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1 Einleitung

Seit ihrer Entdeckung am Ende des 19. Jahrhunderts gelten polymorphkernige
neutrophile Granulozyten als Bestandteil des angeborenen Immunsystems und
Vermittler einer ersten unspezifischen Immunantwort [1]. Jedoch hat sich dieses Bild
eines einfachen Ful}soldaten des Immunsystems in den letzten Jahren deutlich ge-
wandelt. Neben ihrer ursprunglich identifizierten Aufgabe, der Vermittiung der akuten
Entzindungsreaktion ausgelost durch Mikroorganismen oder eine sterile Verletzung
[2-4], kann ihnen inzwischen unter anderem auch eine Rolle bei Autoimmunerkran-
kungen [5-7], Atherosklerose [8], Myokardinfarkten [9], Schlaganfallen [10], bei ei-
nem Ischamie-Reperfusionsschaden [11], der Thrombose [12], in Vaskulitiden der
kleinen GefalRe [13] und sogar bei der Metastasierung von Tumoren [14-16] zuge-

schrieben werden.

Somit ist die Identifizierung der molekularen Mechanismen, die der Rekrutierung und
Aktivierung neutrophiler Granulozyten im Kontext pathophysiologischer Vorgange
zugrunde liegen entscheidend, um die pathophysiologischen Prozesse besser zu
verstehen und effektive therapeutische Mittel zu deren Bekampfung zu entwickeln
[17, 18].

1.1 Die akute Entziindungsreaktion

Die akute Entzundungsreaktion ist die Antwort des Organismus auf Infektionen oder
Gewebsverletzungen und erfordert den koordinierten Transport von Blutbestandtei-
len wie Plasma und Leukozyten zum Ort der Infektion oder Verletzung [19]. Klinisch
aulerst sich die akute Entzundung durch die Kardinalsymptome Rubor (Rotung),
Calor (Erwarmung), Tumor (Schwellung), Dolor (Schmerz) und Functio Laesa (Funk-
tionseinschrankung) [20]. Die ersten Zellen, die dabei in das Gewebe auswandern,
um die Erreger zu bekampfen oder Zelltratmmer zu phagozytieren, sind die poly-
morphkernigen neutrophilen Granulozyten. Sie werden nach ihrer Bildung im Kno-
chenmark ausgeschwemmt und konnen beim Patrouillieren des Gefallsystems
durch ihre Oberflachenrezeptoren Signale auf aktivierten Endothelien in postkapilla-
ren Venolen im Bereich entzundlicher Gewebe erkennen und an solchen Stellen das

Gefaldsystem verlassen. Die Extravasation der neutrophilen Granulozyten unterliegt



streng regulierten Prozessen, die kaskadenformig ablaufen (siehe Kapitel 1.1.1) und
auf molekularer Ebene durch Adhasionsmolekile der Integrin- und Selektinfamilie
kontrolliert werden [2-4, 17, 18]. Hierbei nehmen in neutrophilen Granulozyten ins-
besondere die B2-Integrine, welche als heterodimere Rezeptoren bestehend aus ei-
ner a- und einer B-Untereinheit vorliegen, eine entscheidende Funktion ein (siehe
Kapitel 1.2). Nach Extravasation konnen neutrophile Granulozyten die von infektio-
sen Mikroorganismen generierten Pathogen-Associated Molecular Patterns (PAMPs)
oder durch Gewebeverletzungen entstandenen Damage-Associated Molecular Pat-
terns [DAMPs] erkennen [19]. Durch das Aufspuren dieser Muster konnen die
neutrophilen Granulozyten gezielt in die geschadigten Bereiche im Gewebe migrie-
ren. Neben der akuten Entzindungsreaktion spielen neutrophile Granulozyten eine
Rolle bei Reparatur- und Heilungsprozessen des Gewebes. Zudem bilden sie Sig-
nalstoffe, die weitere Immunzellen anlocken und tragen durch Modulierung der Funk-
tion von B- und T-Lymphozyten zur Regulation des adaptiven Immunsystems bei
[21-24].

Die komplexe Regulation von Adhasionsmolekulen der Integrin- und Selektinfamilie
sowie intrazellulare Signalwege spielen bei der Rekrutierung und Aktivierung neutro-
philer Granulozyten im Kontext der akuten Entzindungsreaktion eine grof3e Rolle.
Dies wird vor allem bei Patienten deutlich, bei denen eine Fehlregulation dieser Sys-
teme vorliegt. Als Beispiel sei das Leukocyte Adhesion Deficiency (LAD) Syndrom
genannt, das in vier verschiedene Typen (I-IV) unterteilt werden kann [25-29]. Pati-
enten mit LAD Typ | leiden unter rezidivierenden Bakterien- und Pilzinfektionen auf-
grund eines genetischen Defektes in der Expression der B-Untereinheit (CD18) der
B2-Integrine mit eingeschrankter Adhasion und verminderter Rekrutierung der
neutrophilen Granulozyten [25, 26]. Obwohl Patienten mit LAD Typ Il ein sehr ahnli-
ches klinisches Bild aufweisen, liegt der Defekt hier innerhalb eines Fucosetranspor-
ters, der die Funktion der Selektine und damit das Rollen der neutrophilen Gra-
nulozyten auf dem Endothel beeinflusst [27, 30, 31]. Des Weiteren spielen Molekule,
die an den Signalwegen der Integrine beteiligt sind, eine wichtige Rolle in der Leuko-
zytenmigration, wie in Patienten mit LAD Typ Ill bestatigt werden konnte. Diese zei-
gen eine schwere Blutungsneigung und wiederkehrende Infektionen trotz intakten
Rollens und einer normalen Integrinexpression. Jedoch liegt in diesem Fall eine Mu-

tation im Integrinregulator Kindlin-3 vor, der die volle Aktivierung der B2-Integrine



verhindert [28]. Kurzlich wurden zwei Patienten mit einer Mutation im Gen der
GTPase Rac2 beschrieben, die ebenfalls anfallig fur bakterielle Infektionen waren
und unter Neutrophilie litten. Fur diese Erkrankung wird die Bezeichnung LAD Typ IV
vorgeschlagen [29, 32].

1.1.1 Die Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten

Die erfolgreiche Rekrutierung der neutrophilen Granulozyten zum Entzindungsort
erfordert spezifische molekulare Mechanismen, die die einzelnen Schritte der Rekru-
tierungskaskade (Abb. 1) genauestens regulieren. Dabei unterliegt dieser Prozess
einem komplexen Zusammenspiel zwischen Adhasions- und Signalmolekulen, so-

wohl der neutrophilen Granulozyten als auch des Endothels [2, 3, 17].

B,-Integrine

..................... Blut

Adhésion Verstirkung der Intraluminale  Transmigration
hasion Migration

Endothelzelle

. Basalmembran
Perizyten
Abluminale Migration
Interstitielle Migration Gewebe

Phagozytose

Abbildung 1: Rekrutierungskaskade der neutrophilen Granulozyten. Modifiziert nach
Schymeinsky et al., Trends in Cell Biology 2011 [33]. Nach dem Selektin-vermittelten Ein-
fangen und Rollen der Leukozyten auf den Endothelzellen folgen die B.-Integrin-abhangigen
Schritte: Adhéasion, Verstarkung der Adhasion, intraluminale Migration, Transmigration und
abluminale Migration. Gefolgt werden diese von der interstitiellen Migration sowie der Pha-
gozytose pathogener Erreger.

Die im Blut zirkulierenden neutrophilen Granulozyten werden von der Gefallwand
eingefangen (Capturing) und beginnen entlang dieser zu rollen (Rolling). Dieser Pro-
zess wird hauptsachlich durch Interaktionen der endothelialen Selektine (P- und E-
Selektin) und der Liganden auf den neutrophilen Granulozyten (P-Selectin Glycopro-



tein Ligand-1, PSGL-1) vermittelt [34, 35]. Nachfolgend werden durch proinflamma-
torische Mediatoren auf dem Endothel Signalprozesse in Gang gesetzt, die die [32-
Integrine auf den neutrophilen Granulozyten von ihrer inaktiven Form in einen Zu-
stand mit intermediarer Affinitat bringen [36]. Das hierdurch vermittelte langsame
Rollen (Slow Rolling) durch Selektine [37] und Integrine [38, 39] auf dem endothelia-
len Intercellular Adhesion Molecule 1 (ICAM-1) [40, 41] sowie die weitere Exposition
von Chemokinen fuhren zu einer vollen Aktivierung der B2-Integrine in einen hochaf-
finen Zustand (siehe Kapitel 1.2.2.), der die feste Adhasion ermoglicht [42, 43].

Nach erfolgter Adhasion sind die B2-Integrine dazu befahigt, weitere Signale in die
Zelle weiterzuleiten (Outside-in Signaling; siehe Kapitel 1.2.3) und somit Postadha-
sions-Effekte zu vermitteln. Hierzu zahlt die Verstarkung der Adhasion (Adhesion
Strengthening) [44, 45], die zu einer Aufrechterhaltung der Adhasion unter hohen
Schubspannungen beitragt. Diese wird von dem Prozess der zytoskelettalen Reor-
ganisation begleitet, der unter Ausbildung eines Lamellipodiums am fuhrenden Ende
der neutrophilen Granulozyten zur Abflachung der Zellen (Spreading) fuhrt [46-48].
In diesem Zustand migrieren die neutrophilen Granulozyten im GefaRlumen
(Intraluminal Crawling), um eine passende Stelle zur Extravasation zu finden [49].
Letztendlich transmigrieren die neutrophilen Granulozyten durch die Endothel-
schicht. Dies geschieht entweder Uber die praferierte parazellulare Route oder auch
Uber den seltener genutzten transzellularen Weg. [50, 51]. Nach Durchtritt der Ba-
salmembran der postkapillaren Venolen erfolgt die abluminale Migration auf den Pe-
rizyten (Abluminal Crawling), welche ebenfalls durch die B2-Integrine vermittelt wird
[52, 53]. An diesen Schritt schliel3t die gerichtete interstitielle Migration im Bindege-
webe zum Erreger oder Ort der Inflammation an, die unabhangig von den Integrinen
stattfindet [54-56]. Dort kann eine Bekampfung der Erreger durch die Abwehrme-
chanismen der neutrophilen Granulozyten stattfinden (siehe Kapitel 1.1.2). Neuere
Studien zeigen, dass neutrophile Granulozyten dazu in der Lage sind, durch den
Prozess der reversen Transmigration wieder in das Gefallsystem einzutreten und

auf diese Art moglicherweise eine systemische Inflammation auszulésen [55, 57-59].



1.1.2 Abwehrmechanismen der neutrophilen Granulozyten

Nach der Auswanderung aus dem Blut stehen den neutrophilen Granulozyten vielfal-
tige Abwehrmechanismen zur Verfigung, um korperfremde Erreger und Zellbestand-
teile zu eliminieren. Zu diesen zahlen die Erkennung dieser Strukturen mit anschlie-
Render Phagozytose [60-63] und letztendlich der Abtotung durch eine Kombination
von zytotoxischen Mechanismen. Diese beinhalten die Produktion reaktiver Sauer-
stoffspezies (ROS) [64, 65], die Freisetzung antimikrobieller Peptide [66, 67] und
Bildung sogenannter Neutrophil Extracellular Traps (NETs) [68-70].

Die Phagozytose der opsonierten Mikroben erfordert unter anderem den Fcy-
Rezeptor (FcRy) und die B2-Integrine. Nach Bindung wird der Rezeptor-Liganden-
Komplex von der Zellmembran umschlossen und das Phagosom gebildet [60, 61].
Im weiteren Verlauf reift dieses durch Verschmelzung mit Granula, die hydrolytische
Enyzme und NADPH-Oxidasen besitzen [62].

Parallel hierzu findet ein vermehrter Sauerstoffverbrauch, der sogenannte Respirato-
ry Burst statt, bedingt durch die ROS-Produktion durch die Aktivierung der NADPH-
Oxidase [64]. Diese sorgt fur einen transmembranaren Elektronentransport und
Ubertragung von Elektronen auf molekularen Sauerstoff. Aus Oz entsteht hierbei Oy
Die Superoxiddismutase bildet aus O2" Wasserstoffperoxid (H202) [71]. Die Myelo-
peroxidase (MPO) katalysiert die Bildung der hypochlorigen Saure (HOCI) aus H20».
Diese Derivate spielen eine kritische Rolle bei der Eliminierung von Bakterien und
Pilzen [65].

Neutrophile Granulozyten speichern ihre Proteasen und antimikrobiellen Peptide in
Granula, die entweder bei der Phagozytose mit dem Phagosom oder mit der Zell-
membran verschmelzen, um den Inhalt in den extrazellularen Raum abzugeben
[66, 67]. Eine erste Gruppe bilden die primaren (azurophilen) Granula, die die MPO,
antibakterielle Peptide (z.B. Defensine), p-Glucuronidase, Lysozym und Serinpro-
teasen (z.B. Elastase, Cathepsin G, Proteinase 3) enthalten. Sekundare (spezifi-
sche) Granula Dbeinhalten Lactoferrin und Matrixmetalloproteinasen (z.B.
MMP8/Kollagenase). Die tertiaren Granula tragen die MMP9/Gelatinase. Die letzte-
ren beiden sind zudem Trager von Bestandteilen des NADPH-Oxidase-Komplexes.
Neben diesen ,klassischen® Granula existieren sekretorische Vesikel, die hauptsach-

lich Oberflachenrezeptoren beherbergen [72].



Mit der Entdeckung der NETs wurde eine neue Form des Zelltods (NETosis) be-
schrieben, bei dem die neutrophilen Granulozyten dekondensiertes Chromatin zu-
sammen mit antibakteriellen Peptiden und Enzymen wie der neutrophilen Elastase
oder der MPO in den extrazellularen Raum freisetzen [68]. Die antimikrobielle Wir-
kung wird durch ein Einfangen der Erreger im Chromatinnetz und durch die Expositi-
on hochkonzentrierter antibakterieller Peptide und Enzyme erreicht [69]. Jedoch
existiert auch eine Schattenseite der NETs, die zu verstarkter Inflammation, Sepsis

und Autoimmunerkrankungen fuhrt [70].

1.2 B2-Integrine

1.2.1 Mitglieder der B2-Integrinfamilie

B2-Integrine sind eine Gruppe von heterodimeren transmembranaren Rezeptoren,
bestehend aus einer a- (CD11) und einer B-Untereinheit (CD18). Sie fungieren als
aktivierungsabhangige Adhasionsmolekule auf der Oberflache von Immunzellen und
vermitteln die Bindung an immobilisierte Liganden auf der Endotheloberflache oder
der extrazellularen Matrix [73-75]. Die Interaktionen der Integrine mit ihren Liganden
spielen eine wichtige Rolle bei einer Vielzahl physiologischer und pathologischer
Situationen wie der Entzindungsreaktion [76, 77], Immunantwort [78, 79], Thrombo-
se und Hamostase [80, 81], Tumormetastasierung [82, 83] und weiteren Prozessen.
Insgesamt sind 18 unterschiedliche a- und 8 B-Untereinheiten bekannt, die sich zu
24 verschiedenen Integrinen (af) zusammenschlie3en [78, 84]. Davon lassen sich
vier Mitglieder der Familie der B2-Integrine zuordnen. Diese sind das Leukocyte
Function-associated Antigen 1 (LFA-1, CD11a/CD18, a.p2), das Macrophage-1 Anti-
gen (Mac-1, CD11b/CD18, amB2), p150/95 (CD11c/CD18 axB2) und das aqB2-Integrin
(CD11d/CD18). Die wichtigste Rolle fur die Rekrutierung von neutrophilen Gra-
nulozyten spielen LFA-1 und Mac-1 [2, 85].

Sowohl die a- als auch die B-Untereinheit besitzen grolRe Ektodomanen, eine einzel-
ne Transmembrandomane (TMD) und einen Kkurzen zytoplasmatischen Anteil
[78, 86, 87]. Letzterer ist dazu in der Lage, direkt mit Adaptermolekulen zu interagie-
ren und verschiedene funktionelle Effekte zu vermitteln [88, 89]. B2-Integrine sind die
wichtigsten Molekule bei der Rekrutierung von Leukozyten und im Speziellen von
neutrophilen Granulozyten zum Entzindungsort [3, 90, 91]. Sie sind involviert beim



langsamen Rollen [92-94], fordern die Adhasion [42, 95, 96], unterstutzen das Abfla-
chen und die Migration der Zellen [97, 98], vermitteln homo- und heterotypische Zell-
Zellinteraktionen [79, 99] und wie bereits erwahnt die Phagozytose [76, 100].

1.2.2 Aktivierung der Integrine (Inside-out Signaling)

Die B2-Integrine regulieren ihr Bindungsverhalten durch das Andern der Konformati-
on ihrer Ektodomane [101]. Hierdurch kann die Affinitat zu Liganden um den Faktor
10000 erhoht werden [102]. B2-Integrine haben mindestens drei verschiedene Kon-
formationszustande mit unterschiedlicher Bindungsaffinitdt zu ihren Liganden
[78, 85, 103, 104]. Die im Blut zirkulierenden inaktiven neutrophilen Granulozyten
verfugen uber B2-Integrine in der gebeugten Form mit geschlossenem Kopfteil der
Ektodomane und niedriger Ligandenaffinitat (Abb. 2 A). Weitere Aktivierung fuhrt zu
einem Ubergang in die gestreckte Form mit geschlossenem Kopfteil und intermedia-
rer Affinitat (Abb. 2 B). Die dritte Form stellt die gestreckte, offene Konformation mit
hoher Affinitat dar (Abb. 2 C). Das Erreichen dieses Zustandes erlaubt die weitere
Signaltransduktion in das Zellinnere (Outside-in Signaling). Neuere Forschungser-
gebnisse berichten von einem vierten Zustand, bei dem sich zwar der Kopfteil der
Ektodomane o6ffnet, aber die Beugung der Ektodomanen erhalten bleibt [105].

Fir die Erklarung der Prozesse, die eine Aktivierung der B2-Integrine vom Zustand
niedriger Affinitat bis zur hochaffinen Form ermoglichen, gibt es hauptsachlich zwei
verschiedene Modelle. Das erste, das sogenannte ,Schnappmesser” (Switchblade)-
Modell postuliert, dass fur das Auseinanderweichen der transmembranaren Doma-
nen der a- und B-Untereinheit zuerst die Streckung der Integrine in der Knieregion
durch vorherige Umstrukturierung im Bereich der Metal lon-Depdendent Adhesion
Site (MIDAS) erforderlich ist [78, 101, 106, 107]. Im alternativen ,Turriegel“ (Dead-
bolt)-Modell halten Interaktionen des Kopfteils mit dem restlichen Integrin dieses im
geschlossenen, gebeugtem Zustand. Die Extension ist erst durch ein ,Offnen* des
»1urriegels®, also der Dissoziation der Untereinheiten moglich und eine vierte offene,
gebeugte Konformation daher denkbar [85, 105, 108].
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inaktive Form intermediar-affine Form hochafffine Form

Abbildung 2: Aktivierung der B2-Integrine (Inside-out Signaling). Modifiert nach Evans et
al., Journal of Cell Science 2009 [103]. Gezeigt werden die verschiedenen Affinitatszustande
der Bo-Integrine. Diese sind heterodimere Rezeptoren und bestehen aus einer a- (CD11)
und einer B-Untereinheit (CD18). Auf nicht aktivierten, im Blut zirkulierenden neutrophilen
Granulozyten liegen sie in der gebeugten inaktiven Form vor (A). Durch Interaktion mit P-
und E-Selektin auf der Oberflache des Endothels erreichen sie eine gestreckte, geschlosse-
ne Form mit intermediarer Affinitat (B). Durch weitere Signalprozesse, zum Beispiel der Akti-
vierung durch Chemokine gelangen sie in die gestreckte, offene Form mit hoher Affinitat (C).
Die verschiedenen Affinitatszustande lassen sich durch Reporterantikorper detektieren. Ab
der intermediar-affinen Form werden sie durch den Antikdrper KIM127 (roter Stern) und in
der hochaffinen Form durch den Antikérper mAb24 (grtiner Stern) erkannt.

Wahrend des Rollens kommt es zu einer Interaktion von endothelialem E- und P-
Selektin mit dem PSGL-1 der neutrophilen Granulozyten, welches sich hauptsachlich
in den Spitzen der Mikrovilli befindet [109-111]. Die weiteren PSGL-1-vermittelten
Signalprozesse fuhren zu einer Aktivierung der B2-Integrine in den gestreckten Zu-
stand mit intermediarer Affinitat und langsamen Rollen auf ICAM-1 [36, 112]. Insbe-
sondere spielen hierbei die Phosphorylierung der Immunoreceptor Tyrosine-based
Activation Motifs (ITAM)-tragenden Seitenketten des DNAX-activation Protein 12
(DAP12) durch Kinasen der Src-Familie (SFKs) und letztendlich die Rekrutierung der
Spleen Tyrosine Kinase (Syk) eine entscheidende Rolle [36, 112]. Fir die Uberfih-
rung der B2-Integrine in die hochaffine Form mit gestreckten, offenem Zustand der



Ektodomanen (Abb. 2 C) und die Adhasion der neutrophilen Granulozyten sind wei-
tere Chemokin-vermittelte Signalprozesse erforderlich [42, 43]. Die Rezeptoren der
Chemokine sind G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (GPCRs) mit sieben Transmemb-
randomanen, die an das heterotrimere G-Protein mit einer einzelnen a-Untereinheit
und dem gepaarten By-Komplex gekoppelt sind [113]. Mehrere Chemokinrezeptoren
werden in Leukozyten exprimiert und leiten die Adhasion ein. Am besten untersucht
ist der C-X-C Chemokine Receptor Type 2 (CXCR2), der die Chemokin (C-X-C Mo-
tiv) Liganden (CXCL) 1-3 und 5-7 binden kann [85, 114]. Die genauen Signalwege
zur Aktivierung der B2-Integrine sind jedoch nur teilweise bekannt und erfordern ne-
ben des GPCR-Signalweges Src Homology 2-Domain Containing Leukocyte-
Specific Phospoprotein of 76 kDA (SLP-76), Adhesion and Degtanulation Promoting
Adaptor Protein (ADAP), Phospholipase Cy2 (PLCy2), PI3Ky, Guanine Nucleotide
Exchange Factors (GEFs) und Rap1 [18, 36, 92, 94].

1.2.3 Signaltransduktion in das Zellinnere (Outside-in Signaling)

Nach erfolgter Aktivierung der Integrine (Inside-out Signaling) kann eine weitere Sig-
naltransduktion in das Zellinnere erfolgen, welche Postadhasion-Effekte wie die Ver-
starkung der Adhasion (Adhesion Strengthening), die Abflachung der Zellen (Sprea-
ding) und die Migration der neutrophilen Granulozyten ermoglicht. Aulderdem fuhren
diese Signalwege zur Degranulierung und Aktivierung der NADPH-Oxidase mit an-
schlielender ROS-Produktion wie in Kapitel 1.1.2 beschrieben.

Die Bindung der B2-Integrine in hochaffiner Form an ihre Liganden auf dem Endothel
(z.B. ICAM-1) fuhrt zu einer zweifachen Phosphorylierung der ITAM-tragenden Sei-
tenketten von DAP12 und FcRy (Abb. 3 A) durch die SFKs Fgr, Lyn und Hck, die zu
einer Aktivierung und Translokation von Syk ins Lamellipodium fuhrt [115]. Die Tyro-
sinkinase Syk spielt eine entscheidende Rolle bei der Aufrechterhaltung der Adhasi-
on der neutrophilen Granulozyten und weiteren Postadhasions-Effekten in vivo [116].
Syk bindet mit ihren beiden src-Homology 2 (SH2)-Domanen an die phosphorylierten
Tyrosinreste der ITAMs. Von dort aus vermittelt Syk die weiteren Signalwege durch
Interaktionen mit der Phosphatidylinositol-3-Kinase & (PI3Kd) (bestehend aus den
Untereinheiten p110 und p85), dem Mammalian Actin-Binding Protein 1 (mAbp1)

und dem GEF Vav1, dessen Aktivierung die Reorganisation des Zytoskeletts indu-
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ziert [17]. Weiterhin werden PLCy und SLP-76 aktiviert [117-121]. Die Aktivierung
dieser Signalmolekule als Teil des Outside-in Signalings spielt eine entscheidende
Rolle fur die Postadhasions-Effekte in neutrophilen Granulozyten. Diese flhren
durch die Reorganisation des Zytoskeletts zu einer Verstarkung der Adhasion (Ad-
hesion Strengthening), der Ausbildung eines Lamellipodiums mit Zellabflachung
(Spreading) und anschlieender intraluminaler Migration, der Phagozytose, der
Degranulation sowie der ROS-Produktion [122, 123].

A DAP12 , B
FcRy B,-Integrin

—>

Syk,?/' ap

extrazellular

intrazellular

Abbildung 3: Signaltransduktion in das Zellinnere (Outside-in Signaling). Modifiziert
nach Schymeinsky et al., Thrombosis Haemostasis 2007 [121]. (A) Nachdem die -
Integrine ihre hochaffine Form erreicht haben, kann eine weitere Signaltransduktion in das
Innere der Zelle erfolgen. Hierbei werden die ITAM-Reste von DAP12 und FcRy durch die
SFKs an Tyrosinresten phosphoryliert und Syk Uber deren beiden SH2-Domanen an diese
phosphorylierten Motive gebunden. Syk interagiert nachfolgend mit den Molekilen c-cbl,
p85, PI3Kd, Vav, SLP-76, PLCy und mAbp1. (B) Letzteres ist ein Interaktionspartner von
HPK1. HPK1 wird von den SFKs und Syk phosphoryliert. Die weiteren Interaktionspartner
von HPK1 in neutrophilen Granulozyten sind weitgehend unbekannt.
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Das Aktin-bindende mAbp1 spielt durch die Stabilisierung der hochaffinen Form der
B2-Integrine ebenfalls eine Rolle in den Schritten nach der Adhasion von neutrophi-
len Granulozyten. Die Defekte bei dessen Abwesenheit in neutrophilen Granulozyten
kommen jedoch nur unter Flussbedingungen zum Vorschein und sind unter
statischen Bedingungen nicht vorhanden [33, 124, 125]. Die Hematopoietic Progeni-
tor Kinase 1 (HPK1) (Abb. 3 B) kann konstitutiv mit mAbp1 in differenzierten Neutro-
philen-ahnlichen dHL-60 Zellen prazipitiert werden und co-lokalisert in aktivierten
Zellen mit dem Aktin-bindenden Protein im Lamellipodium [126]. mAbp1 kdnnte hier-
bei wie im spezifischen Immunsystem HPK1 mit dem Zytoskelett verbinden [127].
Die weiteren Interaktionspartner und Signalproteine von HPK1 im angeborenen Im-
munsystem sind bisher jedoch unbekannt. In B- und T-Lymphozyten kann ein Zu-
sammenhang zwischen HPK1 und Syk hergestellt werden, da Syk nach Rezeptor-
stimulation und vorheriger Aktivierung durch die SFKs zusammen mit diesen eine
Phosphorylierung von HPK1 an dessen Tyrosinresten vornehmen und so weitere

Interaktionen ermoglichen kann [128-132].

1.3 Die Hematopoietic Progenitor Kinase 1 (HPK1)

1.3.1 Die Struktur von HPK1

HPK1 oder auch Mitogen-Activated Protein Kinase Kinase Kinase Kinase 1
(MAP4K1) gehort zur Familie der Ste20-ahnlichen Kinasen. Neben ihr lassen sich
Germinal Center Kinase (GCK/MAP4K2), Germinal Center Kinase-Like Kinase
(GLK/MAP4K3), HPK/GCK-like Kinase (HGK/MAP4K4), Kinase Homologous to
SPS/Ste20 (KHS/MAP4KS5) und Misshappen-Like Kinase (MINK/MAP4K®6) in diese
Familie einordnen [133]. HPK1 ist eine 97 kDa Serin/Threonin-Kinase mit strukturel-
len Ahnlichkeiten zu der Ste20-Kinase der Hefe, der p21Cdc42/Rac1-Activated
Kinase (PAK) [134] und der Germinal Center Kinase (GCK) [135]. Ursprunglich wur-
de sie als spezifischer Aktivator der c-Jun N-terminal Kinase (JNK) beschrieben
[134, 135]. Wahrend der Embryogenese ist eine Expression von HPK1 in einer Viel-
zahl von Geweben zu beobachten, welche sich nach der Geburt auf die Lungen,
Lymphknoten, den Thymus, die Leber, die Niere, das Gehirn und das Knochenmark
beschrankt [135]. Bei adulten Organismen findet sich eine vorwiegende HPK1-

Expression in Zellen des hamatopoetischen Systems [134, 135].
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prolinreiche Region

NH, KD | CHD COOH
PR1 2 3 4

Abbildung 4: Struktur von HPK1. N-Terminal liegt die Kinasedomane (KD) mit Ser-/Thr-
Kinaseaktivitat. Gefolgt wird diese von vier prolinreichen Regionen (PR), die als Interakti-
onsstellen fur die SH3-Domanen verschiedener Adaptermolekilen dienen. Am C-Terminus
liegt die Citron Homology Doméne (CHD), welche eine regulatorische Funktion hat.

An ihrem N-Terminus befindet sich eine Kinasedomane, welche dazu in der Lage ist,
Serin- und Threoninreste verschiedener Proteine zu phosphorylieren. Im sich daran
anschlieenden Teil befinden sich vier prolinreiche Domanen (PR), die src-
Homology 3 (SH3)-Domanen verschiedener Interaktionspartner binden konnen (Abb.
4) [134, 135]. Des Weiteren befindet sich zwischen der ersten und zweiten prolinrei-
chen Domane eine Schnittstelle fur Caspasen. Wahrend der Apoptose wird HPK1 an
einer konservierten Caspaseschnittstelle (DDVD, Aminosauren 382-385) von der
Caspase 3 gespalten. Das N-terminale Spaltprodukt verfugt Gber eine intakte, ver-
starkte Kinaseaktivitat, ist aber unfahig, Adapterproteine wie das Growth Factor Re-
ceptor-Bound Protein 2 (Grb2) und das Adapter Molecule crk (Crk) zu binden. Das
C-terminale Produkt hingegen zeigt ein intaktes Bindungsverhalten, jedoch mit ge-
ringerer Effizienz als das komplette HPK1-Protein [136]. Am C-terminalen Ende be-
findet sich eine sogenannte Citron Homology Domane (CHD), welche regulatorische
Funktionen innerhalb des HPK1-Signalweges einnimmt [137-140]. Der Abbau von
HPK1 erfolgt Uber eine Ubiquitinierung durch die Ligase CUL7/Fbxw8- mit anschlie-
Render Proteasom-vermittelter Degradierung [141, 142].

