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Zusammenfassung

Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde die Bedeutung des Aktin depolymerisierenden Faktors
Cofilin1 und der Aktindynamik fiir die Funktion von T-Zellen naher untersucht.

Der vollstandige Knock-out des Cofilinl-Proteins fihrt zu friher embryonaler Letalitat,
sodass diese Problematik fiir die Untersuchungen umgangen werden musste. Dies erfolgte
Uber einen molekulargenetischen Ansatz durch den Einsatz verschiedener Mausmodelle.
Zunachst wurde Uiber einen Tripletaustausch im Cofilin1-Gen konstitutiv aktives bzw.
inaktives Protein hergestellt, um die Auswirkungen des Aktivierungszustands von Cofilin1 auf
die Aktinpolymerisation zu untersuchen. In Aktin-Assays konnte bestdtigt werden, dass
konstitutiv aktives Cofilin1 eine vergleichbare Aktivitdt gegentiber Aktin zeigt wie das WT-
Protein, wahrend die inaktive Form keinen Einfluss nimmt. AnschlieBend wurden diese
Mutationen in vivo im Mausmodell beziiglich ihrer Bedeutung in T-Zellen untersucht. Sowohl
T-Helferzellen als auch zytotoxische T-Zellen mit konstitutiv aktivem Cofilinl reifen im
Thymus heran und wandern in die sekunddren lymphatischen Organe aus. Das inaktive
Cofilinl flihrt dagegen, ebenso wie der friihe Knock-out des Proteins, zu einer Blockade in
der T-Zellentwicklung.

Des Weiteren wurde mittels Cofilinl-Deletion wahrend einer spaten Phase der T-
Zellentwicklung die Bedeutung des Proteins in reifen T-Zellen untersucht. Es konnte gezeigt
werden, dass eine Deletion des Cofilin1-Proteins zwar keinen Einfluss auf die T-Zellreifung
hat, aber die T-Zellen nur zu einem kleinen Teil aus dem Thymus emigrieren kdnnen.
Analysen von T-Zellen aus den sekundaren lymphatischen Organen, wie Lymphknoten und
Milz, machten eine starke Reduktion von T-Helferzellen und zytotoxischen T-Zellen mit
Cofilin1-Defizienz in diesen Organen deutlich. Diese Zellen weisen ein erhéhtes Vorkommen
von Apoptose auf. Das Fehlen von Cofilin1-defizienten T-Zellen ist vermutlich auf Migrations-
und Adhasionsdefekte zurlickzufihren. Detaillierte Untersuchungen bezlglich der
Aktivierbarkeit von zytotoxischen T-Zellen mit Cofilin1-Knock-out konnten belegen, dass sie
hinsichtlich dieses Aspekts einen Defekt aufweisen.

Weiterhin stellte die Aptamer-Technologie einen zweiten Ansatz zur spezifischen Regulation
der Cofilin1-Aktivitat dar. Es konnte erfolgreich ein RNA-Aptamer selektiert werden, welches

eine Affinitat fur Cofilin1 besitzt.



Abstract

Abstract

In this work the role of the actin depolymerizing factor Cofilinl and actin dynamics
concerning their function in T-cells were examined.

The complete knock-out of Cofilinl protein leads to early embryonic lethality, so that this
problem has to be overcome for the following investigations. Therefore a genetic approach
using different mouse models was employed. Firstly two mutations leading to a triplet
exchange in the Cofilinl gene resulting in constitutive active and inactive protein were used,
allowing the analysis of the relevance of the activation stage of the Cofilinl protein for actin
polymerization. It could be confirmed in in vitro assays that constitutive Cofilinl showed
comparable activity as the wildtype protein regarding actin, while the inactive form had no
influence. Afterwards these mutations were investigated in mouse models concerning their
relevance in T-cells. T-helper cells as well as cytotoxic T-cells with constitutive active Cofilinl
showed normal maturation in the thymus and migrated into secondary lymphatic organs. In
contrast inactive Cofilinl leads to a severe maturation block during early T-cell maturation,
comparable the early knock-out of this protein.

Furthermore by Cofilinl deletion in a late phase of T-cell development the role of this
protein in mature T-cells was examined. It was shown that the deletion has no impact on T-
cell maturation, but only a small amount of these T-cells was able to emigrate out of the
thymus. Analysis of T-cells of secondary lymphatic organs, like lymph nodes and spleen,
revealed a reduced amount of T-helper cells and cytotoxic T-cells in these organs. These cells
showed elevated apoptosis. The absence of Cofilinl deficient T-cells could presumably be
explained by migration and adhesion defects of these cells. Detailed analysis concerning
activation of cytotoxic T-cells with Cofilinl-knock-out could show that they have defects
regarding this aspect.

In addition the aptamer-technology represents another approach for modulating Cofilin1-
activity concerning actin dynamics. An RNA-aptamer with affinity for Cofilinl was

successfully selected.
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Einleitung

1. Einleitung

1.1. Das Immunsystem

Die Aufgabe des Immunsystems (lat. immunis, ,frei sein von“) besteht in erster Linie darin,
den Organismus vor Infektionen, die durch eingedrungene Pathogene hervorgerufen
werden, zu schitzen. Weiterhin dient es auch dazu, den Korper vor korpereigenen
Strukturen zu bewahren, die ihm Schaden zufiigen konnten, wie beispielsweise vor

bosartigen Zellen, die potentiell zur Ausbildung eines Tumors fihren.

1.1.1. Angeborene und erworbene Immunitat

Das Immunsystem kann in zwei Formen der Abwehr unterteilt werden: in eine unspezifische,
angeborene und in eine spezifische, erworbene Abwehr. Die angeborene Antwort des
Immunsystems besteht in der schnellen Form der Abwehrreaktion kurz nach einer Infektion.
Wichtige Zellen, die zu diesem Teil des Immunsystems gehoren, sind die phagozytierenden
Lymphozyten, wie Makrophagen, Granulozyten und dendritische Zellen. Diese Zellen
nehmen eingedrungene Pathogene (iber Phagozytose auf und konnen als Antigen
prasentierende Zellen pathogene Strukturen auf ihrer Oberfliche darbieten. Die
prasentierten pathogenen Strukturen werden dann wiederum von Zellen erkannt, die Teil
der spezifischen Immunantwort sind.

Die erworbene Antwort des Immunsystems stellt die langsame Form der Abwehrreaktion
dar, die sich im Laufe des Lebens eines Organismus fortwahrend spezifiziert, wobei es zur
Ausbildung eines immunologischen Gedachtnisses kommt, um bei einem Zweitkontakt mit
einem Antigen wirkungsvoller und schneller reagieren zu kénnen. Die Effektorzellen der
erworbenen Immunitdt sind die B- und T-Zellen. Die B-Zellen vermitteln die humorale
Immunantwort, wobei diese nach Kontakt mit einem Antigen, Antikérper produzieren. Die T-
Zellen vermitteln dagegen die zellgebundene Immunitdat. (NEUMANN, 2008; MURPHY et al.,

2014)
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1.1.2. T-Zellen

1.1.2.1. T-Zellreifung

Die Entwicklung der T-Zellen erfolgt im Thymus. Diesen erreichen die Zellen im sogenannten
Vorlauferstadium. Diese Zellen haben sich aus pluripotenten hamatopoetischen
Stammzellen im Knochenmark gebildet.

Die Reifung dieser Thymozyten verlauft zunachst Gber vier Stadien, die aufgrund des Fehlens
der beiden Co-Rezeptoren CD4 und CD8 als doppelt negativ (DN) bezeichnet werden und
noch keinen vollstandigen T-Zellrezeptor exprimieren. Die Unterteilung in diese vier Stadien
(DN1-DN4) erfolgt aufgrund der Expression der Marker CD44, CD25 und c-Kit. CD44 und
CD25 werden dabei wie folgt exprimiert: DN1 CD44°CD25, DN2 CD44°CD25°, DN3
CD44°CD25", DN4 CD44°CD25". (GODFREY et al., 1993) Im nichsten Reifungsschritt exprimieren
die Thymozyten sowohl einen reifen T-Zellrezeptorkomplex aus TCR (a:f, y:6) und CD3 (y, 6,
g, {) als auch die beiden Co-Rezeptoren des T-Zellrezeptors, CD4 und CD8, weshalb man sie
nun als doppelt positive (DP) Thymozyten bezeichnet. Der T-Zellrezeptorkomplex, der fiir die
Antigenerkennung verantwortlich ist, ist ein Heterodimer, das liberwiegend aus der a- und
B-Untereinheit besteht. Eine kleine Minderheit der T-Zellrezeptoren besteht aus den
Untereinheiten Y und 6, welche sehr wahrscheinlich andere
Antigenerkennungseigenschaften besitzen. lhre Funktion im Immunsystem ist aber noch
nicht genau geklart. Der T-Zellrezeptor allein kann nach Antigenbindung kein Signal ins
Zellinnere schicken. Dazu bendétigt er den CD3-Komplex, der aus den Untereinheiten y, §, €
und g, zur Signalgebung aufgebaut ist.

Die doppelt positiven Thymozyten durchlaufen nun die positive Selektion. Dieser
Selektionsschritt dient dazu, dass nur solche Zellen weiter heranreifen, die in der Lage sind,
mit ihrem T-Zellrezeptor korpereigene Haupthistokompatibilitats-Komplexe (MHC, engl.
Major Histomcompatibilty Complex) zu erkennen. Die Haupthistokompatibilitats-Komplexe
sind Marker, die die Zellen als Selbst markieren und die Antigene prasentieren. Man
unterscheidet MHC-Klasse I- und MHC-Klasse II-Molekile. Wahrend die ersteren auf nahezu
allen Zellen exprimiert sind, beschrankt sich die Expression der letzteren nur auf eine kleine
Anzahl von Zellen des Immunsystems, die Antigen prasentierenden Zellen, wie z.B.
Makrophagen. Positiv selektierte Thymozyten stellen die Expression einer der beiden Co-

Rezeptoren des T-Zellrezeptors ein. Solche Thymozyten, die eine positive Selektion fir MHC-I
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erhalten haben, stellen die Expression des CD4-Rezeptors ein und werden somit zu CD8-
positiven Thymozyten. Wohingegen solche, die eine positive Selektion flir MHC-II erhalten
haben, die CD8-Rezeptorexpression einstellen und daher als CD4-positive Thymozyten
bezeichnet werden. Somit haben die Thymozyten nun das einfach positive Stadium (EP)
erreicht.

Nun folgt der zweite Selektionsschritt, die negative Selektion, die dazu dient alle Thymozyten
zu eliminieren, die korpereigene Antigene erkennen kénnen und somit autoreaktiv sind.
Thymozyten, die sowohl die positive als auch die negative Selektion erfolgreich passiert
haben, verlassen den Thymus als reife, naive T-Zellen. Die Selektionsschritte filhren zu einem
vermehrten Auftreten von Apoptose im Thymus. 98 % aller Thymozyten, die sich im Thymus
entwickeln, sterben durch programmierten Zelltod.

