSA)
Salzsédure, 25%ig
Sepharose CL-4b
Streptavidin-POD

Streptomycin
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Promega, Madison, WL, U. S. A.
Fluka, Buchs, CH

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Sigma, St. Louis, MO, U. S. A.
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Sigma, St. Louis, MO, U. S. A.
Serva, Heidelberg

Calbiochem, La Jolla, CA, U. S. A.
Merck, Darmstadt

Sigma, St. Louis, MO, U. S. A.
Gibco-BRL, Gaithersburg, MD, U. S. A.
Sigma, St. Louis, MO, U. S. A.
Sigma, St. Louis, MO, U. S. A.
Sigma, St. Louis, MO, U. S. A.
Boehringer, Mannheim

Santa Cruz Biotech. Inc. ,
Santa Cruz, CA, U. S. A.
Sigma, St. Louis, MO, U. S. A.
Santa Cruz Biotech. Inc. ,
Santa Cruz, CA, U. S. A.
Sigma, St. Louis, MO, U. S. A.
Sigma, St. Louis, MO, U. S. A.
Roth, Karlsruhe

Pharmacia, Uppsala, Schweden
Boehringer, Mannheim

Sigma, St. Louis, MO, U. S. A.
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Substrat (Chemilumineszenz)

Substrat (Chemilumineszenz)

Substrat (Chemilumineszenz)
N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin (TEMED)
Trishydroxymethylaminomethan (Tris)

Triton X-100

Tween-20

Wasserstoffperoxid, 30%ig

Xylencyanol

3.8 Kommerzielle Analysesysteme (Kits)

Fix & Perm

JetQuick

JetStar

Protein-Assay (Bradford)
Protein-Assay (Lowry)
TMB-Substrat-Kit

3.9 Grundstoffe fiir Kulturmedien

Bacto-Agar

Fotales Kélberserum (FCS)
Hefeextrakt

RPMI 1640 (mit L-Glutamin)
RPMI 1640 (ohne L-Glutamin)
Trypton
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Pierce, Rockford, Illinois, U. S. A.
Amersham, Buckinghamshire, GB
NEN, Boston, MA, U. S. A.
Sigma, St. Louis, MO, U. S. A.
Merck, Darmstadt

Sigma, St. Louis, MO, U. S. A.
Sigma, St. Louis, MO, U. S. A.
Merck, Darmstadt

Sigma, St. Louis, MO, U. S. A.

Caltag, Burlingame, CA, U. S. A.
Genomed, Bad Oeynhausen
Genomed, Bad Oeynhausen
Biorad, Miinchen

Biorad, Miinchen

Vector Lab. , Burlingame, CA, U. S. A.

Difco, Augsburg
Biochrom, Berlin
Difco, Augsburg
Gibco-BRL, Gaithersburg, MD, U. S. A.
Biochrom, Berlin

Difco, Augsburg
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3.10 Verbrauchsmaterial

Cell Scraper Costar, Cambridge, MA, U. S. A.
Deckgléser fiir Objekttrager GFL, Wiirzburg
Filterpapier Schleicher & Schiill, Dassel
Kaniilen Braun, Melsungen
Kiivetten Sarstedt, Niimbrecht
Kulturflaschen Costar, Cambridge, MA, U. S. A.
Lochplatten

6-Loch Costar, Cambridge, MA, U. S. A.

96-Loch Greiner, Niirtlingen
Nitrocellulosemembran BA&S5 Schleicher & Schiill, Dassel
Objekttrager Schleicher & Schiill, Dassel
Pipettenspitzen Sarstedt, Niimbrecht
Plastikpetrischalen Greiner, Niirtlingen
Rontgenfilm CEA Linhart, Miinchen
Spritzen Becton & Dickenson, San Jose, CA, U. S. A.
Sterilfilter Sartorius, Gottingen
Whatman 3mm Papier GFL, Wiirzburg
Zentrifugenréhrchen

50 ml (PP) Greiner, Niirtlingen

15 ml (PP), 15 ml (PS) Greiner, Niirtlingen

2ml, 1,5ml Eppendorf, Hamburg
3.11 Geriite
Blotting-Apparatur Biorad, Miinchen
Elektrophoresekammer Pharmacia, Uppsala, Schweden
Elisa-Reader Easy Reader EAR 400 AT SLT-Labinstruments, Grodig, A
Filmentwicklergerét Airclean 200 Protec, Deutschland

Fluorescence Activated Cell Scanner (FACS) Becton & Dickenson, San Jose, CA, U. S. A.
Heizblock Eppendorf, Hamburg

Inkubationsschrank Heraeus, Hanau
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Magnetriihrer
Mikropipetten (Pipetman)
Mikroskope

Diavert

Dialux 20

Laborlux (Fluoreszenz)

Netzgerite

Electrophoresis Power Supply
Labornetzgeridt EA3003 Macrodrive 1

Powersupply
pH-Elektrode
pH-Meter PHM 62
Photometer

Spektralphotometer U-3200

Ultrospec 3000

Victor
Rollmischer Mixer 5
Schiittelinkubator CH-4103
Schiittler Celloshaker Vario-Speed
Sterilwerkbank «Laminar Flow»
UV-Transilluminator
Vortex-Genie
Waagen

Préazisionswaage HL32

Portable Waage
Wasserbad
Zentrifugen

Biofuge A

Minifuge 2

Rotixa RP

Sorvall RC-5B

Tischzentrifuge 5415
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Heidolph, Kelheim
Abimed, Diisseldorf

Leitz, Miinchen
Leitz, Miinchen

Leitz, Miinchen

Pharmacia, Uppsala, Schweden
LKB, Uppsala, Schweden
Desaga, Heidelberg

Ingold, Steinbach

Radiometer, Kopenhagen, DK

Hitachi, Tokio, Japan

Pharmacia, Uppsala, Schweden
Wallach, Turku, Finnland

Denley, GB

Infors AG, Bottmingen

Biotech Fischer, Pittsburgh, PA, U. S. A.
Biittner-Schilde-Haas AG

Bachofer, Reutlingen

Scientific Instr. , Hawthorne, NY, U. S. A.

Metteler, Giellen
Sartorius, Gottingen

GFL, Wiirzburg

Heraeus Christ, Hanau

Heraeus Christ, Hanau

Hettich, Tuttlingen

DuPont, Wilmington, DE, U. S. A.
Eppendorf, Hamburg
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3.12 Puffer und Stammlésungen

Fiir die Herstellung aller Losungen wurde bidestilliertes Wasser verwendet.

Blotting-Puffer

Coomassie-Férbelosung

Coomassie-Entfarbelosung

Elutionspuffer (fiir Western Blot)

Hepes (fiir Ca**-Einstrom)

Laufpuffer

Luziferase-Assay-Reagenz

10 mM
3mM
20% (v/v)

0,2% (w/v)
30% (v/v)
7% (v/v)

Natriumhydrogencarbonat
Natriumcarbonat

Methanol, reinst

Coomassie Blue R250
Methanol

Eisessig

wie Féarbelosung ohne Coomassie Blue R250

137 mM
5 mM
I mM
5 mM
I mM
0,5 mM

384 mM
50 mM
0,1% (w/v)

20 mM
1,07 mM
2,67 mM
0,1 mM

Glycin, pH 2,9

4-(2-Hydroxyethyl)piperazin-1-
ethansulfonsdure, pH 7,4
Natriumchlorid

Kaliumchlorid

Na,HPO;, - 2 H,O

Glucose

CaCl, - 2 H,O

MgCl; - 2 H,O

Glycin
Tris

SDS

Trizin

(MgCO3)sMg(OH), - 5 HO
MgSO4

EDTA

21
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Lyse-Puffer I

Lyse-Puffer II

Lyse-Reagenz fiir

Luziferase-Assays

PBS 1x, pH 7,2

33,3 mM DTT

270 uM Coenzym A
470 uM Luziferin
530 uM ATP

pH 7,8

50 mM Tris, pH 7,4
200 mM Natriumchlorid

2 mM EDTA

1 mM DTT

I mM PMSF

1 mM Benzamidinhydrochlorid
10 mM Natriumflourid

2 mM Natriumvanadat

1% (v/v) NP-40
1 St./10 ml  Proteaseninhibitoren-Cocktail-Tablette

PBS 1x, pH 7,2

1% (v/v) NP-40

2 mM Benzamidinhydrochlorid
2 mM PMSF

25 mM Tris/Phosphat, pH 7,8

2 mM DTT
2 mM 1,2-Diaminocyclohexan-N,N,N’,N’-
Tetraessigsdure

10% (v/v) Glycerin
1% (v/v) Triton X —100

1,47mM  KH,PO,
2,68mM  KCl

137 mM NaCl
787mM  NaHPO;,
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PBST

Probenpuffer fiir DNA

Probenpuffer fiir Protein

Substratlosung I

Substratlosung 11

TBE 1x

TBS

TBST

TE

Waschmedium
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PBS, 0,1% Tween-20

TE

50% (v/v) Glycerin

0,4% (w/v)  Bromphenolblau
0,4% (w/v)  Xylencyanol

4% (W/v) SDS

0,125 M aus 0,5 M Tris-HCI, pH 6,8

20% (w/v)  Glycerin

9,3% (w/v)  DTT oder 10% (v/v) 2-Mercaptoethanol

einige Korner Bromphenolblau

1 Teil Luminol-Lsung

1 Teil Wasserstoffperoxid-Losung

1,26 mM o-Dianisidin

15,3 mM Natriumnitroprussid
0,007% H,0,

89 mM Tris

89 mM Borsédure

2 mM EDTA

20 mM Tris-HCI, pH 7,5
150 mM NaCl

TBS, 0,1% Tween-20

10 mM Tris
1 mM EDTA

RPMI 1640 Medium

0,1% Natriumazid
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3.13 Kulturmedien

Bakterien
LB-Agarplatten 1,5% Bacto-Agar in LB-Medium
(+ 100 pg/ml Antibiotikum, hier: Ampicillin)
LB-Medium 1% (W/v) Bacto Trypton
0,5% (w/v)  Hefeextrakt
1% (W/v) NaCl
Einfriermedium 2x 0,6 mM Magnesiumsulfat
55 mM Dikaliumhydrogenphosphat
26 mM Kaliumdihydrogenphosphat
3 mM Natriumcitrat
89 mM Ammoniumsulfat
6,2% Glycerin
Sdugerzellen
Einfriermedium RPMI 1640 Medium
10% (v/v) FCS
10% (v/v) DMSO
Zellkulturmedium RPMI 1640 Medium

100 U/ml Penicillin

100 U/ml Streptomycin
10% (v/v) FCS

1 mM Natriumpyruvat
2 mM L-Glutamin
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4. Methoden

4.1 Zellkultur

4.1.1 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Zur Kryokonservierung werden 5 - 10° bis 1 - 107 Zellen in 500 pl Zellkulturmedium
resuspendiert und 1:1 mit Einfriermedium vermischt. Dann friert man die Zellen ein bis zwei
Tage bei —80°C und anschlieBend zur Langzeitlagerung in fliissigem Stickstoff ein. Dabei
sollte der Einfriervorgang moglichst langsam vor sich gehen, um eine Auskristallisation der

Zellfliissigkeiten zu verhindern.

Das Auftauen von Zellen soll dagegen moglichst schnell geschehen. Man holt die Zellen aus
dem fliissigen Stickstoff und lagert sie auf Trockeneis zwischen. Dann erwérmt man die
Suspension im 37°C-Wasserbad schnell, bis nur noch ein kleiner Eisklumpen vorhanden ist.
SchlieBlich nimmt man die Zellen in 5 ml vorgewdrmtem Zellkulturmedium auf und
zentrifugiert 10 min bei Raumtemperatur und 350 xg. Dies dient zur Entfernung von im
Einfriermedium vorhandenem DMSO. Jetzt setzt man die Zellen in eine Kulturflasche mit der

entsprechenden Menge Medium.

4.1.2 Zellernte

In Gewebekulturflaschen aus Kunststoff werden die Zellen im Brutschrank bei 37°C und 6%
Kohlendioxid geziichtet. Zur Ernte saugt man bei adhdrent wachsenden Zellen das Zellkultur-
medium ab und lost diese 10 min bei 37°C mit PBS pH 7,2/ImM EDTA vom Boden der
Flasche ab. EDTA ist ein anorganisches Anion, welches mit Calcium- und Magnesiumionen
Komplexe bildet und so die Integrin-vermittelte Adhésion an extrazelluliren Matrixproteinen
hemmt, da diese von zweiwertigen Kationen abhidngt. Die Zellen trennt man durch
Zentrifugation (10 min, 350 xg) ab, wischt einmal in PBS oder TBS und zéhlt sie mit Hilfe
eines Hiamocytometers. Im Folgenden kann man die Zellen lysieren, stimulieren oder bei —

20°C lagern.
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4.1.3 Mykoplasmentest

Der Test basiert auf der Anfarbung von DNS durch den Fluoreszenzfarbstoff Bisbenzimid.
Um Siugerzellen auf Mykoplasmeninfektion hin zu testen, gibt man 1 - 10° Zellen in ein 1,5
ml Eppendorf-Gefdl und wascht zweimal mit PBS. Dazu wird in der Eppendorf-Zentrifuge
bei Raumtemperatur 3 min bei 7000 xg zentrifugiert. Das Zellpellet wird zur Fixierung in 500
ul Methanol resuspendiert und bei Raumtemperatur 5 min inkubiert. Nach Pelletion wischt
man wieder zweimal in PBS. SchlieBlich werden die Zellen in 500 pul -einer
Bisbenzimidlésung (1 pg/ml in PBS) aufgenommen, fiir 15 min bei 37°C inkubiert und noch
zweimal mit PBS gewaschen. Die in 50 bis 100 ul PBS resuspendierten Zellen betrachtet man
unter dem Fluoreszenzmikroskop (Amax bei 343 nm) und man erkennt sowohl die DNS der
Wirtszelle als auch die DNS der eventuell vorhandenen Mykoplasmen auf der Oberfldche der

Zelle durch eine blaue Fluoreszenz.

4.2 Proteinchemie

4.2.1 Praparation von Zelllysaten

Frisch geerntete oder bei —20°C gelagerte Zellen werden einmal in PBS bzw. TBS (fiir
Phosphorblots) gewaschen und bei Raumtemperatur 10 min bei 350 xg zentrifugiert. Dann
lysiert man sie in 500 pl bis 1 ml Lysepuffer (bis 4 - 10’ Zellen méglich) und ldsst 30 min auf
Eis stehen. Im Lyse-Puffer befindet sich neben NP-40 als Detergenz ein Gemisch aus
Proteaseninhibitoren, welche den Protein-Abbau verhindern. Nach erneuter Zentrifugation bei
4°C nimmt man den Uberstand ab. Dieses Zelllysat kann nach Bestimmung der
Proteinkonzentration und Inkubation mit Sepharose CL-4b (mit Pferdeserum geséttigt)

immunprézipitiert oder direkt auf das Polyacrylamidgel aufgetragen werden.
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4.2.2 Stimulation von Zellen

4.2.2.1 Mit PMA (Phorbol-12-myristat-13-acetat)

In Zellkulturflaschen ausgesite, adhidrent wachsende Zellen werden bis zu etwa 80%iger
Konfluenz herangezogen und anschlieBend fiir die entsprechende Zeit mit PMA
(Stammlosung 10 pg/ml, 1:1000 in Medium) stimuliert. Um diese Reaktion zu beenden,

erntet man die Zellen und lysiert sie.

4.2.2.2 Mit Antikorpern

Zu etwa 5 - 10° bis 1 - 107 frisch geernteten, einmal mit TBS gewaschenen Zellen gibt man
200 pl Stimulationsantikorper (Kulturiiberstand), in diesem Fall anti-Mucl8, und lésst die
Suspension 10 min auf Eis stehen. Parallel dazu gibt man in einem anderen Eppendorf-Gefaf3
200 pl eines Isotypantikdrpers (Kulturiiberstand bzw. 20 pg/ml) zu der gleiche Menge Zellen.
Dann fiigt man 10 ul Z420 (Kaninchen-anti-Maus-Ig; Endkonzentration 80 pg/ml; DAKO)
zu und stellt das Gemisch wieder 10 min auf Eis. Der 2. Antikorper dient zur
Kreuzvernetzung und damit zur rdumlichen Annéherung von Mucl8 um die Aktivierung zu
intensivieren. Daraufhin gibt man die Proben fiir die jeweilige Stimulationszeit (soweit nicht
anders erwdhnt 30 min) bei 37°C auf einen Heizblock, zentrifugiert kurz ab
(Eppendorfzentrifuge, max. Geschwindigkeit), verwirft den Uberstand und lysiert das Pellet
in etwa 500 pl Lysepuffer mit TBS. Die Vermeidung von Phosphatpuffern bei allen
Arbeitsschritten ist sehr wichtig, da spiter nach Gelelektrophorese und Western Blot mit anti-
Phosphor-Antikorpern inkubiert wird. Wenn dabei Reste von Phosphat vorhanden sind,
treten diese in Konkurrenz zu den Phosphoproteinen und verhindern so eine Farbung des
Blots. Nach 30 min auf Eis werden Zellreste und Kerne durch Zentrifugation (350 xg, 4°C, 10
min) entfernt und die Proteinkonzentration im Uberstand bestimmt. AnschlieBend wird das

Lysat mit 100 pl Sepharose-CL4b, die mit Pferdeserum gesittigt ist, vorgereinigt.
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4.2.3 Bestimmung der Proteinkonzentration nach Lowry

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration wurde das Protein-Assay-Kit nach Lowry (Biorad)
benutzt. Dazu gibt man nach Vorbereitung des Reagenzes A’ aus 20 ul Reagenz S (SDS) pro
ml Losung A (enthidlt Natriumhydroxid, Kaliumcarbonat, Natriumtartrat und Kupfersulfat) zu
100 pl Standard (verschiedene Konzentrationen RSA) bzw. Probe 500 ul Losung A’.
Anschlieend fiigt man 4,0 ml Losung B (Folin) zu und wartet 15 min. Nun konnen die
Absorptionen am Photometer bei 750 nm gemessen werden. Die automatische Auswertung

bezieht den Messwert der Probe auf den des Standards und man erhdlt den Proteingehalt in

pg/ul.