1.3.2 Interaktionspartner und Substrate von HPK1

Um ihre zahlreichen Funktionen innerhalb der regulatorischen Prozesse verschiede-
ner Zellfunktionen wahrzunehmen, spielt die Bindung von HPK1 an Adapterproteine
und Signalmolekule sowie deren Phosphorylierung eine wichtige Rolle. Diese Inter-
aktionen konnen entweder Uber eine der vier prolinreichen Domanen von HPK1 mit
einer SH3-Domane der Interaktionspartner oder uber einen der 13 phosphorylierba-
ren Tyrosinreste (pTyr) in HPK1 mit einer SH2-Domane des Bindungspartners statt-
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finden. Fur das adaptive Immunsystem sind viele dieser Interaktionspartner und
Substrate bereits beschrieben (siehe Abb. 5) [143].

Grb2-Familie

Abbildung 5: Interaktionspartner und Substrate von HPK1 im adaptiven Immunsys-
tem. Dargestellt sind die bekannten Interaktionspartner von HPK1 im adaptiven Immunsys-
tem. Sofern diese auch ein Substrat von HPK1 sind, wurde dies durch eine Phosphatgruppe
(P) kenntlich gemacht.

HPK1 zeigt Autophosphorylierung [135] und spielt als MAP4-Kinase eine Rolle im
MAPK-Signalweg. Es findet eine direkte Interaktion von HPK1 mit der MAP3-Kinase
MAPK/ERK Kinase Kinase 1 (MEKK1) und Phosphorylierung dieser statt [134]. Die
Mixed Lineage Kinase 3 (MLK-3) ist eine weitere MAP3-Kinase, die am Serinrest
281 (Ser281) von HPK1 phosphoryliert wird [144]. Zudem kann die TGF-B-activated
Kinase 1 (TAK1) als dritte beschriebene MAP3-Kinase von HPK1 phosphoryliert
werden [145].

Als Verbindung zu den transmembranaren Wachstumsrezeptoren bindet HPK1 das
Growth Factor Receptor-Bound Protein 2 (Grb2) uber dessen SH3-Domane. Diese
Interaktion kann zwar nicht durch Stimulation des Epidermal Growth Factor Recep-
tors (EGFR) induziert werden, aber der HPK1-Grb2-Komplex wird nach Bindung
zum autophopshorylierten EGFR rekrutiert [146, 147]. Mit dem Grb2-Related Adap-
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ter Protein 2 (Grap2/Gads), welches spezifisch im lymphatischen Gewebe exprimiert
wird, ist ein weiterer Vertreter der Grb2-Familie als Adapterprotein von HPK1 be-
kannt. Eine Co-Expression von Gads und HPK1 fuhrt zu einer verstarkten Kinaseak-
tivitat von HPK1 und JNK [148]. Die Interaktion findet zwischen der C-terminalen
SH3-Domane von Gads und der prolinreichen Region von HPK1 statt [149]. Ebenso
zeigt das Grb2-Related Adapter Protein (Grap) als dritter Vertreter der Familie eine
ahnliche Struktur und ein Bindungsverhalten wie Grb2. Durch Knockdown-
Experimente konnte zudem gezeigt werden, dass die Funktionen von Grb2 und Grap
Uberlappen [128, 130, 150].

Weiterhin bindet HPK1 an die SH3-Domane der beiden Vertreter der Crk-Familie
Adapter Molecule crk (Crk) und Crk-Like Protein (CrkL). Die Interaktion resultiert in
einer Aktivierung von HPK1 mit folgender Aktivierung von JNK. Beide Molekule wer-

den an Serin- und Threoninresten von HPK1 phosphoryliert [130, 147, 150].

In B-Zellen konnte gezeigt werden, dass HPK1 nach einer B-Zellrezeptor (BCR)-
Stimulation an Tyrosinresten, vor allem Tyr379, phosphoryliert wird. Diese Phospho-
rylierung ist hauptsachlich auf die Tyrosinkinasen Syk und Lyn zurickzufuhren. Sie
fuhrt zu einer Bindung von HPK1 an die SH2-Doméane des B-Cell Linker Protein
(BLNK) [129]. Analog hierzu bindet das Tyr379-phosphorylierte HPK1 an SLP-76 in
T-Zellen [131]. Der Cytokine-Dependent Hematopoeitic Cell Linker (CLNK) bildet
neben SLP-76 und BLNK das dritte Mitglied der SLP-76 Familie. Es wird nur in Zyto-
kin-stimulierten hamatopoetischen Zellen exprimiert und zeigt ebenfalls eine Bindung
zu HPK1, die nach Stimulation der Immunrezeptoren verstarkt werden kann. Auler-
dem besitzt CLNK die Fahigkeit, in SLP-76-defizienten Jurkat T-Zellen die Defekte in

den Immunrezeptorsignalwegen teilweise zu kompensieren [151].

Eine wichtige Interaktion geht HPK1 mit mAbp1 (HIP-55) ein. Hierbei interagiert die
zweite prolinreiche Domane (PR2) von HPK1 mit der SH3-Domane von mAbp1. Die
konstitutive Interaktion der beiden kann sowohl mit rekombinanten Proteinen sowie
in HEK-293T-Zellen gezeigt werden und flhrt bei einer Uberexpression von mAbp1
zu einer verstarkten Kinaseaktivitat von HPK1 und JNK [127, 152, 153]. In mAbp1-
defizienten Jurkat T-Zellen dementsprechend ist die Aktivierung der beiden Kinasen
deutlich herabgesetzt [153]. Dabei lokalisiert der mAbp1-HPK1 Komplex nach T-

Zellrezeptor (TCR)-Stimulation im Bereich der Kontaktstelle zwischen T-Zellen und
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antiprasentierenden Zellen (APCs) und fuhrt zu einer Herunterregulierung des TCRs
[153, 154]. Zudem kann HPK1 in dHL-60 Zellen konstitutiv mit mAbp1 prazipitiert
werden und co-lokalisiert mit diesem im Bereich des Lamellipodiums [126].

Das Non-Catalytic Region of Tyrosine Kinase Adaptor Protein (Nck) besitzt eine
SH2- und drei SH3-Domanen und kann direkt mit HPK1 interagieren konnen. Es
vermittelt Ras- und JNK-Signalwege sowie die Aktinpolymerisierung und Reorgani-
sation des Zytoskeletts [130, 146]. Ein positiver Regulator von HPK1, der diese di-
rekt bindet, ist die Serine/Threonine Protein Phosphatase 4 (PP4). Sie zeigt eine
Phosphataseaktivitat gegentuber HPK1 und fuhrt so zu einer Aktivierung, einer er-
hohten Halbwertszeit und verminderten Ubiquitin-vermittelten Degradierung von
HPK1 [155]. Ein weiteres Adapterprotein von HPK1, das auch in der Aktivierung des
NFkB-Signalwegs eine Rolle spielt, ist das CARD-Containing MAGUK Protein 1
(CARMA1). Dieses wird bei der Interaktion mit HPK1 an den Serinresten 549, 551
und 552 (Ser549, Ser551 und Ser552) phosphoryliert [156]. Der Linker for Activated
T-cells (LAT) wird nach TCR Stimulation von Syk/ZAP-70 phosphoryliert und vermit-
telt weitere Prozesse in Ca?*-Signalwegen und der Ras-MAPK Aktivierung. HPK1
kann mit dem phosphorylierten LAT interagieren, jedoch nur auf indirektem Weg
uber Grb2 oder Gads [130]. Des Weiteren interagiert HPK1 mit dem Hematopoietic
Cell-Specific Protein 1 (HS1), das nach Epo-Rezeptorstimulation aktiviert wird und
eine Rolle im JNK/SAPK Signalweg spielt [157, 158]. Zudem kann in B-Zellen das B-
Cell Adaptor Molecule of 32 kDa (Bam32) als dualer Adapter fur Phosphotyrosine
und 3-Phosphoinositide durch HPK1 gebunden werden [159].

1.3.3 HPK1-vermittelte Signalwege

1.3.3.1 Der JNK/SAPK-Signalweg

Wie ursprunglich beschrieben, spielt HPK1 eine entscheidende Rolle bei der Aktivie-
rung des JNK/SAPK-Signalwegs bei Stressantworten [134, 135]. Dieser Signalweg
kann durch die inflammatorischen Zytokine IL-1 und TNF-a bei Zellverletzung durch
Hitze, UV-Licht, ionisierende Strahlung, Chemotherapeutika und osmotische
Schockzustande hervorgerufen werden [160-162]. In COS1-Zellen wird dieser Sig-
nalweg nach Transfektion mit mHPK1 cDNA spezifisch aktiviert. Die weiteren Sig-
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nalwege werden hierbei Uber die MAP3-Kinasen TAK1 und MLK-3 sowie den MAP2-
Kinasen SAPK/ERK Kinase 1 (SEK1) und MAP Kinase Kinase 7 (MKK7) vermittelt
[145, 163-165]. Ebenso zeigt sich eine erhdhte JNK-Aktivitat bei der Uberexpression
von HPK1 in humanen Jurkat T-Zellen [128]. Bei Uberexpression einer HPK1-
Mutante ohne Kinaseaktivitat (HPK1-M46) bleibt die verstarkte Aktivitat von MEKK1
und JNK aus [134, 166]. Die Expression der Kinase-defizienten SEK1, die von
MEKK1 aktiviert wird, hat denselben Effekt [134]. Der Mechanismus der HPK1-
Aktivierung kann in Jurkat T-Zellen gezeigt werden. In der Gegenwart von genotoxi-
schen Substanzen, findet in diesen Zellen eine Translokation von c-Abl aus dem
Zellkern in das Zytoplasma statt. Dieses ist in der Lage, HPK1 zu binden und dessen
Kinaseaktivitat und folglich die Aktivierung der JNK/SAPK zu steigern [167]. Primare
T-Zellen aus HPK17-Mausen zeigen im Vergleich zu T-Zellen aus HPK1**-Mausen
keinen Defekt in der JNK-Aktivierung nach TCR-Stimulation, was an der weiteren
negativen Regulierung des TCR durch HPK1 liegen konnte [168]. Bei Spaltung
durch die Caspase 3 zeigt der N-terminale Anteil weiterhin eine intakte Aktivierung
der JNK [140]. Interessanterweise findet durch HPK1 keine Aktivierung von ERK
oder der p38-MAPK statt [134, 135].

1.3.3.2 Der NFkB-Signalweg

Eine weitere Rolle spielt HPK1 im NFkB-Signalweg, welcher ebenfalls im Rahmen
einer zellularen Stressantwort aktiviert wird. Hier werden sowohl die durch Zellstimu-
lation aktivierte a-Untereinheit der Inhibitor of Nuclear Factor-kB Kinase (IKK-a) als
auch die konstitutiv aktive IKK-B von HPK1 reguliert. Beide phosphorylieren die inhi-
bitorischen kB-Proteine (IkB) und werden durch HPK1 Uber MEKK1 aktiviert [156,
164]. Die Aktivierung dieses Signalweges ist dabei unabhangig von dem der
JNK/SAPK. Dies spiegelt sich in der Tatsache wider, dass in SEK1-defizienten Zel-
len die JNK/SAPK-Aktivierung vermindert ist, aber der NFkB-Signalweg unbeein-
flusst bleibt. Des Weiteren spielt HPK1 ihre Rolle oberhalb der IKK-B, wie durch die
Expression einer dominant negativen IKK-B gezeigt werden kann [169]. Der Knock-
down von HPK1 durch siRNA fuhrt zu einer deutlich reduzierten IKK- und NFkB-
Aktivitat nach TCR-Stimulation [138, 156]. Hierfur konnte die Interaktion und Phos-
phorylierung des Adapters CARMA1 an Ser551 durch HPK1 verantwortlich sein
[156]. Weiterhin ist fur eine Aktivierung der JNK/SAPK das alleinige Vorhandensein
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der N-terminalen Kinasedomane von HPK1 ausreichend, wohingegen die Aktivie-
rung von NFkB HPK1 in ihrer vollen Lange erfordert. Der durch die Caspase 3 abge-
spaltene C-Terminus zeigt sogar einen inhibierenden Effekt auf letzteren Signalweg
[136, 169]. Die C-terminale Region konnte hier mit der intakten HPK1 um die Bin-
dung von CARMA1 konkurrieren [156].

1.3.3.3 Signalwege bei Apoptose und Differenzierung

Neben den beschriebenen zellularen Stressantworten nimmt HPK1 auch eine Funk-
tion in der Entscheidung des Schicksals der Zellen ein, insbesondere innerhalb der
Apoptose und Differenzierung von Leukozyten. Eine Uberexpression von HPK1 in
CD4+-T-Zellen fordert die spontane und die TCR/CD3-vermittelte Apoptose [137].
Dies wird bewerkstelligt durch eine vermehrte Expression des Fas-Liganden (FasL)
und einer verstarkten ROS-Produktion. In weiteren Schritten wird HPK1 durch die
Caspase 3 proteolytisch gespalten. Der N-Terminus zeigt dabei weiterhin eine Kina-
seaktivitat, wohingegen der C-terminale Anteil eine inhibierende Wirkung auf das
Zelluberleben mit dem NFkB-Signalweg hat [137, 138]. Auch der aktivierungsindu-
zierte Zelltod (AICD), welcher uber den FasL vermittelt wird, ist nach TCR-
Stimulation durch HPK1 verstarkt [138, 139]. Wahrend der Differenzierung von Mo-
nozyten kommt es zu einer streng kontrollierten Spaltung von HPK1 durch die
Caspase 3, welche nicht in der Apoptose endet, sondern zu einer Differenzierung
der Monozyten fuhrt [140]. HPK1 wird daher haufig eine Rolle als eine Art Schalter
zugeschrieben, der je nach Caspaseaktivitat zwischen Leben und Tod der Zellen
entscheidet [138-140, 170].

1.3.3.4 TCR- und BCR-vermittelte Signalwege

Auch die Aktivierung des T-Zell-Rezeptors (TCR) und des B-Zell-Rezeptors (BCR)
sowie deren weitere Signalwege werden von HPK1 beeinflusst. Die Aktivierung die-
ser Rezeptoren fuhrt zu einer verstarkten Aktivitat von HPK1 [128, 130]. So wird
nach TCR-Stimulation ein Signalkomplex um das Adapterprotein SLP-76 bestehend
aus PLCy1, Gads, Vav, Nck, ITK, ADAP und HPK1 gebildet [143]. Wahrend dieses
Prozesses wird HPK1 an ihren Tyrosinresten phosphoryliert [130, 171]. Fur diese
Aktivierung sind die Kinasen Src und Syk/ZAP-70 sowie die Adapterproteine LAT,
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SLP-76, BLNK, Grb2 und Grap erforderlich [128, 168, 171]. Das Tyrosin-
phosphorylierte HPK1 kann anschliefend mit der SH2-Domane des SLP-76 intera-
gieren [130, 143]. Fur die Relokalisierung von HPK1 an die Plasmamembran ist
ebenfalls eine Tyrosinphosphorylierung von HPK1 durch Lck und eine Bindung an
das Adapterprotein CLNK erforderlich. Zur vollen Aktivierung von HPK1 sind weitere
Phosphorylierungen an den Stellen Thr165 und Ser171 durch die Proteinkinase D
(PKD) ndétig [132]. Weitere Interaktionen nach TCR-Stimualtion mit Grb2, Nck, Crk
und CrkL konnen in Jurkat T-Zellen gezeigt werden [130]. Nach Aktivierung von
HPK1 phosphoryliert diese SLP-76 an Ser376. Dies fuhrt zu einer weiteren Bindung
der 14-3-3 Proteine an SLP-76 [168, 172]. Die Phosphorylierung von SLP-76, das
Binden der 14-3-3 Proteine und weitere Threonin-Phosphorylierung von Gads durch
HPK1 fahrt zur Auflosung der Signalmolekul-Mikrocluster durch Entkopplung von
SLP-76-Gads vom Transmembranadapter LAT [173]. Eine Uberexpression von
HPK1 vermindert die TCR-vermittelte Aktivierung von AP-1 und ERK2, wohingegen
die HPK1 Kinase-Dead Mutante (HPK1-KD) diese Antworten potenziert [128, 174].
HPK1 zeigt sich auch in weiteren Experimenten als negativer Regulator der TCR-
vermittelten Signalwege und T-Zell-vermittelten Immunantworten [128, 168, 174].

Eine ahnliche Rolle als negativer Regulator findet sich auch im BCR-Signalweg.
HPK1 vermindert dort die BCR-induzierte Zellaktivierung und Proliferation [175, 176].
In primaren HPK1---B-Zellen ist die Aktivierung des Adapters BLNK, der PLCy2, der
Ca?*-Signalwege, Erk, p38, JNK und des IKK-Komplexes nach BCR-Stimulation im
Vergleich zu HPK1**-B-Zellen erhoht [176]. Nach BCR-Stimulation wird HPK1 an
Tyr379 durch die Kinasen Syk und Lyn phosphoryliert [128, 129] und so eine Interak-
tion von HPK1 und BLNK induziert [129, 131]. Die negative Rolle wird weiter durch
die HPK1-vermittelte Thr152-Phosphorylierung von BLNK verursacht. Dieses bindet

dadurch an 14-3-3 Proteine, wird ubiquitiniert und im Proteaseom degradiert [176].

1.3.4 Die Rolle von HPK1 fiir die Leukozytenrekrutierung

Neben ihrer Funktion in den bereits beschriebenen Signalwegen, nimmt HPK1 eine
entscheidende Rolle in der Rekrutierung von Leukozyten ein. Wie in Kapitel 1.1.1
beschrieben stellen die (2-Integrine ein zentrales Element der Leukozytenrekrutie-

rung dar. In T-Zellen kann die Affinitat der B2-Integrine (/nside-out Signaling) durch
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die Bindung des TCR an einen Liganden erhoht werden. Hierbei kommt es zu einer
Bindung von ADAP an SLP-76 [177, 178]. ADAP bindet SKAP-55 und RIAM und
transloziert an die Zellmembran um Rap1 zu rekrutieren. Das aktive Rap1 bindet
RapL und fuhrt zu einer Aktivierung des B2-Integrins LFA-1 [178-180]. HPK1 konkur-
riert mit ADAP um die Bindung zu SLP-76 und fuhrt Uber eine verminderte Rap1-
Aktivierung zu einer verminderten Aktivitat von LFA-1. HPK17-T-Zellen zeigen eine
verstarktes Bindungsverhalten zu ICAM-1 und ein vermehrtes Spreading im Ver-
gleich zu HPK1**-T-Zellen [178].

Die negative Rolle von HPK1 in der Integrinaktivierung und Zelladhasion kann auch
in B-Lymphozyten gezeigt werden. WEHI-231 B-Zellen, bei denen die HPK1-
Expression durch Small Hairpin RNA (shRNA) verringert wird, haben eine erhohte
basale Rap1-Aktivierung und verstarkte Bindung zum [2-Integrinliganden ICAM-1.
Dies geschieht unabhangig von der PI3K oder der PLC, jedoch bildet HPK1 einen
Komplex mit dem SKAP55-Homolog (SKAP-HOM) [175], welches fur die B-
Zelladhasion erforderlich ist [181]. Auch in B-Lymphozyten aus HPK1/-Mausen kann
eine erhohte Reaktivitat der Zellen auf diverse Stimuli im Vergleich zu HPK1---B-
Lymphozyten gezeigt werden. Aufgrund dieser Ergebnisse wird HPK1 in Lymphozy-
ten eine negative Rolle bei der Integrinaktivierung sowie der zellularen Aktivierung

mit anschlieRender Adhasion an Liganden zugeschrieben [175].

In murinen neutrophilen Granulozyten spielt HPK1 eine Rolle bei der LFA-1-
vermittelten Adhasion unter Flussbedingungen. Hierbei wird HPK1 fur die CXCL1-
vermittelte Aktivierung von LFA-1 in den hochaffinen Zustand bendtigt. Bei Abwe-
senheit von HPK1 sind die (B2-Integrin-vermittelten Schritte der Rekrutierungskaska-
de, darunter die Induktion der Adhasion, die Abflachung der Zellen (Spreading), die
Verstarkung der Adhasion (Adhesion Strengthening) und die gerichtete Migration
unter Fluss (directed Mechanotactic Crawling), beeintrachtigt. Dies kann sowohl in
isolierten neutrophilen Granulozyten, als auch in vivo im Modell des entzindeten
M. cremaster nachgewiesen werden [126]. Eine wichtige Interaktion zeigt sich hier-
bei zu mAbp1, dessen Abwesenheit ahnliche Defekte in den neutrophilen Granulozy-
ten zeigt [33, 124]. Im Gegensatz zum erworbenen Immunsystem zeigt sich HPK1
hier somit als positiver Regulator der B2-Integrine, der die Adhasion der neutrophilen
Granulozyten fordert [126].
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1.3.5 HPK1 im klinischen Kontext

Die physiologische Relevanz von HPK1 kann durch die Generierung einer HPK1-
Maus gezeigt werden. Die Abwesenheit von HPK1 hat keinen Einfluss auf T- und B-
Zellentwicklung und die erzeugten Mause sind lebensfahig und fruchtbar [168, 174,
176, 182]. Die isolierten T-Zellen zeigen jedoch eine erhohte Aktivierung und Prolife-
ration nach TCR-Stimulation und eine vermehrte Produktion von IL-2, IFN-y und
IL-4. In B-Lymphozyten ist die Produktion von verschiedenen IgM- und IgG-
Isoformen erhoht [168]. In Krankheitsmodellen sind HPK1-/--Mause im Vergleich zu
HPK1**-Kontrolltieren anfalliger fiir Autoimmunerkrankungen wie der experimentel-
len Autoimmunenzephalitis (EAE) [168]. Im humanen System zeigen CD4+-T-Zellen,
die aus Patienten mit sytemischen Lupus erythematodes (SLE) isoliert werden, eine
deutlich erniedrigte Expression von HPK1 auf Protein- und mRNA-Niveau. Diese
Zellen zeigen zudem eine erhohte Proliferation und Reaktivitat. Sobald man jedoch
HPK1 in diesen Zellen Uberexprimiert, verringert sich die T-Zellreaktivitat [183]. Eine
verminderte HPK1-Expression kann auch in Patienten mit Psoriasisarthritis festge-
stellt werden [184].

Ein gezieltes Ausschalten beider HPK1-Allele in murinen CD4+-T-Zellen fuhrt zu ei-
ner gesteigerten TH1-vermittelten Cytokinproduktion, einer vermehrten Proliferation
der T-Zellen und einer Resistenz gegen die PGE2-vermittelte Suppression, dessen
Ausschuttung normalerweise im Tumorbett stattfindet. Mause, die einen adoptiven
Transfer von HPK17-T-Zellen erhalten, werden resistent gegen weiteres Tumor-
wachstum im Lungenkarzinom-Modell. Durch einen zusatzlichen Verlust von HPK1
in dendritischen Zellen konnen in diesen die Antigeneprasentation und das anti-
Tumorpotential der T-Zellen weiter verstarkt werden [185].

1.4 Zielsetzung der Arbeit

Es konnte bereits gezeigt werden, dass HPK1 eine wichtige Rolle in den Signalwe-
gen des adaptiven und des angeborenen Immunsystems einnimmt. Hierbei kann sie
insbesondere in neutrophilen Granulozyten die Zelladhasion beeinflussen. Ziel der
vorliegenden Arbeit war es, die moglichen Mechanismen zu entschlisseln, Gber die
HPK1 die B2-Integrin-vermittelte Rekrutierung neutrophiler Granulozyten kontrolliert

und die Interaktionspartner von HPK1 in neutrophilen Granulozyten zu identifizieren.
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Zum einen sollte geklart werden, ob HPK1 eine Rolle in der Aktivierung der [32-
Integrine (/nside-out Signaling) oder der weiteren Signaltransduktion in das Zellinne-
re (Outside-in Signaling) spielt. Hierfur wurden die Genotypen der verwendeten
HPK1**- und HPK1”’-Versuchstiere mittels Polymerase-Kettenreaktion analysiert
und neutrophile Granulozyten aus deren Knochenmark isoliert. Mit diesen sollten
Flusskammer-Experimente zur Evaluation der Verstarkung der Adhasion (Adhesion
Strengthening) durchgefuhrt. Hierzu sollten die neutrophilen Granulozyten mit immo-
biliserten CXCL1 stimuliert werden, um eine physiologische Entzindungsreaktion zu
simulieren und unter ansteigender Schubspannung mogliche Defekte in der Verstar-
kung der Adhasion der HPK1~ neutrophilen Granulozyten zu analysieren. Anschlie-
Rend sollte mit dem gleichen experimentellen Aufbau eine Stimulation mit Mn?*
durchgefuhrt werden, um das Inside-out Signaling zu umgehen und zu testen, ob das
weitere Outside-in Signaling intakt war.

Um zu ermitteln, ob HPK1 fur das Erreichen der intermediar-affinen oder der hochaf-
finen Form der B2-Integrine bendtigt wird, sollten die Reporterantikorper KIM127 und
mAb24 eingesetzt werden. Da diese Antikorper nur im humanen System funktionie-
ren, sollte zunachst ein Modellsystem etabliert werden, in dem die Expression von
HPK1 durch die Transduktion von shRNA-kodierenden Vektoren in einer humanen
Leukamiezelllinie (HL-60) vermindert war.

Um weiterhin zu klaren, Uber welche Interaktionspartner HPK1 ihre Effekte im ange-
borenen Immunsystem ausubt, sollte eine HPK1-EGFP-cDNA generiert und diese
durch lentiviralen Gentransfer in einer HL-60 Zelllinie zur Expression gebracht wer-
den. Nach der Charakterisierung dieser Zellen sollte eine Co-Immunprazipitation mit
differenzierten HL-60 (dHL-60) Zellen und GFP-NanoTraps® durchgefuhrt werden.
Die prazipitierten Proteine sollten anschlielend durch die Analyse in der Massen-
spektrometrie identifiziert werden.

Insgesamt sollte die vorliegende Arbeit zum genaueren Verstandnis der Rolle von

HPK1 in neutrophilen Granulozyten beitragen.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien

Acrylamid (30%), B-Mercaptoethanol, Bromphenolblau, Calciumchlorid, Diisopropyl-
fluorphosphat (DFP), Dimethylsulfoxid (DMSQO), Dithiothreitol (DTT), Essigsaure
(96%), Ethanol (70% und 100%), Ethylendiaminessigsaure (EDTA), Glycin, Glycerin,
HCI, Hefeextrakt, 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsaure (HEPES),
Isopropanol, Magermilchpulver, Magnesiumchlorid, Mangan(ll)-chlorid-tetrahydrat,
Methanol (100%), Natriumacetat, Natriumchlorid, Natriumdesoxycholat, Natrium-
dodecylsulfat (SDS), Natriumfluorid (NaF), Natriumorthovanadat (NaO), Paraformal-
dehyd (PFA), Ponceau S-L6sung, Spectinomycin-Dihydrochlorid, Tetramethylendia-
min (TEMED), Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris), Tris-Cl, Triton® X-100,
Trypanblau und Trypton wurden von der Firma Applichem (Darmstadt, Deutschland)
geliefert. BD FACS Lysing Solution wurde von BD Biosciences (Franklin Lakes,
USA) bezogen. Fetal Calf Serum (FCS), Hanks Buffered Salt Solution (HBSS), Peni-
cillin/Streptomycin (P/S), Phosphate Buffered Saline (PBS), RPMI-1640 Zellkultur-
medium und Trypsin/EDTA (TE) stammten von der Biochrom AG (Berlin, Deutsch-
land). Die GFP-Trap® Agarose (GFP-NanoTraps®) stammten von Chromotek (Mar-
tinsried, Deutschland). Agarose LE, sowie GelRed stammten von Genaxxon in Ulm.
Die Antarctic Phosphatase mit Reaktionspuffer, der Color Prestained Protein Stan-
dard Broad Range (P7712), die DNA-Leitern 100 bp DNA-Ladder, 2-log DNA-Ladder
und 1 kbp DNA-Ladder, Desoxyribonukleotidtriphosphat (dNTP)-Mix, der Gel Loa-
ding Dye Blue, die Restriktionsenzyme mit Puffern (1.1, 2.1, CutSmart), T4-DNA-
Ligase und die Tag-DNA-Polymerase wurden von der Firma New England Biolabs
(Frankfurt am Main, Deutschland) geliefert. CloneAmp HiFi PCR Premix und Mi-
doriGreen wurden von Nippon Genetics Europe (Darmstadt, Deutschland) erworben.
Das In-Fusion HD® Cloning Kit wurde von Clontech Laboratories, Inc. (Mountain
View, USA) bezogen. rmCXCL1 (KC), humanes CXCLS8 (IL-8), rekombinantes muri-
nes und humanes ICAM-1 stammten von der Firma Peprotech (Hamburg, Deutsch-
land). Ammoniumpersulfat (APS) und Coomassie R250 stammte von Serva (Hei-
delberg, Deutschland). Von Sigma-Aldrich (Deisenhofen, Deutschland) wurde bo-
vines Serumalbumin (BSA), N-Formyl-Methionyl-Leucyl-Phenylalanin (fMLP), Gluko-
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se, 4-Nitrophenylphosphat-di(tris)-Salz (pNPP), murines Percoll®, der Protease Inhi-
bitor Cocktail (P8340), Puromycin-Dihydrochlorid und Tween 20 geliefert. DNA Loa-
ding Dye, AlexaFluor® 546 Phalloidin, Lipofectamine® 2000, Opti-MEM® | Reduced
Serum Medium, Pierce® ECL Western Blotting Substrate, ProLong™ Diamond Anti-
fade Mountant und die Qubit Assay Kits: dsDNA (HS), dsDNA (BR) und Protein wur-
den bei Thermo Fisher (Waltham, USA) bestellt.

2.1.2 Puffer und Losungen
Puffer und Standardlésungen wurden mit ultrareinem destillierten Wasser angesetzt
(Millipore, Darmstadt, Deutschland). Hitzestabile Losungen wurden autoklaviert und

alle Ubrigen Losungen durch einen Filter mit der PorengroRe von 0,2 um steril fil-

triert.