T-Zellen, die in die Peripherie auswandern, lassen sich anhand der Expression der beiden Co-
Rezeptoren CD4 und CD8 in zwei Typen einteilen. Die CD4-T-Zellen werden auch als T-
Helferzellen bezeichnet und erkennen Antigene, die an MHC-II gebunden sind. Sie
stimulieren B-Zellen und sorgen dafir, dass diese als Reaktion auf einen Antigen-Kontakt
Antikorper produzieren. Die CD8-T-Zellen werden dagegen auch als zytotoxische T-Zellen
bezeichnet und erkennen Antigene, die an MHC-I gebunden sind. Diese Zellen toten ihre
Zielzelle durch Apoptose. (CAMPBELL, REECE, 2006; NEUMANN, 2008; MURPHY et al., 2014)

Die letzten Schritte der T-Zellreifung ereignen sich in den peripheren lymphatischen
Organen, wie Lymphknoten und Milz. T-Zellen, die ihre Entwicklung im Thymus
abgeschlossen haben und in das periphere lymphatische System ausgewandert sind,
bezeichnet man als Recent Thymic Emigrants. Sie sind insbesondere durch die Expression der
beiden Marker CD24 und Qa2 identifizierbar. CD24 ist der Entwicklungsmarker fir
Thymozyten, der ab der positiven Selektion exprimiert wird. Zum Zeitpunkt der Emigration
der T-Zellen aus dem Thymus ist die CD24-Expression hoch und die von Qa2 niedrig. Nach
einer Reifungszeit von ca. 3 Wochen kehrt sich die Expression der beiden Marker um und aus
den Recent Thymic Emigrants sind naive T-Zellen geworden. Diese post-Thymus-Entwicklung
ist derzeit noch Gegenstand aktueller Forschung. (FINK, HENDRICKS, 2011; FINK, 2013)

Die naiven T-Zellen wandern (iber das Blut in die peripheren lymphatischen Organe aus. Sie
zirkulieren zwischen Blut, Lymphflissigkeit und den lymphatischen Organen bis sie in
Kontakt mit ihrem spezifischen Antigen treten. Der Verbleib der T-Zellen in lymphatischen

Organen wird als Homing bezeichnet und Uber bestimmte Rezeptoren reguliert (BUTCHER,
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PICKER, 1996). Die Expression des Homing-Rezeptors CD62L ist flir einen Verbleib der T-Zellen
in den sekunddren lymphatischen Organen verantwortlich und muss bei einer Aktivierung
der Zelle entfernt werden, sodass diese in das Gewebe einwandern kann. Die Expression von
CD44 ermoglicht hingegen den T-Zellen ein Einwandern ins Gewebe. Naive T-Zellen sind
somit durch eine starke CD62L-Expression und eine niedrige Expression von CD44
gekennzeichnet. T-Zellen die dagegen bereits in Kontakt mit einem Antigen standen und bei
erneutem Kontakt mit diesem eine schnellere, effektivere Immunantwort auslosen,
bezeichnet man als Gedachtniszellen. Sie sind an ihrer starken CD44-Expression zu erkennen,
wahrend sie CD62L kaum exprimieren. Man differenziert zwischen zentralen
Gedichtniszellen (CD44°CD62L") und Effektorgedachtniszellen (CD44°CD62L7). Die beiden
Gedachtniszelltypen unterscheiden sich in der Geschwindigkeit, mit der sie auf eine erneute
Stimulation durch ihr Antigen reagieren kénnen. Effektorgedachtniszellen kénnen schneller
reagieren und sind sehr wahrscheinlich auf einen raschen Eintritt in entziindete Gewebe

spezialisiert. (MURPHY et al., 2014)

1.1.2.2. Aktivierung von naiven T-Zellen und Bildung der immunologischen Synapse

T-Zellen patrouillieren durch den Organismus auf der Suche nach eingedrungenen
Pathogenen. Haben sie das zu ihrem T-Zellrezeptor spezifische Antigen, gebunden an ein
MHC-Protein, auf einer Antigen prasentierenden Zelle gefunden und werden dariiber hinaus
Signale, unter anderem Uber CD3 und CD28, ein Co-Rezeptor des T-Zellrezeptors, vermittelt,
bildet sich eine sehr enge Kontaktzone aus. Diese Berihrungsflache zwischen T-Zelle und
Antigen prasentierender Zelle wird als supramolekularer Adhdsionskomplex oder auch als
immunologische Synapse bezeichnet (HuppPA, DAvIS, 2003). Diese komplexe Struktur besteht
aus einem inneren Aktivierungsbereich (zentraler supramolekularer Adhadsionskomplex =
zSMAK), welcher Uberwiegend die Signalproteine beinhaltet, die bei der T-Zellaktivierung
eine Rolle spielen. Diese Region wird von dem &uferen Aktivierungsbereich umgeben
(peripherer supramolekularer Adhadsionskomplex = pSMAK), der insbesondere das Integrin
LFA-1 enthalt, welches als Adhadsionsmolekil fungiert. (Monks et al., 1998; GRAkoul et al.,
1999; TORRES et al., 2013) Diese Struktur wird auch als Bull’s Eye beschrieben und ist in

Abbildung 1.1 schematisch dargestellt.
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Immunologische Synapse

Abbildung 1.1: Schematische Darstellung der immunologischen Synapse. Die Kontaktstelle zwischen T-Zelle
und Antigen prasentierender Zelle (APZ) wird als immunologische Synapse bezeichnet. Sie weist aufgrund der
Umstrukturierung von Membranproteinen eine bestimmte Struktur auf, die sich in einen inneren (zSMAK) und
einen &dulleren Aktivierungsbereich (pSMAK) gliedert. Im inneren Aktivierungsbereich bindet der T-
Zellrezeptorkomplex, bestehend aus TCR und CD3, an ein MHC-II-gebundenes Antigen. Der Co-Rezeptor CD28
bindet an sein Antigen CD80. Im duBeren Aktivierungsbereich bindet das Adhasionsmolekil LFA-1 an ICAM-1.
(modifiziert nach (ToRres et al., 2013))

Die Bildung der immunologischen Synapse fihrt zur Aktivierung der T-Zellen (BABBITT et al.,
2005), die sich unter anderem durch Proliferation, Expression bestimmter
Aktivierungsmarker sowie Ausschiittung von Cytokinen und Synthese neuer Proteine dullert
(MurPHY et al., 2014). Bei diesen Prozessen spielt das Aktinzytoskelett eine bedeutende
Rolle. Die Bindung des Antigens an den T-Zellrezeptor liefert der Zelle ein Stoppsignal (DUSTIN
et al, 1997), sodass die Zelle aufgrund von Umlagerungen im Aktinzytoskelett von
Migrations- hin zur Stopp-Morphologie wechselt (SAMSTAG et al., 2003; ANGUS, GRIFFITHS,
2013). An der Kontaktzone zwischen T-Zelle und Antigen prasentierender Zelle kommt es zur
Akkumulation von Aktin. Dies tragt zur Formierung und Stabilisierung der Synapse bei
(BILLADEAU, BURKHARDT, 2006). Weiterhin dient das Aktinzytoskelett als Gerist fur die
Rekrutierung diverser Signalproteine (DusTIN, CooPER, 2000). Infolge der Aktivierung von T-
Zellen werden sogenannte Rafts zur immunologischen Synapse transportiert, woran Aktin
ebenfalls beteiligt ist (HARDER, SIMONS, 1999). Rafts sind spezielle Mikrodomanen, die sich in
der Lipidzusammensetzung von der Plasmamembran unterscheiden und konzentriert

Signalkomplexe beinhalten.
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1.2. Das Zytoskelett

Das Zytoskelett beschreibt ein komplexes Filamentsystem im Zytoplasma jeder
eukaryotischen Zelle, welches eine Vielzahl von Aufgaben erfiillt. Es ist unter anderem an der
Formgebung und Plastizitat der Zelle beteiligt, spielt eine wichtige Rolle bei der Zellteilung
und ist unerlasslich fir den Transport diverser Komponenten innerhalb der Zelle.

Es gibt drei Filamenttypen, die flir die Dynamik von Zellen verantwortlich sind. Die
Mikrotubuli bilden ein Netzwerk fiir den intrazelluldren Transport und leiten die Organellen.
Die Intermediarfilamente sind aufgrund ihrer starken Zugfestigkeit insbesondere an der
Stabilisierung der Zellform beteiligt. Die Aktinfilamente haben ihre Hauptaufgabe einerseits
bei der Muskelkontraktion und andererseits bei der Formgebung der Zellen, wodurch sie

eine wichtige Rolle bei der Zellmigration spielen. (ALBERTS, 2011)

1.2.1. Aktin

Das hoch konservierte Strukturprotein Aktin ist eines der am haufigsten vorkommenden
Proteine in einer eukaryotischen Zelle. Es macht 1-5 % des Zell-Gesamtproteins aus und die
zytosolische Konzentration liegt bei 0,5 mM. (LobisH, 2008) Die Aktingenfamilie kodiert fir
drei verschiedene Isoformen: a-Aktin ist die Hauptaktinform im Muskel, B- und y-Aktin
kommen dagegen Uberwiegend in Nicht-Muskelzellen vor (GARRELS, GIBSON, 1976). Ein
Aktinmolekil wird als globulares, monomeres Aktin (G-Aktin) synthetisiert und weist ein
Molekulargewicht von 42 kDa auf. Jedes Aktinmonomer besitzt eine Bindestelle flr ein
Nukleotid, das sich in einer tiefen Spalte im Zentrum des Molekiils befindet (OTTERBEIN et al.,
2001). Bei diesem Nukleotid handelt es sich entweder um ATP oder ADP. Dieses bildet
wiederum einen Komplex mit einem divalenten Magnesium-Kation. In Abbildung 1.2 sind

Modelle eines Aktinmonomers dargestellt.
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Abbildung 1.2: Modelle eines Aktinmonomers. (A) Ribbon-Struktur (a-Helix = violett, B-Faltblatt = gelb) und
(B) raumfiillendes Atommodell (gelb) eines G-Aktinmolekdils. In einer tiefen Spalte im Zentrum des Molekdils ist
das Nukleotid ATP gebunden, das hier als Kalottenmodell dargestellt ist. (modifiziert nach (PoLLARD, COOPER,
2009))

1.2.1.1. Aktinpolymerisation

Die Aktinmonomere lagern sich zu filamentosem Aktin (F-Aktin) zusammen, wobei eine
doppelstrangige, rechtsgangige Helixstruktur entsteht, die einen Durchmesser von 7-9 nm
besitzt (LobisH, 2008). Bei der Anlagerung des G-Aktins an F-Aktin sind alle Monomere
aufgrund ihrer Polaritat in der gleichen Richtung angeordnet, wodurch sich eine Struktur mit
zwei unterschiedlichen Enden ergibt, von denen das eine als Plus- (auch engl. barbed-end)
und das andere als Minus-Ende (auch engl. pointed- end) bezeichnet wird.

Durch die spontane Zusammenlagerung mehrerer G-Aktinmolekiile entstehen kurze,
instabile Filamente, die sehr leicht wieder zerfallen. Fir die Entstehung eines langen
Filaments ist die Bildung eines Keims essentiell, ein Anfangsaggregat aus 2-3
Aktinmonomeren zwischen denen viele Kontakte bestehen. Daran kdnnen sich dann weitere
G-Aktinmolekile anlagern, sodass das Filament rasch wachst. Die Aktinpolymerisation kann
demnach in die Keimbildung, auch als Nukleation bezeichnet, und die Elongation des

Filaments gegliedert werden (vgl. Abbildung 1.3).
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Nukleation Elongation
Monomere Filament

Abbildung 1.3: Die zwei Phasen der Aktinpolymerisation. Bei der Bildung von Aktinfilamenten miissen sich
zundchst im Zuge der Nukleation 2-3 Aktinmonomere zusammenlagern, damit sich wahrend der Elongation ein
stabiles Filament ausbilden kann. F-Aktin weist eine polare Struktur mit einem Plus-Ende und einem Minus-
Ende auf. (modifiziert nach (PoLLARD, CooPER, 2009))

Bei der Anlagerung ans Filament wird das ATP, welches an ein G-Aktin-Molekil gebunden ist,
Uber eine intrinsische ATPase zu ADP und Phosphat hydrolysiert, sodass im Filament
Uberwiegend ADP-Aktin vorliegt.

Wie bereits beschrieben, unterscheiden sich die beiden Filamentenden aufgrund ihrer
Polaritdt, wodurch es auch zu unterschiedlichen Elongationsgeschwindigkeiten an diesen
kommt. Assoziation und Dissoziation von Aktinmonomeren finden zwar an beiden Enden
statt, allerdings kann am Plus-Ende mit hoher Affinitdt ATP-Aktin gebunden werden,
wahrend am Minus-Ende bevorzugt ADP-Aktin dissoziiert, da ADP-Aktin eine geringere
Bindungsstarke zu seinen Nachbarmolekiilen hat. Deshalb werden diese Enden auch als
schnell bzw. langsam wachsendes Ende bezeichnet.

Besteht ein Gleichgewicht zwischen Assoziation (on-rate-Bindung) und Dissoziation (off-rate-
Bindung), wird so viel G-Aktin angelagert, wie gleichzeitig wieder abgespalten wird. Dann
liegt die sogenannte kritische Konzentration von freiem G-Aktin vor. Aufgrund der
unterschiedlichen Assoziations- und Dissoziationsraten an den beiden Filamentenden sind
auch die kritischen Konzentrationen verschieden. Fiir das schnell wachsende Plus-Ende liegt
diese bei 0,1 uM und fir das langsam wachsende Minus-Ende bei 0,6 uM Aktin (POLLARD et
al., 2000). Die Polymerisation an einem Filament setzt sich so lange fort, bis die
Konzentration der freien Aktinmonomere hoher ist, als die kritische Konzentration am Plus-
Ende, aber niedriger als die kritische Konzentration am Minus-Ende. Dann ist ein
Gleichgewichtszustand erreicht, wobei am Plus-Ende mit der gleichen Geschwindigkeit
Aktinmonomere angelagert, wie am Minus-Ende abgebaut werden. Zu diesem Zeitpunkt
kommt das Netto-Wachstum des Filaments zum Erliegen. Er wird auch als

Tretmihlenzustand bezeichnet. (ALBERTS, 2011)
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1.2.1.2. Kinetik der Aktinpolymerisation in vitro

Zeitlich betrachtet, ldsst sich die Aktinpolymerisation in drei Phasen unterteilen, die
zusammen den Verlauf einer sigmoidalen Sattigungskurve beschreiben:

— Verzogerungsphase: Dies ist die Zeit, die fiir die Nukleation der Monomere
bendtigt wird.

