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Zusammenfassung 1

1 Zusammenfassung

Die Aktivierung von T-Lymphozyten ist ein essentieller ProzeR fiir die Regulation der
adaptiven Immunantwort. Hierbei werden in Folge einer Antigen-Exposition {iber
verschiedene Oberflachenrezeptoren intrazelluldre Signaltransduktionsprozesse initiiert,
welche in einer klonalen Expansion von T-Lymphozyten sowie deren Differenzierung zu
Effektor- oder Gedichtniszellen resultieren. Die Spezifitdt dieser Prozesse wird durch die
Wechselwirkung zwischen dem jeweiligen T-Zell-Antigenrezeptor (TCR) und einem
Antigen-beladenen MHC-Molekiil vermittelt, einer Interaktion, die allerdings nicht
hinreichend fiir eine vollstindige und dauerhafte Aktivierung der T-Zelle ist. Hierzu ist die
Aktivierung sogenannter akzessorischer Oberfldchenrezeptoren néotig, welche sowohl zur
Verstirkung der Zell-Zell-Adhdsion als auch zur Induktion intrazelluldrer Signalwege
beitragen. Ein costimulatorisches Signal fiir naive T-Lymphozyten vermittelt zum Beispiel
das CD28-Molekiil, wodurch der Ubergang dieser Zellen in einen anergischen Zustand
verhindert und Zellproliferation ermdglicht wird. Zur Verstarkung der Zell-Zell-Interaktion
tragen demgegeniiber vor allem Adhésionsmolekiile wie Selektine, Cadherine und Integrine
bei. Der einzige Vertreter der f2-Integrinfamilie auf Lymphozyten, LFA-1, stand im Zentrum
der im Folgenden beschriebenen Analysen.

Es gab bereits Anhaltspunkte dafiir, dal LFA-1 neben seiner Adhésionsfunktion auch in
Signaltransduktionsprozesse involviert ist. Allerdings sind die molekularen Mechanismen der
LFA-1-vermittelten Signalwege bislang unvollstindig charakterisiert. Dies liegt vor allem
darin begriindet, dal eine hochaffine Ligandenbindung erst nach einer Konformations-
anderung des Integrins erfolgen kann. Eine solche Aktivierung des Integrins wird beispiels-
weise durch Stimulation der T-Lymphozyten iiber den T-Zell-Antigenrezeptor induziert,
wodurch sich jedoch LFA-1-abhidngige Signale mit denen des TCRs iiberlagern.

Daher wurde im Verlauf der hier vorliegenden Arbeit ein auf Fusionsproteinen
basierendes experimentelles System etabliert, welches eine aktivierungsunabhédngige Unter-
suchung der LFA-1-vermittelten Signaltransduktion ermdglicht. Hierdurch wurde gezeigt, dal3
in humanen T-Lymphozyten die Aggregation der zytoplasmatischen Doméne der
Integrin B2-Kette (CD18-Untereinheit) zur Erhohung der intrazelluldren Calcium-
konzentration, zur IL-2-Promotoraktivierung sowie zum Anstiegs des Phosphotyrosingehalts
zelluldrer Proteine  filhrte. Die  Modulation dieser charakteristischen  T-Zell-

Aktivierungsparameter wird durch die zytoplasmatische Doméne der B2-Untereinheit von
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LFA-1 induziert, nicht aber durch die intrazelluldren Anteile der Integrin oL- bzw. B1-Kette.
Weiterhin konnte demonstriert werden, daf} ein fiir die B2-Untereinheit spezifisches NPXF-
Sequenzmotiv flir deren Signalfunktion erforderlich ist. Dieselbe Region ist ebenso fiir die
Signaltransduktion des nativen LFA-1-Gesamtmolekiils von elementarer Bedeutung. Uberdies
zeigten Untersuchungen in TCR-defizienten T-Zellen, dal die Oberflichenexpression des
T-Zell-Rezeptors fiir den LFA-1-induzierten Signalweg essentiell ist. Demgegeniiber erfolgte
die intrazelluldre Calciummobilisierung durch das CD28-Molekiil auch unabhéngig von einer
Expression des TCRs.

Insgesamt konnte durch die vorliegenden Analysen die wesentliche Bedeutung des
zytoplasmatischen Anteils der B2-Untereinheit des LFA-1-Integrins fiir den Prozel der
T-Zell-Aktivierung dokumentiert werden. Dariiberhinaus wurde eine bisher unbekannte
funktionelle Kooperativitit zwischen LFA-1 und Komponenten des T-Zell-Antigenrezeptors

aufgezeigt.
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2 Einleitung

Durch die vielféltigen Funktionen des Immunsystems konnen im menschlichen Organismus
sowohl korperfremde als auch eigene, entartete Molekiile von den normalen kdrpereigenen
Bestandteilen unterschieden und bekdmpft werden. Die hierfiir bei den Vertebraten im Laufe
der Evolution hochentwickelten Systeme konnen in zwei grofle Klassen aufgeteilt werden,
namlich in die angeborene und die erworbene (adaptive) Immunitit. Der wesentliche Unter-
schied zwischen diesen beiden Arten der Immunabwehr besteht darin, dafl mittels der
angeborenen Immunitdt nur die Abwehr eines durch genetische Determination limitierten
Repertoires an Fremdstoffen erfolgen kann. Dagegen ist durch die erworbene Immunitét die
spezifische Abwehr von einer sich stindig dndernden Vielfalt kdrperfremder Substanzen auf
eine flexible und anpassungsfihige Weise moglich. Unter den diversen Zelltypen hidmato-
poetischen Ursprungs sind Lymphozyten diejenigen, welche fiir die Einleitung der adaptiven
Immunitét verantwortlich sind und deren Aktivierung zu einer Immunantwort sowohl auf
humoraler als auch auf zelluldrer Ebene fiihren kann. Diese beiden Formen der spezifischen
Immunitit unterliegen einer strikten Regulation, die durch ein komplexes Zusammenwirken
einer Vielzahl molekularer Faktoren und Mechanismen gewihrleistet wird. Die Prozesse und
die beteiligten Komponenten, welche vor allem bei der Initiation der zelluldren Immun-

antwort eine Rolle spielen, werden in den nidchsten Kapiteln ndher beschrieben.

2.1 Funktion von T-Lymphozyten bei der Immunantwort

Wie bereits erwihnt, erfolgt eine spezifische Immunantwort unter Einbeziehung der Lympho-
zyten, den einzigen Zelltypen, die zur Erkennung und Unterscheidung verschiedenster
Antigene in der Lage sind. Aufgrund der differentiellen Expression charakteristischer Ober-
flichenproteine, welche die funktionelle Heterogenitdt der Lymphozyten bedingen konnen,
werden diese in drei unterschiedliche Klassen eingeteilt, ndmlich in die B- und
T-Lymphozyten sowie die Natiirlichen Killerzellen (NK-Zellen). Dabei differenzieren die
B-Lymphozyten nach Aktivierung zu Antikdrper-sezernierenden Plasmazellen. Uber die
Ontogenese der NK-Zellen sowie iiber die molekularen Mechanismen, welche zur Aktivie-

rung ihrer Effektorfunktionen fiihren, ist bisher nur wenig bekannt. Die Reifung der
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T-Lymphozyten erfolgt im Thymus, wobei stindig viele Zellen mit einer grofen Anzahl
unterschiedlicher Spezifititen generiert werden, um gegen eine sich fortlaufend dndernde,
heterogene Vielfalt an Antigenen gewappnet zu sein. Allerdings entstehen hier als Folge
dieser zufillig erzeugten Diversitit auch autoreaktive und funktionell eingeschrinkte Zellen,
welche im Verlauf eines als klonale Selektion bezeichneten Prozesses eliminiert werden
miissen (negative Selektion). Damit findet die endgiiltige Differenzierung von Vorlduferzellen
zu reifen T-Lymphozyten nur dann statt, wenn diese Toleranz gegeniiber eigenen Korper-
zellen aufweisen, d.h. in der Lage sind zwischen fremden und eigenen Substanzen zu
diskriminieren. Durch diesen als positive Selektion bezeichneten Vorgang sind ausschlielich
vollstindig ausdifferenzierte T-Zellen in der Lage zu proliferieren, durch weitere Differen-
zierungsprozesse verschiedene Subpopulationen auszubilden und aus dem Thymus
auszuwandern. Hierbei konnen aufgrund funktioneller Unterschiede T-Lymphozyten mit
zytotoxischer Aktivitit gegeniiber Zielzellen von Helfer-T-Zellen unterschieden werden,
welche durch das Sezernieren von Lymphokinen zu einer Modulation der Immunantwort
beitragen (van Oers, 1999; Akashi et al., 2000).

Eine wesentliche Voraussetzung fiir den Ablauf positiver und negativer Selektions-
prozesse ist die Expression bestimmter Oberflichenrezeptoren mit unterschiedlichen
Spezifititen sowohl auf den Lymphozyten als auch den korpereigenen Zellen. Durch deren
Interaktion kann letztlich die Erkennung von eigenen und fremden Antigenen erfolgen. Eine
solche Wechselwirkung wird durch das Vorhandensein polymorpher Rezeptoren sowohl auf
den Lymphozyten als auch auf den Antigen-priasentierenden Zellen gewéhrleistet.

In diesem Kontext spielt der aus Verschiedenen'_Rr_qtgjp:gr}t_e_r‘einheiten aufgebaute
T-Zell-Antigenrezeptor (TCR) eine essentielle Rolle I(—Abbﬂdtmg—%—.l:). Der TCR erkennt
Peptidantigene, welche durch die hochgradig polymorphen Genprodukte des Haupthisto-
kompatibilititskomplexes (MHC = major histocompatibility complex) préisentiert werden.
Durch die Interaktion des TCRs mit dem Antigen-beladenen MHC-Molekiil ist eine
Diskriminierung eigener von fremden Substanzen und damit eine selektive Immunabwehr
moglich. Zudem ist das Immunsystem mit Hilfe dieser langlebigen Lymphozyten in der Lage,
nach erneutem Kontakt mit demselben Antigen schneller und wirkungsvoller reagieren zu
konnen als bei der erstmaligen Abwehr. Diese Fdhigkeit wird auch als molekulares

Gedédchtnis des Immunsystems bezeichnet.
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Abbildung 2.1: Schematische Darstellung der Komponenten des T-Zell-Antigenrezeptors. Der
TCR setzt sich aus den antigenbindenden o- und B-Ketten sowie den assoziierten CD3- und
TCR-{-Untereinheiten zusammen. Schraffiert dargestellt sind die ITAM-Motive innerhalb der
zytoplasmatischen Regionen der CD3- und TCR-{-Ketten, welche fiir die transmembrane
Signaliibertragung ins Zellinnere verantwortlich sind (siehe hierzu Kapitel rg:i_}

In den folgenden Kapiteln werden die molekularen Grundlagen der Immunabwehr durch
T-Lymphozyten und die Bedeutung akzessorischer Molekiile fiir den Prozef3 der T-Zell-

Aktivierung ndher erldutert.

2.2 Mechanismen zur Aktivierung von T-Lymphozyten

Der TCR weist eine exklusive Spezifitdt fiir ein definiertes Peptidantigen auf. Dieses wird
ausschlieBlich im Komplex mit einem genau festgelegten, korpereigenen MHC-Molekiil auf
der Oberfliche der Antigen-prisentierenden Zelle bzw. der Zielzelle erkannt. Die reifen
Lymphozyten in der Korperperipherie befinden sich zunéchst in einer mitotisch nicht-aktiven
Phase. Erst durch Stimulation mit dem passenden Antigen-prasentierenden MHC-Molekiil
findet im Zellzyklus der T-Lymphozyten ein Ubergang von der Go- in die G;-Phase statt.

Hierzu tragen eine Vielzahl intrazelluldrer Prozesse bei, welche unter dem Begriff der
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T-Zell-Aktivierung zusammengefa3t werden. Die Bindung des Komplexes aus Antigen und
dem MHC-Molekiil durch den TCR-Komplex fiihrt zunidchst zur Induktion frither Signal-
transduktionsereignisse. In deren Folge wird die transkriptionelle Expression vielfdltiger
T-Zell-spezifischer Gene eingeleitet. Dazu zéhlt beispielsweise die verstirkte Expression des
autokrinen Wachstumsfaktors IL-2, welcher essentiell fiir die Einleitung von T-Zell-
Proliferation ist. Allerdings findet die Aktivierung des IL-2-Promotors in vielen Zellinien
unabhingig von deren Zellteilungsstadium statt und ist daher ein hiufig herangezogener
Parameter zur Analyse von T-Zell-Aktivierung. Diese Proliferationsprozesse fiihren
letztendlich zur klonalen Expansion Antigen-spezifischer T-Zellen, wodurch Effektor-
funktionen wie beispielsweise die Aktivierung von Makrophagen oder die Stimulation der
Antikorperproduktion durch B-Zellen unterstiitzt werden.

Die transkriptionelle Aktivierung T-Zell-spezifischer Gene als Folge der Antigen-
vermittelten Stimulation setzt jedoch voraus, da vom TCR empfangene, extrazelluldre
Signale zunichst ins Zellinnere und schlielich in den Zellkern {ibertragen werden. Bei der
Signalweiterleitung spielen die zytoplasmatischen Anteile der CD3- und TCR-{-
Untereinheiten eine essentielle Rolle (van Leeuwen und Samelson, 1999; Kane et al., 2000).
Ein sehr friih stattfindendes Ereignis im Verlauf der T-Zell-vermittelten Immunantwort ist die
Aktivierung von Phosphotyrosinkinasen der Src-Familie wie zB. p56'* und p59™". In
T-Lymphozyten zéhlen zu den Substraten dieser Src-Tyrosinkinasen u.a. auch die CD3- und
TCR-{-Ketten, welche durch die Aktivitit dieser Kinasen ingqr_lza_tl_b__@gﬁ_n_i_e_r‘ter, als ITAMs
(immunoreceptor tyrosine-based activation motifs; siehe :—A-bb'rldimg——E.—l-l) bezeichneter
Sequenzmotive an Tyrosinresten phosphoryliert werden (Weiss und Littman, 1994; Chan und
Shaw, 1996; Cantrell, 1996; Love und Shores, 2000).

Die Phosphorylierung von ITAMs der Ketten des TCR-CD3-Komplexes resultiert
wiederum in der Rekrutierung von Tyrosinkinasen der Syk-Familie, welche ebenfalls
Substrate von Src-Kinasen sind. Die Tyrosinkinasen Syk und ZAP-70 sind die wichtigsten
Mitglieder dieser Familie in Lymphozyten, wobei ZAP-70 ausschlieBlich in reifen T-Zellen
exprimiert wird. Die direkte Assoziation dieser beiden Syk-Kinasen mit den phosphorylierten
ITAMs des TCR-Komplexes findet mittels zweier tandemartig angeordneter SH2-Doménen
(Src homology domains 2) statt, welche sich aminoterminal der Kinasedomine befinden
(Hatada et al., 1995; Rudd, 1999). Auf diese Weise werden ZAP-70 und Syk durch Tyrosin-
kinasen der Src-Familie an spezifischen Tyrosinresten phosphoryliert und erlangen somit
autokatalytische Aktivitdt. Der Anstieg des Phosphotyrosingehalts von ZAP-70 fiihrt

wiederum zur Rekrutierung und verstirkten Tyrosinphosphorylierung einer Vielzahl von
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Adapterproteinen, welche fiir die intrazelluldre Signaliibertragung wichtig sind. Diese sind
durch Vermittlung von Protein-Protein-Interaktionen an der Ausbildung eines komplexen
Netzwerks an Signalmolekiilen beteiligt. Ein Beispiel fiir die Kopplung intrazelluldrer
Signalwege an die TCR-Signaltransduktionskaskade ist die Regulation der PLCy1- (Phospho-
lipase Cyl) Aktivitdt durch die T-Zell-spezifischen Adapterproteine SLP-76 und LAT (Rudd,
1999; Norian und Koretzky, 2000; Zhang und Samelson, 2000). Die Phosphorylierung und
somit die Aktivierung der PLCyl resultiert in der Hydrolyse von Phosphatidylinositol-4,5-
bisphosphat (PIP;) zu Inositol-1,4,5-trisphosphat (IP3) und Diacylglycerol (DAG). Durch die
Bindung an den entsprechenden Rezeptor fiihrt IP; einerseits direkt zur Freisetzung von
Calcium aus dem Endoplasmatischen Reticulum. Andererseits hat der Calciumausstrom aus
diesen Speichern das Offnen von Calciumkanilen in der Plasmamembran zur Folge, so da3
auch auf diesem Wege ein Anstieg der intrazelluldren Calciumkonzentration stattfindet
(Meldolesi und Pozzan, 1998). Der wesentliche Beitrag, den intrazellulires Calcium zur
T-Zell-Signaltransduktion leistet, ist die Aktivierung Calcium-sensitiver Proteine wie z.B. der
Serin/Threonin-Phosphatase Calcineurin bzw. Proteinkinasen der PKC-Familie, welche an der
Regulation von Transkriptionsfaktoren wie NF-AT, NF-kB bzw. auch von nukleirem CREB
beteiligt sind. Zusitzlich wird der Kernimport von zytoplasmatischem NF-kB direkt durch
eine PKC-Isoform kontrolliert, deren Aktivitit wiederum von DAG reguliert wird (Berridge,
1997; Berridge et al., 1999; Myung et al., 2000).
:Abbi}dung— 22 dargestellt sind, im Verlauf der T-Zell-Aktivierung in einer verstirkten
Expression spezifischer Genprodukte wie beispielsweise des Lymphokins IL-2 und damit in
der Proliferation der Lymphozyten. Dabei dienen Proteinmodifikationen wie Phosphory-
lierung und Dephosphorylierung sowohl zur Vermittlung von Spezifitit und zur Modulation
des TCR-vermittelten Signals als auch zum Aufbau eines multimolekularen Signalnetz-
werkes.

Auf welche Weise das TCR-Signal unter Beteiligung weiterer Membranproteine moduliert

werden kann, wird in den folgenden Kapiteln erortert.
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Abbildung 2.2: Intrazellulire Signalkaskaden des T-Zell-Antigenrezeptors und die
Bedeutung der Calciummobilisierung fiir die Lymphozyten-Proliferation. (modifiziert nach
Berridge et al., 2000)

2.3 Bedeutung akzessorischer Rezeptoren fiir die T-Zell-Aktivierung

Die Interaktion des TCRs mit dem Antigen-prisentierenden MHC-Molekiil verleiht dem
ProzeB3 der T-Zell-Aktivierung zwar Spezifitit, ist jedoch fiir eine vollstindige Aktivierung
der TCR-Signalkaskade nicht ausreichend. Daher erfordert eine effektive T-Zell-Immun-
antwort die Involvierung der Corezeptoren CD4 oder CD8 sowie weiterer akzessorischer
Membranproteine wie CD2, CD28 und LFA-1 (Dustin und Chan, 2000; van der Merwe et al.,
2000). Im Gegensatz zur Wechselwirkung zwischen TCR und dem Antigen-beladenen MHC-
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Molekiil, ist fiir eine Modulation des TCR-Signals durch costimulatorische Rezeptoren die
Spezifitit des Antigens nicht ausschlaggebend (Schwartz, 1992; Janeway und Bottomly,
1994).

Je nach Art des akzessorischen Membranproteins kann der costimulatorische Beitrag zur
T-Zell-Aktivierung allerdings sehr unterschiedlich sein. Einerseits wird durch Liganden-
Rezeptor-Interaktionen die Zell-Zell-Adhédsion verstirkt und somit die Ausbildung eines iiber
einen lidngeren Zeitraum stabilen Komplexes zwischen dem TCR und der Antigen-
prasentierenden Zelle unterstiitzt. Andererseits kann die Stimulation bestimmter Membran-
rezeptoren in der Induktion intrazelluldrer Signalkaskaden resultieren, welche sowohl zur
Aktivierung als auch zur Differenzierung der T-Zellen beitragen (Dustin und Springer, 1991;
Schwartz, 1992). Dabei konnen diese Signaltransduktionsprozesse in die Signalkaskade des
TCR-CD3-Komplexes miinden und somit in Abhingigkeit vom TCR-Signal an der
T-Zell-Aktivierung mitwirken. Andererseits konnen akzessorische Rezeptoren auch in
Unabhéngigkeit vom TCR an intrazelluldre Signale vermitteln. Studien mit Cyclosporin A
sowie FK506 weisen auf eine derartige, von der TCR-Signalkaskade unabhéngige Funktion
des CD28-Molekiils hin. Im Gegensatz zur TCR-Signalkaskade lieBen sich ndmlich die
CD28-vermittelten, costimulatorischen Signale durch diese Inhibitoren der Phosphatase
Calcineurin nicht vollstindig inhibieren (June ef al., 1994; Van Gool et al., 1996; Shapiro et
al., 1997; Harhaj und Sun, 1998). Die Mechanismen dieser TCR-unabhédngigen Signal-
iibertragung sind bisher allerdings weitgehend unbekannt.

Das effiziente Zusammenwirken der vielfiltigen Membranrezeptoren und Signalmolekiile
wihrend (_lg:g_:l"_ _Z_e_:l_l_A_lgtwlerung erfordert eine koordinierte rdumliche Anordnung dieser
Proteine (‘Abbﬁduﬂg —2—3) Aufgrund der funktionellen Analogie zum Nervensystem wird die
Kontaktstelle zwischen der T- und Antigen-prisentierenden Zelle auch als immunologische
Synapse bezeichnet (Dustin und Shaw, 1999; Delon und Germain, 2000). Wie aus neueren
Untersuchungen hervorgeht, findet in Folge dieses Zell-Zell-Kontakts eine charakteristische
Umverteilung von Membranrezeptoren und zytoplasmatischen Signalmolekiilen statt. Dabei
werden sowohl der TCR-Komplex als auch akzessorische Rezeptoren wie CD2, CD4, CD28
und LFA-1 sowie essentielle Signalmolekiile wie ZAP-70, p56ICk und p59fyn in speziellen,
hohem Ausmall organisierten Membransubkompartimenten, den sogenannten SMACs
(supramolecular activation clusters), angereichert (Monks et al., 1998; Viola et al., 1999;
Penninger und Crabtree, 1999). Im zentralen Bereich dieser SMACs, dem ¢cSMAC (central
SMAC), finden sich der TCR selbst, die Rezeptoren CD2 und CD28 sowie die
Serin/Threonin-Kinase PKCO. Das Integrin LFA-1 und Talin bilden einen dufleren Ring, den
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pPSMAC (peripheral SMAC), welcher den zentralen Bereich umgibt und somit von der
restlichen Membran isoliert (Monks et al., 1998; Brown und Shaw, 1999; Krummel et al.,
2000). Der initiale Kontakt zwischen Antigen und TCR findet jedoch im &dulleren Ring der
sich ausbildenden Synapse statt. Dieser Komplex wird aber innerhalb weniger Minuten in den
zentralen Bereich transportiert (Grakoui et al., 1999; Lanzavecchia und Sallusto, 2000).

Die molekularen Mechanismen, welche zur Ausbildung der SMACs fiihren, sind noch
nicht geklart, jedoch werden hierfiir verschiedene Modelle wie die Topologie der Rezeptoren
und deren Liganden innerhalb der Membran diskutiert. Demnach sollen Oberflichenmolekiile
entsprechend ihrer Lidnge im Bereich der immunologischen Synapse verteilt sein. Die
kiirzeren Rezeptoren umgeben den Komplex aus dem TCR und dem Antigen-beladenen
MHC-Molekiil, langere Molekiile wie LFA-1 bilden eine Ring um diesen zentralen Bereich
(Shaw und Dustin, 1997; Dustin et al., 1998; Lanzavecchia und Sallusto, 2000; van der
Merwe et al., 2000).

WM
ICAM-1

CD28
TCR-

Komplex

Abbildung 2.3: Umverteilung von Membranrezeptoren wihrend der T-Zell-Aktivierung. Die
durchgezogenen Pfeile weisen auf die Rekrutierung der entsprechenden Molekiile hin, wogegen
mit gestrichelten Pfeilen Phosphorylierungsereignisse dargestellt sind.
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Dariiberhinaus konnten Anderungen in der Lipidzusammensetzung innerhalb definierter
Bereiche der Plasmamembran ebenfalls zur Umverteilung von Rezeptoren und Signal-
molekiilen wihrend der T-Zell-Aktivierung filhren (Simons und Ikonen, 19??; Brown und
London, 1998; Harder et al., 1998, Janes et al., 1999). Diese als lipid rafts_lj bezeichneten
Membransubkompartimente enthalten Signalmolekiile wie LAT und p561Ck, welche nach
Stimulation von akzessorischen Rezeptoren wie CD28 in die SMACs rekrutiert werden (Viola
et al., 1999; Simons und Toomre, 2000). Uber diese Membranmikrodoménen kénnte auch das
Zytoskelett an der Entstehung der SMACs beteiligt sein. Es konnte gezeigt werden, dal3 der
durch Costimulation induzierte aktive Transport von Lipiden und Proteinen zur
Zell-Zell-Kontaktstelle zwischen T-Zelle und Antigen-prisentierender Zelle von Kompo-
nenten des Zytoskeletts abhingig ist (Xavier et al., 1998; Montixi et al., 1998). Durch
Interaktionen mit Komponenten des Zytoskeletts konnte die Flexibilitit der lipid rafis
moduliert werden (Rozelle et al., 2000).

Lipidmolekiile in der Plasmamembran konnen auch die von Integrinen vermittelten Zell-
adhisions- und Signaltransduktionsprozesse beeinflussen (De Deyne et al., 1998; Oliferenko
et al., 1999; Green et al., 1999; Krauss und Altevogt, 1999). Die vielfiltigen Funktionen des

LFA-1-Integrins werden in den néchsten beiden Kapiteln ausfiihrlich erldutert.

2.4 Allgemeine Funktionen des LFA-1-Integrins

Die  Wechselwirkungen von  Zellen mit der extrazelluliren Matrix  bzw.
Zell-Zell-Interaktionen sind fiir zahlreiche biologische Prozesse, wie z.B. die Embryogenese,
Zelldifferenzierung, Wundheilung sowie Immunitit von essentieller Bedeutung. Hierbei sind
in erster Linie die Integrin-Zelladhédsionsrezeptoren beteiligt. Integrine sind eine Familie
heterodimerer Membranproteine, welche jeweils aus einer o~ und einer [B-Untereinheit

aufgebaut sind. Die Existenz mehrerer verschiedener o- und B-Ketten fiihrt zu einer grofien

'In der Literatur existiert fiir diese Membransubkompartimente eine Vielfalt weiterer Bezeichnungen: z.B.
membrane rafts, DIMs (detergent-insoluble membranes), DRMs (detergent-resistent membranes), DIGs
(detergent-insoluble glycolipid-rich membranes), TIFFs (Triton-insoluble floating fraction) oder GEMs
(glycosphingolipid-enriched membranes). Diese Bezeichnungen beschreiben in erster Linie die vom iibrigen
Anteil der Membran abweichende, biochemische Zusammensetzung definierter Regionen innerhalb der

Plasmamembran (Brown und London, 1998; Janes et al., 2000).
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Zahl potentieller Kombinationen, wodurch die Vielfalt der Integrinfamilie zustande kommt.
Eine Klasse Leukozyten-spezifischer Integrine wird aufgrund gleicher B-Untereinheiten als
Subfamilie der P2-Integrine bzw. CDI18-Integrine bezeichnet, welche mit einer der vier
bislang auf Leukozyten bekannten o-Untereinheiten, ndmlich CD11a, CD11b, CD11lc und
CD11d, assoziiert sind. Das ausschlielich auf Lymphozyten exprimierte Integrin LFA-1
(lymphocyte function-associated antigen-1) setzt sich aus einer Kombination der CD18-Kette
mit der CD11a-Kette zusammen (Hynes, 1992; Stewart et al., 1995; Gahmberg, 1997). Die
physiologischen Liganden von LFA-1 sind die transmembranen Proteine ICAM-1, -2 und -3
(intercellular adhesion molecule), welche Mitglieder der Immunglobulin-Superfamilie sind.
Fiir ICAM-1 konnte eindeutig gezeigt werden, da3 es auf der Zelloberfldche als Homodimer
vorliegt. Dabei weist das LFA-1 fiir den dimeren Liganden eine hohere Affinitdt auf als fiir
monomeres [CAM-1 (Miller et al., 1995; Reilly et al., 1995; Casasnovas et al., 1998)

Die Adhidsionsfunktion des LFA-1-Integrins ist vor allem dann von essentieller
Bedeutung, wenn beispielsweise wihrend der konstitutiven Rezirkulation der Lymphozyten
diese aus dem Blutkreislauf in die lymphatischen Organe geleitet werden miissen. Ebenfalls
von LFA-1 werden diejenigen Zell-Zell-Kontakte vermittelt, welche bei Entziindungs-
prozessen fiir eine Migration von Leukozyten aus der Blutbahn durch umgebendes Endothel-
gewebe hindurch zum Entziindungsherd erforderlich sind. Dariiberhinaus unterstiitzt LFA-1
Zell-Zell-Interaktionen wihrend der Lymphozyten-Aktivierung und damit die Antigen-
Prasentation, welche fiir die Zytolyse sowie die Produktion von Lymphokinen wichtig sind
(Sanchez-Madrid und del Pozo, 1999; Dib, 2000).

Die Regulation der LFA-1-vermittelten Zelladhésivitét erfolgt u.a. durch Interaktionen der
B2-Untereinheit mit Komponenten des Zytoskeletts, wiec beispielsweise o-Actinin bzw.
Filamin sowie zytoplasmatischen Proteinen wie z.B. Cytohesin-1, einem Guanin-Nucleotid-
Austauschfaktor (guanine nucleotide exchange factor = GEF) von GTPasen der ARF-Familie
(Aplin et al., 1999; Geiger et al., 2000; Knorr ef al., 2000). Neueren Untersuchungen zufolge
reguliert auch die GTPase Rapl die Adhisivitit der B2-Integrine LFA-1 und Mac-1
(CD11b/CD18) (Katagiri et al., 2000; Caron et al., 2000). Die Interaktion des zytoplasma-
tischen Anteils der Integrin B2-Untereinheit mit Rackl (receptor for activated C-kinases),
welches an der Memranrekrutierung der PKC beteiligt ist, hat ebenfalls Auswirkungen auf die
Adhisivitidt lymphoblastoider Zellen (Liliental und Chang, 1998). Dariiberhinaus sind
Tyrosinkinasen wie ZAP-70, Pyk2, einem Mitglied der FAK- (focal adhesion kinase) Familie
sowie die Serin/Threonin-Kinase ILK (integrin linked kinase) in die Modulation LFA-1-
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vermittelter Zelladhdsions- bzw. Migrationsprozesse impliziert worden (Soede et al., 1998;
Soede et al., 1999; Rodriguez-Fernandez ef al., 1999; Dedhar und Hannigan, 1996).

In welchem Ausmal diese intrazelluldren Interaktionen des LFA-1-Integrins auch Signal-
transduktionsprozesse wéhrend der T-Zell-Aktivierung beeinflussen konnen, soll im

Folgenden Kapitel erdrtert werden.

2.5 Costimulatorischer Beitrag des LFA-1-Integrins

Die in Abschnitt 2.4 beschriebene enge funktionelle Assoziation des LFA-1-Integrins mit
zytoplasmatischen Kinasen wie ZAP-70 und PKC legt die Vermutung nahe, da3 LFA-1 neben
der Involvierung in Zelladhdsionsprozesse auch zur T-Zell-Signalkaskade beitragen kann.
Eine solche Signalfunktion konnte bereits fiir andere akzessorische Molekiile demonstriert
werden. Zum Beispiel tragen CD2, CD28 oder der Corezeptor CD4, neben der Verstirkung
von Zell-Zell-Interaktionen wihrend der T-Zell-Aktivierung, auch zu den sich anschlieBenden
Signaltransduktionsprozessen bei (Glaichenhaus et al.,, 1991; Krummel et al., 2000;
Zeitlmann et al., 2001).

Einen costimulatorischen Beitrag des LFA-1-Integrins unterstiitzen verschiedene Unter-
suchungen. Diese konnten beispielsweise zeigen, dal durch Stimulation des Integrins mittels
gegen die CD18-Untereinheit gerichteter Antikorper die Aktivierung der PLCy 1 erfolgt,
einem Schliisselenzym der T-Zell-Signalkaskade, welches bereits unter Abschnitt :2:2':
beschrieben wurde (Kanner et al., 1993; Kanner, 1996). Aufgrund &hnlicher Experimente
konnte auch die Phosphorylierung von Mitgliedern der FAK-Familie demonstriert werden,
was ebenfalls auf eine Signalvermittlungsfunktion des LFA-1-Integrins in T-Zellen hindeutet
(Brockdorff et al., 1998; Tabassam et al., 1999). Entsprechend hierzu zeigten friihere
Experimente mit neutrophilen Granulozyten, welche hauptsidchlich das B2-Integrin Mac-1
exprimieren, daB sich nach Aggregation der B2-Untereinheit mit spezifischen Antikérpern
intrazelluldre Signalwege wie Calciummobilisierung und Tyrosinphosphorylierung induzieren
lieBen (Hellberg et al., 1995; Hellberg et al., 1996).

Allerdings konnte LFA-1 auch durch Wechselwirkungen mit anderen Membranrezeptoren
indirekt zur Signalvermittlung beitragen. Eine derartige funktionelle Interaktion wurde von
LFA-1 mit DNAM-1 (DNAX accessory molecule-1) beschrieben, einem erst kiirzlich

identifizierten Mitglied der Immunglobulin-Superfamilie. Der zytoplasmatische Anteil von
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DNAM-1 interagiert in aktivierten T-Zellen mit der Tyrosinkinase p59™" und ist dariiber-
hinaus essentiell fiir die Interaktion mit LFA-1 (Shibuya et al., 1996; Shibuya et al., 1999).
Andere Integrin-Subfamilien koppeln ebenfalls iiber vergleichbare Mechanismen an intra-
zelluldre Signalkaskaden, zum Beispiel tiber indirekte _I_n_t'eraktionen mit Rezeptor-Tyrosin-
kinasen und extrazelluldren Proteasen (siche i*bb'rldung—EAj.

Insgesamt weisen die hier beschriebenen Ergebnisse auf eine Involvierung der
B2-Integrine in Signaltransduktionsereignisse hin. Allerdings sind bislang keine detaillierten
Mechanismen der Integrin-vermittelten Signaltransduktion bekannt, da diese unter physio-

logischen Bedingungen eng an deren Adhésionsfunktion gekoppelt sind.

4-Transmembran-

" -—>
Proteine

Proteolytische

Rezeptoren ' ’

Rezeptor-
Tyrosinkinasen

Caveaolin : '
‘\W e Wmm’

/ \
Zellwachstum, Aktivierung

Zelldifferenzierung, diverser Kinasen
Apoptose

Lipid- Calcium-
Modifikationen mobilisierung

Verdnderungen
am Zytoskelett

Abbildung 2.4: Schematische Ubersicht der Integrin-vermittelten Signalwege (modifiziert
nach Yamada, 1997).
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2.6 Zielsetzung

Obgleich [2-Integrine, aufgrund ihrer grundlegenden Bedeutung fiir die Induktion
chronischer und akuter Entziindungsprozesse sowie fiir die Bekdmpfung bakterieller und
viraler Infektionen, Gegenstand intensiver Untersuchungen sind, ist iiber die Involvierung
dieser Integrin- Subfamgl_lg in S1gp_altransdukt1onsprozesse nur sehr wenig bekannt (vergleiche
hierzu die Abschnitte 2-4‘ und 2- 55 Demgegeniiber gibt es weit mehr Erkenntnisse iiber die
Signalwege der Membranrezeptoren CD2, CD4 und CD28, welche wie LFA-1 bei der
T-Zell-Aktivierung eine essentielle Rolle spielen.

Die Schwierigkeiten, welche sich bei einer Analyse der Signaltransduktion von LFA-1
ergeben, resultieren zum einen daraus, dafl das Integrin fiir eine effiziente Ligandenbindung
zunéchst in die aktive Konformation iiberfiihrt werden muf3. Hierfiir ist in der Regel eine
Praaktivierung der Zellen {iiber extrazelluldre Stimuli notwendig, beispielsweise durch
Behandlung mit Phorbolestern oder mit gegen den TCR-gerichteten Antikorpern. Zum
anderen existieren bislang keine geeigneten Zellinien, welche defizient fiir die Expression von
B2-Integrinen sind und gleichzeitig eine funktionelle Mutationsanalyse ermoglichen wiirden.
Dariiberhinaus sind in den zytoplasmatischen Doménen der beiden LFA-1-Untereinheiten
keine charakteristischen Sequenzmotive enthalten, welche in der Lage wiren, an bekannte
Signalwege zu koppeln. Weiterhin werden Untersuchungen zur Signaltransduktion der
B2-Integrine durch deren dimere Struktur sowie durch dessen ausgeprigten Beitrag zur
Zelladhidsion erschwert. Aufgrund dieser Zusammenhénge 148t sich die Signalfunktion einer
einzelnen Integrin-Untereinheit nicht isoliert analysieren.