4.2.4 Immunprézipitation

Um verschiedene Proteine anzureichern prézipitiert man pro geplanter Spur auf dem Poly-
acrylamidgel das Lysat von etwa 1 - 10 stimulierten oder unstimulierten Zellen (ca. 4 — 5 mg
Gesamtprotein) mit einem spezifischen Antikorper. Im Lysat misst man zuerst die
Proteinkonzentration (Lowry, 1951) und gibt dieses dann 24h bei 4°C auf den Rollmischer
mit 100 pl Sepharose CL-4b, die mit Pferdeserum gesittigt ist. Dieser Reinigungsschritt wird
fiir weitere 6h wiederholt, um Proteine zu entfernen, welche spéter unspezifisch an Protein A-
oder Protein G-Agarose bzw. —Sepharose binden konnten. Gleichzeitig gibt man pro geplanter
Gelspur je nach Antikérper 5 — 20 pg desselben in 1 ml Waschmedium und filigt je nach
Isotyp des Antikorpers pro Spur entweder 30ul immobilisiertes Protein A oder G zu, die nun
den F.-Teil binden. Protein A, ein bakterielles Protein aus Staph. Aureus, bindet spezifisch an
Antikorper der Isotypen IgG; und IgGs; Protein G dagegen prézipitiert IgG,. Um Antikorper
des Isotyps IgM zu immobilisieren bendtigt man einen weiteren Linker-Antikorper, z. B.
Kaninchen-Anti-Maus-IgM. Dieser wird zuerst an die Festphase gekoppelt (1 — 2 pg/ml; 1 -
16 h Inkubation). Nach dreimaligem Waschen des Agarose/Sepharose-Protein A/G —
Antikorper-Komplexes mit PBS oder TBS fiigt man das gereinigte Zelllysat zu und inkubiert
16 h bei 4°C. Zur Vorbereitung der Proben fiir die Auftrennung auf einem Polyacrylamidgel
muss das Prézipitat fiinfmal mit TBS oder PBS/0,1% NP10 gewaschen (1 min, 500 xg), mit
Probenpuffer versetzt und drei bis fiinf Minuten bei 95°C aufgekocht werden. Durch das im
Probenpuffer enthaltene 2-Mercaptoethanol bzw. DTT werden vorhandene Disulfidbriicken

reduziert. Das SDS denaturiert die Proteine und 1adt sie negativ, was eine elektrophoretische
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Trennung im Gel ermdglicht. Die Masse des Proteins ist nun proportional zur Ladung und

damit zur Laufweite auf dem Acrylamidgel.

4.2.5 Koimmunprizipitation

Die Koimmunprizipitation von Proteinen wird analog der Prézipitation von Proteinen
durchgefiihrt. Der Unterschied besteht spéter bei der Farbung im Western Blot, da bei der
Koimmunprézipitation gegen andere Proteine, also nicht gegen das prizipitierte Protein,
gefarbt wird. Damit sollen nicht-kovalente Interaktionspartner eines Proteins ermittelt werden.
Diese nicht-chemisch gebundenen Partner wechselwirken mit dem bekannten Protein und
konnen unter bestimmten Bedingungen, die stark vom Detergenz abhingig sind,

mitprézipitiert werden.

4.2.6 Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Nach der Methode von U. K. Laemmli (1970) werden folgende Reagenzien fiir zwei kleine

7,5%ige (je etwa 8 cm x 5 cm x 0,75 mm) bzw. ein groBBes 10%iges (15 cm x 15 cm x 0,75

mm) Gel zusammengegeben:

klein groB

4,4 ml 12,6 ml 30% Acrylamid-0,8% N, N’-Methylen-
bisacrylamid-Stammldsung

4,4 ml 8,8 ml 1,5 M Tris-HCI, pH 8,8

8,6 ml 13,4 ml entgastes, bidest. Wasser

100 pl 200 pl 20% (w/v) SDS

20 pl 40 pul TEMED

90 ul 100 pl 10% (w/v) Ammoniumperoxodisulfatlosung.
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Dieses Gemisch wird fiir die kleinen Gele zwischen ein Glas- und eine Aluminiumoxidplatte
und fiir das groBBe Gel zwischen zwei Glasplatten gegossen und mit 0,1%iger SDS-Losung
iiberschichtet. Nach etwa 1 h ist das Trenngel polymerisiert und kann mit dem Sammelgel (fiir

zwei kleine oder ein groB3es Gel) aufgefiillt werden:

3,0 ml 30% Acrylamid-0,8% N, N’-Methylenbisacrylamid-Stammldsung
7,5 ml 0,5 M Tris-HCI, pH 6,8

18,9 ml entgastes, bidest. Wasser

150 pl 20% (w/v) SDS

30 ul TEMED

300 pl 10% (w/v) Ammoniumperoxodisulfatlosung.

In die Fliissigkeit gibt man einen Kamm, welcher die Taschen wéhrend der Polymerisation
formt, in die spédter die Proben pipettiert werden. Nach etwa 1h fiillt man die Pufferreservoirs
der Gelkammer mit Laufpuffer und gibt das Probenpuffer-Eluat des Immunprézipitats (von
mindestens 1 - 107 Zellen) bzw. das zu gleichen Teilen mit 2x Probenpuffer versetzte Zelllysat
(Gesamtprotein: kleine Gele: 20 — 50 pg, grofle Gele: 50 — 200 ug) in die Taschen des Gels.
Die Proben werden dazu vorher drei bis fiinf Minuten auf 95°C erhitzt. Als GroBenstandard
wird in eine weitere Tasche Rainbow-Marker mit aufgetragen. Dieser zeigt eine blaue Bande
bei 220 kD (Myosin), eine braune bei 97,4 kD (Phosphorylase b), eine rote bei 66 kD (BSA),
eine gelbe bei 46 kD (Ovalbumin), eine orangefarbene bei 30 kD (Carboanhydrase), eine
griine bei 21,5 kD (Trypsin-Inhibitor) und eine magentafarbene bei 14,3 kD (Lysozym). So
kann das Molekulargewicht der Proteine auf den anderen Spuren abgeschitzt werden. An die
kleine Gelkammer wird dann bei 4°C fiir 1,5 h eine Spannung von 150 V und an die gro3e

Elektrophorese-Kammer bei Raumtemperatur fiir etwa 18h eine Spannung von 75 V angelegt.

4.2.7 Western Blotting

Um die auf einem Polyacrylamid aufgetrennten Proteine spezifisch mittels Antikérperfarbung
nachweisen zu konnen, miissen diese zuerst auf eine Membran iberfithrt werden. Nach
Towbin et al. (1979) dient ein sog. ,,Wet Blot™“ zum elektrophoretischen Transfer vom Gel
auf die Membran (0,45 pm). In senkrechter Anordnung werden folgende Materialien

luftblasenfrei aufgeschichtet:
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- Kathode

- Plastik-Halterung

- Schwamm

- Whatman 3MM Papier

- Polyacrylamidgel (Trenngel)
- Nitrocellulosemembran

- Whatman 3MM Papier

- Schwamm

- Plastik-Halterung

- Anode.

Das Whatman Papier, die Nitrocellulosemembran und das Gel gibt man vorher einige
Minuten in eine Schale mit Blotting-Puffer, um eine bessere Benetzung bzw. eine
Umpufferung zu ermoglichen. Die Kammer wird nun ebenfalls mit Blotting-Puffer befiillt
und fiir 1,5 h bei 50 V an ein Stromgerét angeschlossen. Die Stromstérke liegt dabei zwischen
0,8 und 1,4 A. Gleichzeitig wird das System durch eine interne Kiihlschlange mit
Wasserdurchfluss auf etwa 10°C abgekiihlt. Die mittels SDS negativ geladenen Proteine

wandern in Richtung Anode, also vom Polyacrylamidgel auf die Nitrocellulosemembran.

4.2.8 Immunfiarbung der Nitrocellulosemembran
4.2.8.1 Firbung mit der Chemilumineszenz-Methode

Um ein unspezifisches Binden der Antikérper an die Membran zu verhindern, werden diese
potentiellen Proteinbindungsstellen auf der Membran abgedeckt. Dazu beniitzt man fiir o-
Phosphotyrosin-Blots TBS mit 1% Magermilchpulver/1% BSA, fiir alle anderen 5%
Magermilchpulver/PBS und ldsst dies 1h bei Raumtemperatur einwirken. Darauf folgt eine
weitere Stunde Inkubation in einen feuchten Kammer auf einer Glasplatte mit dem 1.
Antikérper (100 pl/10 cm? Membranfliche; Verdiinnung s. Tab. 2). Eine Isotypkontrolle dient
zum Nachweis einer spezifischen Bindung iiber die Fu-Fragmente. Nach viermaligem
Waschen mit TBST (Phosphorblots) bzw. PBST (alle anderen) fiir je 5 - 10 min gibt man
analog den 2. Peroxidase-gekoppelten Antikdrper ROMPOX (bzw. PoRPOX) je nach
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Chemiluminenszenzsystem (RoaMPOX: NEN: 1:12000, Amersham, Pierce: 1:5000;
PoRPOX: NEN: 1:1000) in unterschiedlichen Konzentrationen in Blocking-Puffer fiir 1h zu
und wischt anschlieBend wieder viermal mit TBST oder PBST. Dann ldsst man den Blot gut
antrocknen, schwenkt ihn 1 min in der Substratlosung und trocknet erneut. Schlielich legt
man den Blot zwischen zwei Klarsichtfolien und exponiert ihn gegen einen Rontgenfilm.

Optimale Ergebnisse liefert eine Expositionszeit von 30 s bis 2 min.

4.2.8.2 Farbung mit der o-Dianisidin/Natriumnitroprussid-Methode

Diese éltere Farbemethode wurde fiir Blots mit Immunprizipitaten, aber nicht fiir solche mit
Koimmunprézipitaten verwendet, da sie nicht so empfindlich ist. Die Farbung erfolgt &hnlich
der Chemilumineszenzmethode. Zuerst werden unspezifische Proteinbindungsstellen auf der
Membran mit einem Blocker abgedeckt. Dazu beniitzt man PBS mit 0,1% Gelatine/0,1%
Azid fiir 1h bei Raumtemperatur oder iiber Nacht bei 4°C. Nach Inkubation mit dem 1.
Antikdrper wischt man dreimal 10 min mit PBST. Als 2. Antikorper folgt P161. Wiederum
wird dreimal 10 min gewaschen und der Blot etwas angetrocknet. Dann schwenkt man die
Membran in der Substratlosung und die Protein-Banden an die Antikérper gebunden haben,
werden sichtbar. Diese Farbung geschieht durch o-Dianisidin, welches vom
Wasserstoffperoxid oxidiert wird, aber nur an den Stellen, an denen die Peroxidase sitzt.
Natriumnitroprussid ~ verstirkt den  Farbeeffekt. Nach  kurzem  Waschen der

Nitrocellulosemembran in destilliertem Wasser ldsst man sie auf Whatman-Papier trocknen.

4.2.8.3 Firbung mit der TMB-Methode (Vector Lab. )

Eine weiter Methode zur Detektion von Proteinbanden ist die TMB-Farbung. Die Inkubation
mit 1. und 2. Antikérper erfolgt analog der o-Dianisidin/Natriumnitroprussid-Methode,
lediglich die Firbelosung unterscheidet sich. Zu 60 ml destilliertem Wasser fligt man laut
Anleitung 8 Tropfen (vom Hersteller geeichte Kunststoftflasche) der Pufferstammldsung, 12
Tropfen TMB (3, 3°, 5, 5’-Tetramethylbenzidin)-Stammldsung, 8 Tropfen Stabilisierungs-
16sung und 8 Tropfen der Wasserstoffperoxidlosung zu, mischt diese Losung und schwenkt
die Membran darin 10 — 30 min. Nach kurzem Waschen in destilliertem Wasser wird der Blot

luftgetrocknet.
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4.2.8.4 Wiederverwendung einer gefirbten Membran

Eine mittels Chemilumineszenzmethode gefirbte Membran kann wiederverwendet, d. h.
nochmals mit anderen Antikérpern inkubiert werden. Man wéscht die exponierte Membran
zweimal 10 min in PBST und legt sie dann fiir 1h 15 min in Elutionspuffer (,,Stripping*).
Nach erneutem zweimaligem Waschen inkubiert man sie 1 min im Substrat und exponiert
nach dem Trocknen 10 min gegen einen Rontgenfilm. Falls dieser leer ist, sind alle vorher
gebundenen Antikorper entfernt, und die Membran kann nach nochmals zweimal Waschen in

PBST wie gewohnt geblockt und anschlieBend geférbt werden.

4.2.8.5 Firbung einer Membran mit Indian Ink

Die Membran wird zunéchst zweimal 10 min in PBS geschwenkt. Dann gibt man sie fiir 30
min bis iiber Nacht in eine Losung aus 100 pl Indian Ink in 100 ml PBS/0,3% Tween. Wenn
die Proteinbanden deutlich schwarz gefarbt sind, wird zweimal 10 min in PBS gewaschen.
SchlieBlich trocknet man die Membran auf einem Stiick Whatman-Papier. Dieses Verfahren
dient zur Kontrolle der Auftragsmenge an Gesamtprotein auf die Gelspuren und zeigt, ob die

Proteine in ausreichender Qualitit vom Gel auf die Membran geblottet wurden.

4.2.8.6 Coomassie-Farbung eines Gels

Zum Sichtbarmachen von Proteinen auf einem Gel kann dieses mit Coomassie, einem blauen
Farbstoff, gefarbt werden. Da das Gel danach nicht mehr geblottet werden kann, wurde die
Firbung meist lediglich als Kontrolle des Blottens beniitzt, d. h. ob der Ubergang der Proteine
auf die Membran vollstindig, also das Gel leer war. Dazu schiittelt man das Gel 5 — 20 min in
Coomassie-Farbelosung bis es vollig blau ist und entférbt es dann in der Entfarbelosung bis
der Hintergrund wieder klar ist. Dazu muss die Losung mehrmals gewechselt werden.

Vorhandene Proteinbanden sind nun sichtbar.
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4.3 Immunfluoreszenz

4.3.1 Oberflichen-Antigene

Etwa 1 - 10° frisch geerntete, lebende Zellen werden einmal in PBS gewaschen, mit 100 pl 1.
Antikorper (Kulturiiberstand bzw. 20 pg/ml) versetzt und 15 — 30 min auf Eis gelagert. Als
Negativkontrolle verwendet man einen Isotyp-Antikorper. Nach zweimal Waschen (5 min,
550 xg, 4°C) mit PBS/0,1% Azid gibt man 50 pl eines in PBS/2% RSA verdiinnten
Fluoreszeinisothiocyanat-gekoppelten = Kaninchen-Anti-Maus-Antikorpers  (F261;  Dako,
Kopenhagen, DK) fiir weitere 15 —30 min zu und ldsst wieder auf Eis stehen. Nach wiederum
zweimal Waschen in je 1 ml PBS/Azid werden die Zellen in 100 pul PBS/1% Paraformaldehyd
fixiert und konnen fiir einige Monate im Dunkeln bei 4°C aufbewahrt werden. Alle
Arbeitsschritte finden unter Kiihlung statt, um ein ,,patching and capping* zu verhindern, d. h.
es wiirden alle Antigen-Antikérper-Komplexe durch den zweiten Antikorper kreuzvernetzt
und so auf einer Stelle der Zelle sitzen oder sogar internalisiert. Dies flihrt zu einer
Verfilschung des Ergebnisses. Natriumazid in allen Losungen dient als Inhibitor der

Atmungskette, was ebenfalls ein ,,patching and capping® vermeidet.

4.3.2 Zytoplasmatische Antigene

Hierzu verwendet man das Kit ,,Fix and Perm* (Caltag) mit einem etwas modifiziertem
Protokoll. Lebende, frisch geerntete Zellen (1 — 5 - 10°) werden einmal mit PBS gewaschen
und auf Eppendorf-Gefédfle verteilt. Dann inkubiert man 15 min in 50 — 100 pl Losung A
(Fixierungsreagenz) bei Raumtemperatur. Nach dreimal waschen in PBS (Zentrifugation 3
min, 550 xg) bei Raumtemperatur gibt man fir weitere 15 min 50 ml Losung B
(Permeabilisierungsreagenz) mit 50 pl 1. Antikorper zu, zentrifugiert und fiigt erneut 50 pl
Antikorper fiir 20 min zu. Wiederum wird dreimal mit PBS/0,1% Natriumazid bei RT
gewaschen, wobei die Proben zwischen den Waschschritten jeweils 5 min stehen gelassen
werden. Nach 20-miniitiger Inkubation mit 50 — 150 pl FITC-Antikorper (1:25 in PBS/2%
RSA) auf Eis, wéascht man erneut dreimal mit PBS/0,1% Natriumazid, wobei diesmal 5 min
auf Eis stehen gelassen wird. Das Zellpellet wird in 100 pul PBS/1% Paraformaldehyd

aufgenommen und kann mehrere Monate bei 4°C im Dunkeln gelagert werden.
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4.3.3 Auswertung der Ergebnisse am Mikroskop

Es werden 20 pl der vorher Oberflichen- oder zytoplasmatisch gefirbten Zellen aus der
Suspension entnommen und unter einem Fluoreszenzmikroskop (Amax bei 495 nm fiir
Fluoreszein; Leitz, Miinchen) betrachtet. Ist die Féarbung positiv, so sieht man bei den
Oberflachen-gefdrbten Zellen einen griinen Kranz und bei den zytoplasmatisch markierten
Zellen eine Zellzytoplasma-Farbung. Man schétzt nun die Anzahl an gefarbten Zellen in
Prozent, sowie die Stirke der Farbung der einzelnen Zellen ab. Das bedeutet, man erhélt nicht
nur einen Eindruck dariiber, wie viele Zellen einer Population das Antigen exprimieren,
sondern auch wie stark das Protein pridsentiert wird. Da diese Art der Auswertung jedoch

subjektiv ist, erfolgt eine genaue Messung am FACScan-Gerit.