— Wachstumsphase:  Dies ist die Phase der Elongation, wahrend welcher sich
fortwahrend Monomere an das Filament anlagern.

— Gleichgewichtsphase: Diese Phase ist erreicht, wenn sich gleich viele
Monomere an das Filament anlagern, wie wieder
dissoziieren.

Der zeitliche Verlauf der Aktinpolymerisation in vitro ist in Abbildung 1.4 graphisch
dargestellt.
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Abbildung 1.4: Zeitlicher Verlauf der Aktinpolymerisation in vitro. Dargestellt ist der prozentuale Anteil der im
Filament gebundenen Aktinuntereinheiten lber die Zeit bei der Aktinpolymerisation, die durch die Zugabe von
Salzen gestartet wird. Die Polymerisation lasst sich in die Verzogerungs-, die Wachstums- und die
Gleichgewichtsphase einteilen. Aufgrund des Vorliegens einer Gleichgewichtsreaktion werden nie alle
Aktinuntereinheiten im Filament gebunden sein. (modifiziert nach (ALBERTs, 2011))

Im Reagenzglas wird die Aktinpolymerisation durch mehrere Aspekte beeinflusst. Dabei sind
der pH-Wert, die lonenstdrke der Losung, das Vorhandensein divalenter Kationen als auch
die Temperatur von Bedeutung. Aktin hat eine negative Nettoladung, sodass ein niedriger

pH-Wert (pH 5-6) die Polymerisation beglnstigt, da er dafiir sorgt, dass die aziden Gruppen
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neutralisiert werden. Die lonenstdrke der Losung spielt ebenfalls, aufgrund der negativen
Ladung des Aktins, eine Rolle. Bei einer niedrigen lonenstarke stoRen sich die Aktimonomere
voneinander ab. Dies ist bei hoheren lonenstarken (0,1 M NaCl) nicht der Fall. Allerdings
dirfen diese auch nicht zu hoch sein, da sie sonst die elektrostatischen Interaktionen, die zur
Polymerisation beitragen, abschwachen. Wie alle Nukleotid-bindenden Proteine bendtigt
auch Aktin fiir seine ATPase-Aktivitit ein divalentes Kation (Mg®*) als Co-Faktor. Weiterhin
beglinstigen hohe Temperaturen (37°C) die Reaktionsgeschwindigkeit und somit auch die

Polymerisation von Aktin. (CARRAWAY, CARRAWAY, C. A. C, ©1992; HiGGs, 2011)

1.2.2. Aktin-bindende Proteine

Unter physiologischen Bedingungen wird der stetige Auf-, Um- und Abbau der
Aktinfilamente durch eine Reihe Aktin-bindender Proteine gesteuert.

Fir das schnelle Wachstum und die Reorganisation der Aktinfilamente muss das
Vorhandensein von G-Aktinmolekilen reguliert sein. Dies erfolgt durch die Monomer-
Bindeproteine, zu denen unter anderem die Profiline und Thymosin-f4 zahlen (GOLDSCHMIDT-
CLERMONT et al.,, 1992). Durch die Bindung von Profilin an G-Aktin wird eine
Konformationsanderung des Aktinmolekiils induziert, welche den Austausch von ADP gegen
ATP ermoglicht, sodass das entstandene ATP-Aktin wieder an das Filament binden kann.
Dartiber hinaus fordern Komplexe aus Aktin und Profilin durch ihre Bindung an das Plus-Ende
die Polymerisation (PRING et al., 1992). Thymosin-B4 bindet ebenfalls an Aktinmonomere
nach ihrer Dissoziation vom Filament, blockiert aber den Austausch von ADP durch ATP und
damit die Polymerisation.

Wie bereits in Abschnitt 1.2.1.1 beschrieben, ist die Keimbildung aus 2-3 Aktinmonomeren
als Ausgangspunkt fir ein neues Filament ein thermodynamisch unglinstiger Prozess.
Sogenannte Nukleationsfaktoren begilinstigen die Zusammenlagerung der Aktinmonomere
zu einem Keim. Zu diesen Nukleationsfaktoren zahlen unter anderem der Arp2/3-Komplex
(MuLLINs et al., 1998) und die Formine (PRUYNE et al., 2002). Am Arp2/3-Komplex kénnen
Aktinmonomere binden, sodass ein stabiler Keim fir die Aktinpolymerisation entsteht.
Wahrend der Polymerisation verbleibt der Arp2/3-Komplex am Minus-Ende des Filaments,
so dass es nur am Plus-Ende zur Elongation kommt. Formine binden ebenfalls G-
Aktinmolekdle, sodass ein Nukleationskeim entsteht. Allerdings verbleiben sie wahrend der

Polymerisation am Plus-Ende, an welchem sie die Elongation des Filaments férdern.
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Capping-Proteine binden an das Ende eines Filaments und regulieren dariiber dessen Lange.
Dies kann sowohl am schnell als auch am langsam wachsenden Filamentende erfolgen.
Durch eine Bindung am Plus-Ende wird die Gesamtlange des Filaments verringert, wahrend
durch die Bindung am Minus-Ende die Dissoziation von Aktinmonomeren verhindert wird
und es somit zur Elongation des Filaments kommt. Gelsolin und CapZ sind Beispiele fir
Capping-Proteine am Plus-Ende. Der Arp2/3-Komplex bindet am Minus-Ende des Filaments.
Durch die Biindelung von Aktinfilamenten entstehen Strukturen hoherer Ordnung, wie
Stressfasern oder Mikrovilli. Proteine, wie a-Actinin und Fimbrin besitzen meist mehrere
Aktinbinde-Domanen, Uber die sie F-Aktin bliindeln kdnnen. Weitere Proteine, die mehrere
dieser Domanen besitzen, sorgen fiir eine Quervernetzung der Filamente. Zu diesen zahlen
unter anderem Filamin, Spectrin und Transgelin.

Die Verankerung von Aktinfilamenten an Membranen als auch an andere Elemente des
Zytoskeletts ist flr seine Funktion als Geriistbildner essentiell. Dystrophin und Talin sind
Beispiele fir Proteine, die F-Aktin an Adhédsionsrezeptoren der Zellmembran verankern. Das
Protein Plectin ist dagegen in der Lage, Aktinfilamente mit Mikrotubuli und mit
Intermediarfilamenten zu verbinden.

Zur Forderung der Aktindynamik sind sowohl schneidende als auch depolymerisierende
Proteine essentiell. Das Protein Gelsolin fungiert nicht nur als Capping-Protein, sondern ist
auch ein bedeutendes Aktin schneidendes Protein (KwiaTkowskl, 1999). Durch das Schneiden
von Aktinfilamenten erhoht sich die Anzahl an freien Enden, an denen wiederum
Polymerisation stattfinden kann. Die Mitglieder der ADF/Cofilin-Proteinfamilie haben eine
bedeutende Rolle als Aktin depolymerisierende Proteine. Sie entfernen G-Aktin am Minus-
Ende des Filaments und sorgen somit fiir einen erhéhten Aktin-Turnover. (AYSCOUGH, 1998;
WINDER, AYSCOUGH, 2005; ALBERTS, 2011)

In Abbildung 1.5 ist schematisch die Regulation des Aktinzytoskeletts durch verschiedene

Proteine dargestellt.
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Abbildung 1.5: Das Aktinskelett in der Zelle wird durch verschiedene Proteine reguliert. Es gibt eine Vielzahl
Aktin-bindender Proteine, die diverse Einflisse auf Aktin haben. Monomer-Bindendeproteine regulieren das
Vorhandensein von G-Aktin. Nukleationsfaktoren begiinstigen die Zusammenlagerung der Aktinmonomere zu
einem Keim. Capping-Proteine binden an eines der Filamentenden und regulieren so dessen Lange. Blindelnde
und quervernetzende Proteine sorgen fiir die Entstehung von Strukturen hoherer Ordnung. Verankernde
Proteine verbinden Filamente mit Membranen oder anderen Zytoskelettelementen. Schneidende Proteine
erhohen die Anzahl an freien Filamentenden. Depolymerisierende Proteine entfernen G-Aktin vom Filament.
(modifiziert nach http://web.med.u-szeged.hu/mdbio/ger/material /2013-
2014/1.Semester/zell_I/4/1.%20Zytoskelett.ppt.pdf)

1.2.2.1. Die ADF/Cofilin-Proteinfamilie

Die ADF (engl. Actin Depolymerizing Factor)/Cofilin (engl. Cosediments with Filamentous
Actin)-Proteinfamilie umfasst drei Mitglieder, die die Aktindynamik erheblich beeinflussen:
ADF, Cofilin1 und Cofilin2 (BAMBURG, 1999). Diese sind sowohl im Menschen, in der Maus und
hochst wahrscheinlich auch in allen anderen Saugerarten exprimiert. Auf DNA-Ebene weisen
die kodierenden Regionen aller drei Gene eine Sequenzidentitat von 74 % auf (GURNIAK et al.,
2005). In Bezug auf die Aminosauresequenz besitzen murines Cofilinl und Cofilin2 eine
Ahnlichkeit von 80 % und weisen jeweils eine 70 %ige Ubereinstimmung mit ADF auf.
Wahrend Cofilinl in nahezu allen Zellen des Embryos und der adulten Maus exprimiert wird,
ist der Hauptexpressionsort von Cofilin2 der Muskel und die ADF-Expression erfolgt
hauptsachlich in Epi- und Endothel. (VARTIAINEN et al., 2002) Cofilin2 und ADF werden aber
auch im Hirn exprimiert (BELLENCHI et al., 2007; GURNIAK et al., 2014).

Die wichtigste physiologische Funktion der Mitglieder der ADF/Cofilin-Proteinfamilie besteht
in der Depolymerisation am Minus-Ende der Aktinfilamente, wodurch es zu einer Erhéhung
der Aktindynamik kommt. Unter physiologischen Bedingungen binden die Proteine

monomeres und filamentdses ADP-Aktin mit einer hoheren Affinitdt als ATP-Aktin. (CARLIER
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et al.,, 1997) Die Bindung an Aktin erfolgt Uber die ADF-Homologiedomédne (ADF-H)
(LAPPALAINEN et al., 1998). Weiterhin sorgen die Proteine fir eine Verwindung des
Aktinfilaments (McGouGH et al., 1997), was die thermodynamische Stabilitdat des F-Aktins
beeinflusst und somit zu einem Brechen des Filaments fiihren kann (McGOUGH, CHiu, 1999).
Dariber hinaus haben die Proteine der ADF/Cofilin-Familie eine schwache schneidende
Aktivitdat gegentber dem Aktinfilamant. Dies erhoht die Anzahl freier Enden und fordert
somit den Aktin-Turnover (MORIYAMA, YAHARA, 1999).

Trotz der d&hnlichen biochemischen Eigenschaften aller Mitglieder der ADF/Cofilin-
Proteinfamilie, fihrt das Ausschalten dieser Proteine in der Maus zu unterschiedlichen
Phanotypen. Mause, denen das ADF-Protein fehlt, sind lebensfahig und zeigen lediglich eine
erhohte Proliferation der Cornea-Epithelzellen (IKEDA et al., 2003; BELLENCHI et al., 2007).
Dagegen fihrt der Knock-out von Cofilin2 aufgrund eines fehlerhaften Aufbaus des
Skelettmuskels zum Tod der Tiere kurz nach der Geburt (GURNIAK et al., 2014). Der Cofilin1-
Knock-out ist aufgrund eines Defekts beim SchlieRen des Neuralrohrs embryonal letal

(GURNIAK et al., 2005).

1.2.2.2. Cofilinl

Das Mitglied Cofilinl (Synonym: pp19) der ADF/Cofilin-Proteinfamilie wurde erstmals 1980
im embryonalen Hihnerhirn entdeckt (BAMBURG et al., 1980). In der Maus liegt das Cofilin1-
Gen auf Chromosom 19 und umfasst vier Exons, von denen das Exon 1 ausschlieRlich das
Startcodon ATG enthdlt (GURNIAK et al.,, 2005). Das Cofilinl-Protein besitzt ein
Molekulargewicht von 20 kDa.