Adhasionsmedium |
0,25% BSA

0,1% Glukose

20,0 mM HEPES

1,2 mM CaCl

1,0 mM MgCl2

in HBSS, pH 7,5

Berton Il Lysepuffer
25 mM Tris-Cl

150 mM NacCl

0,5 mM EDTA
1mMDTT

1% TritonX-100

1% Na-Deoxycholat
pH 7,5

Adhasionsmedium Il
0,1% Glukose

20,0 mM HEPES

1,2 mM CaCl

1,0 mM MgCl:

in 0,9% NaCl, pH 7,5

Laemmli-Puffer (2-fach)
125 mM Tris

4% SDS

20% Glycerol

0,01% Bromphenolblau
200 mM R-MercaptoEtOH

TAE-Puffer (50-fach)
242 g Tris

57,1 ml Essigsaure
100 ml EDTA (0,5 M)
auf 1,0 I H20

pH 8,0

TBS (25-fach)
219 g NaCl
151,25 g Tris
auf 1,0 I H20



5% Sammelgel

5% Acrylamid

125 mM Tris-Cl (pH 6,8)
0,1% SDS

0,1% APS

0,1% TEMED

in HO

WB-Transferpuffer
25 mM Tris

192 mM Glycin
20% Methanol

in HO

pH 8,3

SDS-Laufpuffer (10-fach)
30,2 g Tris-Base

144 g Glycin

10 g SDS

auf 1,0 I H20

Western Blot
(WB)-Waschpuffer
40 ml TBS (25-fach)
0,1% Tween 20

auf 1,0 I H20

NEB 1.1

10 mM Bis-Tris-Propane-HCI
10 mM MgCl2

100 pg/ml BSA

pH 7

8% Trenngel

8% Acrylamid

375 mM Tris-ClI (pH 8,8)
0,1% SDS

0,1% APS

0,1% TEMED

in H20

Coomassie-Losung
0,125% Coomassie R 250
50% Methanol

10% Essisgsaure
39,875% H20

IP-Dilutionspuffer |
25 mM Tris-Cl

150 mM NacCl
0,5mM EDTA
1mMDTT,pH 7,5

Blockierungspuffer
5% Magermilch
in WB-Waschpuffer

NEB 3.1

50 mM NaCl
50 mM Tris-HCI
10 mM MgCl2
100 pg/ml BSA
pH 7,9
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Lysogeny Broth
(LB)-Medium

25 g Trypton
12,5 g Hefe

25 g NaCl

auf 2,51 H20

pH 7,0

Entfarber

50% Methanol
7,5% Essigsaure
42,5% H20

IP-Dilutionspuffer Il
25 mM Tris-Cl

150 mM NacCl
0,5mM EDTA

pH 7,5

Stripping-Puffer

15 g Glycin

1,0 g SDS

10 ml Tween 20

auf 1,0 | H20, pH 2,2

CutSmart Puffer

50 mM Kaliumacetat

20 mM Trisacetat

10 mM Magnesiumacetat
100 pg/ml BSA

pH 7,9



Massenspektrometrie
(MS)-Ladepuffer

Massenspektrometrie
(MS)-Waschpuffer |

25

Massenspektrometrie
(MS)-Waschpuffer Il

2% ACN 1% TFA 0,2% TFA
0,3% TFA in 2-Propanol in H20
in HO

2.1.3 Antikorper
anti-Aktin 1-19

Ziege, polyklonal, IgG
Cat # sc-1616

Santa Cruz Biotechnology

anti-HPK1 N-19

Ziege, polyklonal, IgG
Cat # sc-6231

Santa Cruz Biotechnology

anti-HIP-55 H-87
Kaninchen, polyklonal, IgG
Cat # sc-366772

Santa Cruz Biotechnology

anti-Human CD11a

Maus, monoklonal (Klon G43-25B),
lgG2a, PE-konjugiert

Cat # 555380

BD Biosciences

anti-Human CD18

Maus, monoklonal (Klon 6.7), 1gGa,
PE-konjugiert

Cat # 555924

BD Biosciences

anti-R-Aktin C-4

Maus, monoklonal, IgG+
Cat #sc-47778

Santa Cruz Biotechnology

anti-HPK1 C-9

Maus, monoklonal, IgGap
Cat # sc-376169

Santa Cruz Biotechnology

anti-GFP FL
Kaninchen, polyklonal, IgG
Cat # sc-8334

Santa Cruz Biotechnology

anti-Human CD11b

Maus, monoklonal (Klon ICRF44), 1gGs,
PE-konjugiert

Cat # 555388

BD Biosciences

anti-Human CD18 (KIM127)
Maus, monoklonal, 1gG+
CRL-2838

ATCC



anti-Human CD18 (mAb24)
Maus, monoklonal, 1gG+

Cat # HM2183

Hycult Biotech

anti-Maus HRP

Ziege, polyklonal, IgG
HRP-konjugiert

Cat # sc-2005

Santa Cruz Biotechnology

anti-Ziege HRP
Kaninchen, polyklonal, IgG
HRP-konjugiert

Cat# 401515

Merck Milipore

anti-Human IgGa2a

Maus, polyklonal (Klon G155-178),

lgG

PE-konjugiert, Isotypenkontrolle

Cat # 555574
BD Biosciences

2.1.4 Versuchstiere
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anti-Maus IgG Alexa Fluor 488
Ziege, polyklonal, IgG
Cat# A11017

Thermo Fisher Scientific

anti-Kaninchen HRP
Ziege, polyklonal, IgG
HRP-konjugiert

Cat # sc-2004

Santa Cruz Biotechnology

anti-Human IgG;

Maus, polyklonal (Klon MOPC-21), IgG
PE-konjugiert, Isotypenkontrolle

Cat # 555749

BD Biosciences

anti-Kaninchen IgG Alexa Fluor 647
Esel, polyklonal, IgG

Cat # A31573

Thermo Fisher Scientific

Die HPK17-Mause tragen eine PGK1-Neomycinselektionskassette in Exon 1 des

HPK1-Gens mit vollstandig unterbrochener Proteinexpression [182]. Die HPK1--

und HPK1**-Versuchstiere wurden in einem C57BL/6 Hintergrund gezichtet. Alle

Tierversuche in dieser Arbeit wurden von der Regierung in Oberbayern in Minchen

genehmigt.
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2.1.5 Zelllinien

Die humane Promyelozyten-Leukamie Zellline HL-60 (ACC3) und die murine
myelomonozytare Leukamie Zelllinie WEHI-3B (ACC26) stammten von der Samm-
lung fur Mikroorganismen und Zellkulturen in Braunschweig (Deutschland). Die ver-
wendeten HEK-293T-Zellen (CRL-11268) wurden von der American Type Culture
Collection (Manassas, USA) bezogen. Die Bakterienstamme TOP10 wurden bei In-
vitrogen (Carlsbad, USA) und die Stellar Competent Cells von Clontech Laboratori-
es, Inc. (Mountain View, USA) erworben.

2.1.6 Gerate

Analysenwaage Feinwaage

PT 610 BP 61

Sartorius, Gottingen, Deutschland Sartorius, Gottingen, Deutschland
Warmeschrank Zellkultur-Inkubator

Hybridiser HB-1D Heraeus Function Line

Techne, Jahnsdorf, Deutschland Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Lichtmikroskop Lichtmikroskop

Axiovert 200M Olympus-CKX41

Zeiss, Oberkochen, Deutschland Olympus, Tokio, Japan

Licht- und Fluoreszenzmikroskop Konfokalmikroskop

Leica DM IL LED Leica SP8X WLL

Leica, Solms, Deutschland Leica, Solms, Deutschland
Fluorometer Durchflusszytometer

Qubit 2.0 BD FACS Canto Il

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA BD Biosciences, Franklin Lakes, USA



Geldokumentationssystem
E-Box-VX2/20M
PEQLAB, Erlangen, Deutschland

CCD-Kamera
CoolSNAP HQ2
Photometrics, Tucson, USA

pH-Meter
MP220

Mettler-Toledo, Giel3en, Deutschland

Zentrifuge
Centrifuge 5810R
Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Thermocycler
UNO II

Biometra, Gottingen, Deutschland

SDS-PAGE Elektrophoresekammer
Bio-Rad Mini-Protean Tetra Cell
Bio-Rad, Hercules, USA

Elektroblotter
Semi-Dry Elektroblotter PerfectBlue™
PEQLAB, Erlangen, Deutschland

Thermoschittler
Thermomixer compact

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Western Blot Dunkelkammer
Darkbox Type 4
Unit One, Birkerod, Danemark

CCD-Kamera
Hamamatsu Orca

Hamamatsu, Hamamatsu, Japan

Zentrifuge
Centrifuge 5415R
Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Zentrifuge
Labofuge 400R
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Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Thermocycler
TProfessional
Biometra, Gottingen, Deutschland

Spannungsquelle
peqPOWER 250
PEQLAB, Erlangen, Deutschland

Horizontalelektrophorese Apparatur
PerfectBlue™
PEQLAB, Erlangen, Deutschland
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2.1.7 Software

Fir das Anfertigen dieser Arbeit und Erstellen der Abbildungen wurden die Microsoft
Office Programme Word, Excel und Powerpoint 2010 (Microsoft, Redmond, USA),
sowie der Adobe lllustrator und Photoshop CS4 (Adobe Systems Incorporated, San
Jose, USA) verwendet. Zur weiteren Bildbearbeitung und Mikroskopie wurden Me-
tamorph (Molecular Devices, Sunnyvale, USA), ImageJ (National Institute of Health,
Bethesda, USA) mit den Plugins Fiji und Biovoxxel, HoKaWo (Hamamatsu Pho-
tonics, Hamamatsu, Japan) und die Leica Application Suite (Leica, Solms, Deutsch-
land) verwendet. Bei der durchflusszytometrischen Analyse wurden die FACSDiva
(BD Biosciences, Franklin Lakes, USA) und FlowJo Software (Tree Star, Ashland,
USA) verwendet. Vektorkartenerstellung und Restriktionsanalysen erfolgten mit
pDRAW32 (Acaclone Software, Frederiksberg, Danemark). Die Daten der DNA-
Sequenzierung wurden mit dem GATC-Viewer (GATC Biotech, Konstanz, Deutsch-
land) und Clustal Omega (Conway Institut, Dublin, Irland) ausgewertet. Die statisti-
sche Analyse der Daten erfolgte mit dem Programm GraphPad PRISM 6 (GraphPad
Software, La Jolla, USA).
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2.2 Methoden

2.2.1 Isolation von murinen neutrophilen Granulozyten

Die neutrophilen Granulozyten wurden aus dem Knochenmark der HPK1**- und
HPK1---M&use gewonnen. Nach Ausbluten der Versuchstiere in tiefer Narkose wur-
den die langen Rohrenknochen Humerus, Femur und Tibia entnommen und vom
restlichen Muskelgewebe befreit. Durch Entfernung der Epiphysen wurde das Kno-
chenmark offengelegt. Dieses wurde durch das Aufsetzen einer 30 G Kanule auf
einer 20 ml Spritze mit kaltem PBS aus den Knochen gespult und aufgefangen. Die
gesammelte Zellsuspension wurde filtriert und durch Zentrifugation pelletiert. Nach
Resuspension in 1 ml PBS wurden diese auf einen diskontinuierlichen Percoll-
Gradienten (72%, 64%, 52%) aufgetragen, um die unterschiedlichen Zellfraktionen
durch Zentrifugation bei 1000 g fur 30 min aufzutrennen. Die Phase zwischen den
beiden unteren Percollschichten (72% und 64%) enthielt die murinen neutrophilen

Granulozyten. Diese wurde entnommen und in PBS gewaschen.

Die Kultivierung der neutrophilen Granulozyten erfolgte tber Nacht bei 37° C und 5%
COz. Verwendet wurde das Zellkulturmedium RPMI-1640 mit einem Zusatz von FCS
(10%) und Penicillin/Streptomycin (100 ug/ml). Dieses wurde mit einem Verhaltnis
von 1:10 mit dem IL-3-haltigen Uberstand der WEHI-3B-Zellinie versetzt.

Die Zahlung der Zellen erfolgte mit der Fast-Read 102® Zahlkammer (Biosigma,
Cona, ltalien) nach einer Farbung mit einer 0,05%-igen Trypanblaulésung, um le-

bende von toten Zellen zu unterscheiden.

2.2.2 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Zur Durchfuhrung der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) wurden die Thermocycler
Uno Il und TProfessional der Firma Biometra (Gottingen, Deutschland) verwendet.
Fur die Genotypisierung der HPK17- und HPK1**-Versuchstiere wurde ein Ansatz
fur die Wildtyp (WT)-PCR und ein weiterer fur die Knockout (KO)-PCR mit den ent-
sprechenden Primern (siehe Tab. 1) angesetzt. Die Zusammensetzung des Reakti-

onsansatzes fur eine Probe war hierbei wie folgt:
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5 pl Polymerase-Reaktionspuffer (5x)
0,5 pl dNTP-Mix (10 mM)

0,25 pl Forward (fwd)-Primer (10 mM)
0,25 pl Reverse (rev)-Primer (10 mM)
13,8 ul autoklaviertes Milipore H-O
0,20 pl Tag-Polymerase (1 U/ul)

Von jedem Reaktionsansatz wurden nach grindlichem Mischen 20 pl in ein PCR-
Reaktionsgefald uberfihrt und 5 pl des DNA-Isolats hinzugegeben. Als Negativkon-
trolle wurde ein Ansatz mit H20 an Stelle des DNA-Isolats und als Positivkontrolle
bereits eindeutig genotypisierte DNA-Isolate von HPK1**- und HPK1--Tieren ver-
wendet. Die PCR erfolgte unter den Bedingungen wie in Tab. 1 dargestellt. Jedes
PCR-Programm wurde zusatzlich durch einen Denaturierungsschritt fur 5 Minuten
bei 94° C eingeleitet und mit einem siebenminutigen Elongationsschritt bei 72 °C
beendet. Nach Beendigung des PCR-Programmes erfolgte die Lagerung der Proben
bei 4° C.

PCR- Fragment- Primer 5’ — 3’ — Richtung
Amplifikat
Programm groBe (fwd: forward; rev: reverse)
1 min 94° C
1 min 54° C
HPK1*-Gen fwd: TTCTGTCTCCTCCACCACAACC
. 1min72°C | 200 bp
(WT-Primer) rev: CCATCTTCACCATCTTCAAAGCC
40 Zyklen
1 min 94° C
1 min 54° C
HPK1--Gen . fwd: GGATGCCCCAATTAAAAGTGAAAG
. 1min72°C 470 bp
(KO-Primer) rev: CCGGTGGATGTGGAATGTGTG
40 Zyklen

Tabelle 1: Bedingungen der Genotypisierungs-PCR der Versuchstiere. Dargestellt sind
die PCR-Ansétze fir das HPK1*- und HPK1-Gen mit den PCR-Programmen, den erwarte-
ten FragmentgréRen sowie der Sequenzen der verwendeten WT- und KO-Primer. Die PCR
wurde mit einem Denaturationsschritt bei 94° C fur 5 Minuten gestartet und mit einem sie-
benmindtigem Elongationschritt bei 72° C beendet.
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2.2.3 High Fidelity Polymerase-Kettenreaktion (HiFi-PCR)

Zur Generierung des HPK1-EGFP-Expressionsvektors in einem lentiviralem Grund-
gerust, mit zusatzlicher Puromycin-Resistenz, wurde die High Fidelity Polymerase-
Kettenreaktion (HiFi-PCR) mit dem Kit der Clontech Laboratories, Inc. (Mountain
View, USA) durchgefuhrt. Ziel hierbei war es, das linearisierte Insert (HPK1-EGFP)
und den linearisierten lentiviralen Zielvektor mit Puromycin-Resistenz (pFu-P2A-
Puro) zu erzeugen, die spater fur die homologe Rekombination in der In-Fusion® HD
Klonierung verwendet wurden. Zu diesem Zweck wurden die forward (fwd)- und re-
verse (rev)-Primer bei der Firma Metabion (Munchen, Deutschland) so synthetisiert,
dass je 18-20 Basen am HPK1-EGFP Konstrukt banden, welches in linearer Form
amplifiziert werden sollte. Je 15 weitere Basen hingen am 5’-Ende des fwd- und rev-
Primers Uber. Diese waren zu den Endsticken des linearisierten pFu-P2A-Puro-
Vektors identisch und konnten so fur eine homologe Rekombination genutzt werden
(siehe Tab. 2). Die Primer zur Linearisierung des pFu-P2A-Puro-Vektors wurden so
gewahlt, dass ein linearer Vektor entstand, an dessen 5-Ende ebenfalls die
15 homologen Basenpaare lagen, gefolgt von einem 2A Peptid (P2A)-Linker und der
Puromycinresistenz (siehe Tab. 2). Das 3’-Ende enthielt weitere 15 Basenpaare, die
zu den Uberhédngen des HPK1-EGFP Konstrukts homolog waren. Die PCR-
Reaktionsatze wurden hierfur wie folgt hergestellt:

12,5 yl CloneAmp HiFi PCR Premix (2x)

100 ng Insert (PEGFP-N1+HPK1) oder 33 ng pFu-P2A-Puro
1 yl fwd-Primer (5 uM)

1 yl rev-Primer (5 uM)

auf 25 pl autoklaviertes Milipore H2O

Jeder Reaktionsansatz wurde anschlieRend in ein PCR-Reaktionsgefaly uberfuhrt
und in einen PCR-Cycler gegeben. Fur die beiden gewunschten Produkte wurde das
jeweilige PCR-Programm wie in Tab. 2 dargestellt, eingestellt. Zudem wurde fur bei-
de PCR-Reaktionen ein Temperaturgradient (*) gewahlt. Zusatzlich zu dem darge-
stellten Programm erfolgte bei beiden PCRs 30 Sekunden die Denaturierung der
DNA bei 98° C und am Ende eine funfminutige Extensionsphase bei 72° C. Die
amplifizierten linearisierten Vektoren wurden bis zum Auftragen auf ein Agarosegel
mit anschlielender Gelextraktion fur die In-Fusion® HD Klonierung bei -20° C ge-

schutzt gelagert.
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Amplifikat | PCR-Programm AP = & = e e
(fwd: forward; rev: reverse)
10sec 98° C
HPK1 15 sec 58-64° C* | f1q:
" | 20sec72°C CTCGAGCTCAAGCTTATGGACGTCGTGGACCCTGA
EGFP rev:
GGTGGCGCCGCTGCCCTTGTACAGCTCGTCCATGC
35 Zyklen
10sec 98° C
15 sec 63-66° C* | finq-
PRU-2A | 0sec72°C | GGCAGCGGCGCCACCAACTT
Puro rev:
AAGCTTGAGCTCGAGCCCGGATC
35 Zyklen

Tabelle 2: PCR-Cycler Programme fiir die HiFi-PCR. Dargestellt sind die Zeitintervalle
und Temperaturen der einzelnen PCR-Phasen. Hierbei wurde flr die Proben ein Tempera-
turgradient (*) angewandt, um spater das optimale PCR-Ergebnis zu bestimmen. Zudem
sind fwd- und rev-Primer fur die jeweiligen Produkte dargestellt.

2.2.4 DNA-Isolation

Zur Gewinnung des Analysenmaterials zur Genotypisierung der HPK1**- und
HPK1---Versuchstiere wurde die genomische DNA aus Gewebeproben der Mause
gewonnen. Die DNA-Isolation wurde mit Hilfe des PEQLAB peqGold Tissue DNA
Mini Kits (Erlangen, Deutschland) durchgefuhrt.

2.2.5 DNA-Analyse

Restriktionsverdau: Restriktionsanalysen wurden durchgefuhrt, um einen ersten An-

haltspunkt fur die erfolgreiche Klonierung der einzelnen HPK1-EGFP-Konstrukt-
Vektoren und das Ergebnis der HiFi-PCR zu erhalten. Die fur den Restriktionsverdau
verwendeten Enzyme und Puffer wurden von der Firma New England Biolabs
(Frankfurt, Deutschland) bezogen. Die Puffer wurden entsprechend der optimalen
Aktivitat der Restriktionsenzyme gewahlt. Fur jede Restriktionsanalyse wurde pro
Probe der folgende Reaktionsansatz und der Verdau bei einer fur das Restriktions-

enzym optimalen Temperatur auf einem Thermoschuttler fur 60 Minuten inkubiert:
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1 yl Restriktionsenzym

1 ug DNA

2 pl 10x NEB-Puffer (1.1, 3.1 oder CutSmart)
auf 20 ul H20

Die entstandenen Produkte wurden entweder auf ein Agarosegel aufgetragen und
elektrophoretisch aufgetrennt oder fur die weiteren Klonierungsschritte durch

Ligation verbunden.

DNA-Konzentrationsbestimmung: Zur Messung der DNA-Konzentration wurde das
Qubit Fluorometer 2.0 mit dem Doppelstrang-DNA (dsDNA) Broad Range (BR) und
High Sensitivity (HS) Kit der Firma Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA) ver-
wendet. Mit den beiden definierten mitgelieferten Standardproben wurde eine Stan-

dardkurve erstellt. Um die DNA-Konzentration der Proben zu bestimmen, wurde fur
jede Probe 1 pl des konzentrierten Qubit Assay-Reagenzes mit 199 ul des Verdun-
nungspuffers vermischt. Von dieser Mischung wurden 199 uyl entnommen und in ein
dunnwandiges 500 yl PCR-Ro6hrchen uberfuhrt. Zu dieser wurde 1 ul der gewinsch-
ten DNA-Probe pipettiert. Nach grindlichem Vermischen wurde das Reaktionsgefal
in das Qubit 2.0 Fluorometer gestellt und anhand der erstellten Standardkurve die

DNA-Konzentration bestimmt.

Sequenzierung: Die Sequenzierung der DNA erfolgte bei der Firma GATC (Kon-

stanz, Deutschland). Hierflir wurden die Proben Uber eine Mini- bzw. Maxipraparati-
on aufgereinigt und durch Verdunnen mit ultrareinem H>O auf eine Konzentration

von 50-100 ug/ml gebracht.

2.2.6 DNA-Gelelektrophorese

Um die DNA-Fragmente der Genotypisierungs-PCR, der HiFi-PCR und der Restrikti-
onsanalysen entsprechend ihrer Grof3e aufzutrennen, erfolgte eine Agarose-
Gelelektrophorese mit horizontalen Elektrophoresekammern der Firma PEQLAB (Er-
langen, Deutschland). Zu diesem Zweck wurden Agarosegele auf der Basis des
TAE-Puffers in der Konzentration von 1-2% gegossen, mit einer DANN-
interkalierdenden Substanz (0,01% MidoriGreen) der Firma Nippon Genetics Europe

(Daren, Deutschland) versetzt und mit 20-zahnigen Kammen versehen. Nach dem
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Ausharten der Gele, wurden die Proben mit einem 6-fachen Ladefarbstoff der Firma
New England Biolabs (Frankfurt, Deutschland) 1:6 verdinnt und in die Taschen des
Agarosegels geladen. Zur Analyse der Grofie der DNA-Fragmente wurden DNA-
Leitern verschiedener Grofde (100 bp, 1 kbp, 2-log) derselben Firma geladen. An-
schliel3end erfolgte die Elektrophorese in einem TAE-Pufferbad bei 120 V fur bis zu
2 Stunden. Die Aufnahme des Gels erfolgte in einem Geldokumentationsgerat der
Firma PEQLAB (Erlangen, Deutschland) unter Bestrahlung mit UV-Licht, um die
DNA-interkalierdende Substanz sichtbar zu machen. Uber eine angeschlossene
Kamera wurden Aufnahmen angefertigt und im TIFF-Format abgespeichert.

2.2.7 DNA-Gelextraktion

Die zu extrahierenden Plasmide oder linearen Vektoren wurden wie oben beschrie-
ben auf ein Agarosegel aufgetragen. Nach erfolgter Elektrophorese wurde unter ei-
ner moglichst kurzen UV-Licht Exposition, um mogliche Mutationen der DNA zu
vermeiden, eine Aufnahme im Geldokumentationsgerat angefertigt. Anschlieend
wurden die DNA-Fragmente mit der gewunschten GroRe durch ein Skalpell erneut
unter kurzer UV-Licht Exposition ausgeschnitten. Die vom Gel losgeldsten Stlcke
wurden darauffolgend in zuvor abgewogene 1,5 ml Reaktionsgefal3e uberfuhrt. Die
weitere Praparation der DNA erfolgte mit dem NucleoSpin Gel and PCR Clean-up
Kits der Firma Macherey-Nagel (Duren, Deutschland). AnschlielRend wurde die DNA-
Konzentration der in Elutions-Puffer gelosten Proben gemessen und die Proben bei
-20° C bis zur weiteren Verwendung gelagert.

2.2.8 Klonierung

Vektordephosphorylierung: Um zu verhindern, dass die durch Restriktionsenzym

geschnittenen Vektoren sich bei der Ligation wieder schlieBen ohne ein Insert auf-
zunehmen, wurde die 5’-Phosphatgruppe durch Vektordephosphorylierung entfernt.
Pro 5 yg DNA wurde 1 ul des 10-fach Antarctic Phosphatase Reaction Puffers und
1 pl der Antarctic Phosphatase eingesetzt. Dieser Ansatz wurde vorsichtig vermischt
und fur 5-Uberhange oder Blunt-Ends fir 15 Minuten und bei 3’-Uberhéngen fiir
60 Minuten bei 37° C inkubiert. Die Inaktivierung des Enzyms erfolgte anschlieend
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bei 70° C fur 5 Minuten. Die dephosphorylierten Produkte wurden der Ligation zuge-
fuhrt.

Ligation: Die durch Restriktionsverdau behandelten Vektoren wurden nach Gelex-
traktion mit anschlielender Aufreinigung und Vektordephosphorylierung durch die
Ligation zu einem neuen Vektor verbunden. Hierbei wurden das durch Nhel- und
EcoRV-Verdau gewonnene HPK1-EGFP-Konstrukt und der mit Nhel- und Eco53kl-
Verdau geodffnete pEGFP-N1-Vektor mit einem molaren Insert-Vektor-Verhaltnis von
3:1 eingesetzt. Diese wurden neben der T4 DNA Ligase mit dem dazugehdrigen
T4 DNA Ligase Puffer und Nuklease freiem H20 versetzt. Der Reaktionsansatz wur-
de in einem Thermoschuttler bei 16° C Uber Nacht inkubiert. Anschlie3end fand die
Transformation in chemisch kompetente TOP10-Bakterien von Life Technologies
(Carlsbad, USA) statt.

In-Fusion HD® Klonierung: Zur Generierung des lentiviralen FuVal-Vektors, welcher

das HPK1-EGFP Konstrukt sowie eine Puromycinresistenz zur Selektionierung tragt,
wurde eine Klonierung mit dem In-Fusion HD® Cloning Kit durchgefuhrt. Hierfur
wurden wie im Kapitel HiFi-PCR beschrieben lineare DNA-Konstrukte generiert, aus
dem Agarosegel extrahiert und aufgereinigt. Da das Insert (HPK1-EGFP) sowohl am
5’- als auch am 3’-Ende einen 15 Basenpaaruberhang hatte, die den Basensequen-
zen an den freien Enden des linearen pFu-P2A-Puro-Vektors entsprachen, konnten
diese durch homologe Rekombination vereint werden. Der Ansatz fur diese Klonie-

rungsreaktion bestand aus:

2 yl (60,0 ng) HPK1-EGFP (linearisiert, Insert)
3 pl (71,2 pl ng) pFu-P2A-Puro (linearisiert, Zielvektor)
2 yl In-Fusion HD Enzyme Premix (5-fach)

3 ul steril-filtriertes autoklaviertes destilliertes H2.O

Dieser Ansatz wurde fur 25 Minuten bei 50° C inkubiert und bis zur Transformation in
chemisch kompetente Stellar-Bakterien von Clontech Laboratories, Inc. (Mountain
View, USA) auf Eis platziert.
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2.2.9 Transformation chemisch kompetenter Bakterien

FUr die Transformation von chemisch kompetenten TOP10- oder Stellar-Bakterien
mit Plasmid-DNA wurden diese von -80°C auf Eis aufgetaut. Anschliel3end erfolgte
nach vorsichtigem Durchmischen eine Uberfiihrung von 50 pl der Bakteriensuspen-
sion in ein frisches autoklaviertes 1,5 ml Reaktionsgefall. Zu dieser Suspension
wurde je 1 yl des gewunschten Vektors pipettiert und der Ansatz fur weitere 30 Mi-
nuten auf Eis inkubiert. Anschlielend erfolgte ein Hitzeschock bei 42°C fur 60 Se-
kunden in einem Thermoschuttler um die Aufnahme der DNA in die Zellen zu ermog-
lichen. Der Hitzeschock wurde nach dieser Zeit beendet und der Ansatz fur 5 Minu-
ten auf Eis gelagert. Die Suspension wurde mit 450 pl Lysogeny Broth (LB)-
Flissigmedium oder SOC-Medium vermischt und der Ansatz fur 60 Minuten bei
37° C in einen Thermoschuttler gestellt. Nach der Inkubation wurden ein 50 pl und
ein 200 pl Ansatz auf je eine Agarplatte mit der dem Vektor entsprechenden Antibio-
tikumresistenz ausplattiert. Diese wurde Uber Nacht im Bakterienbrutschrank bei
37° C inkubiert, um ein Wachstum der transformierten Bakterien zu ermoglichen.

2.2.10 Minipraparation von Plasmid-DNA aus Bakterien

Zur Vorbereitung der Minipraparation von Plasmid-DNA wurde am Vortag eine er-
folgreich transformierte Bakterienkolonie durch eine Impfose entnommen und in 5 ml
flussiges LB-Medium gegeben, welches mit einem Antibiotikum entsprechend der
Vektorresistenz versehen wurde. Dieser Ansatz wurde anschlieend fur 12-16 Stun-
den bei 37° C in einem Bakterienschuttler inkubiert.

Zur Isolation und Aufreinigung der Plasmid-DNA aus den Bakterien wurde das
peqGOLD Plasmid Miniprep Kit | der Firma PEQLAB (Erlangen, Deutschland) ver-
wendet. Die Uber Nacht entstandene Bakteriensuspension wurde durch Zentrifugati-
on bei 10.000 g fur 60 Sekunden in ein 1,5 ml Zentrifungenréhrchen uberfuhrt und
pelletiert. Dieses Bakterienpellet wurde mit 250 ul der mit RNase A versetzten Solu-
tion | resuspendiert. Durch das Hinzufugen der weiteren Losungen wurden die Bak-
terien lysiert und die freien Plasmide gelost. Diese Losung wurde durch Zentrifugati-
on auf die Silikamembran der PerfectBind DNA Column gebracht. Nach mehreren

Waschschritten wurde die Membran getrocknet und die Plasmide aus der Silika-
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membran durch einen TE-Puffer in ein 1,5 ml Zentrifugenrohrchen durch Zentrifuga-

tion eluiert.

2.2.11 Maxipraparation von Plasmid-DNA aus Bakterien

Wie bereits bei der Minipraparation beschrieben, wurde fur die Aufreinigung der
Plasmide durch die Maxipraparation eine Ubernacht-Kultur von Bakterien angesetzt.
Bei diesem Versuchsansatz wurden aufgrund des erhdhten Bedarfs an Ausgangs-
Plasmiden 300 ml flissiges LB-Medium mit dem der Vektorresistenz entsprechen-
den Antibiotikum in einem autoklavierten Erlenmeyerkolben gegeben und mit 1 ml
der Ubernachtkultur aus der Minipraparation vermischt. Der Ansatz wurde erneut im
Bakterienschuttler bei 37° C fur 12-16 Stunden Uber Nacht inkubiert.