4.3.4 Auswertung der Ergebnisse am FACScan-Ger:iit

Um die Ergebnisse der Immunfluoreszenzfiarbung zu quantifizieren, werden die Proben am
FACScan (Fluorescence Activated Cell Scanner) ausgewertet. Dabei bestimmt das Messgerét
von einer bestimmten Anzahl an Zellen den Prozentanteil der positiven Zellen; dieser Wert
sagt aus, wie viele Zellen einer Population das gesuchte Antigen tragen. Ein weiterer
Messwert ist der ,,mean channel®, also die Fluoreszenzintensitidt, welche die meisten der
Zellen aufweisen. So kann man ablesen, wie stark positiv die Zellen sind. Das FACScan zeigt

also wie viele Zellen ein Antigen tragen und wie stark dieses exprimiert ist.

4.4 Zeitabhingige FACScan-Messungen (Calcium-Einstrom)

4.4.1 Markierung von Zellen

Je 1-2-10 frisch geerntete Zellen werden in 2,5 ml Hepes-Puffer aufgenommen und mit 15
ul Fluo-3 AM-Stammlosung (Molecular Probes; Stammlosung: 50 pg in 30 ul DMSO;
Endkonzentration in Hepes: 8,8 uM) versetzt. Das Gefdl3 verschlieft man lichtdicht mit
Alufolie und inkubiert den Ansatz flir 30 min bei 37°C im Brutschrank. Dabei schwenkt man
alle 10 min mehrmals um. Anschlieend zentrifugiert man die Zellsuspension 3 min bei 800

xg und wischt einmal mit Hepes-Ladepuffer. Darauthin wird das Gemisch aliquotiert, wobei
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jedes GefiB etwa 1 - 10° Zellen in 200 ul Hepes enthalten soll. Bis zur Messung am FACScan
konnen die Zellen etwa 1h im Dunklen auf Eis aufbewahrt werden.

Bei Zellen mit Antikdrper-Vorinkubation, d. h. Vorbeladung der Zellen mit dem 1.
Antikorper, werden die gewaschenen Zellen in 100 pl Hepes aufgenommen, mit 200 ul
Antikorper versetzt, 10 min auf Eis inkubiert, anschlieBend einmal mit Hepes-Puffer

gewaschen und dann fiir die Messung aliquotiert.

4.4.2 Kontrolle am Mikroskop

Vor der Messung am FACScan werden die Zellen am Mikroskop kontrolliert. Sind diese
gleichmiBig und etwa gleich stark untereinander beladen, konnen sie zur zeitabhingigen

Messung des Calcium-Einstroms beniitzt werden.

4.4.3 Durchfiihrung von zeitabhingigen FACScan-Messungen

Die auf Eis aufbewahrten Zellproben werden als erstes exakt eine Minute im Heizblock auf
37°C erwédrmt, dann an das FACS-Gerit gebracht und etwa 30 s vorgemessen um das
Grundlevel an Fluoreszenz zu erhalten, welches durch den aufgenommenen Farbstoff Fluo-3
AM verursacht wird, der an bereits im Zytosol vorhandenen Ca®’- Ionen gebunden hat. Nun
gibt man bei nicht mit Antikérper vorinkubierten Zellen den 1. Antikérper zu
(Endkonzentration etwa 5 — 15 pg/ml) und fahrt mit der Messung fort. Die Messung kann
erneut unterbrochen werden, um einen 2. Antikdrper zur Kreuzvernetzung (Z420;
Endkonzentration 40 pug/ml; 3,3- bis 8-facher Uberschuss) zuzufiigen. Bei mit 1. Antikdrper
vorinkubierten Zellen wird bei der ersten Messunterbrechung Z420 zugefiigt. Als Kontrolle
fiir die Funktionstiichtigkeit des Experiments dient ein Zusatz eines Calciumchelators

(Calcimycin; Stammlosung 10 mg in 100 pl DMSO; Endkonzentration 1 — 2,5 - 107 M).
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4.5 DNS — Arbeitstechniken

4.5.1 Praparation von Plasmid-DNS mit dem Plasmid-Maxi-Kit JetStar (Genomed)

Nach Aquilibrierung der Saule mit 30 ml E4 (600 mM NaCl, 100 mM Natriumacetat, 0,15%
Triton X-100, Essigsiure ad pH 5,0) werden 150 ml einer Ubernachtkultur plasmidtragender
Bakterien in LB-Medium mit geeignetem Antibiotikum (hier immer Ampicillin) bei 25°C und
4000 xg 15 min zentrifugiert. Dann resuspendiert man die Bakterien in 10 ml E1 (50 mM
Tris, 10 mM EDTA, HCI ad pH 8,0, RNAse) und lysiert diese in 10 ml E2 (200 mM NaOH,
1,0% SDS (w/v)). Nach 5 min Wartezeit fiigt man 10 ml Losung E3 (3,1 M Kaliumacetat,
Essigsdure ad pH 5,5) zur Neutralisation hinzu. Nach mehrmaligem Invertieren des
Zentrifugenréhrchens zentrifugiert man fiir 10 min bei 20°C und 15000 xg. Dabei werden
Proteine und chromosomale DNS entfernt. Den Uberstand der Zentrifugation gibt man dann
auf die vorbereitete Sdule. Nachdem das neutralisierte Bakterienlysat durchgelaufen ist, wobei
die Plasmid-DNS in der Sdule gebunden wird, wiascht man mit 60 ml E5 (800 mM NacCl, 100
mM Natriumacetat, Essigsdure ad pH 5,0). SchlieBlich wird mit 15 ml Losung E6 (1259 mM
NaCl, 100 mM Tris, Salzsdure ad pH 8,5) eluiert. Dann fillt man die DNS durch Zusatz von
10,5 ml Isopropanol (0,7 Volumen), zentrifugiert bei 4°C und 15000 xg fiir mindestens 30
min. Die so erhaltene Plasmid-DNS wird mit 70% (v/v) Ethanol gewaschen, anschlieBend

luftgetrocknet und danach in 200 pl sterilem, destillierten Wasser gelost.

4.5.2 Praparation kleiner Mengen Plasmid-DNS mit JetQuick (Genomed)

Um schnell geringe Mengen an Plasmid-DNS zu gewinnen, zentrifugiert man zweimal
nacheinander insgesamt 3 ml Bakterienkultur 3 min bei 2500 xg. Das Pellet wird in 210 pl G1
(50 mM Tris-HCIL, pH 8,0, 10 mM EDTA, 100 ng/ml RNAse A) aufgenommen, mit 210 pl
G2 (200 mM NaOH, 1% (w/v) SDS) lysiert und 5 min bei Raumtemperatur stehen gelassen.
Nach Neutralisation mit 280 pl G3 (Acetat, Guanidinhydrochlorid) und mehrmaligem
Invertieren der Eppendorf-Réhrchen zentrifugiert man fiir 10 min bei 19000 xg. Der
Uberstand wird auf die Siule gegeben, dann zentrifugiert man die Fliissigkeit 30°* bis 1 min
wieder bei 19000 xg ab. Mit 700 pul Waschlosung G4 (Tris-HCI, Ethanol, NaCl, EDTA) wird
erneut zweimal 30’ zentrifugiert (Eppendorf-Zentrifuge bei 19000 xg) und der Durchlauf
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verworfen. Die in der Sdule gebundene Plasmid-DNS eluiert man mit 50 - 75 pl 10 mM Tris-
HCI, pH 8,0 oder sterilem Wasser durch einminiitige Zentrifugation bei 19000 xg.

4.5.3 Konzentrationsbestimmung von DNS

Die Bestimmung des Nukleinsduregehaltes einer Losung erfolgte durch Messung der
optischen Dichte im Spektralphotometer bei 260 nm (Maniatis et al. , 1989). Die

Konzentration berechnet sich wie folgt:

Wert ODy¢p - Verdiinnung - Faktor X = pg Nukleinsdure/ml Losung

Faktor X: 50 fiir doppelstringige DNS

Das Verhiltnis OD,40/ODyg gibt Aufschluss iiber die Reinheit der Praparation. Fiir DNS liegt

das Optimum des Quotienten zwischen 1,6 und 1,8.

4.5.4 Verdau von DNS mittels Restriktionsendonukleasen

Das Plasmid wird mit einer Einheit Enzym pro Mikrogramm DNS verdaut. Nach Definition
verdaut eine Einheit Restriktionsenzym 1 ug Lambda-DNS in einer Stunde. Die DNS wurde
in den entsprechenden Puffern zusammen mit dem Enzym 1h inkubiert. Die Temperatur hangt
vom verwendeten Restriktionsenzym ab. AnschlieBend werden die erhaltenen DNS-

Fragmente auf einem Agarosegel aufgetrennt.

4.5.5 Elektrophoretische Auftrennung von DNS

DNS-Fragmente konnen aufgrund ihrer negativen Ladung in einem Agarosegel nach ihrer
GroBe elektrophoretisch aufgetrennt werden. Dazu werden 1 ug DNS mit 1/10 Auftragspuffer
versetzt und bei maximal 100 V in einem Horizontalgel aufgetrennt. Die
Agarosekonzentration betrdgt 0,7 — 1% in TBE-Puffer; je nach aufzutrennenden

FragmentgroBen. Als Laufpuffer beniitzt man Ix TBE-Puffer mit 0,03 pg/ml
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Ethidiumbromid. Als GroBenstandard dient ein DNS-Marker. Zur Dokumentation des

Ergebnisses fotografiert man das Gel unter UV-Licht bei 302 nm.

4.5.6 Herstellung kompetenter Bakterien

100 ml LB-Medium mit 2% Trypton werden mit 1 ml einer Ubernachtkultur des
erforderlichen E. coli-Stammes angeimpft und bei 37°C in einem Schiittelinkubator bis zu
einer optischen Dichte (ODgsp) von 0,3 kultiviert. Nach Abkiihlen der Bakterien auf Eis
zentrifugiert man bei 1000 xg fiir 10 min bei 4°C. Mit 25 ml kalter 50 mM CaCl,-Losung
wird das Bakteriensediment vorsichtig resuspendiert und anschlieBend 20 min auf Eis
inkubiert und nochmals zentrifugiert. Nach Aufnehmen in 2,5 ml 50 mM CaCl,-Losung

konnen die Bakterien zur Transformation eingesetzt werden.

4.5.7 Transformation kompetenter Bakterien

Diese Methode dient zur Vermehrung von Plasmid-DNS. Dazu gibt man in einem 1,5 ml
Eppendorf-Gefa3 1 - 10 ng Plasmid zu 100 ul kompetenten E. coli Bakterien und mischt den
Ansatz vorsichtig. Nach einstiindiger Inkubation des Ansatzes auf Eis setzt man die Bakterien
exakt 45 s einem Hitzeschock von 42°C aus und pipettiert diese zu 900 pl vorgewarmtem LB-
Medium/2% Trypton/10 mM MgCl,, mischt wieder vorsichtig und hilt fiir 1h bei 37°C. Dann
wird die Suspension bei 1000 xg 10 min zentrifugiert, der Uberstand abgegossen und die
Bakterien im zuriicklaufenden Tropfen resuspendiert. AnschlieBend wird der Transforma-
tionsansatz auf einer LB-Agarplatte mit Selektionsmedium ausgestrichen und iiber Nacht bei

37°C inkubiert.

4.5.8 Einfrieren von Bakterien

5 ml Bakterieniibernachtkultur, angeimpft aus einer Einzelkolonie, werden bei 800 xg fiir 10

min zentrifugiert. Das Pellet 16st man in 500 pl LB-Medium, versetzt 1:1 mit 2x

Einfriermedium und friert be1 —80°C ein.
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4.6 Luziferase-Assays

4.6.1 Transiente Transfektion von Zellen mit Fugene

Zur transienten Transfektion von Zellen setzt man alle Experimente in unabhingig
transfizierten Triplikaten an, verwendet DNS aus verschiedenen Préparationen und wiederholt
die gleichen Ansitze mehrmals. Dazu werden 1 - 10° bis 2,5 - 10° frisch geerntete Zellen pro
Loch in 6-Lochplatten mit 2 ml Medium ausgesét. Die Zellen werden wie gewohnt bei 37°C
im Brutschrank aufbewahrt. Nach 24 h tropft man pro Loch 3 pl Fugene (Boehringer,
Mannheim) auf 97 ul serumfreies Medium (RPMI 1640). Diese vorbereitete Losung gibt man
nach 5 min Wartezeit auf 1 pug Plasmid-DNS (0,33 pg/ul) und wartet erneut 15 min. In der
Zwischenzeit wechselt man das Zellkulturmedium in den 6-Lochplatten und pipettiert die

nunmehr 103 pl des Fugene-DNS-Gemisches auf die Zellen.

4.6.2 Stimulation der transient transfizierten Zellen

Die transient transfizierten Zellen kdnnen nach weiteren 24 h stimuliert werden. Da hier
interessant war, ob Mucl8 eine Signalwirkung hat, wurden verschiedene Muc18-mAKs zur
Stimulation verwendet. Nach Wechsel des Zellkulturmediums gibt man 100 pl Hybridom-
iiberstand auf die Zellen; aulerdem beniitzt man auch eine Isotypkontrolle (ebenfalls 100 pl:
UPC10, 20 pg/ml, IgGy,; 141-11, Hybridomiiberstand, IgM), um eine falsch positive
Reaktion, die durch die Bindung des F.-Teils des Antikorpers verursacht wird, zu erkennen.
Als weitere Kontrolle fiir die Spezifitdt des Mucl8-Signalwegs wurden auch andere gegen
Oberfldichenmolekiile gerichtete Antikorper getestet. Zur Kreuzvernetzung der Antikorper,
was eine Verstirkung des Stimulus verursacht, gibt man dann 5 pl Z420 (GoMIg; DAKO) in
jedes Loch der Platte. Nach weiteren 24 bis 48h im Brutschrank werden die Zellen geerntet.
Als Positivkontrolle dient eine Stimulation der Zellen mit PMA (5 — 10 ul; Endkonzention 25
— 50 ng/ml), welches die Proteinkinase C (PKC) direkt aktiviert und so viele Signalwege

anschaltet, dass auch fiir die verschiedensten Reporterkonstrukte ein Signal erwartet wird.
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4.6.3 Herstellung von Zellextrakten

Die Herstellung von Zellextrakten aus transienten Transfektanden erfolgt unter Verwendung
des ,,Luciferase-Assay-System*-Kits der Firma Promega. Die in 6-Lochplatten gewachsenen
transienten Transfektanden werden vom Medium befreit, einmal mit serumfreiem Medium
gewaschen und mit 125 pl Lysepuffer versetzt. Nach kurzer Einwirkzeit (10 — 15 min) schabt
man die Zellen mit einem Zellschaber vom Boden des Plastikgefdf3es ab und fiillt das Lysat in
vorbereitete 1,5 ml Eppendorf-Gefa3e. Die Proben zentrifugiert man einige s bei 19000 xg um
Zelltriimmer abzutrennen, und der Uberstand kann zur Bestimmung der Luziferase-Aktivitit

und des Proteingehaltes verwendet werden.

4.6.4 Luziferaseassays

Fiir diese Luziferase-Experimente wurde ebenfalls das ,,Luciferase-Assay-System®“-Kit der
Firma Promega beniitzt. Im allgemeinen verwendet man Luziferase-Messungen eigentlich um
die Aktivitdt von Promotoren zu testen. Aber auch fiir andere Zwecke, namlich zur Ermittlung
von Zusammenhingen in Signalketten, kann dieses Experiment dienen. In diesem Fall
wurden verschiedene Plasmide getestet, in die verschiedene responsive Elemente in
unterschiedlicher Anzahl vor einen schwachen Promotor und ein Luziferasereportergen
kloniert waren. Gibt man von auflen einen Antikorper gegen ein Zelloberflichenmolekiil zu,
kann man eine Verdanderung der Luziferase-Aktivitdt sehen, wenn in die Zelle vorher das
Plasmid transient transfiziert wurde, mit dessen reponsivem Element das Molekiil
kommuniziert. Ein Problem dabei kann aber sein, dass nicht jeder Antikorper tatsdchlich
aktivierend wirkt, d. h. man kann falsch negative Ergebnisse bekommen. Das Enzym
Luziferase katalysiert dabei mit dem zugefiigten Substrat Luziferin eine lichtemittierende

Reaktion (De Wet et al. , 1987), welche mit einem Luminometer quantifiziert werden kann:

Luziferase
Mg2+

' Luziferase o
Luziferyl-AMP + O, ——» Oxyluziferin + AMP + CO, + hv

Luziferin + ATP Luziferyl-AMP + PP,
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Dazu gibt man je 20 pl Zellextrakt (s. 4.6.3) in ein Loch einer schwarzen 96-Lochplatte und
fiigt 100 pl des Luziferase-Assay Reagenzes (Substrat) zu. Die in relativen Lichteinheiten
(RLU) gemessene Aktivitét ist proportional zur exprimierten Luziferasemenge und ist somit
ein indirektes MaB fiir die Transkriptionsrate. Letztendlich bedeutet eine hohere Luziferase-

Aktivitdt eine Reaktion des responsiven Elements auf den Stimulus von auf3en.

4.6.5 Bestimmung von Proteinmengen nach Bradford

Die Proteinbestimmung der Proben des Luziferase-Assays erfolgte nach der Bradford-
Methode in 96-Lochplatten. Zur Erstellung einer Eichgerade werden in die oberste Reihe der
Locher Dupletts mit 0 pg, 1 pg, 2 ug, 4 ug, 6 ug und 10 pg Rinderserumalbuminlésung
pipettiert. In die folgenden Locher gibt man je 2 pl des Zellextrakts ebenfalls in Dupletts. Zu
allen Proben fiigt man dann 150 pl Farbreagenz (Biorad; 1:5 in H,O verdiinnt, filtriert) zu und
entfernt alle groBeren Luftblasen durch Zerstechen mit einer Kaniile. Nach Inkubation von 5
min bei Raumtemperatur folgt eine automatische Auswertung mit einem Elisa-Reader bei
einer Wellenldinge von 620 nm. Als Ergebnis der Messung erhdlt man den

Gesamtproteingehalt in pg pro pl Zellextrakt.
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5. Ergebnisse

Da fiir viele Zelladhdsionsmolekiile (Immunglobuline, Integrine, Cadherine) bekannt ist, dass
sie Teil von Signaltransduktionsketten sind, z. B. ;-Integrine (Schlaepfer und Hunter, 1998)
und ICAM-1 (Etienne et al. , 1998), kann man Mucl8 auch eine mogliche Fihigkeit zur

Signaliibermittlung unterstellen.