Wie bereits in Abschnitt 1.2.2.1 beschrieben, hat Cofilinl einen grofRen Einfluss auf die
Aktindynamik in der Zelle, sodass dessen Aktivitat streng kontrolliert sein muss. Wahrend die
Bindung von Cofilinl an F-Aktin nur unerheblich tGber die Temperatur beeinflusst wird, ist sie
dagegen stark von der Salzkonzentration und dem pH-Wert abhangig (CAo et al., 2006; ELAM
et al., 2013). Die Cofilin1-Akitivitat nimmt mit steigendem pH-Wert zu. (YONEZAWA et al.,
1985)

Die Regulation der Cofilin1-Aktivitat erfolgt Uber verschiedene Mechanismen. Durch
Phosphorylierung von Cofilinl an der Aminosaure Serin3 kann das Protein inaktiviert
werden, da es in dieser Form weder an F- noch an G-Aktin binden kann (MoRIYAMA et al.,
1996). Die Phosphorylierung kann liber verschiedene Kinasen erfolgen: LIM-Kinase 1 und 2
(LIMK 1 und LIMK 2) (ARBER et al., 1998; YANG et al., 1998; Sumi et al., 1999); TES-Kinase 1 und
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2 (TESK 1 und TESK 2) (TOSHIMA, TOSHIMA, TAKEUCHI et al., 2001; TOSHIMA, TOSHIMA, AMANO et
al., 2001). Durch die Phosphorylierung des Proteins kommt es zu einer LadungsabstoRBung
zwischen Cofilin1 und Aktin und daher zu einer verminderten Fahigkeit an F-Aktin zu binden
(BLANCHOIN et al., 2000). Die Dephosphorylierung von Cofilin1 flihrt wiederum zur Aktivierung
des Proteins. Dies erfolgt durch folgende Phosphatasen: Protein-Phosphatase 1 und A2 (PP 1
und PP 2A) (AMBACH et al., 2000); Slingshot (SSH) (NiwA et al., 2002; OHTA et al., 2003);
Chronophin (CIN) (GoHLA et al., 2005).

Abbildung 1.6 zeigt schematisch die Phospho-Regulation der Cofilin1-Aktivitat.
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Abbildung 1.6: Regulation der Cofilin1-Aktivitat iiber Phosphorylierung. Durch Kinasen wird Cofilinl an der
Aminosdure Serin3 phosphoryliert und damit der Aktin-Turnover erniedrigt, wahrend Phosphatasen es

dephosphorylieren und somit aktivieren. (modifiziert nach (Mizuno, 2013))

Eine weitere Kontrolle der Cofilin1-Aktivitat erfolgt (iber Phospholipid-Regulation. Die ADF-
Homologiedomdne von Cofilinl besitzt gleichzeitig auch eine Affinitat flr
Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP,), das an der inneren Seite der Zellmembran
lokalisiert ist, nicht aber fiir dessen Spaltprodukte 1,4,5-triphosphat (IP3) und Diacylglycerol
(DAG). Die Bindung von PIP, an Cofilinl inhibiert seine Aktin-Bindekapazitat und somit die
Depolymerisation von F-Aktin. (YONEZAWA et al., 1991; GORBATYUK et al., 2006)

Dariber hinaus kann die Cofilin1-Aktivitat Gber Redox-Regulation an diversen Cysteinresten
stattfinden. Durch Oxidation kommt es zu einer Konformationsanderung des Cofilinl
aufgrund einer Disulfidbricke zwischen zwei Cysteinresten, wodurch es zwar noch in der
Lage ist, an F-Aktin zu binden, wahrend seine depolymerisierende Funktion jedoch verloren
geht (KLEMKE et al., 2008). Es konnte gezeigt werden, dass oxidativer Stress zur Translokation

von Cofilinl in Mitochondrien fihrt, wodurch es zur Apoptose kommt (CHUA et al., 2003;

14



Einleitung

WABNITZ et al., 2010). Eine Reduktion von Cofilinl macht es, ebenfalls aufgrund von
Konformationsanderungen, insensitiv flr eine Inhibierung durch PIP,. Dies fiihrt zu einer
erhohten Aktindynamik nahe der Membran, weil die depolymerisierende Aktivitat von
Cofilin1 unbeeinflusst bleibt (SCHULTE et al., 2013).

In Abbildung 1.7 sind die Regulationsstellen am Cofilin1-Protein dargestellt.

Redox-Regulation
Phospho-Regulation e ~—

1 Phospholipid-Regulation 166

Abbildung 1.7: Regulationsstellen von Cofilinl. Die Phospho-Regulation erfolgt an Serin3, die Phospholipid-
Regulation an der ADF-Homologiedomédne (ADF-H) und die Redox-Regulation an diversen Cysteinresten.
(modifiziert nach (SAMSTAG et al., 2013))

Eine weitere Regulation des Cofilin1-Proteins erfolgt (iber Phosphorylierung am Tyrosin68
durch die Src-Tyrosin-Kinase. Dadurch wird zwar die Aktivitat von Cofilinl nicht verandert,
aber es kommt zur verstarkten Ubiquitinierung des Proteins und somit zum Abbau Uber das

Proteasom. (Yoo et al., 2010)

1.2.2.3. Bedeutung von Cofilinl fiir das Immunsystem

Wie bereits in Abschnitt 1.1.2.2 beschrieben, spielt das Aktinzytoskelett eine bedeutende
Rolle bei der Aktivierung von T-Zellen. Deshalb liegt es nahe, dass die Aktindynamik in diesen
Zellen gezielt reguliert sein muss. Hierbei kommt Cofilinl eine Schlisselrolle zu.

Diverse in vitro-Untersuchungen, die Gberwiegend an humanen PBTs (engl. Peripheral Blood
T-Lymphocytes) und an Jurkat-Zellen, einer immortalisierten humanen T-Zelllinie (SCHNEIDER
et al., 1977) erfolgten, haben in der Vergangenheit einige Einblicke in die Rolle von Cofilin1l
in T-Zellen liefern kénnen.

Cofilinl wird in diesen Zellen stark exprimiert und ist in ruhenden T-Zellen phosphoryliert
und inaktiv, wahrend es in aktivierten T-Zellen dephosphoryliert und aktiv vorliegt (SAMSTAG
et al, 1994). Die Aktivierung von T-Zellen Uber den T-Zellrezeptorkomplex und die
gleichzeitige Stimulation der Co-Rezeptoren CD2 oder CD28 fiihrt nur zu einer Aktivierung
von T-Zellen, wenn Cofilinl dephosphoryliert und aktiv ist. Eine Blockierung der

Aktinbindung von Cofilinl fiihrt dagegen zu einer reduzierten Sekretion des
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Wachstumsfaktors Interleukin-2, was einen Hinweis auf eine verminderte Aktivierung der T-
Zellen liefert. (EIBERT et al., 2004) Bei der Ausbildung der immunologischen Synapse (vgl.
Abschnitt 1.1.2.2) konnte Cofilinl im supramolekularen Adhadsionskomplex nachgewiesen
werden (Sivs et al.,, 2007) (vgl. Abbildung 1.8). Cofilinl scheint ein wichtiges Bindeglied
zwischen der Aktivierung von T-Zellen und der dafiir notwendigen Aktindynamik darzustellen

(LEE et al., 2000).

APZ

ICAM-1 ICAM-1

CD45

" T-zelle

supramolekularer Adhdasionskomplex

Abbildung 1.8: Cofilinl spielt eine Rolle bei der Bildung der immunologischen Synapse. Das Cofilin1-Protein
ist im supramolekularen Adhasionskomplex an der Kontaktstelle zwischen T-Zelle und Antigen prasentierender
Zelle (APZ) lokalisiert. Im Adhédsionskomplex bindet der T-Zellrezeptorkomplex an ein MHC-gebundenes
Antigen. Das Adhasionsmolekil LFA-1 bindet an ICAM-1. CD45 ist eine Tyrosinphosphatase, die aufgrund ihres
groRen extrazellularen Bereichs in der Peripherie des Komplexes angeordnet ist. (modifiziert nach (SAMSTAG et
al., 2013))

Die Dephosphosphorylierung von Cofilinl nach T-Zellaktivierung erfolgt vermutlich Giber den
Ras-MEK/PI3K-Signalweg, der zur Inhibierung der LIM-Kinase 1 und 2 fiihrt (NesL et al., 2004;
WABNITZ et al., 2006; KLEMKE et al., 2010). Es wird postuliert, dass eine schnellere Aktivierung
von Cofilinl in stimulierten T-Zellen auch tber Phospholipid-Regulation durch PIP,-Spaltung
erfolgt. Durch die Stimulation von T-Zellen Uber dendritische Zellen kann {ber die
Freisetzung von Thiolen ein reduzierendes Milieu in der T-Zelle erzeugt werden, wodurch
Uber Redox-Regulation ebenfalls aktiviertes Cofilinl freigesetzt wird, welches urspriinglich
an der Plasmamembran an PIP, gebunden vorlag. (SAMSTAG et al., 2013)

Nach der Aktivierung von T-Zellen konnte gezeigt werden, dass dephosphoryliertes,
aktiviertes Cofilinl in den Zellkern transloziert (SAMSTAG et al., 1994; NEeBL et al., 1996). Eine
Blockade der Protein-Phosphatasen PP 1 und PP 2A, die Cofilinl aktivieren, flhrt zu einer

Erhohung der Apoptose in T-Zellen (SAMSTAG et al., 1996). Es wird vermutet, dass die
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ausbleibende Cofilin1-Translokation in den Zellkern dafiuir verantwortlich ist. Cofilinl bildet
mit Aktin zusammen ,Stdbchen”, sogenannte Rods, die intranuklear die apoptotische
Defragmentierung der DNA verhindern, da Aktin die DNasel inhibiert (BLIKSTAD et al., 1978).
Bleibt dies aus, kommt es in den Zellen zu Apoptose (SAMSTAG et al., 2013). Eine weitere
Aufgabe von Cofilinl im Zellkern ist sehr wahrscheinlich auch die Steigerung der
Transkription (SAMSTAG et al., 1994).

Weiterhin konnte gezeigt werden, dass die Uber den Ras-MEK/PI3K-Signalweg induzierte
Aktivierung von Cofilin1 auch eine Rolle bei der Migration von T-Zellen spielt (KLEMKE et al.,
2010). In migrierenden Zellen wird die Cofilin1-Aktivitat durch Phospho-Regulation Uber die
LIM-Kinase 1 und die Phosphatase Slingshot bestimmt (NisHITA et al., 2005), was demnach
vermutlich nachgeschaltete Komponenten des Ras-MEK/PI3K-Signalwegs sind.

In vivo-Untersuchungen an Mausen in unserer Arbeitsgruppe konnten zeigen, dass Cofilinl
auch eine wichtige Bedeutung bei der T-Zellreifung zukommt. Eine Deletion von Cofilin1 in
einer frilhen Phase der T-Zellentwicklung im Thymus fiihrt zu einer Blockade der T-
Zellreifung im doppelt positiven Stadium. Die Thymozyten erreichen nicht das einfach
positive Stadium und verbleiben stattdessen als doppelt positive Thymozyten. Im Thymus
durchwandern die T-Zellen wahrend ihrer Reifung unterschiedlich aufgebaute Areale, wobei
sie mit anderen Zellen interagieren missen. Bei diesen Prozessen ist die Dynamik von Aktin
entscheidend. Der Entwicklungsdefekt ist daher sehr wahrscheinlich auf Adhasions- und
Migrationsdefekte hervorgerufen durch das Fehlen von Cofilinl in diesen Zellen
zuriickzufiihren. (SALz, 2011; personliche Mitteilung, Andrée Salz)

Die Regulation der Cofilin1-Aktvitat in T-Zellen spielt auch bei Krankheiten eine wichtige
Rolle. Es konnte gezeigt werden, dass der HI-Virus durch eine Bindung an den CXCR4-
Rezeptor an T-Helferzellen, Cofilinl aktiviert, wodurch es zu erhohter Aktindynamik im
kortikalen Bereich und somit zur Aufnahme des Virus in die Zelle kommt (YODER et al., 2008).
Nach erfolgreichem Eindringen des HI-Virus in die Zelle, nutzt dieser die Proteinexpressions-
Maschinerie seiner Wirtszelle, wobei unter anderem der Faktor Nef exprimiert wird. Dieser
sorgt flir eine Inaktivierung von Cofilin1, was wiederum die Migration der infizierten T-Zellen
beeintrachtigt, sodass diese nicht mehr ihrer Funktion fir das Immunsystem nachkommen
kénnen. (Wu et al., 2008; SToLp et al., 2009) Weiterhin scheint die Inhibierung von Cofilinl
Uber die LIM-Kinase 1 bei der Freisetzung des HI-Virus aus der Wirtszelle von Bedeutung zu

sein (WEN et al., 2014).
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1.3. Methoden zur Regulation der Proteinexpression in vivo