Die weitere Behandlung erfolgte nach dem Protokoll des NucleoBond® Xtra Maxi EF
Kits von Macherey-Nagel (Duren, Deutschland). Nach erfolgter Inkubation wurde die
komplette Bakteriensuspension entnommen, in Bakterienflaschen gefullt und 15 Mi-
nuten bei 5000 g und 4° C zentrifugiert. Das Bakterienpellet wurde mit dem RNase
A-haltigen Resuspensions-Puffers (Buffer RES) resuspendiert und durch den Lyse-
puffers (Buffer LYS) lysiert. Die NucleoBond Xtra Filter wurden durch den Aquilibrie-
rungs-Puffer (Buffer EQU) eingestellt und anschlieRend das Bakterienlysat nach
Vermischen mit dem Neutralisations-Puffer (Buffer NEU) auf den aquilibrierten Filter
geladen. Nach dem Durchfluss der kompletten Flussigkeit wurde der Filter mehreren
Waschschritten unterzogen. Nach dem Trocknen des Filters erfolgte die Elution mit
dem Elutions-Puffer (Buffer ELU-EF). Dieses Eluat wurde mit 10,5 ml Isopropanol
versetzt. Das wurde Gemisch in eine 30 ml Spritze gefullt und durch den Nucleo-
Bond Finalizer gepresst. Der NucleoBond Finalizer wurde anschlieBend mit 4 ml
Endotoxin freiem Ethanol (70%) gewaschen und getrocknet. In einem letzten Schritt
wurde die sich im Finalizer befindende Plasmid-DNA mit dem TE-Puffer in ein 1,5 ml
Zentrifugenrohrchen uberfuhrt und bis zur weiteren Verwendung bei -20° C gelagert.

2.2.12 Zellkultur
Zur Kultivierung der HL-60 Zellen wurde das RPMI-1640 Medium mit einem Zusatz
von FCS (10%) und Penicillin/Streptomycin (100 pg/ml) versetzt. Fur die Differenzie-
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rung dieser Zelllinie zu Neutrophilen-ahnlichen Zellen (dHL-60) wurde das beschrie-
bene Medium mit 1,3% Dimethylsulfoxid (DMSO) versehen und die Zellen wurden
fur 6 Tage bei 37° C und 5% CO: inkubiert. Bei Zellen, die mit einem Lentivirus
transduziert wurden, erfolgte ein Zusatz von Puromycin (1 pg/ml) in das RPMI-1640

Medium zur Selektionierung.

Die Kultivierung der adharenten Zelllinien HEK-293T und WEHI-3B erfolgte ebenfalls
in dem RPMI-1640 Medium mit Zusatzen von FCS (10%) und Penicillin/Streptomycin
(100 pg/ml). Bei vollstandiger Konfluenz dieser Zellen wurde diese mit Trypsin/EDTA
(TE) far 2 Minuten bei 37° C vom Boden abgeldst und in einer 1:10 Verdinnung mit

frischem Zellkulturmedium erneut ausgesat.

2.2.13 Proteinextraktion

Zelllyse: Fur die Zelllyse und Extraktion der zytosolischen Proteine wurde dem Puffer
Berton Il am Versuchstag 1 mM DFP, 10 mM NaF, 250 uM Natriumorthovanadat und
Protease Inhibitor Cocktail (1:800) von Sigma Aldrich (Darmstadt, Deutschland) hin-
zugefugt.

Fur die Anfertigung der Zelllysate wurde pro 108 Zellen je 30 ul des komplettierten
Lysepuffers hinzugeflgt und die Proben fur 30 Minuten bei 4° C durchmischt. Nach
dieser Inkubation erfolgte die mechanische Zelllyse, indem die Lysate durch eine
20 G Kanule gepresst wurden. Das verbleibende Zelldebris wurde durch Zentrifuga-
tion bei 16000 g pelletiert und der Uberstand in ein frisches autoklaviertes 1,5 ml
Zentrifugenrohrchen uberfuhrt. Nach dem Messen der Proteinkonzentration wurde
das Proteinlysat 1:1 mit dem zweifachen Laemmli-Puffer bei 95° C fur 8 Minuten
aufgekocht. Die weitere Lagerung der Proben erfolgte bei -20° C. Die Auftrennung
der Lysate erfolgte per SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese und die weitere Ana-
lyse durch einen Western Blot.

Bestimmung der Proteinkonzentration: Die Analyse der Proteinkonzentration erfolgte

mithilfe des Qubit 2.0 Fluorometers. Zur Vorbereitung wurde anhand von drei Proben
mit definierter Proteinkonzentration (BSA) eine Standardkurve erstellt. Aus den Pro-
teinlysaten wurde 1 pl fur eine 1:10 Verdunnung mit destillierten H2O entnommen.

1 pl dieser Losung wurde mit 199 ul der Qubit Arbeitslosung (Protein-Reagenz +
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Protein-Puffer, 1:200) vermischt und der Ansatz fur 15 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert. AnschlieRend erfolgte die Messung im Qubit 2.0 Fluorometer.

2.2.14 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Zu Auftrennung der Proteinextrakte nach GroRe und Ladung wurde eine SDS-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) durchgefuhrt. Als Vorbereitung hier-
fur erfolgte das GielRen eines SDS-Polyacrylamidgels bestehend aus einem Trenn-
gel (8%), auf das ein Sammelgel (5%) aufgebracht wurde. Zudem wurde in das
Sammelgel ein Kamm eingebracht, damit 10 Ladetaschen fur die Proteinlysate zur
Verfugung standen. Zur Durchfuhrung der SDS-PAGE wurde die Bio-Rad Mini-
Protean Tetra Cell (Bio-Rad, Hercules, USA) als Reaktionskammer verwendet. Die-
se wurde mit dem einfachen SDS-Laufpuffer beflllt. Die Gele wurden anschlie3end
in eine Halteapparatur mit Kathode und Anode eingespannt und der Zwischenraum
ebenfalls mit dem SDS-Laufpuffer beflllt. Nach Entfernen der Kdmme wurden die
aufgetauten Proteinextrakte in die Taschen gefullt. Zur spateren Bestimmung der
Proteingrollen wurde aulerdem der gefarbte Color Prestained Protein Standard
Broad Range (P7712) der Firma New England Biolabs (Frankfurt, Deutschland) in
eine der Taschen eingebracht. Die Apparatur wurde mit einer externen Spannungs-
quelle verbunden und eine Spannung von 80 V angelegt. Diese wurde beibehalten,
bis sich die Proteinlysate an der Sammel-Trenngel-Grenze gesammelt hatten. Fur
die restliche Elektrophorese wurde die Spannung auf 110 V erhoht und erfolgte fur
weitere 1,5 Stunden. Nach erfolgter SDS-PAGE wurden die Gele enthommen und
zur weiteren Analyse einem Western Blot zugefuhrt.

2.2.15 Western Blot

Proteintransfer: Die DurchfiUhrung des Western Blots erfolgte mit dem Semi-Dry
Elektroblotter PerfectBlue der Firma PEQLAB (Erlangen, Deutschland). Nach Ent-
nahme der Polyacrylamidgele aus der SDS-PAGE-Kammer wurde auf die Grund-

platte (Anode) des Elektroblotters ein Filterpapier (9,5 x 6,5 cm) gelegt. Dieses wur-
de im einfachen Western Blot Transferpuffer getrankt und auf dieses eine Nitrocellu-
lose-Membran (9,0 x 6,0 cm) mittig platziert. Die Gele wurden vorsichtig auf diese
Membran aufgebracht und als oberste Schicht ein weiteres in Transferpuffer ge-
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tranktes Filterpapier (9,5 x 6,5 cm) gelegt. Die restliche Flache wurde mit Parafilm M
ausgelegt um einen Stromfluss abseits des zentralen Proteintransfers zu verhindern.
Um einen gleichmafigen Stromfluss innerhalb des Aufbaus sicherzustellen, wurden
Luftblasen durch vorsichtiges Bestreichen des Filterpapiers entfernt. Anschliel3end
erfolgte der Proteintransfer bei einer konstanten Stromstérke von 110 mA pro 45 cm?
Flache der Nitrocellulose-Membran Uber 2 Stunden.

Proteinfarbung: Nach abgeschlossenem Elektrotransfer der Proteine wurde mit der

Nitrocelllulose-Membran eine transiente Farbung der Proteine in einer Ponceau S-
Losung angefertigt, um den Erfolg des Proteintransfers zu kontrollieren. Nach Anfer-
tigung einer Fotodokumentation erfolgte die Entfarbung der Membran mit 0,1% TBS-
T. Mit dem Polyacrylamidgel wurde eine Coomassie-Farbung (R250) durchgefuhrt.
Nach dem vollstandigen Entfarben der Nitrocelllulose-Membran wurde diese fur 60
Minuten mit dem Blockierungspuffer behandelt, um Proteinbindungsstellen abzusat-
tigen und unspezifische Bindungen der Antikorper herabzusetzen. AnschlieRend er-
folgte die Inkubation mit dem Primarantikorper entweder fur 2 Stunden bei Raum-
temperatur oder uber Nacht bei 4° C im Blockierungspuffer. Nach drei Waschschrit-
ten mit 0,1% TBS-T wurde dem der Primarspezies entsprechende HRP-gekoppelte
Sekundarantikorper hinzugegeben und fur 60 Minuten bei Raumtemperatur inku-
biert. Dieser wurde durch drei weitere Waschschritte mit 0,1% TBS-T entfernt.

Proteindetektion: Die Proteindetektion erfolgte in einer Dunkelkammer Darkbox Type

4 der Firma Unit One (Birkerod, Danemark) mit angeschlossener CCD-Kamera der
Firma Hamamatsu (Hamamatsu, Japan). Hierfur wurde die Nitrocellulose-Membran
von der TBS-T-Losung befreit und auf eine durchsichtige Folie gelegt. Um die Aktivi-
tat der Peroxidase zu starten und eine Chemolumineszenz zu erzeugen, wurde die
Pierce® ECL Western Blotting Substrate Lésungen 1 und 2 der Firma Thermo Fisher
Scientific (Waltham, USA) im Verhaltnis 1:1 gemischt. Die gemischte Losung wurde
anschlie3end auf die Membran gegeben und eine Aufsichtsaufnahme auf die Memb-
ran mit Weillicht durchgefuhrt. Nach Schlielien der Kammer wurden weitere Auf-
nahmen mit Expositionszeiten zwischen 30 Sekunden und 10 Minuten durchgefuhrt.
Die in dieser Zeit entstandene Chemolumineszenz-Reaktion wurde von der Kamera
detektiert und Uber das Programm HoKaWo (Hamamatsu, Japan) als Bild im TIFF-
Format gespeichert.
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Proteinquantifizierung: Zur Quantifizierung wurde eine Expositionszeit gewahlt, bei

dem sich die Grauwerte der detektierten Proteinbanden in einem linearen Bereich
befanden, also keine Uberbelichtung stattfand. Die Intensitat der Banden wurde mit
Imaged analysiert und die Flache unter der Kurve (Area Under Curve, AUC) berech-
net. Die AUC-Werte des untersuchten Proteins wurden dann durch den AUC-Werten
einer Aktinfarbung derselben Probe in Relation gesetzt. Aus den Mittelwerten von
vier solcher Relationen wurde die Proteinexpression berechnet.

2.2.16 Transfektion von HEK-293T-Zellen

Die Transfektion der HEK-293T-Zellen mit dem HPK1-EGFP- und dem EGFP-
Konstrukt wurde fur die Lokalisationsstudien von HPK1-EGFP, EGFP und Aktin so-
wie zur Virusproduktion fur die spatere lentivirale Transduktion der HL-60 Zellen
durchgefuhrt. HEK-293T-Zellen wurden bis zu einer Konfluenz von 90% Kkultiviert
und das uberstandige RPMI-Medium entnommen. Nach einmaligem Waschen mit
PBS erfolgte das Ablosen der adharenten Zellen mit 1 ml einer Trypsin/EDTA (TE)-
Losung fur 5 Minuten bei 37° C und 5% CO:2. Nach der abgelaufenen Inkubationszeit
wurden zu der Zellsuspension 9 ml des RPMI-1640 Mediums mit FCS (10%) ohne
antibiotische Zusatze (P/S) gegeben. In diesem wurden die Zellen in der Fast-Read
102® Zahlkammer (Biosigma, Cona, Italien) nach einer Farbung mit einer 0,05%-
igen Trypanblaulosung gezahlt. Verschiedene Volumina entsprechend verschiede-
ner Zellzahlen (5,0, 6,0 und 7,0 x 10° Zellen) wurden in ein 1,5 ml Zentrifugenrohr-
chen Uberfuhrt und zu einem Pellet zentrifugiert.

Lokalisationsstudie: Fur die Analyse der Expression und Lokalisierung der von den
HPK1-EGFP- und EGFP-Plasmide kodierten Proteine wurden sechs Deckglaschen

mit 0,1% Gelatine in H20 beschichtet und in die einzelnen Loécher einer 6-Loch-

Platte verteilt. Die pelletierten Zellen wurden in 2 ml RPMI-1640 Medium resuspen-
diert und auf die einzelnen Deckglaschen verteilt und tber Nacht bei 37° C sowie 5%
CO: inkubiert, bis diese eine Konfluenz von 70-90% auf den Deckglaschen erreicht
hatten. Das Uberstandige Medium wurde abgenommen und durch 2 ml frisches
RPMI-Medium ersetzt. Parallel hierzu wurden pro Ansatz 500 ul Optimem-Medium
mit 8 ug des zu transfizierenden Vektors vermischt und weitere 500 ul Optimem-

Medium mit 20 ul Lipofectamin 2000 versetzt. Diese wurden getrennt fur 5 Minuten
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bei Raumtemperatur inkubiert. Anschliellend erfolgte das vorsichtige Vermischen
der beiden Ansatze durch Invertieren und eine weitere Inkubation fur 20 Minuten bei
Raumtemperatur. Danach wurden 500 ul diese Ansatzes zu jedem Deckglaschen
langsam hinzugefugt und 6 Stunden bei 37° C und 5% CO2 inkubiert. Die Transfekti-
on wurde gestoppt, indem das Optimem-Medium abgenommen und 3 ml frisches
RPMI-1640 mit (10%) FCS ohne antibiotische Zusatze hinzugegeben wurde. Hierauf

folgte eine Anfarbung der Proteine in der Immunfluoreszenz.

Vorbereitung fur die Transduktion: Die Experimente zur Transfektion der HEK-293T-

Zellen sowie die anschlielende Transduktion der HL-60 Zellen mit viralen Bestand-
teilen fand in einer Zellkultur der Sicherheitsstufe S2 statt.

Fir die Transfektion mit geplanter weiterer Transduktion in die HL-60 Zellen wurden
die pelletierten Zellen in 2 ml RMPI mit FCS ohne antibiotische Zusatze resuspen-
diert und direkt in die 6-Loch-Platten gegeben. Nach der Inkubation Uber Nacht bei
37° C und 5% CO> wurde das Medium gewechselt. Analog zu dem oben beschrie-
benen Ansatz wurde pro Probe zum einen 250 ul Optimem-Medium mit 12 ul Lipo-
fectamin 2000 gemischt und zum anderen 250 pul Optimem-Medium mit 2 ug des
pVSV-G-Vektors, 3 ug des pCMV AR8.9-Vektors und 1 ug des gewunschten Plas-
mides (HPK1-shRNA-Vektor oder pFu-HPK1-EGFP-P2A-Puro). Diese wurden wie
bereits beschrieben 5 Minuten separat und nach Vermischung weitere 20 Minuten im
S2-Inkubator inkubiert. Nach sechs Stunden wurden die Uberstande abgenommen
und verworfen. Zu jedem Ansatz wurde 2 ml frisches RPMI-Medium mit FCS (10%)
und P/S (100 png/ml) gegeben, um den von den HEK-293T-Zellen produzierten Virus
zu sammeln. Dieser Uberstand wurde wie im Folgenden beschrieben fiir die stabile
lentivirale Transduktion in HL-60 Zellen genutzt.

2.2.17 Transduktion von HL-60 Zellen

Zur stabilen Transduktion von HL-60 wurde ein siebentagiges Protokoll verfolgt. Am
Tag 1 des Experimentes erfolgte das Ausplattieren von HEK-293T-Zellen in eine
6-Loch-Platte sowie die Transfektion an Tag 2 und die Abnahme des ersten virushal-
tigen Uberstands (Tag 3).



44

An Tag 4, 24 Stunden nach der ersten Abnahme des Mediums, wurden je 2,0 x 10°
HL-60 Zellen in sechs verschiedene Ldocher einer 24-Loch-Platte pipettiert. Der vi-
rushaltige Uberstand von den HEK-293T-Zellen wurde abgenommen und durch ei-
nen 0,45 um Filter steril filtriert. Die HEK-293T-Zellen wurden mit frischem RPMI-
Medium mit FCS (10%) und P/S (100 ug/ml) versorgt, damit eine weitere Viruspro-
duktion erfolgen konnte. Zur lentiviralen Transduktion erfolgte das Hinzufugen ver-
schiedener Konzentrationen (1:1, 1:2 und 1:5) des viralen Uberstandes zu den
HL-60 Zellen.

Nach erfolgter Hinzugabe des viralen Uberstandes wurde direkt eine Spinokulation
durchgefuhrt, um die Effizienz der Transduktion zu erhdhen. HierfUr wurde die
24-Loch-Platte bei 800 g fur 35 Minuten zentrifugiert. Das dadurch entstandene Pel-
let suspendiert. Die weitere Inkubation erfolgte erneut bei 37° C und 5% COs-.

Nach weiteren 24 Stunden erfolgte an Tag 5 eine erneute Transduktion derselben
HL-60 Zellen mit dem neu produzierten viralen Uberstand der HEK-293T-Zellen. Die
weitere Inkubationsdauer von 48 Stunden fand bei 37° C und 5 % CO: statt.

An Tag 7 wurden alle HL-60 Zellen aus den sechs verschiedenen Lochern der
24-L och-Platten gesammelt und zu einem Pellet zentrifugiert. Dieses wurde in RPMI-
1640 Medium mit FCS (10%), P/S (100 ug/ml) und Puromycin (1 pg/ml) zur Selekti-
on der erfolgreich transduzierten Zellen aufgenommen. Im Anschluss wurden, ver-
teilt Gber 7 Tage, Waschvorgange durchgefiihrt, um Virusbestandteile im Uberstand
zu entfernen. Die Kontrolle der pFu-HPK1-EGFP-P2A-Puro transduzierten Zellen
erfolgte unter Fluoreszenzlicht und mittels durchflusszytometrischer Analyse im
FITC-Kanal. Bei den mit dem shRNA tragenden Vektor transduzierten HL-60 Zellen
wurde eine Subklonierung durchgefuhrt und die Proteinrestexpression mittels Wes-

tern Blot festgestellt.

2.2.18 Durchflusszytometrische Analyse

Die Durchflusszytometrie wurde in dieser Arbeit zur Charakterisierung der
B2-Integrinexpression und Affinitatsregulation der differenzierten HL-60 Zellen
(dHL-60) verwendet. AuRerdem wurde die Expression des HPK1-EGFP-

Fusionsproteins in den transduzierten HL-60 Zellen Uberpruft. Hierfir wurden die
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dHL-60 Zellen gezahlt und anschlielend zu einem Pellet zentrifugiert. Das Zellpellet
wurde mit einer Konzentration von 108 Zellen pro ml in das Adhasionsmedium | auf-
genommen. Wahrenddessen wurden Rohrchen vorbereitet, indem diese mit 50 pl
der doppelten Stimuluskonzentration (IL-8 (200 ng/ml) oder fMLP (200 nM)) in Adha-
sionsmedium | befullt wurden. Zu diesem wurde je 5 ul des gewunschten Antikorpers
(anti-CD11a, anti-CD11b, anti-CD18, Istotypen IgG1 oder 1gG2a, mAb24 oder
KIM127) gegeben. Dazu wurden 50 pl der Zellsuspension pipettiert und der Ansatz
20 Minuten bei 37° C inkubiert. AnschlieRend erfolgte eine zehnminutige Lagerung
der Proben bei 4° C. Zur weiteren Farbung der apoptotischen Zellen erfolgte eine
Farbung mit Annexin V fur 15 Minuten bei Raumtemperatur unter Abschirmung von
Licht. Zu den Ansatzen wurde daraufhin 1 ml der BD FACS™ Lysing Solution (Vor-
verdunnung 1:10 in H20) gegeben und die Proben 15 Minuten bei Raumtemperatur
fixiert. Nach Waschen der Proben mit eiskaltem PBS erfolgte die Zentrifugation bei
800 g und 4° C fur 10 Minuten. Dieser Schritt wurde wiederholt und der Uberstand
verworfen. Das entstandene Pellet wurde in 50 yl eiskaltem PBS geldst und die Ana-
lyse mittels Durchflusszytometer (BD FACS Canto Il) durchgefuhrt. Die Analyse der
B2-Integrinexpression erfolgte im PE-Kanal mit Anregungsmaximum bei 496 nm und
Emissionsmaximum bei 578 nm. Die B2-Integrinaffinitdtsregulation und die HL-60
HPK1-EGFP Zellen wurden im FITC-Kanal betrachtet. Hier lag das Anregungsma-
ximum bei 650 nm und das Emissionsmaximum bei 668 nm. Die Auswertung am
Durchflusszytometer erfolgte mit der FACSDiva™ Software und fur die grafischen

Darstellungen wurde das Programm FlowJo™ verwendet.

2.2.19 Verstarkung der Adhasion unter Flussbedingungen

Zur Analyse der Verstarkung der Adhasion (Adhesion Strengthening) der murinen
neutrophilen Granulozyten wurden IBIDI p-Slides VI%' Flusskammern mit rmICAM-1
(12,5 pg/ml) mit oder ohne rmCXCL1 (5 pg/ml) in PBS Uber Nacht bei 4° C beschich-
tet. Das Adhasionsmedium | wurde angesetzt und auf 37° C gebracht. Die den Mik-
roskoptisch umschlieRende Thermokammer wurde ebenfalls auf 37° C gebracht und
die Spritzenpumpe, wie in Tab. 3 dargestellt, programmiert.

Pro Kanal wurden 4,5 x 10° aus dem Knochenmark isolierte neutrophile Granulozy-

ten verwendet. Diese wurde in Adhasionsmedium | resuspendiert und in den zuvor
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mit PBS gewaschenen Flusskammerkanal mit der ICAM-1- und CXCL1-
Beschichtung gefullt. An das System wurde Uber einen Silikonschlauch mit LUER-
Adaptern eine mit Adhasionsmedium | befullte 1 ml Spritze angeschlossen. Der
Flusskammer-Objekttrager wurde in den Objekttragertisch des Mikroskops gespannt,
die Thermokammer geschlossen und die 1 ml Spritze in das Pumpensystem gelegt.
Uber das Mikroskop wurde eine Stelle mit homogener Zellverteilung in der Mitte des
Kanals gesucht und der Fokus eingestellt. Den Zellen wurde wahrend einer
10-mindtigen Inkubationszeit bei 37° C eine CXCL1-induzierte Adhasion an ICAM-1
ermoglicht. Nach dieser Zeit wurde das Flussprogramm (Tab. 3) mit schrittweise an-

steigenden Flussbedingungen gestartet.

ERE Schubspannung in Flussgeschwindigkeit
dyne/cm? fir 1 ml Spritze
60 sec 0,2 1,88 pl/min
90 sec 0,5 4,68 pl/min
90 sec 1,0 9,37 pl/min
90 sec 1,5 14,05 pl/min
90 sec 2,0 18,74 pl/min
90 sec 4,0 37,48 pl/min
90 sec 8,0 74,96 pl/min

Tabelle 3: Programmierung der Spritzenpumpe zur Testung der Verstarkung der Ad-
hasion. Gezeigt wird die Dauer jedes Schritts, die gewlinschte Schubspannung und die
programmierte Flussgeschwindigkeit bei Verwendung einer 1 ml Spritze.

Im ersten Schritt des Programms wurde 60 Sekunden eine Schubspannung von 0,2
dyne/cm? angelegt, um nicht adharente Zellen aus dem Kanal zu entfernen. Alle Zel-
len am Ende dieser Flussphase wurden als adharent betrachtet. Anschliel3end wur-
de die Schubspannung in einem Bereich zwischen 0,5 und 8,0 dyne/cm? schrittweise
alle 90 Sekunden erhoht (Tab. 3). Wahrend dieser Zeit wurde Uber die am Mikroskop
angeschlossene Kamera alle 5 Sekunden eine Aufnahme erstellt. Diese wurden an-
schlielend aneinandergelegt und als Zeitraffer-Video im TIFF-Format abgespeichert.
Ausgewertet wurde die Zahl der adharenten Zellen zum Ende jeder Flussphase. Die
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Zellzahl nach 0,2 dyne/cm? wurde als 100% definiert. Die Zellzahlen zu den spéateren

Zeitpunkten wurden als prozentuale Anteile zu dieser Ausgangszellzahl angegeben.

2.2.20 Immunfluoreszenz

HEK-293T-Zellen: Wie in Kapitel 2.2.16 beschrieben wurden Deckglaschen mit 0,1%
Gelatine beschichtet und HEK-293T-Zellen ausgesat bis zu einer Konfluenz von
70-90% und anschlie3end entweder mit dem pEGFP-N1- oder mit dem pEGFP-N1 +
HPK1-Vektor durch Lipofectamin 2000 transfiziert. Die Deckglaschen wurden einma-

lig mit PBS gewaschen und die Zellen fur 10 Minuten mit PFA (4%) bei Raumtempe-
ratur fixiert. Nach zwei weiteren Waschschritten wurde AlexaFluor 546-gekoppeltes
Phalloidin (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) 1:500 in PBS fur 30 Minuten im
Dunkeln mit den Zellen inkubiert. Nach zweimaligem Waschen mit PBS wurde die
Deckglaschen mit Mowiol auf einen Objekttrager eingebettet.

dHL-60 Zellen: Zur Vorbereitung der Immunfluoreszenzanalyse wurden am Vortag

Deckglaschen mit Ethanol (70%) und PBS gewaschen und mit 250 ug/ml humanem
Fibrinogen (hFBG) uber Nacht bei 4° C in einer 6-Loch-Platte beschichtet. Nach
zweimaligem Waschen mit PBS wurden pro Deckglaschen 4 x 10° dHL-60 Zellen,
die EGFP oder HPK1-EGFP exprimierten, in Adhasionsmedium | gegeben. Nach
einer Inkubationszeit von 15 Minuten erfolgte entweder eine Stimulation mit 100 nM
fMLP oder keine Stimulation als Negativkontrolle fur weitere 15 Minuten bei 37° C.
Darauffolgend wurden die Zellen in einer 4%-igen PFA-L6sung in PBS fur 15 Minu-
ten bei Raumtemperatur fixiert und anschlieBend mit PBS gewaschen. Die Permea-
bilisierung erfolgte mit 0,1% Triton X-100 + BSA (10%) in PBS fur 10 Minuten bei
Raumtemperatur. Nach erneutem Waschen in PBS wurden die Proben fur 90 Minu-
ten mit BSA (10%) in PBS inkubiert. Uber Nacht erfolgte die Inkubation mit einem
Kaninchen anti-HIP-55 Antikorper (H-87, Santa Cruz) mit einer Verdinnung von
1:100 in der Permeabilisierungslosung bei 4° C. Nach dem Waschen erfolgte die
Inkubation mit AlexaFluor 647-gekoppeltem Esel anti-Kaninchen IgG als Sekun-
darantikorper mit einer Verdunnung von 1:1000 fur 2 Stunden bei Raumtemperatur
sowie mit AlexaFluor-546 markiertem Phalloidin, um das Aktin-Zytoskelett anzufar-
ben. Nach einem letzten Waschschritt mit PBS wurden die Deckglaschen auf Ob-
jektrager mit dem ProLong™ Diamond Antifade Mountant (Thermo Fisher Scientific,
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Waltham, USA) eingebettet und 24 Stunden bei Raumtemperatur ausgehartet. Die
Proben wurden anschliel3end mittels konfokaler Immunfluoreszenz-Mikroskopie ana-

lysiert.

2.2.21 Konfokale Immunfluoreszenz-Mikroskopie

Die konfokale Mikroskopie wurde an der Core Facility Bioimaging am Biomedizini-
schen Centrum (BMC) der LMU durchgefuhrt. Verwendet wurde das aufrechte Kon-
fokalkikroskop Leica SP8X WLL ausgestattet mit einem 405 nm und einem WLL2
Laser (470-670 nm) sowie einem akustooptischem Strahlteiler (AOBS). Die Bilder
wurden mit einem 63x/1.4 Objektiv mit einer Bildpixelgrofke von 80 nm aufgenom-
men. Zur Detektion wurden sowohl Photomultiplier (PMTs) als auch Hybriddetekto-

ren verwendet (HyDs).

2.2.22 Co-Immunprazipitation mit dHL-60 Zellen

FUr die Durchfuhrung der Co-Immunprazipitation wurden 6 Tage vor dem Experi-
ment 2 x 108 Zellen pro Zelllinie (HL-60 EGFP und HL-60 HPK1-EGFP) differenziert.
Zudem wurden am Vortag des Experimentes Petrischalen mit 250 pg/ml humanem
Fibrinogen (hFBG) bei 4° C beschichtet.

Nach dreimaligem Waschen der Petrischalen mit PBS wurden die Zellen gezahlt und
pro Platte 3,3 x 107 Zellsuspension geldst in 24 ml Adhasionsmedium Il gegeben.
Hierbei wurden auf sechs Petrischalen dHL-60 EGFP und auf sechs weiteren Pet-
rischalen dHL-60 HPK1-EGFP Zellen ausgesat. Anschliel3end erfolgte eine Inkubati-
on der Zellen bei 37° C fur 15 Minuten. Jeweils drei Petrischalen jeder Zelllinie wur-
den mit Mn?* (Endkonzentration 1 mM) stimuliert, wohingegen die andere Halfte der
Schalen als unstimulierte Proben lediglich mit Adhasionsmedium |l versetzt wurden.
Die Stimulation erfolgte fur weitere 15 Minuten bei 37° C. Anschlielfend wurde der
Uberstand der Zellen abgenommen und die drei jeweils identisch behandelten Zell-
suspensionen zusammengefuhrt und zentrifugiert. Auf den Petrischalen adharente
Zellen wurden mit 500 ul des komplettierten Berton Il Lysepuffers versehen und
durch einen Zellkratzer in 1,5 ml Eppendorf-GefalRen gesammelt. Derselbe Lysepuf-

fer wurde anschliellend verwendet um die herunter zentrifugierten Zellen mit densel-
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ben Ausgangsbedingungen zu lysieren. Die Zellylyse und Messung der Proteinkon-
zentration erfolgte wie unter 2.2.13 beschrieben. Von jeder Probe wurden 50 pul als
sogenannte Input-Kontrolle abgenommen und mit 50 ul des zweifachen Laemmli-
Puffers fur 8 Minuten bei 95°C aufgekocht.