Es gibt verschiedene Maoglichkeiten, die Teilnahme von Zelladhdsionsmolekiilen an
Zellsignalwegen zu untersuchen. Der wichtigste Punkt ist hierbei sicherlich die Beobachtung
von Verdnderungen im Tyrosinphosphorylierungsmuster. Nach Stimulation des jeweiligen
Rezeptors werden stromabwiérts verschiedene Phosphorylierungskaskaden in Gang gesetzt,
welche mit immunologischen Methoden wie Farbung von Western Blots oder Immunprézi-
pitation mit anti-Phosphotyrosin-Antikérpern nachgewiesen werden konnen. Auflerdem kann
man etwaige Verdnderungen im zytoplasmatischen Calcium-Gehalt der Zellen beobachten,
welche ebenfalls in Signalwegen auftreten. Einen weiteren Versuchsansatz kann auch im
Zellkern vorgenommen werden, indem man die Auswirkungen des Stimulus auf die

Aktivierung von Transkriptionsfaktoren untersucht.

Alle drei Moglichkeiten zur Ermittlung von Signalwegen des Zelladhdsionsmolekiils Muc18

wurden untersucht.

5.1 Charakterisierung der verschiedenen Muc18-Antikorper

Wie bereits in der Einleitung erwihnt, ist bekannt, dass Muc18 einen Liganden besitzen muss.
Da dieser jedoch noch nicht charakterisiert werden konnte, bedient man sich fiir
Stimulationsversuche ersatzweise mit Antikorpern, die das Verhalten des Liganden imitieren
(Zheng et al. , 1996; Zubiaur et al. , 1997). Wenn ein Antikérper jedoch einen Rezeptor
erkennt, bedeutet das nicht automatisch, dass er auch fahig ist, eine Signalkaskade auszulosen
(Levine et al. , 1996). Da verschiedene monoklonale Antikdrper gegen ein Protein auch
unterschiedliche Epitope erkennen, besitzen sie auch untereinander andersartige

Stimulationseigenschaften, da ja die raumliche Anordnung des Rezeptors von entscheidender
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Bedeutung fiir die Stimulation ist. Ein weiterer entscheidender Punkt ist, dass die meisten
Stimulationsantikorper eine Kreuzvernetzung bendtigen, d. h. einen zweiten, gegen den
spezifischen 1. Antikérper gerichteten, Antikorper, der eine rdumliche Anndherung des
Proteins ermdglicht. Dazu wird z. B. ein Ziege-anti-Maus-Immunglobulin-Antikorper bentitzt,
wenn der 1. Antikdrper ein Mausimmunglobulin ist. Dies alles bedeutet, dass man vor Beginn
aller Kreuzvernetzungsversuche gezielt die aktivierenden Antikdrper auswihlen und sich iiber

ihre Eigenschaften im Klaren sein muss.

Im Falle von Mucl8 waren aus den Adhisionsassays (Johnson et al. , 1997) bereits drei
Antikorper bekannt, die potentielle Stimulationseigenschaften besitzen, némlich die
monoklonalen Antikorper MAd 5D7, 1B4 und 6AS8. Diese Antikorper zeigten in den
Adhisionsversuchen bei Zugabe eine Verstirkung der Adhédsion, d. h. sie sind
moglicherweise fahig, die sterische Anordnung der Mucl8-Molekiile fiir die Stimulation
giinstig zu beeinflussen. Aulerdem waren einige weitere gegen Mucl8 gerichtete Antikorper

bekannt, die sich eventuell als Stimulationsantikorper geeignet zeigen wiirden.

Zundchst wurden also die Mucl8-Antikdrper hinsichtlich ihrer Prdzipitations- und
Blottingeigenschaften getestet; d. h. wie gut erkennt ein Antikorper ,,sein® Protein im nativen

bzw. im denaturiertem Zustand. Hierzu folgende Western Blots:
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Abb. 3: Eigenschaften von verschiedenen Mucl8-Antikorpern:
Oben: Aufiragung von Immunprdzipitat: Austesten von Antikérpern
bzgl. ihrer Prdzipitations-Eigenschaften
Unten: Auftragung von Zelllysat (250 ug Gesamtprotein):
Austesten von Antikorpern bzgl. ihrer Blotting-Eigenschaften
[IP: Immunprdzipitationsantikorper; WB. Blotting-Antikorper]

Die beiden exemplarischen Western Blots aus Abb. 3 zeigen, dass die mAK MuclS§,
MucBA18.3, MucBA18.4 und 1B4 ausgezeichnet prazipitieren, d. h. sie erkennen Mucl8
sehr gut im nativen Zustand. Die Antikorper Mucl8, MucBA18.4 und 5D7 farben das

denaturierte Mucl8 gut, MucBA18.3 sehr gut. 1B4 und 6A8 firben etwa in der Stirke von
5D7 (Daten nicht gezeigt).
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Antikorper Bindungsstelle Beeinflussung

der Adhision
Mucl8 Domine 1, 2 -
MucBA18.3 intrazellular -
MucBA18.4 Domane 1 -
5D7 extrazellular +
1B4 extrazellular +
6AS8 extrazellular +

46

Tab. 3: Bindungsstellen und Adhdsionseigenschaften von Mucl8-mAKs
(Domdinen vgl. Abb. 1, gezihlt ab N-Terminus)

Bei der Entscheidung fiir die zukiinftigen Stimulationsantikorper fiel die Wahl also auf 5D7,
da dieser in den Adhésionsassays die Adhésion verstirkte. Aus dem gleichen Grund erschien
auch 1B4 geeignet. Da Mucl8 das native Mucl8 ebenfalls sehr gut erkennt, konnte er
ebenfalls fiir Stimulationsexperimente geeignet sein. MucBA18.3 dagegen fillt als
Stimulationsantikorper aus, da er, wie aus Tab. 3 ersichtlich ist, intrazytoplasmatisch bindet,
und die Zellen bei der Stimulation ja noch intakt und lebendig sind, also der zytoplasmatische
Schwanz von Mucl8 zu diesem Zeitpunkt noch nicht zugénglich ist. Zur Immunprézipitation
geeignet sind Mucl8, MucBA18.4 und 1B4. Als Blotting-Antikdrper kann man Mucl8,
MucBA18.4 und 5D7 beniitzen. MucBA18.3 ist ein ausgezeichneter Prézipitations- und

Blottingantikdrper, was spéter fiir Koimmunprézipitationsexperimente von Nutzen war.

5.2 Calcium-Einstrom nach Muc18-Kreuzvernetzung auf Zellen

Calcium-Signaling ist Bestandteil der wichtigsten Signalwege der Zelle {iberhaupt (Berridge
et al. , 1998). Zytoplasmatisches Calcium, welches entweder extrazellulér eintritt oder aus
intrazelluldren Lagern, wie dem endoplasmatischen Reticulum (ER), stammt, 16st eine
Vielzahl von Reaktionen aus. Der Calcium-Einstrom aus intrazelluldiren Lagern tritt
hauptsichlich in nicht-erregbaren Zellen auf. Dabei wird Calcium ausgeschiittet, wenn nach

einem extrazelluliren Stimulus aus dem membranstindigen Phosphatidylinositol-4,5-
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biphophat (PtdIns(4,5)P,) durch das Enzym Phospholipase C (PLC) das freie Inositol-1,4,5-
triphosphat gebildet wird (Ins(1,4,5)P3), welches an Rezeptoren auf dem endoplasmatischen
Retikulum bindet. In einigen Zellen, wie z. B. Lymphozyten, wird aber auch PtdIns(3,4,5)P;
aus PtdIns(4,5)P, durch die Phosphatidylinositol 3-OH-Kinase (PI(3)K) gebildet, welche die
Aktivitdt der PLC unterstiitzt. Etwas des zytoplasmatischen Calciums wird schlielich von
den Mitochondrien aufgenommen und dann an das ER zuriickgegeben. Wenn die
Mitochondrien jedoch mit Calcium iiberladen bleiben, resultiert daraus abnormaler
mitochondrialer Metabolismus, was wahrscheinlich zu Apoptose fiihrt. Ein Beispiel fiir einen
durch ein Zelladhisionsmolekiil vermittelten raschen Anstieg des intrazelluldren Ca**-Gehalts

nach Kreuzvernetzung ist L-Selektin (Po et al. , 1995).

Obwohl Mucl8 hauptsichlich auf Zellen neuroektodermalen Ursprungs exprimiert wird,
kommt es auch auf manchen himatopoetischen Zellen und Zelllinien vor. Die Zelllinien K562
und Mel888 TR1 wurden darauf untersucht, ob eine Mucl8-Kreuzvernetzung Ca” -Einstrom
hervorruft. Der Western Blot in Abb. 4 zeigt, dass sowohl K562 (Myeloide Leukédmie-
Zelllinie), als auch Mel888 TR1 (Mucl8-cDNA-transfizierte Melanomzelllinie) ausreichend

Muc18 exprimieren:
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Abb. 4: Mucl8-Expression von K562 und Mel888 TR1.
Immunprdzipitat von 2 - 10° Zellen
[IP: Immunprdzipitationsantikorper,
WB: Blotting-Antikorper]
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Wie in Kapitel 4.4 beschrieben, wurde der Calcium-Gehalt durch eine Untersuchung am
Durchflusszytometrie-Gerdt (FACScan) ermittelt. Dazu wurden verschiedene Mucl8-
Antikorper wihrend der Messung zugefiigt, aber auch schon vorgebunden an Mucl8 und erst
am FACS-Gerit kreuzvernetzt. Als Positivkontrolle fiir diese Versuche diente ein Calcium-
Chelator, welcher nach analoger Zugabe Ca’’-Ionen aus dem Puffer ins Zellinnere
transportiert und diese an den Fluoreszenzfarbstoff Fluo-3 AM abgibt (Wedi et al. , 1996). In
Abb. 5 ist zundchst die Stimulation von K562 gezeigt:
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Abb. 5: Zeitabhingige FACS-Messung des zytosolischen Calcium-Gehalts:
K562 mit A: Calcimycin, B: Mucl8; C: K562/5D7 mit GaMIg, D: K562/Mucl8 mit GoMIg
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In Abb. 5 (A) ist zu exemplarisch zu erkennen, dass die Zugabe von Calcimycin den

intrazelluldren Ca-Gehalt signifikant erhoht. Jedoch zeigen sowohl die Zugabe von Muc-18-

Antikorper alleine (B) als auch von mit 5D7 bzw. Muc18 (C, D) vorinkubierten und wéhrend

der FACS-Messung kreuzvernetzten Zellen, keinen Hinweis auf Calcium-Einstrom. Analog

wurde der Versuch auch mit Mel888 TRI1, einer mit Mucl8 transfizierten Zelllinie,

durchgefiihrt:
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Abb. 6: Zeitabhdingige FACS-Messung des zytosolischen Calcium-Gehalts:
Mel888 TRI1 mit A: Calcimycin, B: Mucl8; C: Mel888 TR1/5D7 mit GaMlIg, D: Mel888 TR1/1B4 mit

GaMlg

Jedoch auch hier konnte fiir sidmtliche Mucl8-Antikoérper kein Calcium-Einstrom

nachgewiesen werden. In Abb. 6 siecht man, dass die Zellen zwar auf den Zusatz von

Calcimycin (A) reagiert haben, aber weder auf eine Stimulation mit Mucl8 (B) noch auf

Kreuzvernetzung von vorinkubierten Zellen (C, D).
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Insgesamt konnte fiir die Zelllinien Mel888 TR1 und K562 fiir die oi-Muc18-Antikorper 5SD7,
1B4, 6A8, Mucl8, MucBAI18.3 und MucBA18.4 weder durch direkte Zugabe und
anschliefende Kreuzvernetzung, noch durch Vorbeladung und Kreuzvernetzung wéhrend der
Messung, ein Calcium-Einstrom festgestellt werden. Die Positivkontrolle Calcimycin lieferte

jedoch das erwartete Ergebnis.

Es ist bekannt, dass T-Zell-Stimulation durch CD3 zur Ca®’-Mobilisierung fithrt. Darum
wurden zur Kontrolle der gezeigten Experimente die Versuchsbedingungen (Sharp et al. ,
1996) an der T-Zelllinie Jurkat mit einem o-CD3-Antikorper getestet. Diese zeigte in der
Immunfluoreszenzfarbung und deren Auswertung am Mikroskop eine 100%ige und starke

Féarbung mit dem o-CD3-Antikorper M-T301.
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Abb. 7: Zeitabhdingige FACS-Messung des zytosolischen Calcium-Gehalts:
Jurkat mit A: M-T 301, B: Hepes, C: arIL4, D: MOPC-21
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Wie in Abb. 7 zu erkennen ist, funktioniert prinzipiell die Stimulation von Zellen mit
Antikorpern (Levine et al. , 1996) in einem zeitabhéngigen FACScan-Experiment. Hierzu
wurden Jurkat-Zellen mit einem o-CD3-Antikorper stimuliert (A) und bereits wenige
Sekunden nach der Zugabe desselben, tritt ein massiver Calcium-Einstrom auf, was durch die
Erhohung der Fluoreszenz zu erkennen ist. Zugabe von Puffer (B) oder Isotypkontroll-
Antikorpern (C, D) dagegen fiihrt nicht zur Calcium-Mobilisierung, was die Spezifitit des

Signals beweist.

Somit konnte mit der Methode der zeitabhidngigen Messung des Calcium-Einstroms kein

Hinweis auf eine Signalwegfunktion von Mucl18 gefunden werden.
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5.3 Verinderungen im Tyrosinphosphorylierungsmuster nach Kreuzvernetzung

von Mucl8

5.3.1 Phosphorylierungsstatus von Muc18

Mucl8 besitzt eine potentielle Phosphorylierungsstelle fiir Phosphotyrosin. Wird Mucl8
stimuliert, konnte es sein, dass es zuerst selbst am zytoplasmatischen Rest phosphoryliert
wird, bevor das Signal weiter stromabwérts gegeben wird. Um dies genauer zu untersuchen,
wurde Mucl8 von den Melanomzelllinien Mel888 TR1 und MelJuSo prézipitiert und gegen
a-Phosphotyrosin (4G10) geblottet.
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Abb. 8: Tyrosinphosphorylierung von Mucl8 im unstimulierten Zustand (4) und im stimulierten Zustand (B).
Die Stimulationszeit in B betrug 30 min. Uber den jeweiligen Western Blots sind in dieser und allen
folgenden Abbildungen die Zelllinien und Kreuzvernetzungsantikorper genannt. Auflerdem wurde
immer GoMIg als 2. Antikorper zugefiigt.

[Y: schwere Kette des Prizipitationsantikérpers; IP: Immunprdzipitationsantikorper; WB: Blotting-AK]
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Abb. 8A zeigt die Ergebnisse fiir nicht-stimulierte Zellen. Die Positivkontrolle A431, ein
EGF-stimuliertes Karzinomzelllysat, liefert ein Reihe von phosphorylierten Proteinen, d. h.
der Antikorper ist funktionell. Die Prizipitate reagieren mit MucBA18.3, aber nicht mit dem
o-Phosphotyrosinantikorper, d. h. Mucl8 liegt unstimuliert nicht Tyrosin-phosphoryliert vor.
In Abb. 8B sieht man, dass Muc18 auch nach Stimulation mit mAK 5D7 nicht phosphoryliert
wird. Man kann jedoch nicht ausschlieBen, dass pMuc18 von 4G10 aufgrund einer fehlenden

flankierenden Erkennungssequenz um das Phosphotyrosin nicht erkannt wird.

5.3.2 Neu phosphorylierte Proteine im Zelllysat nach Muc18-Stimulation

Der eigentlich wichtigste Versuch zum Nachweis von Signalwegen ist die Tyrosin-
phosphorylierung von Proteinen des Zelllysats. Treten neu phosphorylierte Proteine auf, so
kann mit Sicherheit davon ausgegangen werden, dass das stimulierte Zelloberflaichenprotein

tatsdchlich der Ausldser einer Signalkette ist.

Als Vorversuch wurde Mel888 TR1 fiir verschiedene Zeiten mit PMA (Phorbol-12-myristat-
13-acetat) stimuliert, einem Phorbolester, der die Proteinkinase C (PKC) von der regulidren
Signalkaskade entkoppelt und zu deren dauernden Aktivierung unabhingig von einem
duBeren Stimulus fiihrt. Wie in Abb. 9 zu sehen ist, ist die Zelllinie Mel888 TR1 generell zur
Stimulation geeignet, da der o-Phosphotyrosin-Antikorper (o-PTyr-AK) bereits nach 10 min

PMA-Stimulation eine Zunahme der Phosphorylierung von Proteinen des Zelllysats zeigt.
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Abb. 9: Western Blot: Phosphorylierte Proteine im Zelllysat (150 ug
Gesamtprotein) nach PMA-Stimulation. [WB: Blotting-AK]
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Es wurden mehrere o-PTyr-AK getestet, weil diese nicht nur das Phosphotyrosin erkennen,

sondern auch eine gewisse Erkennungssequenz darum herum benétigen. Liegt diese nicht vor,

so wird ein Tyrosinrest, obwohl phosphoryliert, nicht erkannt. Prinzipiell kann man sowohl

den Antikorper HB 81-90 (nicht gezeigt), als auch die AK 4G10 und PY20 zur Detektion

bentitzen.
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Fiir die Stimulation von Muc18 wurde folgender Blot erhalten:

Mel888 TR1 - mAK 5D7
Omin 2min 4min 10min K

WB: 4G10 1:1000

Abb. 10: Western Blot: Phosphorylierte Proteine im Zelllysat nach Mucl§-
Kreuzvernetzung. Mit u ist die Laufweite der schweren Kette des
kreuzvernetzenden Antikérpers 5D7 bezeichnet. [WB. Blotting-AK]

Die unterschiedlich lange Zeit der Kreuzvernetzung von Mucl8 in der Melanomzelllinie
Mel888 TR1 mit mAK 5D7 und GaMIg liefert, wie in Abb. 10 zu sehen ist, eine ganze Reihe
an neu phosphorylierten Proteinen im Bereich um 51 kD, sowie zwischen 72 und 79 kD. Ein
vergleichbares Bild wird im tibrigen auch fiir die Kreuzvernetzung mit dem Antikorper 1B4
erhalten. Stimuliert man dagegen Mel888, die urspriingliche, nicht mit Mucl8 transfizierte
Zelllinie, erhilt man keines der Signale (hier nicht gezeigt). In der Spur mit der Bezeichnung
K wurde nur Kreuzvernetzungsantikdrper Z420 zugefiigt, welcher keine Verdnderungen im
Muster aufweist. Ein weiterer interessanter Punkt ist auch, dass die Phosphorylierung bereits

in einer sehr kurzen Zeit von nur 2 min zum erstenmal detektiert werden kann.