Das primdre Ziel dieser Arbeit war es daher, durch die Etablierung experimenteller
Ansitze diese Problematik zu umgehen. Zudem sollte die P2-Integrin-vermittelten
Signalprozesse unabhingig von Zell-Zell-Adhdsionsvorgdngen untersucht und die daran
beteiligten molekularen Faktoren identifiziert werden. Dariiberhinaus wurde die Signal-
kapazitit der Integrin B2-Untereinheit mit derjenigen der Integrin B1-Kette und des
CD28-Molekiils verglichen und auf diese Weise detailliert charakterisiert.
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3 Material & Methoden

3.1 Spezielle Materialien

3.1.1 Gerite

Agarosegelkammern :
Agarosegeldokumentation:
Durchfluflzytometer:
Elektroporationsapparatur:
PCR-Gerit:

Lichtmikroskop:

pH-Meter:

Photometer:
Protein-Minigel-Apparaturen:
Protein-Elektroblot-Apparaturen:
Reinstwasseranlage:
SzintillationsmeBgerit:

3.1.2 Chemikalien

Acrylamid:Bisacrylamid 30:0,8
Agarose (LMP-NuSieve)
Agarose

Ampicillin

Amylose Resin

Aprotinin

BCIP

Calcium Ionophor (A23187)
Chloramphenicol

Chloro quin-Phosphat

CsCl

DEAE-Dextran

dNTPs

DMSO (Dimethylsulfoxid)
Fluo-3 AM
Gentamicinsulfat

Harnischmacher

Eagle-Eye II, Stratagene

Epics XL, Coulter

EasyJect Plus D2000, Eurogentec
Thermal Cycler 480, Perkin-Elmer
Typ IM 35, Zeiss

Mod. 761, Knick

Du 640, Beckman

Hoefer

Biorad

Milli-Q UF plus, Millipore
Canberra/Packard

Roth

Biozym
Sigma

Sigma, Roth
NEB

Sigma
Biomol
Sigma

Sigma

Sigma
Biomol
Sigma
Roche, Sigma
Roth
Molecular Probes
Gibco
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Glutathion, reduziert Sigma

Glutathion Sepharose 4B Amersham Pharmacia
Glycogen Roche

HEPES Biomol

Hypoxanthin Sigma

Leupeptin Sigma

Mineraldl Sigma

Maltose Sigma

MPA Sigma

PMSF Sigma

NBT Biomol

NonidetP40 Sigma, ICN

Protein A Sepharose 6MB Amersham Pharmacia
PMA (12-O-Tetradecanoyl-Phorbol-13-Acetat) Sigma

Poly-L-Lysin Sigma

TEMED Roth

Triton X-100 Fluka

Trypsin/EDTA Gibco

Xanthin Sigma

Nicht gesondert aufgefiihrte Chemikalien wurden von der Fa. Merck im Reinheitsgrad p.A.
bezogen.

3.1.3 Enzyme fiir Molekularbiologie

Alkalische Phosphatase 1U/ul Roche
DNA-Polymerase (Klenow-Fragment) NEB, Fermentas
Restriktionsendonukleasen NEB, Fermentas
RNase A Sigma
T4-DNA-Ligase NEB, Fermentas
T4-DNA-Polymerase Fermentas
T4-PNK Fermentas
Vent-DNA-Thermopolymerase NEB

3.1.4 Molekularbiologische Hilfsmittel

Elektroporationskiivetten Eurogentec
Filterpapier (Whatman 3MM) Schleicher & Schuell
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Nitrozellulosemembran 0,45 pm Schleicher & Schuell
Objekttrager mit Poly-L-Lysin Sigma
Pap-Pen Immunotech

3.1.5 Losungen und Puffer

1xPBS: 140 mM NaC
3 mM KaCl,
8 mM NazHPO4
1 mM KH,POy4
ad HyOgigesr. mit HCI auf pH 7,2 bis 7,4 einstellen

Poly-L-Lysin Losung: 500 pg/ml in HyOpigest.
1xTAE: 40 mM Tris
1 mM EDTA

ad H;Ogigesr. mit konzentrierter Essigsdure auf pH 7,8 einstellen

1xTBS: 100 mM Tris

150 mM NaCl

ad H,Ogigest. mit HCI einstellen auf pH 7,5 einstellen
IxTE: 10 mM Tris/HCI (pH 7,6)

1 mM EDTA (pH 8,0)
ad HZOBidest.

3.1.6 DNA- und Molekulargewichtsstandards

DNA-Léngenstandard Lamba E/H (Fermentas): 21226, 5148, 4973, 4268, 3530, 2027, 1904,
1584, 1375, 947, 831, 564, 125 bp

Protein-Molekulargewichtsstandard (Biorad): 200, 116.25, 97.4, 66.2, 45, 31, 21.5, 14.4 kD

Vorgefirbter SDS-PAGE-Standard (Sigma): 180, 112, 84, 64, 52, 35, 32 kD
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3.1.7 Oligonukleotide

Bezeichnung Sequenz in 5" —3" Richtung Verwendungs
-zweck
pGL-1.0li (for) 5-TGTATCTTATGGTACTGTAACTG-3 Sequenzierung
pGL-2.0li (rev) 5-GAAATACAAAAACCGCAGAAGGT-3" dito
5 pGEXseq 5-GGGCTGGCAAGCCACGTTTGGTG-3' dito
CMV seq (for) 5-CCACTGCTTAACTGGCTTATCG-3' dito
pRK-rv (rev) 5 - TAAGCTGCAATAAACAAGTTG-3' dito
pRKSriick.prim 5"-GTAACCATTATAAGCTGC-3" dito
tkg rev.seq 5'-CCTTCGTTTGCCATACGCTC-3" dito
. 5-GCGCGGAAGCTTGCCACCATGGATTATCCT | PCR aus NK-
DNAM1Hindkozakfor ACTTTACTTTTGGCT-3" Zell-Genbank
5'-CGGGCGACGCGTAGAAGGAGAGAGAGAAGA .
DNAM 1 cytoMlufor GATCTATTT-3' dito
5-CGGGCGGCGGCCGCTTTAAACTCTAGTCTT .
DNAM 1 Notrev TGGTCTGCGAGA-3" dito
DNAM 1seqfor 5-TACCCACAGGGAACTTGGCAG-3" Sequenzierung
PCR
CD11dKfor.oli 5 -GCGCGACGCGTGTTGGTTTCTTCAAACGG-3' | (Template:
PH3M CDl11a)
5-CGCGCCGCGGCCGCTTTAGTCCTTGCC .
CD11aNotrev ACCACCACT-3" dito
5-GCGGGGACGCGTGCTCTGATCCAC
CD18-TRfor CTGAGCG3:
CD18-notrev.oli 5-GCGGGGGCGGCCGCTTTAACTCTCAGC-3' dito
5-GCGGGGGCGGCCGCTTTACATGACCGTCGT .
CD18-762 not rev GGTGGCGC-3" dito
5-GCGGGGGCGGCCGCTTTA- .
CD18-748 not rev GTTCCACTGGGACTTGAGC3' dito
PCR
CD29dK for.oli 5 -GCGCGACGCGTCTTTTAATGATAATTCAT-3" | (Template:
slgCD29, pRK)
5-GCGGGGGCGGCCGCTTTATTTTCCCTCATA .
(CD29)cyt not rev CTTCGGATT-3" dito
5 -GCGGGGGCGGCCGCTTTAACTCTCAGCAAA .
CD29cytexCDI8notrev | = 11 GGGGTTCATCACAGTTGTTACGGC-3' dito
5-GCGGGGGCGGCCGCTTTATTTTCCCTC .
CD29cytY/Fnotrev AAACTTCGGATTGAC-3" dito
AITAM YF mlu for 5-GCGGCGACGCGTATTGGGATGAAAGGC (Tel;flfate-
GAGCGCCGGAGGGGCAAGGGGCACGATGGC-3' plate.
slgzeta, pRK)
5-CGCCGCGCGGCCGCTTTAGGCCTGCATGTG .
z3ITAM YF not rev AAGGGCGTCGAAGGTGTCCTTGGTGGC-3" dito
5'-GCGCGAAGCTTGCCACCATGGACTACA PCR
(Template:

PS12.0li (for)

AGGACGACGATGACAAGACGCGTATGG
GAGAGATTAAAGTCTCT-3"

CD4itl/pJG4-5,
fiir Flag-Tag)
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3.1.8 Antikorper

Spezifitit Bezeichnung Subtyp ‘ Referenz
anti-humanes-CD4 Q4120 Maus IgG1 Sigma
dito MTI151 Maus I[gG1 P. Rieber, Dresden
. ) polyklonal
dito T4-4 (Kanninchen) AIDS Reagent Prog.
anti-humanes CD11a MEM-83 Knoll und Dustin, 1997
anti-humanes CD11a DAKO
anti-humanes CD18 MHM-23 DAKO
anti-humanes CD18 MEM-48 V. Horejsi, Prag
anti-humanes CD18 MEM-95 dito
anti-humanes IgG, Fc- . .
spezifisch - polyklonal (Ziege) Dianova
anti-humanes-Ick Ick-01 Maus IgG1 V. Horejsi, Prag
dito lck-04 Maus IgG1 dito
anti-Phosphotyrosin 4G10 Maus IgG2b UBI
anti-humanes-CD3-¢ OKT3 Maus IgG2b ATCC
anti-Flag M5 Maus IgG Sigma

Nicht gesondert aufgefiihrte sekundére Antikdrper wurden iiber die Firma Dianova von

Jackson ImmunoResearch bezogen.

3.1.9 Plasmide

Verwendung Bezeichnung ‘ Resistenz ‘ Referenz
eukaryontlsche.transwnte p5C7 amp Zeitlmann et al., 1998
Expression
dito pCDM7/8 supF Aruffo und Seed, 1987
eukaryontische stabile .
Expression pEF-IRESpuro | amp, puro Geiger et al., 2000
Luziferase-Reporterplasmid pIL-2 GL2 amp Zeitlmann et al., 1998
Vaccinia-Infektion pTKg amp Romeo et al., 1992
prokaryontische Expression pGEX-2T amp Amersham
dito pPMAL-c2 amp Biolabs
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3.1.10 Bakterienstimme

Verwendung

Referenz

F,araD139,A(ara-leu)7696, galE15, Casadaban
MC1061 galK16, A(lac)X74, rpsL(Str), Plasmidamplifikation | und Cohen,
hsdR2(r” mk’); merA, merB1 1980
MC1061 | wie MC1061, aber mit Helfer-Plasmid Amplifikation von dito
p3 p3: kan, bla(amp)-am,tet-am CDM7/8-Vektoren
DH5 endAl, hsdR17(rg’ mg "), supE44, thi- liﬁ(sgnli?irsf}iﬁé(ﬁig;’_ Hanahan,
o 1, recAl, gyrA (Nal"), relAl proxary . 1983
expression
B F, ompT, hsdSg( 1’ mg ), gal[dcm], . . Lama et al.,
BL21 DE3, Cn' Proteinexpression 1992
3.1.11 Eukaryontische Zellinien
Bezeichnung Zelltyp Verwendung Referenz
CV-1 ﬁbroblastenahnh(-:h'e Affennieren- Ampllﬁkatlop von ATCC, CCL-70
Zellinie Vaccinia-Viren
CV1 mit integriertem, replikations- . .
COS7mb6 defekterm SV-40-Genom transiente Expression ATCC, CRL-1651
humane T-Zellinie aus Patienten mit | Funktionelle Studien nach
Jurkat E6 akuter Leukdmie transienter Transfektion ATCCTIB-152
SV-40 LT-Ag. exprimierendes . Clipstone und
Jurkat LT E6-Derivat dito Crabtree, 1992
J.RT3-T3.5 E6-Derivat, TCR-B-defizient dito ATCC, TIB-153
lymphoblastoider T-Zellklon, .
SK-2.7 CD18-defizientes SKW3-Derivat, dito Weber et al., 1997
. Zytolyse-Experimente Besser und Wank,
234 T-Zellklon zytotoxischer T-Zellklon (Effektorzellen) 1999
+ Zytolyse-Experimente .
BW-LCL B-Zell-Lymphom, HLA-A24 (Zielzellen) dito
. Zytolyse-Experimente .
DS-LCL B-Zell-Lymphom, HLA-A24 (Kontroll-Zielzellen) dito
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3.2 Kultivierung und Stammhaltung der verwendeten Organismen

Die entsprechenden E. coli-Stimme wurden in Form von Dauerkulturen (siehe unten)
aufbewahrt. Zur Vermehrung wurden die Bakterien zundchst auf LB-Agarplatten vereinzelt
und anschlieend in Fliissigmedium {iberfiihrt. Zur Amplifikation von Vektoren, welche als
Selektionsmarker -Lactamase enthielten, wurden die Stimme MC1061 bzw. DH5o trans-
formiert und dem Medium 50-100 pg/ml Ampicillin zugesetzt. Die Transformation von
CDM-Vektoren, die ein Gen einer amber-Suppressor-tRNA beinhalten, erfolgte generell in
den Stamm MC1061p3. Dem Medium wurde hierbei 12,5 pg/ml Ampicillin und 7,5 pg/ml
Tetracyclin zur Selektion zugesetzt. Bei Plasmid-Isolationen aus dem MC1061p3-Stamm
wurde M9-Medium fiir die Pridparationen im mg-MalBstab anstelle dem sonst verwandten LB-
Medium vorgezogen, da die so gewonnene DNA einen hoheren Reinheitsgrad aufweist.

Mit Parafilm abgedichtete Agarplatten wurden bis zu 3 Monaten bei 4°C aufbewahrt. Das
Anlegen von Dauerkulturen erfolgte durch Zugabe von 2 Vol. 86% Glycerin zu einer

saturierten Fliissigkultur und Lagerung bei -80°C.

LB-Medium: 1,0% (w/v) Bacto-Trypton
0,5% (w/v) Hefeextrakt
1,0% (w/v) NaCl
pH 7,0

Fiir die Herstellung fester Ndhrmedien wurde vor dem Autoklavieren 1,5% (w/v) Agar zugesetzt.

Die Zugabe der Antibiotika erfolgte nach Abkiihlen auf < 55°C:
Ampicillin-Stocklosung: 100 mg/ml in 50% EtOH

Tetracyclin-Stocklésung: 7,5 mg/ml in 90% EtOH (Lagerung im Dunkeln)

M9-Medium: 10 g/l M9-Salze
10 g/l Casaminoacids
ad 990 ml/1 HyOg;gest
Nach Sterilisation durch Autoklavieren und Abkiihlen auf <55°C wurden zugegeben:
10 ml/I 100xM9-Additions
125 pl/1 Ampicillin-Stammldsung (100 mg/ml)

1 ml/l Tetracyclin-Stammlésung (7,5 mg/ml)
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M9-Additions:  70% (v/v) Glycerin
10 mM CacCl,
100 mM MgSO,

Alle Komponenten wurden separat autoklaviert

3.2.1 Adhirente Saugerzellen

Die auf Zellkulturplastik adhdrent wachsenden Zellinien CV-1 und COS-7m6 wurden aus
Dauerkulturen ziigig aufgetaut, unverziiglich in 10 ml Medium verdiinnt und bei 1100 rpm
abzentrifugiert. Je nach Zellmenge wurde das Pellet in 10-20 ml Medium resuspendiert und
auf eine entsprechend groBe Zellkulturplatte verteilt. Unter optimalen Wachstums-
bedingungen (37°C; 5% CO,) verdoppelte sich die Zellzahl etwa alle 24 Stunden. Konfluente
Platten wurden nach Absaugen des Mediums und Waschen mit PBS durch etwa 5 miniitige
Inkubation in 1/7 Volumenteilen Trypsin-EDTA-L&sung abgelost und entsprechend der
gewlinschten Zelldichte verteilt.

Zum Anlegen von Dauerkulturen wurde die Zellen einer konfluente 150 x 20 mm-
Gewebekulturschale durch Trypsinisieren abgeldst, mit PBS gewaschen und in 0,9 ml
Medium resuspendiert. In ein spezielles 1,8 ml Gefdl (Kryotube) wurde 0,9 ml 30% (v/v)
DMSO in FCS vorgelegt und vorsichtig mit der Zellsuspension iiberschichtet, so dafl keine
Durchmischung der beiden Phasen stattfand. Die Mischung erfolgte erst unmittelbar vor dem
Einfrieren bei -20°C fiir einige Stunden. Vor der Uberfiihrung in fliissigen Stickstoff wurden

die Gefille flir 24 Stunden bei -80°C gelagert.

Medium: DMEM (Gibco/LifeTechnologies)
10% FCS (Gibco/LifeTechnologies; 30min 56°C hitzeinaktiviert)

0,025% Gentamicin-Sulfat (50 mg/ml)

Trypsin/EDTA: 0,5 g/l Trypsin
0,2 g/l EDTA
in HBSS
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3.2.2 Suspensionszellen

Die verschiedenen Varianten der humanen Jurkat T-Zellinien wurden in Suspension bei 37°C
und 5% CO; kultiviert bis zu einer Zelldichte von 1-1,5x106/ml. Dauerkulturen wurden
angelegt, indem 1x10’ Zellen abzentrifugiert, mit PBS gewaschen und in 0,9 ml RPMI
resuspendiert wurden. Im Weiteren wurde wie fiir die adhidrent wachsenden Zellen beschrie-

ben verfahren.

Medium: RPMI (Gibco/LifeTechnologies)
10% FCS (Gibco/LifeTechnologies)
0,025% Gentamicin-Sulfat (50 mg/ml)

3.3 Molekularbiologische Techniken

3.3.1 Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli mittels alkalischer Lyse

Fiir die rasche Gewinnung von bakterieller Plasmid-DNA im pg-Mafistab zur Verwendung in
Restriktions- oder Sequenzanalysen wurde diese nach einer als ,alkalischen Lyse*
bezeichneten Methode pripariert (Birnboim und Doly, 1979). Dabei wird das unterschiedliche
Renaturierungs- und Loslichkeitsverhalten von zirkuldr geschlossener DNA gegeniiber
chromosomaler DNA und Proteinen ausgenutzt.

Nach Anzucht der Bakterien bei 37°C auf LB-Agarplatten mit dem entsprechenden Anti-
biotikum wurden einzelne Kolonien in 5 ml LB-Medium {iberfiihrt und mit denselben
Selektionsbedingungen bei 37°C unter aeroben Bedingungen angezogen. In einem
entsprechenden PlastikgefdB wurden 1,5 ml der Ubernachtkultur bei 6000 rpm in einer Tisch-
zentrifuge pelletiert. Der Uberstand wurde verworfen und die Zellen in 200 pl der Losung I
resuspendiert. Anschliefend erfolgte die Zugabe von 400 pl der Losung II und 300 pl der
Losung III. Diese Mischung wurde vorsichtig durch mehrmaliges Invertieren des Gefdl3es
durchmischt und die unloslichen Bestandteile (Proteine, Lipide) durch Zentrifugation bei

14000 rpm prizipitiert. Der Uberstand wurde in ein frisches Plastikgefil iiberfiihrt und
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zusammen mit 400 pl TE-geséttigtem Phenol ca. 30 Sekunden geschiittelt. Durch 5 miniitige
Zentrifugation bei 14000 rpm wurden die Phasen getrennt. Nach dem Uberfiihren der
wafirigen Phase in ein frisches 1,5 ml Plastikgefdl, wurde diese mit 0,7 Volumenteilen
Isopropanol versetzt und durchmischt. Das Prézipitat wurde durch 10 miniitige Zentrifugation
bei 14000 rpm pelletiert, mit 70%-igem Ethanol gewaschen, bei 37°C getrocknet und in 30-
50ul HyOpgigest. resuspendiert. Vor der Weiterverarbeitung muf die isolierte Plasmid-DNA mit
RNAase behandelt werden. Die Zusammensetzungen der Losungen I-III sind im Folgenden

Kapitel beschrieben.

3.3.2 Isolierung und Reinigung von Plasmid-DNA aus E. coli im mg-Mal3stab

Zur Gewinnung groBe Mengen hochreiner Plasmid-DNA, wurde diese durch ,,alkalischen
Lyse* aus Bakterien isoliert und einer Caesiumchlorid-Dichtegradienten-Zentrifugation
unterzogen. Eine Trennung von tberspiralisierter Plasmid-DNA von linearen Nukleinsdure-
molekiilen 1st mdglich, da diese sich aufgrund unterschiedlicher Ethidiumbromid-
Inkorporation innerhalb verschiedener Schwebedichten im Caesiumchlorid-Dichtegradienten
verteilen. Auf diese Weise gereinigte DNA-LOsungen lassen sich in konzentrierter Form {iber
sehr lange Zeit aufbewahren. Nach einer solchen Aufreinigung wurden mit diesen DNA-
Losungen zudem hdohere Transfektionseffizienzen von Sédugerzellen erreicht als mit {liber
Ionenaustauschersdulen gereinigter DNA.

Hierfiir wurden in einem entsprechenden Kolben 1 1 Fliissigmedium mit einer 5 ml
Vorkultur angeimpft und 12-19 Stunden bei 37°C unter selektiven, aeroben Bedingungen
kultiviert. Anschliefend wurden die Zellen durch 10 miniitige Zentrifugation bei 4000 rpm in
einer J6-Zentrifuge (Beckman) geerntet. Das Zellpellet wurde in 40 ml Losung I
resuspendiert. Die Zellyse erfolgte unter vorsichtigem Umschwenken durch Zugabe von 80
ml Lésung II. Durch die Zugabe von 40 ml Losung III wurden chromosomale DNA, tRNAs,
Proteine und Lipide prizipitiert, welche durch 10 miniitige Zentrifugation bei 5000 rpm in
einem GS-3-Rotor (Sorvall) abgetrennt wurden. Der Uberstand wurde anschlieBend durch 2
Lagen Mullbinde in 250 ml Zentrifugenbecher filtriert. Nach Zugabe von 0,7 Volumenteilen
Isopropanol wurde diese Losung durch Invertieren griindlich durchmischt und dann bei 4500
rpm in einem GS-3-Rotor 10 Minuten zentrifugiert. Das entstandene Pellet wurde mit 70%

Ethanol gewaschen und anschlieend getrocknet. Die Resuspendierung erfolgte in ca. 4,0 ml
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Losung I, so daBB ein Endvolumen von 4,4 ml erreicht wurde. Zusammen mit 5,5 g CsCl,
wurde dann diese Losung in 13 ml Zentrifugenréhrchen tiberfiihrt. Durch kriftiges Schiitteln
wird das CsCl, vollstidndig in Losung gebracht. Nach Zugabe von 0,5 ml Ethidiumbromid-
16sung (10 mg/ml) wurde die Losung erneut griindlich durchmischt. Durch 5 miniitige
Zentrifugation bei 10000 rpm in einem SS-34-Rotor (Sorvall) wurden unlosliche Bestandteile
abgetrennt. Mit Hilfe einer Pasteur-Pipette wurde der Uberstand in ein QuickSeal-Ultra-
zentrifugenrohrchen (Beckman) {iberfithrt. Nach dem Austarieren von je zwei dieser
Rohrchen wurden diese verschweil3t. Die Zentrifugation erfolgte fiir mindestens 4 Stunden bei
80000 rpm in einem VTI-80-Rotor oder einem NVT-90-Rotor (beide von Beckman).
Anschliefend wurde mit einer 5 ml Spritze die Plasmidbande abgezogen und in ein 13 ml
Zentrifugenréhrchen iiberfiihrt. Zum Entfernen des Ethidiumbromids wurde die DNA-haltige
Losung mehrmals mit in 1 M NaCl-gesittigtem 1-Butanol geschiittelt. Dann wurde die
gesundheitsschiddliche Ethidiumbromid-Butanol-Phase abgesaugt und sofort durch 5 M
NaOH inaktiviert. Zur Prazipitation der DNA aus der verbleibenden wéfrigen Phase wurde
diese mit dem gleichen Volumen 1 M Ammoniumacetat-Losung und dem zweifachen
Volumen 100%-igem Ethanol versetzt und durchmischt. Durch 10 miniitige bei 10000 rpm in
einem SS-34-Rotor wurde die Plasmid-DNA pelletiert, mit 70 %-igem Ethanol gewaschen,
getrocknet und in 500-1000 pl HyOgjgest. resuspendiert.

Losung I : 10 mM EDTA pH 8,0

Losung II : 0,2 M NaOH
1 % (w/v) SDS

Losung 11T : 2,5 M Kaliumacetat
2,5 M Essigsiure
pH 4,7
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3.3.3 Ethanolfillung von DNA

Zur Erhohung des Reinheitsgrads wurden DNA-haltige Losungen in manchen Fallen gefillt.
Hierfir wurde die Losung mit 1/10 Volumenteil 3 M Natriumacetat (pH 4,8) und 2,5
Volumenteilen Ethanol versetzt und 30 min bei —20°C inkubiert um die darin enthaltenen
DNA quantitativ zu féllen. AnschlieBend wurde 15 min lang bei 14.000 rpm und 4°C
zentrifugiert (Eppendorf Tischzentrifuge) um die DNA zu pelletieren. Das Pellet wurde mit
70 %-igem Ethanol gewaschen und getrocknet. Die DNA wurde dann in einem geeigneten

Volumen H;Ogjqes. 0der TE-Puffer aufgenommen.

3.3.4 DNA-Konzentrationsbestimmung

Die Bestimmung der Konzentration einer DNA-Losung erfolgte durch photometrische
Messung der Extinktion bei 260 nm (Eys). Dabei wurde davon ausgegangen, dal3 bei
langeren, doppelstringigen DNA-Molekiile die E,sp = 1 einer DNA-Konzentration von 50
pug/ml bzw. bei lidngeren, einzelstringigen DNA-Molekiilen 33 pg/ml entspricht. Dariiber-
hinaus wurde durch Messung der OD,gp und ODs3;¢ der Reinheitsgrad der DNA-Losung
bestimmt. Fiir reine DNA-Losungen liegt der OD,60/OD,go-Koeffizient bei 1,8. MelBbare
Absorption bei 320 nm deutet auf partikulire Bestandteile in der Losung hin.

Die Berechnung der Konzentration kiirzerer Oligonukleotide erfolgte durch Bestimmung
der Summe der Extinktionskoeffizienten der einzelnen Basen von einem Programm des

Spektralphotometers (Beckman DU-640), dem folgende Formel zugrunde liegt:

Ese0 = 16x(A) + 12x(G) + 9,6x(T) + 7x (C) entspricht 1 mM.

Dabei steht in den Klammern die Anzahl der jeweiligen Base im Oligonukleotid. Unter der
Annahme eines durchschnittlichen Basen-Molekulargewichts von 330 g/mol kann die

Oligonukleotidmenge berechnet werden.
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3.3.5 Polymerase-Kettenreaktion (PCR) zur Amplifikation von DNA-Fragmenten

Die Polymerase-Kettenreaktion wurde fiir die Amplifikation und Isolation von DNA-
Fragmenten aus Genbanken sowie fiir Mutagenisierungen eingesetzt. Wegen der hoheren
Kopiergenauigkeit gegeniiber anderen Enzymen wurde die Vent-Polymerase der Fa. NE-
Biolabs verwendet. Prinzip der PCR ist die exponentielle Vermehrung eines DNA-Abschnitts,
welcher sich zwischen zwei, an den komplementdren Einzelstringen hybridisierenden
Oligonukleotiden (Primern) befindet. Das Produkt eines Reaktionszyklus kann dabei erneut
als Substrat der Polymerase fungieren (Mullis und Faloona, 1987).

Ein typischer Ansatz fiir eine PCR wurde in einem diinnwandigen 0,5 ml PCR-Gefal3

angesetzt und enthielt:

200 ng DNA

4 pl 10xVent-Polymerase-Puffer

4 pl 2,5 mM dNTP-Mix (je 2,5 mM dGTP, dATP, dTTP, dCTP)
0,5 pg Vorwirts-Primer

0,5 pg Riickwirts-Primer

1 pl Vent-Polymerase (2 U/ul)

ad 40ul HyOp;gest.

Nach dem Mischen wurde der Reaktionsansatz mit Mineraldl iiberschichtet. Die PCR erfolgte
entsprechend der in der Apparatur programmierten Temperaturzyklen fiir Strangtrennung,
Primerhybridisierung und Primerelongation ausgesetzt. Ein Aliquot des Produktes wurde
durch Elektrophorese in Agarosegelen analysiert, das verbleibende Produkt einer Phenol-
Extraktion unterworfen, mit Ethanol gefdllt, gewaschen und in 25 pl bidest. Wasser
resuspendiert. Nach Subklonierung in E. coli. wurde der amplifizierte Bereich eines PCR-
Produkts in jedem Fall vollstindig sequenziert, um eventuelle Fehler der Polymerase zu

erkennen.

10x Vent-Polymerase-Puffer: 100 mM KCl
200 mM Tris/HCI pH 8,8 (bei 25°C)
100 mM (NH,4),SO4
20 mM MgSO4
1 % (v/v) Triton X-100
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3.3.6 PCR-Mutagenese

Die Mutagenisierung von cDNAs erfolgte ebenfalls durch die PCR. Mittels geeigneter Primer
wurden gleichzeitig Mutation und eine zusitzliche Restriktionsschnittstelle in eine cDNA
eingefiihrt. Hierfiir wurden zwei unabhéngige PCR-Reaktionen durchgefiihrt. Dabei enthielt
jeder dieser Ansitze eine Kombination von duBBerem Primer und internem Primer, welcher
sowohl einzufiihrende die Mutation als auch die neue Schnittstelle aufwies.

AnschlieBend wurden die beiden PCR-Produkte gleichzeitig in den gewiinschten Vektor
kloniert (Dreifach-Ligation). Die Erkennungssequenz der Restriktionsendonuklease wurde
dabei so gewihlt, dal es auf Aminosdureebene beim PCR-Produkt zu keinem zusitzlichen
Austausch kam (silent mutation). Falls keine geeignete Restriktionsschnittstelle verfiigbar
war, wurde auf deren Einfiihrung verzichtet. Statt dessen folgte ein zusétzlicher PCR-Schritt
mit den beiden iiberlappenden Produkten des ersten Schritts als Matrize und mit einem
UberschuB der duBeren Primer angefiigt. Wegen der zweifachen PCR-Amplifikation wiesen

die Endprodukte dieser Reaktion jedoch héiufig sekundére Mutationen auf.

3.3.7 Enzymatische Spaltung von DNA

Die Menge der DNA-Probe betrug fiir analytische Spaltungen 0,5-2 pg, fiir préparative
Zwecke je nach Verwendungszweck 1-5 pg Plasmid-DNA in einen wie folgt zusammen-

gesetzten Restriktionsansatz eingesetzt:

0,5-5 pg Plasmid-DNA
1/10 Vol. NEB-Restriktionspuffer
0.5-1 pl pro Restriktionsenzym (1-10U)
Bei der Restriktion von Plasmid-DNA, welche wie unter Abschnitt 3731 prépariert wurde, erfolgte die

Zugabe von 1pg RNase A
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Der Restriktionspuffer und die Inkubationstemperatur wurde entsprechend den Hersteller-

angaben den jeweils verwendeten Enzymen angepalit. Die Inkubation erfolgte im Normalfall

2-3 Stunden oder wo dies angemessen erschien auch iiber Nacht.

NEB-Restriktions-Puffer Nr. I :

NEB-Restriktions-Puffer Nr. 2:

NEB-Restriktions-Puffer Nr. 3:

NEB-Restriktions-Puffer Nr. 4:

10 mM Bis Tris Propan-HCI
10 mM MgCl,

1,0 mM DTT

pH 7,0 bei 25°C

10 mM Tris-HCI
10 mM MgCl,
50 mM NaCl

1,0 mM DTT
pH 7,9 bei 25°C

50 mM Tris-HCI
10 mM MgCl,
100 mM NaCl
1,0 mM DTT

pH 7,9 bei 25°C

20 mM Tris-acetat

10 mM Magnesiumacetat
50 mM Kaliumacetat

1,0 mM DTT

pH 7,9 bei 25°C
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3.3.8 Entfernung iiberhiingender DNA-Enden

Nach enzymatischer Spaltung von DNA entstehen in der Regel einzelstrangige liberhdngende
Enden. Fiir die Ligation zweier DNA-Fragmente, welche nicht zueinander komplementére
tiberhdngende Enden aufwiesen, war es erforderlich diese enzymatisch zu entfernen.

Im Fall von 5°-iiberhdngenden Enden wurde nach erfolgtem Restriktionsverdau eine
Mischung aller dNTPs mit einer Konzentration von 0,25 mM und 1 pl Klenow-DNA-
Polymerase zugegeben. Nach 30 miniitiger Inkubation bei RT wurde das Enzym fiir 20 min
bei 70°C inaktiviert und durch eine Protein-Entfernungs-Saule (MoBiTec) zentrifugiert. Im
Fall von 5'-zuriickgesetzten Enden wurde T4-DNA-Polymerase anstelle des Klenow-
Fragments benutzt, um die 3'-iiberhdngenden Enden von der Exonukleaseaktivitit dieses

Enzyms zu entfernen.

3.3.9 Dephosphorylierung von 5’-DNA-Enden

Vor der Ligation wurden in der Regel die 5'-Phosphatgruppen eines enzymatisch gespaltenen
Vektors entfernt, um die Wahrscheinlichkeit der Vektor-Rezirkularisierung ohne Insert zu
reduzieren. Dies ist vor allem dann die bevorzugte Ligationsreaktion, wenn der Vektor nach
der Spaltung komplementire Enden aufweist. Nach erfolgter Spaltung der Vektor-DNA
wurde dem Restriktionsansatz daher 1 pl alkalischer Phosphatase (1 U/ul) zugegeben und
anschlieend fiir mindestens 30 Minutigen bei Raumtemperatur inkubiert. Die Zugabe eines
speziellen Puffers sowie die Inaktivierung der Phosphatase nicht notwendig. Die Reinigung

der so behandelten Vektor-DNA erfolgte mittels priaparativer Agarosegel-Elektrophorese.

3.3.10 Agarosegel-Elektrophorese zur Auftrennung von DNA

DNA bewegt sich aufgrund der negativen Ladungen der Phosphodiester-Gruppen in einem
elektrischen Feld in Richtung der Anode. Hierbei werden die DNA-Molekiile aufgrund ihrer
Lange aufgetrennt, welche durch den Vergleich mit bekannten Referenzen (DNA-Liangen-

standards) ermittelt werden kann. Zur Visualisierung der DNA kann das Gel Ethidiumbromid
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mit Ethidiumbromid geférbt werden, das in DNA interkaliert und durch UV-Licht (Wellen-
lange A = 365 nm) zur Fluoreszenz angeregt wird. Die zu analysierenden DNA-Proben
wurden vor dem Beladen des Gels mit DNA-Auftragspuffer versetzt.

Die verwendeten Gele enthielten Agarose in einer Konzentration von 1-5% (w/v). Sowie
die Gellosung als auch der Laufpuffer wurden in TAE-Puffer angesetzt. Je nach Linge und

Agarose-Anteil des Gels wurden flir 20-60 Minuten Spannungen von 80-150 V angelegt.

1xTAE-Elektrophoresepuffer: 40 mM Tris/HC1
40 mM Essigsdure
1 mM EDTA
20 pl/1 Ethidiumbromid-Losung (10 mg/ml in H,O)
pH 8,0 bei 25°C

6xDNA-Auftragspuffer: 0,25% (w/v) Bromphenolblau
0,25% (w/v) Xylencyanol
30% (v/v) Glycerin
50 mM EDTA

3.3.11 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarose und Ligation

Zur Reinigung und Abtrennung unerwiinschter Fragmente nach Restriktionsspaltung von
DNA wurde diese vor der Weiterverarbeitung (z.B.Ligation) auf ein niedrigschmelzendes
Agarosegel (NuSieve-Agarose, FMC) aufgetragen und elektrophoretisch aufgetrennt. Die
gewiinschten Fragmente wurden anschlieBend unter UV-Licht (A = 366 nm) aus dem Gel
ausgeschnitten. Durch Erhitzen wurde der DNA-haltige Agaroseblock geschmolzen und
Aliquots konnten so fiir weitere Klonierungstechniken eingesetzt werden.

In den Féllen, wo ein relativ groBes Volumen (>20 pl) Agarose ausgeschnitten werden
muflte, erfolgte eine Reinigung der DNA-Fragmente iiber Absorption an Glaskugeln (Gene
clean Kit, Bio 101) entsprechend den Empfehlungen des Herstellers.
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Ldsungen des Gene clean-Kits (Bio 101):

6 M Natriumiodid
Glaskugelsuspension

New Wash (unbek. Zusammensetzung)

Fiir den optimalen Verlauf der Ligation sollte das zu inserierenden Fragments im 3-fach molaren Uberschuf3
gegeniiber der Vektor-DNA vorliegen. Aus diesem Grund wurden jeweils die beiden Restriktionsansétze in
dquimolaren Menge auf das priparative Gel aufgetragen und die isolierten Fragmente folgendermallen in die

Ligationsreaktion eingesetzt:

Ligationsansatz: 1,25 ul Vektor-Fragment
3,75 pl zu inserierendes Fragment
5 ul 10xLigationspuffer
0,5 pl T4-Ligase (400U/pl)
ad 50 pl HyOgigest.