Die GFP-NanoTraps® wurden durch dreimaliges Waschen mit dem Dilutionspuffer |
kalibriert und je 100 pl mit den restlichen Zelllysaten der vier verschiedenen Proben
vermischt und fur 2 Stunden bei 4° C auf dem Drehrad inkubiert. AnschlieBend er-
folgten drei weitere Waschvorgange im Dilutionspuffer |. Im Falle der spateren Ana-
lyse im Western Blot wurden die Protein-gebundenen GFP-NanoTraps® mit je 100 pl
zweifachen Laemmli-Puffer bei 95° C fur 8 Minuten aufgekocht. Fur die Analyse in
der Massenspektrometrie wurden die Zellen einmal mit dem Dilutionspuffer Il und
drei weitere Male mit einer 50 mM Tris-Cl-LOsung (pH 8,0) gewaschen, komplett von
Flussigkeit befreit und bis zur weiteren Analyse bei -20° C gelagert.

2.2.23 Massenspektrometrie
Die massenspektrometrische Analyse der Proben aus der Co-Immunprazipitation
erfolgte in einer Kooperation mit dem Zentrum fur Proteinanalytik (ZfP) der LMU

Miinchen.

Peptidverdau: In einem ersten Schritt wurden die an die GFP-NanoTraps® gebunde-

nen Proteine verdaut. Nach Waschen mit NH4HCO3 (50 mM) wurde Trypsin
(10 ng/ul) geldst in Urea (1 M) und NH4sHCO3 (50 mM) zu den Proben pipettiert. Der
Verdau erfolgte fur 30 Minuten bei 25° C in einem Thermoschuttler. Die Ansatze
wurde zentrifugiert und die Ubersténde in ein frisches 1,5 ml Eppendorf-GefaR tber-
fuhrt. Nach erneutem zweimaligem Waschen mit 40 pl der NH4HCO3-LOsung
(50 mM) wurden die Uberstande mit dem vorher entnommenen Peptidverdau ver-
eint. Zu den Proben wurde anschlielRend je 1 mM DTT hinzugefugt und Uber Nacht
bei 25° C unter Durchmischung in einem Thermoschuttler verdaut.

Probenvorbereitung: Am nachsten Tag erfolgte das Hinzufiigen von 3 ul lodacetamid
(100 nM) und eine Inkubation bei 25° C fur 30 Minuten im Dunkeln. Anschliel3end
erfolgte eine weitere Inkubation nach Zugabe von 2 ul DTT (1 M) fur 10 Minuten bei

25° C und darauffolgend wurden 6 pul Trifluoressigsaure (TFA) pro Probe pipettiert.
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Zum Entsalzen der Proben wurden StageTips mit einer zweifachen Schicht von
SDS-RPS (3M Empore PN 2241) verwendet. Diese wurden mit 50 ul ACN, anschlie-
Rend 50 pl MetOH (30%) + TFA (0,2%) und zum Schluss 50 ul TFA (0,2%) gewa-
schen. Nach den erfolgten Waschschritten wurden die verdauten Peptidproben auf
den Filter geladen und bei 300 g fur 15 Minuten zentrifugiert. Der Durchfluss wurde
in einem frischen Eppendorf-Gefal} aufgefangen. Die SDS-RPS StageTips wurden
erst mit dem MS-Waschpuffer | und anschliel3end mit dem MS-Waschpuffer |l gewa-
schen. AnschlieRend wurden die in dem SDS-RPS Filter gebundenen Peptide in ein
frisches 1,5 ml Eppendorf-Gefald eluiert. Hierfir wurde eine 80%-ige ACN-LOsung
mit Zusatz von 1,25% NH4+OH verwendet. Die Proben wurden fur 30 Minuten in der
SpeedyVac bei 45° C zentrifugiert, dass kein Flussigkeitsiberstand mehr zu erken-
nen war. In einem letzten Schritt wurden die Proben in je 17 ul des MS-Ladepuffers

aufgenommen und durch Behandlung im Ultraschallbad gelost.

Analyse: Die gelosten Peptide wurden zur Analyse in das LTQ-Orbitrap Massen-
spektrometer (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) im ZfP eingesetzt. Nach
Analyse von drei technischen Replikaten jeder Probe wurden die Daten mit der
MaxQuant-Software analysiert [186], die Peptide ihren Ursprungsproteinen zugeord-
net und anschlieRend alle Proteine entfernt deren Intensity-Based Absolute Quantifi-
cation (iBAQ)-Wert weniger als zweifach auf einer logz-Skala im Vergleich zu ihrer
Kontrolle erhoht waren. Der iBAQ entspricht der Summe aller in der Massenspekt-
rometrie gemessenen Peptidintensitaten eines Proteins im Verhaltnis zu der Anzahl
der theoretisch moglichen Peptide eines Proteins und kann zur Quantifizierung ver-
wendet werden [187]. Um weitere unspezifisch identifizierte Proteine zu eliminieren,
wurde eine Analyse durch die Crapome-Software (crapome.org) durchgefuhrt [188].
Hierbei wurden Kandidaten als unspezifisch erachtet, die mindestens bei 50% der

411 Datensatze in der Crapome-Datenbank vorlagen.

2.3 Statistische Auswertung

Fir die statistische Auswertung wurde das Programm GraphPad PRISM 6 verwen-
det. Anwendung fanden der Student’s t-Test und die Analysis of Variance (ANOVA).
Signifikanzwerte (p) wurden wie folgt dargestellt: * = p < 0,05; ** = p < 0,01.
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3 Ergebnisse

3.1 Genotypisierung der HPK1-defizienten Versuchstiere

Um den Genotyp der Versuchstiere sicherzustellen, wurde dieser analysiert. Die
DNA zur Genotypisierung wurde wie beschrieben aus den Gewebeproben der Mau-
se isoliert und mit einem spezifischem Primerpaar zur Identifizierung von HPK1*/*-
Mausen und mit einem weiteren Primerpaar zur Verifizierung des HPK17-Genotyps
einer PCR zugefuhrt.

Bei den verwendeten HPK1-/--Mausen war die Genexpression von HPK1 durch das
EinfUgen einer Neomycinselektionskassette in Exon 1 vollstandig unterbrochen
(Abb. 6 A) [182].

A
HPK1"" Gen 200 bp
Exon 1 Exon 2 Exon 3 Exon 4
—) <
WTfwd WTrev
HPK1" Gen __470bp
SOl PGK1-neo QIS4 Wi Exon 3 Exon 4
— <=
KO fwd KO rev
B WT-PCR KO-PCR
z ““ — o <= 200 bp
& ;
1 2 3 4 1 2 3 4
X PR A R G o - | =470 bp
T
1 2 3 4 1 2 3 4

Abbildung 6: Genotypisierung der HPK1**- und HPK1”-Versuchstiere. (A) Dargestellt
sind die ersten vier Exons des murinen HPK1-Gens von HPK1**-Kontrollmausen (oben) und
HPK1”-M&usen (unten). Gezeigt werden zudem die fiir die Genotypisierung verwendeten
fwd- und rev-Primer, deren Bindungsstellen sowie die erwarteten Grolken der PCR-
Produkte. (B) Abgebildet sind die durch Agarosegel-Elektrophorese aufgetrennten PCR-
Produkte der Genotypisierung von jeweils vier HPK1**- und vier HPK17-M&usen unter Ver-
wendung der spezifischen Primer.
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Der fwd-Primer fur die WT-PCR (WT-fwd) band in Exon 1 des HPK1-Gens, die ent-
sprechende Sequenz wurde im HPK17 entfernt. Deshalb band dieser nur auf dem
Wildtyp-Allel und ein PCR-Produkt war nur hier zu erwarten. Ebenso band der fwad-
Primer fur die KO-PCR (KO-fwd) spezifisch im Bereich der Neomycinselektionskas-
sette (Abb. 6 A). Durch die unterschiedlichen Bindestellen der verwendeten Primer
war bei Vorliegen eines HPK1**-Allels ein PCR-Produkt mit der Gréfe von 200 Ba-
senpaaren und bei Vorliegen des HKP1---Allels ein Produkt mit 470 Basenpaaren zu
erwarten. Bei einer heterozygoten Maus waren beide Genabschnitte vorhanden und
wurden folglich in der PCR amplifiziert werden. Die Analyse der PCR-Produkte im
Agarosegel zeigte, dass die verwendeten Wildtyp-Kontrolltiere einen homozygoten
HPK1**-Genotyp und die KO-Mause einen homozygoten HPK1”-Genotyp aufwie-
sen (Abb. 6 B).

3.2 Die Funktion von HPK1 fur das Inside-out Signaling unter Flussbedin-
gungen
In einer friheren Studie konnte bereits gezeigt werden, dass HPK1 in murinen
neutrophilen Granulozyten eine wichtige Rolle in den B2-Integrin-vermittelten Schrit-
ten der Rekrutierungskaskade spielt [126]. Um zu untersuchen, ob dem beschriebe-
nen Defekt in der Rekrutierung HPK1-defizienter neutrophiler Granulozyten eine
Fehlfunktion in der Aktivierung der B2-Integrine (Inside-out Signaling) oder in der wei-
teren Signaltransduktion in das Zellinnere (Outside-in Signaling) zugrunde liegt, wur-
de ein In-vitro-Flusskammer-Experiment durchgefuhrt. Zu diesem Zweck wurden
neutrophile Granulozyten von HPK1”- und HPK1**-Mausen aus deren Knochen-
mark isoliert. Die isolierten neutrophilen Granulozyten wurden zum Start des ersten
Versuchsaufbaus in eine mit rmICAM-1 und CXCL1 beschichtete Flusskammer Gber
einen Zeitraum von 10 Minuten zur Adharenz gebracht. Anschliellend wurde die
Verstarkung der Adhasion (Adhesion Strengthening) durch das Anlegen einer
schrittweise ansteigenden Schubspannung (0,2-8,0 dyne/cm?) gemaR dem be-
schriebenen Protokoll analysiert. Hierbei zeigte sich bereits bei geringen
Schubspannungen im physiologischen Bereich ein deutlicher Defekt der HPK1-
defizienten neutrophilen Granulozyten, ihre Bindung zu ICAM-1 aufrechtzuerhalten

(Abb. 7 A). Dieser konnte zu allen beobachteten Zeitpunkten bestatigt werden. Somit
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konnte gezeigt werden, dass die Abwesenheit von HPK1 in murinen neutrophilen
Granulozyten zu einem Defekt in der Verstarkung der Adhasion fuhrt.

A 5,0 ug/ml CXCL1 B 3,0 mM Mn2* - HPK1+4+
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Abbildung 7: Verstiarkung der Adhision (Adhesion Strengthening) von HPK1** und
HPK1” murinen neutrophilen Granulozyten unter Fluss. In-vitro-Flusskammer-
Experiment mit einer rmICAM-1 (12,5 pg/ml)-beschichteten Ibidi p-Slide VI®' Flusskammer
und einer diskontinuierlich ansteigenden Schubspannung (0,2-8,0 dyne/cm?). Die Stimulati-
on der isolierten neutrophilen Granulozyten erfolgte fur 10 Minuten mit 5 ug/ml CXCL1 (A)
oder mit verschiedenen Konzentrationen von Mn?* (B-D). Gezeigt wird der prozentuale Anteil
der adharenten murinen neutrophilen Granulozyten bei der jeweiligen Schubspannung im
Vergleich zu den adharenten Zellen am Ausgangszeitpunkt (0,2 dyne/cm?, 100%). n = 4;
n.s. (nicht signifikant); *p-Wert < 0,05.

Da dieser Defekt sowohl auf eine Storung des Inside-out als auch des Outside-in
Signalings beruhen konnte, wurde in einem nachsten Versuchsaufbau anstelle von
CXCL1 eine Stimulation mit 3,0 mM Mn?* durchgefiihrt (Abb. 7 B). Mn?* stabilisiert
die hochaffine Form der B2-Integrine und umgeht damit das Inside-out Signaling [78].

Der zuvor beschriebene Defekt konnte unter allen getesteten Flussbedingungen
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komplett aufgehoben werden. Dies galt sogar fur Bereiche mit hoher Schubspan-
nung von 8,0 dyne/cm?. Um zu testen, ob dieser Effekt konzentrationsabhéngig war,
wurden weitere Experimente unter den gleichen Flussbedingungen mit einer Mn?*-
Konzentration von 1,0 mM (Abb. 7 C) und 0,3 mM (Abb. 7 D) durchgefuhrt. Auch
unter diesen beiden Testbedingungen konnte der Defekt von HPK1” neutrophilen
Granulozyten in der Verstarkung der Adhasion vollstandig aufgehoben werden.

Da nach dem Umgehen des Inside-out Signalings durch Mn?*-Stimulation das Adhe-
sion Strengthening zwischen den neutrophilen Granulozyten aus HPK1**- und
HPK1---M&usen vergleichbar war, schien die weitere Signaltransduktion in das Zell-
innere unbeeintrachtigt zu sein. Dies sprach dafur, dass HPK1 ihre Rolle spezifisch
im Inside-out Signaling spielte.

3.3 Herstellung und Charakterisierung einer HL-60 HPK1-Knockdown Zelllinie

3.3.1 Generierung der HL-60 Zelllinien und Proteinquantifizierung

Um weiterhin zu klaren, fur welchen Schritt im Inside-out Signaling HPK1 eine Rolle
spielte, sollten die monoklonalen Reporterantikorper KIM127, der die intermediar-
affine Form und mAb24, der die hochaffine Form von B2-Integrinen erkennt, einge-
setzt werden. Da diese beiden Antikorper jedoch nur im humanen System binden,
musste zuerst eine menschliche Zelllinie generiert werden, bei der die Expression
von HPK1 verringert war. Hierfir wurde die humane Leukamie-Zelllinie HL-60 ver-
wendet. Um eine stabile Herunterregulierung von HPK1 zu gewahrleisten, wurde
eine spezifische Small Hairpin HPK1-RNA (shRNA) und eine Scrambled (SCR) Kon-
troll-shRNA verwendet, die keine Auswirkung auf die HPK1-Proteinexpression haben
sollte. Diese wurden wie beschrieben Uber Transfektion mit den viralen Hull- und
Verpackungsplasmiden in HEK-293T-Zellen eingebracht und der virushaltige Uber-
stand fur einen lentiviralen Gentransfer in die HL-60 Zellen genutzt (Abb. 8 A). An-
schlieBend an die Transduktion erfolgte eine Subklonierung, um monoklonale Zellli-
nien zu generieren und auszuschlielen, dass man Mischpopulationen mit unter-

schiedlicher Restexpression von HPK1 unter Kultur nahm.
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Abbildung 8: Herstellung der HL-60 HPK1-Knockdown Zelllinie. (A) HEK-293T-Zellen
wurden mit HPK1-shRNA sowie SCR-shRNA kodierenden Vektoren und den viralen Plasmi-
den pVSV-G und pCMV AR8.9 transfiziert. Der von diesen Zellen produzierte virushaltige
Uberstand wurde anschlieRend zur Transduktion der HL-60 Wildtypzellen (WT) verwendet.
(B) Detektion der HPK1-Proteinexpression von differenzierten transduzierten HL-60
(dHL-60) Zellen mittels Western Blot. Verwendet wurden Antikérper gegen HPK1 (N-19) und
Aktin (I-19). Dargestellt sind Lysate aus dHL-60 Zellen WT, Scrambled-Kontrollzellen (SCR)
sowie drei Subklonen transduziert mit unterschiedlichen HPK1-shRNA-Vektoren mit der Be-
zeichnung H 1.3, H 4.1 und H 3.2. (C) Relative HPK1-Expression ermittelt durch die Bildung
eines Quotienten der AUC-Werte der HPK1- und Aktin-Proteinexpressionen. Gemittelt wur-
den die Werte aus 4 technischen Replikaten.

Um den Erfolg der Transduktion und die gewunschte Verminderung der HPK1-
Proteinexpression zu kontrollieren, wurden die einzelnen Subklone der transduzier-
ten HL-60 Zellen in der Zellkultur expandiert und flr 6 Tage unter dem Einfluss von
DMSO zu Neutrophilen-ahnlichen dHL-60 Zellen differenziert. Anschliel3end erfolgte
eine Lyse der dHL-60 Zellen mit dem zytosolischen Lysepuffer Berton |l. Nach Mes-
sen der Proteinkonzentrationen wurden die Proben mit Laemmli-Puffer aufgekocht
und nach erfolgter Auftrennung durch SDS-Polyacrylamid-Gelektrophorese mittels
Western Blot analysiert. Zur Detektion der Proteine wurde der anti-HPK1 Antikorper
und zur Quantifizierung der anti-Aktin Antikorper verwendet. Hierbei zeigten die mit
dem SCR-Vektor transduzierten dHL-60 Kontrollzellen (dHL-60 SCR) eine ahnliche
HPK1-Proteinexpression wie die dHL-60 WT-Zellen (Abb. 8 B). AuRerdem konnte
eine erfolgreich verminderte HPK1-Proteinexpression bei drei mit HPK1-shRNA-
Vektoren transduzierten Subklonen (H 1.3, H 3.2 und H 4.1) festgestellt werden. Um
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diesen Effekt zu quantifizieren, wurde das Experiment drei weitere Male durchge-
fuhrt und ein Quotient aus den Mittelwerten der AUC-Werte der Intensitaten der
HPK1- und Aktin-Banden der Western Blots gebildet (Abb. 8 C). Per Definition wurde
die Proteinexpression in den dHL-60 SCR-Zellen als 100% angesehen.
dHL-60 WT-Zellen zeigten eine ahnliche Expression an HPK1 wie die SCR-
Kontrollzellen. Der dHL-60 Subklon H 3.2 zeigte eine verminderte Proteinexpression
von HPK1 auf ein Level von 56,8%, der Subklon H 1.3 auf 23,0% und der
Subklon H 4.1 auf 4,8%. Aufgrund der ausgepragten Verminderung der HPK1-
Proteinexpression wurden die (d)HL-60 H 4.1 Zellen fur weitere Experimente ver-

wendet.

3.3.2 Regulation der B2-Integrinexpression und Affinitatsregulation

Zuerst sollte geklart werden, ob Unterschiede in der Expression der p2-Integrine zwi-
schen den WT, SCR und H 4.1 HL-60 Zellen bestanden und ob sich diese durch
Stimulation adaquat regulieren lieRen. Hierfur wurden erneut WT, SCR und
H 4.1 HL-60 Zellen ausdifferenziert. Die Untereinheiten CD11a, CD11b und CD18
der PB2-Integrine LFA-1 und Mac-1 wurden zu diesem Zweck mit Fluoreszenz-
gekoppelten Antikdrpern angefarbt und die Expression mit Hilfe der Durchflusszyto-
metrie ermittelt. Zudem wurde getestet, ob sich eine verstarkte Expression von
CD11b und CD18 durch eine Stimulation mit IL-8 oder fMLP induzieren lie3. Die
CD11a-Expression von dHL-60 WT und H 4.1 war vergleichbar und liel3 sich wie
erwartet nicht weiter durch Stimulation erhohen (Abb. 9 A). In den dHL-60 SCR Zel-
len zeigte im Vergleich dazu eine geringfugig erhohte Grundexpression, die auch
durch Stimulation nicht beeinflusst werden konnte. Die dHL-60 WT und H 4.1 Zellen
zeigten eine intakte Regulation von CD11b, die sich durch Stimulation mit fMLP
deutlich erhdhen liel3. Dahingegen war die Expression und Regulation unter Stimula-
tion in den dHL-60 SCR Zellen komplett abwesend. Demgegenuber lieRen sich alle
dHL-60 Zellen nicht mit IL-8 stimulieren. Die Expression von CD18 war in allen drei
Zellarten vergleichbar, war jedoch nur in dHL-60 WT und H 4.1 Zellen durch Stimula-
tion verstarkt zu detektieren. Um auszuschliel3en, dass die dHL-60 SCR Zellen auf-
grund der Expansion eines defekten Zellklones eine solche Dysregulation zeigten,
wurden die Experimente mit zwei weiteren dHL-60 SCR Subklonen wiederholt. Die-
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se fuhrten jedoch zu ahnlichen Ergebnissen (Daten nicht gezeigt), weshalb davon
ausgegangen werden musste, dass alle mit SCR shRNA transduzierten dHL-60

SCR Zellen dysfunktional waren und nicht als Negativkontrolle verwendet werden

konnten.
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Abbildung 9: B2-ntegrinexpression und Affinitiatsregulation von shRNA-
transduzierten dHL-60 Zellen. (A) Dargestellt ist die B2-Integrinexpression (CD11a, CD11b
und CD18) von dHL-60 WT, SCR und H 4.1 Zellen. Gemessen wurden der Median der Fluo-
reszenzintensitaten in der Durchflusszytometrie und deren Regulation unter Stimulation mit
entweder fMLP (100 nM) oder IL-8 (100 ng/ml). (B) Affinitdtsregulation derselben Zellen mit
denselben Stimuli. Detektion der intermediar- (KIM127) und hochaffinen Form (mAb24) der

B2-Integrine durch Reporterantikdrper und anschlielender FACS-Analyse. n = 4; n.s. (nicht
signifikant); *p-Wert < 0,05; **p-Wert < 0,01.

Um zu kontrollieren, ob die verminderte HPK1-Proteinexpression in den dHL-60 Zel-
len wie im murinen System einen Einfluss auf die B2-Integrinaffinitatsregulation hat,
wurde eine Durchflusszytometrie durchgefuhrt. Zur Evaluation, welcher Schritt des
Inside-out Signalings bei Abwesenheit von HPK1 gestort ist, wurde eine Farbung der
Zellen mit den Fluorochrom-gekoppelten Reporterantikorpern KIM127 und mAb24
angewandt. Erneut zeigten die dHL-60 WT und H 4.1 Zellen eine ahnliches Bin-
dungsverhalten von KIM127, dieses lie® sich aber nur bei den dHL-60 WT-Zellen
durch eine Stimulation mit fMLP erhohen (Abb. 9 B). Auch die Bindung von mAb24
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der beiden Zelllinien erfolgte in einem vergleichbaren Ausmalf} und liel} sich bei bei-
den durch Stimulation mit fMLP erhdhen (Abb. 9 B). Hierbei reagierten die dHL-60
H 4.1 Zellen sogar mit einem deutlich verstarktem Bindungsverhalten. Die dHL-60
SCR Zellen zeigten fur beide verwendeten Reporterantikorper eine deutlich abge-
schwachte Bindung, die sich auch durch Stimulation nicht weiter erhdohen liel3. Glei-
ches galt wie bereits bei der Expression der B>-Integrine auch fur die anderen beiden
analysierten dHL-60 SCR Subklone (Daten nicht gezeigt). Somit erwiesen sich ins-
besondere die zur Kontrolle hergestellten dHL-60 SCR Zellen als dysfunktional und
der experimentelle Ansatz lieferte daher keine verwertbaren Ergebnisse. Aufgrund
dieser methodischen Schwache wurde dieser Ansatz nicht weiterverfolgt.

3.4 Das HPK1-Interaktom

3.4.1 Klonierung des lentiviralen HPK1-EGFP-Expressionsvektors

HPK1 hat als Kinase eine wichtige Funktion bei der Regulation einer Vielzahl von
zellularen Prozessen. Dabei spielt die Interaktion von HPK1 mit ihren Adapterprotei-
nen und Effektormolekulen sowie deren Phosphorylierung eine entscheidende Rolle.
Um aufzuschlusseln, welche Proteine in neutrophilen Granulozyten hierflr eine Rolle
spielen, sollte das HPK1-Interaktom mittels GFP-NanoTrap®-Technologie und an-

schlieBender Massenspektrometrie identifiziert werden.

Zuerst musste ein Vektor generiert werden, der fur ein Fusionsprotein kodierte, bei
dem das humane HPK1 an ein verstarkt grin-fluoreszierendes Protein gekoppelt
(EGFP) war. Als Ausgangsvektoren wurden der Spectinomycin-resistente
pENTR223.1-Vektor mit der Sequenz fur die humane HPK1-cDNA und der Ka-
namycin-resistente pEGFP-N1-Vektor, der fur das EGFP kodiert, verwendet (Abb.
10 A). Diese beiden Vektoren wurden nach Transformation in TOP10-Bakterien
durch eine Minipraparation aufbereitet.

Um sicherzustellen, dass sich innerhalb der HPK1-cDNA keine Mutationen befan-
den, wurde zunachst ein Kontrollverdau des pENTR223.1-Vektors mit dem Restrikti-
onsenzym Xhol durchgefuhrt (Abb. 10 A+B). Durch die drei vorhandenen Schnittstel-
len innerhalb dieses Vektors waren drei DNA-Fragmente mit den Grofden von 981,
1526 und 2812 Basenpaaren zu erwarten. Insgesamt wurden hierfur DNA-Proben
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aus funf unterschiedlichen Minipraparationen analysiert (Abb. 10 B, links). Alle funf
Proben zeigten im unterschiedlichen Ausmald die korrekte Bandenhohe. Probe

Nummer 1 wurde fir die weiteren Versuche verwendet.
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Abbildung 10: Klonierung des HPK1-EGFP-Expressionsvektors. (A) Dargestellt sind der
HPK1-cDNA-tragende Vektor (pENTR223.1 + HPK1), der EGFP-tragende Vektor (pEGFP-
N1) und der zu klonierende Zielvektor (P EGFP-N1 + HPK1). Annotiert sind HPK1 (rot),
EGFP (grin) und die entsprechenden Antibiotikaresistenzen der Vektoren (blau). Die Zahlen
symbolisieren die Schnittstellen der verwendeten Restriktionsenzyme. (B) Links dargestellt
ist der Kontrollverdau das pENTR223.1 + HPK1-Vektors durch das Enzym Xhol. Rechts sind
die durch Restriktionsenzyme gedffneten Vektoren pENTR223.1 + HPK1 und pEGFP-N1 vor
der Gelextraktion mit anschlieBender Ligation zu sehen. Nummeriert sind funf Ansatze aus
unterschiedlichen Minipraparationen 1-5. (C) Gezeigt wird der Kontrollverdau des klonierten
pEGFP-N1 + HPK1-Zielvektors durch zwei unterschiedliche Restriktionsenzyme nach der
erfolgten Ligation.
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Nachdem die korrekte Sequenz der HPK1-cDNA in Probe Nummer 1 durch die Se-
quenzierung sichergestellt werden konnte (Daten nicht gezeigt), wurde der Zielvektor
pEGFP-N1 + HPK1 generiert. Hierfur wurde der pEGFP-N1-Vektor durch die Rest-
riktionsenzyme Nhel und Eco53kl gedffnet und die fur HPK1-kodierende Sequenz
durch die Enzyme Nhel und EcoRV aus dem pENTR223.1-Vektor geschnitten. Die
verdauten Produkte wurden nach dem Laden mit einem DNA-Farbstoff elektrophore-
tisch in einem Agarosegel aufgetrennt und unter kurzer UV-Licht-Exposition analy-
siert (Abb. 10 B, rechts). Die HPK1-cDNA zeigte sich als Bande der Groflie von 2806
Basenpaaren. Der gedffnete pEGFP-N1-Vektor zeigte sich auf der korrekten Hohe
von 4732 Basenpaaren. AnschlieRend wurden die beiden gewunschten DNA-
Produkte unter moglichst kurzer UV-Licht Exposition aus dem Agarosegel geschnit-
ten und durch das Gelextraktionskit aufgereinigt. Die entstandenen Produkte wurden
ligiert, um den Zielvektor pEFGP-N1 + HPK1 zu erhalten und dieser Ansatz erneut in
TOP10-Bakterien transformiert. Nach Selektion durch Kanamycin erfolgte die Mi-
nipraparation. Der praparierte Zielvektor pEGFP-N1 + HPK1 wurde einem weiteren
Kontrollverdau mit den Restriktionsenzymen Nhel und Sacll (Abb. 10 C, links) und
Eco53kl (Abb. 10 C, rechts) zugefuhrt. Bis auf Probe Nummer 3 zeigten sich alle
DNA-Fragmente auf den erwarteten Grofien. Probe Nummer 1 wurde zum Aus-

schluss von Punktmutationen zur Sequenzierung eingeschicki.

Um eine humane Zelllinie zu erhalten in der das HPK1-EGFP-Fusionsprotein expri-
miert wird, sollte ein lentiviraler Gentransfer in HL-60 Zellen erfolgen. Zu diesem
Zweck musste das bisher klonierte HPK1-EGFP-Konstrukt aus dem pEGFP-N1-
Vektor in ein lentivirales Grundgerust gebracht werden. Hierfur wurde ein FuVal-
Vektor mit Puromycin-Resistenz gewahlt, bei dem eine Puromycin-Resistenz-
kodierdende Region uber einen P2A-Linker von der fur HPK1-EGFP kodierenden
Region getrennt sein sollte, so dass diese sich zwar im selben Leseraster befanden,
aber nach der Translation zwei separate Proteine entstanden (Abb. 11 A).