Ebenfalls die Kombination MelJuSo mit 5D7 zeigt ein vergleichbares Ergebnis:
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WB: 4G10 1:500

Abb. 11: Western Blot: Tyrosinphosphorylierung der Proteine
im Zelllysat nach Mucl8-Kreuzvernetzung von MelJuSo
mit 5D7 bzw. mit Isotypkontroll-AK (30 min).

Auch Abb. 11 zeigt neben den Phosphoproteinen bei etwa 50 kD (hier 56 kD) und im
mittleren molekularen Bereich (hier 70-90 kD) weitere im hoéhermolekularen Bereich (hier
128 und 146 kD). Ein dhnliches Muster wurde auch fiir Mel888 TR1 und 1B4 bzw. MelJuSo
und Mucl8 erhalten; auflerdem zeigte eine Behandlung von Mel888 mit 5D7, sowie nur die

Anwendung des 2. AK GoMIg auf Mel888 TR1 keine dieser Banden (nicht gezeigt).

Wie also zu sehen ist, treten nach Stimulation der Zelllinien Mel888 TR1 und MelJuSo mit
den o-Mucl8-Antikérpern 5D7, 1B4 und Mucl8 zahlreiche neu Tyrosin-phosphorylierte
Proteine auf. Die Kreuzvernetzung von Mucl8 an der Zelloberfliche initiiert Signal-

iibermittlung.
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5.4 Identifikation von durch Muc18-Stimulation neu auftretenden Phosphoproteinen

Nach der Feststellung, dass Mucl8 tatsdchlich ein Zelladhdsionsmolekiil ist, das Signale in
die Zelle weiterleiten kann, stellt sich natiirlich die Frage, welche Proteine im Zellinneren
phosphoryliert werden. Bei anderen Zelladhdsionsmolekiilen, wie z. B. die Integrinen, sind
die Signalwege z. T. schon aufgeklirt. Ein zentraler Punkt im Integrinsignalweg ist fak
(,,focal adhesion kinase*), das Autophosphorylierung eingeht und dann die src-Familie-
Proteintyrosinkinasen (src-PTKs) rekrutiert und auch zur Bindung und Tyrosinphosphory-
lierung der Adaptermolekiile p130Cas, crk und nck fiihrt.

Da Mucl8 auch ein Zelladhdsionsmolekiil ist, liegt die Moglichkeit nahe, dass es ebenfalls
einen Signalweg wie diesen beschreitet. Dazu wurden einige Signalproteine ausgewihlt und
auf Phosphorylierung nach Muc18-Stimulation mittels Antikorper untersucht, welche vom
Molekulargewicht zu den vorher detektierten neu phosphorylierten Proteinen passen. Fiir die
Proteingruppen p51/56 wurden fyn und nck, fiir p70-90 Paxillin und fiir p128 und p146 fak
und p130Cas getestet.

5.4.1 Expression von Signalweg-Proteinen

Verschiedene Melanom- und eine Karzinomzelllinie wurden auf Expression der ausgewihlten
Signalwegproteine untersucht. Mel888 exprimiert kein Muc18, Mel888 TR1 dagegen ist eine
Mucl8-Transfektand, MelJuSo und HeLa sind ebenfalls Mucl8-positiv (Abb. 12). Diese
Zelllinien konnen somit fiir Phosphorylierungstests bzw. Koimmunprézipitation (vgl. 5.5)

verwendet werden.
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Abb. 12: Western Blot: Mucl8-Expression der getesteten Zelllinien
(Auftragsmenge: 200 ug Gesamtzelllysat pro Spur)

Wie man sieht ist MelJuSo sehr stark Mucl8-positiv, Mel888 TR1 positiv, seine
Ausgangszelllinie Mel888 negativ und HeLa schwach positiv.

Zuerst wurde die Expression der Signalwegproteine fyn, nck, Paxillin, fak und p130Cas
untersucht. Man findet fyn theoretisch bei 59 kD, nck bei 47 kD, sowie Paxillin bei 68 kD,
fak bei 125 kD und p130Cas bei 130 kD. Man erkennt in Abb. 13, dass die Zelllinien
MelJuSo und HelLa bei Auftragung der gleichen Menge Gesamtprotein auf das Gel

vergleichbar viel nck, fak und Paxillin exprimieren, lediglich MelJuSo hat weniger fyn.

AuBerdem wurde die Expression von p130Cas auf verschiedenen Zelllinien getestet (Abb.
13), wobei eine weitere Eigenschaft des Antikorpers zu sehen ist. Dieser kreuzreagiert mit
pl05CasL, einem weiteren wichtigen Signalmolekiil, identifiziert im Integrin-Signalweg,

welches mit p130Cas nahe verwandet ist.
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Abb. 13: Western Blot: oben: Expression von fyn, nck, fak und Paxillin (Auftrags-
Menge: 150 ug Gesamtprotein pro Spur); unten: Expression von p130Cas
und p105CasL auf verschiedenen Zelllinien (200 ug Gesamtprotein,).
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Wie der Western Blot (pro Spur Zelllysat mit 200 ug Gesamtprotein aufgetragen) in Abb. 13
zeigt, besitzt MelJuSo im Vergleich weniger p130Cas und p105CasL als Mel888 und Mel888
TR1; HeLa jedoch deutlich mehr. Es sind also alle getesteten Zelllinien positiv und die

ausgesuchten Signalwegproteine konnen bzgl. Muc18-Kreuzvernetzung getestet werden.

5.4.2 Phosphorylierung von Signalwegproteinen durch Muc18-Kreuzvernetzung

Wie in Kapitel 5.3.2 beschrieben, konnen durch Mucl8-Stimulation einige neu
phosphorylierte Proteine erhalten werden und darum wurden mehrere potentielle
Signalwegproteine ausgewihlt, die ein entsprechend passendes Molekulargewicht besitzen,
um deren Phosphorylierung nach Mucl8-Stimulation zu ermitteln. Das zu untersuchende
Protein wurde zuerst préazipitiert und anschlieBend mit o-Phosphotyrosin-mAK 4G10
geblottet, um eine ausreichende Menge zu erhalten und das Problem der Nachweisgrenze zu
umgehen. Diese Blots wurden anschlieBend ,,gestripped”, d. h. die Detektionsantikdrper
entfernt, und mit dem Antikorper gegen das Signalwegprotein, als Kontrolle fiir die

Auftragsmenge, gefarbt.

5.4.2.1 Phosphorylierung von p130Cas/p105CasL nach Muc18-Stimulation

Abb. 14 zeigt den Phosphorylierungsstatus von p130Cas und p105CasL nach 30-miniitiger
Stimulation von Muc18 mit mAK 5D7:
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Abb. 14: Western Blot: Phosphorylierung von p130Cas/p105CasL nach Mucl$§-
Kreuzvernetzung: Zellen mit mAK 5D7 und GoMIg 30 min kreuzvernetzt,
anschlieflend mit o-p130Cas immunprdzipitiert, mit o-pTyr gefiirbt
(die beiden Spuren links), und die Spuren nach ,,strippen * mit
a-p130Cas inkubiert (die beiden Spuren rechts).

[Y: schwere Kette des Prdzipitationsantikorpers]

Nach Kreuzvernetzung mit mAK 5D7 ist eine deutliche Phosphorylierung von p130Cas zu
erkennen (Spur 2), aber nicht bei den mit Isotypkontrollantikdrper behandelten Zellen (Spur
1). Die beiden linken Spuren des Blots wurden ,,gestripped* und sind mit p130Cas inkubiert
als die beiden rechten Spuren zu sehen, d. h. es liegen sowohl in der nicht-stimulierten als
auch im stimulierten Probe p130Cas und p105CasL vor, jedoch nur nach Stimulation wird

pp130Cas und schwach auch pp105CasL erhalten.
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5.4.2.2 Phosphorylierungsstatus von fak nach Kreuzvernetzung von Mucl8

Fak zeigte folgendes Bild nach Muc18-Aktivierung:

W W
© ©
\{90 <§S\ \@Q bé\
N Q"
F F & F
AR
N

& QD&
> Re) > >
P P PP

& & &€
mninenimnis
220 kD —
- e <4— fak
97,4 — -
66—
1 Py .
| |
IP: fak

| | |
WB:4G10  fak

Abb. 15: Western Blot: Phosphorylierung von fak nach Mucl8-Kreuzvernetzung:
Zellen mit mAK 5D7 oder Isotypkontroll-AK und GaMlIg 30 min
kreuzvernetzt, dann mit o-fak immunprdzipitiert, mit a-pTyr gefiirbt
(die beiden Spuren links), und die Spuren nach ,, strippen  mit o-fak
inkubiert (die beiden Spuren rechts).

[Y: schwere Kette des Prizipitationsantikorpers]

Wie Abb. 15 zeigt, konnte nach 30-miniitiger Kreuzvernetzung der Zellen mit mAK 5D7 oder

Isotypkontrollantikdrper, anschlieBender Lyse der Zellen und Immunprézipitation gegen fak
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in der Zelllinie Mel888 TR1 keine Phosphorylierung von fak detektiert werden. Das

tatsdchliche Vorhandensein von fak in diesem Experiment zeigen die beiden rechten Spuren,

die nach Abtrennen von 4G10 durch Inkubation mit fak erhalten wurden.

5.4.2.3 Phosphorylierungsstatus von fyn nach Kreuzvernetzung von Mucl8

Als néchstes Protein wurde fyn auf Phosphorylierung nach Muc18-Stimulation getestet:
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Abb. 16: Western Blot: Immunprizipitate von fyn gegen pTyr (die beiden
Spuren links) und gegen fyn (die beiden Spuren rechts) gefirbt zur
Detektion der Phosphorylierung von fyn nach 30 min Mucl$§-
Kreuzvernetzung (fyn (m): Maus-o-fyn; fyn (r): Kaninchen-o-fyn).
[Y: schwere Kette des Prdzipitationsantikorpers]
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Wie aus Abb. 16 zu ersehen ist, zeigt sich auch fiir fyn keine Anderung im
Phosphorylierungsstatus nach Muc18-Stimulation. Als Kontrolle dienen wiederum die beiden
rechten Spuren des Blots; die Prézipitation von fyn war in Ordnung, da sowohl nicht-

stimuliertes als auch stimuliertes Lysat ein deutliches Signal mit o-fyn-AK zeigen.

Zusammengefasst kann man also sagen, dass nach Mucl8-Kreuzvernetzung p130Cas und
pl05CasL phosphoryliert werden. Fiir fak und fyn konnte kein Signal mit o-pTyr-AK
erhalten werden. Paxillin wurde nicht getestet, da das Bandenmuster zu uniibersichtlich ist.
Desweiteren war ein Test, ob nck ebenfalls phosphoryliert wird, unmdglich, da trotz
Austestens verschiedenster Bedingungen stets der Antikorper 4G10 ein zu undeutliches, mit
der schweren Kette des Prizipitationsantikorpers (y: 50 kDj; nck: 47 kD) iiberlappendes Signal
lieferte.
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5.5 Koimmunprizipitation von Signalwegproteinen mit Muc18

Eine weitere entscheidend wichtige Moglichkeit zur Ermittlung von Signalwegen ist die
Identifikation von im Signalkomplex enthaltenen Partnern eines Proteins, denn nur wenn die
Molekiile fiir eine bestimmte Zeit in Kontakt treten, kann das Signal in der Zelle
weitergegeben werden. Eine Methode um die Interaktionen von Oberflichenproteinen mit
zytoplasmatischen Signalwegproteinen aufzuklédren, ist die Koimmunprézipitation. Dazu
prazipitiert man das Zelloberflichenprotein und farbt dann aber auf dem Western Blot nicht
gegen das urspriingliche Protein, sondern gegen ein anderes Protein. War dieses vorher in
Kontakt mit dem Rezeptor, eventuell auch in einem Komplex und bleibt es daran haften, dann
wird es mit dem ersten Protein prézipitiert, im Polyacrylamidgel mit aufgetrennt und kann
detektiert werden. Der wichtigste Punkt bei dieser Vorgehensweise ist dabei die Wahl des
Detergenzes, welches ,,stark genug sein muss, um das Zelloberflichenprotein aus der
Membran zu 16sen, aber gleichzeitig mild sein muss, da eine zu starke Solubilisierung des
Protein-Komplexes die nicht-kovalenten Wechselwirkungen zerstort, und somit das

gekoppelte Protein verloren geht.

Auch in den im Folgenden beschriebenen Experimenten der Koimmunprézipitation wurden
wiederum die bereits in den Phosphorylierungs-Versuchen getesteten Src-PTKs und

Adapterproteine untersucht.

5.5.1 Koimmunprizipitation von p130Cas/p105CasL nach Muc18-Stimulation

Wie oben bereits erklért, zeigt Abb. 17 einen Western Blot mit Koimmunpréizipitaten. Zur
Kontrolle der Spezifitdt des Signals wurden nicht nur die nicht-stimulierte und stimulierte
Mucl8-positive Zelllinie MelJuSo, sondern auch die Muc18-negative Zelllinie Mel888 mit o-
Mucl8-mAK prézipitiert. Nach Zugabe von 5D7 oder Isotypkontroll-AK und Kreuz-
vernetzung der Zellen mit Ziege-o-Maus-AK fiir 30 min erfolgte eine Zelllyse mit
anschlieBender Prizipitation gegen Mucl8. SchlieBlich wurde der Blot mit p130Cas-mAK
inkubiert.
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Abb. 17: Western Blot:
A: Koimmunprdzipitate von p130Cas mit Mucl8 von nicht-
stimulierten und stimulierten Zelllysaten

B: Entfernung der Detektions-AK von A, erneute Fdarbung gegen Mucl8

[Y: schwere Kette des Prdzipitationsantikorpers]
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Eindeutig kann bei der Mucl8-positiven Zelllinie MelJuSo eine von der Stimulation
unabhéngige Assoziation von pl30Cas an Mucl8 beobachtet werden (Abb. 17A). Eine
weitere Spezifitits-Kontrolle erhédlt man durch ,,strippen® des ersten Blots und Inkubation mit
o-Mucl8-Antikdrper (Abb. 17B). Nur die Spuren aus Abb. 17B, die Mucl8-Prézipitat tragen,
zeigen in Abb. 17A auch p130Cas. Somit wird p130Cas spezifisch von Muc18 mitprazipitiert.
AuBerdem sind auch die schweren Ketten des Prizipitationsantikorpers MucBA18.3 zu
erkennen, die etwa vergleichbar stark sind, d. h. es wurde auch gleich viel Prizipitat auf jede

Spur aufgetragen.
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Abb. 18: Western Blot:
A: Koimmunprdzipitation von p130Cas mit Mucl8 und ICAM-1
B: Entfernung der Detektions-AK von A und Kontroll-Inkubation
mit o-Mucl8-AK und o-ICAM-1-AK (gp89-11).
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Als weitere Kontrolle der Koimmunprézipitation sicht man in Abb. 18 einen Western Blot,
bei dem Mucl8-stimulierte Zellen mit Antikdrper gegen ein anderes Zelloberfldchenprotein,
ICAM-1, prazipitiert wurden. Die Zelllinie Mel888 TR1 liefert nur im Immunprizipitat von
Mucl18 das Signalweg-Adapterprotein p130Cas, nicht im Immunprazipitat von ICAM-1. Das
bedeutet wiederum, dass pl30Cas spezifisch mit dem Zelloberflichenprotein Mucl8

mitprézipitiert wird.

Auch in einem anderen Zelltypus, dem Karzinom, findet man p130Cas im Koimmunprazipitat
unabhingig von der Stimulation von Mucl8 (nicht gezeigt). Dazu wurde die Muc18-positive
Karzinomzelllinie HeLa beniitzt. Dies bedeutet, sowohl Meclanom als auch Karzinom

beniitzen das gleiche Signalwegprotein.

Wie vorher schon erwidhnt, spielt die Wahl des Detergenzes im Lysepuffer bei der
Koimmunprézipitation eine sehr wichtige Rolle. Wie entscheidend sich das Bild verdndern
kann, zeigt Abb. 19. Lyse mit Brij-96, welches ebenfalls wie NP-40 1%ig verwendet wurde,
zeigt keinerlei p130Cas-Signal mehr auf dem Western Blot, obwohl wie im unteren Teil der
Abbildung zu sehen ist, geniigend Mucl8 prazipitiert wurde. NP-40 zerstort den Protein-
Komplex um Mucl8 offensichtlich nicht so stark wie Brij-96.
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Abb. 19: Western Blot: Abhdngigkeit der Koimmunprdzipitation von p130Cas vom Detergenz:
Immunprizipitat von Mucl8 mit o-p130Cas (oben) und mit o-Mucl8 (unten) gefdirbt.

Eine weitere Tatsache, welche den Erfolg der Koimmunprizipitation mafigeblich beeinflusst,
ist die Wahl des Prézipitationsantikorpers. Je nach Bindungsstelle konnen die assoziierten

Proteine unterschiedlich gut koimmunprazipitiert werden:
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Abb. 20: Western Blot: Mucl8 als Prdzipitationsantikorper
zur Koimmunprdzipitation von p130Cas

Auch von mAK Mucl18 wird p130Cas vergleichbar gut koprézipitiert. Hier erkennt man, dass
pl05CasL ebenfalls mit Mucl8 prizipitiert werden kann (Abb. 20). Wiederum ist die

Prézipitation unabhéngig von der Stimulation.