10x Ligationspuffer: 50 mM Tris/HCI
10 mM MgCl,
10 mM DTT
1 mM ATP
25 pg/ml BSA
pH 7,8 bei 25°C

Hierauf folgte eine 2 stiindige Inkubation bei Raumtemperatur. 10 pl dieses Ansatzes wurden direkt fiir die
Transformation von E. coli eingesetzt. Um das Ausmal} der Rezirkularisierung des Vektors zu ermitteln, wurde
jeweils eine weitere Ligationsreaktion, indem jedoch das zu inserierenden Fragment fehlte. Das Verhéltnis der
Kolonien die nach Transformation dieser beiden Ansédtze in E. coli wuchsen, erlaubte Riickschliisse auf die

Effizienz der Ligation.
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3.3.12 Herstellung und Transformation kompetenter E. coli mittels CaCl,

Die im Folgenden beschriebene Methode basiert auf einem von Mike Scott (UCSF)
etablierten Protokoll. Damit kénnen Kompetenzen von bis zu 10° Transformanden pro ug
DNA erreicht werden. Der entsprechende E. coli-Stamm wurde auf einer antibiotikafreien
LB-Platte vereinzelt und iiber Nacht bei 37°C inkubiert. Am folgenden Morgen wurden 20 ml
TYM (in 250 ml Erlenmeyer-Kolben) mit einer Einzelkolonie inokuliert und bei 37°C unter
aeroben Bedingungen bis zu einer ODgyy von 0,2-0,8 inkubiert. Diese Vorkultur wurde in
einen 2-3 1 Erlenmeyerkolben iiberfiihrt, welcher 37°C warmes 100 ml TYM enthielt. Nach
dem Erreichen einer ODgg von 0,5-0,9 wurde die Kultur im selben Gefdll durch Zugabe von
380 ml vorgewdrmtem TYM auf ein Volumen von 500 ml verdiinnt. Sobald eine ODgyy von
0,6 erreicht war, wurde die Temperatur durch Schwenken in einem Eis-Wasser-Bad moglichst
rasch auf 4°C abgekiihlt und bei 4200 rpm in einem GS-3-Rotor 10 Minuten abzentrifugiert.
Das Zellpellet wurde in 100 ml kaltem TfB I schonend resuspendiert und unter den gleichen
Bedingungen erneut pelletiert. Die folgende Resuspendierung durch vorsichtiges Schiitteln
geschah in 20 ml TfB II. Von der erhaltenen Suspension wurden 200 pl-Aliquots mdéglichst
rasch in fliissigem Stickstoff eingefroren und bei -80°C gelagert. Die Ermittlung der
Kompetenz der erhaltenen Zellen erfolgte durch Transformation mit 10 ng Plasmid-DNA und
Plattierung mehrerer Verdiinnungen.

Fiir die Transformation der so erhaltenen Zellen wurde ein Aliquot bei Raumtemperatur
aufgetaut und 80 pul Zellsuspension mit 5-10 pl eines Ligationsansatzes oder 10 ng Plasmid-
DNA in gekiihlten Plastikgefd3en vermischt. Nach 15-30 Minuten Inkubation im Eis-Wasser-
Bad wurden die Ansdtze fir 5 Minuten einem Hitzeschock von 37°C ausgesetzt.
AnschlieBend wurden die Zellen auf Selektivmedium plattiert und iiber Nacht bei 37°C
inkubiert.

TYM: 2 % (w/v) Bacto-Trypton Sterilisation durch Autoklavieren
0,5 % (w/v) Hefeextrakt
0,1 M NaCl

10 mM MgSO,
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TBI: 30 mM Kaliumacetat
100 mM KC1
10 mM CaCl,
15% (v/v) Glycerin

nach dem Autoklavieren wird zugesetzt: 50 mM MnCl, (separat autoklaviert)

T{B II: 10 mM HEPES pH 7,0  Sterilisation durch Filtration
75 mM CaCl,
10 mM KCI

15% (v/v) Glycerin

3.3.13 Transfektion von COS7-Zellen mittels DEAE-Dextran

Transfektion der verwendeten COS-Zellinie diente zur transienten Uberexpression von
nativen und rekombinanten Proteinen. Diese Zellen, welche humanen Fibroblasten schr
dhneln, erwiesen sich aufgrund ihrer einfachen Wachstumsbedingungen als sehr geeignet.
Zudem wurden hierbei sehr gute Transfektionseffizienzen erzielt. Die Transfektionsprozedur
beruht auf einem modifizierten Protokoll von Lopata et al. Lopata et al., 1984). Eine Plasmid-
DNA mit SV-40-Replikationsursprung wird dabei als Komplex mit DEAE-Dextran von den
Zellen in einer bisher mechanistisch nicht gut charakterisierten Weise aufgenommen,
repliziert und transkribiert. Die Gegenwart von Chloroquin fordert diesen Prozess, vermutlich
indem eine zu starke Ansduerung von DNA-enthaltenden Endosomen verhindert wird. Als
COS-Zell-Expressionsvektoren wurden CDM- oder pSC7-Konstrukte eingesetzt.

Die zu transfizierenden Zellen wurden am Vorabend von konfluenten Gewebekultur-
schalen (10° Zellen) durch Trypsinisieren abgeldst in einem Verhiltnis auf neue 100x15 mm-
Schalen verteilt, so da3 hier die Zellen am nichsten Morgen eine Konfluenz von 40-60%
aufwiesen. Ausgehend von 100x15 mm-Schalen betrégt dieses Verhiltnis erfahrungsgemal
1:3, von 150x20 mm-Schalen 1:8. Am Tag der Transfektion wurde das Medium durch 5 ml
DMEM ersetzt, welches 10% (v/v) NuSerum (Collaborativ Research 55000) enthielt. Die
geringe Proteinkonzentration dieses Serums minimiert die Bildung von hochmolekularen

Protein-DEAE-Komplexen. Zu diesem Medium wurden anschlieBend je 5 pg der zu trans-
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fizierenden Plasmid-DNA pipettiert und griindlich gemischt. Anschlieend erfolgte die
Zugabe von 200 pl einer 25-fach konzentrierten DEAE-Dextran/Chloroquin-Lésung. Nach
griindlichem Mischen wurden die Schalen fiir 3-4 Stunden bei 37°C und 5% CO; inkubiert.
Als Folge dieser Behandlung, insbesondere aufgrund des Chloroquin-Gehalts der Losung,
beginnen sich die Zellen nach etwa 2 Stunden abzurunden und vom Schalenboden zu 16sen.
Entscheidend fiir eine gute Transfektionseffizienz scheint die richtige Beurteilung des
Zustandes der Zellen zu sein. Angestrebt wurde ein Zeitpunkt, bei dem sich die iberwiegende
Mehrzahl der Zellen bereits abgerundet, noch nicht aber vom Boden gelost hatten. Eine
wichtige Voraussetzung hierfiir scheint eine moglichst homogene Verteilung der Zellen auf
dem Boden der Kulturschale zu sein. Sobald sich der beschriebene Zustand eingestellt hatte,
wurde das Medium entfernt und durch 2 ml 10% (v/v) DMSO in PBS ersetzt. Nach 2
miniitiger Inkubation (bei Raumtemperatur) wurde diese Losung ebenfalls abgesaugt. Es
folgte die vorsichtige Zugabe von 10 ml DMEM/FCS/Antibiotikum und eine 6-12 stiindige
Inkubation bei 37°C und 5% CO,. Die Zellen wurden darauthin durch Trypsinierung (nach
Absaugen des Mediums und Waschen mit PBS) im Verhéltnis 1:1 auf neue Schalen
umgesetzt und unter gleichen Bedingungen zusitzliche 24-48 Stunden inkubiert, worauf die
weitere Verarbeitung folgte. Transfektionseffizienzen von in der Regel 50% wurden durch

Immunfloureszenzfirbung und Durchflulzytometrie nachgewiesen.

25x DEAE-Dextran/Chloroquin: 10 mg/ml (w/v) DEAE-Dextran (Sigma)
2.5 mM Chloroquin-Phosphat

jeweils in PBS

Die Losung wurde durch Filtration sterilisiert und in 1 ml Aliquots bei -20°C gelagert.

3.3.14 Calcium-Phosphat-Transfektion von CV-1 Zellen

Die Transfektion von CV-1 Zellen erfolgte in der Regel bei der Herstellung rekombinanter
Vaccinia-Viren. Zur Transfektion einer konfluenten 100x15 mm-Schale CV-1 Zellen wurden
zundchst 500 pl einer 250 mM CaCl,-Losung zu 10 pg Plasmid-DNA pipettiert. Unter
Schiitteln dieser Mischung wurden tropfenweise 500 pl einer 2-fach konzentrierten HEBS-

Losung zugegeben und der gesamte Ansatz unter Schwenken auf die Zellen verteilt. Nach 12
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h Inkubation im Brutschrank wurde der Uberstand durch normales Zellkulturmedium ersetzt

und fur weitere 24 h inkubiert.

2x HEBS-Losung: 270 mM NaCl
12 mM Glucose
100 mM KCl
1,4 mM Na,HPO,

40 mM HEPES pH 7,1

3.3.15 Transfektion eukaryontischer Zellinien mittels Elektroporation

Elektroporation ist eine universell anwendbare Transfektionsmethode, mit der in allen
analysierten eukaryontischen Zelltypen gute Expressionseffizienzen von rekombinanten
Proteinen erzielt wurden. Neben Expressionsvektoren wurden auch Reporterplasmide mit
Hilfe dieser Technﬂ(r_il_l_‘diverse Zelltypen eingebracht und deren funktionelle Aktivitét
bestimmt (Abschnitt :3-.6:}:). Dariiber hinaus eignet sich diese Methode auch zur Selektion
stabil transfizierter Zellen, da sie weniger mutagen wirkt als z.B. die DEAE-Dextran Trans-
fektion. Obwohl der grundsitzliche Ablauf der Transfektion bei allen Zelltypen unveridndert
gelassen wurde, war es notig, einzelne Parameter der Elektroporation dem jeweiligen Zelltyp
anzupassen. In der Regel wurden etwa 107 Zellen in 400 ul RPMI aufgenommen, griindlich
mit etwa 10 pg Plasmid-DNA durchmischt, unter den in angegebenen Bedingungen elektro-
poriert und mit mindestens 10 ml Zellkulturmedium inkubiert, bis die optimale Expression

des rekombinanten Proteins erreicht war. Zur Selektion stabil transfizierter Zellen wurden die

Ansitze nach 48 Stunden mit dem jeweiligen Antibiotikum versetzt.

Zellinie Spannung [V] Feldstirke [nFD] \ Effizienz
Jurkat E6 260 1200 ca. 45 %
Jurkat LT 310 1200 ca. 80 %
J.RT3-T3.5 260 1200 ca. 45 %
COS7m6 240 900 ca. 40 %
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3.3.16 Herstellung und Infektion mit rekombinanten Vaccinia-Viren

Gewinnung rekombinanter Vaccinia-Viren

Vaccinia-Viren zéhlen zur Poxvirus-Familie und sind ein geeignetes System zur transienten
Genexpression in eukaryontischen Zellen. Die Infektion humaner T-Zellen mittels rekombi-
nanter Vaccinia-Viren ermdglicht eine starke Uberexpression rekombinanter Proteine mit
nahezu 100%-iger Transfektionseffizienz. Das hier beschriebene Verfahren leitet sich im
wesentlichen von publizierten Methoden ab (Falkner und Moss, 1988). Die zu exprimierende
cDNA wurde in den Plasmidvektor pTKg kloniert, der {iber homologe Rekombination in das
Tymidinkinase-Gen des Vaccinia-Stammes WR inseriert. Im ersten Schritt wurde eine
konfluente 100x15 mm-Schale CV-1 Zellen mit einer geeigneten Konzentration von Wildtyp
Vaccinia-Viren infiziert (10° pfu entsprechen etwa einer MOI von 10). Hierzu wurde das
Kulturmedium durch 2,5 ml DMEM ohne Zusitze ersetzt und fiir 2 h im Brutschrank mit
Wildtyp Vaccinia-Viren infiziert. AnschlieBend wurde dieser Uberstand durch die Zugabe
von 5 ml DMEM/10% FCS ersetzt und die Zellen durch die Calcium-Phosphat-Methode mit
dem jeweiligen pTKg-Vektor transfiziert. Nach etwa 48 h zeigten die Zellen deutliche
Anzeichen der Infektion und wurden mit Hilfe eines Zellschabers vollstindig abgeldst,
pelletiert und in 300 pul 10 mM Tris pH 9,0 bei RT resuspendiert. Durch mehrmaliges
einfrieren bei -20°C und auftauen wurden die Zellen vollstindig lysiert.

Die rekombinanten Viren wurde mittels Mycophenolsdure (MPA) selektiert. Diese hemmt
die Guanylat (GMP)-Synthese der Zelle. Die Replikation des Wildtyp-Virus kann damit
spezifisch gehemmt werden, da die rekombinanten Viren den pTKg-Vektor tragen und somit
einen Selektionsvorteil haben. Auf diesem Plasmid ist die Sequenz fiir das bakterielle gpt-Gen
enthalten, welches fiir die Guanin-Phosphoribosyltransferase (XGPRT) kodiert. Dadurch kann
bei gleichzeitiger Anwesenheit der beiden XGPRT-Substrate Xanthin und Hypoxanthin die
Zellkulturmedium die GMP-Synthese auf diesem Wege erfolgen.

Selektion der rekombinanten Vaccinia-Viren
Zur Selektion wurden konfluente CV-1 Zellen in Platten mit 6 Vertiefungen fiir4-6 h mit je
2,5 ml des Selektionsmediums vorinkubiert und durch 1,5 ml DMEM (ohne Zusitze) ersetzt.
Die Zellen wurden anschlieBend mit der unterschiedlichen Mengen nicht-selektierten Viren-
suspension infiziert (Verdiinnungsreihe: 1 pl unverdiinnte, 1:10, 1:50, 1:100).

Nach einer Inkuabtionszeit von 36-48 h wurden lysierte Zellbereiche sogenannte Plaques

sichtbar. Die Plaques wurden unter sterilen Bedingungen mit Hilfe einer Pippettenspitze aus
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Plastik von der Platte entfernt, in 200 pl 10 mM Tris pH 9,5 iiberfiihrt und fiir eine erneute
Selektionsrunde eingesetzt. Nach weiteren 2 bis 3 Selektionsrunden war in der Regel im
rekombinanten Virusstock kein Wildtyp Virus mehr vorhanden und es konnte die Protein-

expression getestet werden.

Selektionsmedium: 190 ml DMEM
2,5 % (v/v) FCS
1 ml MPA (400x = 10 mg/ml in 0,1 N NaOH)
10 ml Xanthin (40x = 10 mg/ml in 0,1 N NaOH)

3 ml Hypoxanthin (670x = 10 mg/ml in H,Ogigest)

Identifikation der rekombinanten Vaccinia-Viren

Die Expression der rekombinanten Proteinen von Zellen in den Bereichen der Plaques wurde
iiber Antikorper nachgewiesen. Handelte es sich hierbei um Oberfldchenproteine reichte fiir
die Detektion die einfache Zugabe eines spezifischen Antikorpers aus. Dieser wurde durch
dreimaliges Waschen mit Medium ohne Zusitze entfernt. AnschlieBend wurden die Zellen
mit einem direkt mit alkalischer Phosphatase konjugierten Antikérper inkubiert. Nach etwa
einer 30 miniitigen Inkubation bei RT unter leichtem Schiitteln, wurden die Zellen etwa
dreimal mit Medium ohne Zusétze gewaschen. Zur Detektion wurden die Zellen unter
Lichtausschluf3 mit 2,5 ml AP-Puffer inkubiert, welcher zusétzlich 8,25 ul BCIP (50 mg/ml)
und 16,5 pl NBT (50 mg/ml) enthielt. Durch das Umsetzen dieser Substrate der alkalischen
Phosphatase tritt nach 10-20 Minuten eine violette Firbung auf. Beim Erreichen der
gewlinschten Signalintensitit wurde die Reaktion mit PBS gestoppt.

Fiir den Fall, daB} es sich um zytoplasmatische Proteine handelt, die mittels rekombinanter
Viren exprimiert werden, war es erforderlich vor der Antikdrper-Inkubation die Zellmembran
zu permeabilisieren (siehe hierzu Abschnitt :L3.—5.2:). Anschlieend wurde analog zu der im
oberen Abschnitt beschriebenen Weise verfahren allerdings unter Beriicksichtigung der
Abweichungen, die sich fiir die Farbung von permeabilisierten Zellen ergeben. In diesem Fall
konnen die den Plaque umgebenden Zellen auch nicht fiir eine weitere Amplifikation
verwendet werden. Dagegen eignen sich die nicht-permeabilisierten Zellen durchaus fiir

weitere Amplifikationsschritte.



Material & Methoden 41

AP-Puffer: 100 mM Tris/HCI1 pH 9,5
100 mM NaCl
5 mM MgCl,

Amplifikation der rekombinanten Vaccinia-Viren

Die rekombinanten Viren aus diesen Zellysaten wurden in CV-1 Zellen weiter amplifiziert.
Hierfiir das Medium einer konfluenten 100x15 mm-Schale mit CV-1 Zellen entfernt und
durch 2,5 ml Medium ohne Zusétze ersetzt. Nach Zugabe von 100 ul Viren-Suspension
wurden die Zellen 1 h lang bei 37°C und 5% CO, inkubiert. AnschlieBend erfolgte die Zugabe
von 10 ml Medium mit 10% FCS. Nach Inkubation von 36-48 h waren in der Regel die Zellen
gleichmiBig infiziert, was durch ihre abgerundete Form sichtbar ist. Die Zellen wurden
geerntet, mit 300 pl Tris/HCI pH 9,5 je Schale lysiert und bei -20°C bis zur Verwendung
gelagert.

Infektion humaner Zellen mit rekombinanten Vaccinia-Viren

Zur Expression von Proteinen mittels rekombinanter Vaccinia-Viren wurden 5x10° Zellen
pelletiert und in 150 pl RPMI ohne Zusédtze resuspendiert. Nach Zugabe von 150 ul Viren-
Suspension, was in der Regel etwa 10 MOI (10 infektiose Viren pro Zelle) entspricht, wurden
die Zellen 1 h lang bei 37°C und 5% CO; inkubiert. AnschlieBend wurde dieser Ansatz mit 5
ml RPMI/10% FCS verdiinnt. Nach einer Expressionsdauer von 6-8 h im Brutschrank

konnten die Zellen fiir nachfolgende Analysen eingesetzt werden.

3.4 Proteinbiochemische Methoden

3.4.1 Herstellung bakterieller Fusionsproteine

Zur affinititschromatogrphischen Aufreinigung bakteriell exprimierter Proteine eigenen
verschiedene Fusionsanteile. Hierzu zdhlt beispielsweise die Verwendung eines N-terminaler
Fusionsanteils bestehend aus dem Glutathion-S-Transferase Protein (GST) bzw. aus dem
Maltose-Bindungsprotein (MBP). Diese werden genetisch an die zu exprimierenden Proteine

fusioniert, um deren Aufreinigung zu erleichtern.
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Expression und Reinigung von GST-Fusionsproteinen

Zur Gewinnung von GST-Proteinen wurden die jeweiligen cDNAs hierzu in den Vektor
pGEX-2T (Amersham Pharmacia Biotech) subkloniert und in E. coli BL21 transformiert. Mir
einer Kolonie wird 5 ml LB-Medium mit Antibiotikum angeimpft und iiber Nacht bei 37°C
und unter aeroben Bedingungen inkubiert. AnschlieBend wird 1 ml dieser Ubernachtkultur
mit 500 ml LB-Medium (mit Antibiotikum) verdiinnt und bei RT bis zu einer ODgg von 0,6
inkubiert. Dann folgte die Zugabe von IPTG mit einer Endkonzentration von 1 mM, welches
den Promotor des Expressionsplasmids induziert. Nach weiteren 9 h wurden die Bakterien-
kulturen abzentrifugiert. Alle weiteren Schritte zur Aufreinigung des Proteins wurden bei 4°C
durchgefiihrt. Das Zellpellet wurde in Lysepuffer mit Proteaseinhibitoren resuspendiert (5 ml
pro g Naflgewicht) und durch 2x3 miniitige Ultraschallbehandlung bei mittlerer Intensitit und
Pulsbetrieb auf Eis lysiert. Das Abtrennen unloslicher Bestandteile erfolgte durch zweimalige
Zentrifugation bei 14.500 rpm (SS-34, Sorvall). Der klare Uberstand wurde mit 1 ml
gequollener GSH-Sepharose, welche zuvor mit Lysepuffer dquilibriert worden war, fiir 2 h
bei 4°C auf einem Uberkopfschiittler inkubiert. Nach mehrmaligem Waschen mit Lysepuffer
folgte ein Waschschritt unter stringenten Hochsalz-Bedingungen, dem schlieBlich ein Wasch-
schritt mit 50 mM Tris/HCI pH 8,0 folgte. Die Elution des Fusionsproteins erfolgte in einem 2
ml Reaktionsgefd3 durch die Zugabe von 10 mM reduzierter GSH in 50 mM Tris/HCI pH 8,0.
Nach einer Inkubationsdauer von 3x1 h konnte das Protein fast vollstindig von der Matrix
verdrangt werden. Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte mittels des Bradford-
Reagenz (Biorad). In der Regel konnten aus einem Liter Bakterienkultur 2-4 mg Protein

isoliert werden.

Lysepufter: 20 mM Tris/HCI pH 8,0
100 mM NacCl
1 mM EDTA
0,1 % (v/v) NP-40

Kurz vor Verwendung erfolgte die Zugabe von 1 mM DTT, 6 pg/ml Aprotinin und 6 pg/ml Leupeptin.

Hochsalz-Waschpuffer: 20 mM Tris/HCI pH 8,0
500 mM NacCl
1 mM EDTA
0,1 % (v/v) NP-40
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Expression und Reinigung von MBP-Fusionsproteinen

Die Isolierung von MBP-Fusionsproteinen erfolgte in analoger Weise, allerdings mit
folgenden Abweichungen. Die Bakterien wurden in LB-Medium kultiviert, welches neben
dem Antibiotikum 0,2 % Glucose enthielt. Die Reinigung erfolgte auf einer Amylase-
Agarosematrix. Die Elution des Proteins wurde mit 10 mM Maltose in 50 mM Tris/HCI pH
8,0 durchgefiihrt.

3.4.2 Gesamtzellysate eukaryotischer Zellen

Zur Herstellung eines Gesamtzellysats eukaryotischer Zellen wurden diese in der
gewlinschten Menge aus dem Kulturmedium abzentrifugiert und mehrmalig in PBS
gewaschen. Die Zellyse erfolgte in der Regel durch Zugabe von 1/10 Volumenteilen 10%
(w/v) SDS und 5 miniitiges Kochen im Wasserbad. Durch Ultraschallbehandlung (3x3
Sekunden bei niedriger Intensitét im Stab-Ultraschallgerat) wurde die Viskositit des Lysats
verringert, bis eine pipettierfihige Losung entstand. Nach Zugabe von 1/3 Volumenteilen

3xSDS-Probenpuffer wurden die Lysate iiber ein SDS-Acrylamidgel aufgetrennt.

3xSDS-Probenpuffer (reduzierend): 150 mM Tris/HCI pH 6,8
300 mM DTT
6% (w/v) SDS
30 % (v/v) Glycerin
0,3% (w/v) Bromphenolblau

Der Puffer wurde in Aliquots bei -20°C gelagert.

3.4.3 Isolierung von Membransubkompartimenten durch Fraktionierung

Zur Isolierung der kiirzlich identifizierten Membransubkompartimente, welche bei niedrigen
Temperaturen beziiglich ihres Loslichkeitsverhaltens eine Resistenz gegeniiber nicht-
ionischen Detergenzien aufweisen, erfolgten sdmtliche Schritte bei 4°C. Zunichst wurden
jeweils 12x10° Jurkat E6 Zellen mit 500 pl hypotonischem Puffer 30 min auf Eis lysiert.
Durch Zentrifugation wurden die Zellkerne bei 14.0000 rpm (4°C, Eppendorf Tisch-

zentrifuge) abgetrennt. AnschlieBend wurde der Uberstand 1:1mit 80 % Sucrose (geldst in
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Lysepuffer) gemischt und 5 ml UZ-Gefdlle (Beckman) umgefiillt. Diese Suspension wurde
dann mit 3,5 ml einer 30 % Sucrose-Lysepufferlosung und schlielich mit 0,5 ml Lysepuffer
iiberschichtet. Durch 18 h Zentrifugation bei 45.000 (SW 55Ti-Rotor, Beckman) und 4°C
wurden die Membranen entsprechend ihrer Schwebedichte aufgetrennt. Bei der Sucrose-
Dichtegradienten-Zentrifugation war es wichtig sowohl beim Start als auch am Ende jeweils
die Bremsstufe 4 zu verwenden, da sonst der Gradient aufgewirbelt wird. Nach der Zentri-
fugation wurden den Rdohrchen ausgehend von oben nach unten 8 Fraktionen a 500 pl
entnommen, der Rest wurde verworfen. Zur Analyse wurden Aliquots der jeweiligen
Fraktionen entweder direkt einer SDS-Gelelektrophorese unterzogen oder das zu unter-

suchende Protein wurde vorher mittels Immunprézipitation ankonzentriert.

Hypotonischer Lysepuffer: 150 mM NacCl
20 mM Tris/HCI pH 8,0
2 mM EDTA pH 8,0
1% NP40
ad HOgjgs.

Kurz vor Gebrauch 1 mM NaVO, sowie jeweils 6 ug/ul Aprotinin und Leupeptin zugeben.

3.4.4 Immunprazipitation

Im Verlauf dieser Arbeit wurden verschiedene Fusionsanteile fiir die Expression in eukaryon-
tischen Zellen eingesetzt. Zur zytoplasmatischen Expression und Immunprézipitation wurde
héufig als N-terminaler_ _F_glsionsanteil die CH2- und CH3-Doméne von humanem IgG;
verwendet (Abbildung A:4.—2.—})'. Die Translation wird dabei vom Start-ATG des IgG-Fusions-
anteils aus initiiert. Fiir den Fall, daf} eine Signalsequenz (von CDS5) und eine transmembrane
Domine (von CD7) eingeschlossen sind, durchlduft das Fusionsprotein den sekretorischen
Transportweg von Membranproteinen. Die Fusionsproteine werden sekretiert, falls keine
transmembrane Sequenz vorhanden ist. Die IgG-Doménen ermoglichen eine gute Detektier-
barkeit des Fusionsproteins im Westernblot und {iber Immunofluoreszenz, vor allem aber eine
fast quantitative Prézipitierbarkeit an Protein A, welches an einer polymeren Matrix immobi-

lisiert ist. Zur zytoplasmatischen Expression wurden Proteine mit einem N-terminalen

Fusionsanteil versehen, der das sogenannte Flag-Epitop umfalit. Hierbei handelt es sich um
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kurzes Peptid (DYKDDDDK), welches von kommerziell erhéltlichen Antikérpern erkannt
wird.

Durch Prézipitation der Proteine mit Hilfe spezifischer gegen den Fusionsanteil gerichteter
Antikorper, kann zum einen die Anreicherung des Proteins aus Gesamtzellysaten erreicht
werden. Zum anderen konnen auf diese Weise potentielle Interaktionspartner identifiziert
werden. Neben der Préizipitation der Proteine mit einer Protein A Matrix, konnen diese auch
tiber spezifische auf Plastik immobilisierte Antikorper isoliert werden. Hierfiir wurde im Falle
der IgG-Fusionsproteine 50 pl anti-humanes Ig-Serum auf eine Mikrotiterplatte mit 96-
Vertiefungen verteilt (0,01 ng/ul in 0,1 M NaHCOj3). Nach einer Inkubationszeit von 1,5 h bei
RT wurde der iiberschiissige Antikdrper durch zweimaliges Waschen mit PBST (0,05%
Tween in PBS) entfernt. AnschlieBend wurden fiir 3 h auf Eis die Zellysate zugegeben
(maximales Volumen 250 pl). Ungebundene Proteine wurden dann durch 3xWaschen mit
PBS/Triton entfernt. Durch die Zugabe von je 25 pl 1xSDS-Probepuffer je Vertiefung,
einfrieren bei -20°C und eine Inkubation von 15 min bei 56°C wurden die Proteine von der
Matrix entfernt. AnschlieBend konnten die Proteine iiber SDS-Gelelektrophorese und eine

Westernblot-Analyse untersucht werden.

3.4.5 SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese (SDS-PAGE)

Die Auftrennung von Proteinen erfolgte unter Anwendung der diskontinuierlichen, ein-
dimensionalen SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese nach Laemmli (1970). Saturierende
SDS-Konzentrationen fiihren dabei zur vollstindigen Denaturierung von Proteinen und
erzeugen einen negativen Ladungsiiberschul3, der proportional zur Molekulargewicht des
Gesamtmolekiils ist. Die Wanderungsgeschwindigkeit in SDS-haltigen Gelen ist somit alleine
durch das Molekulargewicht eines unmodifizierten Proteins und den Vernetzungsgrad des
Gels bestimmt. Je nach Molekulargewicht der zu analysierenden Proteine kann der
Vernetzungsgrad eines Gels durch die Verwendung verschiedener Mengen an
Acrylamid/Bisacrylamid variiert werden. Durch Einsatz eines Sammelgeles, in dem die
negativ geladenen Protein-SDS-Komplexe hinter einer Chloridionen-Lauffront fokussiert
werden, erreicht man eine Bandenschérfung der Protein-Komplexe.

Die Polyacrylamid-Ldsungen wurden wie unten angegeben hergestellt und mit Hilfe einer

GieBapparatur (Hoefer Tall Mighty Small Minigel-System) zwischen zwei Glasplatten zur
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Polymerisation gebracht. Dabei wirkt TEMED als Katalysator der Freisetzung von Radikalen
aus APS, welche die Copolymerisation von Acrylamid und Bis-Acrylamid initiieren. Das
zunichst gegossene Trenngel wurde nach erfolgter Polymerisation mit Isopropanol iiber-
schichtet. Die Hohe des Sammelgels betrug etwa 1 cm.

Die Zellysate wurden wie beschrieben aufbereitet und vor dem Gellauf fiir 5 Minuten im
Wasserbad aufgekocht. Nach unldslich Bestandteile wurden vor dem Auftragen durch
Zentrifugation pelletiert. Eine Spur des Gels, welches in eine mit Laufpuffer befiillte Mini-
Gel-Apparatur transferiert worden war, wurde in der Regel mit 25 pl (‘/> Vol.) einer Probe
beladen. Die Auftrennung erfolgte durch Anlegen einer Spannung von 300 V fiir 90-120

Minuten.

Acrylamid- linearer
Konzentration Trennbereich [kD]
5,0% 57-212
7,5% 36-94
10% 16-68
15% 12-43

Effektiver Trennbereich von SDS-Polyacrylamidgelen

Trenngel: 8% ml 10% [ml 12% [ml
pro Gel] pro Gel] pro Gel]
H,0 2,3 1,9 1,6
30% Ac(gygl:alr;nd—Mlx 13 1.7 2.0
1.5 m Tris pH 8.8 1.3 1,3 1,3
10% SDS 0,05 0,05 0,05
10% APS 0,05 0,05 0,05
TEMED 0,003 0,002 0,002

Polyacrylamidgel-Losungen Trenngel

Sammelgel: 5% [ml pro Gel]
H,0 1,4
30% Acrylamid-Mix
(29:1) 0,33
1.0 m Tris pH 6.8 0,25
10% SDS 0,02
10% APS 0,02
TEMED 0,002

Polyacrylamidgel-Losungen Sammelgel
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30%Acrylamid-Mix: 30% (w/v) Acrylamid

0.8% (w/v) Bis-Acrylamid

10x SDS-Laufpuffer: 250 mM Tris  pH 8,3 bei 25°C
2,5 M Glycin
1% (w/v) SDS

3.4.6 Coomasie-Blau-Firbung von SDS-PAA-Gelen zum Nachweis der Proteine

Zur Anfarbung der durch SDS-PAGE aufgetrennten Proteine wurden das Gel etwa 60 min bei
RT auf einem Tischschiittler in der Coomassie-Farbelosung angefdrbt und der Farbhinter-
grund des Gels iiber Nacht durch Inkubation in Entfarbungslésung entfernt. Die Trocknung
der Gele erfolgte nach Transfer auf ein Filterpapier fiir 60 Minuten bei 80°C in einem

Vakuum-Trockner.

Coomassie-Farbelosung: 50% (v/v) Methanol
10% (v/v) Essigséure

2,6 g/l Coomassie Blau R-250

Entfarbeldsung: 10% (v/v) Essigséure

20% (v/v) Isopropanol

3.4.7 Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford

Die Konzentration der Protein-haltigen Losungen wurde nach der Bradford-Methode
bestimmt (Bradford, 1976). Die Messung basiert auf der Absorptionsinderung des
gebundenen Farbstoffes Coomassie-Brilliant-Blau bei einer Wellenldnge von A = 595 nm im
Vergleich zum freien Farbstoff in Abhédngigkeit zur Proteinkonzentration. Der Farbstoff

bindet dabei an basische (jedoch nicht Arginin) und aromatische Aminoséurereste.
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Als Referenz der gemessenen Proteinkonzentration diente eine Eichkurve, welche mit Hilfe
eines Standardproteins wie BSA ermittelt wurde. Hierfiir wurde eine kommerziell erhiltliche
Bradford-Reagenzldsung 1:5 mit Wasser verdiinnt. Jeweils 1 ml dieser Losung wurde mit 20
ul der Proteinprobe vermischt und die OD bei einer Wellenldnge von A = 595 nm bestimmt.
Durch den Vergleich mit der Eichkurve konnen somit die jeweiligen Konzentrationen

bestimmt werden.

3.4.8 Waesternblot-Analyse

Zur nachfolgenden Detektion mit Antikdrpern wurden Proteine mittels Elektroblot aus SDS-
Polyacrylamidgelen auf Nitrozellulosemembranen transferiert. Hierzu wurde das Gel
moglichst ohne Lufeinschliisse auf drei Lagen 3 MM Filterpapier (Whatman) gelegt, mit der
Nitrozellulosemembran iiberschichtet und letztere wiederum mit drei Lagen 3 MM Filter-
papier {iiberschichtet. Diese Anordnung wurde in eine Naflblotapparatur (BioRad) gespannt,
welche mit Transferpuffer gefiillt worden war. Die negativ geladenen Protein-SDS-Komplexe
wandern in einem elektrischen Feld bei 70 Volt fiir 3 h oder 20 V iiber Nacht in Richtung der
Anode zur Nitrozellulosemembran. Diese wurde nach erfolgtem Transfer in der Regel mit
einer 1 %-igen (w/v) Losung von Gelatine in PBS fiir 2 h bei RT blockiert. Die Antikorper-
Inkubation erfolgte in TBST (0,05 % Tween 20 in TBS). Durch mehrere Waschschritte wurde
der primédre Antikérper entfernt. Mit einem sekunddren Peroxidase-gekoppelten Antikorper
wurde erneut inkubiert, dann gewaschen und letztlich blockiert. Nachdem die Gelatine durch
Waschen entfernt wurde, konnte zur Bestimmung der Chemlumiszenz das ECL-Reagenz

(Amersham Pharmacia Biotech) nach Angaben des Herstellers verwendet werden.

Transferpuffer: 5,8 g Tris-Base
2,9 g Glycin
3,7 ml 10% SDS
200 ml Mehanol

ad HyOpgigest.
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3.5 Immunohistochemie

3.5.1 Immuofluoreszenz-Mikroskopie

Zur Detektion der subzelluldren Lokalisation von Proteinen wurden Zellen meist auf Poly-L-
Lysin-beschichteten Objekttrigern immobilisiert, fiir 15 min mit einer 2%-igen (w/v) Losung
von Paraformaldehyd in PBS fixiert, freie reaktive Gruppen 2x15 min mit einer 2%-igen
(w/v) Losung von Glycin in PBS abgesittigt und die Zellen mit 0,2 % (v/v) Triton X-100 in
PBS permeabilisiert. Eine geeignete Verdiinnung von Antikoérpern wurden daraufhin in 2 %
FCS in PBS fiir 1 h bei RT inkubiert. Nach mehrmaligem Waschen mit PBS wurden die
Objektrager mit Deckgldsern iiberschichtet und deren Fluoreszenz in einem konfokalen Laser-

Mikroskop (Leica TCS) analysiert.

3.5.2 Durchfluflzytometrie

Zur Quantifizierung der Oberflachenexpression eines Proteins wurden Zellen in der Regel
nicht fixiert und permeabilisiert, sondern in Zellkulturmedium fiir 1 h mit Antikorper versetzt,

in PBS gewaschen und durchfluBzytometrisch analysiert. Zur Quantifizierung der Expression

eines zytoplasmatischen Proteins wurden Zellen wie in Abschnitt 3.5.1' beschrieben fixiert
und permeabilisiert. Die Inkubation mit Antikdrpern erfolgte in diesem Fall in 0,2 % (v/v)
Triton X-100 in PBS fiir 1 h bei RT. EGFP exprimierende Zellen wurden in der Regel
unfixiert in PBS aufgenommen und durchflu8zytometrisch analysiert (Coulter Epics XL). Die
Bestimmung der Expressionsrate und -effizienz von Antigenen erfolgte automatisch mit dem
Steuerungsprogramm, in Form eines Histogramms von Zellzahl und logarithmischer

Fluoreszenzintensitit.
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3.6 T-Zell-Funktionsanalysen

3.6.1 Promotoraktivierungsstudien

Die transkriptionelle Aktivierung des IL-2-Promotors ist ein hdufig herangezogener Parameter
zur Quantifizierung der Stimulation von T-Helfer-Zellen. Eine effiziente Produktion dieses
autokrinen Wachstumsfaktors leitet den Eintritt dieser Zellen in den Zellzyklus ein und fiihrt
deren zu Expansion. Die Bestimmung der Promotoraktivitit wird durch Expression eines
Reportergens erleichtert. In der vorliegenden Arbeit wurde Luziferase als Reportergen
angewandt. Bei diesem Konstrukt wurde der gesamte humane IL-2-Promotor (Basenpaare
-577 bis +53) in die Mlu-I und Hind-III Schnittstellen des Vektors pGL2 (Promega) inseriert.
Promotoraktivierungsstudien konnten in transient transfizierten Jurkat T-Zellvarianten
erfolgen, was im Vergleich zur stabilen Transfektion klonale Schwankungen vermied. Etwa
12 h nach der Elektroporation mit typischerweise 10 pg Reporterplasmid und 20 pg
Expressionsplasmid wurden die Zellen mit den geeigneten Reagenzien fiir 8§ Stunden im
Brutschrank stimuliert Hierbei handelte es sich in der Regel um gegen den Fusionsanteil
exprimierter Proteine bzw. gegen den T-Zell-Rezeptor gerichteter Antikérper (2 pg/ml) oder
um pharmakologische Agenzien wie dem Calcium Ionophor A23187 (0,5 pg/ml) oder dem
Phorbolester PMA (50 ng/ml). Als maximale Stimulierbarkeit eines Transfektionsansatzes
wurde jeweils die synergistische Promotoraktivierung in Gegenwart von PMA und Ionophor
bestimmt. Diese ist unabhdngig von den exprimierten Rezeptorfusionsproteinen oder
Tyrosinkinasen. Die stimulierten Zellen wurden durch Zugabe von 5 x Reporter-Lysis-Puffer
(Promega) fiir 10 min bei RT lysiert, was in der Regel durch einmaliges Einfrieren bei -20°C
unterstiitzt werden konnte. Die Luziferaseaktivitdt von 30 pl Lysat wurde nach Zugabe von

100 pl Luziferase-Reagenz (Promega) im Szintillationszéhler oder Luminometer gemessen.