Es wurden sowohl fur das HPK1-EGFP-Konstrukt, als auch fur den pFu-P2A-Puro-
Vektor fwd- und rev-Primer synthetisiert, die mit 18-20 Basenpaaren auf den Zielse-
quenzen binden. Des Weiteren enthielten die Primer fur das HPK1-EGFP-Konstrukt
einen 5-Uberhang von 15 Basenpaaren, bei denen jeweils die Basen vom fwd- und
rev-Primer zum linearen Produkt des pFu-P2A-Puro-Vektors homolog waren. Mit
diesen Primern wurden die beiden Vektoren einer High-Fidelity (HiFi)-PCR zuge-
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fuhrt, um beide Vektoren in linearisierter Form zu erhalten. Die entstandenen PCR-
Produkte wurde durch eine Agarosegel-Elektrophorese aufgetrennt und unter UV-
Licht analysiert (Abb. 11 B). Die Zahlen der Abbildung stehen fir unterschiedliche
Temperaturen eines Gradienten, der bei der HiFi-PCR gewahlt wurde. Die erwartete
FragmentgrolRe des linearisierten HPK1-EGFP Konstrukts war 3402 Basenpaare
und das des linearisierten pFu-P2A-Puro-Vektors 9909 Basenpaare grof3. Die bei-
den linearisierten Vektoren wurden aus dem Agarosegel geschnitten, extrahiert und
durch das In-Fusion-Klonierungskit zu dem gewunschten Zielvektor pFu-HPK1-
EGFP-P2A-Puro vereint. Dieser Ansatz wurde nach Transformation in Stella-
Bakterien durch eine Minipraparation aufgereinigt und zehn dieser Ansatze einem
Kontrollverdau mit EcoRI unterzogen (Abb. 11 C). Nachdem der Restriktionsverdau
mit EcoRI DNA-Fragmente auf entsprechenden Hohen lieferte, wurde Probe Num-

mer 5 zur Sequenzierung eingeschickt.
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Abbildung 11: Herstellung des lentiviralen pFu-HPK1-EGFP-P2A-Puro-Vektors. (A)
Gezeigt wird der lentivirale FuVal-Vektor mit HPK1 und einer zusétzlichen Puromycinresis-
tenz, die durch einen P2A-Linker gekoppelt sind, der das Endprodukt der Klonierung dar-
stellt. (B) Dargestellt sind die durch die HiFi-PCR generierten linearisierten Produkte HPK1-
EGFP und pFu-P2A-Puro. Durch Zahlen markiert sind unterschiedliche Temperaturen bei
der Durchflhrung der PCR 1-4 fir das linearisierte HPK1-EGFP-Produkt sowie 1-3 fiir den
linearisierten pFu-P2A-Puro-Vektor. (C) Kontrollverdau des durch In-Fusion Klonierung her-
gestellten pFu-HPK1-EGFP-P2A-Puro-Vektors durch das Restriktionsenzym EcoRI. Num-
meriert mit den Zahlen 1-10 wurden zehn technische Replikationen der Minipraparation.
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3.4.2 Herstellung und Charakterisierung der HL-60 HPK-EGFP Zelllinie

Nach Bestatigung der korrekten Sequenz des klonierten Vektors wurde der lentivira-
le Gentransfer in die HL-60 Zellen vorgenommen (Abb. 12 A). Bevor dieser jedoch
durchgefuhrt wurde, musste zuerst die korrekte intrazellulare Lokalisation des HPK1-
EGFP-Fusionsproteins uberpruft werden. Zu diesem Zweck wurden HEK-293T-
Zellen mit der Hilfe von Lipofectamin 2000 entweder mit dem pEGFP-N1-Vektor oder
mit dem HPK1-EGFP tragenden Vektor transfiziert. Des Weiteren wurde das Aktin-
Zytoskelett durch AlexaFluor-546 markiertes Phalloidin visualisiert und die Proben
mit einem Konfokalmikroskop analysiert (Abb. 12 B). EGFP war gleichmalig in allen
Zellkompartimenten verteilt, wohingegen das HPK1-EGFP Fusionsprotein die erwar-
tete Lokalisation im Zytoplasma zeigte und den Zellkern aussparte. Nach Bestati-
gung der adaquaten Lokalisation von HPK1-EGFP wurde der lentivirale Gentransfer
in die HL-60 Zellen durchgefuhrt (HL-60 HPK1-EGFP). Als Kontrollzelllinie wurden
zudem weitere HL-60 Zellen mit einem Vektor transduziert, der nur fir EGFP kodier-
te (HL-60 EGFP). Erfolgreich transduzierte HL-60 Zellen wurden durch Hinzuflgen
von Puromycin in das Kulturmedium selektioniert und anschlielRend die fluoreszie-
renden Zellen mit der hochsten Intensitat unter Zuhilfenahme der Durchflusszytomet-
rie sortiert. Um zu bestatigen, dass es in den beiden transduzierten Zelllinien HL-60
EGFP und HL-60 HPK1-EGFP zu einer regelrechten Proteinexpression kam, wurden
diese zusammen mit HL-60 WT-Zellen fur 6 Tage unter dem Einfluss von DMSO zu
Neutrophilen-ahnlichen dHL-60 Zellen differenziert. Im Western Blot zeigte sich,
dass das endogene HPK1 mit einem Molekulargewicht von 97 kDa in allen Zelllinien
exprimiert wurde (Abb. 12 C). Zudem befand sich in den dHL-60 HPK1-EGFP das
entsprechende Fusionsprotein bei der errechneten GroRe von 130 kDa. Dieselbe
Membran wurde mit einem Stripping-Puffer behandelt, um bisherige Antikorperbin-
dungen zu I6sen und anschlieBend mit einem anti-GFP Antikorper (FL) behandelt.
Dieser zeigte die Expression von EGFP mit einer Gro3e von 27 kDa in den dHL-60
EGFP Zellen und das HPK1-EGFP in der entsprechenden Zelllinie und auf der kor-
rekten Hohe. Um zu kontrollieren, ob alle Lysate eine ahnliche Menge an Proteinen
aufwiesen, wurde ein anti-Aktin Antikorper (I-19) verwendet. Hierbei zeigte sich eine
nahezu identische Proteinmenge in allen drei Proben.
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Abbildung 12: Generierung und Charakterisierung der HPK1-EGFP-exprimierenden
HL-60 Zellen. Modifiziert nach Bader et al., European Journal of Immunology 2022 [189].
(A) Schematische Darstellung der Transfektion des lentiviralen pFu-HPK1-EGFP-P2A-Puro-
Vektors in die HEK-293T-Zellen mit anschlieRender Transduktion in HL-60 Zellen. (B) Kon-
fokalmikroskopische Immunfluoreszenzaufnahmen von transient transfizierten HEK-293T-
Zellen mit einem EGFP-Kontrollvektor (oben) oder dem HPK1-EGFP-Konstrukt (unten). Das
Aktin-Zytoskelett wurde durch AlexaFluor-546 markiertes Phalloidin sichtbar gemacht. (C)
Western Blot der lentiviral transduzierten HL-60 Zellen. Dargestellt sind dHL-60 WT, EGFP
und HPK1-EGFP Zellen. Verwendet wurden ein Antikérper gegen HPK1 (oberes Feld), ge-
gen GFP (Mitte) und gegen Aktin (unten). (D) Dargestellt ist eine konfokalmikroskopische
Immunfluoreszenzaufnahme einer mit fMLP (100 nM) stimulierten dHL-60 HPK1-EGFP Zelle
auf humanem Fibrinogen (250 pg/ml). Neben dem exprimierten HPK1-EGFP wurde Aktin
durch AlexaFluor-546 markiertes Phalloidin und mAbp1 durch einen Antikdrper gefarbt.
Links zu sehen ist die Reflexionsaufnahme im aufrechten Konfokalmikroskop. (B+D) Gro-
Renmarker (-) befinden sich neben bzw. unter den Bildern und entsprechen einer Lange von
10 um. Abbildungen sind reprasentativ fur drei unabhangige Experimente.
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Um weiterhin die korrekte Lokalisation des HPK1-EGFP-Konstrukts in den dHL-60
Zellen zu uberprufen, wurden diese auf ein mit humanem Fibrinogen (250 pg/ml)
beschichtetes Deckglaschen durch Stimulation mit fMLP (100 nM) zur Adharenz ge-
bracht. Anschliel3end wurden diese fixiert und eine Immunfluoreszenzfarbung durch-
gefuhrt. Neben dem exprimierten HPK1-EGFP wurde Uber einen polyklonalen Ka-
ninchenantikorper das mAbp1 und das Aktin-Zytoskelett durch AlexaFluor-546 mar-
kiertes Phalloidin angefarbt. Bei Verwendung eines aufrechten Konfokalmikroskops
wurde eine Reflexionsaufnahme angefertigt, um die Zellform und die Zelloberflache
darzustellen (Abb. 12 D). Des Weiteren wurden Aufnahmen in den entsprechenden
Kanalen fur die Farbungen von Aktin (cyan), mAbp1 (rot) und HPK1-EGFP (grin)
angefertigt. An Stellen, an denen HPK1-EGFP und mAbp1 co-lokalisierten, wurde
aufgrund der gewahlten Farbkanale ein gelber Bildpunkt sichtbar (Abb. 12 D, rechts).
Wie bereits in der Literatur fir das endogene HPK1 und mAbp1 beschrieben [126],
lield sich auch hier eine Co-Lokalisation von mAbp1 mit dem HPK1-EGFP Fusions-
protein im Lamellipodium nachweisen, wo eine weitere Co-Lokalisation der beiden

Proteine mit Aktin zu beobachten war.

3.4.3 Co-Immunprazipitation

Da die adaquate Proteinexpression in den HL-60 HPK1-EGFP Zellen und in den
HL-60 EGFP Zellen sichergestellt werden konnte und auch die Lokalisation des Fu-
sionsproteins dem des endogenen HPK1 entsprach, wurde im nachsten Schritt die
geplante Co-Immunprazipitation durchgefuhrt. Ziel hierbei war, das HPK1-EGFP-
Fusionsprotein durch ein spezifisches Prazipitations-Experiment mit den GFP-
NanoTraps® zu prazipitieren (Abb. 13 A). Diese bestehen aus einem GFP-
spezifischen Antikorperteil, welcher an ein Agarose-Kugelchen gekoppelt ist (Abb.
13 B).
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Abbildung 13: Schematische Darstellung der Co-Immunprazipitation mit GFP-
NanoTraps®. Modifiziert nach Bader et al., European Journal of Immunology 2022 [189]. (A)
Struktur des HPK1-EGFP-Fusionsproteins mit N-terminaler Kinasedomane (KD), den prolin-
reichen Domanen (PR), der Citron Homology Domane (CHD) und des C-Terminal gekoppel-
ten griin fluoreszierenden Proteins (EGFP), an das eine Bindung der GFP-NanoTraps® er-
folgen kann. (B) Aufbau der GFP-NanoTraps®. Der GFP-spezifische Anteil eines in Cameli-
dae produziertem Antikdrpers ist an ein Agarose-Kligelchen gekoppelt, welches fur die Pra-
zipitation genutzt werden kann. (C) Links zu sehen ist der Western Blot der Input-Kontrollen
vor der Co-Immunprazipitation von dHL-60 EGFP Zellen und HPK1-EGFP Zellen mit einem
anti-HPK1 Antikdrper und einem anti-Aktin Antikdrper. Es wurden sowohl unstimulierte Zel-
len (-) als auch mit 1 mM Mn*-stimulierte Proben (+) analysiert. Rechts dargestellt ist der
Western Blot nach stattgefundener Co-Immunprazipitation mit denselben Antikérpern.

Verglichen wurden unstimulierte und Mn?*-stimulierte dHL-60 EGFP Zellen und
dHL-60 HPK1-EGFP Zellen. Alle Gruppen wurden auf humanen Fibrinogen
(250 pg/ml) ausgeséat und die Stimulation mit Mn?* (1 mM) in Adhasionsmedium
durchgefuhrt. Die adharenten Zellen wurden durch den zytosolischen Lysepuffer

Berton Il von den Petrischalen gelost. Jeweils 50 ul der Zelllysate wurden als Input-
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Kontrollen entnommen, deren Proteinkonzentration gemessen und mit Laemmli-
Puffer aufgekocht. Mit dem restlichen Zelllysat wurde die Co-Immunprazipitation
durchgefuhrt. Nachdem diese abgeschlossen war und nach den erfolgten Wasch-
schritten wurden die prazipitierten Proteine ebenfalls durch den Laemmli-Puffer von

den GFP-NanoTraps® unter Hitze geldst und in ein Zentrifugenréhrchen tberfihrt.

Sowohl die Input-Kontrollen als auch die von den GFP-NanoTraps® geldsten Pro-
teinproben wurden durch eine SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese aufgetrennt
und mithilfe eines anschlielienden Western Blots analysiert. Zuerst wurde die Memb-
ran mit einem Antikorper gegen HPK1 inkubiert. In den Input-Kontrollen zeigten alle
vier Proben das endogene HPK1 bei einer Grofde von 97 kDa (Abb. 13 C, links). Die
dHL-60 HPK1-EGFP Zellen exprimierten daruber hinaus wie erwartet das HPK1-
EGFP-Fusionsprotein mit einer Grof3e von 130 kDa. In den beiden EGFP-Proben
war keine Form von HPK1 zu finden. Dies spricht fur die hohe Spezifitat des Ver-
suchs. In den HPK1-EGFP Proben konnte das Fusionsprotein deutlich dargestellt
werden. Daruber hinaus war das endogene HPK1 detektierbar (Abb. 13 C, rechts).

3.4.4 Das HPK1-Interaktom

Nachdem sichergestellt werden konnte, dass das HPK1-EGFP-Fusionsprotein er-
folgreich durch die Co-Immunprazipitation angereichert wurde und keine unspezifi-
schen Bindungen in den Kontrollen nachweisbar waren, wurden im nachsten Schritt

die prazipitierten Proteine mittels Massenspektrometrie analysiert.

FUr diese massenspektrometrische Analyse wurde das Protokoll wie in der Co-
Immunprazipitation durchgefuhrt, lediglich fur den letzten Waschschritt wurde ein
Dilutionspuffer onne DTT verwendet und die GFP-NanoTraps® wurden nicht mit dem
Laemmli-Puffer aufgekocht, sondern vollstandig von Puffer befreit und drei weitere
Male mit 50 mM Tris-Cl (pH 8) gewaschen und bis zu weiteren Analyse bei -20° C
gelagert. Unmittelbar vor der Massenspektrometrie wurden die Proben von den
GFP-Nanotraps® verdaut, aufgereinigt und im Massenspektrometrie-Ladepuffer elu-
iert.

Die Auftrennung der Proben uber Flussigchromatographie (LC) und die weitere Ana-
lyse in der Massenspektrometrie (MS) erfolgte in Kooperation mit dem Zentrum fur
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Proteinanalytik (ZfP) der LMU. Die Ergebnisse von drei technischen Replikaten von
jeder der vier Proben (dHL-60: EGFP unstimuliert, EGFP stimuliert, HPK1-EGFP
unstimuliert und HPK1-EGFP stimuliert) dieses Experimentes wurden durch die Ana-
lysesoftware MaxQuant [186] ausgewertet. Dort wurden die Peptide quantifiziert und
den einzelnen Sequenzen der Ausgangsproteine zugeordnet. Diese Sequenzen
wurden anhand einer Analyse der UniProt-Datenbank identifiziert und Gennamen,
sowie Proteinnamen zugeordnet. Verglichen wurden die Proben aus den dHL-60
HPK1-EGFP Zellen mit den dHL-60 EGFP Kontrollzellen. Dabei wurden jeweils die
beiden unstimulierten und die beiden stimulierten Proben einander gegenuberge-
stellt. Als relevant wurden alle identifizierten Proteine angesehen, die mit einer mehr
als doppelten Erhohung des iBAQ-Quotienten auf einer log>-Skala gemessen wer-
den konnten. Unspezifische Interaktionspartner wurden durch das Durchfuhren einer
Anyalyse mit der Crapome-Software (crapome.org) entfernt. Alle verbleibenden Mit-
glieder des HPK1-Interaktoms wurden anschliel3end in drei grof3e Untergruppen un-
terteilt (Abb. 14). Die erste Gruppe bildeten Proteine, die nur in den unstimulierten
dHL-60 HPK1-EGFP Proben vermehrt im Vergleich zu den dHL-60 EGFP Kontroll-
zellen detektiert werden konnten. Diese wurden wie auch in den weiteren Darstel-
lungen in weill dargestellt (Abb. 14, links). Proteine, die in den Mn?*-stimulierten
Proben im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle verstarkt exprimiert wurden, tragen
einen dunkelblauen Hintergrund (Abb. 14, rechts). Die Proben die sowohl in unstimu-
lierten als auch in stimulierten Proben vermehrt in dHL-60 HPK1-EGFP Proben im
Vergleich zur Negativkontrolle zu finden waren, wurden hellblau hinterlegt (Abb. 14,
Mitte). Insgesamt konnten 115 Proteine identifiziert werden. Hierbei waren 58 Prote-
ine nur in den unstimulierten Proben, 18 Proteine waren sowohl in den unstimulier-
ten als auch in den Mn?*-stimulierten Proben und 39 Proteine nur in den stimulierten

Proben zu detektieren.
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Mn **-stimuliert

ABCB10 ELAVL1 RTN3 ABCE1 ALDH18A1 GMIP
ACAT1 FAM120A S100A6 APOO ANXA2 HIGD1A
ANXA1 FTL SCAMP4 BST1 AP3S1 HIGD2A
ANXA7 GNG5 SEMGT1 CNPY3 APIP KCNAB2
ATP2B4 GRB2 SEMG2 COPZ1 ARF6 LASP1
ARHGEF6 GRN SRI DEFA3 ARFIP1 LEMD2
BAG2 HRH4 SRSF3 HINT1 ARHGDIA LGALS3
BAK1 ISOC2 STX4 HSPB1 ATP5J2 LMBRD1
BOLA2 JUP SUB1 HSPE1 ATP6VOD2 METTL7A
BPI LBR SYK ITGAS CHTOP NDUFA4
C160rf96 MOB1A TKT MAN2B1 CPPED1 NDUFC2
CBX3 NUP54 TMX1 MAP4K1 CTSzZ PFKP
CLTA OCIAD2 TMEM205 NME2P1 CYB5R3 PSME3
CLTB PDK3 TXNDC12 NUCB2 DBT RANBP1
CTSE PECAM1 TYROBP PLAUR DEGS1 RPL32
DLST PGD VKORC1 RGS11 DHX38 SLC35E1
DNPEP PKP1 SHMT2 ECHS1 TAGLN2
DSC1 PLGRKT SRRM2 EPB41L3 THUMPD1
DSG1 POF1B ERO1L YWHAH
DYNLRB1 PTPN11 GPX1
EIF252 RAC1

58 18 39

Abbildung 14: Kandidaten des HPK1-Interaktoms. Modifiziert nach Bader et al., Euro-
pean Journal of Immunology 2022 [189]. Zu sehen sind die Gennamen der Proteine, die
durch dreimaliges Durchfliihren der Massenspektrometrie der Co-Immunprazipitation Proben
verstarkt in dHL-60 HPK1-EGFP im Vergleich zu den dHL-60 EGFP Ausgangszellen detek-
tiert werden konnten. Zu diesen wurde nach Analyse mit der MaxQuant-Software alle Pro-
ben mit einer mehr als doppelten Erhéhung des iBAQ-Quotienten auf einer logz-Skala im
Vergleich zur EGFP-Kontrolle gezahlt. Zudem wurde zur Reduktion unspezifischer Interakti-
onspartner eine Crapome-Analyse durchgefiihrt. Proteine, die nur bei unstimulierten Aus-
gangszellen vermehrt gefunden werden konnten, wurden weil} hinterlegt, Proteine aus sti-
mulierten Zellen in dunkelblau und solche die sich in beiden Proben in erhéhter Konzentrati-
on befanden in hellblau dargestellt.

3.4.5 Funktionelle Unterteilung des HPK1-Interaktoms

Um die Vielzahl der identifizierten Mitglieder des HPK1-Interaktoms zu ordnen, wur-
den diese in kleinere Untergruppen entsprechend ihrer biologischen Funktion unter-
teilt. Der Fokus lag hierbei bei auf Funktionen, die fur die Aktivierung und Rekrutie-
rung von Leukozyten eine Rolle spielen. Deshalb wurden Signalproteine, Zytoske-
lett-assoziierte Proteine, Transmembranproteine und Adapterproteine als die vier
groRen Hauptgruppen gewahlt (Abb. 15). Die farbliche Kodierung mit weifld (Protein
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nur in unstimulierten Proben), hellblau (Protein in unstimulierten und stimulierten
Proben) und dunkelblau (Protein nur in stimulierten Proben) wurde beibehalten. Alle
Proteine, die nicht in eine dieser Gruppen einzuordnen waren, wurden unter der Ka-
tegorie ,Sonstige® zusammengefasst. Zu den Vertretern der vier Hauptkategorien
wurde eine Literaturrecherche durchgefuhrt (Tab. 4) auf die in der Diskussion naher

eingegangen wird.

Insgesamt waren von den 115 identifizierten Proteinen des HPK1-Interaktoms 23
den Signalproteinen, funf den Zytoskelett-assoziierten Proteinen, acht den Trans-
membranproteinen und funf den Adapterproteinen zuzuordnen. Hierbei wurden in
den unstimulierten Proben 11 Signalproteine, ein Zytoskelett-assoziiertes Protein,
sieben Transmembranproteine und ein Adapterprotein detektiert. In den stimulierten
Proben lielRen sich sieben Signalproteine, drei Zytoskelett-assoziierte Proteine, kein
Transmembranprotein und drei Adapterproteine nachweisen. Daruber hinaus konn-
ten funf Signalproteine, ein Zytoskelett-assoziiertes Protein, ein Transmembranpro-
tein und ein Adapterprotein identifiziert werden, welche sowohl in den unstimulierten
als auch in den stimulierten Proben nachweisbar waren. Des Weiteren gab es insge-
samt 74 Proteine, die sich keiner dieser Kategorien zuordnen lie3en und der Katego-

rie ,Sonstige“ zugeteilt wurden.
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Signalproteine assozz¥it:rsttell$:)tt-eine Transmembranproteine Adapterproteine
ANXA1 GNG5 S100A6 DYNLRB1 ATP2B4 TMEM205 GRB2
ANXA7 MOB1A SR HRH4 TYROBP
ARHGEF6 PTPN11 SYK PECAM1
FAM120A RAC1 SCAMP4
STX4
BST1 MAP4K1 RGS11 HSPB1 ITGAS NUCB2
HINT1 NME2P1
ANXA2 ARHGDIA LGALS3 EPB41L3 AP3S1
APIP CPPED1 LASP1 ARFIP1
ARF6 GMIP TAGLN2 YWHAH
Sonstige
ABCB10 CBX3 DNPEP JUP PKP1 SRSF3
ACAT1 CLTA EIF2S2 LBR PLGRKT SUBI1
BAG2 CLTB ELAVL1 NUP54 POF1B TKT
BAK1 CTSC FTL OCIAD2 RTN3 TMX1
BOLA2 DLST GRN PDK3 SEMGT1 TXNDC12
BPI DSC1 ISOC2 PGD SEMG2 VKORC1
C160rfo6 DSG1
ABCE1 CNPY3 DEFA3 MAN2B1 SHMT2
APOO COPZ1 HSPE1 PLAUR SRRM2
ALDH18A1 CYB5R3 ERO1L LEMD2 PFKP THUMPD1
ATP5J2 DBT GPX1 LMBRD1 PSME3
ATP6VOD2 DEGS1 HIGD1A METTL7A RANBP
CHTOP DHX38 HIGD2A NDUFA4 RPL32
CTSZ ECHS1 KCNAB2 NDUFC2 SLC25E1

Abbildung 15: Funktionelle Einteilung des HPK1-Interaktoms. Die Kandidaten des
HPK1-Interaktoms wurden in Untergruppen entsprechend ihrer funktionellen Zugehdrigkeit
eingeteilt. Unterschieden wurden Signalproteine, Zytoskelett-assoziierte Proteine, Trans-
membranproteine und Adapterproteine. Alle weiteren Proteine, die nicht in eine dieser Kate-
gorien zugeteilt werden konnten, wurden unter Sonstige eingeordnet. Die farbliche Kodie-
rung fur unstimuliert (weif3), stimuliert (dunkelblau) und in beiden Proben vorhanden (hell-
blau) wurde beibehalten.



Genname Proteinname Funktion Literatur

ANXA1 Annexin A1 Signalprotein [240]

ANXA2 Annexin A2 Signalprotein [241]

ANXA7 Annexin A7; Synexin Signalprotein [242]

AP3S1 Adapter Related Protein Adapterprotein [274]
Complex 3 Sigma 2 Sub-
unit

APIP APAF1 Interacting Protein | Signalprotein [243]

ARF6 ADP Ribosylation Factor | Signalprotein [238]
6, Cytohesin-1

ARFIP1 ADP Ribosylation Factor | Adapterprotein [275]
Interacting Protein;
Arfaptin-1

ARHGDIA | Rho GDP Dissociation Signalprotein [218]
Inhibitor Alpha

ARHGEF6 | Rac/Cdc42 Guanine Nu- | Signalprotein [224]
cleotide Exchange Factor
6

ATP2B4 Plasma Membrane Calci- | Transmembranprotein [267]
um-transporting ATPase 4

BST1 ADP Ribosyl Signalprotein [239]
Cyclase/Cyclic ADP Ri-
bose Hydrolase 2; CD157

CPPED1 Serine/Threonine-Protein | Signalprotein [244]
Phosphatase CPPED1

DYNLRB1 | Dynein Light Chain Road- | Zytoskelett- [253]
block-Type 1 assoziiertes Protein

EPB41L3 | Band 4.1-like Protein 3; Zytoskelett- [254]
DAL-1 assoziiertes Protein

FAM120A | Constitutive Coactivator of | Signalprotein [215-218]
PPAR-gamma-like Protein
1; Oxidative stress-
associated Src activator

GMIP GEM-interacting Protein Signalprotein [225]

GNG5 G-Protein Subunit Signalprotein [248]
Gamma 5

GRB2 Growth Factor Receptor- | Adapterprotein [146-150]
bound Protein 2

HINT1 Histidine Triad Nucleotide- | Signalprotein [247]
binding Protein 1

HRH4 Histamine H4 Receptor Transmembranprotein [268]

HSPB1 Heat Shock Protein Beta- | Zytoskelett- [255,
1, HSP27 assoziiertes Protein 256]

ITGAS Integrin Alpha-5 Transmembranprotein [269]

LASP1 LIM and SH3 Domain Zytoskelett- [257]
Protein 1 assoziiertes Protein

LGALS3 Galectin-3 Signalprotein [250]
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MAP4K1 Hematopoietic Progenitor | Signalprotein [126]
Kinase 1

MOB1A MOB Kinase Activator 1A | Signalprotein [251]

NME2P1 Putative Nucleoside Signalprotein [245]
Diphosphatase Kinase

NUCB2 Nucleobindin-2 Adapterprotein [276]

PECAM1 Platelet and Endothelial Transmembranprotein [270]
Cell Adhesion Molecule 1

PTPN11 Tyrosine-Protein Phos- Signalprotein [226]
phatase non-Receptor
Type 11, SHP-2

RACA1 Ras-related C3 Botulinum | Signalprotein [227]
Toxin Substrate 1

RGS11 Regulator of G-Protein | Signalprotein [249]
Signaling 11

S100A6 Protein S100A6 Signalprotein [246]

SCAMP4 | Secretory Carrier- Transmembranprotein [271]
associated Membrane
Protein 4

SRI Sorcin Signalprotein [252]

STX4 Syntaxin-4 Transmembranprotein [272]

SYK Spleen Tyrosine Kinase Signalprotein [199-210]

TAGLN2 Transgelin-2 Zytoskelett- [258-264]

assoziiertes Protein

TMEMZ205 | Transmembrane Protein Transmembranprotein [273]
205

TYROBP | DNAX-Activation Protein Transmembranprotein [265,
12 (DAP12) 266]

YWHAH 14-3-3 Protein Eta Adapterprotein [277]
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Tabelle 4: Kandidaten des HPK1-Interaktoms. Aufgelistet sind alle Kandidaten der vier
Hauptkategorien (Signalproteine, Zytoskelett-assoziierte Proteine, Transmembranproteine
und Adapterproteine) in alphabetischer Reihenfolge. Angegeben sind die Gennamen, Pro-
teinnamen, die Funktion und die dazugehdrige Literaturstelle.
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4 Diskussion

4.1 Die genotypische Charakterisierung der HPK1-defizienten Versuchstiere

Zur Charakterisierung der verwendeten HPK1**- und HPK1---Versuchstiere wurden
diese vor der Isolierung der neutrophilen Granulozyten aus deren Knochenmark
durch eine PCR genotypisiert. Bei den HPK1---M&usen ist ein Teil von Exon 1 sowie
das angrenzende Intron durch eine Neomycinselektionskassette ersetzt [174]. Durch
die Verwendung von je zwei spezifischen Primern mit einem Paar fur die ldentifizie-
rung des WT-Allels und einem weiteren Paar zur Detektion des HPK1/-Allels war
eine eindeutige Zuordnung der Mause zu den Genotypen homozygoter WT, ho-
mozygoter KO und heterozygote Tiere moglich. Alle fur die Versuche verwendeten
Mause zeigten entweder einen eindeutigen WT- oder KO-Genotyp bezuglich des
HPK1-Gens. Der vollstandige Verlust der Proteinexpression derselben HPK1--
Mauslinie konnte in einer Vorarbeit in einem Western Blot nachgewiesen werden
[126]. Somit waren die methodischen Grundlagen fur weitere Experimente zur funk-
tionellen Analyse der Funktion von HPK1 in den murinen neutrophilen Granulozyten

vorhanden.

4.2 Die Bedeutung von HPK1 fiir das Inside-out Signaling

Erste Hinweise fur die Funktion von HPK1 bei der Aktivierung der [o-Integrine
(Inside-out Signaling) konnten bereits im erworbenen Immunsystem gewonnen wer-
den. So konnte in T-Lymphozyten nachgewiesen werden, dass HPK1 als negativer
Regulator des Bo-Integrins LFA-1 agiert [178]. Die mechanistische Grundlage hierfur
bildet das Konkurrieren von HPK1 mit ADAP um die Bindungsstelle am phosphory-
lierten SLP-76 [178]. Diese Interaktion spielt eine wichtige Rolle bei der Integrinakti-
vierung [177]. ADAP und SLP-76 bilden dabei einen ternaren Komplex mit dem Src
Kinase-associated Phosphorotein of 5§56 kDa (SKAPS55), der zur Aktivierung der klei-
nen GTPase Rap1 fuhrt [179, 180]. In T-Zellen mit intaktem HPK1 wurde die Rap1-
Aktivierung und die folgende Bindung an RapL deutlich inhibiert. Dadurch unterblieb
auch die Aktivierung von LFA-1 und die T-Zellen zeigten eine verminderte Bindung
an den Integrinliganden ICAM-1. Dieser inhibierende Prozess war bei den HPK1-
defizienten Zellen jedoch abwesend und diese zeigten ein erhohte Rap1-Aktivitat
und ein verstarktes Bindungsverhalten zu ICAM-1 [178]. Ein ahnlicher regulatori-
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scher Prozess konnte in B-Lymphozyten nachgewiesen werden, bei denen ebenfalls
einer verstarkte Aktivierung von Rap1 in HPK1-defizienten WEHI-231 Zellen statt-
fand [175].