Mittlerweile gibt es diverse Methoden zur Regulation der Proteinexpression in vivo, die auf
DNA, RNA oder direkt auf Proteinebene ansetzen kdnnen. Die neueste und brisanteste stellt
dabei sicherlich das CRISPR/Cas9-System dar. Es besteht aus den CRISPR-Sequenzen (engl.
Clustered Regulatory Interspace Palindromic Repeats), bestimmte RNA-Sequenzen, die von
dem ,CRISPR assoziierten Protein” Cas9, einer Nuklease, erkannt werden. Weiterhin
beinhaltet die CRISPR-Sequenz komplementdre Sequenzen zu einer entsprechenden Ziel-
DNA, in die dann wiederum (iber die Nuklease Doppelstrangbriiche eingefiigt werden
konnen, die die Erzeugung von Knock-out- und Knock-in-Mutanten ermaoglichen. (JINEK et al.,
2012; Ka et al., 2014) Weitere Methoden zur gezielten Mutation des Genoms sind sowohl die
Zink-Finger-Nukleasen (URNOV et al., 2005) und TALENS (MussoLINO et al., 2011) als auch die
RNA-Interferenz (FIRE et al., 1998). Im Zuge dieser Arbeit wurde das klassische Cre/loxP-
System verwendet, welches die gezielte Entfernung markierter Sequenzen im Genom
ermoglicht (STERNBERG, HAMILTON, 1981). Weiterhin stellt die Aptamer-Technologie eine
weitere Moglichkeit dar, direkt auf Proteinebene die Aktivitat des Zielmolekils zu regulieren

(ELLINGTON, SzOSTAK, 1990).

1.3.1. Konditionale Regulation der Genexpression in der Maus — Das Cre/loxP-

System

Bei der konventionellen Regulation der Genexpression in der Maus, die zu einem ubiquitaren
Knock-out (Deletion eines Gens) bzw. Knock-in (Austausch eines Gens) von Gensequenzen
flihrt, kommt es haufig zur Letalitat des Organismus. Dagegen kann (iber den Ansatz der
konditionalen Geninaktivierung, die Genexpression entwicklungs- und gewebespezifisch
reguliert werden (LEWANDOSKI, 2001). Dazu bedient man sich meist des Cre/loxP-Systems.

Die Cre-Rekombinase (engl. Cause Recombination) stammt aus dem Bakteriophagen P1. Fir
die Rekombination bendétigt sie bestimmte Erkennungssequenzen, die als loxP-Stellen (engl.
locus of crossing (x) over of P1) bezeichnet werden. Die loxP-Sequenz ist eine 34 bp lange
Sequenz, die aus einer 8 bp langen Kernsequenz besteht, welche von zwei 13 bp langen
palindromischen Sequenzen umgeben wird. Flankieren loxP-Sequenzen eine DNA-Sequenz
spricht man von einer ,gefloxten” (engl. flanked by loxP-sites) Zielsequenz. Sind die loxP-
Sequenzen entgegengesetzt orientiert, erfolgt eine Inversion des dazwischen liegenden
DNA-Bereichs.
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Bei der konditionalen Deletion von Genen ist die zu deletierende Sequenz von zwei loxP-
Stellen gleicher Orientierung flankiert. Durch die Aktivitat der Cre-Rekombinase, die unter
einem gewebespezifischen Promotor exprimiert wird, kann es zu einer gezielten
Ausschaltung der Zielsequenz kommen. In den letzten Jahren wurden viele unterschiedliche
Cre-Rekombinase-Mauslinien hergestellt, die die Cre-Rekombinase unter einem spezifischen
Promotor exprimieren und somit zur konditionalen Deletion eingesetzt werden kénnen. Es
muss beachtet werden, dass mit diesem System nie eine 100 %ige Deletion der Zielsequenz
erfolgt. Teilweise wird die Cre-Rekombinase auch nicht in allen Zielzellen gleich stark
exprimiert. Anderenfalls kann es zu einer ektopischen Aktivitdit der Cre-Rekombinase
kommen. Aus diesen Griinden ist es essentiell, die tatsachliche Gewebespezifitdit und die

Effizienz der verwendeten Cre-Rekombinase zu kennen. (NAGY, 2000)

1.3.1.1. Induzierbare Deletion eines Gens — Tamoxifen-Induktion der Cre-Rekombinase

Um nicht nur eine ortliche Kontrolle Uber die durch die Cre-Rekombinase vermittelte
Deletion zu haben, sondern auch einen zeitlichen Einfluss nehmen zu kénnen, verwendet
man das induzierbare Cre/loxP-System (FEiL, 2007). In diesem System wird die Cre-
Rekombinase fusioniert mit einer mutierten Liganden-Bindedomdne des humanen
Estrogenrezeptors exprimiert. Der Estrogenrezeptor (ER) ist ein nuklearer Rezeptor, der in
seinem inaktiven Zustand gebunden an das HSP90-Protein im Zytoplasma vorliegt. Durch
Ligandenbindung wird das HSP90-Protein verdrangt und der Rezeptor kann nun in den
Zellkern gelangen. Die Mutation in der Liganden-Bindedomane des CreER-Fusionsproteins
sorgt dafiir, dass eine Freisetzung durch das endogene Estrogen nicht mehr maoglich ist.
Stattdessen wird dazu der Estrogenrezeptor-Modulator Tamoxifen bendétigt. Die Bindung
von Tamoxifen an das CreER-Fusionprotein sorgt fiir eine Translokation der Cre-
Rekombinase in den Zellkern, wo diese Rekombinationen katalysieren kann (vgl. Abbildung
1.9). Man differenziert zwei CreER-Fusionsproteine, die sich in der Mutation der Liganden-
Bindedoméane unterscheiden. Das CreER™-Fusionsprotein besitzt eine vierfach héhere

Effizienz als das mit CreER" (INDRA et al., 1999).
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Abbildung 1.9: Die Aktivitat der Cre-Rekombinase des CreER-Fusionproteins ist durch Tamoxifen induzierbar.
In Abwesenheit von Tamoxifen liegt das Fusionsprotein gebunden an das HSP90-Protein im Zytoplasma vor.

Durch die Anwesenheit von Tamoxifen wird das HSP90 verdrangt und das Fusionsprotein gelangt in den
Zellkern, wo es Uber seine Rekombinaseaktivitat ein von loxP-Stellen flankiertes GenX deletieren kann.
(modifiziert nach (TiaN et al., 2006))

Die Induktion der Cre-Rekombinase kann sowohl in vitro, durch Zugabe des Tamoxifens ins

Zellkulturmedium erfolgen, oder aber auch in vivo indem es der Maus direkt injiziert wird.

1.3.2. Aptamere als molekulare Werkzeuge

Aptamere (lat. aptus, passen; griech. meros, Teil) sind kurze Nukleotide aus RNA oder ssDNA,
die aufgrund ihrer dreidimensionalen Struktur sehr selektiv und spezifisch an ihr Zielmolekiil
binden (vgl. Abbildung 1.10). Sie zeigen Affinitaten fir ihr Zielmolekil, die vergleichbar mit
der monoklonaler Antikorper sind (STOLTENBURG et al., 2007). Haufig haben die Aptamere
nicht nur die Fahigkeit an ihr Zielmolekil zu binden, sondern inhibieren auch gleichzeitig
dessen Funktion (LIN, JAYASENA, 1997). Die Bindung des Aptamers an das Zielmolekil erfolgt
Uber strukturelle Kompatibilitdat, Stacking Effects der Basen, elektrostatische und van-der-

Waals Kréfte oder Gber eine Kombination dieser Interaktionen (HERMANN, PATEL, 2000).

definierte Komplex aus
RNA oder ssDNA dreidimensionale Aptamer und Zielmolekiil
Struktur

L N

AT peyrrrT T Faltung Erkennung

: ! —_— —_—
MWW Bindung

Abbildung 1.10: Bindung eines Aptamers an sein Zielmolekiil. Kurze Nukleotide aus RNA oder ssDNA binden
Uber ihre definierte dreidimensionale Struktur an ihr Zielmolekil. (modifiziert nach (STOLTENBURG et al., 2007))

Die Selektion einer Aptamersequenz erfolgt nach dem SELEX (engl. Systematic Evolution of

Ligands by Exponential Enrichment)-Verfahren, einer in vitro-Methode, bei der es zur
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systematischen Evolution von Liganden durch exponentielle Anreicherung kommt (ELLINGTON,
Sz0sTAK, 1990; TUERK, GoLD, 1990). Die SELEX ist ein sich wiederholender Prozess aus drei
Schritten: Selektion, Elution und Amplifikation. Zu Beginn steht die Inkubation der
Nukleinsdurebibliothek mit dem Zielmolekiil. AnschlieBend erfolgt die Separation der
bindenden Nukleinsduresequenzen von der Fraktion, die nicht bindet. Zuletzt folgt die
Amplifikation der bindenden Nukleinsduresequenzen, bevor ein neuer SELEX-Zyklus beginnt.

Abbildung 1.11 zeigt schematisch den Ablauf einer solchen SELEX-Runde.

Ausgangsbibliothek o

A w? ’a
062" T O0 ow
o° 1@

{
L‘ / k‘ anubatmn

der Ausgangsbibliothek
Beginn eines mit dem Zielmolekiil

neuen Zyklus \ }
Separatlon der bindenden

c Zielmolekill von der nicht bindenden Fraktion

»
4 0 Q\__,
’) Amplifikation ko

Abbildung 1.11: Schematischer Ablauf einer SELEX-Runde. Die drei Hauptschritte sind die Inkubation der
Nukleinsaurebibliothek mit dem Zielmolekil, gefolgt von der Separation der bindenden von der nicht

:l
‘.

bindenden Fraktion und letztendlich die Amplifikation der bindenden Sequenzen bevor ein neuer Zyklus
durchgefihrt wird. (modifiziert nach http://sciences.surgery.duke.edu/files/images/selexWEB.jpg)

Bei der Auswahl des Zielmolekiils fiir die SELEX sind kaum Grenzen gesetzt. Es kann sowohl
gegen Proteine, ganze Zellen und Gewebe, als auch gegen kurze Peptide, organische und
anorganische Molekile selektiert werden. Das Zielmolekil sollte dabei in ausreichender
Menge und Reinheit vorhanden sein. Weiterhin sollte es einige Eigenschaften aufweisen,
damit die Selektion des Aptamers erfolgreich verlauft. Dazu zahlen positiv geladene
Gruppen, das Vorhandensein von Protonendonatoren- und -akzeptoren und planare
Gruppen. (STOLTENBURG et al., 2007) Um wahrend der SELEX eine effiziente Separation der
bindenden Nukleinsdauresequenzen, von denen, die nicht binden, gewahrleisten zu kénnen,
muss das Zielmolekil an ein geeignetes Material immobilisiert werden. Dies kann

beispielsweise durch die Kopplung lber Affinitats-Tags an Sepharose-Beads erfolgen (Liu,
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STORMO, 2005). Eine weitere Moglichkeit ist die Kopplung des Zielmolekiils an magnetische
Beads (STOLTENBURG et al., 2005). Hierbei bendtigt man sehr viel geringere Mengen des
Zielmolekils und dartiber hinaus ist die Handhabung sehr komfortabel.