3.6.2 Bestimmung intrazellulirer Calciumkonzentrationen

Unmittelbar nach der Stimulation mit Antigen kann in T-Zellen eine Erhéhung der intra-
zelluldren Calciumkonzentration festgestellt werden. Die Calcium-Ionen strdmen zunichst

aus intrazelluldren Speichern ins Zytoplasma, spater werden auch durch selektive Kanile
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Calcium-lonen aus dem Extrazellulirraum aufgenommen. Die Messung dieses
Calcium-Einstroms geschieht in der Regel durch Fluoreszenzfarbstoffe, deren Fluoreszenz-
intensitit oder Emissionsspektren sich abhdngig von der Calcium-lonen Konzentration
verschieben.

Anderungen der Fluoreszenzintensitit kdénnen im DurchfluBzytometer kinetisch und
quantitativ analysiert werden. T-Zellen wurden durch antikdrpervermittelte Quervernetzung
der extrazelluldren Anteile von Fusionsproteinen stimuliert, deren intrazellulire Doménen die
TCR-{-Kette oder zytoplasmatischen Doménen akzessorischer Membranproteine der
T-Zell-Aktivierung umfafte (Kolanus et al., 1993). Vor der Stimulation wurden die Zellen in
HBSS fiir 30 Minuten bei RT nach Herstellerangaben mit dem membranpermeablen,
Calcium-sensitiven Fluoreszenzfarbstoff Fluo-3 AM (Molecular Probes) beladen.
Anschliefend wurde die Fluoreszenz durchfluBzytometrisch bestimmt. Hierfir wurde fiir
etwa 30 Sekunden die Fluoreszenzintensitdt von ruhenden Zellen gemessen. Dann wurde die
Messung pausiert, die Zellen durch Zugabe von Antikérper (2 pg) stimuliert und die
Aufzeichnung der Fluoreszenzintensitét fiir weitere 3-4 Minuten fortgesetzt. Die Berechnung
der mittleren Fluoreszenzintensitét aller innerhalb eines kurzen Zeitraums analysierten Zellen

erfolgte unter Verwendung des Programms Multitime 3.0 (Phoenix Flow Systems).

3.6.3 Analyse der Zelladhésion auf ICAM

Zur Charakterisierung der LFA-1-vermittelten Zelladhésivitit wurden Zelladhésions-
experimente durchgefiihrt. Als Ligand wurde hierfiir rekombinant exprimiertes ICAM-1
eingesetzt. Dieses umfalit die vier extrazelluldiren Doménen des humanen ICAM-1-Molekiils,
an welches carboxyterminal die CH2- und CH3-Anteile des humanen IgG; genetisch
fusioniert wurden (ICAM-Fc). Mit Hilfe einer CD5-Signalsequenz wurde das Fusionsprotein
sekretiert und konnte somit aus dem Zelliiberstand isoliert werden. Das rekombinante ICAM
kann entweder durch Transfektion von COS7m6 Zellen oder Infektion mittels rekombinanter
Vaccinia-Viren von CV-1 Zellen exprimiert werden. Der Protein-haltige Uberstand kann dann
direkt fiir weitere Analysen eingesetzt werden.

Zur Immobilisierung des Proteins wurde zundchst eine Mikrotiterplatte mit 96
Vertiefungen mit anti-humanem IgG-Serum beschichtet (0,02 pg/ul in 50 pul 50 mM Tris/HCI
pH 9,5) und 1,5 Stunden bei RT inkubiert. Durch 2xWaschen mit dem zuvor erwihnten Tris-
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Puffer und 1 h Inkubation mit 1% BSA in PBS wurden freie Bindungsstellen abgeséttigt.
Anschlieend wurde mit einer ICAM-Fc-Losung 1 h bei RT inkubiert (80 pl je Vertiefung).
Durch 1x Waschen mit HBSS (37°C) wurde ungebundenes ICAM entfernt.

Die zu analysierenden Zellen wurden mit dem Farbstoff Bisbenzimid H33342 Fluoro-
chrom-Trihydrochlorid (Calbiochem) in einer Endkonzentration von 12 pg/ml in Medium fiir
30 min bei 37°C gefarbt. AnschlieBend wurden die Zellen durch Zentrifugation pelletiert und
in HBSS (37°C) so resuspendiert, da3 100 pl Puffer 150.000 Zellen enthielten. Zur Induktion
der aktiven Konformation des Integrins wurde 30 min bei 37°C mit unterschiedlichen
Agenzien wie Antikorper und Phorbolester stimuliert. Diese Zellen wurden dann auf die
ICAM-beschichtete Mikrotiterplatte gegeben und 30-45 min bei 37°C inkubiert. Unspezifisch
gebundene Zellen wurden anschlieend durch mehrmaliges Waschen mit HBSS (37°C)
entfernt. Die Messung der Fluoreszenz erfolgte mittels eines Cytofluorll-Gerdts (Applied
Biosystems) bei einer Anregung von A = 360 nm, wodurch eine Emission bei A = 460 nm
gemessen werden konnte. Es wurden pro Ansatz 4-fach Bestimmungen durchgefiihrt, wobei

zusitzlich ein Referenzwert (100%-Wert) fiir die eingesetzte Gesamtzellzahl bestimmt wurde.

3.6.4 Zytolyse-Experimente

Zur Durchfiihrung von Zytolyse-Experimenten der 234 T-Zellklon (gegebenenfalls nach
Expression von Fusionsproteinen mit Hilfe rekombinanter Vaccinia-Viren) wurden als
Zielzellen entweder HLA24™ BW-LCL Zellen oder zur Kontrolle HLA24™ DS-LCL Zellen
eingesetzt. Diese Untersuchungen wurden in Zusammenarbeit mit Frau Dr. Falk im Labor von
Frau Dr. Schendel an der GSF-Miinchen nach einer bereits publizierten Vorgehensweise
durchgefiihrt (Schendel et al., 1979). Durch Inkubation der Zielzellen allein mit Medium
wurde die spontane Freisetzung des zum Markieren eingesetzten °'Cr-Isotops bestimmt. Die
Gesamtmenge des °'Cr-Isotops wurde durch direkte Messung der markierten Zellen ermittelt.
Nach Durchfiihrung des Experiments wurde die zytotoxische Aktivitit nach folgender Formel

berechnet:

(gemessene Aktivitit - spontan freigesetzter Aktivitit)

(gesamte Aktivitit - spontan freigesetzter Aktivitét) x100

lytische Aktivitét [%] =
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4 Ergebnisse

Wie bereits einleitend erwdhnt, werden die heterodimeren Membranrezeptoren der Integrin
B2-Familie ausschlieflich auf Leukozyten exprimiert und spielen eine wichtige Rolle im
Verlauf von Zell-Zell-Adhidsionsprozessen. Sie bestehen aus einem nicht-kovalent assozi-
ierten Komplex der 2-Kette (CD18) mit einer variablen o-Kette (CD11a, CD11b, CDl1l1c
oder CD11d). Auf Lymphozyten findet sich normalerweise ausschlieSlich die Kombination
der CD18-Kette mit der CDI1la-Kette, die héufig auch als LFA-1 (lymphocyte function-
associated antigen-1; siche Abschnitt —24) bezeichnet wird und dessen physiologische
Liganden die ubiquitir exprimierten Transmembranproteine ICAM-1, -2 und -3 sind. Dabei
weist LFA-1 fiir seinen Liganden ICAM-1 in seiner nativen Struktur eines Homodimers eine
hohere Affinitdt auf als fiir das entsprechende Monomer (Miller et al., 1995; Casasnovas et
al., 1998).

In seiner Funktion als Zelladhdsionsrezeptor unterstiitzt LFA-1 sowohl die Extravasation
von Lymphozyten als auch die primar schwachen Wechselwirkungen zwischen T-Zelle und
Antigen-prasentierender Zelle (Hynes, 1992; Gahmberg, 1997). Andererseits besteht die
Moglichkeit, dal LFA-1 auch direkt in Signaltransduktionsprozesse wéhrend der
T-Zell-Aktivierung involviert sein konnte, wie bereits von anderen Membranrezeptoren wie
CD2, CD4 und CD28 bekannt ist. Verschiedene Publikationen weisen bereits auf eine
Signaltransduktionsfunktion von LFA-1 hin, jedoch sind bislang nur wenige Informationen
iiber die Mechanismen dieser Signalwege bzw. der daran beteiligten molekularen
Komponenten verfiigbar (Yamada, 1997; Dib, 2000).

Ziel dieser Arbeit war es daher, die costimulatorische Funktion des LFA-1-Integrins im
Kontext der T-Zell-Aktivierung detailliert zu analysieren, sowie Faktoren zu identifizieren,

die an der LFA-1-vermittelten Signaltransduktion mitwirken.

4.1 LFA-1 vermittelte Aktivierung des IL-2-Promotors

Die Interaktion zwischen dem T-Zell-Rezeptor (TCR) und dem durch den Haupthisto-
kompatibilititskomplex- (MHC)-prisentierten Antigen hat die Initiation intrazelluldrer

Signaltransduktionskaskaden zur Folge, wodurch beispielsweise die Erhohung der intra-
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zelluldren Calciumkonzentration sowie die Stimulation der Proteinkinase C (PKC) induziert
werden. Letztlich fiithren diese verschiedenen Signalwege zur transkriptionellen Aktivierung
T-Zell-spezifischer Gene.

Im Verlauf der T-Zell-Aktivierung finden neben der bereits erwidhnten Interaktion
zwischen dem TCR und dem MHC-Antigen-Komplex auch weitere direkte, physikalische
Wechselwirkungen von T-Zell-Corezeptoren sowie akzessorischen Membranproteinen mit
ihren entsprechenden Liganden auf den Antigen-prdsentierenden Zellen statt. Wie bereits
erwahnt, ist der Beitrag dieser costimulatorischen Transmembranrezeptoren fiir den Prozef
der T-Zell-Aktivierung essentiell. Im Folgenden sollte analysiert werden, ob LFA-1 bei diesen
Vorgéngen derartige Signalvermittlungsfunktionen erfiillen kann. Zur Charakterisierung der
LFA-1-Signaltransduktion wurde zunéchst die Induktion T-Zell-spezifischer Gene analysiert.

Als ein klassisches Beispiel fiir die transkriptionelle Aktivierung charakteristischer Gene
welches in 'Abbi}dufrg—é%.—}: schematisch dargestellt ist. Nach transienter Transfektion von
Jurkat E6 T-Zellen mit einem Reporterplasmid, welches das Luziferase-Gen als ein dem
IL-2-Promotor nachgeschaltetes Reportergen beinhaltet, wurde die Promotoraktivitét nach
Stimulation des endogen exprimierten LFA-I1-Integrins quantifiziert. Die Stimulation des
zelluldren [2-Integrins gelang mittels eines rekombinant exprimierten ICAM-1-Proteins,
dessen aminoterminaler Anteil die CH2- und CH3-Dominen des humanen IgG;-Molekiils
umfaflt, wihrend die carboxyterminale Region aus extrazelluldren Anteilen des ICAM-1-
Molekiils besteht. Unter Zuhilfenahme des Fusionsproteinanteils konnte das ICAM-1-Protein
auf einer mit anti-humanem IgG; Serum beschichteten Plastikoberfliche immobilisiert
werden. Davor erfolgte jedoch eine Behandlung dieser Plastikoberfliche mit dem Kation
Poly-L-Lysin. Auf diese Weise konnten in sidmtlichen Ansdtzen die Zellen zur Adhésion
gebracht werden, auch ohne daB hierzu die Adhésionsfunktion von LFA-1 notwendig war.
Eine isolierte Untersuchung der LFA-1-Signaltransduktionsfunktion sollte somit ermoglicht

werden.
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Abbildung 4.1: Schematische Darstellung des Modellsystems zur Analyse der
IL-2-Promotorinduktion nach Interaktion von LFA-1 mit ICAM-1. Die transiente Trans-
fektion des IL-2-Luziferase-Reporterplasmids in Jurkat E6 Zellen erfolgte mittels Elektroporation.
Die Aggregation von auf der Zelloberfliche exprimierten LFA-1-Molekiilen wurde mit Hilfe von
rekombinantem ICAM-1-Fusionsprotein (ICAM-Fc) erzielt und resultierte in der Aktivierung des
IL-2-Promotors. Das ICAM-Fc-Protein umfalit vier der fiinf extrazelluliren Dominen von
ICAM-1 sowie einen aminoterminalen Anteil, der sich aus den CH2- und CH3-Doméinen von
humanem IgG, zusammensetzt. Dieser dient zur Immobilisierung des Proteins auf einer Plastik-
oberflache. Die Zellen wurden durch Beschichtung des Plastikmaterials mit Poly-L-Lysin
konstitutiv zur Adhésion gebracht.

Wie aus -Abbl-ldu-ng 4-2 hervorgeht, konnte in der Tat gezeigt werden, daBl durch die
Wechselwirkungen zwischen LFA-1 und ICAM-1 eine mehr als dreifache Stimulation des
IL-2-Promotors induziert werden konnte, im Vergleich zur basalen Aktivitit des
IL-2-Promotors nach unspezifischer Adhédsion der Zellen an Poly-L-Lysin. Unter
Verwendung von Antikorpern, die sich entweder gegen die o-Kette oder die B-Kette des
Integrins richteten, konnten die durch_ Integrin- klgqndenblndung ausgelosten Signaltrans-
duktionsvorginge moduliert werden (Abbildung- 4-2) Die Behandlung der transfizierten
Zellen mit einem anti-B2 Antikorper mit der Bezeichnung MHM23 hatte allerdings keinen

weiteren EinfluBB. Dagegen resultierte die Inkubation der Zellen mit dem monoklonalen
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Antikorper MEM-48, der sich ebenfalls gegen die PB2-Untereinheit des LFA-1-Integrins
richtete, in einem Riickgang der IL-2-Promotoraktivitit auf das basale Niveau. Neuere
Untersuchungen aus unserem Labor zeigen konnten, dafl dieser Antikdrper zu einer
moderaten Aktivierung der LFA-1-vermittelten Zelladhédsion fiihrt (Geiger et al., 2000).
Bemerkenswerterweise konnte die Induktion des IL-2-Promotors mit Hilfe eines gegen die
Integrin o-Untereinheit gerichteten MEM-83 Antikorpers zusitzlich um das Zweifache
gesteigert werden. Dieser AntikOrper hat wiederum einen stimulierenden EinfluB3 auf die
Zelladhisivitdt (Knorr und Dustin, 1997). Im Gegensatz zum MEM-48 Antikorper korreliert
im Fall des MEM-83 Antikorpers demnach eine Steigerung der Zelladhdsion mit der
verstarkten Induktion des IL-2-Promotors. Die kaum meBbare Luziferaseaktivitit in nicht-
adhirenten Zellen im Uberstand deutete darauf hin, daB die unspezifische Anheftung der
Zellen mittels Poly-L-Lysin nahezu vollstindig erfolgte (I*Abbi}duﬂg-4r.3-)l. Durch die
Modulierbarkeit der nach ICAM-Bindung induzierten Signaltransduktion mittels gegen

LFA-1-gerichteter Antikdrper konnte die Spezifitit dieser Prozesse demonstriert werden.

unstim.

+ Medium

+ ICAM-1

+ ICAM-1 + MHM23
+ ICAM-1 + MEM-48
+ ICAM-1 + MEM-83

0 500 1000 1500 2000 2500
IL-2-Promotoraktivitét [cps]

Abbildung 4.2: Aggregation des endogen exprimierten LFA-1-Integrins mit ICAM-1
resultiert in der Aktivierung des IL-2-Promotors. Die Induktion des IL-2-Promotors erfolgte
durch Quantifizierung der Aktivitit eines dem Promotorelement nachgeschalteten Luziferase-
Reportergens. Eine aufgrund unspezifischer Adhésionsprozesse ausgeloste Aktivierung des
IL-2-Promotors konnte durch Anheftung der Zellen mit Poly-L-Lysin ausgeschlossen werden. Die
Spezifitdt der nach LFA-1-Quervernetzung erfolgten Induktion des IL-2-Promotors wurde mit
Hilfe verschiedener sowohl gegen die LFA-1 CDI18-Kette gerichteter Antikdrper (MHM23,
MEM-48) als auch eines gegen die CDIla-Untereinheit gerichteten Antikoérpers (MEM-83)
iiberpriift.
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Abbildung 4.3: Bestimmung der IL-2-Promotoraktivitiit in nicht-adhiirenten Zellen im Uber-
stand. Die geringe Aktivitit des IL-2-Reportergens in Zellen im Uberstand weist darauf hin, da3
die unspezifische Anheftung der Zellen mit Hilfe des Polymers Poly-L-Lysin nahezu vollstindig
erfolgte.

Zwar verdeutlichen diese Experimente die Bedeutung von LFA-1 im Zusammenhang der
Lymphozyten-Aktivierung, erlauben jedoch keine Aufkldrung der hierbei involvierten
molekularen Mechanismen. Allerdings wire hierfiir die getrennte Untersuchung der einzelnen
zytoplasmatischen Doméanen des Integrins hilfreich, wodurch eine Unterscheidung zwischen
der LFA-1-Signalfunktion und der Adhédsionsfunktion unabhéngig von den extrazelluliren
Dominen mdglich sein sollte. Daher wurde im Folgenden ein neuer Ansatz gewihlt, der auf
einer Uberexpression von Fusionsproteinen basiert, um somit eine Analyse der Beteiligung
der zytoplasmatischen Dominen des LFA-1-Integrins an T-Zell-Aktivierungsprozessen zu

ermdglichen.

4.2 Signalfunktionen der zytoplasmatischer Doménen des LFA-1-Integrins

Wie bereits einleitend erwéhnt, sind Integrine in der nativ exprimierten Form nur schwer
analysierbar, da fiir eine effiziente Ligandenbindung der Ubergang in eine aktive Konfor-
mation erforderlich ist. Die hierfiir notwendigen Stimuli wie Phorbolester oder Antikdrper

konnen aber bereits zur Induktion intrazelluldrer Signalkaskaden fiihren. Dariiberhinaus ist
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durch die Analyse des nativen Molekiils keine eindeutige Zuordnung des spezifischen
Beitrags der jeweiligen Untereinheit zur Signaltransduktion des Integrins moglich.

Fiir die Ermittlung der Signalkapazitit des LFA-1-Integrins ist dessen zytoplasmatischer
Anteil von zentraler Bedeutung, da dieser im Gegensatz zum extrazelluliren Anteil nicht
direkt an Zell-Zell-Adhésionsprozessen beteiligt ist. Daher wurde flir eine Analyse der
LFA-1-Signaltransduktion ein experimentelles System etabliert, welches sowohl eine
individuelle Untersuchung beider Protein-Untereinheiten als auch der Integrin-Signalfunktion
ermoglichte. Die Untersuchung des costimulatorischen Beitrages der individuellen
LFA-1-Untereinheiten zur Lymphozyten-Aktivierung, in Unabhéngigkeit von extrazelluldren
Interaktionspartnern, wurde durch die Einfiihrung chimirer Fusionsproteine vereinfacht. Zum
einen wurden damit Liganden-induzierte Adhésionsereignisse eliminiert, zum anderen war
auf diese Weise eine unabhidngige Expression und Stimulation der einzelnen
LFA-1-Untereinheiten moglich.

Ein detaillierterer Einblick in die LFA-1-unterstiitzten Signalwege in Lymphozyten sollte
mittels Analyse klassischer T-Zell-Aktivierungsparameter erhalten werden, wie z.B. der
Erhohung der intrazelluldren Calciumkonzentration, der IL-2-Promotorinduktion und des
Phosphorylierungsgrads zelluldrer Proteine. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen sollten
Riickschliisse auf die Identitdt zytoplasmatischer Faktoren erlauben, welche an der LFA-1-

vermittelten Signaltransduktion mitwirken.

4.2.1 Konstruktion und Expression chimérer sIg-Fusionsproteine

Eine detaillierte Analyse der LFA-1-Signaltransduktion unter Umgehung der in Abschnitt i4:}‘:
geschilderten Schwierigkeiten wurde durch die Verwendung transmembraner Fusions-
proteinen realisiert. Einerseits ermoglichte die getrennte Expression der beiden
LFA-1-Untereinheiten deren individuelle Analyse. Andererseits kann das Integrins ohne die
vorherige Induktion der aktiven Konformation durch einfache Quervernetzung des invarianten
Anteils des Fusionsproteins stimuliert werden. Durch die Verwendung von Fusionsproteinen
konnten bereits komplexe Signaltransduktionswege, wie sie zum Beispiel nach Aktivierung
des T- bzw. B-Zell-Rezeptors eingeleitet werden, aufgeklart werden (Kolanus et al., 1993;

Zeitlmann et al., 1998).



Ergebnisse 59

Wie in ‘Abbildung--4#4 schematisch dargestellt, bestehen diese sogenannten
slg-Fusionsproteine aus dem zytoplasmatischen Anteil der CD18- bzw. der CD11a-Kette von
LFA-1 und extrazelluliren Anteilen des humanen IgG; Molekiils. Fiir die transmembrane
Expression der Fusionsproteine erwiesen sich die CD5-Signalsequenz sowie die Sequenz der
transmembranen Doméne von CD7 als geeignet, da deren Aggregation fritheren Unter-
suchungen zufolge in T-Zellen keine Signaltransduktionsereignisse induziert (Kolanus et al.,
1993). Durch die Verwendung dieser Fusionsproteine war fiir beide Integrin-Untereinheiten
eine effiziente Quervernetzung mit Hilfe eines identischen und zudem 105119_11@1}_@_1_@}1_(16_1}
nidmlich eines gegen humanes IgG; gerichteten Antiserums, mdglich (siehe Abbﬂduﬂg*fkﬂ
Neben einem Fusionsprotein ohne zytoplasmatische Domine zur allgemeinen Kontrolle,
wurde zusitzlich ein chiméres Protein mit dem intrazelluldren Anteil der Integrin B1-Kette,
die auch als CD29-Untereinheit bezeichnet wird, verwendet.

Die Expression der slg-Proteine in T-Lymphozyten erfolgte mittels Infektion von Jurkat
T-Zellen liber rekombinante Vaccinia-Viren. Dabei wird durch den Einsatz der chiméren
Proteine mit konstantem extrazelluldren Anteil §(_)yy(_)[1_1_ gi_lg__B_gstlmmung der exprimierten
Proteingesamtmenge iiber Westernblot-Analyse (Abbﬂdtmg -4:6! oberer Teil) als auch die
Qqql}‘g_ﬁge_r_u_qg der Oberflachenexpression mit Hilfe von Durchfluzytometrie vereinfacht
(Abbﬂdung 4-6; unterer Teil).

Insgesamt wurde auf diese Weise ein systematischer Ansatz zur Aufklarung komplexer
intrazelluldrer Signalwege, wie z.B. der Signaltransduktion des LFA-1-Integrins, etabliert.
Dariiberhinaus ermoglicht die Verwendung dieser slg-Fusionsproteine die Ermittlung des

Beitrags einzelner zytoplasmatischer Domdnen komplexer Rezeptoren.
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Abbildung 4.4: Molekularer Aufbau der sIg-Fusionsproteine. Der extrazellulire Anteil der
chiméren Proteine umfafit die CH2- und die CH3-Doménen des humanen IgG; Molekiils. Durch
das Anfiigen einer CDS5-Signalsequenz (leader) wird das Fusionsprotein in den sekretorischen
Transportweg geleitet. Die Verankerung des Proteins in der Zellmembran erfolgt iiber den trans-
membranen Anteil des CD7-Molekiils (TMD). Auf diese Weise bleiben die nachfolgenden
zytoplasmatischen Doménen verschiedener Membranrezeptoren (CPD) zum Zellinneren gerichtet.

Abbildung 4.5: Schema der Antikorper vermittelten Quervernetzung der sIg-Proteine. Mit
Hilfe eines gegen den humanen IgG-Anteil gerichteten Antiserums gelingt die effiziente Aggre-
gation der Fusionsproteine in Unabhéngigkeit von physiologischen Liganden.
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Abbildung 4.6: Charakterisierung der slg-Fusionsproteine. Die Expression der chiméren
Proteine in T-Zellen wurde mit Hilfe rekombinanter Vaccinia-Viren erreicht. Die Bestimmung der
Menge an exprimiertem Fusionsprotein gelang nach Auftrennung von Gesamtzellysaten auf
denaturierenden PAA-Gelen durch Westernblot-Analyse mittels eines anti-humanen IgG Serums
(oberer Teil der Abbildung). Durch Anfirbung des IgG-Anteils der chimdren Proteine auf der

Oberflache intakter Zellen konnte mittels durchfluzytometrischer Analysen die Expressionsdichte
iberpriift werden.
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4.2.2 Analyse des Calciumsignals nach Quervernetzung der LFA-1-Fusionsproteine

Ein Anstieg der intrazelluliren Calciumkonzentration ist ein wichtiger und héufig heran-
gezogener Parameter zur Untersuchung frither Signaltransduktionsereignisse im Verlauf der
Lymphozyten-Aktivierung. Daher wurden zunédchst Experimente durchgefiihrt, die zur
Ermittlung der Signaltransduktionskapazitit entsprechender Fusionsproteine dienten. Wie
bereits durch vorherige Untersuchungen gezeigt wurde, konnte nach Expression und
anschlieBender Antikorper-vermittelter Stimulation eines Kontroll-Fusionsproteins, dessen
zytoplasmatischer Anteil dem der TCR-(-Kette entspricht, in T-Lymphozyten ein starkes und
Il_a_n_g_e_u_xd_a_qe_r_qdes Calciumsignal (liber 5 min) induziert werden (Zeitlmann et al., 1998;
E‘&bbi}dung—4:7;: oberer Teil). Uberraschenderweise ergab jedoch die Analyse der isolierten B1-
und P2-Untereinheiten, CD29 bzw. CDI18, da ausschlieBlich die Quervernetzung der
CD18-Untereinheit des LFA-1-Integrins einen signifikanten Anstieg der intrazelluldren
Calciumkonzentration zur Folge hatte, nicht aber die Aggregation der zytoplasmatischen
Doméne von CD29. Der durch die CD18-Kette induzierte Calcium-Einstrom unterschied sich
jedoch von dem durch die TCR-C-Kette erzeugten, und zwar sowohl beziiglich des zeitlichen
Verlaufs des Signals nach Oberflichenvernetzung der Fusionsproteine als auch in der
Amplitude. Dariiberhinaus konnte mit Hilfe dieses Ansatzes gezeigt werden, dal die
Calciummobilisierung in T-Zellen fiihrt, wie im unteren Teil der Abbildung-4:7'gezeigt ist.
Zur zusitzlichen Unterstiitzung des Befundes, daB3 die Stimulation der zytoplasmatischen
Domiéne von CDI18 in der Induktion intrazelluldrer Signaltransduktionsprozesse resultieren

kann, wurden im Folgenden Reportergen-Experimente durchgefiihrt.
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Abbildung 4.7: Quervernetzung der CD18-Untereinheit von LFA-1 induziert in T-Zellen ein
Calciumsignal. Nach Expression der slg-Fusionsproteine in Jurkat T-Zellen, wurden diese mit
dem calciumsensitiven Farbstoff Fluo-3 beladen und die relative intrazellulire Calcium-
konzentration mit Hilfe des DurchfluBzytometers bestimmt. Die Antikdrper-vermittelte
Aggregation des CD18 slg-Proteins resultierte in einem signifikanten Anstieg des intrazelluldren
Calciumsignals, nicht aber die Stimulation der Integrin CD29-Kette. Die Quervernetzung des
zytoplasmatischen Anteils der TCR-{-Untereinheit hatte ebenfalls eine massive Erhohung der
zytoplasmatischen Calciumkonzentration zur Folge (oberer Teil der Abbildung). Demgegeniiber
fiihrte die Quervernetzung der o-Untereinheit von LFA-1 (CD11a) zu keiner Anderung der
basalen Calciumkonzentration in der Zelle (unterer Teil der Abbildung).
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4.2.3 Aktivierung des IL-2-Promotors nach Quervernetzung der CD18-Untereinheit

Eine Bestitigung der Signalvermittlungskapazitit der CD18-Kette des LFA-1-Molekiils
erfolgte durch Quantifizierung der transkriptionellen Induktion des IL-2-Promotors. Hierfiir
wurde ein bereits in Kapitel i4—.}': beschriebenes Reportergen-Plasmid zusammen mit dem
sIg-CD18-Expressionskonstrukt in Jurkat T-Zellen transient eingebracht und die Luziferase-
aktivitdt in Abhéngigkeit der IL-2-Promotorstimulation bestimmt.

Bereits in fritheren Arbeiten wurde gezeigt, da die transmembrane Expression und
anschlieende Quervernetzung einzelner homologer Sequenzmotive innerhalb der zyto-
plasmatischen Domidne der TCR-{-Kette, in einem der Stimulation der gesamten
TCR-C-Kette vergleichbaren MaBe fiir die Induktion von Signaltransduktionsereignissen in
T-Lymphozyten ausreichend ist (Romeo und Seed, 1991; Romeo et al., 1992). Im zyto-
plasmatischen Anteil der TCR-C-Kette finden sich insgesamt drei dieser als ITAMs (immuno-
receptor tyrosine-based activation motifs) bezeichneten Sequenzabschnitte. Die Signal-
iibertragung mittels eines einzelnen ITAMs hingt in erster Linie von der Phosphorylierung
zweier Tyrosinreste ab, welche in einem Abstand von 9-11 Aminosduren aufeinanderfolgen
(siche hierzu auch Einleitung, Abschnitt :-2.-2:). Fiir einen kontrollierten Ablauf dieser
Reportergen-Experimente wurde daher ein slg-Fusionsprotein eingesetzt, dessen intrazellu-
larer Anteil das am weitesten carboxyterminal lokalisierte ITAM der TCR-(-Kette enthielt
(sIg-C-ITAM3). Zusitzlich wurde fiir die Ermittlung der basalen IL-2-Promotoraktivitdt ein
als sIg-C-ITAM3yy/rr bezeichnetes Fusionsprotein verwandt, bei dem die beiden fir die
Signalfunktion essentiellen Tyrosinreste durch Phenylalanin substituiert sind. Da auf diese
Weise nach Quervernetzung des Fusionsproteins keine Kopplung an nachgeschaltete Signal-
wege mehr moglich ist, wird der IL-2-Promotor nicht aktiviert.

Wie in :Abbi}duﬂg 4r.8-: dargestellt, 148t sich der IL-2-Promotor auB3er durch physiologische
Mechanismen auch durch Behandlung der T-Zellen mit unphysiologischen Agonisten
maximal induzieren. Eine synergistische Aktivierung des IL-2-Promotors kann in Zellkultur
beispielsweise durch gleichzeitige Gabe von Calcium-lonophor, welches die intrazelluldre
Calciumkonzentration erhdht, und von Pho%"hql_e_s_tgg,_ der u.a. zur Aktivierung lipidbindender
Kinasen fiihrt, erzielt werden. In :Abbﬁdurrg"ih%: sind die Ergebnisse der
IL-2-Promotoraktivierung, nach Quervernetzung der slg-Fusionen, in prozentualen Anteilen
der maximalen Stimulationswerte, also nach gleichzeitiger Ionophor- und PMA-Behandlung
der Zellen, dargestellt. Wie zu erwarten, fiihrt in Wildtyp Jurkat T-Zellen die transiente

Expression von sIg-C-ITAM3,,, und die anschlieBende Stimulation mit anti-humanem IgG
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und PMA zu einer nahezu maximalen IL-2-Promotorinduktion. Interessanterweise ist die
Expression von slg-Fusionsproteinen und die Behandlung der Zellen mit PMA bereits
ausreichend fiir die Aktivierung des IL-2-Promotors. Dieser, bei slg-CD18 noch stérker als
bei slg-C-ITAM3,,; ausgepriagte Effekt kann in erster Linie damit erkldrt werden, daB die
Uberexpression der transmembranen Proteine zu einer hohen Oberflichendichte fiihrt.
Dadurch bilden sich Aggregate der entsprechenden Oberfldchenrezeptoren aus, welche ohne
zusétzliche Quervernetzung intrazelluldre Signalkaskaden auslésen konnen. Dennoch konnte
die nach Expression des CD18-Fusionsproteins induzierte Aktivierung des IL-2-Promotors
zusitzlich durch Quervernetzung gesteigert werden. Allerdings erhdhte sich durch Anti-
korperstimulation auch der basale Wert der IL-2-Promotoraktivitdt leicht, was durch

unspezifische Wechselwirkungen mit Oberfldchenproteinen hervorgerufen werden konnte.

+ anti-humanes
IgG/PMA
B slg-C-ITAM3yt
’ B slg-C-ITAM3yY/FFF
0 slg-CD18
+ PMA
0 20 40 60 80

IL-2-Promotoraktivitat
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Abbildung 4.8: Stimulation der CD18-Untereinheit in Jurkat T-Zellen ist ausreichend fiir die
Aktivierung des IL-2-Promotorelements. Die transiente Expression des CD18-Fusionsproteins
in Jurkat T-Zellen resultierte nach Quervernetzung des extrazelluldren Anteils mittels eines poly-
klonalen anti-IgG Serums und gleichzeitiger Stimulation der Zellen mit PMA in einer deutlichen
Induktion des IL-2-Promotors. Die Quantifizierung der Promotoraktivitét erfolgte auch hier durch
Expression von Luziferase als Reportergen. Die Luziferaseaktivititen sind relativ zur Maximal-
stimulation des Promotorelements nach Behandlung der Zellen mit Calcium-lonophor und
Phorbolester angegeben. Die Expressionsdichte der verschiedenen Konstrukte wurde mittels
Durchflulzytometrie bestimmt (nicht gezeigt).
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Alles in allem bestdtigen diese Experimente nachdriicklich den bereits in Kapitel 49-3"
dargelegten Befund {iber die Signalvermittlungskapazitit des zytoplasmatischen Anteils der

LFA-1 CD18-Untereinheit in T-Zellen.

4.3 Identifizierung molekularer Komponenten der CD18-Signalkaskade

Wie bereits in den Abschnitten-2:+ undL4:2.—3l erwéhnt, sind an der eigentlichen Signalweiter-
leitung des TCRs in erster Linie die ITAM-Elemente innerhalb der intrazelluliren Doménen
der TCR-C-Kette und der Untereinheiten des CD3-Komplexes beteiligt. Die ITAMs tragen
zur Signalweiterleitung bei, indem sie nach TCR-Stimulation an spezifischen Tyrosinresten
vermutlich durch Tyrosinkinasen der Src-Familie (p561Ck, p59fyn) modifiziert werden. Auf
diese Weise sind Interaktionen der ITAM-Elementen mit weiteren Komponenten des
T-Zell-Signaltransduktionsapparates mdoglich, wie z.B. mit den Kinasen der Syk-Familie
(Syk, ZAP-70). Die somit aktivierten Kinasen rekrutieren wiederum weitere Effektorproteine
der TCR-Signalkaskade, was letztlich einer Kopplung des TCR-Komplexes an intrazelluldre
Signalwege entspricht (siehe auch Kapitel :2722 van Leeuwen und Samelson, 1999; Kane ef al.,
2000).

Zur Ermittlung molekularer Komponenten, welche am CD18-Signalweg beteiligt sind,
wurde im Folgenden zunichst der Beitrag von Komponenten der TCR-Signalkaskade unter-
sucht, wie beispiclsweise Vertretern der Src- bzw. Syk-Familie sowie die TCR-C-Kette.
Hinweise auf einen potentiellen Mechanismus der CDI18-Signalfunktion ergaben sich
aullerdem durch eine Analyse der Verteilung von Fusionsproteinen innerhalb von Membran-
subkompartimenten, in denen Signalmolekiile angereichert sind. Dariliberhinaus wurde zur
weiteren Charakterisierung des CD18-induzierten Calcium-Einstroms die Signalkapazitit von
DNAM-1 (DNAX accessory molecule-1) untersucht, welches in stimulierten T-Lymphozyten
mit LFA-1 interagiert (Shibuya ef al., 1996; Shibuya et al., 1999).
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4.3.1 Beitrag von Nicht-Rezeptor-Tyrosinkinasen zur CD18-Signaltransduktion

Publikationen verschiedener Gruppen zufolge, werden im Verlauf von Integrin-unterstiitzten
Signaltransduktionsprozessen Nicht-Rezeptor-Tyrosinkinasen aktiviert, welche sowohl
Tyrosinreste spezifischer Substrate phosphorylieren koénnen als auch eine Proteinadapter-
funktion erfiillen (Yan et al., 1997; Soede et al., 1999, Shibuya et al., 1999; Rodriguez-
Fernandez et al., 1999).