Da die Wirkung von HPK1 stark von ihren Interaktionspartnern abhangt, ist deren
Wirkung in verschiedenen Zellarten unterschiedlich. So konnte in murinen neutrophi-
len Granulozyten, die aus dem Knochenmark von HPK1-defizienten Mausen isoliert
wurden, erste Hinweise darauf geliefert werden, dass HPK1 in neutrophilen Gra-
nulozyten ein positiver Regulator des B2-Integrins LFA-1 ist [126]. HPK1 war dort fur
die CXCL1-induzierte Aktivierung von LFA-1 notwendig. Bei Abwesenheit von HPK1
waren die B2-Integrin-abhangigen Schritte der Rekrutierung von neutrophilen Gra-
nulozyten eingeschrankt. Ein besonders wichtiger Hinweis zur Bedeutung der Rolle
von HPK1 im Inside-out Signaling konnte hierbei durch ein Durchflusszytometrie-
Experiment gewonnen werden, dass das Bindungsverhalten der neutrophilen Gra-
nulozyten zu ICAM-1 analysierte. Hierbei wurde ICAM-1 nur gebunden, wenn die
B2-Integrine voll aktiviert waren, also ihre hochaffine Form mit gestreckter, offener
Konformitat erreicht hatten. Verglichen wurden hierbei aus dem Knochenmark iso-
lierte murine neutrophile Granulozyten von HPK1**- und HPK1/--Mausen, die ent-
weder unstimuliert gelassen wurden oder mit CXCL1 oder Mn?* stimuliert wurden
[126]. Letzteres stabilisiert die hochaffine Form der B2-Integrine und umgeht somit
das Inside-out Signaling [78]. Um sicherzustellen, dass das ICAM-1 nur durch LFA-1
gebunden wurde und nicht durch Mac-1, wurde letzteres durch einen Antikorper blo-
ckiert. In unstimulierten Proben zeigte sich kein Unterschied zwischen den HPK1*/*
und HPK1-- neutrophilen Granulozyten. Bei den mit CXCL1-stimulierten Zellen zeig-
te sich bei den HPK17-Proben ein signifikant niedrigeres Bindungsverhalten im Ver-
gleich zu den HPK1** neutrophilen Granulozyten. Bei einer Stimulation mit Mn?*
konnte dieser Defekt aufgehoben werden und beide Proben wiesen ein ahnliches
Bindungsverhalten zu ICAM-1 auf [126]. Dies deutete bereits darauf hin, dass HPK1
eine Funktion innerhalb der B2-Integrinaktivierung (/Inside-out Signaling) hat.

Um diese Befunde weiter zu untermauern und bei physiologischen Bedingungen
unter Fluss zu bestatigen, wurde in dieser Arbeit ein In-vitro-Flusskammer-
Experiment durchgefuhrt. Zudem sollte geklart werden, ob HPK1 noch einen zusatz-
lichen Defekt bei der weiteren Signaltransduktion in das Zellinnere (Outside-in Sig-

naling) hat. Hierfur wurden ahnliche Bedingungen zu dem oben beschriebenen Ver-



75

such geschaffen, indem Flusskammern mit ICAM-1 und CXCL1 beschichtet wurden.
In diese wurden aus dem Knochenmark isolierte neutrophile Granulozyten aus
HPK1**- und HPK1"-Mausen gegeben und eine schrittweise ansteigende
Schubspannung wie in Kapitel 2.2.19 und 3.2 beschrieben angelegt. Das Resultat
war vergleichbar mit dem bereits beschriebenen Defekt in der Verstarkung der Ad-
hasion [126]. Da hier ein Postadhasion-Effekt evaluiert wurde, der sowohl ein intak-
tes Inside-out als auch ein regelrechtes Outside-in Signaling erfordert, konnte der
Defekt bei Abwesenheit von HPK 1 nur einen dieser beiden oder die Kombination
beider Signalwege betreffen. Um den genauen Mechanismus aufzudecken, wurden
die Flusskammern in einem zweiten Versuchsaufbau mit ICAM-1 beschichtet und
wie in der Durchflusszytometrie die B2-Integrinaktivierung durch die Stimulation mit
Mn?* induziert. Bei Stimulation mit verschiedenen Mn?*-Konzentrationen zeigte sich
zu allen getesteten Zeitpunkten eine vergleichbare Anzahl an adharenten HPK1**
und HPK1”- neutrophilen Granulozyten. Hieraus lasst sich schlieRen, dass die Sig-
naltransduktion in das Zellinnere (Outside-in Signaling) intakt war. Somit nimmt

HPK1 ihre Rolle spezifisch im Inside-out Signaling ein.

Da die B2-Integrinaktivierung als Wirkungsort der HPK1-vermittelten Effekte auf die
Rekrutierung neutrophiler Granulozyten festgestellt werden konnte, sollte in einem
nachsten Schritt der Mechanismus hinter dieser Wirkung genauer aufgeschlusselt
werden. B2-Integrine konnen in mindestens drei verschiedenen Affinitatszustanden
vorliegen. Um die Frage zu klaren, fur welchen Aktivierungsschritt HPK1 eine Rolle
spielte, also ob sie fur das Erreichen des intermediar-affinen oder des hochaffinen
Zustands notwendig war, wurde die Durchflusszytometrie nach vorheriger Anfarbung
der Proben durch die Reporterantikorper KIM127 und mAb24 durchgefuhrt. Diese
erkennen wie beschrieben entweder nur die hochaffine Form der [B2-Integrine
(mAb24) oder die intermediar- und hochaffine Form (KIM127) [190, 191]. Die hier
vorliegenden Experimente zeigten, dass die dHL-60 WT Zellen eine intakte Affini-
tatsregulation der Bo-Integrine aufwiesen mit regelrechtem Bindungsverhalten der
Reporterantikorper im unstimulierten Zustand und deutlicher Steigerung dieser Bin-
dung bei Stimulation mit fMLP. Die dHL-60 SCR Zellen, die als Kontrolle dienen soll-
ten, zeigten dagegen ein sehr niedriges Bindungsverhalten unter unstimulierten Be-
dingungen, welches sich auch nicht weiter durch Stimulation erhéhen liel3.
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Der dHL-60 Zellklon H 4.1 mit einer HPK1-Restexpression von 4,8% zeigte bei ahn-
licher Integrinexpression ein nahezu identisches Bindungsverhalten von KIM127 und
mAb24 im unstimulierten Zustand wie die dHL-60 WT Zellen. Unter Stimulation mit
fMLP liel3 sich jedoch keine vermehrte Bindung von KIM127 induzieren. Dies sprach
dafur, dass die Zellen keinen Defekt beim Erreichen der intermediar-affinen Form
der Bo-Integrine aufwiesen. Uberraschenderweise zeigten die dHL-60 H 4.1 Zellen
jedoch eine deutlich vermehrte Bindung von mAb24 unter fMLP-Stimulation, die
deutlich Uber das Niveau der dHL-60 WT Zellen hinausging. Dies zeigte, dass das
Erreichen des hochaffinen Affinitatszustandes nicht beeintrachtigt war.

Eine Erklarung konnte sein, dass die restliche Expression von HPK1 ausreicht, um
die Signalwege, die bei der Integrinaktivierung erforderlich sind, aufrechtzuerhalten.
Eine zweite Moglichkeit ware, dass bei Abwesenheit von HPK1 nur noch die vierte
beschriebene Form der Integrin-Affinitatszustande erreicht werden kann [105]. Bei
dieser handelt es sich um eine offene Form, bei der die a- und B-Untereinheit disso-
ziiert vorliegen, aber der Kopfteil der Ektodomane weiter in gebeugter Form verharrt.
Fir diese Annahme spricht, dass diese vierte Form der B2-Integrine lediglich durch
den Reporterantikdrper mAb24, aber nicht durch KIM127, erkannt werden kann, wie
im vorliegenden Fall. Daher konnte HPK1 ihre Rolle spezifisch bei Signalprozessen
einnehmen, die fur die Extension des Kopfteils der B2-Integrine verantwortlich sind.
Gegen dieses Argument spricht jedoch, dass dieser Integrin-Affinitatszustand nicht
funktionell ist und keine Bindung am Liganden ICAM-1 erfolgen kann. In weiteren
Experimente (Daten nicht gezeigt) zeigte sich jedoch, dass diese Interaktion intakt
war und auch keine weiteren Unterschiede in den B2-Integrin-vermittelten Rekrutie-
rungsschritten zwischen den dHL-60 WT und H 4.1 vorlagen. Da die zur Kontrolle
generierten dHL-60 SCR Zellen jedoch dysfunktional waren, waren die Experimente
insgesamt wenig aussagekraftig und dieser methodische Ansatz wurde nicht weiter
verfolgt.

4.3 shRNA-transduzierte HL-60 Zellen als humanes Zellsystem
Wie bereits beschrieben, wurde in dieser Arbeit die Leukamiezelllinie HL-60 als hu-
manes Zellsystem verwendet, um die HPK1-Proteinexpression durch lentiviralen

Gentransfer mit einem fiir shRNA-kodierenden Vektor zu reduzieren. Wie beschrie-
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ben zeigten die dHL-60 SCR Zellen eine deutliche Dysfunktionalitat. Hierbei kam es
zu keiner adaquaten Expression und Regulation der Untereinheiten der B2-Integrine.
Zudem konnten alle drei getesteten Subklone der dHL-60 SCR Zellen in Flusskam-
mer-Experimenten unter Stimulation mit fMLP, im Gegensatz zu den dHL-60 WT
Zellen, nicht zur Adharenz auf ICAM-1 gebracht werden (Daten nicht gezeigt).

Grunde hierfur konnten sein, dass die verwendete SCR shRNA gegen eine mRNA
innerhalb der Zelle kodiert war oder eine solche unspezifisch band und so eine Pro-
teinexpression verhinderte [192]. Dadurch kdnnte ein Regulator fur die Integrine oder
der Zelladhasion betroffen gewesen sein und somit die beschriebenen Defekte erkla-

ren.

Eine weitere Erklarung fur diese Dysregulation ware, dass durch den viralen Gen-
transfer und das Produkt der doppelstrangigen (sh)RNA (dsRNA) Abwehrmecha-
nismen des unspezifischen Immunsystems aktiviert wurden [193, 194]. Dabei kann
entweder das virale Genom selbst oder auch spater produzierte dsRNA die Zellen
aktivieren und zu einer erhdhten Interferonproduktion fuhren. Durch weitere Mecha-
nismen wird die dsRNA-activated Protein Kinase (PKR) aktiviert, die den elF2a
Komplex phosphoryliert [194, 195]. Dieser bindet anschlieRend an elF2B und inhi-
biert die Translation an den Ribosomen. Zudem werden RNAsen aktiviert, die neben
Degradierung der shRNA auch zum unspezifischen Abbau von mRNA fuhren kon-
nen und auf diesem Weg ebenfalls eine Proteinexpression verhindern [194, 196].
Zudem konnte gezeigt werden, dass diese Signalwege durch eine direkte Bindung
der dsRNA an den Toll-like Rezeptor 3 (TLR3) vermittelt werden [193, 194, 197].

Aufgrund der Fehlregulation in der Expression und der Affinitatsregulation der
B2-Integrine und der Unfahigkeit der dHL-60 SCR Zellen adharent zu werden, wurde
das Modellsystem der shRNA transduzierten HL-60 Zellen, unter den in dieser Arbeit
verwendeten Bedingungen, als nicht aussagekraftig betrachtet und wie bereits er-

wahnt verlassen.

4.4 Herstellung der HPK1-EGFP HL-60 Zelllinie
Fur die Durchfihrung der Co-Immunprazipitation mit der GFP-NanoTrap®-

Technologie [198] zur Aufschlusselung des HPK1-Interaktoms musste zuerst eine
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Zelllinie generiert werden, die HPK1-EGFP exprimierte. Zu diesem Zweck wurden
die beschriebenen Klonierungsschritte durchgefuhrt, um das Gen fur grun fluoreszie-
rende Protein (EGFP) an die HPK1-cDNA zu koppeln und in ein lentivirales Grund-
gerust einzubringen. Nach erfolgtem Kontrollverdau und Sequenzierungen konnte
davon ausgegangen werden, dass alle Sequenzen korrekt waren und keine Mutation
wahrend der einzelnen Schritte stattgefunden hatte. Auch die weitere Evaluation der
Proteinexpression der transduzierten Zellen im Western Blot zeigte wie erwartet die
Expression des endogenen HPK1 bzw. HPK1-EGFP in den entsprechenden Zellli-
nien. Die weitere Analyse der subzellularen Lokalisation des HPK1-EGFP Konstrukts
in dHL-60 Zellen zeigte ein zytoplasmatisches Verteilungsmuster und eine Co-
Lokalisation mit mAbp1 und Aktin, welche sich unter Stimulation der Zellen in das
Lamellipodium der Zelle verlagerte [126]. Daher konnte davon ausgegangen werden,
dass die methodische Grundlage zur Verwendung dieser Zelllinie fur weitere Expe-

rimente gegeben war.

4.5 Co-Immunprazipitation

Die dHL-60 HPK1-EGFP Zellen und die dHL-60 EGFP Kontrollzelllinie wurden lysiert
und far die Co-Immunprazipitation verwendet. Um den Erfolg und die Spezifitat des
Experimentes zu gewahrleisten, wurde vor der Analyse durch die Massenspektro-
metrie ein Western Blot der genannten Proben angefertigt. Zum einen wurde die
Proteinexpression in den Lysaten untersucht, bevor diese der Prazipitation zugefuhrt
wurden (Input-Kontrolle). In dieser zeigten wie erwartet alle Zelllinien eine intakte
Expression des endogenen HPK1. Zudem zeigten unstimulierte und stimulierte dHL-
60 HPK1-EGFP Zellen eine Expression des Fusionsproteins mit korrekter Grofe.
Zum anderen wurde ein Western Blot mit den Proben nach der Prazipitation durch-
gefuhrt. In den dHL-60 EGFP Zellen konnten bei Verwendung eines HPK1-
Antikorpers keine Proteine detektiert werden. Dies spricht fur die Spezifitat des Ver-
suches. In den dHL-60 HPK1-EGFP Proben konnte das Fusionsprotein deutlich dar-
gestellt. Dies zeigte, dass die Prazipitation erfolgreich war. Nach dreimaliger Repro-
duktion der Ergebnisse konnten die Proben fur die weitere Analyse in der Massen-

spektrometrie vorbereitet werden.
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4.6 Das HPK1-Interaktom

4.6.1 Signalproteine des HPK1-Interaktoms

Nach Analyse der prazipitierten Proteine in der Massenspektrometrie konnten ver-
schiedene vielversprechende Kandidaten des HPK1-Interaktoms identifiziert werden.
Interessante Vertreter sind vor allem die Signalproteine, da auch HPK1 als Serin-
/Threoninkinase unter diese Kategorie fallt. Ein sehr vielversprechender Kandidat ist
hierbei die Tyrosinkinase Syk, deren Funktion auf die Rekrutierung der neutrophilen
Granulozyten konnte bereits mehrfach gezeigt werden konnte [116, 118-121, 199].

Syk ist eine Tyrosinkinase, die N-terminal aus zwei SH2-Domanen besteht, die
durch eine Interdomane A getrennt werden. Abgetrennt durch eine weitere Interdo-
mane B folgt eine C-terminale Kinasedomane [200]. Syk wurde ursprunglich in
Schweinen beschrieben als 72 kDa Protein, das hauptsachlich in der Milz und im
Thymus exprimiert wird [201]. Syk werden Funktionen in der Lymphozytenentwick-
lung und der Signaltransduktion nach Immunrezeptor- und B2-Integrinstimulation zu-
geschrieben [202-205]. AuRerdem wird Syk fur die Mastzelldegranulation und die
Zytokinfreisetzung bendtigt [206]. Syk-defiziente Mause sterben perinatal wahr-
scheinlich aufgrund von Fehlbildungen im Gefal3- und Lymphsystem [203, 204, 207,
208]. In Syk-defizienten neutrophilen Granulozyten ist die durch fMLP und TNF-a
induzierte Adhasion auf immobilisiertem Fibrinogen eingeschrankt [202]. dHL-60 Zel-
len, die eine dominant negative Mutante von Syk exprimieren und Syk-defiziente
neutrophile Granulozyten bilden mehrere instabile Lamellipodia aus [119, 121]. Nach
Aktivierung der B2-Integrine werden die ITAM-Seitenketten von DAP12 und FcRy
durch die SFKs phosphorlyiert. Es folgt die Rekrutierung von Syk und es kommt zu
einer weiteren Bindung zu deren Interaktionspartnern PLC-y, Vav, SLP-76, Cbl, PI3K
und mAbp1 [121, 200, 205, 209-211]. Vav-1, welches hauptsachlich in hamatopoeti-
schen Zellen exprimiert wird, ist ein Guanine-Nucleotide Exchange Factor (GEF) fur
GTPasen der Rho/Rac Familie und insbesondere, Rac1, Rac2 und RhoG [212, 213].
Fur die Anreicherung von Syk am Lamellipodium ist deren Aktivitat sowie die Bin-
dungsstelle zu Vav erforderlich. Diese Anreicherung ist auch erforderlich fur eine
intakte B2-Integrin-abhangige Migration [119].

Im spezifischem Immunsystem ist Syk zusammen mit den SFKs an der Phosphory-

lierung von HPK1 an Tyr379 beteiligt und reguliert damit die weitere Bindung an das
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Adapterprotein SLP-76 bzw. BLNK. Durch diese Interaktion wird im adaptiven Im-
munsystem die negative regulatorische Funktion auf die T-Zell- bzw. B-
Zellrezeptoren und das B2-Integrin LFA-1 vermittelt [128-131].

In der hier vorliegenden Analyse konnte Syk nur in unstimulierten Zellen mit HPK1
zusammen prazipitiert werden. Interessanterweise befinden sich in den unstimulier-
ten Proben das Transmembranprotein DAP12, dessen ITAM-Seitenketten nach
Phosphorylierung durch die SFKs die Bindungsstelle fur Syk darstellt. Au3erdem
konnte mit FAM120A auch ein positiver Regulator der SFKs prazipitiert werden.
Moglicherweise wird HPK1 im unspezifischen Immunsystem in inaktivierten Zellen
von Syk zusammen mit den SFKs an Tyr379 phosphoryliert, so wie es im adaptiven
Immunsystem der Fall ist und somit ebenfalls die Interaktion mit SLP-76 induziert.
Der HPK1-SLP-76 Komplex konnte dabei eine ahnlich hemmende Wirkung auf
LFA-1 haben wie im erworbenen Immunsystem. Bei Stimulation der Immunrezepto-
ren oder der B2-Integrine konnten durch die dadurch aktivierten Signalwege und die
verstarkte Syk-Rekrutierung zu anderen Bindungspartnern die Phosphorylierung von
HPK1 durch Syk verhindert oder deutlich reduziert werden. Die nicht phosphorylierte
HPK1 konnte SLP-76 nicht mehr binden und somit ware SLP-76 fur weitere Bindun-
gen frei. Hierdurch konnte dessen Bindung zu ADAP stattfinden, die positiv regulato-
risch auf die Integrinaktivierung wirkt und normalerweise durch die konkurrierende
Bindung von HPK1 eingeschrankt wird. Dadurch konnte es den Zellen erleichtert
werden, ihre Integrine zu aktivieren. Dies stande im Einklang mit dem Befund, dass
HPK1 im angeborenen Immunsystem als positiver Regulator der 32-Integrine und vor
allem LFA-1 agiert. Die initiale Phosphorylierung von HPK1 kénnte durch den positi-
ven SFK-Regulator FAM120A initiet und weitere Effekte nach Syk-
Phosphorylierung durch kleine GTPase Rac1 vermittelt werden. Diese beiden Prote-
ine wurden ebenfalls in den unstimulierten Proben identifiziert. Ein interessanter Me-
chanismus, der als negative Ruckkopplung die Lokalisation von HPK in der Nahe
von Transmembranproteinen wie DAP12 im unstimulierten Zustand aufheben konn-
te, ist die Aktivierung des Rho GDP-Dissociation Inhibitor 1 (RHOGDI1; ARHGDIA).
Dieser inhibiert die Wirkung von Rac1 durch Verhinderung des GDP-Austausches.
Ein solcher negativer Feedbackmechanismus der RHOGDIs auf die Rac-vermittelten
Signalwege wurde bereits diskutiert [214, 215]. RHOGDI1 konnte interessanterweise
spezifisch in den stimulierten Proben mit HPK1 prazipitiert werden.
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Das Protein FAM120A (auch Homo sapiens Chromosome Open Reading Frame 10
(C90rf10) oder Oxidative Stress-associated Src activator (Ossa)) wurde als ein neu-
er Aktivator der SFKs identifiziert [216]. Dabei ist FAM120A sowohl mit der SH2- als
auch mit der SH3-Domane der SKFs assoziiert und unterstutzt dabei die Entfaltung
der inaktiven Form der SFKs. Im Zuge dieser Interaktion wird FAM120A an Tyrosin-
resten phosphoryliert und ist an der weiteren Rekrutierung der PI3K beteiligt. Zudem
aktiviert es den PI3K-AKT Komplex und vermittelt dadurch einen Schutzmechanis-
mus gegen oxidativen Stress. Die Aktivierung der Serine/Threonine-Protein Kinase
Akt (AKT) wird durch Ausschaltung der FAM120A Expression durch siRNA unter-
bunden. Gleiches gilt fur die SFKs und die zellulare Antwort mit ROS-Produktion
[216, 217]. Zudem kann die antiapoptotische Wirkung nach Ausschaltung von
FAM120A aufgehoben werden. Aul3erdem kann dieser gesamte Mechanismus und
im Speziellen die Aktivierung der SFKs durch Behandlung mit PP2, welches einen
Inhibitor der SFKs darstellt, unterbunden werden. Eine Uberexpression von
FAM120A resultiert in einer verstarkten Aktivierung der SFKs [216]. So konnte auch
gezeigt werden, dass die Expression von FAM120A beim szirrhdsen Magenkarzi-
nom deutlich erhoht ist und so eine mogliche Erklarung fur das schlechte Anspre-
chen auf Therapien dieser Form des Magenkrebses liefert [216, 218, 219]. Eine
Suppression von FAM120A verringert in mehreren Modellen das Tumorwachstum.
Dieses Resultat ist besonders interessant, da auch HPK1-defiziente Mause ein ver-
mindertes Tumorwachstum zeigen, vermittelt durch eine Resistenz gegen Prostag-
landin E2 (PGE2) [182, 185, 220]. Interessanterweise spielt FAM120A auch eine
Rolle in den Signalwegen, die durch die photodynamische Therapie (PDT) ausgelost
werden. Diese fuhren zu einer zellularen Stressantwort, die neben den SFKs auch
MAP-Kinasen und die JNK involvieren [217, 221, 222]. Dieser Mechanismus ist be-
zuglich der Funktion von HPK1 als MAP4-Kinase interessant, da genau diese Sig-
nalwege durch HPK1 aktiviert werden [134, 135]. Weitere Arbeiten konnten zeigen,
dass FAM120A nach Ligation des Interleukin-13 Rezeptor a2 (IL13a2) aktiviert wird
und die Focal Adhesion Kinase (FAK), SFKs und die PI3K aktiviert [219]. IL-13 ist
vor allem an der Pathogenese von allergischen Erkrankungen, Tumoren und Auto-
immunerkrankungen beteiligt. Dabei wird dort Zelladhasion, Migration und Invasion
der Tumorzellen vermittelt [219, 223, 224]. Die Unterbrechung der FAM120A-
Expression in den Tumorzelllinien KM12SM und SW620 inhibiert die basale Zellmig-
ration und wirkt sich negativ auf die Tumorzelladhasion aus. Aul3erdem zeigen diese
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Zellen eine erhohte Anfalligkeit fur Apoptose [219]. Weitere Co-
Immunprazipitationsstudien in KM12SM Zellen zeigen, dass zusammen mit
FAM120A das Bi-Integrin, die SFKs, Talin und weitere Vertreter der Integrinsignal-
wege prazipitiert werden kénnen. Zudem konnten Rac1 und ARHGDIA prazipitiert
werden, die auch in der hier vorliegenden Arbeit gefunden wurden [219].

FAM120A ist ein interessanter Kandidat des HPK1-Interaktoms, da es eine Rolle bei
der Apoptoseregulation spielt, das Tumorwachstum auch unter den schwierigen Be-
dingungen in der Tumorumgebung ermodglicht und es auch eine Funktion bei der
Zellmigration und Adhasion einnimmt [216-219]. HPK1 hat wie beschrieben ebenfalls
einen Einfluss auf die Apoptose, vermittelt die Resistenz gegen das PGE2-
vermittelte Tumorwachstum und spielt eine Rolle bei der Zellmigration. Deshalb
konnten durch die beiden Molekule ahnliche Signalwege aktiviert werden oder das

Zusammenspiel der beiden Molekule an diesen entscheidend beteiligt sein.

Einige Mitglieder des HPK1-Interaktoms spielen eine Rolle bei der Regulation von
Rho-GTPasen Familienmitgliedern. Der Rho GTPase Dissociation Inhibitor Alpha
(ARGHDIA) zeigt hierbei einen negativen [215] und der Rac/Cdc42 Guanine Nucleo-
tide Exchange Factor 6 (ARHGEFG6) einen positiven Einfluss auf diese Regulation
[225]. Das GEMe-interacting Protein (GMIP) zeigt eine spezifische GTPase-Aktivitat
fur RhoA, nicht jedoch Rac oder Cdc42 [226]. Die Tyrosine Protein Phosphatase
non-Receptor type 11 (PTPN11) kontrolliert zusammen mit RhoA die ROCKII-
Aktivierung [227]. Mit Rac1 konnte auch ein Vertreter der GTPasen selbst in der Co-
Immunprazipitation identifiziert entdeckt werden [228].

ARHGDIA, auch bekannt als RHOGDI1, konnte bei stimulierten Proben mit HPK1
prazipitiert werden. Dieses Protein wird ubiquitar exprimiert und interagiert mit den
GTPasen RHOA, RHOC, Rac1, Rac2 und Cdc42 [215, 229, 230]. Sie verhindern die
Dissoziation des GDP und dadurch die Bindung zu GTP, das fur eine erneute Akti-
vierung der GTPasen erforderlich ware [231]. Zudem wird diskutiert, ob die Familie
der RHOGDIs eine Funktion im Transport der GTPasen zwischen dem Zytosol und
Zellmembran einnehmen und so deren Aktivitat regulieren kann [232-234]. Damit
konnte RHOGDI1 den oben diskutierten negativen Feedbackmechanismus auf die
Rac1-Regulierung vermitteln und die HPK1-Lokalisation von Transmembranprotei-

nen im inaktivierten Zustand zu anderen Interaktionspartnern nach Stimulation be-
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wirken [214, 215]. Im humanen System ist Rac-2 die pradominante Isoform. Rac-1-
defiziente neutrophile Granulozyten zeigen im Vergleich zu den Rac-2-defizienten
neutrophilen Granulozyten keinen Migrationsdefekt [235-237]. Beide Isoformen lie-
gen dabei innerhalb des Syk-Signalweges [235]. Die Aktivitat der Rac-GTPasen wird
in humanen neutrophilen Granulozyten zeitlich genau reguliert und nimmt nach

B2-Integrin-vermittelten Adhasion ab [238].

Anderen Mitgliedern des HPK1-Interaktoms wurde bereits eine Rolle der Regulation
der Zelladhasion zugeschrieben. So reguliert der ADP Ribosylation Factor 6 (ARF6)
die Adhasion und transendotheliale Migration von humanen neutrophilen Granulozy-
ten, Monozyten, dendritischen Zellen und T-Lymphozyten [239]. Die ADP Ribosyl
Cyclase/Cyclic ADP Ribose Hydrolase 2 (BST1) ist durch einen GPI-Anker an die
Zellmembran gebunden und beeinflusst die Adhasion und fMLP-induzierte
Chemotaxis [240].

Als weitere Vertreter der Signalproteine im HPK1-Interaktom konnten drei Mitglieder
der Annexin-Familie gefunden werden. Annexin A1 (ANXA1) fuhrt in neutrophilen
Granulozyten zu einer verminderten Gewebeinfiltration und aktiviert die Apoptose
[241], Annexin A2 (ANXAZ2) inhibiert ebenfalls die Inflammation durch eine negative
Regulation der ROS- und IL-17A-Produktion [242]. Annexin A7 (ANXA7Y) spielt vor

allem eine Rolle bei der Exozytose in Folge erhéhter Ca?*-Konzentrationen [243].

Weitere Vertreter der Signalproteine des HPK1-Interaktoms spielen eine Rolle in
Kinase-Signalwegen, wie das APAF1 Interacting Protein (APIP), welches AKT und
ERK1/2 aktivieren kann [244]. Auch die Serine/Threonine-Protein Phosphatase
CPPED1 spielt durch die Dephosphorylierung an Ser4d73 von AKT eine Rolle [245].
Die Putative Nucleoside Diphosphate Kinase (NME2P1) aktiviert ebenfalls den AKT-
Signalweg und den weiter folgenden NFkB-Signalweg [246]. Auch das in vielen Tu-
mor- und Leukamiezelllinien erhdhte S100A6 aktiviert neben dem ERK1/2- und p38
MAPK-Signalweg eine Vielzahl weiterer zellularer Prozesse [247]. Das Histidine Tri-
ad Nucleotide-binding Protein 1 (HINT1) bindet an die Proteinkinase C und inhibiert
deren Tatigkeit [248].

Auch Bestandteile der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren (GPCR) und deren weite-
re Signalwege konnten detektiert werden. So konnte mit der G-Protein Subunit
Gamma 5 (GNGDY5) direkt ein Teil der G-Proteine selbst identifiziert werden [249]. Zu-
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dem wurde der Regulator of G Protein Signaling 11 (RGS11) gefunden, der als
GTPase-activating Protein (GAP) fur Ga-Proteine dient und an Gp-Untereinheiten
bindet und so das GPCR-vermittelte Signaling kontrolliert [250].

Galectin-3 (LGALS3) wird eine Rolle bei der zellularen Stressantwort und Differen-
zierung, im Speziellen der Ausdifferenzierung von HL-60 Zellen durch DMSO zuge-
schrieben [251]. Auch der MOB Kinase Activator 1A (MOB1A) wirkt als Tumorsupp-
ressorgen hemmend auf den Zellzyklus und somit die Proliferation und fordert die
Apoptose [252]. Das Ca?*-bindende Protein Sorcin (SRI), welches in vielen Tumoren
sowie Leukamien erhoht exprimiert wird, unterbindet die Apoptose und fuhrt zu einer
Resistenz gegenuber einigen Chemotherapeutika [253].

Insgesamt konnten in der vorliegenden Arbeit erstmals Interaktionspartner von HPK1
im angeborenen Immunsystem identifiziert werden. Hierbei liel3en sich viele Signal-
proteine identifizieren, denen bereits eine wichtige Funktion in der Leukozytenrekru-
tierung sowie in den Signalwegen der Immunrezeptoren zugeschrieben werden
konnte. Zudem konnten weitere Molekule detektiert werden, die Rollen in ahnlichen
regulatorischen Zellprozessen wie HPK1 einnehmen, beispielsweise in der Apoptose
oder beim Tumorwachstum. Des Weiteren konnten erste Anhaltspunkte gewonnen
werden, wie es zu den unterschiedlichen Funktionen von HPK1 im angeborenen im

Vergleich zum erworbenen Immunsystem kommen konnte.