Ausgangspunkt einer SELEX ist die chemisch Uber Festphasensynthese hergestellte DNA-
Oligonukleotid-Bibliothek. Ein solches Oligonukleotid ist so designt, dass es eine zentrale,
randomerisierte Region von 20-80 nt enthalt, die durch konstante Primer-Regionen am 5°-
und 3‘-Ende flankiert wird. Die randomerisierte Region enthélt in der Regel mit gleicher
Wahrscheinlichkeit pro Position eine der vier Basen, sodass sich beispielsweise bei einer
50 nt langen Region eine Sequenzdiversitat von 4°° verschiedenen Kombinationen ergibt.
Durch die beidseitigen Primer-Regionen lasst sich die Bibliothek Gber PCR (vgl. Abschnitt
3.1.1.5) amplifizieren. Im Falle der Selektion eines RNA-Aptamers enthalten die konstanten
Regionen auch die Promotor-Region fiir eine RNA-Polymerase, sodass im Zuge einer
Transkription die DNA-Sequenz in eine RNA-Sequenz umgeschrieben werden kann.
(STOLTENBURG et al., 2007)

Jeder SELEX-Zyklus startet mit der Inkubation der Oligonukleotid-Bibliothek und dem
immobilisierten Zielmolekil. Dabei konnen entsprechend der spdteren Anwendung die
Bedingungen fir den Selektionsschritt gewahlt werden. Nach dieser Inkubation werden die
bindenden Sequenzen von denen ohne Affinitdt getrennt. Die Elution der bindenden
Sequenzen kann durch Hitzebehandlung (STOLTENBURG et al., 2005) oder durch die Zugabe
von chelatierenden und denaturierenden Substanzen, wie EDTA, Harnstoff oder SDS (WEIss
et al., 1997; BIANCHINI et al., 2001; THEIs et al., 2004) erfolgen. Die folgende Amplifikation der
bindenden Nukleinsduren erfolgt im Falle eines DNA-Aptamers, durch PCR und
anschlieRende Separation der Einzelstrange. Wird ein RNA-Aptamer selektiert, missen die
Sequenzen zunachst revers transkribiert werden, bevor sie lUber PCR amplifiziert und
letztendlich wieder transkribiert werden, sodass sie in den nachsten Zyklus eingesetzt
werden konnen. In der Regel werden 6-20 SELEX-Runden bendétigt, um eine Anreicherung
bindender Sequenzen im Oligonukleotid-Pool zu gewahrleisten (STOLTENBURG et al., 2007).
Diese Anreicherung wird dann in einem Bindungsassay Uberprift. Im Filterbindungsassay
kann beispielsweise die Bindung der Sequenzen an Proteine als Zielmolekil untersucht
werden. Dazu werden die Oligonukleotide radioaktiv markiert. Das Zielprotein wird von
einer Nitrocellulosemembran zurlickgehalten, sodass radioaktiv markierte Sequenzen, die an

das Protein binden, nachgewiesen werden kdnnen. Konnten mit Hilfe von Bindungsassays
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affine Sequenzen fir das Zielmolekil identifiziert werden, werden diese wiederum in
bakterielle Vektoren kloniert und sequenziert, bevor dann gezielt einzelne Sequenzen weiter
charakterisiert werden kénnen.

Zur Verbesserung der Spezifitdt und Sensitivitdt der selektieren Aptamer-Sequenz kann
weiterhin eine Re-SELEX durchgeflihrt werden. Dazu wird, basierend auf der erhaltenen
Sequenz, eine neue Bibliothek synthetisiert, wobei in den urspriinglich randomerisierten
Bereich die Nukleotide mit einer festgelegten Mutageneserate von z.B. 15 % eingebaut
werden. Die Synthese dieser neuen Bibliothek erfolgt aufgrund der Tatsache, dass die
theoretische Sequenzdiversitat von der tatsachlichen abweicht. In der mutagensierten
Bibliothek sind somit geringfligig abgewandelte Sequenzen der bisher gefundenen
enthalten, die gegebenenfalls noch besser an das Zielmolekiil binden. Deshalb wird mit
dieser neuen Bibliothek eine weitere SELEX durchgefiihrt, die dann als Re-SELEX bezeichnet
wird.

Im Anschluss an das SELEX-Verfahren kann die erhaltene Aptamersequenz noch weiter
modifiziert werden. Durch das Einfihren chemischer Modifikationen der Basen kann
beispielweise die Stabilitdt des Aptamers erhoht werden. Weiterhin kann die gefundene
Sequenz auch mit einem Fluoreszenz-Tag versehen werden, um die Bindung an das
Zielmolekiil, z.B. mikroskopisch, sichtbar zu machen. (STOLTENBURG et al., 2007)

Aptamere spielen mittlerweile eine bedeutende Rolle in der Arzneimittelforschung. Einige
von ihnen befinden sich bereits in klinischen Studien fir die Zulassung als Medikament (KEEFE
et al., 2010). Im Jahr 2004 kam das Aptamer ,Pegaptanib“ als erstes Arzneimittel in den USA
auf den Markt (GRAGOUDAS et al., 2004). Dieses Aptamer bindet spezifisch an VEGF (engl.
Vascular Endothelial Growth Factor), welcher in die altersabhidngige Makuladegeneration

involviert ist.
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1.4. Zielsetzung der Arbeit

Untersuchungen der vergangenen Jahre haben gezeigt, dass die Regulation der
Aktindynamik durch den Aktin depolymerisierenden Faktor Cofilinl in T-Zellen nicht nur fur
die Migration dieser Zellen, sondern auch fiir die Aktivierung und Ausbildung der
immunologischen Synapse von Bedeutung ist. Dieses Wissen stammt Uberwiegend aus in
vitro-Studien. Ziel dieser Arbeit war es, die Rolle von Cofilinl und Aktindynamik fir die
Funktion von T-Zellen in vivo, mit Hilfe der Maus als Modellorganismus, zu untersuchen.

Es ist bekannt, dass der vollstandige Knock-out von Cofilin1 aufgrund eines Defekts beim
SchlieRen des Neuralrohrs zu frither embryonaler Letalitat fiihrt. Um diese Problematik zu
umgehen, sollte zunachst ein molekulargenetischer Ansatz, bei dem verschiedene
Mausmodelle zum Einsatz kamen, angewendet werden. Zu Beginn sollten Auswirkungen
eines Austausches der Aminosaure Serin3 im Cofilin1-Gen, der zu konstitutiv aktivem bzw.
inaktivem Protein fuhrt, auf die Polymerisation von Aktin in vitro analysiert werden. Im
Anschluss sollten die beiden Mutationen in vivo im Mausmodell hinsichtlich ihres Einfluss auf
T-Zellen untersucht werden. Die Analysen sollten (iberwiegend mit Hilfe des
Durchflusszytometers auf zellularer Ebene erfolgen.

Da in unserer Arbeitsgruppe bereits durch Untersuchungen einer Mauslinie gezeigt werden
konnte, dass eine Cofilinl-Deletion in einer friihen Phase der T-Zellentwicklung zu einer
Blockade der Reifung im doppelt positiven Stadium der Thymozyten fiihrt, musste fir ein
Studium reifer Cofilinl-defizienter T-Zellen eine Cre-Mauslinie verwendet werden, deren
Rekombinase in einer spaten Phase der T-Zellreifung aktiv ist. Fiir die Charakterisierung
reifer T-Zellen mit Cofilin1-Deletion sollten ebenfalls hauptsachlich durchflusszytometrische
Analysen auf Zellebene durchgefiihrt werden. Dariliber hinaus wurde durch den Einsatz einer
Tamoxifen-induzierbaren Mauslinie die Cofilinl-Deletion in vitro in primaren T-Zellen
herbeigefiihrt.

In einem weiteren Ansatz sollte mit Hilfe der Aptamer-Technologie die Cofilin1-Aktivitat
gegeniber Aktin spezifisch moduliert werden. Mit Hilfe des SELEX-Verfahrens sollte eine
Cofilinl-bindende RNA-Aptamersequenz gefunden werden. Diese sollte dann hinsichtlich

ihrer Auswirkungen auf die Cofilin1-Funktion in Aktin-Assays untersucht werden.
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2. Material

Alle hier aufgeflihrten Chemikalien werden von den Firmen AppliChem, Roth, Sigma und

Merck bezogen. Restriktionsenzyme werden bei der Firma New England BiolLabs bestellt.

Radioaktive Nukleotide werden bei der Firma PerkinElmer geordert. Losungen fir die

Zellkultur stammen von der Firma Gibco.

2.1. Losungen, Puffer und Medien

Die unten aufgefihrten Losungen, Puffer und Medien werden, sofern nicht anders

angegeben, mit hochreinem MilliQ-Wasser angesetzt und bei RT gelagert. Die pH-Werte

werden mit NaOH, HCl oder Essigsdure eingestellt.

2.1.1. Allgemein

1x PBS

10x PBS

2.1.2. Molekularbiologie

2.1.2.1. Nukleinsdaureanalytik

Proteinase K-L6sung

96g

10 pg/ul

25

Dulbecco’s PBS
in 1 | Wasser Iosen

autoklavieren

Dulbecco’s PBS
in 1 | Wasser losen

autoklavieren

Proteinase K

Lagerung bei -20°C

und

und
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Tent-Puffer

Laird-Puffer

TE-Puffer

50x TAE-Puffer

6x DNA-Ladepuffer

Alkalische Losung 1

20 mM
0,1 mM
1% (v/v)
0,2 % (v/v)

100 mM
5mM

200 mM
0,2 % (v/v)

10 mM
1mM

2M
50 mM
1M

0,25 % (w/v)
0,25 % (w/v)
40 % (w/v)
0,5 % (v/v)

50 mM

25 mM
10 mM
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Tris pH 6,8

EDTA

Tween-20

Triton X-100

vor Gebrauch Zugabe von 400 pl
Proteinase K-Losung pro 10 ml,

dann Lagerung bei -20°C

Tris pH 8,5

EDTA

NaCl

SDS

vor Gebrauch Zugabe von 400 ul
Proteinase K-Losung pro 10 ml,

dann Lagerung bei-20°C

Tris pH 8,0
EDTA

Tris
EDTA pH 8,0

Essigsaure

Bromphenolblau
Xylencyanol
Saccharose

SDS

D-Glukose
Tris

EDTA pH 8,0
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Alkalische L6sung 2 0,2M NaOH
1% (v/v) SDS

Alkalische Losung 3 3M Kaliumacetat

5M Ammoniumacetat
Denaturierungs-Puffer (Southern) 0,5M NaOH

1,5M NaCl
Neutralisierungs-Puffer (Southern) 0,5 M Tris pH 7,5

15M NaCl
Stopp-Puffer (Southern) 50 mM Tris

20 mM EDTA pH 8,0
20x SSC (pH 7,0-8,0) (Southern) 3M NaCl

0,3M Trinatriumcitrat

nach Verdinnung / vor Gebrauch

Zugabe von 0,1 % (v/v) SDS

Hybridisierungs-Puffer (Southern) 1% (w/v) BSA
1mM EDTA
0,5M N,HPO4 pH 7,2
7 % (v/V) SDS

Wasch-Puffer (pH 7,2) (Southern) 1 mM EDTA

40 mM Na,HPO,
1% (v/v) SDS
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2.1.2.2. Bakterienkultur

LB-Medium

LB-Agar

Ampizillin-Stammlésung

Carbenizillin-Stamml6ésung

Kanamyzin

1% (w/v)
1% (w/v)
0,5 % (w/v)

1,5 % (w/v)

50 mg/ml

40 mg/ml

25 mg/ml
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NaCl
Trypton
Hefe-Extrakt

- autoklavieren

Agar

in LB-Medium

- autoklavieren

- ggf. anschlieRend Zugabe eines
Antibiotikums bei 55°C

Ampizillin
Lagerung bei -20°C

Selektionsmedium: 50 pg/ml

Carbenizillin
Lagerung bei -20°C

Selektionsmedium: 40 pg/ml

Kanamycin
Lagerung bei -20°C

Selektionsmedium: 25 pg/ml
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2.1.3. Biochemie

PEB-Puffer

5x SDS-Probenpuffer

10x SDS-Laufpuffer

Coomassie-Farbelosung

Coomassie-Entfarbel6sung

20mM
100 mM
5mM
2mM
0,5 % (v/v)

110 mM
20 % (v/v)
3,8% (v/v)
8% (v/V)
0,1%

250 mM
1,9M
1% (v/v)

0,1% (w/v)

50 % (v/v)
10 % (v/v)

30 % (v/v)
6 % (v/v)
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Tris pH 8,0

NaCl

EGTA

EDTA

Triton X-100

Lagerung bei 4°C

vor Gebrauch Zugabe von einer
Tablette Protease-Inhibitor pro

10 ml

Tris pH 6,8

Glyzerin

SDS
B-Mercaptoethanol
Bromphenolblau

Lagerung bei -20°C

Tris
Glyzin
SDS

Coomassie Brilliant Blau
Methanol
Eisessig

- UN rithren, dann filtrieren

Isopropanol

Eisessig
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Towbin-Transferpuffer

10x NCP

Luminol-Stammlésung

p-Hydroxycumarin-Stammlosung

ECL-L6sung A

ECL-Losung B

25 mM
190 mM
20 % (v/v)

0,6 M
1,5M
0,5 % (v/v)

044¢

150 mg

200 ml
4 ml
0,1 ml

200 ml
0,2 ml
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Tris pH 8,5
Glyzin