5.5.2 Versuch der Koimmunprizipitation von fak nach Muc18-Stimulation

Es wurde auch versucht, fak, welches nach Mucl&8-Stimulation in Mel888 TR1 nicht
phosphoryliert wird (vgl. 5.4.2.2), im Komplex mit Mucl8 zu finden (Abb. 21). Doch auch
hier konnte keine Wechselwirkung von fak zu Mucl8 festgestellt werden. Hierzu wurden die
Zelllinien mit 5D7 oder Isotypkontrolle beladen, mit Kreuzvernetzungsantikdrper GoMIg fiir
30 min behandelt und lysiert. Nach Prézipitation gegen Mucl8 fand eine Inkubation mit o-
fak-AK statt. Parallel zu diesem Versuch erfolgte ein Ansatz mit pl130Cas, der das vorher
gezeigte Bild (5.5.1) lieferte; die Versuchsbedingungen waren also in Ordnung. Wie man

sieht, bleiben die beiden linken Spuren im Bereich von 125 kD leer.
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Abb. 21: Western Blot: Versuch der Koimmunprdzipitation von fak mit Mucl8
nach 30 min Kreuzvernetzung.
[Y: schwere Kette des Prizipitationsantikorpers]

Offensichtlich wird fak unter diesen gewidhlten Versuchsbedingungen nicht mitpréizipitiert.

5.5.3 Versuch der Koimmunprizipitation von fyn nach Muc18-Stimulation

Fyn, eine vorher schon beschriebene Src-PTK, wurde auch daraufhin untersucht, ob diese mit
Mucl8 interagiert. In Abb. 22 sieht man auf den beiden linken Spuren prézipitiertes fyn
(theoretisch 59 kD), welches zuerst mit Maiuse-Antikorper gefdllt und schlieBlich mit
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Kaninchen-Antikorper geblottet wurde, um zu vermeiden, dass das Signal von der schweren
Kette des Mausantikorpers (50 kD) iiberlagert wird. Dementsprechend findet man auf den
beiden mittleren Spuren, die ebenfalls mit fyn (r) geblottet wurden, keine schwere Kette des

Prézipitationsantikorpers.

- e <«— Muc18
97,4kD —
L |

'- j 'nyn
_— | !

| |
|IP: fyn (m) MuclE|>A18.3

66 —

WB: fyn (r) MucBA18.3

Abb. 22: Western Blot: Versuch der Koimmunprdzipitation von fyn mit Mucl8:
Spuren 1, 2: Immunprdzipitate von fyn; Spuren 3-6: Immunprdzipitate von Mucl8
gegen fyn (Spuren 3, 4) gefirbt und danach erneut gegen Mucl8 (Spuren 5, 6) inkubiert.
[¥: schwere Kette des Prdzipitationsantikorpers]

Mucl8 und fyn sind ausreichend vorhanden, wie die beiden rechten und die zwei linken
Spuren zeigen, aber es wird weder in der nicht-stimulierten noch in der stimulierten Probe fyn

im Koimmunprézipitat gefunden, wie man bei den beiden mittleren Spuren sieht.



Ergebnisse 73

5.5.4 Versuch der Koimmunprizipitation von Paxillin nach Muc18-Stimulation

Paxillin ist ein weiterer potentieller Partner von Muc18. Wie vorher schon gezeigt assoziiert
p130Cas mit Mucl8. Da p130Cas eine SH3-Domine besitzt, und Paxillin davon gebunden
werden kann (Thomas und Brugge, 1997), ist es moglich, dass auch Paxillin an der
Signaliibermittlung von Mucl8 teilnimmt. In Abb. 23 ist der Versuch der
Koimmunprézipitation von Paxillin mit Mucl8 gezeigt. Wie jedoch zu sehen ist, wird in
keiner der gewdhlten Zelllinien, Melanomen und einem Karzinom, Paxillin mitprézipitiert.
Als Positivkontrolle dient die Auftragung von Zelllysat, welches die Laufweite von Paxillin

zeigt.

| IP: MucBA18.3 |
WB: Paxillin 1:12000

Abb. 23: Western Blot: Versuch der Koimmunprdzipitation von Paxillin mit Mucl§:
Immunprdzipitate von Mucl8 aus verschiedenen Zelllinien mit a-Paxillin-AK gefcirbt.
[Y: schwere Kette des Prizipitationsantikorpers]

Als weitere Auftragskontrolle siecht man die schwere Kette des Prézipitationsantikorpers, hier

mit y bezeichnet.
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5.5.5 Koimmunprizipitation von nck mit Mucl8

Nck, ein Adapterprotein, welches mit p130Cas assoziieren kann (vgl. Integrinsignalweg 6.1),
sollte als ndchstes untersucht werden. In den beiden linken Spuren von Abb. 24 wurde nck
aus Mel888 TR1 prazipitiert, um dessen normale Laufweite (theoretisch 47 kD) zu ermitteln.
Die beiden rechten Spuren zeigen das Mucl8-Immunprizipitat gefdrbt mit dem vorher
erwahnten fyn-Antikorper, wobei in Hohe von nck keine Banden zu finden sind. Dies ist also
eine Spezifititskontrolle fiir den nck-Antikérper. Die beiden mittleren Spuren liefern fiir
nicht-stimulierte und stimulierte Mel888 TR1-Zellen eine Koimmunprézipitation von nck und
Mucl18. Nach Strippen des Blots und Inkubation mit o-Muc18-AK wurden Mucl8-Banden
erhalten, welche den Erfolg der Immunprézipitation dokumentieren (nicht gezeigt).

Tatsachlich ist also nck mit Muc18 assoziiert:

| IP: nck (r) Mucl|3,|°\18.3

WB: nck (m) fyn (m)

Abb. 24: Western Blot: Koimmunprizipitation von nck mit Mucl8: Immunprdzipitate von nck
(Spuren 1, 2) und Mucl8 (Spuren 3-6), wobei Spuren 3 und 4 mit nck(m) und Spuren
5 und 6 zur Spezifitits-Kontrolle mit fyn(m) gefdrbt wurden.
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Genau wie bei p130Cas findet man also eine Assoziation, die unabhéngig von der Stimulation
von Mucl8 ist. Dass tatsdchlich Muc18 vorliegt, {iber das nck prizipitiert wurde, zeigt Abb.
25. Hier wurden die beiden Spuren mit Isotypkontrolle stimulierter Zellen aus dem gleichen
Ansatz auf das Gel aufgetragen, genau wie die beiden Spuren mit 5D7-Stimulation, d. h.
wenn Mucl8 prézipitiert wird, kommt nck mit. Die nicht weiter aufgetrennte Bande {iber der
schweren Kette y auf den beiden linken Spuren ist ein Protein, welches gelegentlich in der
Prizipitation von Mucl8 auftaucht, da es aus einer Kreuzreaktivitit des Antikdrpers

MucBA18.3 stammt.
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Abb. 25: Western Blot: Koimmunprdzipitation von nck mit Mucl§:
Immunpriézipitate von Mucl8 mit o-nck-AK bzw. o-Mucl8-AK
gefdrbt. [v: schwere Kette des Prizipitationsantikérpers]
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5.6 Zusammenfassung der Versuche zu Phosphorylierung und Koimmunprizipitation

Zusammenfassend ldsst sich also sagen, dass von den getesteten Signalwegproteinen bei
diesen Bedingungen pCasl130/p105CasL und nck in verschiedenen Zelllinien Mucl8-
spezifisch mitprézipitiert werden konnen. Die Wechselwirkung ist dabei von der Mucl8-

Kreuzvernetzung unabhéngig.

Nach Kreuzvernetzung von Muc18 werden mehrere neu phosphorylierte Proteine im Zelllysat

detektiert. Von diesen Molekiilen sind bis jetzt nur p130Cas/p105CasL identifiziert.

Fak, fyn und Paxillin dagegen werden nicht in Abhédngigkeit von Mucl8 phosphoryliert und

auch nicht mit Muc18 koimmunprézipitiert.
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5.7 Aktivierung von Transkriptionsfaktoren nach Kreuzvernetzung von Mucl8

Eine weitere Moglichkeit Signalpartner eines Zelloberflichenmolekiiles zu ermitteln, ist die
Suche nach im Zellkern aktivierten Proteinen. Bei diesen sehr weit stromabwirts im
Signalweg gelegenen Proteinen handelt es sich um Transkriptionsfaktoren. Um die beteiligten
Proteine zu identifizieren, bedient man sich einer Methode aus der Promotoranalyse. In die zu
testenden Zellen werden Reporterkonstrukte mit verschiedenen responsiven Elementen
transfiziert, welche vor ein Reportergen, in diesem Falle die Luziferase, kloniert sind.
Kreuzvernetzt man nun mit o-Mucl8-Antikérper und einem 2. Antikorper (GoMIg), so
werden zunidchst bestimmte Proteine im Zytosol phosphoryliert und dann vermutlich das
Signal in den Zellkern weitergegeben. Falls dann genau der Faktor aktiviert wird, fiir den das
passende Reporterkonstrukt in den Zellen vorliegt, ist der Weg geschlossen und die
Luziferase wird abgelesen. Dies bedeutet, dass die Luziferase-Expression bei o-Mucl8§-
Kreuzvernetzung im Vergleich zum Isotypkontroll-Antikorper verstirkt wird, wenn ein
kommunizierendes Plasmid in den transfizierten Zellen vorliegt. Wenn ein Konstrukt
transfiziert wurde, welches kein mit Muc18 wechselwirkendes Element trigt, dann erhilt man
keinen Unterschied in der Luziferase-Expression nach Stimulation mit a-Mucl8-Antikorper
bzw. Isotypkontrollantikdrper. Als Positivkontrolle dient eine Behandlung der Zellen mit
PMA, welches die Proteinkinase C kurzschlieBt und so sehr viele Transkriptionsfaktoren

aktiviert. Auf diese Weise wurden zahlreiche Konstrukte mit responsiven Elementen getestet.

5.7.1 cAMP-responsives Element (CRE)

Nach Transfektion eines Konstrukts mit einem in vier Tandem-Wiederholungen enthaltenen
CRE-Element vor einem schwachen Promotor, erhilt man nach Kreuzvernetzung von Mel888
TR1 mit mAK 5D7 eine zwei- bis dreifache Erhohung der Luziferase-Expression gegeniiber
dem Isotypkontroll-AK (mehrmals wiederholt). Dies ist exemplarisch in Abb. 26 gezeigt.
Wihlt man dagegen die Mucl8-negative Zelllinie Mel888 zur Stimulation, so erfolgt kein
Anstieg. Dies dient zusammen mit der Isotypkontrolle 141-11 als Spezifititskontrolle, d. h.
als Beweis, dass tatséchlich iiber Mucl8 aktiviert wurde. Die beiden PMA-Werte zeigen
ebenfalls eine Erhohung, und das Kontrollplasmid ohne Insert, pCIS-CK, zeigte bei Mucl8-

Kreuzvernetzung keinen Anstieg.
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Abb. 26: Luziferase-Aktivitit nach Transfektion von Mel888 (Muc18-negativ)
und Mel888 TR1 (Mucl8-positiv) mit pCRE-Luc und Kreuzvernetzung mit
mAK 5D7, 141-11 (Isotypkontrolle) und GoMIg oder Stimulation mit PMA.
Die Messwerte in cpm (counts per minute)/ug Protein wurden in unabhdngig
transfizierten Triplikaten nach 24 h Stimulation ermittelt. Der zugehdrige
Vektor ohne Insert, pCIS-CK, zeigte keine Reaktion auf Kreuzvernetzung
von Mucl8 (nicht gezeigt).

Da also mit der Transfektion von pCRE-Luc bei der Muc18-positiven Zelllinie eine verstirkte
Luziferase-Expression nach Stimulation mit 5D7 erhalten wurde, kann man davon ausgehen,

dass Muc18 moglicherweise tatséchlich stromabwirts ein CRE-bindendes Protein aktiviert.

5.7.2 pIC277AAP2, ein Konstrukt aus dem ICAM-1-Promotor

Als néchstes wurde ein Konstrukt (Abb. 27) aus dem ICAM-1-Promotor, welches u. a. zwei
potentielle NF-kB- und API1-, sowie SP1-responsive Elemente enthilt, transfiziert. Sowohl
fir den o-Mucl8-Antikérper 5D7, als auch fiir mAK Mucl8 konnte ein Anstieg der
Luziferase-Expression bei der Mucl8-positiven Zelllinie Mel888 TR1 beobachtet werden.
Diese Erhohung lag stets bei etwa 2—3-fachem Wert. Auch MelJuSo, eine natiirlich Muc18-
exprimierende Zelllinie zeigt das gleiche Ergebnis (nicht gezeigt). Die beiden Isotypkontroll-
antikdrper 141-11 und UPCI10 liefern den Grundwert der Lichtemission fiir unstimulierte
Zellen. Aullerdem zeigen die PMA-Werte (Abb. 27: oben: Mel888 51,8; Mel888 TR1 146,3;
unten: Mel888 36,1; Mel888 TR1 39,8 cpm/pug Protein) den Erfolg der Transfektion an. Fiir
Mel888 erhidlt man wiederum keinen Anstieg der Luziferase-Expression, was auf ein Muc1 8-

spezifisches Signal hindeutet.
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Abb. 27: Luziferase-Aktivitdt der Zelllinien Mel888 und Mel888 TRI nach
Transfektion von pIC277AAP2 und 24h Kreuzvernetzung mit den
a-Mucl8-AK 5D7 und Mucl8, sowie den Isotypkontroll-AK

141-11 und UPCI10 und 2. AK GaMlg.

Im Plasmid pIC277AAP2 scheint also ein responsives Element vorhanden zu sein, welches
mit Mucl8-aktivierten Signalpartnern wechselwirken kann.
Anschlieend wurden weitere Kontrollen zur Stimulation von Zellen im Luziferase-Assay mit

verschiedenen anderen Antikorpern gegen Zelloberflichenproteine durchgefiihrt.
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Abb. 28: Luziferase-Aktivitit: Austesten verschiedener Kreuzvernetzungs-
antikérper nach Transfektion von pIC277AAP2 in Mel888 TR1.

Wie in Abb. 28 zu sehen ist, zeigte die Kreuzvernetzung mit a-Melanom-Antikdrper (gegen
Proteoglykan) und L.243 (HLA Klasse II) Luziferase-Aktivitét dhnlich zur Isotypkontrolle von
5D7. Die Kreuzvernetzung von W6/32 (HLA Klasse I) stimuliert das ICAM-Promotor-
Konstrukt deutlich. Dies ist nicht verwunderlich, da Signaliibermittlung iiber Klasse I-
Proteine bereits bekannt ist. Wie schon zuvor gesehen, verdoppelt 5D7 in etwa den
Luziferase-Wert von 141-11. Der Messwert fiir die Stimulation mit PMA betrug hier 138
cpm/pug Protein (nicht gezeigt). Wie also zu sehen ist, flihrt die Kreuzvernetzung von

Oberfldchenproteinen nicht per se zu einer Verstarkung der Luziferase-Expression.

5.7.3 Ermittlung des responsiven Elements aus dem ICAM-1-Promotor

Wie in Kapitel 5.7.2 gezeigt, erhdlt man nach Transfektion von pIC277AAP2 eine Erh6hung
der Luziferase-Aktivitit bei Muc18-Stimulation. Darum wurde als néchstes versucht, genauer
festzustellen, welches Element aus dem Promotor dafiir verantwortlich ist. Zuerst wurden
weitere Luziferase-Assays durchgefiihrt, wobei sukzessiv verkiirzte Konstrukte verwendet
wurden. Daraus wurde bereits ein Hinweis auf das beteiligte responsive Element erhalten.
Weitere Versuche mit Deletionskonstrukten und einem mutierten Konstrukt lieferten noch
deutlichere Hinweise. Insgesamt wurden folgende Teile des ICAM-1-Promoters beniitzt (Abb.
29). Die Transfektion von pIC277 und pIC189 in Mel888 TRI1 zeigte bei Mucl8-



Ergebnisse 81

Kreuzvernetzung einen jeweils 2-fachen Anstieg der Luziferase-Expression, bei pIC135 nur
1,1-fach. Das Konstrukt pIC277ASMA lieferte einen 1,6-fach erhohten Wert, pIC277AAP2
lie3 die Expression um das 2,2-fache ansteigen und pIC277AAP2NFxBMut nur 1,2-fach.

U &, & N
X TN NoV <%
& FEEE SRR P Lue

=277 -227 -135-107 -34

plCc277 2,0
- .. T
pIC189 2,0
- .. T
pic135 [1.1]
— .. T
pIC277dSMA 1,6]

- 2 s, ‘
plC277dAP2 22

R -

pIC277dAP2Mut |  1,2]
W= =

1,0 1,5 2,0 2,5

Abb. 29: Konstrukte des ICAM-1-Promotors, die zur Ermittlung eines mit Mucl8 korrespondierenden
responsiven Elements beniitzt wurden, mit den entsprechenden durchschnittlichen Anstiegswerten
cpm/ug Protein (5D7):cpm/ug Protein (141-11) in der Zelllinie Mel§888 TR1. Zur Ermittlung des
Anstiegs der Luziferase-Expression wurden mehrere voneinander unabhdngig ermittelte Messwerte
benutzt.