In welchem AusmaB die Mitglieder der Src- und Syk-Familie, p56'* (Lcky) bzw. Syk
sind, wurde durch Modifikation des bereits in Kapitel “4.2-3' beschriebenen Reportergen-
Experiments untersucht. Hierbei wurde analysiert, ob die CDI18-induzierte IL-2-
Promotoraktivierung durch Co-Expression dieser Kinasen beeinflulit werden konnte. Zur
Kontrolle wurden zusitzlich Varianten dieser Kinasen eingesetzt, welche entweder aufgrund
einer carboxyterminalen Deletion der Kinasedomidne (Lckaginase) oder aufgrund einer
Punktmutation innerhalb der Substratbindungsstelle (Flag-Sykg.) keine enzymatische

Aktivitat mehr aufwiesen

IL-2-Promotors im Vergleich zum Kontroll-Fusionsprotein, &hnlich wie zuvor in LAbbﬁdung !
:4—.8:: gezeigt. Uberraschenderweise zeigten diese Experimente jedoch, daB bereits die Co-
Expression von CD18 mit der Wildtypform der p561Ck-Kinase in einer ungefihr vierfachen
Stimulation des IL-2-Reportergens resultierte, welche durch die Zugabe von Phorbolester
zusétzlich um das achtfache gesteigert werden konnte. Die Quervernetzung des CDI18
Proteins hatte jedoch auf diesen Wert keinen signifikanten EinfluB8. Fiir die Interpretation
dieses dominant-positiven Effektes durch Uberexpression der katalytisch-aktiven Form der
p56'°“-Kinase bedarf es zusitzlicher Experimente, in denen die Kinasen ohne eine Co-
Expression der CD18-Untereinheit analysiert werden miifiten.

Demgegentiber resultierte die Co-Expression der p561°k-Deletionsmutante zusammen mit
dem CDI18-Fusionsprotein in der Inhibition der transkriptionellen Aktivierung des
IL-2-Promotors, welcher nach Quervernetzung der CDI18-Untereinheit induziert wurde.
Offenbar hatte demnach die Expression einer Kinase-defizienten Variante der
p56'“-Tyrosinkinase einen dominant-negativen Effekt auf die CD18-vermittelte Aktivierung
des IL-2-Promotors. Diesen Befunden zufolge spielt die p561Ck-Kinase fir die
CD18-Signalkaskade eine wichtige Rolle.
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Abbildung 4.9: Analyse einer potentiellen Involvierung der Src-Kinase p56"* in die CD18-
Signalkaskade. Inwiefern Tyrosinkinasen der Src-Familie an den CD18-Signalwegen mitwirken,
wurde mit Hilfe von Reportergen-Experimenten untersucht. Hierfir wurde das CDI18-
Fusionsprotein jeweils ohne und zusammen mit der p56'*-Tyrosinkinase (Lcky) transient in
Jurkat T-Zellen exprimiert. In einem weiteren experimentellen Ansatz erfolgte die Expression des
chimédren CD18-Proteins gleichzeitig mit einer Variante der Tyrosinkinase, deren Kinasedoméne
aufgrund einer Deletion fehlte (Lckakinase). Die Induktion eines zusétzlich transfizierten IL-2-
Promotorplasmids konnte mit Hilfe eines nachgeschalteten Luziferase-Reportergens, analog der in

Experimente fiihrte, wie in :Abbildung —4.—}9-: dargestellt, zu &hnlichen Ergebnissen. Ein
auffilliger Unterschied zur p56'°*-Signalfunktion ist jedoch hierbei, da nach einer Co-
Expression sowohl der katalytisch aktiven Syk-Kinase als auch der Kinase-inaktiven Syk-
Variante die durch CD18-induzierte Aktivierung des IL-2-Promotors um ungefahr 50 %
zurlickging. Dies mag moglicherweise durch eine Entkopplung zytoplasmatischer Faktoren
der CD18-Signalkaskade bedingt sein, deren Regulation iiber die Adapterproteinfunktion der
Syk-Kinase erfolgt.
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Syk-Familie an der CDI18-Signalkaskade ermittelt. Die Expression beider Varianten der
Syk-Kinase, welche sowohl in der Wildtyp (Flag-Sykwt) als auch in der Kinase-defizienten Form
vorlagen (Flag-Sykk.), erfolgte hier in Form eines aminoterminalen Flag-Fusionsproteins. Anhand
der Quantifizierung der Stimulationswerte eines co-transfizierten IL-2-Promotor Reportergen-
Konstruktes, entsprechend der in! ]

Syk-Tyrosinkinase zur CD18-vermittelten Costimulation analysiert.

Zusammengenommen demonstrieren die hier beschriebenen dominant-negativen Effekte der
Expression von enzymatisch inaktiven Varianten der p56'*- und Syk-Tyrosinkinasen auf die
CD18-Signaltransduktion einen potentiellen Synergismus zwischen den Signalfunktionen der
CD18-Untereinheit und den Nicht-Rezeptor-Tyrosinkinasen. Inwieweit die TCR-C-Kette in
die Vermittlung des CD18-Signalwegs involviert ist, wurde im Folgenden Abschnitt unter-

sucht.

4.3.2 Abhingigkeit der CD18-Signaltransduktion vom TCR

Die Beteiligung von Corezeptoren und akzessorischen Molekiilen an der Vermittlung von
Signaltransduktionsabldufen wihrend der Lymphozyten-Aktivierung kann einerseits zur

Folge haben, daB3 die vom TCR ausgehenden Signale zusitzlich amplifiziert werden. Anderer-
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seits konnen diese Rezeptoren aber auch unabhingig vom TCR intrazelluldre Signaltrans-
duktionsprozesse auslosen (siehe hierzu auch Abschnitt IQ—.B)I.

Inwiefern die CD18-Signalvermittlung von der Prisenz eines intakten TCR abhéngig ist,
wurde mit Hilfe von TCR-defizienten T-Zellen analysiert. Die als J.RT3-T3.5 bezeichnete
Variante der Jurkat E6 Zellinie exprimiert, aufgrund der fehlenden TCR-B-Untereinheit, keine
nachweisbaren Mengen des TCRs an der Zelloberfldche, da dieser nur in Form des Gesamt-
komplexes an die Plasmamembran transportiert wird (Clevers et al., 1988). Zur Ermittlung
einer potentiellen TCR-Abhingigkeit der CD18-Signaltransduktion, wurden die slg-Fusions-
proteine in dieser Zellinie exprimiert und nach Aggregation des extrazelluldren Anteils die
zytoplasmatische Calciummenge bestimmt. Um sicherzustellen, da3 die hierfiir eingesetzte
TCR-negative Zellinie keinen weiteren Defekt in ithrer Signaltransduktionskaskade aufweist,
wurde in diesen Studien zur Kontrolle ein weiteres slg-Fusionsprotein untersucht. Der
intrazelluldrer Anteil dieses chiméren Fusionsproteins umfaft die zytoplasmatische Doméne
von CD28, fiir den verschiedenen Untersuchungen zufolge eine TCR-unabhédngige
S1gna1uberrrp_tgl_u_r}g_(jl_s_k_qt_lgt_rt wird (Shapiro et al., 1997; Harhaj und Sun, 1998).

Wie in Abbﬁduﬂg ~4:1% dargestellt, ergaben Messungen der intrazelluliren Calcium-
konzentration in der Tat, dal die Aggregation des zytoplasmatischen Anteils von CD18 in
TCR-defizienten Jurkat Zellen nicht zur Induktion eines Calcium-Einstroms f:u_h_r_tgz _\y_lgt_glle_tg
mit der Wildtyp CD18-Variante in Jurkat LT Zellen gezeigt werden konnte (Abbﬁdung4'7-
oberer Teil). Im Gegensatz dazu resultierte die Expression und Quervernetzung des intra-
zelluldren Anteils von CD28 in einem signifikanten Calciumsignal. Weiterhin ergaben diese
Untersuchungen, dafl in TCR-negativen Jurkat Zellen die konstitutive transmembrane
Expression der TCR-{-Kette und die nachfolgende Aggregation ausreichend fiir die Induktion
eines zytoplasmatischen Calciumanstiegs ist.

Somit konnte mittels dieser Untersuchungen in TCR-defizienten Jurkat Zellen eindeutig
demonstriert werden, daf3 flir die Signaliibertragung mittels CD18 die Oberflichenexpression
eines intakten TCRs unbedingt erforderlich ist. Dagegen scheint der costimulatorische Beitrag
von CD28 zur T-Zell-Aktivierung zumindest teilweise unabhéngig von der Expression des

TCRs zu sein.
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Abbildung 4.11: In TCR-defizienten Jurkat Zellen induziert die Quervernetzung der
CD18-Untereinheit kein intrazellulires Calciumsignal. Nach Expression des CDI8
slg-Fusionsproteins in der TCR-negativen Jurkat-Variante J.RT3-T3.5 mittels rekombinanter
Vaccinia-Viren, fand in Folge der Antikdrper-induzierten Stimulation des IgG-Anteils kein
Anstieg der intrazelluldren Calciumkonzentration statt. Demgegeniiber war nach Aggregation des
CD28-Fusionsproteins in diesen Zellen ein deutliches Calciumsignal mef3bar. Néhere Angaben zur

4.3.3 Rekonstitution der CD18-Signaltransduktion in TCR-defizienten Jurkat Zellen

1= === e s ——— 1

Wie in Abschnitt ;473.-2‘:erwéihnt sowie in :Abbi}dung 414 gezeigt, ist die konstitutive trans-
membrane Expression der TCR-C-Kette ausreichend, den gesamten TCR-Komplex in
TCR-negativen Jurkat Zellen zu ersetzen und damit vom TCR-abhingige Signaltrans-
duktionsprozesse zu rekonstituieren. Folglich sollte es moglich sein, durch Rekonstitution
dieser TCR-defizienten Jurkat Zellen durch Expression transmembraner TCR-Elemente die
CD18-Signaltransduktion  wiederherzustellen, falls hierfiir tatsdchlich ein intakter
TCR-Komplex notwendig ist. Zu diesem Zweck wurde ein weiteres Fusionsprotein
eingesetzt, welches den ext{gggll_u_l_éi_r_ep_ _A_p_t‘eil von CD4 und den intrazelluliren Anteil der

TCR-C-Kette umfaBt (siche Lﬁ&bbﬂduﬂg 4.12; oberer Teil). Auf diese Weise war es moglich,
den zytoplasmatischen Anteil von CDI18 gleichzeitig mit dem TCR-(-Element zu
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exprimieren, die _Q]_)_l_@:[_J_qt_e_r_e_il_lpleit aber unabhidngig vom TCR zu stimulieren, wie im
unteren Teil der Lﬁbb-i}dung- 42" schematisch dargestellt ist. Somit konnte ein potentiell
auftretendes Calciumsignal eindeutig der CD18-Kette zugeordnet werden. Zur zusitzlichen
Kontrolle wurde ein CD4-Fusionsprotein ohne relevanten zytoplasmatischen Anteil

verwendet.
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Abbildung 4.12: Schematische Darstellung der CD4-Fusionsproteine und Prinzip der
Rekonstitution von TCR-Komponenten in J.RT3-T3.5 Zellen. Im oberen Teil der Abbildung
ist eine Skizze von CD4-TCR-{ bzw. der entsprechenden Kontrolle dargestellt (natives CD4). Das
TCR-{-Fusionsprotein umfafit die extrazelluliren Doméinen von CD4 sowie den zytoplasma-
tischen Anteil des TCR-{-Elements. Die Oberflichenexpression von CD4-TCR-{ wird durch
Anfligen der CD5-Signalsequenz (leader) sowie der transmembranen Doméne von CD7 (TMD)
erreicht. Im unteren Teil der Abbildung ist exemplarisch die methodische Vorgehensweise einer
Rekonstitution TCR-defizienter Jurkat Zellen mit Hilfe transmembraner Expression von
TCR-Elementen gezeigt. Die gleichzeitig exprimierten slg-Fusionsproteine konnen auf diesem
Weg unabhingig von den CD4-Fusionsproteinen stimuliert werden.
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Abbildung 4.13: Simultane Expression der sIg-Fusionsproteine und der CD4-Kontrolle in
TCR-defizienten Jurkat Zellen. Die Co-Expression der chimédren slg-Proteine zusammen mit
dem nativen CD4-Molekiil beeinfluBite nicht die Oberflachendichte der Fusionsproteine, wie aus

Ergebnisse beziiglich der fehlenden Kapazitit der CD18-Untereinheit, in TCR-negativen Zellen
ein Calciumsignal zu induzieren, durch die Co-Expression von CD4 nicht dnderten. Zusétzlich
konnte mit dem vorliegenden Experiment nochmals die TCR-Unabhdngigkeit der CD28-
induzierten Calciummobilisierung bestétigt werden.
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Abbildung 4.14: Die Co-Expression des CD4-TCR-{ Fusionsproteins ist hinreichend fiir die
Rekonstitution des CD18-Calciumsignals in TCR-defizienten Jurkat Zellen. Wie aus den
durchfluzytometrischen Analysen hervorgeht, war bei gleichzeitiger Expression der slg-Fusions-
proteine und von CD4-TCR-{ die jeweilige Oberflidchendichte vergleichbar. Nach Co-Expression
des transmembranen TCR-{-Proteins in TCR-negativen Jurkat Zellen konnte das CD18-induzierte
Calciumsignal wiederhergestellt werden. AuBlerdem war es auf diese Weise moglich, den durch
Stimulation von CD28-induzierten intrazelluldren Calciumanstieg zu verstirken, verglichen mit
dem in nicht-rekonstituierten J.RT3-T3.5 Zellen erzeugten Signal (unterer Teil der Abbildung).

Die Co-Expression dieses Kontroll-CD4-Fusionsprotein zusammen mit den chiméren

sIg Protemen in TCR- negatlven Jurkat Zellen fithrte zu kelnem anderen Ergebnls als zZu dern

!4-.14-' ersichtlich ist,

reichte

hingegen die

Expression und Quervernetzung der
CD18-Untereinheit zusammen mit der CD4-TCR-(-Kette in der Tat aus,

um das

CDI18-induzierte Calciumsignal in TCR-defizienten Jurkat Zellen wiederherzustellen.

Desweiteren konnte somit gezeigt werden, dall in diesen Zellen nach Re-Expression des

TCR-C-Elements der durch CD28-Stimulation hervorgerufene Anstieg der intrazelluldren

rekonstituierten Zellen (siche* Abbﬂdung-4r-14) Dieser Befund 14Bt auf eine zusitzliche, vom
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TCR-abhéngige Komponente der CD28-vermittelten Signaltransduktion schlieBen. Die
Aggregation der slg-Kontrolle hingegen fiihrte auch in diesem experimentellen Ansatz zu
keiner Erhéhung der zytoplasmatischen Calciumkonzentration, was ebenfalls die Spezifitit
des wiederhergestellten CD18-Signals bestétigt.

Neben des Einstroms extrazelluldren Calciums, ist der Anstieg des Phosphorylierungsgrads
zelluldrer Proteinen an Tyrosinresten ein weiterer ProzeB, der bereits frith im Verlauf von
Signaltransduktionsvorgdngen in T-Lymphozyten stattfindet. Dementsprechend sollte
iberpriift werden, ob die Rekonstitution von TCR-defizienten Jurkat Zellen mit der
des Phosphotyrosingehalts zelluldrer Substrate resultiert. Wie aus Abh}dung 4 15 zu
entnehmen ist, ergab die Westernblot-Analyse von J.RT3-T3.5 Gesamtzellysaten mittels eines
Phosphotyrosin-spezifischen Antikorpers, dal erst nach Rekonstitution der Zellen mit der
TCR-C-Kette die Stimulation der CD18-Untereinheit einen Anstieg tyrosinphosphorylierter
Proteine induzierte. Im Gegensatz dazu fiihrte die Quervernetzung der CD18-Kette nach
Expression in nicht-rekonstituierten, TCR-negativen Zellen im Vergleich zu den Kontrollen
zu keiner zusétzlichen Verstirkung der Phosphorylierung zelluldrer Proteine an Tyrosinresten.
Hierbei induzierte die Quervernetzung von CDI18 in rekonstituierten TCR-negativen Zellen,
im Gegensatz zu den Kontrollen, ein Auftreten tyrosinphosphorylierter Proteinbanden mit
einem apparentem Molekulargewicht von 21 bis 23 kD, von 34 bis 36 kD, von 95 kD und
besonders deutlich von einer Bande, die einem Protein von ungefidhr 120 kD apparentem
Molekulargewicht entspricht. Dariiberhinaus fiihrte die Stimulation der CD18-Untereinheit
nach Co-Expression des TCR-C-Elements in den J.RT3-T3.5 Zellen zu einer Verstérkung des
Phosphotyrosinsignals einer Proteinbande im Bereich von 56 kD sowie einer Doppelbande
von 70 bis 80 kD. Vergleicht man diese Banden tyrosinphosphorylierter Proteine mit denen,
die nach Quervernetzung des TCR-{ slg-Fusionsproteins in den TCR-defizienten Zellen
auftreten, so zeigt sich, dall auch hier die Banden im Bereich hoheren Molekulargewichts
vorhanden sind. Im Gegensatz zur Stimulation der CD18-Untereinheit induzierte jedoch die
Aggregation der TCR-C-Kette im Bereich der Doppelbande von 70 bis 80 kD sowie auf der
Hohe der Proteinbande mit apparentem Molekulargewicht von 120 kD Signale mit etwas
geringerer Intensitdt. Die Signale tyrosinphosphorylierter Proteine im unteren Molekular-
gewichtsbereich, ndmlich von 21 bis 23 kD und 34 bis 36 kD lieBen sich nach
Quervernetzung des TCR-C-Elements entweder aufgrund schwacher Intensitit der Phospho-
tyrosinbanden oder wegen der vollkommenen Abwesenheit dieser Substrate nicht

nachweisen.
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Abbildung 4.15: Stimulation der CD18-Untereinheit in TCR-{-rekonstituierten J.RT3-T3.5
Zellen resultiert in einer verstirkten Tyrosinphosphorylierung zelluldrer Proteine. Die
Expressionskonstrukte der slg-Fusionsproteine mit dem zytoplasmatischen Anteil der
TCR-{-Kette bzw. der CD18-Untereinheit sowie die entsprechende Kontrolle wurden mittels
Elektroporation transient in TCR-negative Jurkat Zellen eingebracht. In unterschiedlichen
Ansitzen wurde entweder die CD4-Kontrolle oder das CD4-TCR-{ Fusionsproteins co-exprimiert.
Im Anschluf an die Antikorper-vermittelte Stimulation der sIg-Proteine wurden Gesamtzellysate
hergestellt und mittels eines denaturierenden, 12%-igen PAA-Gels aufgetrennt. Nach Transfer auf
eine Nitrozellulosemembran erfolgte die Detektion der tyrosinphosphorylierten Proteine mittels
des monoklonalen anti-Phosphotyrosin Antikérpers 4G10. Ein Anstieg des spezifischen
Phosphotyrosinsignals als Folge der CDI18-Stimulation war erst nach Rekonstitution
TCR-negativer Zellen mit dem CD4-TCR-{ Fusionsprotein zu beobachten.

4.3.4 Umverteilung von Membranrezeptoren nach T-Zell-Aktivierung

Neben der Induktion intrazelluldrer Signalkaskaden, ist in Folge der Stimulation des
TCR-Komplexes ein komplizierter, strikt organisierter Umverteilungsprozel membran-
verankerter bzw. membranproximaler Proteine zu beobachten (Monks et al., 1998; Xavier et
al., 1998; Xavier und Seed, 1999). Entgegen dem bisher vertretenen fluid-mosaic Modell
einer dynamischen, strukturlosen Membran, haben neuere Forschungsergebnisse dariiber-

hinaus gezeigt, dafl die eukaryotische Zellmembran Mikrodomédnen mit definierter Lipid- und
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Proteinzusammensetzung enthdlt. Deren Reorganisation scheint ebenfalls fiir die nach-
folgenden intrazelluldren Signaltransduktionsprozesse von auferordentlicher Bedeutung zu
sein (Simons und Toomre, 2000; Simons und Ikonen, 2000).

Je nach Zelltyp finden sich in diesen Mikrodominen neben groBen Mengen an Glyco-
sphingolipiden, Cholesterol und Glycosylphosphatidylinositol (GPI)-verankerten Proteinen
auch eine Vielzahl von Src-Tyrosinkinasen, von heterotrimeren G-Proteinen sowie zyto-
plasmatischer Proteine, die bislang nur wenig charakterisiert sind. Demgegeniiber sind in den
Mikrodoménen Phospholipide und transmembrane Proteine weniger haufig vertreten als in
der restlichen Membran (Cerny et al., 1996; Brdicka et al., 1998; Horejsi et al., 1999). Die
biologische Funktion der Membransubstrukturen ist bisher weitgehend unklar. Jedoch deuten
immer mehr Untersuchungen darauf hin, daf3 sie im Verlauf von TCR-vermittelten Signal-
transduktionsprozessen eine iiberaus wichtige Rolle spielen (Janes et al., 2000; Langlet et al.,
2000; Cary und Cooper, 2000).

Untersuchungen unterschiedlicher Forschungsgruppen zufolge verdndert sich die
strukturelle Zusammensetzung dieser Mikrodoméinen nach Stimulation mit bestimmten,
gegen den TCR-Komplex bzw. gegen einige Corezeptoren gerichteten Antikdrpern. Folglich
fiihrt die Umstrukturierung innerhalb der Membransubkompartimente zu einer lokalen
Anreicherung von Komponenten des Zytoskeletts sowie tyrosinphosphorylierter Proteine und
ist damit eine wichtige Voraussetzung fiir den korrekten Ablauf von Signalvermittlungs-
prozessen in Lymphozyten (Monks et al., 1998; Wulfing und Davis, 1998; Viola et al., 1999).

Analysen intakter Zellmembranen an den Kontaktstellen der T- und Antigen-
prasentierenden Zelle wihrend der T-Zell-Aktivierung zeigten, dall die hierbei beteiligten
costimulatorischen Proteine eine definierte rdumliche Anordnung einnehmen. Der zentrale
Bereich innerhalb der Membransubdominen enthdlt den TCR-Komplex, die Kinasen p56ICk
und p59™" und die Proteinkinase C (PKC) 6, wohingegen die peripheren Bereiche der
Mikrodoménen reich an LFA-1 und dem Zytoskelettprotein Talin sind (Monks ef al., 1998,;
siche auch Abschnitt L2‘—2':). Weiterhin wurde gezeigt, da durch den Vorgang der Co-
stimulation ein aktiver Transport von Lipiden und Proteinen innerhalb dieser Membran-
subkompartimente sowie ein Verschmelzen mehrerer kleinerer Mikrodoménen zu einem
groBBeren Subkompartiment stattfindet (Janes et al., 1999; Janes et al., 2000). Eine weitere
strukturelle Eigenschaft dieser speziellen Membranstrukturen ist, dal sie bei niedrigen
Temperaturen gegeniiber nicht-ionischen Detergenzien eine gewisse Resistenz beziiglich ihres

Loslichkeitsverhaltens aufweisen. Aufgrund ihrer geringeren Schwebedichte konnen sie daher
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in Gegenwart dieser Detergenzien mittels Sucrose-Dichtegradienten-Zentrifugation isoliert
werden.

Dieses Charakteristikum der Mikrodomédnen diente in folgenden Experimenten der
Analyse, ob eine direkte Quervernetzung der CD18-Kette ebenfalls zu dessen Umverteilung
innerhalb von Membransubkompartimenten fiihrt. Dies wére ein potentieller Mechanismus,
tiber den die Signalfunktion der CDI18-Untereinheit mit dem TCR-Komplex in Beziehung
stehen konnte. Hierfiir wurden die slg-Fusionsproteinen der CD18-Untereinheit in Jurkat E6
Zellen mit Hilfe rekombinanter Vaccinia-Viren exprimiert. Vor der Lyse mit dem milden,
nicht-ionischen Detergenz NP-40 wurde in einem Teil der Zellen die extrazellulire Doméne
des CDI18-Fusionsproteins mittels eines spezifischen, gegen humanes IgG gerichteten
Antiserums quervernetzt. Ein mengenmaéBig gleicher Anteil der CD18-exprimierenden Zellen
wurde zur Kontrolle im nicht-stimulierten Zustand lysiert. Zum direkten Vergleich der
Umverteilung anderer zytoplasmatischer Dominen von Membranrezeptoren bzw. von
Untereinheiten des TCRs als Folge einer Antikorper-vermittelten Quervernetzung, wurde mit
den Fusionsproteinen von CD28 sowie der TCR-{-Kette in analoger Weise verfahren.

Nach dem Abtrennen der Zellkerne aus den Lysaten, wurden diese in einem 1:1 Verhiltnis
mit einer 80%-igen Sucrose-Losung in Lysispuffer gemischt. Danach wurden in
entsprechenden Ultrazentrifugationsgefdflen jeweils 1 ml dieser Suspensionen zunichst mit
3,5 ml einer 30%-igen Sucrose-Lysispuffer-Losung und zuletzt mit 0,5 ml reinem Lysispuffer
iiberschichtet. Anschliefend erfolgte die Auftrennung der Membranfraktionen entsprechend
ihren unterschiedlichen Dichten durch Ultrazentrifugation. Es wurden pro Ansatz insgesamt 8
verschiedene Fraktionen mit einem Volumen von jeweils 1 ml abgenommen, deren Dichten
vom oberen Teil des Zentrifugats (Fraktion 1) nach unten (Fraktion 8) zunahmen. Eine
effiziente Anreicherung der jeweiligen zytoplasmatischen Domine aus den verschiedenen
Fraktionen wurde mit Hilfe immobilisierter, spezifisch gegen den humanen Immunglobulin-
anteil des Fusionsproteins gerichteter Antikorper erzielt. Die Prazipitate wurden durch
Polyacrylamidgel-Elektrophorese aufgetrennt, auf Nitrozellulose transferiert und der in-
variable Immunglobulinanteil der chimdren Proteine unter Verwendung eines spezifischen
Antiserums detektiert.

Der in E—A—bbﬂd-uﬁg-‘k-lé-: exemplarisch dargestellte Westernblot zeigt in allen Spuren
Proteinbanden mit einem apparentem Molekulargewicht von 50 kD. Diese wird vermutlich
durch eine Kreuzreaktion des sekundiren Antikorpers verursacht und konnte somit der
schweren Antikorperkette des anti-humanen Serums zugeordnet werden. Weiterhin treten

Signale der Immunglobulinanteile der chimdren Fusionsproteine auf. Hierbei zeigten die
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analysierten zytoplasmatischen Doménen im stimulierten und unstimulierten Zustand durch-
aus ein unterschiedliches Verteilungsmuster. Die CD18-Untereinheit von LFA-1 war im
unstimulierten Zustand hauptsichlich in den Membranfraktionen hoherer Dichte vorzufinden,
nach Aggregation des extrazelluliren Anteils des Fusionsproteins fand dagegen eine
Anreicherung in den Fraktionen geringerer Membrandichte statt. Obgleich das chimére
Protein mit der zytoplasmatischen Domine von CD28 insgesamt schwicher exprimiert
wurde, zeigte dieses sowohl im unstimulierten als auch nach Quervernetzung ein &hnliches
Verteilungsmuster wie CD18. Dagegen war die TCR-{-Kette bereits im nicht-stimulierten
Zustand hauptséchlich in den Fraktionen mit einer geringeren Membrandichte detektierbar

und nach Stimulation erfolgte eine Umverteilung in die Membranfraktionen héherer Dichte.
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Abbildung 4.16: Quervernetzung der verschiedenen slg-Fusionsproteine fiihrt zu deren
unterschiedlichen Verteilung in Membransubkompartimenten. Unter Verwendung von
rekombinanten Vaccinia-Viren wurden die chiméren slg-Proteine mit zytoplasmatischen Anteilen
der intrazelluliren Dominen von CD18, CD28 bzw. von TCR-C in Jurkat E6 Zellen exprimiert
und entweder mit anti-humanem IgG Serum stimuliert bzw. nicht stimuliert. Nachdem
Detergenzlysate dieser Zellen einer Sucrose-Dichtegradienten-Zentrifugation unterzogen wurden,
erfolgte eine Isolierung der Fusionsproteine aus einzelnen Fraktionen des Zentrifugats anhand des
Immunglobulinanteils. Die aufgereinigten Proteine wurden einer 12%-igen PAGE unterzogen und
anschliefend auf Nitrozellulose transferiert. Die Detektion der Fusionsproteine erfolgte ebenfalls
anhand des invarianten Immunglobulinanteils.
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Demzufolge induzierte die Antikdrper-vermittelte Stimulation eindeutig die Umverteilung der
verschiedenen Rezeptoren innerhalb von Membranfraktionen unterschiedlicher Dichten.
Dabei erfolgte sowohl bei CD18 als auch bei CD28 nach Quervernetzung ein Ubergang aus
den Fraktionen hoherer Schwebedichte in die mit Detergenz unloslichen Fraktionen. Im
Gegensatz dazu bewirkte die Aggregation der TCR-(-Chimére einen entgegengesetzten
UmverteilungsprozeB3. Diesen Ergebnissen zufolge scheint die TCR-{-Kette bereits im nicht-
aktivierten Zustand in den Membranmikrodominen lokalisiert zu sein, wihrend CD18 und

CD28 erst nach Aktivierung in diese rekrutiert werden.

4.3.5 Ermittlung der Signalkapazitiit des mit CD18-assoziierten DNAM-1-Rezeptors

Bei LAD (leukocyte adhesion deficiency) -Patienten fiihrt ein Defekt im Gen der 2-Kette
zum Verlust der Expression von Integrinen dieser Subfamilie auf Leukozyten, wodurch nur
eine eingeschriankte Immunantwort moglich ist. Aus diesem Grund sind die Leukozyten von
am LAD-Syndrom erkrankten Patienten zur Ermittlung des Beitrags der 32-Integrine wihrend
der Lymphozyten-Aktivierung von grundlegender Bedeutung. Im Verlauf solcher Unter-
suchungen konnte mit Hilfe von B2-Integrin-defizienten Natiirlichen Killerzellen aus dem
Blut von LAD-Patienten, eine Involvierung von CDI18 in die Signalkaskade des DNAM-1-
Molekiils demonstriert werden (Shibuya et al., 1999). Es zeigte sich, dall in aktivierten
T-Zellen eine physikalische Interaktion von CD18 mit DNAM-1 erfolgen kann, welche von
der Phosphorylierung eines Serinrestes in Position 329 in der zytoplasmatischen Region des
DNAM-1-Proteins abhdngt. Dariiberhinaus induzierte diese Wechselwirkung die Phosphory-
lierung von Tyrosinresten in der zytoplasmatischen Doméne des DNAM-1-Molekiils durch
die p59™"-Kinase.

Aufgrund dieser engen Verkniipfung der CD18-Funktion mit DNAM-1 und Komponenten
der TCR-Signalkaskade lag es nahe, die Signalkapazitit des zytoplasmatischen Anteils des
DNAM-1-Rezeptors im Hinblick auf eine potentielle Calciummobilisierung zu analysieren.
Wie in :Abbi}duﬂg 4—.1—7-: dargestellt ist, fiihrte in Jurkat T-Zellen die Expression und Querver-
netzung eines chiméren Fusionsproteins, dessen extrazelluldrer Anteil dem des CD4-Molekiils
entspricht und der zytoplasmatische Anteil dem des DNAM-1-Rezeptors, zu einem deutlichen

Anstieg der intrazelluldren Calciumkonzentration.
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Abbildung 4.17: Calciummobilisierung in Wildtyp-Jurkat T-Zellen nach Aggregation des
DNAM-1-Molekiils. Die Antikdrper-vermittelte Quervernetzung von CD4-DNAM in T-Zellen
resultierte in einem deutlichen Anstieg der intrazelluldren Calciumkonzentration. Eine effiziente
Aggregation des CD4-DNAM-Proteins wurde durch Stimulation der Zellen mit dem murinen
monoklonalen anti-CD4 Antikdrper MT151 und der anschlieBenden Zugabe eines gegen murines
Immunglobulin gerichteten Serums erreicht.

Interessanterweise konnte mittels eines analogen experimentellen Ansatzes unter Verwendung
einer TCR-negativen Variante dieser Jurkat Zellen demonstriert werden, daf3 die intrazelluldre
Calciummobilisierung nach Quervernetzung des DNAM-Fusionsproteins strikt auf das
Vorhandensein eines intakten TCRs angewiesen ist (siehe:-Abedimg~4.—1—8l). Demnach scheint
nicht nur die Assoziation von CD18 mit DNAM-1 durch die Stimulation des TCRs induziert

werden zu konnen. Die hier dargelegten Ergebnisse weisen dariiberhinaus deutlich auf eine
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Abhidngigkeit des DNAM-vermittelten intrazelluliren Calcium-Einstroms von der
TCR-{-Signalkaskade hin.
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Abbildung 4.18: Der Anstieg der intrazelluliren Calciumkonzentration nach Stimulation des
DNAM-1-Rezeptors ist abhéingig von der Oberflichenexpression des TCRs. Die Expression
und Quervernetzung des chimidren DNAM-1-Proteins in TCR-negativen Zellen fiihrte zu keinem
mefBbaren Anstieg der intrazelluldren Calciumkonzentration. Durch Rekonstitution der Zellen mit
der sIg-TCR-{ Kette war es nach Aggregation des CD4-DNAM-Fusionsproteins moglich, ein
signifikantes Calciumsignal zu induzieren. Die Quervernetzung des invarianten CD4-Anteils

4.4 Mutationsanalyse des zytoplasmatischen Anteils der CD18-Kette

Aus dem Sequenzvergleich der zytoplasmatischen Domidnen verschiedener Integrin
B-Untereinheiten wie der B1-, 2-, B3- sowie der f7-Kette geht hervor, daB diese iiber weite
Sequenzbereiche homolog sind (:Abbildung—4—.19|). Auffallig sind jedoch gravierende Unter-
schiede zwischen der Integrin 32-Kette und der Integrin B1-, B3- sowie der B7-Untereinheit
beziiglich zweier tandemartig angeordneter Sequenzabschnitte in der carboxyterminalen
Hiélfte der zytoplasmatischen Domine. In der Sequenz des zytoplasmatischen Anteils der
LFA-1 B2-Kette finden sich zwei aufeinanderfolgende NPXF-Sequenzabschnitte. Dagegen

zeigt der Vergleich anderer Integrin B-Untereinheiten, dal die hierzu homologen Regionen
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mindestens ein NPXY-Motiv (B7-Kette) bzw. NIXY-Motiv (B3-Kette) oder sogar zwei

dieser, jeweils einen Tyrosinrest enthaltenden Motive (B1-Kette) aufweisen.

extrazellular ™ zyto.

7

1: LLMIIHDRRE FAKFEKEKMN AKWDTGENPI Y[KSAVTTVV|N PKY|EGKx
32: ALIHLSDLRE YRRFEKEKLK SQWNND-INPL FKSATTTVMN PKFAES x

B3: LLITIHDRKE FAKFEEERAR AKWDTANNPL Y[KEATSTFTIN ITYRGT «

B7: LSVEIYDRRE YSRFEKEQQQ LNWKQDSINPL Y[KSAITTTIIN PRFQEAD SPTLx

Abbildung 4.19: Schematische Anordnung der Sequenzabfolge von zytoplasmatischen
Regionen verschiedener Integrin B-Untereinheiten. Die Aminosiduresequenz der zytoplasma-
tischen Domine der Integrin B1-, B2-, B3- sowie der B7-Kette zeigt neben weiten Bereichen mit
hoher Ahnlichkeit auch Unterschiede innerhalb zweier tandemartig angeordneter Sequenz-
abschnitte. Die in dieser Region lokalisierten Aminosaurereste sind hervorgehoben.

Demnach konnten diese auffilligen Sequenzabweichungen die unterschiedlichen Signal-
kapazititen der verschiedener Subfamilien verursachen. Die im Folgenden dargestellten
Experimente wurden durchgefiihrt um zu ermitteln, welcher Sequenzbereich fiir die Signal-
vermittlungskapazitit der zytoplasmatischen Domidne der B2- (CDI18-) Untereinheit

erforderlich ist.

4.4.1 Analyse carboxyterminaler Deletionsmutanten der CD18-Untereinheit

Inwiefern im Carboxyterminus lokalisierte Aminoséuren die Signalvermittlungskapazitit der
CD18-Kette beeinflussen, sollte mit Hilfe diverser carboxyterminaler Deletionsmutanten der

CD18-zytoplasmatischen Domédne ermittelt werden. Wie in :Abbi}duﬂg—4:29*' schematisch

dargestellt, wurden zwei verschiedene Deletionsmutanten generiert, wobei der als CD18-762*
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bezeichneten Variante der CDI18-Untereinheit im Vergleich zur CDI18-Wildtypform die
sieben carboxyterminalen Aminoséuren fehlen. Dieser Bereich enthélt die Region um das
membrandistale NPXF-Motiv der CDI18-Kette. Bei einer weiteren, als CDI18-747x
bezeichneten Version der CD18-Untereinheit fehlt ein sich anschlieBender Bereich von 15

Aminosduren, der zusitzlich das mehr zum Aminoterminus hin befindliche NPXF-Motiv

beinhaltet.
CD18-zyt: ...ALIHLSD LREYRRFEKE KLKSQWNNDN PLFKSATTTV MNPKFAESx
CD18-762+: . . .ALTHLSD LREYRRFEKE KLKSQWNNDN PLFKSATTTV Mx

CD18-747+: .. .ALTHLSD LREYRRFEKE KLKSQWx

Abbildung 4.20: Schematische Darstellung der Aminosiduresequenz carboxyterminaler
Deletionsmutanten der CD18-Untereinheit. Zur Ermittlung, welcher Bereich der zyto-
plasmatischen Region der CD18-Kette in Signalweiterleitungsprozesse involviert ist, wurden
verschiedene carboxyterminale Deletionsmutanten generiert. Die Position der letzten Aminosédure
vor dem Stoppcodon ist jeweils angegeben.