Methanol

Tris pH 8,0-8,2
NaCl
Tween-20
optional: Zugabe von 0,2 %
NaN3

nach Verdinnung / vor Gebrauch

Zugabe von 5 % Milchpulver

Luminol
in 10 ml DMSO

Lagerung bei -20°C

p-Hydroxycumarin
in 1 ml DMSO

Lagerung bei -20°C

0,1 M Tris pH 8,6
Luminol-Stammldsung
p-Hydroxycumarin-Stammlésung

Lagerung bei 4°C im Dunkeln

0,1 M Tris pH 8,6
30 % H,0,;

Lagerung bei 4°C im Dunkeln
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Lysis-Puffer

GST-Waschpuffer

GST-Elutionspuffer

GST-Lagerungslosung

Strep-Tag-Waschpuffer pH 8,0

Strep-Tag-Waschpuffer pH 10,5

Strep-Tag-Elutionspuffer

5mM
0,5 % (v/v)
10 % (w/v)

0,1 % (v/v)

50 mM
15 mM

0,1% (w/v)
5mM

100 mM
150 mM
1mM

100 mM
150 mM
1mM

100 mM
150 mM
1mM

2,5mM
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EDTA

Triton X-100

Saccharose

in PBS

vor Gebrauch Zugabe von einer
Tablette Protease-Inhibitor pro

50 ml

Triton X-100
in PBS

Tris pH 8,0

Glutathion

NaN3
EDTA
in PBS

Tris pH 8,0
NaCl
EDTA

Tris pH 10,5
NaCl
EDTA

Tris pH 8,0
NaCl
EDTA

D-Desthiobiotin
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Strep-Tag-Regenerationspuffer

10x G-Puffer

50x Polymerisationspuffer

10x Assay-Polymerisationspuffer

pH 7,0

10x Assay-Polymerisationspuffer

pH 8,3

P-Puffer pH 7,5-7,8 (Pyren-Aktin)

100 mM
150 mM
1mM
1mM

20 mM
2 mM
0,1 % (w/v)

2,5M
0,1 M
1mM

20mM
500 mM
1mM

100 mM
100 mM

20 mM
500 mM
1mM
100 mM

1mM

0,1 mM
0,2 mM
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Tris pH 8,0
NaCl

EDTA
HABA

Tris

CaCly

NaN3

nach Verdinnung / vor Gebrauch
Zugabe von 0,2 mM ATP, pH-
Wert auf 8,0, 0,1 mM DTT

KClI
MgCl,
ATP

- pH7,2

MgCl,
KCl
DTT
HEPES
PIPES

MgC|2
KCl
DTT

Tris

NaHCO;
CaC|2
ATP
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Polymerisationspuffer (Pyren-Aktin)1,5 M

2.1.4. Zellbiologie

RPMI-Medium

MACS-Puffer

RBC-Lyse-Puffer

2.1.5. Aptamer-Selektion

5x TK Puffer

10x TBE-Puffer

20 mM

425 ml
50 ml
5 ml
5ml

5ml
5ml

5ml

495,5 ml
2ml
2,5 ml

150 mM
1mM
0,1 mM

0,2M

1M
0,83 M
10 mM
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KCI
MgCIZ

in RPMI

10 % FCS

200 mM Glutamin

Penicillin (10.000 U/ml) /
Streptomycin (10.000 pg/ml)
NAA

1 M HEPES

100 mM Pyruvat

fur die Zellkultur zusatzlich
Zugabe von 8 pl B-
Mercaptoethanol auf 1 |

- Sterilfiltration

PBS
0,5 M EDTA
10 % FCS

NH,CI
KHCO;
EDTA

— autoklavieren

TrispH 7,9

Tris pH 8,3
Borsaure

EDTA
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Wasch-Puffer (Filterbindung) 3mM MgCl,
in PBS
Membran-Puffer (Filterbindung) 25 mM Tris
40 mM 6-Aminohexansdure

2.1.6. Wichtige kommerzielle Losungen und Reagenzien

5x PCR-Puffer

Agarose
Acrylamid-L6sung
Alkalische Phosphatase
B-Mercaptoethanol
Bio-GelP6 DG
Bradford-Reagenz
Counting-Beads
Chloroform

Complete Protease Inhibitor
dNTPs

Ethanol
Ethidiumbromid
Glyzerin
Glutathion-Beads
Histofix

Interleukin-7
Isobutanol

Isopropanol
Klenow-Enzym
Latrunculin B
Methanol

Phenol

Phusion DNA Polymerase
RNasin

SDS-LAsung
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Promega
Invitrogen
AppliChem

NEB

Sigma

Bio-Rad

Bio-Rad
LifeTechnologies
Merck

Roche

Promega

VWR

Bio-Rad

Sigma

Invitrogen

ROTH

Peprotech
AppliChem
Merck

NEB

Molecular Probes
Sigma

Merck

Thermo Scientific
Promega

AppliChem
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Streptactin-Beads IBA
T4-Ligase NEB
T7-Polymerase Stratagene
Tamoxifen Sigma
Tag-Polymerase Promega
TEMED Sigma
Thrombin SERVA

2.2. Kommerzielle Reagenziensatze (Kits)

FITC AnnexinV Apoptosis Detection Kit | BD Pharmingen

Genelet Gel Extraction Kit Fermentas
In-Fusion HD Cloning Kit Clontech
MACS-Kits: Miltenyi

CD4 (L3T4) MicroBeads, mouse
CD8a (Ly-2) MicroBeads, mouse
PanT Cell Isolation Kit I, mouse
Dead Cell Removal Kit

MACS-Saulen: Miltenyi
MS Separation Columns

LS Separation Columns
MAXIScript T7 Transcription Kit Life Technologies
MEGAScript T7 Transcription Kit Life Technologies
NucleoSpin Gel and PCR Clean-up Kit MACHEREY-NAGEL
PureLink HiPure Plasmid Filter Midi Prep Kit Life Technologies
Rotiphorese DNA-Sequenziersystem ROTH
SuperScript Il Reverse Transcriptase Life Technologies
TOPO TA Cloning Kit Life Technologies

Wizard Plus Minipreps DNA Purification System Kit Promega

2.3. Allgemeine Labormaterialien

Agarose Invitrogen
Verbandsgaze (Cheese-Cloth) Hartmann
Centricon-Rdhrchen Micon
Dialysesaulen (Maxi, Mega) Novagen
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Dialyseschlauche

Eppendorf-Reaktionsgefall (1,5 ml, 2 ml)

Eppendorf-ReaktionsgefaR (1,5 ml Safeseal)

Falcon-Réhrchen (15 ml, 50 ml, 100 ml)

Flaschenaufsatzfilter, Kombination
aus Flaschenaufsatzfilter und
Auffangflasche

Filconfilter (steril/unsteril)
Glaswolle

Kandlen

Klvetten (Plastik)

Magnetische Streptactin-Beads
Nitrocellulosemembran
Nylomembran fiir Southern
Objekttrager

Parafilm M

Pasteurpipetten (Glas)
Pasteurpipetten (Plastik)
PCR-Stripes

Petrischalen

Pipetten (5 ml, 10 ml, 25 ml, 50 ml)

Pipettenspitzen (normal,
10 pl, 20 pl, 200 pul, 1000 pl)

Pipettenspitzen (gestopft,
10 pl, 20 pl, 200 pl, 1000 pl)

PVDF-Membran

Rontgenfilme

Saulen (Proteinaufreinigung)
Skalpelle

Spritzen

well-Platten (6 well, 12 well, 96 well)
well-Platten (schwarz, 96 well)

Whatmanpapier
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Roth
Roth
Sarstedt

Sarstedt

VWR

BD

Roth

BD

VWR

IBA
Schleicher & Schuell
GE Healthcare
VWR

Bemis

Brand

Falcon
Bioplastics

BD

Falcon

Sarstedt

Biozym

Millipore

Kodak, ThermoScientific
Bio-Rad

Bayha

BD

Corning Life Science
Costar

Whatman International
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2.4. Gerate im Labor

Agarose-Gelkammern European Molecular Biology

Akta-FPLC

Brutschrank (Bakterienkultur)
Brutschrank (Zellkultur)
Dot-Blot-Einheit

Douncer
Durchflusszytometer Accuri C6
Durchflusszytometer Canto
Eismaschine

Endlosrad
Entwicklermaschine

FACS Aria

Feinwaage

Film-Kassetten
Gefrierschrank (-20°C)
Gefrierschrank (-80°C)
Gel-Imager

GielRstand SDS-Gele

Glasplatten flr SDS-Gele, Kimme

Heizblock

Motor fur Douncer-Pistille
Hybridisierungsofen
Kuhlschrank

LAS-Imager
Magneteppistander
Magnetriihrer

Mikrowelle

NanoVue Plus
Neubauer-Zahlkammer

PCR-Maschinen
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Laboratory
GE Healthcare
Heraeus
Heraeus
Schleicher & Schuell
Kontes

Accuri

BD Biosciences
Scotsman

Schitt

AGFA

BD Biosciences
Kern

Rego

Liebherr

Thermo Scientific
Bio-Rad
Pharmacia Biotech
Hoefer

Grant

Bosch

GFL

Siemens

GE Healthcare
Invitrogen
Heidolph

Bosch

GE Healthcare

Brand

Bio-Rad, Peglab, MJ Research
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pH-Meter

Photometer

Pipetten (10 pl, 20 pl, 200 pl, 1000 pl)
Pipettierhilfe

Schittelinkubator (klein)
Schittelinkubator (groR)
SDS-Gelkammer
Semi-dry-Blotkammer

Spannungsgerate
flir Agarosegelektrophorese

Spannungsgerate
far SDS-PAGE

Sterilfilter

Thermo Varioskan Flash Fluorometer
Ultraschallbad Transsonic T460
Ultraschallstab Sonifer B12

UV-Tisch

Vakuum-Pumpe

Vortex Genie 2

Waage

Wasserbad

Wippe Duomax 1030

Tischzentrifuge Centrifuge 5415
Kihl-Tischzentrifuge 5417 R
Tischzentrifuge mit Swingout-Rotor 5417 R

Tischzentrifuge groR Megafuge 10R

InLab

ThermoSpectronic
Gilson

Brand

New Brunswick Scientific
Heraeus

Hoefer

Bio-Rad

Pharmacia

Bio-Rad

Millipore
Thermo Scientific
Elma

Branson
Bachofer
Vacuubrand
Scientific Industries
Sartorius

GFL

Heidolph
Eppendorf
Eppendorf
Eppendorf

Heraeus

Tischzentrifuge groR Swingout-Rotor Multifuge 3 L-R Heraeus

Standzentrifuge J2-21
Standzentrifuge J2-MC
Tischultrazentrifuge Optima MAX-XP

Standultrazentrifuge L8-70
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Beckmann
Beckmann
Beckmann

Beckmann
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2.5. Nukleinsauren

2.5.1. Primer fiir die Polymerase-Ketten-Reaktion

Die in dieser Arbeit verwendeten Primer wurden von der Firma Invitrogen bezogen. Sie

wurden im lyophilisierten Zustand geliefert und in MilliQ-Wasser gelost. Die Lagerung

erfolgte bei -20°C.