Wie aus den Abb. 29 zu sehen ist, kann eine im Vergleich zur Isotypkontrolle gesteigerte
Luziferase-Aktivitit fiir die Konstrukte pIC277, pIC189, pIC277ASMA und pIC277AAP2
beobachtet werden. Fiir pIC135 und pIC277AAP2NFxBMut dagegen liegt das Niveau der
Luziferase-Expression auf dem der Isotypkontrolle. Dies bedeutet, dass im Bereich zwischen
=277 und —135 des ICAM-1-Promotors eine Sequenz liegen muss, die von einem MuclS8-
vermittelten Signalpartner erkannt wird. Die Aktivitit geht verloren, wenn die beiden
potentiell ~NF-kB-responsiven  Elemente  mutiert werden (GGAGCAGCCC zu
CTAGCAGCCC und TGGAAATTCC zu TCTGAATTCC). Dies ist ein Hinweis auf eine

wahrscheinliche Beteiligung des NF-kB-responsiven Elements am Signalweg von Mucl8. Im
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Folgenden sei noch die Sequenz dargestellt, um die Lage der NF-xB-responsiven Elemente zu

verdeutlichen:

277 NFxB put.
|AGCTTAGCCTGGCCGGGAAACGGGAGGCGTGGAGGCCGGGAGCAGCCCCC
227 189 NFxB
|GGGGTCATCGCCCTGCCACCGCCGCCCGATTGCTTTAGCTTGGAAATTCC
-135
GGAGCTGAAGCGGCCAGCGAGGGAGGATGACCCTCTCGGCCAGGGCACCC
-107
TGTCAGTCCGGAAATAACTGCAGCATTTGTTCCGGAGGGGAAGGCGCGAG
-34
GTTTCCGGGAAAGCAGCACCGCCCCTTGGCCCCCAGGTGGCTAGCGCTAT

AAAGGATCACGCGCCCCAGTCGACGCTGAGCTC

Abb. 30: Sequenz der Konstrukte aus dem ICAM-1-Promotor mit den NF«B-Elementen

5.7.4 Weitere getestete Konstrukte

Um mogliche andere Interaktionspartner von Mucl8 zu identifizieren, wurden weitere
Konstrukte im Luziferase-Assay getestet. Plasmide, die keinen Anstieg der Luziferase-
Expression bei Behandlung mit 5D7 zeigten, waren u. a. pAP1-Luc und p53-Luc. Es ist daher
eher unwahrscheinlich, dass AP1 und p53 am Mucl8-Signalweg beteiligt sind. AuBlerdem
zeigte auch ein STAT3-Konstrukt kein positives Ergebnis, d. h. auch dieses nimmt
anscheinend nicht teil. Auch fiir EGR-1 konnte keine Wechselwirkung nachgewiesen werden,

da pEGR-1 keine erhohte Luziferase-Expression nach Stimulation der Zellen zeigte.
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6. Diskussion

Mucl8/MCAM/CD146 ist ein Mitglied der Immunglobulinsuperfamilie (Lehmann et al. ,
1989) und ist verwandt mit anderen Zellidhasionsmolekiilen dieser Familie, wie
BEN/SC1/DM-GRASP/ALCAM und Gicerin/HEMCAM (Vainio et al. , 1996; Pourquie et
al.,, 1992). Es enthélt fiinf immunglobulin-artige Doménen, eine Transmembranregion und
einen zytoplasmatischen Rest von 63 Aminosduren mit 5 potentiellen Phosphory-
lierungsstellen an Serin und Threonin, sowie einen Tyrosinrest an Position 641. AuBlerdem
liegen neun potentielle N-Glykosylierungsstellen vor. Das Molekulargewicht von 113 kD
betrdgt nach Verdau der Glykosylreste 65 kD (Lehmann et al. , 1989), das bedeutet, Muc18 ist
hochgradig glykosyliert. Mucl8 vermittelt Zelladhdsion unabhédngig von Kationen, welche
aber Temperatur-abhingig ist. AuBBerdem ist die Adhédsion durch Mucl8 homotypisch und
heterophil (Johnson et al. , 1997; Shih et al. , 1997); das bedeutet, Muc18 reagiert mit einem,

allerdings noch nicht identifizierten, Liganden.

Da fiir andere Zelladhdsionsmolekiile bekannt ist, dass sie ein Initiator von Signalwegen sind,
konnte auch fiir Mucl8 eine mdgliche Beteiligung an der Signaliibermittlung postuliert
werden. Es fillt auf, dass der zytoplasmatische Schwanz von Mucl8 zu 92% identisch mit
dem murinen Mucl8 ist, also hoch konserviert, obwohl das gesamte Protein nur 75% Identitét
besitzt. Trotz Vermittlung von Adhésion durch den extrazelluliren Teil deutet die hohe
Konservierung des zytoplasmatischen Restes auf eine wichtige Funktion hin, ndmlich die der

Signaliibermittlung.

Zelladhdsionsmolekiile dienen nicht nur zum Erhalt von zelluldren Verbanden und der
Organstruktur, sondern konnen auch Signale von auflen nach innen in die Zelle geben. Ein
Beispiel hierfiir sind die Integrine (Schlaepfer und Hunter, 1998). Wenn man vermutet, dass
ein Zelladhdsionsmolekiil an einer Signalinitiation beteiligt ist, kann man dies durch Ligand-
Bindung untersuchen oder durch Imitation der Bindung mit einem Antikérper gegen den
Rezeptor. Dies wurde z. B. gezeigt fiir L-Selektin, das bei Bindung an den entsprechenden

Antikorper sowohl Adhédsion als auch Signaliibermittlung auslost (Steeber et al. , 1997). Es ist



Diskussion 84

bereits bekannt, dass Muc18 einen Liganden besitzt (Johnson et al. , 1997). Da man aber noch
nicht weil, um welches Molekiil es sich handelt, muss man Antikorper zur Ermittlung des
Signalweges benutzen. Die verwendeten Antikdrper sind monoklonal und werden mit einem
zweiten, gegen den ersten gerichteten, Antikorper kreuzvernetzt. Dadurch werden die meisten
Rezeptoren aktiviert, da dies der natiirlichen Situation, der Bindung des Liganden,
vergleichbar ist. So konnen dann direkt im Signalkomplex vorliegende oder weiter
stromabwirts gelegene Molekiile identifiziert werden. Wie von Levine et al. (1996) gezeigt,
gehen zahlreiche Proteine in T-Zellen bei Aktivierung mit den verschiedensten Antikorpern
gegen Oberflichenproteine eine Tyrosinphosphorylierung ein und manche Antikdrper fiihren
auch zum Calcium-Einstrom in das Zytosol. Dies bedeutet, eine Imitation von Rezeptor-

Ligand-Wechselwirkungen ist mittels Antikdrpern moglich.

Um mogliche Signalwege in Gang zu setzen, wurde dazu Mucl8 mit monoklonalen o-
Mucl8-Antikérpern kreuzvernetzt. Diese mussten vorher ausgesucht werden. Aus
Adhésionsassays waren drei mAK bekannt, welche die Adhésion verstidrken. Dies sind MAd
5D7, 1B4 und 6A8. Western Blots zeigten, dass die mAK Mucl8, MucBA18.3, MucBA18.4
und 1B4 das native Mucl8 und die mAK Mucl8, MucBA18.3, MucBA18.4 und 5D7 das
denaturierte Mucl8 gut erkennen (Abb. 3). Deshalb wurden fiir die im folgenden
ausgefiihrten Versuche zur Kreuzvernetzung 5D7, 1B4 und Mucl8 ausgesucht. Zur
Immunprézipitation kann man neben MucBA18.3 auch Muc18 benutzen. Ein Problem hierbei
war, dass der o-Mucl8-Kreuzvernetzungsantikorper extrazytoplasmatisch an Mucl8 bindet
und anschlieBend bei Immun- bzw. Koimmunprizipitationsversuchen bei Benutzung des
ebenfalls extrazytoplasmatisch bindenden Mucl8 ein Konflikt vermutet wurde. Auch die
Verwendung von MucBA18.3 zur Prézipitation barg die Gefahr der Zerstorung des
potentiellen intrazytoplasmatischen Signalkomplexes. Als Blotting-AK eignet sich in jedem

Falle MucBA18.3 am besten.

Ein Zeichen fiir Signalibermittlung ist Ca®"-Einstrom in das Zytosol. Der in der Zelle
normalerweise niedrig gehaltene Calcium-Gehalt steigt sprunghaft an, wenn iiber eine
Rezeptor-vermittelte Aktivierung entstandenes Inositol-1,4,5-triphosphat (Ins(1,4,5)P3) an die
entsprechenden Rezeptoren auf dem endoplasmatischen Retikulum bindet (Berridge et al. ,
1998). Das Calcium im Zytosol beeinflusst nun eine Vielzahl von Prozessen in der Zelle. Bei

vielen Rezeptoren, wie z. B. dem T-Zell-Rezeptor, fiihrt die Kreuzvernetzung zum Calcium-
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Einstrom. Im Falle von Muc18 konnte kein Calcium-Einstrom gemessen werden, obwohl eine

Vielzahl an mAKs, sowie auch verschiedene Zelltypen getestet wurden.

Fiir dieses Ergebnis gibt es mehrere Erklarungsmdoglichkeiten. Es ist moglich, das Mucl8
tatsdchlich keinen Calcium-Einstrom verursachen kann, d. h. Mucl8 schaltet zwar
Signalwege an, aber es ist kein stromabwirts gelegener Signalpartner wie Ins(1,4,5)Ps dabei,
der eine Quervernetzung der Signalkaskade zu Calcium-abhéngigen Wegen verursacht. Eine
andere Moglichkeit ist, dass die beniitzten o-Mucl8-Kreuzvernetzungsantikérper 5D7, 1B4,
6A8, Mucl8, MucBA18.3 und MucBA18.4 nicht in der Lage sind, den Signalweg komplett in
Gang zu setzen. Dies gilt auf jeden Fall fiir MucBA18.3, der hier nur als zusétzliche Kontrolle
beniitzt wurde, da er intrazytoplasmatisch an Muc18 bindet und somit von aullen eine intakte
Zelle tiberhaupt nicht aktivieren kann. Die o-Mucl8-Antikdrper, die extrazelluldr binden,
initileren ein Signal (s. 5.3.2). Ein Kreuzvernetzungsantikbrper muss, wenn er einen
Signalweg {iber seinen Rezeptor aktivieren soll, den Liganden imitieren. Dabei ist
offensichtlich, dass die Fahigkeit zu einer solchen dreidimensionalen Anordnung von der
Bindungsstelle des Antikdrpers abhéngt. Daher ist nicht jeder Antikdrper geeignet, den
Signalweg vollstindig zu initiieren, da vielleicht ein Teil der Interaktionen im Zellinneren
durch die dreidimensionale Anordung von Rezeptor und Antikorper noch moglich ist, andere
aber nicht. Antikorper konnen Tyrosinphosphorylierung anregen, ohne jedoch Calcium-
Einstrom zu verursachen, wohingegen umgekehrt Calcium-Einstrom ohne Detektion von
Phosphorylierung nicht moglich ist (Levine et al. , 1996). Eine weitere Erklarungsmoglichkeit
fiir den fehlenden Calcium-Einstrom kdnnte auch sein, dass dieser so rasch erfolgt, dass eine
Verfolgung desselben nicht moglich ist. Der Zugabe des Antikorpers wéahrend der Messung
erfolgt manuell, dies verursacht eine Limitation der Zusatzgeschwindigkeit. Dagegen spricht

aber der Erfolg bei der Kreuzvernetzung von CD3 auf T-Zellen.
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6.1 Partielle Identifizierung des Muc18-Signalweges

Wenn ein Ligand auf seinen zugehorigen Rezeptor trifft, induziert er einen Signalweg. Die
Konformation des Rezeptors kann sich dabei dndern, er multimerisiert eventuell und es
werden im Zellinneren andere Proteine rekrutiert, die mit dem zytoplasmatischen Teil des
Transmembranproteins in Wechselwirkung treten. Dies ist der Beginn einer Signalkaskade,
die bis in den Zellkern wirken kann. Diese Situation kann mit Antikérpern gegen den
Rezeptor imitiert werden. Ein Beispiel hierfiir ist die Kreuzvernetzung von [3,-Integrinen,
welche ebenfalls wie Mucl8 Zelladhdsionsmolekiile sind, auf Neutrophilen, welche zum

Erscheinen einer Reihe neu phosphorylierter Proteine fiihrt (Zheng et al. , 1996).

Bei der Kreuzvernetzung von Mucl8 wurden auf verschiedenen Zelllinien mit
unterschiedlichen o-Mucl8-Antikdrpern tatsdchlich mehrere neu phosphorylierte Proteine
mittels Western Blot detektiert. Eines lag dabei im Bereich um 50 kD, eine Ansammlung von
mehreren Banden bei 70-90 kD; aulerdem tauchten noch hohermolekulare Phosphorproteine

um 128 bzw. 146 kD auf.

Das bedeutet, Mucl8 ist tatsdchlich der Initiator einer Signalkette und es treten nach

Kreuzvernetzung andere Proteine in einem Signalkomplex mit Muc18 in Kontakt.

Da man nun wusste, dass Muc18 wirklich am Anfang eines Signalwegs steht, war der nichste
Schritt der Versuch, diese stromabwirts gelegenen Signalpartner zu identifizieren. Fiir andere
Zelladhdsionsmolekiile, wie z. B. die Integrine, ist dieser Bereich der Signalkette schon

teilweise aufgeklért. In Abb. 31 ist der Integrinsignalweg schematisch dargestellt:
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Abb. 31: Modell von Integrin-Signalwegen (Schlaepfer und Hunter, 1998)

Die zentrale Rolle im Integrinsignalweg nimmt fak (,,focal adhesion kinase*) ein, welche in
den sog. ,.fokalen Kontakten* (,,focal adhesions*) vorkommt. Dies sind die Stellen, an denen
die Integrine nach Bindung an die extrazellulire Matrix iiber Adapterproteine mit den
Aktinfilamenten assoziieren. Das Signal wird von fak an eine Reihe von Adapterproteinen
weitergeleitet. Zunéchst féllt die Beteiligung von src-Tyrosinkinasen-assoziierten Proteinen
auf, wie z. B. p130Cas, crk und nck. Wird das Integrin durch Liganden wie Fibronectin oder
Vitronectin stimuliert, so geht fak eine Autophosphorylierung an Tyr397 ein. Dort kann nun
die SH2-Doméne von c-src binden und die src-Familie-Proteintyrosinkinasen (src-PTKs)
rekrutieren. Dies fiihrt zu verstirkter Phosphorylierung von fak an anderen Stellen, wie z. B.
Tyr925. Sind nun fak und src-PTKs aktiviert, kann das auch shc-Tyrosinphosphorylierung
unterstiitzen, was wiederum zur Bindung von Grb2 an shc an Tyr317 fiihrt. Die Bindung von
Grb2 unterstiitzt die Translokation des GDP-GTP-Austauschproteins sos an die
Plasmamembran und fiihrt zu verstirktem GTP-Austausch an ras. Die Aktivierung der ERK
Mitogen-aktivierten Proteinkinase (MAPK)-Kaskade ist ein Ziel von GTP-gebundenem ras.
Die Assoziation von src-PTKs mit fak flihrt auch zur Bindung und Tyrosinphosphorylierung

von p130Cas. Crk und nck binden an p130Cas, was zur verstirkten Zellmigration durch die
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Aktivierung von Signalwegen wie rac-GTPase oder der INK-MAP-Kinase-Kaskade fiihren
konnte. Weitere Integrin-stimulierte Wege beinhalten die c-Abl PTK und die ILK Protein-
Serin/Threoninkinase, welche sowohl Genexpression als auch Zellzyklusprogression

beeinflussen konnten.

Die Tyrosinphosphorylierung von Proteinen spielt in der Regulation von vielen biologischen
Vorgingen, wie z. B. Zellproliferation, Migration, Differentiation und Uberleben, eine
entscheidende Rolle (Thomas und Brugge, 1997). Die Proteintyrosinkinasen, die diese
Aufgaben ausfiihren, gehoren zu verschiedenen Familien. Ebenfalls gibt es zahlreiche
Rezeptoren, welche die verschiedenen Wege aktivieren. Zusétzlich wird die Aufklarung der
Signalwege durch die zahlreichen Querverbindungen kompliziert. Eine bekannte Familie von
zytoplasmatischen Tyrosinkinasen, die mit einer groBen Zahl von verschiedenen Rezeptoren
kommunizieren konnen, ist die src-Proteintyrosinkinase-Familie (src-PTKs). Src selbst wurde
zuerst als das transformierende Protein (v-src) des oncogenen Retrovirus Rous-Sarcoma-Virus
(RSV) identifiziert (Brugge und Erikson, 1977; Purchio et al. , 1978). v-src ist eine mutierte
Variante des zelluldren Proteins, welches ubiquitir exprimiert und hochkonserviert wéhrend
der Evolution ist (Stehelin et al. , 1976; Brown and Cooper, 1996). Src besitzt
Proteintyrosinkinaseaktivitdt. Auf der Suche nach verwandten Proteinkinasen fand man
weitere Proteine mit strukturellen Ahnlichkeiten, sowie signifikanter Sequenzhomologie mit
src: fyn, yes, yrk, blk, fgr, hck, Ick, lyn, frk/rak und iyk/bsk (Cance et al. , 1994; Lee et al.,
1994; Thuveson et al. , 1995; Oberg-Welsh und Welsh, 1995; Brown and Cooper, 1996). Alle
diese Enzyme regulieren viele zellulire Vorginge, wie Zellproliferation, Differentiation,
Uberleben, Adhision und Migration. Dieses breite Spektrum an Aktivititen ergibt sich aus
der Féahigkeit mit vielen verschiedenen Rezeptorklassen zu koppeln. Src-PTKs sind Proteine
mit einem Molekulargewicht von 52 bis 62 kD und besitzen sechs charakteristische Regionen.
Neben der src-Homologie-Doméne (SH) 4, eine ,,unique region®, eine SH3-Doméne und eine
SH2-Doméne, sowie eine katalytische Domidne und einen kurzen negativ regulatorischen
Schwanz. Die SH4-Doméne enthidlt Signale fiir die Lipidmodifikation von src-PTKs, was
dazu dient, die PTKSs in den Zellmembranen zu verankern. Die SH3-Doméne bindet an kurze
Prolin-reiche Sequenzen (P-X-X-P). Hier interagieren z. B. p68Sam, p85 Phosphatidyl-
inositol-3’-Kinase (PI-3-K) und Paxillin. SH2-Doménen dagegen binden an kurze Amino-
sduresequenzen mit Phosphotyrosin. Die Spezifitdit hidngt dabei von den 3-5 folgenden

Aminosduren ab. Die Src-PTKs bevorzugen hierbei ein Leucin an der Position +3. Mit der
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SH2-Doméne interagieren Proteine wie fak (,,focal adhesion kinase®), p130Cas (,,crk-

associated substrate*), p85 PI 3-K und p68Sam.