Zur funktionellen Analyse der Deletionsmutanten wurden diese in T-Zellen mittels
rekombinanter Vaccinia-Viren iiberexprimiert. In Jurkat T-Zellen zeigten die slg-Fusions-

proteine beider CD18-Versionen sowohl im Verglelch mit der sIg-CD18- W11dtypform als

4 21 zu entnehmen ist. Die Messung der intrazelluliren Calciumkonzentration nach
Quervernetzung der slg-CD18 Varianten ergab, dal} bereits die Deletion der sieben carboxy-
terminalen Aminoséuren der zytoplagr_qa}t_lg,gp_e_n_ _I_)_o_rpane von CD18 zu einem vollstindigen
Verlust des Calciumsignals fiihrte (Abbﬁduﬂg -421, unterer Teil). Die Deletion weiterer
Aminosduren hatte keinen EinfluB auf dieses Ergebnis, was die Notwendigkeit dieser
carboxyterminalen Region filir einen einwandfreien Verlauf der CD18-Signaltransduktion

dokumentiert.
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Abbildung 4.21: Analyse der Signalfunktion der carboxyterminalen CD18-Deletionsmutanten
in T-Zellen. Unter Verwendung rekombinanter Vaccinia-Viren wurden slg-Fusionsproteine
carboxyterminaler CD18-Deletionsmutanten in Jurkat T-Zellen exprimiert. Wie die durchfluf3-
zytometrische Analyse zeigt, wurden die Fusionsproteine der CD18-Wildtypform und der beiden
mutierten Versionen mit einer vergleichbaren Oberflichendichte exprimiert (oberer Teil der
Abbildung). Aus der Analyse der Kapazitit der verschiedenen CD18-Varianten, einen Anstieg der
intrazelluldren der Calciumkonzentration zu erzeugen, ging hervor, daf3 bereits durch eine Deletion
von sieben carboxyterminalen Aminosdureresten das CDI18-vermittelte Calciumsignal unter-

bunden wurde (unterer Teil der Abbildung).
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4.4.2 Einflufl des membrandistalen NPXF-Motivs auf die CD18-Signalfunktion

Der fehlende Bereich innerhalb der CD18-762*-Deletionsmutante beinhaltet unter anderem
das membrandistale NPXF-Motiv der zytoplasmatischen Domine von CDI18. Es lag daher
nahe, hier die Aminoséure Phenylalanin mittels gerichteter Mutagenese durch ein Tyrosin zu
substituieren (CD18-F766Y) und so diese Region in Ubereinstimmung mit den zytoplasma-
tischen Sequenzen anderer Integrin B-Untereinheiten wie z.B. der P1-Kette, CD29, zu

bringen. Zusétzlich wurde auf analoge Weise eine Substitutionsmutante generiert, deren

Abb1}dung-4 22)

\

CD18-zyt: .. .ALTHLSD LREYRRFEKE KLKSQWNNDN PLFKSATTTV MNPKFAESx
CD18-F766Y: ...ALIHLSD LREYRRFEKE KLKSQWNNDN PLFKSATTTV MNPKYAESx*
CD18-F766A: ...ALIHLSD LREYRRFEKE KLKSQWNNDN PLFKSATTTV MNPKAAESx*

Abbildung 4.22: Schematische Darstellung der Aminosiuresequenz von Punktmutanten der
CD18-Untereinheit. Zur detaillierten Analyse der Bedeutung zytoplasmatischer Bereiche der
CDI18-Untereinheit fiir deren Signalkapazitdt, wurde hier das membrandistale NPXF-Motiv
mutiert. Die Position des entweder durch Tyrosin oder Alanin substituierten Phenylalaninrestes in
Position 766 ist durch den Pfeil gekennzeichnet.

Fiir eine funktionelle Analyse der beiden CD18-Substitutionsmutanten wurden diese als
slg-Fusionsproteine in Jurkat T-Zellen exprimiert und nach Quervernetzung ihre Kapazitit

zur Induktion eines Zytoplasmatischen Calciumanstiegs ermittelt. Hinsichtlich der Ober-

4 23- gezelgt ist. Dagegen ergaben Messungen der intrazelluldren Calciumkonzentration, daf3
nach Stimulation der CDI18-F766Y-Substitutionsmutante ein bereits deutlich reduziertes
Signal auftrat verglichen mit der CD18-Untereinheit in seiner Wildtypsequenz. Nach Quer-

________________

Calciumkonzentration mehr mef3bar (ﬁcbbrldung 4: 23)
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Abbildung 4.23: Ermittlung der Signalfunktion von CD18-Substitutionsmutanten in T-Zellen.
Die Expression der slg-Fusionsproteine in Jurkat T-Zellen mittels rekombinanter Vaccinia-Viren
zeigte, dafl beziiglich der Oberflidchendichte der Proteine keine Unterschiede festzustellen waren
(oberer Teil der Abbildung). Die Substitution des Phenylalaninrestes 766 im membrandistalen
NPXF-Motiv durch Tyrosin (slg-CD18-F766Y) fiihrte zu einer drastischen Reduktion des
CD18-Calciumsignals. Dieses konnte durch den Austausch desselben Phenylalaninrestes durch
Alanin vollstindig unterbunden werden (unterer Teil der Abbildung).

Auf diese Weise wurde demonstriert, da3 der Austausch einer einzigen Aminoséure innerhalb
der zytoplasmatischen Doméne von CDI18 zum Verlust wichtiger Parameter der

T-Zell-Aktivierung fiihrt. Fiir die Signalvermittlungskapazitit der CDI18-Kette ist das
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Vorhandensein einer intakten Sequenz im Bereich des membrandistalen NPXF-Motivs

unbedingt erforderlich.

4.5 Mutation des membrandistalen NPXY-Motivs der CD29-Kette

Wie in Abschnitt'4.4 demonstriert werden konnte, ist die Sequenz im Bereich des carboxy-
terminalen =~ NPXF-Motivs notwendig fiir einen einwandfreien  Ablauf der
CD18-Signaltransduktion. Dieses Sequenzmotiv konnte entweder fiir Interaktionen mit
zelluldren Faktoren der T-Zell-Signaltransduktionskaskade oder fiir die Induktion einer
aktiven Konformation des Molekiils benotigt werden. Innerhalb dieser Region gibt es
zwischen CD18 und CD29 essentielle Unterschiede, wie ebenfalls bereits in Kapitel :~4r.4—:

erwahnt wurde.

\

CD18-zyt: ...ALIHLSD LREYRRFEKE KLKSQWNN-D NPLFKSATTT VMNPKFAES =
CD29-zyt: ...LLMIIHD RREFAKFEKE KMNAKWDTGE NPIYKSAVTT VVNPKYEGKx*
CD29-Y795F: ...LLMIIHD RREFAKFEKE KMNAKWDTGE NPIYKSAVTT VVNPKFEGKx
CD29-zyt/lex: ...LLMIIHD RREFAKFEKE KMNAKWDTGE NPIYKSAVTT VMNPKFAES*

Abbildung 4.24: Vergleichende Darstellung der Aminosiuresequenzen der CD18-
Untereinheit, der CD29-Untereinheit sowie der CD29-Substitutionsmutanten. Zur Analyse
der Bedeutung des membrandistalen NPXY/F-Motivs fiir die funktionellen Unterschiede von B1-
und P2-Integrinen, wurde der entsprechende, in den Sequenzen beider Integrinfamilien
variierende, Tyrosinrest in Position 795 der CD29-Untereinheit durch Phenylalanin substituiert.
Dies erfolgte zum einen durch den Austausch des entsprechenden Tyrosinrestes oder durch
Substitution eines carboxyterminalen Bereichs von insgesamt 8 Aminosédureresten. Durch den
Pfeil wird die Position des entsprechenden Phenylalaninrestes in der CD18-Sequenz markiert.

Inwiefern Sequenzunterschiede der beiden zytoplasmatischen Doménen fiir die funktionelle
Divergenz von B1- und [2-Integrinen verantwortlich sind, sollte im Folgenden mittels

CD29-Substitutionsmutanten analysiert werden. Hierfiir wurden zwei verschiedene Ansitze
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gewihlt. Zum einen wurde im membrandistalen NPXY-Motiv von CD29 der Tyrosinrest an
Position 795 durch ein Phenylalanin substituiert, entsprechend der Region innerhalb der
zytoplasmatischen Domine von CD18. Zum anderen wurde durch Substitution einer ganzen
Gruppe von Aminoséduren innerhalb der CD29-Sequenz durch die analogen Aminosdurereste
der CD18-Sequenz ein homologer Bereich erzeugt. Dieser beinhaltet neben dem carboxy-
terminalen NPXF-Motiv noch weitere Aminosédurereste der CD18-Sequenz (:Abbildung 4.24‘5.
Die resultierenden CD29-Mutanten, CD29-Y795F sowie _(;]_)_2_?:gyt/ex, wurden in Form
chimirer slg-Proteine in Jurkat T-Zellen exprimiert I(Abbild{mg-4.—2§|, oberer Teil; Expression
der CD29-cyt/ex-Mutante nicht abgebildet) und eine potentielle Beteiligung an costimula-
torischen Signaltransduktionsprozessen analysiert. Die Bestimmung des intrazelluldren
Calciumspiegels wurde auch hier als Parameter zur Untersuchung dieser Prozesse heran-
gezogen. Die Quervernetzung der CD29-Y795F-Mutante resultierte in der Tat in einem
's_i_g_n_ifl_lge_lr_l‘ge_:r_l_é_n_s‘tieg der intrazelluldren Calciumkonzentration, wie aus dem unteren Teil der
:Abbi}dung——4.—2— ' zu entnehmen ist. Verglichen mit dem durch CD18-ausgeldsten
Calcium-Einstrom setzte allerdings das Calciumsignal nach Quervernetzung der CD29-Punkt-
mutante zeitlich verzogert ein und erreichte lediglich eine deutlich niedrigere Amplitude.
Demgegentiber flihrte die Quervernetzung der CD29-cyt/ex-Substitutionsmutante zu keinem
meBbaren Anstieg der intrazelluldren Calciumkonzentration und unterschied sich in diesem
funktionellen Aspekt nicht von der CD29-Wildtypform (nicht gezeigt).

Diesen Experimenten zufolge ist das membrandistale NPXF-Motiv nicht nur fiir die
CD18-Signalvermittlungskapazitit von auBlerordentlicher Bedeutung, sondern auch
maBgeblich an der Entfaltung spezifischer Aufgaben der B1- und B2-Integrine beteiligt. Die
Spezifitit geht jedoch vermutlich nicht nur von dem Tyrosin bzw. dem Phenylalanin
innerhalb des NPXY/F-Motivs aus, vielmehr spielt hierbei vermutlich auch die Umgebung

dieses Sequenzabschnitts eine essentielle Rolle.
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Abbildung 4.25: Funktionelle Analyse der CD29-Substitutionsmutante. Die Oberflachen-
expressionen der Fusionsproteine der beiden CD29-Varianten, der CD18-Untereinheit sowie der
Kontrolle waren nach Transfektion von Jurkat T-Zellen mittels rekombinanter Vaccinia-Viren
vergleichbar (oberer Teil der Abbildung). Demgegeniiber zeigten Messungen der intrazelluldren
Calciumkonzentration nach Quervernetzung des jeweiligen Fusionsproteins, da3 die Stimulation
der CD29-Substitutionsmutante (sIg-CD29-Y795F) im Gegensatz zur CD29-Wildtypform in

Zeit [sek]

einem deutlich detektierbaren Calciumsignal resultierte (unterer Teil der Abbildung).
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4.6 Analyse der CD18-Punktmutanten im Kontext des LFA-1-Molekiils

In den vorherigen Abschnitten wurde mit Hilfe chimérer Fusionsproteine die spezifische
Beteiligung der zytoplasmatischen Doménen beider LFA-1-Untereinheiten an Signaltrans-
duktionsprozessen im Verlauf der T-Zell-Aktivierung analysiert. Der membrandistalen
NPXF-Region der CD18-Untereinheit konnte mittels Punktmutanten hierbei eine essentielle
Rolle zugeordnet werden. Inwiefern diese Mutationen sich auf die unterschiedliche
Funktionen des LFA-1-Gesamtmolekiils auswirken konnen, ndmlich sowohl auf dessen
Adhisionsfunktion als auch auf dessen Signaltransduktionsfunktion, wurde im Folgenden
experimentell ermittelt.

Die Untersuchung der CD18-Mutanten im Kontext des gesamten LFA-1-Molekiils
erfordert ein experimentelles Zellsystem, welches defizient fiir die Expression der
CD18-Untereinheit ist. In diesen Zellen konnte dann entweder durch transiente oder stabile
Expression verschiedener CD18-Varianten analysiert werden, inwieweit die Expression der
Punktmutanten, verglichen mit der Wildtypform, die separaten Funktionen des LFA-1-
Integrins rekonstituieren konnen. Die Verwendung von sogenannten SK-B2.7 Zellen, die
aufgrund von Mutagenese und Selektionskriterien keine CD18-Untereinheit exprimieren,
erwies sich hierbei als die Methode der Wahl (Weber et al., 1997). Diese Zellen weisen kein
LFA-1-Integrin auf der Oberflache auf, da die Assoziation der o- und B-Untereinheit eine
essentielle Voraussetzung fiir die endgiiltige Prozessierung der beiden Ketten zum Integrin-
Heterodimer ist. Ein Transport der beiden Untereinheiten an die Zelloberflache erfolgt jedoch
nur in Form eines Heterodimers.

Wihrend die Analyse des gesamten Integrins im Hinblick auf die Zelladhidsion mit Hilfe
von CDI18-defizienten SK-B2.7 Zellen sowie rekombinant exprimierten Liganden wie z.B.
ICAM-1 relativ unkompliziert erfolgen kann, gestalten sich die Mdglichkeiten zur Unter-
suchung der Signalfunktion des Gesamtmolekiils weitaus schwieriger. Eine Analyse der
Signaltransduktion des gesamten LFA-1-Molekiils in analoger Weise erscheint in SK-f2.7
Zellen nicht sinnvoll, da diese CD18-defiziente Zellinie keine nachweisbaren Mengen des
TCR-Komplexes exprimiert (Geiger et al., 2000). Die Expression einer intakten TCR-{-Kette
ist jedoch fu_r_ _e_11_1e Slgnql_n_l_d_uktlon durch CD18 unbedingt erforderlich, wie bereits in den
Abschnitten 4 3:2'sowie 4:3:3 ‘demonstriert werden konnte.

Neben der Rekonstitution der CD18-Untereinheit in entsprechend defizienten Zellen,
bietet die Analyse dominant-negativer Effekte nach Uberexpression der isolierten zyto-

plasmatischen Domidnen von LFA-1 eine sinnvolle Mdglichkeit zur Bestimmung einer
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Signalfunktion des Gesamtmolekiils. Diese Effekte basieren vermutlich auf der Seques-
trierung zytoplasmatischer Faktoren, welche an der CDI18-vermittelten Signalweiterleitung
beteiligt sind.

Eine Untersuchung des Beitrags des LFA-1-Integrins im Verlauf der Zytolyse erwies sich
hierfiir als geeignetes System, da bei diesem Prozell neben Adhidsionsvorgingen auch Signal-

transduktionsereignisse eine grundlegende Rolle spielen konnten.

4.6.1 Rekonstitution der Adhisivitit CD18-defizienter SK-2.7 Zellen

Inwieweit Mutationen innerhalb membrandistalen NPXF-Motivs der CD18-Untereinheit die
vom gesamten LFA-1-vermittelte Zelladhdsion beeinflussen, wurde mit Hilfe der
CD18-defizienter SK-B2.7 Zellinie analysiert. Hierfir wurden sogenannte Zelladhdsions-
experimente (adhesion assay) durchgefiihrt, wobei ein rekombinantes ICAM-1-Fusions-

protem iiber einen carboxytermmalen IgG-Anteil mittels eines entsprechenden Antlserums auf

4—.26—' schematisch dargestellt, wird auf diese Weise eine spezifische Matrix erzeugt, die
ausschliefSlich eine Adhédsion von Zellen erlaubt, welche an ihrer Oberfliche sowohl intakte
als auch aktivierbare LFA-1-Molekiile exprimieren. Nach Entfernen unspezifisch gebundener
Zellen durch mehrere Waschzyklen, kann direkt {iber die Anzahl der mit hoher Affinitét
gebundenen Zellen auf die spezifisch LFA-1-vermittelte Adhédsionsfahigkeit dieser Zellen

geschlossen werden.
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Abbildung 4.26: Schematische Darstellung des Zelladhisionsexperiments. Ein rekombinant
exprimiertes Fusionsprotein des Integrin-Liganden ICAM-Fc wird mittels des carboxyterminalen
Immunglobulinanteils auf Plastik immobilisiert. AusschlieBlich Zellen, die eine aktivierte Form
des LFA-1-Integrins exprimieren, sind in der Lage, spezifisch auf dieser Matrix zu adhérieren.

Die Oberflachenexpression des LFA-1-Integrins in CD18-defizienten SK-f32.7 Zellen ist nach
Re-Expression der CDI18-Untereinheit rekonstituierbar. Demnach ist es mit Hilfe dieses
experimentellen Ansatzes moglich, den Einflul der verschiedenen CD18-Varianten, deren

individueller Beitrag zu Signaltransduktionsprozessen bereits in Abschnitt %.4-2' beschrieben

wurde, im Hinblick auf die Adhésivitit des gesamten LFA-1-Molekiils zu untersuchen. In

Abbildung- 427" ist ein solches Zelladhédsionsexperiment exemplarisch dargestellt. Mit Hilfe
von rekombinanten Vaccinia-Viren wurden verschiedene Versionen der gesamten
CD18-Untereinheit in SK-B2.7 Zellen exprimiert. AnschlieBend wurden die Zellen jeweils im

unstimulierten bzw. im PMA-stimulierten Zustand beziiglich ihrer Féhigkeit, auf einer mit
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beider LFA-1-Untereinheiten zu rekonstituieren. Aus dem unteren Teil der Abbﬂdung4 2—7'
geht hervor, dal SK-f2.7 Zellen ohne Rekonstitution der CD18-Untereinheit nach PMA-
Stimulation nur marginal auf der mit ICAM-beschichteten Unterlage adhérieren konnten.
Dagegen zeigten SK-B2.7 Zellen, welche die Wildtypform der CD18-Untereinheit expri-
mierten, eine starke Zunahme in ihrer Adhédsionsfdhigkeit nach PMA-Stimulation.
Demgegentiber reichte weder die Expression der CD18-F766Y- noch der CD18-F766A-
Version der 2-Untereinheit aus, um die Adhésivitdt der SK-f2.7 Zellen wiederherzustellen,
obgleich sich deren Oberfldchenexpressionsdichte nicht von derjenigen der CD18-Wildtyp-
form unterschied. Als zuséitzliche Kontrolle wurde eine CD18-Variante verwendet, die eine
Tripple-Mutation innerhalb der zytoplasmatischen CD18-Sequenz aufweist, welche weiter
zum Aminoterminus hin gelegen ist als der bisher untersuchte Region. Bei dieser, als
CD18-TRG bezeichneten Variante, sind in der zytoplasmatischen Doméne der CD18-Kette in
den Positionen 723 bis 725 insgesamt drei Aminoséurereste, ndmlich Tryptophan, Lysin und
Alanin, durch Threonin, Arginin sowie Glycin substituiert. Dieser Bereich innerhalb der
CD18-Untereinheit konnte in einem anderen Kontext als die Bindungsregion eines als
Cytohesin-1 bezeichneten Interaktionspartners der CD18-Kette identifiziert werden (Geiger et
al.,2000).

Wie in diesem Zusammenhang bereits publiziert und ebenfalls in:—f\cbbﬂdung—4.—27: gezeigt,
reichte die Expression dieser Mutante ebenfalls nicht aus, um die SK-B2.7 Zellen spezifisch
auf ICAM adhérieren zu lassen. Bemerkenswerterweise zeigen diese Resultate, daB3 die
Expression keiner der bislang analysierten, von der Wildtypform abweichenden
CDI18-Varianten zur Rekonstitution der Adhésivitdt der SK-B2.7 Zellen fiihrt. Neben des
Verlusts der vom gesamten LFA-1-Molekiil vermittelten Adhésionsfunktion, fiihren sowohl
die CDI8-F766Y- als auch die CDI8-F766A-Versionen dabei auch zur Inhibition der
CD18-Signaltransduktion  (siche  Abschnitt :4:4.—25. Durch diese Mutationen der
CD18-Untereinheit kénnte entweder der Ubergang des gesamten LFA-1-Integrins in den
aktiven Zustand verhindert werden oder die intrazelluldre Signalweiterleitung beeintrichtigt

sein.
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Abbildung 4.27: Ermittlung des Beitrags der verschiedenen CD18-Varianten zur Adhésions-
funktion von LFA-1 in SK-B2.7 Zellen. Nach Rekonstitution CD18-defizienter Zellen mit
verschiedenen CD18-Varianten konnten diese mit einer vergleichbaren Expressionsdichten auf der
Zelloberflache detektiert werden (oberer Teil der Abbildung). In welchem AusmaBl die ver-
schiedenen Varianten der CD18-Untereinheit nach Stimulation der Zellen mit PMA den Ubergang
von LFA-1 in den aktivierten Zustand beeinflussen, wurde anhand von Adhésionsexperimenten
auf einer mit ICAM-beschichteten Matrix gezeigt (unterer Teil der Abbildung).
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4.6.2 Beitrag des zytoplasmatischen CD18-Anteils zur Zytolyse

Eine Analyse des spezifischen Beitrags der CDI18-Untereinheit zur Signaltransduktions-
funktion des gesamten LFA-1-Molekiils durch einfache Quervernetzung des Integrins mittels
l16slichem Liganden bzw. Antikorpern ist aufgrund eines fehlenden CD18-defizienten Zell-
systems nicht méglich. Es lag daher nahe, durch Uberexpression von verschiedenen Varianten
der zytoplasmatischen CD18-Doméinen eine Sequestrierung zelluldrer Faktoren zu erreichen,
welche an der Signalweiterleitung beteiligt sind. Allerdings kdnnten sich diese intrazelluldren
Wechselwirkungen zusdtzlich auch auf die Adhisivitit des gesamten LFA-1-Integrins
auswirken, was die fiir dessen Funktion notwendigen Zell-Zell-Interaktionen beeintrichtigt

wirde.

80

701
N m
501
—@— 234/BW-LCL

40
— 1 234/BW-LCL + Kontroll-Antikorper
307 —/\— 234/BW-LCL + anti-LFA-1 Antikérper

201 —ll- 234/DS-LCL (unspezifische Lyse)
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Verhaltnis Effektorzelle/Zielzelle

Abbildung 4.28: Bedeutung des LFA-1-Integrins fiir die Haplotyp-spezifische Zytolyse von
Zielzellen. Die zytotoxische Aktivitdt des 234 T-Zellklons wurde durch den Einsatz gegen LFA-1-
gerichteter Antikdrper wie beispielsweise MEM-95 drastisch reduziert. Dagegen blieb die
Haplotyp-spezifische Zytolyse der BW-LCL Zellen nach dem Einsatz eines unspezifischen
Kontrollantikdrpers weitgehend unbeeinflufit. Die Quantifizierung der zytolytischen Aktivitit der
Effektorzellen erfolgte durch Markierung der Zielzellen mit dem radioaktiven *'Cr-Isotop, welches
nach Lyse der Zellen freigesetzt wird.
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Wie bereits durch vorherige Arbeiten gezeigt werden konnte, ist die Zytolyse von Zielzellen
durch zytotoxische T-Lymphozyten zur Untersuchung dominant-negativer Effekte ein
geeignetes System (Romeo et al., 1992; Kolanus et al., 1993). Dariiberhinaus konnte durch
verschiedene Verdffentlichungen belegt werden, daB LFA-1 widhrend der Zytolyse eine
elementare Rolle spielt (Schmits et al., 1996; Shibuya et al., 1999). Die Bedeutung des
LFA-1-Integrins fy_r_(_h_e_ Allotyp _spemﬁsche Zytolyse von Zielzellen in dem hier verwandten
Zellsystem ist in Abbt}dung -4:28 dargestellt

In diesem sowie in den folgenden Experimenten wurde die zytolytische Aktivitdt des
T-Zellklons 234 untersucht, welcher alloreaktiv gegen Zielzellen des Haplotyps HLA-A24 ist.
Durch die Verwendung gegen die CDI18-Untereinheit des LFA-1-Integrins gerichteter
Antikorper ,wie z.B. MEM-95, konnte die Effektorfunktion des 234 T-Zellklons spezifisch
und auf signifikante Weise reduziert werden. Es erfolgte kaum noch die Lyse von BW-LCL
Zellen, obgleich diese den korrekten Haplotyp HLA-A24 exprimieren. Die zytolytische
Aktivitdt des T-Zellklons ging dabei nahezu auf den Bereich der unspezifischen Lyse zuriick,
was durch den Einsatz von DS-LCL Ziellzp_lle_r_l,_ _welche nicht den richtigen Haplotyp
aufweisen, demonstriert werden konnte (:A:bbi}dung—4.2%j. Demgegeniiber hatte die
Verwendung eines Kontrollantikérpers nahezu keinen Einfluf3 auf die lytische Aktivitdt der
zytotoxischen T-Zellen, sofern die Zielzellen den korrekten Haplotyp exprimierten.

Diese Experimente belegen deutlich die Notwendigkeit der Interaktion von LFA-1 mit
ICAM fiir einen ordnungsgemiflen Ablauf der Zytolyse. In welchem AusmaBl nun die
zytoplasmatische Doméne von CD18 zu diesem ProzeB beitragt, wurde durch den Einsatz der
chiméren slg-Fusionsproteine bestimmt. Ein schematisches Modell zu dieser experimentellen

________________

Vorgehensweise ist in :Abbi}dung—él.—29-' gezeigt.



98 Ergebnisse

i R
= LFA-1

Zytolyse der Zielzelle

",

it 1-1gG1-CH3 IgG1-CH9
sl
s}

!

S
I
I
I
I
I
I
I
I
I
v
CrIIIMiecccss,.

35 Zielzelle
. s
zytotoxische &
T-Zelle =
S = @@ e
i .
& £
Py Tt
o T
[ T
-

P

Abbildung 4.29: Schematische Darstellung der experimentellen Vorgehensweise zur

Ermittlung des spezifischen Beitrags der zytoplasmatischen Domine von CD18 zur Zytolyse.
Durch die Uberexpression des intrazelluliren Anteils der CD18-Untereinheit als sIg-Fusions-
protein in den 234 Effektorzellen sollten an der Zytolyse von Zielzellen beteiligte zytoplasma-

quantifiziert.

Mit Hilfe rekombinanter Vaccinia-Viren wurden verschiedene Versionen der

CD18-Untereinheit in den zytotoxischen 234 T-Zellen exprimiert. AnschlieBend wurden diese
Zellen fiir die im Folgenden beschriebenen Zytolyse-Experimente eingesetzt, welche in
Zusammenarbeit mit Frau Dr. Falk im Labor von Frau Prof. Schendel an der GSF-Miinchen
durchgefiihrt wurden. Hierfiir wurden zytotoxische T-Zellen und Zielzellen gemischt, wobei
zur Bestimmung des flir einen optimalen Ablauf der Zytolyse notwendigen Zellverhéltnisses

unterschiedliche Ansdtze mit steigender Effektorzellzahl durchgefiihrt wurden. Die

Ermittlung der zytotoxischen Aktivitét erfolgte anhand der freigesetzten Menge des radio-
markiert worden waren. Aus dem oberen Teil der:-Abbi-ldmg-4.-3Q: geht hervor, daB3 sich die
chimiren slg-Fusionsproteine in den 234 T-Zellen mit einer vergleichbaren Oberfldchendichte
exprimieren liefep.

Wie aus dem unteren Teil der:-Abbildung-4—.30: zu ersehen ist, fiihrte allein die Uber-
expression der zytoplasmatischen Doméne der CD18-Wildtypform in den 234 T-Zellen zu

einer signifikanten Reduktion der zytolytischen Aktivitit dieser Zellen. Im Gegensatz dazu
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beeinfluite die Expression der CDI18-F766Y-Version nicht die Zytotoxizitit des 234

T-Zellklons. Die Féhigkeit zur Lyse der entsprechenden Zielzellen wurde durch die

Expression der slg-Kontrolle in den Effektorzellen ebenfalls nicht beeintrachtigt.
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Abbildung 4.30: Analyse des spezifischen Beitrags der intrazelluliren Doméne von CD18 zur
Zytolyse. Unter Verwendung rekombinanter Vaccinia-Viren wurden verschiedene Varianten der
CD18-Untereinheit in Form von slg-Fusionsproteinen in 234 T-Zellen iiberexprimiert. Wie im
oberen Teil der Abbildung gezeigt, ergaben durchfluBzytometrische Messungen fiir siamtliche
verwandten sIg-Proteine eine vergleichbare Oberflichenexpression. Aus dem im unteren Teil der
Abbildung dargestellten Zytolyse-Experiment geht hervor, dafl durch die Expression der Wildtyp-
form des CDI18-Fusionsproteins die zytotoxische Aktivitdit der Effektorzellen gegeniiber
entsprechenden Zielzellen (BW-LCL Zellen) spezifisch reduziert werden kann. Die Quantifi-
zierung der Effekte auf die LFA-1-unterstiitzte zytolytische Aktivitat dieser Zellen erfolgte wie
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Diese Befunde sprechen dafiir, dal durch die Expression der zytoplasmatischen Doméne von
CD18 intrazelluldre Faktoren sequestriert werden, die fiir den korrekten Ablauf der Zytolyse
von grundlegender Bedeutung sind. Weiterhin zeigen diese Untersuchungen, daB3 die
Integritdt der carboxyterminalen NPXF-Region der CD18-Untereinheit fiir die Funktionalitét
des endogenen LFA-1-Integrins im Kontext eines dominant-negativen Effekts auf die Zyto-
lyse essentiell ist. Dies deutet auf eine funktionell wichtige direkte oder indirekte Interaktion

von zytoplasmatischen Faktoren mit dieser Region innerhalb der CD18-Untereinheit hin.
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5 Diskussion

Wie bereits einleitend erwidhnt, tragt das LFA-1-Integrin in seiner Funktion als wichtigster
Adhisionsrezeptor auf Lymphozyten durch Wechselwirkungen mit seinen physiologischen
Liganden ICAM (intercellular adhesion molecule) -1, -2 und -3 zur Regulation von
Zell-Zell-Interaktionen bei. Diese sind beispielsweise wihrend der Extravasation oder bei der
Bildung der immunologischen Synapse von auBerordentlicher Bedeutung (vergleiche hierzu
Abschnitt IQ—.?»)I. Allerdings ist neben des Beitrags von LFA-1 auch die Beteiligung weiterer
akzessorischer Oberflaichenmolekiilen wie CD2, CD28 und des Corezeptors CD4 zur
Verstarkung der Zell-Zell-Adhdsion um die T-Zellen vollstindig und dauerhaft zu aktivieren.
Solche Membranproteine unterstiitzen die spezifische Wechselwirkung des TCRs mit dem
Antigen-prasentierenden MHC-Molekiil, welche zu schwach ist und daher nicht ausreicht, um
die vollstdndige Signaltransduktionskaskade einzuleiten. Dariiberhinaus sind diese Membran-
proteine auch direkt an Signaliibertragungsprozessen beteiligt, jedoch in unterschiedlichem
AusmaB. Uber den detaillierten Mechanismus der LFA-1-vermittelten Signaltransduktion ist
bislang kaum etwas bekannt. Dies liegt vermutlich zum einen darin begriindet, da3 eine
effiziente Ligandenbindung der Integrine nur in einer speziellen Konformation erfolgen kann.
Die Uberfiihrung der Integrine in diesen aktiven Zustand durch Stimulation von
T-Lymphozyten z.B. mit Phorbolester bzw. Antikérpern hat jedoch in der Regel die Induktion
intrazelluldrer Signale zur Folge, welche sich mit der spezifisch durch LFA-1-vermittelten
Signalkaskade iiberlagern. Zum anderen weisen die Sequenzen der zytoplasmatischen
Dominen des LFA-1-Integrins keine charakteristischen Motive auf, mit denen bekannte
Signalmolekiile der T-Zell-Aktivierung interagieren. Weiterhin werden Untersuchungen zur
Signaltransduktion des [2-Integrins durch dessen dimere Struktur sowie durch den
ausgepragten Beitrag zur Zelladhésion erschwert.

Zielsetzung dieser Arbeit war es daher, bei der Lymphozyten-Aktivierung die von LFA-1-
unterstiitzten Signaltransduktionsprozesse zu charakterisieren sowie daran beteiligte zelluldre
Faktoren zu identifizieren. Desweiteren sollte die Signaltransduktion der B2-Integrine zum
einen mit der Rolle der B1-Integrine bei der T-Zell-Aktivierung und zum anderen mit dem

costimulatorischen Beitrag von CD28 verglichen werden.
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5.1 LFA-1 als costimulatorisches Molekiil der T-Zell-Aktivierung

Verschiedenen Untersuchungen zufolge leistet das LFA-1-Integrin wihrend der Lympho-
zyten-Aktivierung neben der Vermittlung von Zell-Zell-Interaktionen ebenfalls einen Beitrag
zur Signaltransduktionsprozessen (Van Seventer ef al., 1992; Kanner et al., 1993). Dement-
sprechend zeigten frithere Untersuchungen, daf3 die Quervernetzung von LFA-1 mit Hilfe
bestimmter monoklonaler Antikorper bzw. gereinigtem ICAM-1 in T-Zellen zur Aktivierung
intrazelluldrer Signalkaskaden fiihrt (Ledbetter ez al., 1987; Van Seventer ef al., 1992; Kanner
et al., 1993; Wulfing et al, 1998). Auf diese Weise wurde z.B. durch Aktivierung der
Phospholipase Cy (PLC y) ein Anstieg der intrazelluldren Calciumkonzentration induziert.
Desweiteren konnten verschiedene Studien eine Involvierung von Tyrosinkinasen der FAK-
(focal adhesion kinase) Familie in diese Signalwege demonstrieren. Hierzu zéhlt z.B. die
Kinase Pyk2 (proline-rich tyrosine kinase 2), einem in hdmatopoetischen Zellen exprimierten
Vertreter dieser Familie, welche auch unter der Bezeichnung fakB (focal adhesion kinase-
related protein B) bekannt ist (Kanner, 1996; Brockdorff ez al., 1998; Tabassam et al., 1999).
Diese Studien veranlaften uns, zu untersuchen, ob diese LFA-I1-vermittelte Signal-
transduktion eventuell hinreichend ist fiir eine signifikante transkriptionelle Aktivierung

T-Zell-spezifischer Gene.

5.1.1 LFA-1 induziert nach ICAM-Bindung den IL-2-Promotor in T-Helfer-Zellen

Die transkriptionelle Induktion spezifischer Gene ist gi_tl_ charakteristischer Vorgang wahrend
der Aktivierung von T-Zellen. Wie in Abschnitt :4'.-1-: dargestellt, wurde mit Hilfe von
Reportergen-Experimenten demonstriert, dal durch die Quervernetzung des LFA-1-Integrins
mittels rekombinantem ICAM-1 die Transkription des T-Zell-spezifischen IL-2-Gens
induziert werden konnte. Durch die konstitutive, unspezifische Anheftung der T-Zellen
mittels Poly-L-Lysin war es moglich, die Zellen unabhingig von der ICAM-Bindung zur
Adhision zu bringen. Aufgrund der Modulierbarkeit der nach ICAM-Bindung induzierten
Aktivierung des IL-2-Promotors mit Hilfe monoklonaler Antikdrper, die sich sowohl gegen
die Integrin o~ als auch B-Untereinheit richteten, konnte dariiberhinaus die LFA-1-

Abhingigkeit dieser Prozesse belegt werden.
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Die bisher verdffentlichten Ergebnisse deuten auf eine Verstirkung des TCR-Signals durch
Costimulation von T-Helfer-Zellen mit ICAM hin (Kanner ef al., 1993; Lub et al., 1995;
Wulfing et al., 1998). Die hier vorliegenden Daten zeigen jedoch, da ICAM-Bindung an
LFA-1 bereits ohne die direkte Stimulation des TCRs Signaltransduktionsprozesse induzieren
kann. Dariliberhinaus reichen die durch ICAM-Bindung ausgelosten Signalwege zur
transkriptionellen Induktion des IL-2-Gens aus. Der EinfluB der B2-Integrine auf die

zytotoxische Aktivitit von T-Zellen wird im Folgenden Abschnitt ausfiihrlich erldutert.