4.6.2 Zytoskelett-assoziierte Proteine

Da HPK1 ihre Funktionen Uber eine Interaktion mit dem Zyoskelett austbt und dabei
mit Bestandteilen desselbigen co-lokalisiert, sind in einer zweiten wichtigen Katego-
rie die Zytoskelett-assoziierten Proteine zusammengefasst worden. Als Bestandteil
von Dynein bindet die Light Chain Roadblock Type 1 (DYNLRB1) an Mikrotubuli und
agiert dabei als Motorprotein, das am Transport unterschiedlicher biologischer Las-
ten beteiligt ist [254]. Das Band 4.1-like Protein 3 (EPB41L3) ist ein Protein der 4.1
Familie, das die Zellmembran mit dem Zytoskelett verbindet. Es besitzt neben einer
FERM-Domane eine Spectrin- und Aktin-bindende Domane (SABD) [255]. Das Heat
Shock Protein 27 (HSPB1) bindet und reorganisiert das Aktin-Zytoskelett. Zudem
wird ihm eine Rolle bei der Chemotaxis und Exozytose von neutrophilen Granulozy-
ten zugeschrieben. Es bildet dabei einen Komplex mit AKT und der p38 MAPK, von
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der es phosphoryliert wird [256, 257]. Das LIM and SH3 Domain Protein 1 (LASP1)
besitzt neben den beiden im Namen erwahnten Domanen, die Proteininteraktionen
dienen, 2 Nebulin Repeats (NR), die es direkt an das Aktin-Zytoskelett koppeln
[258].

Transgelin-2 (TAGLNZ2) ist ein Aktin-bindendes Protein, das hauptsachlich in
T-Zellen exprimiert wird und das Zytoskelett der immunologischen Synapse stabili-
siert. Dadurch wird unter anderem die Aktivierung des [3,-Integrins LFA-1 aufrecht-
erhalten [259, 260]. Es besteht aus einer N-terminalen Calponin Homology (CH)
Domane und einen C-terminalen Calponin-like Module (CLIK) [261, 262]. Neben
Transgelin-2 existieren die Isoformen Transgelin-1, die hauptsachlich in glatten Mus-
kelzellen exprimiert wird [263] und Transgelin-3, das hauptsachlich im Gehirn vor-
kommt [264]. Transgelin-2 stabilisiert das kortikale F-Aktin, indem es die Aktindepo-
lymerisierung blockiert und mit Cofilin um die Aktinbindung konkurriert [259, 260].
Hierdurch konnen Komponenten der Zellaktivierung an der immunologischen Sy-
napse gehalten und eine anhaltende Aktivierung von LFA-1 ermdglicht werden [259,
260]. Hier ist Transgelin-2 an der Integrin-vermittelten Adhasion an ICAM-1 in
T-Zellen beteiligt [259, 260]. Ein ahnlicher Effekt konnte auch in B-Lymphozyten ge-
zeigt werden [265].

Insgesamt konnten einige Vertreter der Zytoskelett-assoziierten Proteine im HPK1-
Interaktom identifiziert werden, die mogliche direkte Bindungspartner von HPK1 dar-
stellen und eine Koppelung von HPK1 an das Zytoskelett ermoglichen. Auffallig war
insbesondere eine vermehrte Detektion der Zytoskelett-assoziierten Proteine in sti-
mulierten im Vergleich zu den unstimulierten Proben. Durch die Interaktion von
HPK1 mit Transgelin-2 nach Stimulation der Zellen konnte analog zum adaptiven
Immunsystem durch eine Stabilisierung des Aktin-Zytoskeletts im Bereich der Zell-
membran LFA-1 in dessen hochaffinen Form stabilisiert werden. Uber diesen Me-
chanismus konnte HPK1 ihre stabilisierende Wirkung auf die hochaffine Form der

B2-Integrine vermitteln.
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4.6.3 Transmembranproteine

Eine dritte interessante Kategorie des HPK1-Interaktoms bilden die Transmebran-
proteine. Die Funktion von HPK1 bei der Regulation des B2-Integrins LFA-1 sowie
des BCR und TCR wird, wie oben beschrieben, Uber eine Interaktion mit den ITAM-
tragenden Seitenketten von Transmembranproteinen wie DAP12 und FcRy vermit-
telt.

Dabei konnte DAP12 (TYROBP) selbst als Mitglied des HPK1-Interaktoms in der
vorliegenden Arbeit identifiziert werden. DAP12 ist ein ITAM-tragendes Protein, wel-
ches als Interaktor von CD18 eine wichtige Rolle bei der Aktivierung der (B2-Integrine
auf neutrophilen Granulozyten einnimmt. Die ITAM-Motive von DAP12 kdnnen von
den SFKs phosphoryliert werden und eine weitere Rekrutierung von Syk erfolgen
[266, 267].

Die Plasma Membrane Calcium-transporting ATPase 4 (ATPB2) ist ein ubiquitar ex-
primierter Transporter, der an der Ca?*-Homoostase beteiligt ist [268]. Der Histamine
H4 Receptor (HRH4) ist als negativer Regulator der Degranulation von humanen
neutrophilen Granulozyten beschrieben [269]. Das Integrin Alpha 5 (ITGAS5) wird als
Bestandteil des B1-Integrins in geringem Male in neutrophilen Granulozyten expri-
miert und dient vor allem der Bindung zu Fibronektin [270]. Das Platelet and En-
dothelial Cell Adhesion Molecule 1 (PECAM1) wird auch in neutrophilen Granulozy-
ten exprimiert und co-lokalisiert dort am Lamellipodium mit F-Aktin. Interessanter-
weise zeigen PECAM1~- neutrophile Granulozyten einen Defekt in der Lokalisation
und Aktivitat der SHP-2 [271]. Die Rolle des Secretory Carrier-Associated Membrane
Protein 4 (SCAMP4) besteht hauptsachlich im Recycling von Bestandteilen der Zell-
oberflache [272]. Syntaxin-4 (STX4) ist Teil des SNARE-Komplexes und spielt neben
der Endozytose auch eine Rolle in der Formation des Lamellipodiums [273]. Die Rol-
le des Transmembrane Protein 205 (TMEMZ205) ist weitgehend ungeklart, jedoch ist
eine Rolle bei der Entwicklung von einer Cisplatinresistenz bei Tumorzellen be-
schrieben [274].

Unter den Transmembranproteinen des HPK1-Interaktoms konnten Proteine wie
DAP12 detektiert werden, denen bereits eine wichtige Rolle in den Signalwegen der
B2-Integrinaktivierung auf neutrophilen Granulozyten zugeschrieben werden konnte.

Zum anderen konnten bisher wenig erforschte Proteine wie TMEM205 identifiziert
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werden, deren Bedeutung fur die Leukozytenrekrutierung bislang unklar ist und so-
mit mogliche vielversprechende Kandidaten fur weitere Analysen zur Aufschlisse-
lung der Signalwege von HPK1 in neutrophilen Granulozyten darstellen.

4.6.4 Adapterproteine

Eine vierte bedeutende Kategorie des HPK1-Interaktoms sind die Adapterproteine,
da die Funktion von HPK1 maligeblich von dessen Interaktionspartnern abhangt.
Adapter Related Protein Complex 3 Sigma 2 Subunit (AP3S1) ist ein ubiquitar ex-
primierter Adapterkomplex der am Transport von membranstandigen Proteinen be-
teiligt ist [275]. Arfaptin-1 (ARFIP1) bindet unter anderem Arf6é und wirkt so inhibie-
rend auf die Phospholipase D [276]. Das Growth Factor Receptor-Bound Protein 2
(GRB2) ist ein bekanntes Adapterprotein von HPK1 und kann dabei Tyrosinkinasen
mit diesem und Ras-GTPasen verbinden [146]. Nucleobindin-2 (NUCB2) ist ein
Ca?*-bindendes Protein, das in dessen Homoostase und am GPCR-Signaling betei-
ligt ist [277]. Das 14-3-3 Protein Eta (YHAH) ist ein negativer Regulator der AKT-
aktivierenden PDK1 [278].

Ein bekannter Interaktionspartner, der im adaptiven Immunsystem konstitutiv mit
HPK1 interagiert, konnte mit dem Adapterprotein Grb2 ebenfalls gefunden werden.
Als Verbindung zu den transmembranaren Wachstumsrezeptoren bindet HPK1 das
Grb2 Uber dessen SH3-Domane. Bei dessen Abwesenheit ist zudem die Kinaseakti-
vitat von HPK1 eingeschrankt [143, 146, 147].

Als weiteres bekanntes Adapterprotein von HPK1 konnte mAbp1 jedoch nicht prazi-
pitiert werden [126, 127]. Dies konnte an den relativ kurzen und zum Teil nur sehr
schwach ausgepragten Protein-Protein-Interaktionen von Kinasen wie HPK1 mit ih-
ren Substraten liegen. Somit waren die bei der Co-Immunprazipitation auf die Pro-
ben ausgeubten Krafte moglicherweise zu grol3, als dass diese Interaktion aufrecht-
erhalten werden konnte, da der hier verwendete Versuchsaufbau hauptsachlich zur
Identifikation von mittleren bis starken Protein-Protein Interaktionen genutzt werden
kann [279-281].
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4.6.5 Schlussfolgerung

Die Identifizierung der Proteine, die mit HPK1 prazipitiert werden konnten, liefern
einen ersten Einblick in das HPK1-Interaktom im angeborenen Immunsystem und
geben einen Anhaltspunkt fur mogliche Signalwege, uber die HPK1 ihre Funktion in
den B2-Integrin-vermittelten Mechanismen ausubt. Hierbei konnten neben gut er-
forschten Vertretern dieser Prozesse wie die Tyrosinkinase Syk auch Proteine wie
zum Beispiel FAM120A, deren Funktionen noch weitgehend unverstanden sind oder
Transgelin-2, dessen Rolle im Immunsystem erst vor kurzem beschrieben wurde,

identifiziert werden.

Hinweise auf eine mogliche Lokalisationsverlagerung von HPK1 innerhalb der Zellen
nach deren Aktivierung lassen sich auch gewinnen, wenn man die Aufteilung der
identifizierten Proteine auf die Unterkategorien des HPK1-Interaktoms analysiert. Im
unstimulierten Zustand lassen sich neben der Hauptgruppe der Signalproteine vor-
wiegend Transmembranproteine finden. Nach Stimulation Iasst sich nur noch ein
einziges Transmembranprotein detektierten und der Anteil der Adapterproteine und
Zytoskelett-assoziierten Proteine nimmt stark zu. Unter Stimulation konnte somit wie
bereits diskutiert die hemmende Phosphorylierung von HPK1 durch Syk wegfallen
und HPK1 von der Membran dislozieren. Diese Prozesse konnten auch durch den
bereits diskutierten negativen Feedbackmechanismus der RHOGDIs unterstutzt
werden. Anschliefend konnte HPK1 weitere Signalfunktionen bei der Reorganisation
des Zytoskeletts ausiben und so die hochaffine Form der B2-Integrine zusatzlich

stabilisieren.

Um diese potentiellen Mechanismen zu bestatigen, sind weitere Studien erforderlich.
Zur Verifizierung der direkten Interaktion von HPK1 mit Mitgliedern des HPK1-
Interaktoms sollten Experimente mit rekombinanten Proteinen durchgefuhrt werden.
Zudem sind weitere Experimente erforderlich, um eine Co-Lokalisation der Vertreter
des HPK1-Interaktoms mit HPK1 zu bestatigen. Um die Signalwege von HPK1 bes-
ser aufzuklaren und zu verstehen, sollten Substrate von HPK1 Uber die Ermittlung
des HPK1-Phosphoprotems identifiziert werden. Eine genaue Charakterisierung der
bisher noch wenig erforschten Interaktionspartner konnte das Verstandnis der ge-

nauen molekularen Mechanismen des HPK1-Signalweges fordern.
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4.7 Ausblick

Neutrophile Granulozyten spielen eine entscheidende Rolle bei der akuten Entzin-
dungsreaktion. Neben ihrer Aufgabe als Vermittler in der initialen angeborenen Im-
munantwort werden ihnen weitere Funktionen vor allem in der Pathogenese von
chronischen entzundlichen Erkrankungen unter anderem des kardiovaskularen Sys-
tems und von Autoimmunerkrankungen zugeschrieben. Fur viele dieser Erkrankun-
gen gibt es derzeit nur eine unzureichende oder keine adaquate medikamentose
Therapie. Ein winschenswertes Ziel ware die Entwicklung eines Medikamentes, das
die Entwicklung der chronisch entzindlichen Erkrankungen verhindert, aber zugleich
die Immunabwehr gegen pathogene Keime nicht beeintrachtigt. Zudem ist es von
der Seite des Patienten erstrebenswert, dass eine solche Therapie arm an Neben-
wirkung ist. Ein vielversprechender Kandidat zur medikamentosen Therapie ware
daher HPK1, da es in adulten Organismen fast ausschliel3lich in den Zellen des ha-
matopoetischen Systems exprimiert wird. Eine spezifische Hemmung wuirde sich
somit auf dieses System beschranken und auch die Wirkung bzw. Nebenwirkung auf
die restlichen Korperzellen entfiele aufgrund der nicht vorhandenen Expression.
Auch im Bereich der Onkologie wird bereits nach einem potenten Hemmstoff von
HPK1 geforscht, da man sich auch hier aufgrund ihrer spezifischen Expression eine
anti-Tumortherapie mit geringen Nebenwirkungen verspricht [185].

Um einen Wirkstoff zu finden, der das Fortschreiten inflammatorischer Prozesse
adaquat unterbindet, ist es jedoch erforderlich, die molekularen Mechanismen inner-
halb der Leukozyten besser zu erforschen. In den letzten Jahren konnten in diesem
Bereich gro3e Fortschritte erzielt werden. So konnte gezeigt werden, dass das Aktin-
bindende Protein mAbp1 bei der Stabilisierung der hochaffinen Konformation der
B2-Integrine, die fur eine regelrechte Rekrutierung der neutrophilen Granulozyten aus
dem Gefallsystem bendtigt wird, entscheidend beteiligt ist. Interessanterweise findet
man diesen Effekt nur unter Flussbedingungen und nicht bei statischen Bedingun-
gen [33, 124, 125]. Ahnliche Effekte konnten fir HPK1 beschrieben werden, das in
HL-60 Zellen konstitutiv mit mAbp1 prazipitiert werden konnte und in diesen Neutro-
philen-ahnlichen Zellen mit diesem co-lokalisierte [126]. Auch im adaptiven Immun-
system findet diese Interaktion statt und vermittelt somit die Kopplung von HPK1
uber mAbp1 an das Aktin-Zytoskelett [127].
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Um spezifisch in diesen Mechanismus durch eine potentielle Medikation einzugrei-
fen, ist es daher notwendig zu wissen, ob bereits die Modulation einer einzelnen
Domane von HPK1 die gewunschten Effekte einer abgeschwachten Immunantwort
bewirken und die anderen regulatorischen Mechanismen innerhalb der Zelle unbe-
ruhrt lassen. Um diese Frage zu klaren, bietet es sich an, die einzelnen Domanen
von HPK1 zu mutieren und die Mutanten in einer Zelllinie zur Expression zu bringen,
in der die Expression der endogenen HPK1 beispielsweise durch die CRISPR/Cas-
Technologie [282] ausgeschaltet wurde. Dabei bietet sich neben der N-terminalen
Kinasedomane entweder eine der vier prolinreichen Motive an, die die Protein-
Protein-Interaktionen mit den SH3-Domanen der Bindungspartner vermitteln oder die
C-terminale Citron Homology Domain, die eine regulatorische Funktion einnimmt,
an. AulRerdem bestinde die Mdglichkeit, nur das N- oder das C-terminale Spaltpro-
dukt von HPK1 nach Prozessierung durch Caspasen zur Expression zu bringen. Fur
diese beiden Produkte wurden im adaptiven Immunsystem bereits unterschiedliche
Wirkweisen in dem selben Mechanismus wie dem NFkB-Signalweg gezeigt.

Daruber hinaus ware es interessant, die Funktion von HPK1 bei verschiedenen
Krankheitsmodellen zu analysieren, um so einen besseren Einblick in die Relevanz
von HPK1 bei unterschiedlichen inflammatorischen Situationen zu gewinnen. Von
besonderem Interesse waren hierbei Erkrankungen, die durch die neutrophilen Gra-
nulozyten gesteuert werden wie die chronische Gastritis nach Infektion mit dem Bak-

terium Helicobacter pylori [283].

Des Weiteren ware es interessant, die Signalwege auf molekularer Ebene genauer
zu verstehen. Neben der in dieser Arbeit durchgefuhrten Co-Immunprazipitation und
Aufschliusselung des HPK1-Interaktoms uUber Massenspektrometrie ist es von gro-
Rem Interesse, die weiteren Phosphorylierungen, die durch HPK1 verursacht wer-
den, aufzuklaren. Das HPK1-Phosphoproteom kdnnte Uber eine massenspektromet-
rische Analyse identifiziert werden, um so einen genaueren Einblick in die Signalwe-
ge zu erhalten. Hierbei kdnnten neutrophile Granulozyten aus dem Knochenmark
von HPK1**- und HPK1/-Mausen isoliert werden und Unterschiede im Phosphory-
lierungsprofil nach Aufreinigung und chromatographischer Auftrennung Uber Mas-

senspektrometrie aufgeklart werden.
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5 Zusammenfassung

Polymorphkernige neutrophile Granulozyten spielen eine entscheidende Rolle in der
akuten Entzindungsreaktion und vermitteln dabei die erste Abwehr gegen korper-
fremde Erreger und sterile Verletzungen. Sie sind beteiligt an der Pathogenese von
Autoimmunerkrankungen, Atherosklerose, Myokardinfarkten, Schlaganfallen, Ischa-
mie-Reperfusionsschaden, Thrombosen, Vaskulitiden der kleinen Gefal’e und sogar
bei der Metastasierung von Tumoren. Um diese Funktionen auszuuben, mussen sie
aus dem Gefallsystem in das Gewebe auszuwandern. Dabei folgen die neutrophilen
Granulozyten einer Rekrutierungskaskade, deren Schritte auf zellularer Ebene gut
beschrieben sind. Die molekularen Mechanismen hinter den einzelnen Schritten sind
Gegenstand der aktuellen Forschung und werden zunehmend besser verstanden.
Die Extravasation der neutrophilen Granulozyten zum Zielort erfordert eine Aktivie-
rung der Bo-Integrine (Inside-out Signaling) und eine weitere Signaltransduktion
durch diese in das Zellinnere (Outside-in Signaling). Unlangst konnte gezeigt wer-
den, dass das Aktin-bindende Protein mAbp1 bei diesen Signalwegen vor allem un-
ter Flussbedingungen eine entscheidende Rolle spielt [33, 124, 125]. In weiteren
Vorarbeiten konnte gezeigt werden, dass die Kinase HPK1 konstitutiv mit mAbp1 in
dHL-60 Zellen prazipitiert werden konnte und in dieser Neutrophilen-ahnlichen Zellli-
nie unter Stimulation im Lamellipodium mit mAbp1 co-lokalisierte [126]. Weiterhin
war HPK1 fur die CXCL1-induzierte Aktivierung des B2-Integrins LFA-1 in neutrophi-
len Granulozyten erforderlich und bei dessen Abwesenheit waren die B2-Integrin-
abhangigen Schritte der Rekrutierungskaskade eingeschrankt [126].

In dieser Arbeit wurden die Mechanismen durch die HPK1 ihre Funktion auf die In-
tegrinaktivierung und damit auf die Funktion der neutrophilen Granulozyten ausubt,
genauer untersucht. Ein erstes Ziel war es aufzuschliusseln, ob die Defekte in der
Rekrutierung der neutrophilen Granulozyten bei Abwesenheit von HPK1 auf eine
Storung im Inside-out oder im Outside-in Signaling zurickzufuhren sind. So konnte
in einem ersten Flusskammer-Experiment mit murinen neutrophilen Granulozyten,
die zuvor aus dem Knochenmark isoliert wurden, der bekannte Defekt in der Ver-
starkung der Adhasion der HPK17- neutrophilen Granulozyten im Vergleich zu den
HPK1**-Kontrollzellen auf dem B2-Integrinliganden ICAM-1 unter CXCL1 Stimulation
bestatigt werden. Dieser Defekt lieR sich durch eine Stimulation mit Mn?* komplett
aufheben. Dieses lon umgeht das Inside-out Signaling, indem es die B2-Integrine in
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ihrer hochaffinen Form stabilisiert. Da fur eine regelrechte Verstarkung der Adhasion
sowohl eine intakte Integrinaktivierung als auch die weitere Signaltransduktion in das
Zellinnere ndotig ist, kann davon ausgegangen werden, dass durch Umgehen des
Inside-out Signalings durch Mn?*-Stimulation man in den Experimenten lediglich das
Outside-in Signaling evaluiert. Da nach dieser Stimulation in den HPK1-defizienten
neutrophilen Granulozyten im Vergleich zur Wildtyp-Kontrolle keine Unterschiede
mehr zu beobachten waren, schien diese weitere Signaltransduktion auch bei Abwe-
senheit von HPK1 intakt zu sein. Somit konnte gezeigt werden, dass HPK1 ihre Rol-
le spezifisch im Inside-out Signaling spielt.

Da die B2-Integrinaktivierung aus mehreren Schritten besteht, sollte anschliefend
geklart werden, in welchem Aktivierungsschritt HPK1 eine Rolle spielt und ob bei
deren Abwesenheit die intermediar und hochaffine Form der B2-Integrine erreicht
werden kann. Zu diesem Zweck wurde die HPK1-Proteinexpression in HL-60 Zellen
durch lentiviralen Gentransfer eines shRNA-kodierenden Vektors verringert. Hierbei
wurden neben den ursprunglichen HL-60 Wildtypzellen, die SCR HL-60 Kontrollzel-
len und die HL-60 Zellen mit verringerter HPK1-Proteinexpression (Klon H 4.1) er-
zeugt. Nach Ausdifferenzierung dieser Zelllinien wurden in der Durchflusszytometrie
die Bo-Integrinexpression der dHL-60 WT, SCR und H 4.1 Zellen durch Analyse der
Oberflachenantigene CD11a, CD11b und CD18 getestet. AnschlieRend wurden
durch Reporterantikorper, die die intermediar- (KIM127) und hochaffine Form
(mAb24) der B2-Integrine erkennen, erneut eine FACS-Analyse ohne und mit Stimu-
lation durch IL-8 und fMLP durchgefuhrt. Die generierten dHL-60 SCR Zelllinien
zeigten eine Dysregulation in Expression und Affinitatsregulation der B2-Integrine.
Die dHL-60 H 4.1 Zellen mit einer HPK1 Protein-Restexpression von 4,8% zeigten
ein intaktes Bindungsverhalten von mAb24 unter Stimulation mit fMLP. Aufgrund der
Fehlregulation in der Expression und der Affinitatsregulation der [2-Integrine der
dHL-60 SCR Kontrollzellen wurde das Modellsystem der shRNA transduzierten HL-
60 Zellen unter den in dieser Arbeit verwendeten Bedingungen als nicht aussage-
kraftig betrachtet und daher verlassen.

Im letzten Teil der Arbeit sollten mogliche Interaktionspartner von HPK1 auf der Pro-
teinebene identifiziert werden, um die molekularen Mechanismen der f2-
Integrinaktivierung weiter aufzuklaren. Dazu wurde ein HPK1-EGFP-Konstrukt basie-
rend auf der HPK1-cDNA kloniert und in den lentiviralen FuVal-Vektor eingebracht.
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Mit diesem erfolgte eine Transduktion in HL-60 Zellen. AnschlieRend erfolgte die
Kontrolle der korrekten Lokalisation des Fusionsproteins Uber konfokale Immunfluo-
reszenz-Mikroskopie und die Uberpriifung der adaquaten Proteinexpression im Wes-
tern Blot. Erfolgreich transduzierte Zellen wurden lysiert und eine Co-
Immunpréazipitation mit GFP-NanoTraps® durchgefiihrt. Diese Proben wurden nach
der Aufreinigung chromatographisch aufgetrennt und in der Massenspektrometrie
analysiert. Abschlielend erfolgte eine Literaturrecherche Uber die identifizierten
Kandidaten des HPK1-Interaktoms. Hierbei wurden insgesamt 115 Proteine identifi-
ziert, die unter anderem Signalproteinen, Zytoskelett-assoziierten Proteinen, Trans-

membranproteinen und Adapterproteinen zugeordnet werden konnten.

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse, dass HPK1 eine entscheidende Rolle in
der Bo-Integrinaktivierung (/nside-out Signaling) spielt, wohingegen die weitere Sig-
naltransduktion in das Zellinnere (Outside-in Signaling) unbeeintrachtigt bleibt. Au-
Rerdem konnte erstmals das Interaktom von HPK1 in neutrophilen Granulozyten
dargestellt werden und so Hinweise auf mogliche Signalmolekule geliefert werden,
uber die HPK1 ihre Funktion in diesen Zellen ausubt.
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Basenpaare

bovines Serumalbumin

ADP Ribosyl Cyclase/Cyclic ADP Ribose Hydrolase 2; CD157
CARD-containing MAGUK Protein 1
Charged-Coupled Device

Cluster of Differentiation

B-Untereinheit der B2-Integrine

Cell Division Control Protein 42

Citron Homology Domain

Cytokine-Dependent Hematopoeitic Cell Linker
Serine/Threonine-Protein Phosphatase CPPED1
Adapter Molecule crk

Crk-Like Protein

Chemokine (C-X-C motif) (Ligand 1)

C-X-C Chemokine Receptor (Type 2)

Diacyglycerol

Damage-Associated Molecular Pattern
DNAX-activation Protein 12
Diisopropyslfluorphosphat

Dimethylsulfoxid

Desoxyribonukleinsaure
Desoxyribonukleosidtriphosphate

Dithiothreitol

Dynein Light Chain Roadblock-Type 1
Ethylendiamintetraessigsaure



EGFP
EPB41L3
FACS
FAM120A

FcRy
FCS
fMLP
Gads
GCK
GEF
GMIP
GNG5
GPCR
Grap
Grb2
HBSS
HEPES
HINT1
(d)HL-60
HPKA1
HPK1-KD
HRH4
HRP
HS1
HSPB1
ICAM
IKK-a/3
ITAM
lgG

IL

IPs3
ITAM
ITGAS5
JNK
KD

KO
LAD
LASP1
LAT

LB
LFA-1

95

Enhanced Green Fluorescent Protein

Band 4.1-like Protein 3; DAL-1
fluorescence-activated cell sorting

Constitutive Coactivator of PPAR-Gamma-Like Protein 1; Oxidative
Stress-Associated Src Activator

y-Kette des Fc-Rezeptors

Fetales Kalberserum
N-Formyl-Methionyl-Leucyl-Phenylalanin
Grb2-Related Adaptor Downstream of Shc
Germinal Center Kinase

Guanine Nucleotide Exchange Factor
GEM-Interacting Protein

G-Protein Subunit Gamma 5
G-Protein-gekoppelter Rezeptor

Grb2-related Adapter Protein

Growth Factor Receptor-Bound Protein 2

Hanks Buffered Salt Solution
2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsaure
Histidine Triad Nucleotide-binding Protein 1
(differentiated) Human Promyelocytic Leukemia Cells
Hematopoietic Progenitor Kinase 1

Hematopoietic Progenitor Kinase 1 Kinase-Dead Mutant
Histamine H4 Receptor

Horseradish Peroxidase

Hematopoietic Cell-Specific Protein 1

Heat Shock Protein Beta-1; HSP27

Intercellular Adhesion Molecule

Inhibitory kB-Protein Kinase a/l3

Immunoreceptor Tyrosine-based Activation Motifs
Immunglobublin G

Interleukin

Inositol (1,4,5)-Triphosphat

Immunoreceptor Tyrosine-Based Action Motif
Integrin Alpha-5

c-Jun N-terminal Kinase

Kinasedomande

Knockout

Leukocyte Adhesion Deficiency

LIM and SH3 Domain Protein 1

Linker for Activated T-cells

Lysogeny Broth

Lymphocyte Function-Associated Antigen 1



LGALS3 Galectin-3

LPS Lipopolysaccharid

M., Mm. Muskel, Muskeln

mAbp1 Mammalian Actin-Binding Protein 1

Mac-1 Macrophage-1 Antigen

MAPK Mitogen-activated Protein Kinase

MAP4K Mitogen-activated Protein Kinase Kinase Kinase Kinase
MEKK1 MAPK/ERK Kinase Kinase 1

MIDAS Metal lon-Dependent Adhesion Site

MLK-3 Mixed Lineage Kinase 3

MOB1A MOB Kinase Activator 1A

MPO Myeloperoxidase

mTNFa muriner Tumornekrosefaktor-a

NADPH Nicotinsaureamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat

NaF Natriumfluorid

NaO Natriumorthovanadat

Nck Non-Catalytic Region of Tyrosine Kinase Adaptor Protein
NETs Neutrophil Extracellular Traps

NFkB Nuclear Factor Kappa-Light-Chain-Enhancer of Activated B-Cells
NME2P1 Putative Nucleoside Diphosphatase Kinase

NUCB2 Nucleobindin-2

PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese

PAMP Pathogen-Associated Molecular Pattern

PBS Phosphate Buffered Saline

PCR Polymerasekettenreaktion

PE Phycoerythrin

PECAM1 Platelet and Endothelial Cell Adhesion Molecule 1

PFA Paraformaldehyd

PI3K Phosphoinositid-3-Kinase

PIP2 Phosphatydilinositol (4,5)-Bisphosphat

PKC Proteinkinase C

PLC Phospholipase C

PP4 Serine/Threonine Protein Phosphatase 4

PR prolinreiche Domane

PSGL-1 P-Selectin Glycoprotein Ligand-1

PTPN11 Tyrosine-Protein Phosphatase Non-Receptor Type 11, SHP-2
Rac1/2 Ras-Related C3 Botulinum Toxin Substrate 1/2

Rap1 Ras-Related Protein 1

RGS11 Regulator of G-Protein Signaling 11

ROS reaktive Sauerstoffspezies

S100A6 Protein S100A6

SAPK Stress-activated Protein Kinase



SCAMP4
SCR
SDS

Ser

SFK
SH2
SH3
shRNA
SLP-76
SOC
Src

SRI
STX4
Syk

TAE
TAGLN2
TAKA1
Taq

TBS
TCR
TEMED
TFA

Thr
TMD
TMEM205
Tris

Tyr
TYROBP
Vav

uv

WT
YWHAH
ZfP

Secretory Carrier-Associated Membrane Protein 4
Scrambled

Natriumdodecylsulfat

Serin

Src Family Kinases

Src Homolgy 2

Src Homolgy 3

Small Hairpin RNA

SH2 Domain-Containing Leukocyte Proteine of 76 kDa
Super Optimal Broth

Sarcoma

Sorcin

Syntaxin-4

Spleen Tyrosine Kinase
Tris-Acetat-EDTA

Transgelin-2

TGF-B-activated Kinase 1
Thermus aquaticus

Tris-Buffered Saline
T-Zell-Rezeptor
Tetramethylethylendiamin
Trifluoressigsaure

Threonin

Transmembrandomane
Transmembrane Protein 205
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
Tyrosin

DNAX-Activation Protein 12 (DAP12)
Protoonkogen vav

Ultraviolett

Wildtyp

14-3-3 Protein Eta
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