Um zu testen, ob auch bei Mucl8 Proteine aus dem Integrinsignalweg an der Signalkette
beteiligt sind, wurden pl130Cas/pl105casL, Paxillin, fak und nck, und die src-Protein-
tyrosinkinase fyn auf ihren Phosphorylierungsstatus nach Mucl8-Kreuzvernetzung
untersucht, sowie auf deren direkte oder indirekte Assoziation mit Mucl8. Wie in den Abb.
14-16 zu erkennen ist, konnte fiir p130Cas (130 kD) und pl05CasL (105 kD), ein
kreuzreagierendes Protein des Antikorpers, eine Tyrosinphosphorylierung nach Mucl8-
Kreuzvernetzung detektiert werden. Fak (125 kD) und fyn (59 kD) zeigten keine
Phosphorylierung und nck (47 kD) konnte nicht detektiert werden, da die schwere Kette des
o-Phosphotyrosin-Antikorpers 4G10 mit nck iiberlappte. Mucl8 wurde ebenfalls darauthin
untersucht, ob es selbst phosphoryliert wird. Die Abb. 8A und 8B zeigen jedoch, dass es
weder nicht kreuzvernetzt noch kreuzvernetzt phosphoryliert ist, obwohl es an Position 641
intrazytoplasmatisch einen Tyrosinrest besitzt, der eine Phosphorylierung ermdglichen wiirde.
Hierbei ist zu beachten, dass der zur Detektion beniitzte o-pTyr-AK zur Bindung des
Phosphotyrosins stets eine flankierende Aminosdure-Erkennungssequenz um das pTyr
bendtigt. Es konnen also falsch negative Ergebnisse vorkommen, wenn eine
Tyrosinphosphorylierung vorliegt, aber die umliegende Sequenz nicht vom Antikdrper
erkannt wird. Da bei der Signaliibermittlung die Signalpartner fiir eine gewisse Zeit in
direkten oder indirekten Kontakt treten, also miteinander in einer nicht-chemischen
Wechselwirkung sind, ist es bei geeigneten Versuchsbedingungen moglich, diese
biochemische Kommunikation mittels Koimmunpréazipitation zu detektieren. Das bedeutet,
man prézipitiert nach der Aktivierung des Rezeptors das entsprechende Signalwegmolekiil
und farbt im Western Blot gegen ein anderes Signalprotein, welches vermutlich mit dem
ersten in Kontakt steht. Wenn die Proteine tatsdchlich kommunizieren, kann man den
jeweiligen Partner finden. Dies wurde z. B. gezeigt fiir pl30Cas, welches in
Rattenembryofibroblasten bei Integrin-vermittelter Adhdsion mit crk direkt assoziiert ist
(Vuori et al. , 1996). Im Falle von Mucl8 wurden mittels Koimmunprizipitation
p130Cas/p105CasL und nck unabhéngig von der Kreuzvernetzung von Mucl8 in Assoziation
mit Mucl8 gefunden; fak, fyn und Paxillin wurden nicht koprazipitiert (Abb. 17-25). Dabei
muss man aber auch bedenken, dass positive Ergebnisse bei der Koimmunprézipitation als

richtig betrachtet werden konnen, aber negative Ergebnisse ein Artefakt der
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Versuchsbedingungen sein kdnnen, also falsch negativ. Die Koimmunprézipitation ist stark
vom verwendeten Detergenz abhingig, d. h. man kann ein Protein nur dann mit prézipitieren,
wenn dieses den Signalkomplex stabilisiert. Auflerdem kann ein eventuell vorhandener
groflerer Proteinkomplex, der mehrere Signalpartner fiir eine gewisse Zeit vereint, wahrend
eines Detektionsschrittes zerfallen, so dass immer nur bestimmte Proteine ermittelt werden

konnen.

PPPTPITTRITL
SasasnsimEame

m p130Cas

p105CasL

Nck

Abb. 32: Graphische Darstellung des um Mucl8 ermittelten
Signalkomplexes.

Offensichtlich treten also p130Cas und pl05CasL im Signalkomplex von Mucl8 auf.
p130Cas ist ein sehr interessantes Signalwegprotein. Es wurde urspriinglich als ein
hochgradig  Tyrosin-phosphoryliertes  Protein  identifiziert, welches wihrend der
Transformation durch die Onkogene v-src und v-crk auftritt (Kanner et al. , 1991; Matsuda et
al. , 1990). Man findet es in den sog. ,Focal Adhesions“ und es assoziert mit
phosphoryliertem fak in vivo (Harte et al. , 1996), wobei die SH3-Domine an eine
prolinreiche Sequenz in fak an dessen C-Terminus bindet. Wie vorher schon erwdhnt, kann
pl30Cas mit der SH2-Domidne von src-PTKs interagieren, was es als typisches
Adapterprotein auszeichnet. P105CasL ist ein p130Cas sehr dhnliches ,,docking protein®, da
es eine SH3-Domine gefolgt von 13 Tyr-X-X-P-Motiven enthélt, an die SH3-Doménen



Diskussion 91

binden konnen. Sowohl p105CasL als auch p130Cas konnen fak iiber ihre SH3-Doménen
binden (Kanda et al. , 1997). Mucl8 ist im natiirlich Mucl8-exprimierenden Melanom, im
Mucl8-transfizierten Melanom und im Karzinom mit p130Cas/p105CasL assoziiert, wie
durch Koimmunprézipitation ermittelt werden konnte. Die Kreuzvernetzung hat darauf keinen
Einfluss. Aber nach Mucl8-Kreuzvernetzung liegen p130Cas/p105CasL phosphoryliert vor.
Anscheinend sind p130Cas/p105CasL dauerhaft mit Mucl18 in Kontakt, werden aber nur bei
dessen Kreuzvernetzung phosphoryliert. Dies ist ungewohnlich, da z. B. im Integrin-
Signalweg p130Cas erst nach Aktivierung iiber fak rekrutiert wird (Schlaepfer und Hunter,
1998). Vielleicht befinden sich die getesteten Melanomzelllinien in einer Art dauernder
Aktivierung, da sie Mucl8-Ligand-tragende Zellen sind und so ebenfalls aktiviert sein
konnen. Dagegen spricht aber die Tatsache, dass p130Cas auch in der Karzinomzelllinie
HeLa tiber Muc18 unabhingig von dessen Kreuzvernetzung prazipitiert werden konnte; und
Karzinomzellen sind Ligand-negativ. Wie die Wechselwirkung mit Muc18 tatséchlich erfolgt,
bleibt jedoch unklar. Mucl8 besitzt weder eine SH2-Akzeptorstelle noch eine SH3-
Konsensussequenz. Damit ist der Kontakt mit p130Cas/p105CasL wahrscheinlich indirekt. Es
miissen noch andere Molekiile im Signalkomplex vorliegen, welche die Kommunikation

zwischen Muc18 und p130Cas/p105CasL ermdglichen.

Das Adapterprotein nck konnte im Falle der Mucl8-Kreuzvernetzung mit den gewihlten
Versuchsbedingungen nicht detektiert werden, da der a-Phosphotyrosinantikorper 4G10 bzw.
der zur Detektion verwendete 2. Antikdrper RoMIgG+IgM-POX auch die schwere Kette des
Prazipitationsantikorpers gegen nck erkennen. Damit kann iiber eine Phosphorylierung von
nck durch Mucl8 nicht diskutiert werden. Dagegen wird nck wie pl130Cas/p105CasL
unabhingig von der Mucl8-Kreuzvernetzung mit Mucl8 prazipitiert. Nck besitzt eine SH2-
und drei SH3-Doménen, die sowohl eine simultane Bindung von mehreren Signalpartnern
ermoglichen, als auch eine hohere Bindungsstirke eines Partners mit mehreren
Akzeptorstellen. Wie p130Cas ist nck ein Adapterprotein. Weiterhin ist bekannt, dass es tiber
seine SH2-Doméne direkt an aktivierten EGF-R und PDGF-R bindet und in die Aktivierung
von ras- und rho-Signalwegen involviert ist (McCarty, 1998). Die Bindung von nck an
pl30Cas ist bereits aus dem Integrin-Signalweg bekannt. So scheint es auch hier durchaus
verniinftig, dass nck stromabwirts von p130Cas im Mucl8-Signalweg vorkommt. Aber es ist
auch moglich, dass die Assoziation von nck mit Mucl8 iiber andere, unbekannte Vermittler-
Proteine stattfindet, da nck als Adapterprotein zahlreiche Mdglichkeiten zur Wechselwirkung

hat. Somit ist nun eine weitere Komponente des Muc18-Signalwegs identifiziert.



Diskussion 92

Fak wurde in Melanom- und Karzinomzelllinien nach Mucl8-Kreuzvernetzung als nicht
phosphoryliert und nicht assoziiert detektiert. Es tritt anscheinend nicht als Signalwegmolekiil
im Mucl8-Signalweg auf. Betrachtet man jedoch den Integrinsignalweg, so liegt fak
stromaufwérts von p130Cas; wenn dieses also phosphoryliert ist, so sollte auch von fak eine
Tyrosinphosphorylierung und eine Interaktion erwartet werden. Dass dies nicht der Fall ist,
kann verschiedene Griinde haben. Wie man in Abb. 15 sieht, besitzt Mel888 TRI1, die
getestete Melanomzelllinie, und auch andere verwendete Zelllinien wie MelJuSo (nicht
gezeigt), relativ wenig fak, d. h. es konnte sein, dass die Menge an phosphoryliertem bzw.
gebundenem fak nicht ausreichend ist zur deutlich sichtbaren Detektion. Der Versuch, einfach
die Menge an fak durch Auftragen von mehr Prézipitat zu erhdhen, scheiterte daran, dass auf
dem Western Blot dann so viele unspezifische Banden auftauchen, die eine Auswertung
desselben unmoglich machen. Eine weitere Moglichkeit fiir das fehlende pfak-Signal konnte
sein, dass Mucl8 mit einem anderen, noch nicht identifizierten, Signalpartner kommuniziert,
der mit p130Cas wechselwirken kann und nicht wie die Integrine fak als erste Kontaktstelle
beniitzt. Bei den Integrinen ist aber auch bekannt, dass fak nicht unbedingt erforderlich fiir
eine Tyrosinphosphorylierung von p130Cas ist, wie in fak”~ Miusefibroblasten gezeigt wurde
(Vuori et al. , 1996). Eventuell iibernimmt ein anderes, unbekanntes Protein die Rolle von fak

als Mittler zwischen Muc18 und p130Cas/p105CasL.

Auch fyn, eine in vielen Signalwegen vorkommende src-Tyrosinkinase, wurde als nicht
phosphoryliert durch Mucl8-Kreuzvernetzung detektiert. Man vermutet zundchst, dass es
tatsdchlich nicht im Signalweg von Mucl8 vorkommt, was so natiirlich nicht eindeutig
auszuschlieBen ist, da es mit anderen Versuchsbedingungen eventuell doch detektiert werden
konnte. Es konnte aber auch sein, dass der Antikdrper gegen Phosphotyrosin 4G10 pfyn nicht
erkennt. Es bleibt also hier nur zu sagen, dass pfyn mit diesen Versuchsbedingungen nach
Muc18-Kreuzvernetzung nicht detektiert werden kann und auch die Koimmunprézipitation
von fyn und Paxillin bleibt ohne Erfolg. Man konnte sich vorstellen, das fyn iiber SH2-
Doménen mit p130Cas interagiert und Paxillin iiber die SH3-Domine von p130Cas gebunden

wird. Dies konnte jedoch mit den getesteten Versuchsbedingungen nicht festgestellt werden.

Fiir Endothelzellen wurde von Anfosso et al. (1998) ein anderes Bild aufgezeigt. Auch die
Aktivierung von Endothelzellen liefert eine Reihe von neu phosphorylierten Proteinen im

Zelllysat nach Mucl8-Kreuzvernetzung. Mucl8 selbst wird auch in diesem Fall nicht
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phosphoryliert. Allerdings stellte man hier eine Tyrosinphosphorylierung von fak und dessen
Assoziation mit Paxillin fest. Muc18 ist nicht direkt mit fak, aber in Abhdngigkeit von der
Kreuzvernetzung mit fyn assoziiert. Bei Melanomzellen waren weder fak noch fyn assoziiert.
Man stellt fest, dass unterschiedliche Interaktionspartner im Muc18-Signalweg bei Melanom-
und Endothelzellen detektiert werden. Neben der Moglichkeit, dass in den verschiedenen
Zelltypen tatséchlich variierte Signalwege vorkommen, kann es aber auch sein, dass nur die
Komponenten des gleichen Signalwegs experimentell verschieden gut identifizierbar sind. Es
wurden z. B. unterschiedliche Kreuzvernetzungsantikbrper beniitzt. Wie vorher schon
erwdhnt, hingt die Aktivierung des Signalwegs stark vom Liganden-imitierenden Antikdrper
ab (Levine et al. , 1996; Steeber et al. , 1997). Diese beiden Antikorper erkennen sehr
wahrscheinlich unterschiedliche Epitope. Vielleicht wird fak durch die fiir die Melanomzellen
verwendeten Antikorper stromabwairts nicht oder nur unzureichend phosphoryliert, so dass
eine Detektion nicht moglich ist. Dies konnte ein Grund fiir eine teilweise Instabilisierung des
Signalkomplexes in den getesteten Melanomzellen sein, woraufthin fyn und Paxillin nicht
detektiert wurden. Wie schon erwéhnt, ist die Stabilitit des Signalkomplexes sehr wichtig fiir
die Koimmunprizipitation und die Ergebnisse konnen falsch negativ sein. Bei den
Endothelzellen wurden p130Cas/p105CasL und nck nicht untersucht, also kann man fiir diese
Molekiile die Unterschiede im Signalweg nicht diskutieren. Insgesamt kann man keinen
Widerspruch zwischen den gefundenen Resultaten fiir Melanom- bzw. Endothelzellen
feststellen, da trotz vergleichbaren Versuchsansdtzen die Unterschiede so wichtige
Komponenten wie den Kreuzvernetzungsantikorper betreffen. Auch sind die beteiligten
Proteine nur einzeln benannt und noch keine Zusammenhénge in einer Signalkette bestitigt.
Als ein wichtiger Punkt festzuhalten ist aber, dass der Muc18-Signalweg in jedem Fall einem
Integrin-dhnlichen Weg gleicht, mit Beteiligung von src-Proteintyrosinkinasen und den
bekannten assoziierten Adapterproteinen. Fiir das Melanom konnte aber im Gegensatz zum

Endothel noch keine beteiligte Kinase identifiziert werden.

6.2 Aktivierung von Transkriptionsfaktoren durch Muc18

Um weiter stromabwdérts gelegene Signalpartner eines Oberflichenmolekiils zu finden, wurde
eine Methode aus der Promotor-Analyse gewéhlt. Transient in eine Melanomzelllinie
transfizierte Konstrukte, die Wiederholungen von Transkriptionsfaktor-responsiven

Elementen tragen, konnen so dariiber Aufschluss geben, welche Interaktionspartner den
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Signalweg im Zellkern fortsetzen. Fiir Mucl8 wurden ein CRE (,cAMP responsive
element®)-Konstrukt, sowie AP1-, p53-, STAT3- und EGR-1-responsive Konstrukte getestet.
AuBerdem bot der ICAM-1-Promotor die Mdglichkeit der Identifizierung von NF-xB als

wahrscheinlichem Interaktionspartner.

Die Kreuzvernetzung von Mucl8 fiihrt wahrscheinlich zur Aktivierung des CRE-responsiven
Elements und zur Aktivierung des ICAM-1-Promotors. Die Stimulation {iber Muc18 ist echt,
da erstens nicht alle untersuchten Oberflichenmolekiile auf eine Kreuzvernetzung von Muc18
reagieren und zweitens die Isotypkontrollen einen niedrigeren Wert der Luziferase-Aktivitit
aufweisen. Die Deletionskonstrukte und das mutierte Konstrukt des ICAM-1-Promotors
weisen darauf hin, dass die beiden NF-kB-responsiven Elemente fiir die Reaktion des ICAM-
1-Promotors verantwortlich sind. Wichtig ist auch, dass man CRE und NF-xB-responsive
Elemente in vielen Promotoren findet, so z. B. CRE im Promotor von Mucl8 selbst. Damit
kann man vermuten, dass eine Stimulation von Mucl8 zu verénderter Genexpression fiihrt.
Deshalb sollte nach Mucl8-Kreuzvernetzung eine Zunahme an mRNS der jeweiligen
Zielgene zu finden sein. Wie schon fiir B,-Integrine gezeigt, wobei die Kreuzvernetzung von
LFA-1 zur Hochregulierung der ICAM-1-Expression fiihrt (Yamada et al. , 1997), kann man
sich auch bei Mucl8 diese Moglichkeit fiir einen ,cross talk“ zwischen

Zelladhdsionsmolekiilen vorstellen.

6.3 Der Signalkomplex um Mucl8

Aus den diskutierten Ergebnissen zur Identifizierung von Interaktionspartnern kann man nun
versuchen, ein Modell fiir den Mucl8-Signalweg zu erstellen. Die Signalkaskade, die von
Mucl8 ausgelost wird, kann jetzt zumindest punktuell benannt werden. Nach Mucl8-
Kreuzvernetzung kann keine Tyrosinphosphorylierung von Mucl8 selbst detektiert werden.
Es scheint mit p130Cas/pl05CasL assoziiert zu sein, wobei beide Adapterproteine nach
Aktivierung phosphoryliert werden. Die Bindung zwischen Mucl8 und p130Cas muss
indirekt sein, da Mucl8 keine Akzeptorstelle fiir SH2-Doménen besitzt und auch keine
Konsensus-Sequenz fiir eine SH3-Bindung. AuBlerdem liegt nck im Signalkomplex vor.
Mucl8-Kreuzvernetzung rekrutiert weiter stromabwirts wahrscheinlich NF-xB bzw. wirkt

auf CRE ein.
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g

g
G
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M
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cAMP Response Element Binding Protein
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Dithiothreitol
Ethylendiamintetraacetat
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(,,Fluorescence-Activated Cell Sorter)
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Intercellular Adhesion Molecule-1
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Raumtemperatur

Sekunde
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Ultraviolettes Licht

Volt

Volumen pro Gesamtvolumen
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A Adenin
C Cytosin
G Guanin
T Thymin
N ACG T
Aminosduren :
Ala  Alanin

Asx  Asparagin oder Asparaginsiure
Cys Cystein

Asp  Asparaginsédure
Glu  Glutaminséure
Phe  Phenylalanin
Gly Glycin

His  Histidin

Ile Isoleucin

Lys Lysin

Leu Leucin

Met  Methionin

Asn  Asparagin

Pro  Prolin

Gln  Glutamin

Arg  Arginin

Ser  Serin

Thr  Threonin
Val Valin

Trp  Tryptophan
Tyr  Tyrosin

N~<2<HZOTZZIOAT"ZQTOUOOW»

Glx  Glutamin oder Glutaminsédure
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