5.1.2 T-Zellen benotigen LFA-1 fiir ihre zytotoxische Aktivitit

Die Bedeutung des LFA-1-Integrins fiir die Aktivitit zytotoxischer T-Zellen konnte bereits
durch die Ergebnisse sehr frither Veroffentlichungen gezeigt werden. Mittels monoklonaler
Antikorper, welche sich gegen die LFA-1-Untereinheiten richteten, war es mdglich, die
Zytolyse spezifischer Zielzellen zu inhibieren (Krensky et al., 1983; Krensky et al., 1984;
Mentzer et al., 1986). Durch diese Ergebnisse wurde iiberhaupt erst die essentielle Bedeutung
des LFA-1-Integrins fiir die Lymphozyten-Aktivierung erkannt (Springer ef al., 1987; Shaw
und Luce, 1987; Kishimoto ef al., 1989).

Durch die Verwendung eines als 234 bezeichneten T-Zellklons, welcher alloreaktiv gegen
Zielzellen des Haplotyps HLA-A24 ist, wurden im Verlauf der vorliegenden Arbeit ebenfalls
Zytolyse-Experimente durchgefiihrt (Besser und Wank, 1999). Mit Hilfe des gegen die
CD18-Untereinheit gerichteten MEM-95 Antikorpers war es mdglich, die zytolytische
Aktivitdt des 234 T-Zellklons zu inhibieren, wodurch auch hier die elementare Rolle des

LFA-l-Integrinslbei der Zytolyse demonstriert werden konnte (sieche Abschnitt :-4-.6-.2:). Wie in
:Abbi}dung— 430" dargestellt ist, reichte die Uberexpression der individuellen zytoplasma-
tischen Doménen der CDI18-Untereinheit des LFA-1-Integrins als slg-Fusionsprotein
ebenfalls zur Inhibition der zytolytischen Aktivitit des 234 T-Zellklons aus. Im Hinblick auf
die methodische Vorgehensweise stehen diese Ergebnisse damit in Einklang mit
Publikationen anderer Gruppen. Durch diese konnte ndmlich belegt werden, da3 durch die
Uberexpression isolierter zytoplasmatischer Integrin-Untereinheiten dominant-negative
Effekte auf verschiedene Integrin Funktionen wie die Vermittlung von Zelladhésion bzw. der
Phosphorylierung intrazelluldrer Proteine ausgeiibt werden (Akiyama et al., 1994; LaFlamme
et al., 1994; Lukashev et al., 1994; Fenczik et al., 1997; Rey-Ladino et al., 1998). Eine
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Interpretationsmoglichkeit des dominant-negativen Effektes auf die Zytolyse allein durch die
Uberexpression der zytoplasmatischen B2-Domine wire die Sequestrierung zytoplasma-
tischer Faktoren. Zwar war es mit Hilfe dieses experimentellen Ansatzes moglich, dem
zytoplasmatischen 2-Anteil des LFA-1-Integrins eine essentielle Funktion bei der Zytolyse
zuzuordnen. Allerdings konnte nicht unterschieden werden, ob Adhésions- oder Signaltrans-
duktionsprozesse hierbei eine entscheidende Rolle spielen.

Wie bei der Interaktion von T-Helfer-Zelle und Antigen-présentierender Zelle, wirken
Integrine auch wihrend der Zytolyse bei der Verstirkung der relativ schwachen Wechsel-
wirkungen mit und halten die Zellen somit ldnger in Kontakt. Jedoch erscheint es
unwahrscheinlich, da fiir die Aufrechterhaltung der zytotoxischen Aktivitit von
T-Lymphozyten allein die von LFA-1-vermittelten Adhésionsprozesse verantwortlich sind.
Normalerweise beteiligen sich hierbei zusétzlich akzessorische Rezeptoren wie beispielsweise
CD2 sowie CD28. Daher ist es naheliegender, dafl Inhibitionen zytoplasmatischer Signalwege
zur Antikorper-vermittelten Blockierung der Zytolyse sowie zu den dominant-negativen

Effekten nach Uberexpression des zytoplasmatischen 32-Anteils fiihren.

5.2 Signaltransduktionskapazitit der individuellen LFA-1-Untereinheiten

Zur Analyse der LFA-1-Signalfunktion ist es einerseits wichtig, beide Untereinheiten isoliert
voneinander zu untersuchen. Andererseits ist es aber auch vorteilhaft, die Signalkapazitdt der
zytoplasmatischen Doménen der individuellen LFA-1-Untereinheiten getrennt von deren
extrazelluldren Anteilen zu analysieren, da diese durch Ligandenbindung in erster Linie fiir
die Induktion von Adhésionsprozessen verantwortlich sind (Hynes, 1992; Springer, 1994).
Durch die Expression der individuellen zytoplasmatischen Anteile der LFA-1-Unter-
einheiten in Form transmembraner Fusionsproteine wurden die Voraussetzungen fiir eine
systematische Analyse der LFA-1-Signaltransduktionskapazitit geschaffen. Die extrazelluldre
Domine dieser auch als slg-Fusionsproteine bezeichneten chimiren Proteine enthélt einen
Ilg(_)gl_s:[e_lr_lge_:r_l_a_lr_rlinoterminalen Immunglobulinanteil, wie aus der schematischen Darstellung in
'Abbi}dung— 4—.4':hervorgeht. Auf diese Weise wurde eine effiziente Oberfldchenexpression der
individuellen LFA-1-Untereinheiten unabhéngig davon erreicht, dafl in der nativen Form nur

ein gemeinsamer Transport beider Ketten an die Zelloberfliache erfolgen kann. Zudem war es

somit moglich, mit Hilfe eines gegen den invarianten Immunglobulinanteil gerichteten
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IA_n_t_il_(ES_rp_e_r:s__Qie beiden LFA-1-Ketten unabhingig voneinander querzuvernetzten (siche
'Abbi}dung— 4—.5:). Diese Art der Stimulation der individuellen Integrin-Untereinheiten ist sehr
effektiv, weil hiermit zur ausreichenden Ligandenbindung nicht die Induktion einer
aktivierten Konformation erforderlich ist.

Bereits in fritheren Studien sind systematische Untersuchungen von Signaltransduktions-
prozessen unter Verwendung chimédrer Fusionsproteine mit konstantem extrazelluldren Anteil
durchgefiihrt worden. Dadurch konnten komplexe Mechanismen, wie sie bei der Aktivierung
von Lymphozyten auftreten, analysiert werden. Beispielsweise konnten mittels dieser
Methodik wichtige Aspekte iiber die Involvierung der TCR-C-Kette in den ProzeB der
Zytolyse sowie iiber die Funktion der Tyrosinkinasen Fyn, Syk und ZAP-70 wihrend der
Lymphozyten-Aktivierung beschrieben werden (Romeo et al., 1992; Kolanus et al., 1993;
Reth und Wienands, 1997; Zeitlmann et al., 1998). Um Riickschliisse auf die Signalfunktion
des LFA-1-Integrins ziehen zu konnen, lag es daher nahe, in analoger Weise die Signal-
kapazitit der verschiedenen slg-Fusionsproteine zu analysieren. Durch die Untersuchung
charakteristischer Parameter der T-Zell-Aktivierung, wie z.B. des Anstiegs der zytoplasma-
tischen Calciumkonzentration oder der Induzierbarkeit T-Zell-spezifischer Gene, konnte

demonstriert werden, da3 von der CD18-Untereinheit tatsichlich ein essentieller Beitrag zu

LFA-1-vermittelten Signaltransduktionsprozessen ausgeht (siehe hierfiir Abschnitt :4—.2).

5.2.1 Quervernetzung der CD18-Untereinheit induziert zelluliren Calcium-Einstrom

Wie unter Abschnitt 4-2*beschrieben, konnte durch den Einsatz der chimédren Fusionsproteine
im Verlauf dieser Arbeit fiir die CD18-Untereinheit tatsédchlich eine Involvierung in Signal-
transduktionsprozesse in Wildtyp Jurkat T-Zellen nachgewiesen werden. Dariiberhinaus war
es auf diese Weise ebenfalls moglich, zu demonstrieren, da3 hierfiir weder die extrazelluldren
Dominen des Integrins noch die Uberexpression der CD11a-Kette erforderlich waren.

Bereits veroffentlichte Studien dokumentieren zwar, dall in T-Zellen bzw. neutrophilen
Granulozyten nach Antikorper-vermittelter Quervernetzung der CDI18-Untereinheit ein
Anstieg von intrazellulirem Calcium induziert werden konnte (Ledbetter et al., 1987; Kanner
et al., 1993; Gautam et al., 2000). Allerdings zeigen diese Analysen nicht, welche Region des
Integrins hierfiir verantwortlich ist. Aufgrund der hierbei ermittelten Aktivierung der PLCy 1,

welche eine essentielle Rolle bei der T-Zell-Aktivierung spielt, ergaben sich jedoch interes-
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santerweise aus diesen Studien Hinweise auf einen Mechanismus (Kanner et al., 1993;
Kanner, 1996). Fiir eine Involvierung der PLCy in die CDI18-vermittelte Calciummobili-
sierung sprechen ndmlich auch Untersuchungen zur Aktivierung neutrophiler Granulozyten,
welche ebenfalls iberwiegend Integrine der 2-Subfamilie exprimieren. Vergleichbar wie in
T-Zellen resultierte auch hier die Stimulation der CD18-Untereinheit mittels monoklonaler
Antikorper in einem Anstieg des intrazelluldren Calciumgehalts sowie in der Aktivierung der
PLCY2, einer Isoform der T-Zell-spezifischen PLCyl (Hellberg et al., 1996; Molony et al.,
1996). Dariiberhinaus konnte durch analoge Studien mit Makrophagen bzw. neutrophilen
Granulozyten, ebenso eine Involvierung der Phosphatidylinositol-3-Kinase in diese Signal-
wege demonstriert werden (Roach et al., 1998; Axelsson et al., 2000).

In Ergdnzung zu diesen bereits verdffentlichten Befunden konnte im Verlauf der hier
vorliegenden Arbeit aufgezeigt werden, dafl die spezifische Stimulation des zytoplasma-
tischen CDI18-Anteils in der transkriptionellen Aktivierung T-Zell-spezifischer Gene

resultiert. Diese Ergebnisse werden im Folgenden Abschnitt ausfiihrlich dargelegt.

5.2.2 Stimulation der CD18-Kette aktiviert den IL-2-Promotor

Eine der wichtigsten funktionellen Konsequenzen der Mobilisierung von intrazelluldrem
Calcium in Lymphozyten ist die Aktivierung Calcium-sensitiver Transkriptionsfaktoren,
welche die Expression einer Vielzahl von Genen induzieren. Die verstirkte Expression dieser
charakteristischen Gene ist wiederum notwendig fiir die Proliferation und Differenzierung
von Lymphozyten sowie fiir den reguldren Ablauf der T-Zell-Effektorfunktionen (Fraser et
al., 1993; Cantrell, 1996, qur_r_iglge et al.,2000).

Wie in Abschnitt L4—23*: dargelegt ist, resultierte die Quervernetzung der
CD18-Untereinheit bei gleichzeitiger Gabe von PMA in der transkriptionellen Aktivierung
des IL-2-Promotors in T-Zellen. Dieser Befund untermauert zusammen mit den in den
vorherigen Abschnitten diskutierten Ergebnissen eine grundlegende costimulatorische
Funktion des LFA-1-Integrins bei der T-Zell-Aktivierung. Fiir diese Signalvermittlung ist in
erster Linie der zytoplasmatische Anteil der CD18-Kette verantwortlich. Die unterschied-

lichen Signalkapazitidten beider Integrin-Untereinheiten lassen die Vermutung zu, daf} die

Signaliibertragung durch die CD18-Untereinheit einen essentiellen Einflul auf die Signal-
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funktion des LFA-1-Integrins hat. Dagegen konnte die CDI11la-Untereinheit eher bei der
Regulation der Adhésivitit des LFA-1-Integrins eine Rolle spielen.

Die Annahme, daB3 die a-Untereinheit tiberwiegend an der Ligandenbindung beteiligt ist,
wird durch erst kiirzlich verdffentlichte Arbeiten unterstiitzt (Emsley et al., 2000; Liddington
und Bankston, 2000). Mit Hilfe chemischer Co-Aggregation, monoklonaler Antikdrper,
Mutationsanalysen sowie Techniken wie Computer-gestiitzte Strukturvorhersagen und
Rontgenstrukturkristallographie wurden die fiir die Ligandenbindung verantwortliche
Regionen der Integrine untersucht (Loftus et al., 1994; Qu und Leahy, 1995; Springer, 1997).
Demnach scheint ein etwa 200 Aminosduren umfassendes Motiv, welches in einigen
o-Untereinheiten wie zum Beispiel der CD1la-Kette vorhanden ist, grundlegend an der
Bindung extrazelluldrer Liganden beteiligt zu sein. Die Struktur dieses, auch als I-Doméne
bezeichneten Motivs wurde bereits vor einigen Jahren mit Hilfe der Rontgenstrukturkristallo-
graphie aufgekldrt (Lee et al, 1995; Qu und Leahy, 1995). Aktuellere Erkenntnisse
demonstrierten nun, dafl die Integrin I-Doméne zwei unterschiedliche Konformationen
einnehmen kann. Dies konnte anhand der Unterschiede in den Kristallstrukturen der
[-Doméne der o2-Kette vor und nach Ligandenbindung eines Collagen-Peptidfragments
belegt werden. Diesen Untersuchungen zufolge werden durch die Wechselwirkungen
zwischen dem Liganden mit der I-Doménen strukturelle Voraussetzungen geschaffen, welche
das Integrin von einem Zustand niedriger Liganden-Affinitit in einen hochaffinen Zustand
versetzen konnen. Damit konnte ein allgemeiner Mechanismus fiir eine stabile Bindung des
Liganden an das Integrin formuliert werden, nidmlich dafl die o-Kette im niedrigaffinen
Zustand die ersten Kontakte mit dem Liganden vermittelt und erst durch strukturelle
Veranderungen das Integrin den Liganden mit hoher Affinitdt binden kann (Emsley et al.,
2000; Liddington und Bankston, 2000; Plow et al., 2000). Ein derartiger Mechanismus
erscheint auch fiir die Regulation der LFA-1-vermittelten Zelladhdsion denkbar. Dies ist zum
einen durch die Tatsache begriindet, dall in der CD11a-Untereinheit ebenfalls eine I-Doméne
vorhanden ist. Zum anderen induzierte die Quervernetzung der CD11a-Kette keinen intra-
zelluldren Calciumanstieg, so daB dieser Integrin-Untereinheit keine Signalvermittlungs-
kapazitit zugeordnet werden konnte. Zwar konnte aufgrund einer [-Doménen-dhnlichen
Struktur in der Sequenz der 3-Kette die Liganden-Affinitét des Integrins auch auf diese Weise
beeinflut werden. Allerdings erfolgt verschiedenen Studien zufolge die Regulation der
Adhésivitat des gesamten Integrins unter Mitwirkung der B-Kette eher iiber deren zyto-
plasmatischen Anteil (Hibbs et al., 1991; Takada et al., 1997; Hughes und Pfaff, 1998). Wie

————————————————

in :Abbi}dung— 5.4 schematisch dargestellt ist, wire eine weitere Mdglichkeit einer Invol-
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vierung beider Integrin-Untereinheiten in die Ligandenbindung dadurch gegeben, daf3 der
erste Kontakt des Liganden mit der o-Untereinheit erfolgt. Erst dadurch wiirden in den
extrazelluliren Doménen beider Untereinheiten die strukturellen Voraussetzungen fiir eine
feste Ligandenbindung geschaffen werden. Durch Interaktionen der P-Untereinheit mit
zytoplasmatischen Proteinen bzw. Komponenten des Zytoskeletts wére dann eine zusitzliche
Regulation der Adhésivitidt des LFA-1-Integrins moglich (Gahmberg, 1997; Hemler, 1998;
Schoenwaelder und Burridge, 1999; van Kooyk und Figdor, 2000). Als Beispiel ist hier die
Cytohesin-Familie zu nennen, welche durch Interaktionen mit dem zytoplasmatischen Anteil
der B2-Untereinheit spezifisch die B2-Integrin-vermittelte Zelladhédsion regulieren kann
(Kolanus et al., 1996; Geiger et al., 2000; Jackson et al., 2000). Insgesamt sprechen aber
diese Befunde dafiir, da3 die a-Kette in erster Linie durch die Interaktion mit dem Liganden
die strukturellen Bedingungen fiir dessen Bindung mit hoher Affinitit schaffen kann.
Demgegeniiber ist der intrazelluldre Anteil der f2-Kette im Wesentlichen an der Regulation
der Adhisivitit mit Hilfe zytoplasmatischer Proteine und Komponenten des Zytoskeletts
beteiligt.

Zusammenfassend kann daher die SchluBfolgerung gezogen werden, dal LFA-1 bei der
Lymphozyten-Aktivierung ebenso wie bereits flir andere akzessorische Proteine wie CD2,
CD28 und dem Corezeptor CD4 bekannt ist, sowohl an der Zelladhdsion als auch direkt an
der Signaltransduktion beteiligt ist. Jedoch kann sich das Ausmal} der Involvierung in diese
beiden Prozesse, je nachdem um welchen Membranrezeptor es sich handelt, stark unter-
scheiden. Desweiteren scheint dabei der intrazellulire Anteil der CD18-Untereinheit eine
groflere Signalvermittlungskapazitét zu haben als die zytoplasmatische Doméne CD11a-Kette.

Diese ist vermutlich vermehrt fiir die Ligandenbindung verantwortlich.



Diskussion 109

Affinitat fiir
Ligandenbindung

gering hoch
<

™~ et

Zusétzliche Regulation durch
zytoplasmatische Faktoren

Abbildung 5.1: Schematische Darstellung der Regulation der Adhaésivitit des LFA-1-
Integrins durch Konformationséinderungen beider Untereinheiten. Erst durch die Interaktion
des Liganden mit der I-Doméne (dunkel unterlegt) im aminoterminalen Anteil der o-Kette,
konnten im extrazellularen Bereich der B-Kette des Integrins die strukturellen Voraussetzungen fiir
eine feste Ligandenbindung geschaffen werden. Zusitzlich wiren die Ubergiinge des Integrins von
einem Zustand der Ligandenbindung mit niedriger zu hoher Affinitdit und umgekehrt durch
zytoplasmatische Interaktoren der B-Untereinheit regulierbar.

5.3 Mechanismus der CD18-vermittelten Signaltransduktion

Wie bereits in Abschnitt !-5.-1-: erwdhnt, ist flir die komplette Aktivierung der
TCR-Signalkaskade die Wechselwirkung zwischen TCR und dem Antigen-beladenen MHC-
Molekiil nicht ausreichend. Neben der Signaliibertragung durch den TCR-Komplex, ist zur
Modulation des TCR-Signals prinzipiell die Beteiligung weiterer Membranproteine
notwendig (van der Merwe et al., 2000). Diese als akzessorischen Molekiile und Corezeptoren
bezeichneten Proteine kdnnen den Prozel3 der T-Zell-Aktivierung sowohl in positiver als auch
in negativer Weise beeinflussen (Chambers und Allison, 1999). Insgesamt 148t sich daraus

folgern, dal eine vollstindige T-Zell-vermittelte Immunantwort grundsdtzlich immer zwei
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unterschiedliche Arten von Signalen erfordert. Dabei wird vorrangig das erste Signal, dessen
Induktion strikt von der Erkennung des Antigens abhingt, vom TCR initiiert. Dagegen sind
bei der Vermittlung des zweiten Signals in erster Linie Corezeptoren und akzessorische
Rezeptoren beteiligt, wobei die Spezifitit des Antigens nicht entscheidend ist (Schwartz,
1992; Janeway und Bottomly, 1994).

Der funktionelle Beitrag der costimulatorischen Molekiile und der Corezeptoren kann
dabei im wesentlichen aus zwei unterschiedlichen Arten von Signalen bestehen. Einerseits
kann durch die Liganden-Rezeptor-Interaktionen die Ausbildung eines iiber einen ldngeren
Zeitraum stabilen Komplexes zwischen dem TCR und der Antigen-pridsentierenden Zelle
unterstiitzt werden. Bei der T-Zell-Aktivierung wird diese Funktion, wenn auch in unter-
schiedlichem Ausmal, durch jedes an der Zell-Zell-Adhision beteiligte Membranprotein
erfiillt. Dariliberhinaus konnen einige dieser Rezeptoren jedoch durch die Induktion eigener
costimulatorischer Signalkaskaden sowohl die Aktivierung als auch die Differenzierung der
T-Zellen unterstiitzen (Dustin und Springer, 1991; Schwartz, 1992). Desweiteren kann der
ProzeB der Costimulation von der TCR-Signalkaskade abhédngig oder unabhingig stattfinden.
Diese akzessorischen Rezeptoren kdnnen also zusdtzliche Transkriptionsfaktoren aktivieren
oder an einer beliebigen Stelle in die TCR-Signaltransduktion eingreifen.

Beziiglich der LFA-1-Costimulation konnte im Verlauf dieser Arbeit, neben einer direkten
Involvierung in intrazelluldre Signaltransduktionsprozesse, auch eine strikte Abhingigkeit
dieser LFA-1-Funktion von _QQr Anwesenheit eines intakten TCR-Komplexes demonstriert
werden (siche Abschnitt L4?r2> Dariiberhinaus konnten frithere Studien, welche auf die
Moglichkeit eines vom TCR-unabhéngigen Signalweg von CD28 hinwiesen, bestdtigt werden
(June et al., 1987, June et al., 1994; Van Gool et al., 1996). Im Gegensatz zu den Befunden
dieser Analysen konnte jedoch eine Beteiligung des CD28-Molekiils an zwei Arten von
Signalwegen gezeigt werden, welche einerseits zwar in Unabhéngigkeit des TCRs erfolgen
kann. Allerdings wird die CD28-Signaltransduktion andererseits durch die Prisenz des TCRs
zusitzlich verstdarkt. Im folgenden sollen nun die Signaltransduktionskaskaden der
CDI18-Untereinheit des LFA-1-Integrins und von CD28 miteinander verglichen werden.
Desweiteren soll erdrtert werden auf welche Weise sich der TCR-Komplex an der LFA-1-
vermittelten Signaliibertragung beteiligen konnte. Zuletzt folgt eine Gegeniiberstellung der
Funktionen verschiedener Integrine bei der zelluliren Immunantwort anhand der hier

analysierten Mitgliedern der B2- und B1-Subfamilie.
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5.3.1 Gegeniiberstellung der Signaltransduktionsmechanismen von CD18 und CD28

Wie in den Abschnitten '4-.3:25und‘4.-3-.35 beschrieben, konnte nach Expression und Antikérper-
vermittelter Quervernetzung der CD18-Kette in den TCR-negativen JRT3-T3.5 Zellen kein
intrazelluldrer Calciumanstieg induziert werden. Allerdings war es moglich das
CD18-Calciumsignal in diesen Zellen mittels transmembraner Expression eines chimiren
TCR-{-Konstruktes wiederherzustellen. Dadurch konnte die direkte Abhéangigkeit der LFA-1-
Signaltransduktion von der TCR-Signalkaskade belegt werden.

Dagegen scheint die CD28-Costimulation zwei unterschiedliche Signalwege zu aktivieren.
Zum einen erfolgte ndmlich in den entsprechenden Zellen nach Stimulation des
CD28-Fusionsproteins ein intrazelluldrer Calcium-Einstrom auch ohne das Vorhandensein
eines intakten TCRs. Zum anderen konnte dieser Calciumanstieg durch die Anwesenheit der
TCR-{-Kette verstiarkt werden. Letzteres hatte sich bereits durch Untersuchungen anderer
verdffentlichter Forschungsarbeiten angedeutet hatte. (June ef al., 1987; June et al., 1994; Van
Gool et al., 1996). Beispielsweise flihrte die Verwendung der beiden Immunsuppressiva
Cyclosporin A sowie FK506 im Gegensatz zur Signalkaskade des TCRs nicht zu einer
vollstdndigen Inhibition der CD28-Costimulation. Diese beiden Substanzen verhindern den
Transport des Transkriptionsfaktors NF-AT in den Zellkern, da sie die Aktivitit der
Calcium-sensitiven Phosphatase Calcineurin blockieren kénnen. Demzufolge scheint nach
Stimulation von CD28 ein weiterer Signalweg fiir die nukledre Translokation von NF-AT
moglich zu sein (June et al., 1987; June et al., 1994). Analog hierzu konnten weitere
Analysen demonstrieren, dal nach CD28-Stimulation die transkriptionelle Induktion des
IL-2-Gens durch ein spezielles Promotorelement (CD28RE) reguliert wird, dessen Induzier-
barkeit nicht durch FK506 blockiert werden konnte (Shapiro et al., 1997; Harhaj und Sun,
1998). Weitere Analysen konnten ebenso die Existenz einer von der TCR-Aktivierung
unabhingigen CD28-Signalkaskade bestitigen und zudem noch zeigen, dafl fiir diesen
Signalweg freies, nicht durch CD4 komplexiertes p56ICk notwendig ist (Sietken et al., 1997;
Tacke et al., 1997; Leung et al., 1999).

Insgesamt 1d6t sich anhand dieser prinzipiell unterschiedlichen Mechanismen der
Costimulation generell fiir den Prozel der T-Zell-Aktivierung folgern, dal akzessorische
Rezeptoren wie LFA-1 in erster Linie zur Verstirkung des eigentlichen TCR-Signals
beitragen. Dabei kann sowohl die Festigung des Komplexes aus TCR und dem Antigen-
prasentierenden MHC-Molekiil als auch die Amplifikation der TCR-Signalkaskade selbst bei

geringer Antigenkonzentration erfolgen. Der Anteil an der Involvierung in Zelladhésions- und
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Signaltransduktionsprozesse kann hier beliebig variieren. Diese Art von Costimulation wird
zwar auch vom CD28-Molekiil erfiillt. Jedoch mu3 den Befunden einer TCR-unabhéngigen
Signaliibertragung zufolge fiir die CD28-Signaltransduktion ein zusétzlicher Mechanismus
existieren, welcher beispielsweise in der Vermittlung eines ldnger anhaltenden TCR-Signals
resultieren konnte (Bachmann et al., 1997; Bachmann et al., 1998; Sedwick et al., 1999). Fiir
eine solche Annahme sprechen auch Ergebnisse, dal durch CD28-Costimulation die mRNA
von Lymphokinen wie IL-2 stabilisiert sowie deren Transkription verstdrkt wird (Fraser und
Weiss, 1992; Linsley und Ledbetter, 1993).
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Abbildung 5.2: Modell der unterschiedlichen Mechanismen der Costimulation durch CD18
sowie CD28. Der ProzeB zur Aktivierung der T-Zelle wird nach Erkennung des spezifischen
Antigens durch den TCR-Komplex initiiert. Die physikalisch schwachen Wechselwirkungen des
TCRs mit Antigen-beladenen MHC-Molekiil werden durch die Adhdsionsfunktion akzessorischer
Proteine auf der T-Zelloberflache verstirkt, wie z. B. LFA-1, CD28 und dem Corezeptor CD4
(durch die gestrichelten Pfeile dargestellt). Die durchgezogenen Pfeile weisen darauf hin, dal3
diese Rezeptoren auch direkt in Signalweiterleitungsprozesse involviert sein konnen. Dabei geht
diese Funktion im Falle des LFA-1-Integrins vermutlich vornehmlich von dessen 2-Kette aus. Im
Falle des CD28-Molekiils kann ein weiterer Signalweg in Unabhéngigkeit von der

TCR-Signalkaskade stattfinden, wie aus den Ergebnissen in Abschnitt }4.3.2"hervorgeht.
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Beziiglich der moglichst schnellen und effizienten Initiation der T-Zell-Aktivierung und der
Verstarkung des TCR-Signals konnten somit die Funktionen der akzessorischen Rezeptoren
LFA-1 und CD28 synergistisch wirken. Dariiberhinaus kdnnten sich die unterschiedlichen,
parallel ablaufenden Signalkaskaden des TCRs und CD28-Molekiils komplementieren und
auf diese Weise zu einer Vollstandlgen__gg\_yl_e_ _@ft_"qlg‘gven Immunantwort fiihren. Unter
Einbeziehung dieser Ergebnisse ist in LAbb}lduﬁg——SQ schematisch dargestellt, wie die
Kaskaden ablaufen konnten, welche zur vollstindigen Aktivierung der T-Zelle fiihren. Diese
Signalwege beinhalten sowohl Adhédsions- als auch Signaltransduktionsprozesse. Die
Moglichkeiten, iiber welche Mechanismen die Signalkaskaden des LFA-I-Integrins und

TCRs zusammenwirken konnten, werden im nichsten Kapitel dargelegt.

5.3.2 Verkniipfung der Signalkaskaden der CD18-Untereinheit und des TCRs

Die hier durchgefiihrten Analysen, welche zur Aufkldrung der Mechanismen der
CD18-Signalfunktion beitrugen, konnten deutlich eine Abhédngigkeit der CD18-vermittelten
Calcmmmobl_h_s_l_e_rung von _ gd_e_r_ Priasenz der TCR-{-Kette demonstrieren (siche hierzu
Abschnitte 4:3:22% sowie I4.3.3). Dariiberhinaus scheinen Signalmolekiile der T-Zell-
Akthlerungskg_s_k_qde ebqlgt_‘ql_ls in die CD18-Signaltransduktion involviert zu sein, wie aus den
in Abschnitt 4.3-1' und43.4 daB die Coexpression der Syk-Kinase bzw. einer katalytisch
inaktiven Variante der Src-Kinase p561 ® cinen dominant-negativen Effekt auf die
CD18-vermittelte Induktion des IL-2-Promotors haben. Allerdings mufl im Falle von Syk
noch eindeutig geklirt werden, ob sich nicht bereits die Expression der Kinase inhibitorisch
auf die Aktivitit des IL-2-Promotors auswirken kann. Im Gegensatz dazu konnte aber
eindeutig demonstriert werden, daBl die durch Quervernetzung von CDI18-induzierte
Aktivierung des IL-2-Promotors nach Coexpression einer enzymatisch inaktiven p56'*-
Variante drastisch reduziert wurde.

Ein weiterer essentieller Hinweis auf einen gemeinsamen Signalweg des TCRs und des
LFA-1-Integrins zeigt der Anstieg tyrosinphosphorylierter Proteine nach Quervernetzung der
entsprechenden chiméren Fusionsproteine. In TCR-negativen Zellen, welche mit der
C-Komponente des TCRs rekonstituiert wurden, nahm nach der TCR-Stimulation der

Phosphotyrosingehalt bestimmter Proteine zu. Ein vergleichbares Muster an Phospho-

proteinen trat in diesen, auf analoge Weise rekonstituierten Zellen nach Stimulation der
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CDI18-Kette auf. Diese Ahnlichkeitelr_l_ sind besonders auffillig im Bereich von 120 kD,
welche evtl. der bereits in Abschnitt '5—.1': erwiahnten Pyk2 entsprechen konnte. Verschiedene
Studien belegen die wichtige Rolle von Pyk2 bei der Calciummobilisierung wihrend der
T-Zell-Aktivierung (Tsuchida et al., 1999; Berridge et al., 2000). Der Beitrag von Pyk2 zur
Integrin-vermittelten Zelladhédsion ist schon seit lingerem bekannt (Dedhar und Hannigan,
1996; Aplin et al., 1998; Howe et al., 1998). Die Bande bei 95 kD konnte zum Beispiel ein

Y& Proteins sein, einem Guanin-Nucleotid-

Hinweis auf die Tyrosinphosphorylierung des p95
Austauschfaktor (guanine nucleotide exchange factor = GEF) von GTPasen der Rho-Familie.
Diese wirken ebenfalls an Signaltransduktionsprozessen wéhrend der T-Zell-Aktivierung mit
(Dustin und Chan, 2000). Eine Involvierung des p95"'-Proteins in die Signalfunktion der
B2-Integrinfamilie konnte bereits gezeigt werden, allerdings bisher nur in Makrophagen und
neutrophilen Granulozyten (Zheng et al., 1996; Roach et al., 1998). Das Auftreten der
Doppelbande bei 70 bis 80 kD konnte durch Phosphorylierung der Syk-Kinase ZAP-70, dem
Adapterprotein SLP76, sowie im Falle der CD18-Aggregation der zur Rekonstitution der
TCR-negativen Jurkat Zellen verwandten CD4-TCR-{ Kette erklért werden.

Eine enge funktionelle Assoziation zwischen LFA-1 und ZAP-70 konnte durch
verschiedene Untersuchungen demonstriert werden, allerdings bisher nur im Zusammenhang
der Integrin-vermittelten Zellmigration (Soede et al., 1998; Soede et al., 1999). Eine weitere
Interpretationsmoglichkeit fiir das Vorhandensein der Proteinbande bei etwa 70 kD wire
Phosphorylierung des Zelladhésionsrezeptors DNAM-1. Auf die Bedeutung fiir die
CD18-Signaltransduktion dieses Aspekts wird jedoch im ndchsten Kapitel gesondert einge-
gangen. Desweiteren konnten sowohl nach Aggregation der TCR-{-Kette als auch in
rekonstituierten TCR-negativen Zellen nach CDI18-Stimulation die Src-Kinase p56ICk
phosphoryliert werden, wie das Vorhandensein eine Bande mit entsprechendem Molekular-
gewicht vermuten 146t. Die beiden Signale im Bereich von 34 bis 36 kD bzw. 21 bis 23 kD,
welche vermutlich aufgrund zu geringer Intensitit nach Quervernetzung des
TCR-C-Fusionsproteins nicht zu detektieren sind, koénnten durch Tyrosinphosphorylierung
von LAT bzw. der TCR-C-Kette erklart werden.

Wie bereits einleitend erwdhnt, wére eine Mdglichkeit der Verknilipfung zwischen der
CD18- und TCR-Signalkaskade auch durch eine 3-dimensionale Anordnung von Rezeptoren
in der Zellmembran gegeben (siche Abschnitt:—2.—3:). Neuere Studien sprechen fiir die Existenz
einer solchen Organisation von Membranproteinen, die in T-Zell-Aktivierungsprozesse
involviert sind. Hierbei konnte mittels mikroskopischer Techniken eine Akkumulation von

Membranrezeptoren sowie intrazelluldrer Proteine an der Kontaktstelle zwischen den Zell-
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membranen von T- und Antigen-prasentierender Zelle nachgewiesen werden. Anstelle einer
einfachen Aggregation dieser Signalmolekiile nach Antigen-vermittelten Stimulation des
TCRs, erfolgte liberraschenderweise jedoch deren strikt organisierte Anordnung innerhalb
definierter Membransubkompartimente. Diese werden, wie schon zuvor erwéhnt, auch als
SMAC:s (supramolecular activation clusters) bzw. als ,,immunologische Synapsen* bezeichnet
(Monks et al., 1998; Brown und Shaw, 1999; Dustin und Shaw, 1999; Grakoui et al., 1999,
Dustin und Cooper, 2000; Lanzavecchia und Sallusto, 2000).

Eine der Erkldrungsmoglichkeiten fiir die Entstehung solcher SMACs wire die
Anreicherung definierter Bereiche innerhalb der Plasmamembran mit spezifischen Lipiden
und Cholesterol, sogenannter /ipid rafts (Xavier und Seed, 1999; Horejsi et al., 1999; Simons
und Toomre, 2000). Auf diese Weise konnten wiahrend der T-Zell-Aktivierung Komparti-
mente in der Membran entstehen, welche die zur Signalverstarkung notwendigen Koopera-
tionen des TCRs mit bestimmten Proteinen wie den Corezeptoren vereinfachen konnten
(Brdicka et al., 1998; Janes et al., 1999; Janes et al., 2000). Das Zytoskelett scheint bei der
Generierung dieser Membransubkompartimente essentiell beteiligt zu sein Penninger und
Crabtree, 1999; Acuto und Cantrell, 2000; Caplan und Baniyash, 2000; Dustin und Cooper,
2000). Dadurch wire die Rekrutierung des LFA-1-Integrins in diese lipid rafts denkbar, wofiir
ebenfalls verschiedene Studien sprechen (Shaw und Dustin, 1997; Monks et al., 1998;
Wulfing et al., 1998; Krauss und Altevogt, 1999; Pande, 2000). Eine Isolierung dieser
Membransubkompartimente und damit der darin enthaltenen Proteine ist mit Hilfe der
Dichtegradienten-Zentrifugation mdglich, da diese aufgrund der besonderen biochemischen
Zusammensetzung der Membran eine geringere Schwebedichte aufwelseq _a_l_s_ die restlichen
Anteile zellulirer Membranen. Aus diesem Grund war die unter Abschnitt 4.3:4: ‘beschriebene,
in T-Zellen zu beobachtende Umverteilung der CD18-Untereinheit nach Antikdrper-
vermittelter Quervernetzung in die Membranfraktionen niedriger Dichte ein wichtiges Indiz
fiir die Rekrutierung des LFA-1-Integrins nach Stimulation in diese Membranmikrodoménen.
Nach Aggregation der TCR-(-Kette war jedoch eine genau entgegengesetzte Verteilung
festzustellen, nimlich ein Ubergang von Fraktionen mit geringer Dichte in Fraktionen mit
hoherer Schwebedichte. Diese Beobachtung war nicht konsistent mit dem Modell, da3 T-Zell
Aktivierung eine Rekrutierung der TCR-{-Kette in die Membranmikrodoménen induziert soll.
Die Griinde hierfiir konnten darin liegen, daB durch Uberexpression des
CD4-TCR-{-Fusionsproteins die T-Zellen aufgrund der daraus resultierenden hohen Ober-
flaichendichte an Komponenten des TCRs bereits voraktiviert waren. Das dann aber nach

Quervernetzung dennoch eine Anderung der Membranverteilung induzierbar war, konnte
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durch eine Art Attenuationseffekt der Aktivierbarkeit der Zellen oder durch Uber-
beanspruchung an der Signaliibermittlung beteiligter Komponenten erklart werden. Eine
weitere Interpretationsmoglichkeit hierfiir ist, da} die Quervernetzung der TCR-{-Kette deren
Assoziation mit dem Zytoskelett induzieren kdnnte. Dadurch wére diese unldslich und somit
nicht mehr in den Fraktionen geringerer Dichte nachweisbar. Hierzu gibt es bereits
verdffentlichte Untersuchungen. Diese belegen eindeutig, dal in aktivierten T-Zellen die
TCR-{-Kette mit dem Zytoskelett assoziieren kann (Caplan et al., 1995; Rozdzial et al., 1995;
Caplan und Baniyash, 2000).

Die Ergebnisse aus den hier durchgefiihrten Studien zeigen die Involvierung von
Phosphotyrosinkinasen in die CD18-Signalkaskaden. Dariiberhinaus 1d6t die Umverteilung
der CD18-Untereinheit nach Stimulation in Membranbereiche geringerer Schwebedichte,
insgesamt auf eine Rekrutierun_g__gl_qs LF/IX_-_I_-_I_ntegrins in Membransubkompartimente
schlieBen (siehe hierzu Abschnitte :473 Hsowie ;4—.3:4;. Somit scheint es mdglich, daB} in diesen
Membransubdominen ankonzentrierte Signalmolekiile die CD18-Signaltransduktion mit

Signalwegen der T-Zell-Aktivierung verbinden.

5.3.3 Funktionelle Assoziation der Signalkaskaden von CD18 und DNAM-1

Durch Wechselwirkung des LFA-1-Integrins mit dem Adhésionsrezeptor DNAM-1 (DNAX
accessory molecule-1), wire eine weitere Moglichkeit der Verkniipfung der CDI18-
Signaliibertragung mit der TCR-Signalkaskade gegeben (Shibuya et al., 1996). Einer bereits
verdffentlichten Studie zufolge, war es ndmlich interessanterweise moglich, durch Stimulation
des TCRs die Interaktion zwischen der CD18-Untereinheit und DNAM-1 zu induzieren
(Shibuya et al., 1999). Durch diese Studie konnte auch demonstriert werden, dal3 bei der
Zytolyse die Involvierung des LFA-1-Integrins in die Signalfunktion des DNAM-1-Molekiils

unentbehrlich ist.

Wie in Kapitel 43-5 demonstriert werden konnte, ist fiir die Induktion eines intra-
zelluldren Calciumanstiegs nach Antikdrper-vermittelter Quervernetzung des DNAM-
Rezeptors das Vorhandensein eines intakten TCRs erforderlich. Dies konnte bereits ebenso
fir die CD18-Signaltransduktion eindeutig gezeigt werden. Die TCR-Abhédngigkeit der
Signaliibertragung sowohl durch DNAM-1 als auch durch CD18 lat auf eine Assoziation

dieser Signalwege schlie3en. Fiir eine Involvierung des TCRs in diese Signalkaskaden spricht
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auch der Befund, daf in aktivierten T-Zellen DNAM mit der Tyrosinkinase p59™™ interagiert.
Dartiberhinaus induziert in diesen Zellen die Quervernetzung der CD18-Kette die Tyrosin-
phosphorylierung von sowohl DNAM als auch p59”". Eine Bestitigung der funktionellen
Verkniipfung dieser Signalwege wire aber nur durch die Expression und Stimulation der
CD18-Untereinheit in DNAM-defizienten Zellen mdoglich. Dann nédmlich sollte eine
Erhohung der Calciumkonzentration erst nach Rekonstitution des DNAM-Rezeptors mef3bar
sein. Auf diese Weise konnte dann auch analysiert werden, ob die Aggregation von DNAM
bzw. von der CD18-Untereinheit ausreichend ist oder ob die Induktion eines Calciumsignals
die Co-Aggregation dieser beiden Proteine erfordert. Dennoch 148t sich aus diesen und den
bereits veroffentlichten Ergebnissen ein vorldufiges Modell erstellen, auf welche Weise die
LFA-1 und DNAM-1 Interaktion unter Einbeziehung der p59fyn-Kinase fiir die

T-Zell-Aktivierung funktionell relevant sein konnte (siehe hierzu A—bbi-ldung-S.—?r)'.

TCR-CD3-
Komplex

DNAM-1

ZAP-70

:

Aktivierung

Abbildung 5.3: Schematisches Modell der funktionellen Assoziation von LFA-1, DNAM-1
und dem TCR. Durch p59”", welches mit der zytoplasmatischen Domine von DNAM-1
interagiert, konnte die Tyrosinkinase ZAP-70 aktiviert und somit die TCR-Signalkaskade
eingeleitet werden. Auf welchem Weg jedoch hierbei die Signaliibertragung zwischen LFA-1 und
DNAM erfolgt, ist bisher nicht bekannt.
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Die spezifischen Wechselwirkungen mit Membranrezeptoren oder zelluldren Komponenten
konnten auch fir die Unterschiede in den Signalkapazititen der CD18/B2- und
CD29/B1-Untereinheiten bei der T-Zell-Aktivierung verantwortlich sein. Dieser Aspekt soll

nun im nichsten Kapitel genauer erortert werden.

5.3.4 Unterschiede in der CD18- und CD29-Signalkapazitit

Das Ausbleiben eines Anstiegs der intrazelluliren Calciumkonzentration nach Querver-
netzung des zytoplasmatischen Anteils der CD29-Untereinheit in T-Zellen, 16t fiir diese
Integrin-Subflqr_n_ili_e_ auf eine andere Rolle als die der B2-Familie in diesen Zellen schliefen
(siehe hierzu 'Abbi}dung—4.—7):.

Zell-Matrix-Interaktionen unter Einbeziehung des B1-Integrins fithren in erster Linie zur
Regulation von Zellproliferations- und Zelldifferenzierungsprozessen (Giancotti, 1997).
Beispielsweise konnte erst kiirzlich demonstriert werden, dal3 in Fibroblasten die Ausbildung
eines nukledren Komplexes zwischen dem Proto-Oncoprotein SYT (synovial sarcoma
translocation) und p300 (homolog zu CBP: CREB binding protein), einem Cofaktor des
Transkriptionsaktivators CREB (cAMP response element binding protein), fiir die Regulation
der Bl-Integrin-vermittelten Zelladhdsion notwendig ist. Hierfiir schien jedoch nicht
unbedingt ein Ubergang der extrazellulire Domine des Integrins in die aktive Konformation
erforderlich zu sein (Eid et al, 2000). Bei der Regulation der Differenzierung von
Makrophagen durch P1-Integrine konnte demonstriert werden, daB weder Pyk2 noch
Src-Kinasen an der Aktivierung des Erk/MAP-Kinasen Signalweges bzw. des Transkriptions-
faktors NF-kB beteiligt sind. Letztere scheinen allerdings hier zusammen mit dem zyto-
plasmatischen Proto-Oncogen pl20c'Cbl fiir die Koordination von Zelladhdsion und Migration
notwendig zu sein (Lin ef al., 1997; Meng und Lowell, 1998).

Die Regulation der Zellproliferation durch die B1-Integrine kann verschiedenen Studien
zufolge in Kooperation mit Wachstumsrezeptoren stattfinden (Moro et al., 1998; Hackel et
al., 1999). So konnen zum Beispiel Integrine die PDGF- (platelet-derived growth factor)
vermittelte Signalkaskade verstirken, indem sie die Rekrutierung regulatorischer Proteine an
den PDGF B-Rezeptor modulieren (DeMali et al, 1999). Demzufolge wiirden die
B1-Integrinen bei der Kontrolle der Zelldifferenzierung eine vergleichbare Funktion erfiillen

wie die B2-Integrine bei der T-Zell-Aktivierung. In beiden Féllen konnten sie somit zur
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Signalverstirkung beitragen. Allerdings kann die Weiterleitung der Signale von Wachstums-
faktoren unter Mitwirkung der B1-Integrine tiber die entsprechenden Rezeptor-Tyrosinkinasen
erfolgen. Im Falle der B2-Integrine sind zur Verstirkung des TCR-Signals Komponenten der
T-Zell-Aktivierungskaskade notwendig, da die einzelnen Untereinheiten des TCR-Komplexes
keine intrinsische enzymatische Aktivitit aufweisen.

Daf die Integrin CD29-Untereinheit nicht einfach die komplette CD18-Funktion ersetzen
kann, zeigt sich zum Beispiel an Patienten, die am LAD-1 (leukocyte adhesion deficiency)
Syndrom leiden. Diese Krankheit wird durch eine Mutation innerhalb des CD18-Gens
verursacht, wodurch keine bzw. nur geringe Expression der 2-Untereinheit stattfindet. Da
die vorherige Assoziation beider Integrin-Untereinheiten eine wichtige Voraussetzung fiir den
Transport des LFA-1-Integrins an die Zelloberfldche ist, wirkt sich dieser Defekt auch negativ
auf die Expression des gesamten LFA-1-Integrins aus (Weber ef al., 1997). Obgleich hierbei
sowohl die Expression als auch die Adhdsionsfunktion der CD29-Untereinheit nicht betroffen
sind, lassen sich die durch diesen Defekt ausgelosten Beeintrachtigungen der Immunabwehr
nicht kompensieren (Hogg et al., 1999).

Wie im Folgenden ndher erldutert werden soll, scheint der Unterschied in der Signal-
vermittlungskapazitit zwischen den Integrin CDI8- und CD29-Untereinheiten durch

Sequenzabweichungen innerhalb der zytoplasmatischen Region verursacht zu werden.

5.4 CD18-Signalfunktion ist abhingig vom membrandistalen NPXF-Motiv

————————————————

Aus den Calciummessungen in Q‘Xbbilduﬂg 4.7 geht hervor, daBl die Quervernetzung der
CD18-Untereinheit zu einem deutlichen Anstieg der intrazelluldren Calciumkonzentration
fiihrt. Im Gegensatz dazu war dies durch Stimulation der CD29-Untereinheit nicht moglich.
Hierfiir sind vermutlich die Sequenzunterschiede innerhalb des carboxyterminal lokalisierten
NPXF/Y-Motives beider Integrin-Subfamilien Verantwor‘gl_lgh wie du_r_c_h_ _1\_/[_131:_a_t1c_)p_s_analysen
demonstriert werden konnte (vergleiche hierzu Abschnitt 4 4) Wie in-Abbildung —54 gezeigt,
ist das Vorhandensein zweier tandemartig angeordneter NPXF-Motive ein besonders
auffalliges Charakteristikum des zytoplasmatischen CD18/B2-Anteils, an deren Stelle sich in

der Integrin CD29/B 1-Untereinheit zwei NPXY -Sequenzabschnitte befinden.
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Abbildung 5.4: Schematischer Vergleich der Aminosiuresequenzen zytoplasmatischer
Anteile der Integrin B2- und B1-Untereinheiten. Die Positionen der beiden Phenylalanin- bzw.
Tyrosinreste innerhalb der Sequenzen der B2- und B1-Untereinheiten sind angegeben. Die beiden
tandemartig angeordneten NPXF/Y-Motive sind mittels eckiger Klammern hervorgehoben.

Wie bereits durch frithere Studien demonstriert werden konnte, scheinen im zytoplasma-
tischen Anteil von Membranrezeptoren lokalisierte NPXY-Motive eine wichtige strukturelle
Voraussetzung fiir deren Interaktionen mit zelluldren Liganden zu sein. Beispielsweise erfolgt
die Bindung des Adapterproteins Shc (SH2 containing adapter protein) an den EGF-
(epidermal growth factor) Rezeptor iiber dessen carboxyterminales NPXY-Motiv (Prigent et
al., 1995; Farooq et al., 1999). Das intrazelluldre Substrat des Insulin Rezeptors (IRS)
interagiert ebenfalls mit dem Insulin Rezeptor (IR) iiber dessen carboxyterminales NPXY-
Motiv (Poltilove et al., 2000). Interessanterweise scheint dieses Motiv in der Sequenz des
Amyloid-Vorldufer Proteins bei der Alzheimer Krankheit (APP = Alzheimer’s amyloid
precursor protein) ebenfalls als eine Protein-Interaktionsdomédne mit zytoplasmatischen
Faktoren zu fungieren (Tomita et al., 1999). Neben dieser Funktion konnten weitere Studien
zeigen, daB3 die NPXY-Motive als Signalsequenzen fiir die Internalisierung von Membran-
rezeptoren ndtig sind, wie beispielsweise fiir die Endozytose einiger Mitglieder der LDL-
(low density lipoprotein) Rezeptorfamilie (Li et al., 2000). Dariliberhinaus gibt es unter-
schiedliche Hinweise in der Literatur, denen zufolge NPXY-Motive im zytoplasmatischen
Anteil von Mitgliedern der LDL-Familie an der Interaktion mit dem Dab1 (Disabled) -Protein
beteiligt sein sollen. Die Signalkaskaden, welche durch diese Interaktion induziert werden,
wie beispielsweise unter Einbeziehung von Rho-GTPasen, konnten fiir eine zielgerichtete
Migration der Neuronen bei der Entwicklung des Neocortex verantwortlich sein (Bothwell
und Giniger, 2000; Gilmore und Herrup, 2000). Neben der Assoziation mit ras-GAP (ras

GTPase activating protein) erfordert die Regulation von Adhédsions- und Migrationsprozessen
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durch zellulires p62°° (docking protein) auch dessen Interaktion mit NPXY-Motiven von
Membranrezeptoren wie z.B. Integrinen (Carpino et al., 1997; Noguchi et al., 1999).
Insgesamt zeigen diese Studien, daB NPXY-Motive aufgrund ihrer Funktion als Protein-
Protein-Interaktionsdoménen an zelluldren Prozessen wie Zellmigration, zielgerichtetes
Auswachsen von Neuronen sowie der Modulation des Zytoskeletts mitwirken konnen.
Inwiefern NPXF/Y-Motive fiir die verschiedenen Funktionen der individuellen B2- und
B1-Untereinheiten bzw. fiir die des gesamten LFA-1-Integrins von Bedeutung sind, soll nun

im Folgenden diskutiert werden.

5.4.1 Das membrandistale NPXF-Motiv ist essentiell fiir das CD18-Calciumsignal

Wie bereits einleitend erwdhnt, unterscheidet sich die Aminosduresequenz des zytoplasma-
tischen Anteils der P2-Untereinheit von den ansonsten sehr &hnlichen Sequenzen der
B-Untereinheiten anderer Integrin-Subfamilien. Ein wesentlicher Unterschied ist hierbei
innerhalb der beiden NPXF-Motive der CD18-Sequenz zu beobachten. Wie bereits erwéhnt,
weisen die Integrine der B1- und der B3-Familie an den entsprechenden Positionen anstelle
der beiden Phenylalaninreste jeweils zwei Tyrosinreste auf. Durch carboxyterminale
Deletionsmutanten konnte zunidchst die essentielle Bedeutung des membrandistalen NPXF-

Motivs fiir die Signalkapazitit des CD18-Fusionsproteins demonstriert werden (Ergebnisteil,

Abschnitt 14.4—.-1'5. Dariiberhinaus resultierte die Substitution des Phenylalaninrestes innerhalb
dieses Motivs in Anlehnung an die Sequenz der CD29-Untereinheit durch einen Tyrosinrest
(F766Y-Mutation) bzw. durch einen Alaninrest (F766A-Mutation), in einer signifikanten
Reduktion bzw. im Fall der F766A-Mutation sogar in einem vollstindigen Verlust des
CD18-Calciumsignals (sieche hierzu :Abbi}dung4:23§.

Die Bedeutung dieses NPXF-Motivs fiir die Adhésionsfunktion des LFA-1-Integrins
konnte durch eine bereits vor ldngerer Zeit verdffentlichten Studie demonstriert werden.
Interessanterweise zeigte sich hier, dal die Substitution des Phenylalanins an Position 766
durch einen Tyrosinrest keinen Effekt auf die Adhésivitit transfizierter COS-Zellen auf
ICAM-1 hatte. Dagegen ging die Anzahl der auf ICAM adhérierenden Zellen nach einem
Austausch desselben Tyrosinrestes durch ein Alanin drastisch zuriick (Hibbs ef al., 1991).

Eine derartige, im Falle der F766Y-Mutation zu beobachtende Abweichung von den in

Abschnitt 46:1" dargestellten Ergebnissen, mag zum einen daran liegen, dafl die Unter-
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suchungen von Hibbs et al. in COS-Zellen durchgefiihrt wurden. Diese konnten sich
beziiglich der LFA-1-Adhésionsfunktion sehr von den hier verwendeten humanen T-Zellen
unterscheiden. So beeinflullte einer aktuelleren Studie zufolge die F766A-Mutation in der
CD18-Untereinheit auch nicht in CHO--Zellen deren Adhisivitit bzw. Migrationsverhalten
(Fabbri et al, 1999). Zum anderen konnte der Austausch des F766-Restes in der
CD18-Sequenz zwar keine signifikanten Folgen auf die Adhisionsfunktion des LFA-1-
Integrins haben, sich jedoch in einer deutlich inhibitorischen Weise auf die Signaltransduktion
des Integrins auswirken. Durch die beiden zytoplasmatischen NPXY-Motive wird ndmlich im
Gegensatz zu den bereits erwidhnten Mitgliedern der LDL-Rezeptorfamilie nicht die Internali-
sierung von B2-Integrinen reguliert (Fabbri et al., 1999).

Welche Funktionen der CD29-Untereinheit durch das membrandistale NPXY-Motiv

reguliert werden konnen, soll nun im néchsten Abschnitt erdrtert werden.

5.4.2 Einfiihrung eines NPXF-Motivs in CD29 induziert zelluliiren Calcium-Einstrom

Aus bereits veroffentlichten Studien geht hervor, dal durch die beiden NPXY-Motive in der
zytoplasmatischen Doméne der CD29-Kette dessen intrazelluldre Lokalisierung und somit die
Regulation der Zelladhésivitit erfolgen kann (O'Toole et al., 1995; Sakai et al., 1998; Sakai et
al., 1999). Dabei konnte durch die Modifikation der Tyrosinreste innerhalb dieser Motive
mittels Phosphorylierung die Affinitdt des Integrins flir dessen Liganden herabgesetzt werden.
Mittels einer solche Modifikation wire es auch moglich Interaktionen mit zytoplasmatischen
Signalmolekiilen sowie Komponenten des Zytoskeletts zu verhindern. Die Phosphorylierung
bzw. die Dephosphorylierung der NPXY-Motive konnte die Rekrutierung der Integrine in den
fokalen Komplex regulieren, wo diese nach Aktivierung zusammen mit Komponenten des
Zytoskeletts und Signalmolekiilen groflere Proteinaggregate ausbilden. In FEinklang mit
diesem Modell konnten bereits publizierte Ergebnisse demonstrieren, dafl die Substitution des
membrandistalen Tyrosinrestes durch ein Phenylalanin tatsidchlich in einer Akkumulation der
fokaler Kontaktstellen sowie einer verstirken Bindung des Liganden Fibronectin resultierten
(Sakai et al., 1999). Anderen Untersuchungen zufolge kann sich innerhalb der membran-
proximalen und membrandistalen NPXY-Motive der Austausch der beiden Tyrosine des
membrandistalen NPXY-Motivs gegen Phenylalaninreste negativ auf die Zelladhédsion

auswirken (Stroeken et al., 2000).
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Die Substitution des Tyrosinrests, welcher innerhalb des membrandistalen NPXY-Motivs an
Position 795 lokalisiert ist, durch einen Phenylalaninrest (Y795F-Mutante) reichte nach
Quervernetzung der entsprechenden Mutante zur Induktion eines intrazelluldren Calcium-
anstiegs aus. Dadurch konnte ebenfalls die grundlegende Bedeutung dieser ‘Region fiir die
Funktion der CD29-Untereinheit demonstriert werden (siche :Abbi}duﬂg 4.2—5)|. Interessanter-
weise liel sich durch die Aggregation einer analogen Y795A-Mutante dieser Effekt nicht
beobachten (nicht im Ergebnisteil gezeigt). Diese unterschiedlichen Signalkapazititen der
Y795F- und der Y795A-Mutante bestdtigten wiederum die Untersuchungen einer anderen
Gruppe, welche im Kontext der Zelladhdsion zu einem &dhnlichen Ergebnis kam. Hierbei
wurde das Adhésionsverhalten der Zellen durch die Y795F-Mutation kaum beeinfluf3t.
Dagegen konnten die Zellen durch Expression der Y795A-Mutante weder durch PMA noch
durch die Aktivierung des TCRs zur Adhésion auf Fibronectin stimuliert werden. Verglichen
mit der basalen Zelladhdsion nach Expression der CD29-Wildtypform bzw. der
Y795F-Mutante, wurde diese durch Expression der Y795A-Variante ebenfalls erheblich
reduziert (Romzek et al., 1998).

Einen entscheidenden Beitrag zur Aufkldrung der Ursachen fiir die funktionellen
Differenzen zwischen CD18 und CD29 wiirde die Identifizierung intrazelluldrer Faktoren
leisten. Die Sequenzunterschiede innerhalb des membrandistalen NPXY/F-Motivs konnten
dann unter Umstidnden fiir die Spezifitit einer solchen Wechselwirkung verantwortlich sein.
Ein solcher Kandidat ist z.B. ICAP-1 (integrin cytoplasmic domain-associated protein-1).
Durch spezifische Wechselwirkung mit dem membrandistalen NPXY-Motiv der
CD29-Untereinheit erfolgt die funktionelle Regulation dieser Integrin-Subfamilie. ICAP-1
interagiert zwar nicht mit der [2-Untereinheit, allerdings fiithrt ausschlieBlich die
Y795A-Substitution, nicht aber der Y795F-Austausch, zu einem Verlust der Interaktion mit
der CD29-Kette. Die Phosphorylierung von ICAP-1 durch Adhésion der Zellen auf
Fibronectin ist ein wichtiger Hinweis auf die regulatorische Funktion des Proteins bei
B1-Integrin-vermittelten Zelladhdsionsprozessen (Chang et al., 1997). Neben der Kapazitit,
mit unterschiedlichen zelluldren Faktoren zu interagieren, konnten diese Modifikationen bzw.
Mutationen _i1_1p_e_r}19_1|l3 der NPXF/Y-Motive zu Verdnderungen in der Integrinstruktur fiihren.
Wie :Abbi}duﬂg 5.5 schematisch dargestellt ist, wéare somit eine Modulation individueller
Integrin-Funktionen moglich. Demgemal ist eine einzige Aminosdure innerhalb der Region
des membrandistalen NPXF/Y-Motivs fuir die spezifische funktionelle Regulation der 32- und

B1-Integrine verantwortlich.
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Abbildung 5.5: Schematische Darstellung unterschiedlicher Bindungspartner der NPXF/Y-
Motive von B2- und PBl-Integrinen. Die beiden tandemartig angeordneten NPXF/Y-Motive in
den Sequenzen der B2- und B1-Untereinheiten und ihre bisher bekannten Funktionen sind
schematisch dargestellt. Fir die Interaktion der Integrin B1-Untereinheit mit der Zytoskelett-
komponente Talin scheint der Tyrosinrest in Position 783, fiir die Wechselwirkung mit ICAP-1
derjenige in Position 795 notwendig zu sein. Die Induktion des Calcium-Einstroms nach Querver-
netzung der B2-Kette wird den hier vorliegenden Resultaten zufolge durch dessen carboxyterminal
lokalisiertes NPXF-Motiv vermittelt.

5.4.3 Bedeutung des NPXF-Motivs fiir die Funktion des gesamten LFA-1-Molekiils

Zur Ermittlung, inwieweit sich die unter Verwendung von Fusionsproteinen erbrachten
Ergebnisse auf die native Form des LFA-1-Integrins libertragen lassen, wurden Studien in
SK-B2.7 Zellen durchgefiihrt. Diese unter Abschnitt :—46| beschriebenen Zellen exprimieren
aufgrund einer unbekannten Mutation keine CD18-Untereinheit. Dadurch kann hier keine
Oberfldchenexpression von LFA-1 nachgewiesen werden, da Integrine nur in Form eines
intakten Heterodimers im Verlauf des sekretorischen Transportwegs vollstindig prozessiert
werden konnen (Weber et al., 1997). Die Befunde dieser Untersuchungen demonstrieren
eindeutig, dal Abweichungen im carboxyterminalen NPXF-Motiv der CD18-Sequenz die
Regulation der Zelladhésivitdt beeinfluBten. Es zeigte sich nidmlich, dal die Expression

varianter Formen der $2-Untereinheit, im Gegensatz zur CD18-Wildtypform, die Adhésivitét
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:4—.27)I. Durch Substitution des Phenylalaninrestes an Position 766 durch Alanin bzw. Tyrosin
unterscheiden sich die Sequenzen dieser CD18-Varianten innerhalb des membrandistalen
NPXF-Motivs von der urspriinglichen CD18-Sequenz. Demnach ist diese Region ebenso in
die Regulation der Adhédsionsfunktion involviert. Andererseits konnte bisher keine Region
innerhalb des zytoplasmatischen Anteils der B2-Untereinheit identifiziert werden, deren
Mutation keinen Einflu auf die Adhisivitit des Gesamtintegrins in diesen Zellen hatte.
Daher kann nicht ausgeschlossen werden, da3 die Rekonstituierbarkeit der Adhédsivitit von
SK-B2.7 Zellen durch Re-Expression der CD18-Kette die Integritit diverser Bereiche dieser
Integrin-Untereinheit erfordert. Diese Moglichkeit wird auch durch den Befund unterstiitzt,
dafl die CDI8-TRG-Mutation, welche die Binderegion des P2-spezifischen Interaktors
Cytohesin-1 darstellt, ebenfalls die Adhésivitit der SK-B2.7 Zellen nicht wiederherstellen
konnte. Da die SK-2.7 Zellen leider sekundére Defekte aufweisen, insbesondere das Fehlen
eines TCRs auf der Zelloberflache, konnten Parameter zur T-Zell-Aktivierung wie Induktion
charakteristischer Gene oder Calciummobilisierung hierin nicht untersucht werden (Geiger et
al., 2000; eigene, nicht gezeigte Ergebnisse).

Aus diesem Grund erfolgte die weitere Analyse einer Involvierung der CD18-Kette i}}_(}i_e_
LFA-1-Signaltransduktion mit Hilfe des 234 T-Zellklons, wie unter Abschnitt l4—.6:2E
beschrieben ist. Hier zeigt sich, daB der fiir die Zytolyse notwendige Beitrag des LFA-1-
Integrins durch Uberexpression des zytoplasmatischen CD18-Anteils inhibiert werden konnte,
nicht jedoch durch Expression des sIg-CD18-F766Y Fusionsproteins. Vermutlich interferiert
diese Mutation mit der Interaktion zytoplasmatischer Faktoren, welche durch die Uber-
expression der CD18-Wildtypform von dem endogenen LFA-1-Integrin sequestriert werden.
Dabei kann dieser dominant-negative Effekt auf die Haplotyp-spezifische Zytolyse einerseits
durch Inhibition der Integrin-Signaltransduktion erfolgen. Durch diese Modulation der
Wechselwirkung mit intrazelluldiren Bindungspartnern der CD18-Kette konnte andererseits
der Ubergang des Integrins in einen fiir effiziente Ligandenbindung notwendigen aktiven
Zustand beeinfluft werden. Damit wiirde sich die Expression der isolierten CD18-
Untereinheit auf die Adhédsivitit des gesamten Integrins auswirken.

Zusammengenommen machen diese Ergebnisse deutlich, daB die NPXY-Regionen
multifunktionelle Protein-Interaktionsdoménen darstellen. Deren Regulation kann durch
Phosphorylierung des Tyrosinrestes erfolgen, wodurch wiederum Interaktionen mit zelluldren
Proteinen moduliert werden konnen. Unter diesem Aspekt scheint das Vorhandensein zweier

Phenylalaninreste innerhalb der CD18-Sequenz anstelle der beiden Tyrosinreste, wie
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beispielsweise bei der Integrin CD29-Untereinheit, auf eine generelle Bedeutung dieser
Motive in diesem Bereich hinzuweisen. Im Falle des LFA-1-Integrins ist z.B. somit eine
Regulationsmdglichkeit durch Tyrosinphosphorylierung erst gar nicht gegeben. Durch diese
Variationen in den NPXF/Y-Motive konnte die funktionelle Spezifitit der verschiedenen
Integrin-Subfamilien erhoht werden, je nachdem in welchem Zelltyp sie exprimiert werden.
Zudem wire dadurch auch regulierbar, in welchem Ausmafl die jeweilige Subfamilie zum
Belsplel_ in die Y?I:r_n_lttlung von Zelladhésivitdt oder der Signalweiterleitung involviert ist.
Wie in Abbildung-5-6'schematisch dargestellt, konnte aufgrund der vorhergehend dargelegten
Ergebnisse ein Modell einer moglichen Kopplung von Adhisions- und Signalfunktion des

LFA-1-Integrins entwickelt werden.

ICAM-1

niedrige Affinitat hohe Affinitat

LFA-1

||

Ca2+-Einstrom,
Zytolyse

Abbildung 5.6: Schema einer moglichen Kopplung der Adhisions- und Signalfunktion der
B2-Integrine. Der Ubergang des Integrins von einer Konformation mit niedriger zu hoher Affinitit
fiir Ligandenbindung konnte durch strukturelle Anderungen nach ICAM-Bindung erfolgen.
Dadurch konnte durch die Interaktion der B2-Untereinheit mit dem Liganden ein Anstieg der
intrazelluliren Calciumkonzentration stattfinden. In der Folge kénnte der Ubergang des Integrins
in den hochaffinen Zustand beschleunigen werden. Zusétzlich konnte das freigesetzte Calcium zur
Induktion intrazelluldrer Signalkaskaden beitragen. Durch die Verwendung von slg-Fusions-
proteinen, war es vermutlich moglich, den ersten Schritt zu umgehen und nach Quervernetzung der
B2-Untereinheit direkt intrazelluldre Signalwege einzuleiten.
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5.5 Ausblick

Ein wichtiger Aspekt zur weiteren Charakterisierung der Rolle des P2-Integrins bei der
T-Zell-Aktivierung wére die Identifizierung zelluldrer Faktoren, welche die Signal- bzw.
Adhisionsfunktion vermitteln. Um die unterschiedlichen Signalkapazititen der B1- und
B2-Integrine in T-Zellen erkldren zu konnen, ist es dabei wichtig, bereits bekannte Inter-
aktionspartner der NPXF/Y-Motive zu untersuchen. Hierzu miiiten gegebenenfalls aber auch
neue Faktoren identifiziert werden, deren Bindung an diese Sequenzabschnitte die Signal-
funktion beider Integrin-Subfamilien beeinflu3t. Weiterhin wire es in diesem Zusammenhang
von essentieller Bedeutung zu analysieren, welche weiteren Elemente der TCR-Signalkaskade
neben der TCR-{-Kette in die Signalfunktion der CD18-Untereinheit involviert sind. Dazu
zahlt ebenso die Aufklirung der Mechanismen, liber die Tyrosinkinasen der Syk- und
Src-Familie zur CDI18-Signaltransduktion beitragen. Desweiteren wére es von groflem
Interesse zu ermitteln, auf welchem Weg die Signaliibertragung zwischen dem LFA-1-
Integrin und dem TCR erfolgt. In diesem Kontext ist es wichtig die Involvierung des
DNAM-1-Proteins in die [2-Integrin-vermittelte Signaltransduktion detaillierter zu
untersuchen.

Essentiell wire auch die Durchfiihrung zusitzlicher Experimente zur Unterscheidung,
welche molekularen Grundlagen dem dominant-negativen Effekt auf die Zytolyse nach
Uberexpression des zytoplasmatischen CD18-Anteils zugrunde liegen. Dabei wire es von
Vorteil, ein fiir die B2-Untereinheit-defizientes Zellsystem zu etablieren, in dem nach dessen
Rekonstitution mit verschiedenen Varianten der [2-Untereinheit gleichermallen die
Adhisions- und Signalfunktion des LFA-1-Integrins analysiert werden konnte.

Dartiberhinaus wire fiir weitere Analysen der LFA-1-Signaltransduktion die Herstellung
eines Méusestamms von auBlerordentlicher Bedeutung, in dessen Genom das Gen der
B2-Kette ausgeschaltet ist (knock-out). Durch Wiedereinbringen verschiedener Varianten der
B2-Untereinheit konnten somit die Auswirkungen auf die LFA-1-Signalfunktion untersucht

werden.
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6.2 Abkiirzungsverzeichnis

A

amp
AP
APC
APP
APS
ATP
BCIP
Bidest.
bp
BSA
CBP
CPD
CD
cDNA
CMV
CREB
DEAE
Dabl
DMEM
DMSO
DNA
DNase
DNAM-1
Dok
DTT
dNTP
E. coli
EDTA
EGF
EtBr

Ampere

Ampicillin (oder: 3-Lactamase-Gen)
Alkalische Phosphatase

antigen presenting cell (MHC-exprimierende Zelle)
Alzheimer’s amyloid precursor protein
Ammoniumperoxodisulfat
Adenosin-5"-Triphosphat
5-Brom-4-Chlor-3-Indolyl-Phosphat
doppelt destilliert

Basenpaare

Rinderserum Albumin

CREB binding protein

cytoplasmic domain

cluster of differentiation (Gruppe von Antikorpern)
komplementire DNA

Cytomegalievirus

cAMP response element binding protein
Diethylaminoethyl

Disabled

Dulbecco’s Modifziertes Eagle Medium
Dimethylsulfoxid
Desoxyribonukleinsdure
Desoxyribonuklease

DNAX accessory molecule-1

docking protein

1.,4-Dithiotreitol
Desoxy-Nukleotid-5"-triphosphat
Escherichia coli
Ethylendiaminotetraessigséure
epidermal growth factor

Ethidiumbromid
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EtOH
FACS
FCS
FITC
GAP
GEF
GPI-
GSH
GST
GTP
HEPES
ICAM-1
ICAP-1

IL-2
IPTG
IR
IRS
ITAM

kD
LAD
LAT
LB
Lck
LDL
LFA-1

mAb
MBP
MG
MHC
MOI
MPA

Ethanol

fluorescence activated cell sorter (Durchflulzytometer)
Fotales Kélberserum

Fluorescein-Isothiocyanat

GTPase activating protein

guanine nucleotide exchange factor
Glycosylphosphatidylinositol-

Glutathion

Glutathion-S-Transferase aus Schistostoma japonicum
Guanosintriphosphat

N-(2-Hydroxyethyl)-Piperazin N’-2-Ethansulfonsdure
intercellular adhesion molecule-1

integrin cytoplasmic domain-associated protein-1
Immunglobulin

Interleukin-2

Isopropyl-B-D-thiogalactosid

Insulin Rezeptor

Substrat des Insulin Rezeptors

immunoreceptor tyrosine based activation signal
(zytoplasmatisches Tyrosinmotiv in Immunrezeptoren)
Kilodalton

leukocyte adhesion deficiency

linker for activation of T cells (Phosphotyrosin Adapterprotein)
Luria-Boveri

lymphocyte specific kinase (T-Zell-spezifisch exprimierte Kinase)
low density lipoprotein

lymphocyte function associated antigen-1

Mol/Liter

monoclonal antibody (Monoklonaler Antikorper)
Maltose-bindendes Protein

Molekulargewicht

major histocompatibility complex (Haupthistokompatibilititskomplex)
multiplicity of infection (Anzahl infektioser Partikel)

mycophenoloc acid (Mycophenolsdure)
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NBT
NF-AT
NK
NP-40
oD
p.a.
PAA
PAGE
PBS
PCR
PDGF
PEG
Pfu

PI
PKC
PLC
PMA
PMSF
PTK
Rack
RNA

RT
SDS
SH
She
SLP
SMAC
ssDNA
SYT
TBST
TCR
TE
TEMED

Nitroblau-Tetrazoliumchlorid
Nukleérer Faktor in aktivierten T-Zellen
Natiirliche Killer

Nichtionisches Detergenz P 40
Optische Dichte

pro analysii

Polyacrylamid
Polyacrylamidgel-Elektrophorese

Phosphat-gepufferte physiologische Kochsalzlosung

Polymerase-Kettenreaktion
platelet-derived growth factor
PolyethylenGlycol

plaque forming units (infektidse Partikel)
Phosphatidylinositol

Protein Kinase C

Phospholipase C
12-O-Tetradecanoylphorbol-13-Acetat
Phenylmethylsulfonylfluorid
Proteintyrosinkinase

receptor for activated C-kinases
Ribonukleinsdure

radiations per minute (Umdrehungen pro Minute)
Raumtemperatur

Natriumdodecylsulfat

Src-Homologie

SH?2 containing adapter protein
SH2-Doménen-Leukozytenprotein
supramolecular activation cluster
einzelstringige DNA

synovial sarcoma translocation
Tris-gepufferte Salzlosung mit Tween20
T-Zell-Antigenrezeptor
Tris-EDTA-Puffer
N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin
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TMD
Tris
TYM

UK
uv

v/iv
Vol.
w/v

ZAP-70

transmembrane Domine
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
Tryptone Yeast extract Medium
Units

Ubernacht-

Ubernachtkultur

Ultraviolett

Volt

Volumenanteil einer Fliissigkeit
Volumen

Gewichtsanteil eines Stoffes

zeta-assoziiertes Protein von 70 kD Molekulargewicht
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