Primer-Name

Sequenz (5'->3)

PCR-Programm

COIN2-5‘a CTGGAAGGGTTGTTACAACCCTGG
COINSMA-3’ CGCTGGACCAGAGCACGCGGCATC Cof1-PCR
cofNTS-3’a CATGAAGGTTCGCAAGTCCTCAAC
Ala-3° GATTTGTCCCTCAGGCCGCC

Ala-PCR
Cof1 1-250-5° CTTGGTCTCATAGGTTG
Asp-3’ GATTTGTCCCTCAGGCCGAC

Asp-PCR
Cof1 1-250-5° CTTGGTCTCATAGGTTG
Crel GCCTGCATTACCGGTCGATGCAACGA

Cre-PCR
Cre2 GTGGCAGATGGCGCGGCAACACCATT
Lck-Cre FWD ATGGTGCCCAAGAAGAG

Lck-Cre-PCR

Lck-Cre REV CAGGTGCTGTTGGATGG
Rosa26_FW AAAGTCGCTCTGATGTGTTAT

Rosa26_WT-RV
Rosa26_cre-RV

GGAGCGGGAGAAATGGATATG
GCGAAGAGTTTGTCCTCAACC

Rosa26-CreER™-PCR

WT Xba sense
WT Xba asense

ITTTGGAGGCAGGAAGCACTTG
GAAGGAGCGGGAGAAATGGATA

Rosy-
Genotypisierungs-PCR

SA-las GACATCATCAAGGAAACCCTGGACT
Sas GGTTGAGGACAAACTCTTCGC
Rosy-
PGKas CTACCCGCTTCCATTGCTCAG
Rekombinations-PCR

YFPas CTCGTTGGGGTCTTTGCTCAG

ATAGCTAATACGACTCACTATAGGGAGAGG  Reverse Transkription
Aptamer for

Aptamer rev

AGG GAAGTCTACACTTT
AAGCTTCGTCAACTCCAGAAA

/ PCR-Amplifikation

Aptamer
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CCCAGGCCTGGTACCTCTAGAGAGCTCCTCG
for-Primer-Strep Subklonierung
AGAGCGCTTGGAGCCACCCGCAGTTCG

Strep-Tag
rev-Primer-Strep CCCGAATTCCCGCCGCGCTTAATGCGCCG
for-Primer-Cof1 CCCCATATGGCCTCTGGTGTGGCTGTC Subklonierung
rev-Primer-Cofl GGGCTCGAGCAAAGGCTTGCCCTCCAGGGA Cofilinl
Infusion-ADF-for- AAGGAGATATACATATGGCCTCAGGAGTTC
Primer AGG Subklonierung
Infusion-ADF-rev- TCCAAGCGCTCTCGAGCACAGGGGATCCTTC ADF
Primer AAAGG
2.5.2. Southernblot-Hybridisierungssonden
Name Beschreibung Bindungsstelle
_ 5‘-UTR-Region des Cofilin1-
p1.0Ns_pUC19 Hindll/BamHI-Fragment Gen
2.5.3. Vektoren und rekombinante Plasmide
Name Beschreibung Referenz
Expressionsvektor fir das
Fusionsprotein GST-Cofilin1-
PGEX-2T-Cofilin1-WT WT, IPTG-induzierbarer tac- Christine Gurniak
Promotor, Ampizillin-
Resistenzgen
Expressionsvektor flir das
Fusionsprotein GST-Cofilin1-
Ala, IPTG-induzierbarer tac-
pGEX-2T-Cofilin1-Ala Christine Gurniak

Promotor, Ampizillin-

Resistenzgen
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pPGEX-2T-Cofilin1-Asp

Expressionsvektor fir das
Fusionsprotein GST-Cofilin1-
Asp, IPTG-induzierbarer tac-
Promotor, Ampizillin-

Resistenzgen

Christine Gurniak

pGEX-2T-Cofilin2

Expressionsvektor fir das
Fusionsprotein GST-Cofilin2-
WT, IPTG-induzierbarer tac-
Promotor, Ampizillin-

Resistenzgen

Christine Gurniak

PGEX-2T-ADF

Expressionsvektor flir das
Fusionsprotein GST-ADF-WT,
IPTG-induzierbarer tac-
Promotor, Ampizillin-

Resistenzgen

Christine Gurniak

pASK-IBA43plus

Expressionsvektor, Strep-Tag
II, 6xHistidin-Tag, Ampizillin-

Resistenzgen

IBA

pMW172

Vektor fiir die Expression von
Aktinbindeproteinen, IPTG-
induzierbarer tac-Promotor,

Ampizillin-Resistenzgen

Labor AG Witke

Vektor flr die Expression von

Aktinbindeproteinen, Strep-

pMW172-Strep-Tag Tag I, IPTG-induzierbarer Julia Hecker
tac-Promotor, Ampizillin-
Resistenzgen
Expressionsvektor flir das
Fusionsprotein Cofilin1-
pMW172-Cofilin1-Strep-Tag  Strep-Tag I, IPTG- Julia Hecker

induzierbarer tac-Promotor,

Ampizillin-Resistenzgen
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Expressionsvektor fir das

Fusionsprotein ~ ADF-Strep-
pMW172-ADF-Strep-Tag Tag |l, IPTG-induzierbarer Julia Hecker

tac-Promotor, Ampizillin-

Resistenzgen

2.6. Antikorper

2.6.1. Primare Antikorper

Name Antigen Antikorpertyp Spezies Verdiinnung Hersteller
Labor
KG60 Cofilinl polyklonal Kaninchen 1:500
AG Witke
Cofilinl Labor
KG40 polyklonal Kaninchen 1:500
Cofilin2 AG Witke
Labor
FHU1 Cofilin2 polyklonal Kaninchen 1:500
AG Witke
Labor
7D10 ADF monoklonal Maus 1:5
AG Witke
GAPDH GAPDH monoklonal Maus 1:10.000 Calbiochem

2.6.2. Sekundare Antikorper

Antigen Antikorpertyp Spezies Markierung Verdiinnung Hersteller
Kaninchen IgG polyklonal Ziege Peroxidase 1:1000 Pierce
Maus IgG polyklonal Ziege Peroxidase 1:1000 Pierce

2.6.3. FACS-Antikorper

Antigen Klon Fluorochrom Verdiinnung Hersteller
CD3e 145-2C11 APC 1:100 eBioscience
eF450 1:200 eBioscience

CD4 RM4-5
PerCP-e710 1:100 eBioscience
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APC 1:100 eBioscience
BV650 1:200 BioLegend
CD8a 53-6.7 FITC 1:100 eBioscience
PE 1:100 eBioscience
PE-Cy7 1:300 eBioscience
CD19 1D3 PE 1:100 eBioscience
APC 1:200 eBioscience

CD24 M1/16
PE 1:100 Pharmingen
CD25 PC61.5 APC 1:200 eBioscience
CDh44 IM7 PerCP-Cy5.5 1:200 BioLegend
e450 1:200 eBioscience

CD62L MEL-14
PerCP-Cy5.5 1:200 eBioscience
CD69 H1.2F3 PE 1:100-200 PharMingen
Ki-67 SolA15 Alexa F647 1:200 eBioscience
APC 1:100 eBioscience

TCRB H57-597
PE-Cy7 1:200 eBioscience
Qa2 69H-9-9 FITC 1:100 eBioscience

2.6.4. Antikorper fiir die Aktivierungsversuche mit T-Zellen
Antigen Endkonzentration Referenz
CD3 5 ug/ml Labor AG Knolle
CD28 1 pg/ml Labor AG Knolle

2.6.5. FACS-Farbstoffe

Name Beschreibung Verdiinnung Hersteller
7AAD Interkaliert in die DNA 1:100 Pharmingen
LIVE/DEAD-near-IR
Lebend-Tot-Farbung 1:1000 LifeTechnologies
fluorescent
DNasel-Alexa-488 Bindet an G-Aktin 1:200 Merck
Phalloidin-Alexa-
Bindet an F-Aktin 1:100 Merck

680
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2.7. Mauslinien

Bezeichnung

Beschreibung

Referenz

Inzuchtmausstamm mit
schwarzer  Fellfarbe  fir
C57BL/6 Charles River, eigene Zucht

Zichtungen und
Rickkreuzungen
Transgene Mauslinie, in der

Cofilin1™® das Exon 2 des Cofilin1-Gens (GURNIAK ET AL., 2005)
von loxP-Stellen flankiert ist
Transgene Mauslinie, in der
im Cofilin1-Protein die

Cofilin1™?/* Aminosdure Serin3 gegen Christine Gurniak

Alanin getauscht ist,

heterozygot

Cofilin1"*/*

Transgene Mauslinie, in der
im Cofilin1-Protein die
Aminosaure Serin3 gegen
Aspartet getauscht ist,

heterozygot

Christine Gurniak

distalLck-Cre

Transgene Mauslinie, die die
Cre-Rekombinase unter
Kontrolle des distalLck-

Promotors exprimiert

(ZHANG et al., 2005)

CD4-Cre

Transgene Mauslinie, die die
Cre-Rekombinase unter
Kontrolle des CD4-Promotors

exprimiert

(WoLFER et al., 2001)
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Rosa26-CreER™

Transgene Mauslinie, die
eine Tamoxifen-induzierbare
Cre-Rekombinase unter
Kontrolle  des  ROSA26-

Promotors enthalt

(BADEA et al., 2003)

R26R-EYFP

Transgene Mauslinie, die

eine von loxP-Stellen
flankierte Stopp-Kassette vor

der kodierenden Region des

eYFP-Gens unter Kontrolle
des ROSA26-Promotors
enthalt

(SRINIVAS et al., 2001)

2.8. Bakterienstamme

E.coli-Stamm

Anmerkung

Herstellung und Vermehrung rekombinanter

DH5a
Plasmide
Herstellung und Vermehrung rekombinanter
XL1-blue
Plasmide
BL21DE3 Uberexpression rekombinanter Plasmide
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2.9. GroRenstandards

2.9.1. DNA-GroRenstandards

100 bp DNA-GroRenstandard 1 kb DNA-GroRenstandard

(Invitrogen) (Invitrogen)

1 Kb DNA Ladder
bp

10,180 -

- 5,090

et
———
—
fo—
—
—
——

0.9 pg/lane

2.9.2. Protein-GroRenstandards

Precision Plus Protein Precision Plus Protein
Broad Range Standard
Standards — Dual Color Standards — Unstained
(Bio-Rad)
(Bio-Rad) (Bio-Rad)
_ 280 %D o
- 200
. Ty ,:97.4
— — | a5
R B = - 31
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2.10. Software

Adobe lllustrator

Adobe Photoshop

BD Accuri C6 Software
Clone Manager

Enhance

FlowJo

Mausoleum (H.-E. Stoffler)
MS Office 2010

Multi Gauge

Radames (H.-E. Stoffler)
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3. Methoden

Wenn nicht anders angegeben, wurde fiir die Zentrifugation der Proben die Eppendorf-

Tischzentrifuge oder die Eppendorf-Kiihl-Tischzentrifuge verwendet.
3.1. Molekularbiologische Methoden

3.1.1. Nuleinsdureanalytik

3.1.1.1. Isolierung genomischer DNA aus murinen Schwanzbiopsien

Zur lIsolation von Schwanzspitzen-DNA gibt es zwei verschiedene Methoden, die sich im
Aufwand der Praparation und in der Reinheit der erhaltenen DNA unterscheiden.

Um den Genotyp der Mduse bestimmen zu kdnnen, benétigt man die DNA in groBem
Durchsatz. Dazu werden von 3-4 Wochen alten Mausen ca. 2 mm lange Schwanzbiopsien
genommen, in 200 pl TENT-Puffer Gberfihrt und UN bei 55°C im Heizblock lysiert. Am
nachsten Tag werden die Proben fir 10 min bei 95°C aufgekocht, stark gevortext und
anschlieRend fir 10 min bei 13.000 rpm zentrifugiert, um unlésliche Zellriicksténde, Haare
und Knochen zu pelletieren. Der Uberstand kann direkt in eine Genotypisierungs-PCR
eingesetzt werden.

Fir die Analyse der genomischen DNA mittels Southernblot bendétigt man einen hohen
Reinheitsgrad. Hierzu werden ca. 5 mm lange Schwanzbiopsien in 500 pl Laird-Puffer (LAIRD
et al., 1991) aufgenommen und UN bei 55°C im Heizblock inkubiert. Am darauffolgenden Tag
wird das erhaltene Lysat kurz gevortext und dann fir 10 min bei 13.000 rpm zentrifugiert.
Der Uberstand wird in ein frisches ReaktionsgefiR Uberfiihrt, mit 500 pl Isopropanol
versehen und fir ca. 3 h auf dem Endlosrad inkubiert. AnschlieBend wird die prazipitierte
DNA mit Hilfe einer gebogenen Glaspasteurpipette gefischt und die DNA-Flocke zunachst in
70 %igem und anschliefend absolutem Ethanol gewaschen und entwassert. Zuletzt wird die
DNA bei RT getrocknet und in einem geeigneten Volumen TE-Puffer aufgenommen. Die

isolierte DNA kann bei RT oder 4°C gelagert werden.

3.1.1.2. Isolierung genomischer DNA aus Zellen muriner Gewebe

Die Isolierung genomischer DNA aus Zellen murinen Gewebes erfolgt analog zu der

Gewinnung der DNA aus Schwanzspitzen. Die aus lymphatischem Gewebe gewonnenen
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Zellen (vgl. Abschnitt 3.3.1) werden durch Zentrifugation fir 10 min bei 1000 rpm und 4°C im
Swingout-Rotor (Tischzentrifuge) pelletiert, das erhaltene Pellet in einem Volumen 30 pl PBS
aufgenommen und je nach Verwendungszweck der DNA mit Tent- bzw. Laird-Puffer

versehen. Alle weiteren Schritte erfolgen wie in Abschnitt 3.1.1.1 beschrieben.

3.1.1.3. Phenol-Chloroform-Extraktion

Um Kontaminationen durch Proteine in Nukleinsaurelésungen zu entfernen, bedient man
sich der Phenol-Chloroform-Extraktion. Das Prinzip dieser Methode beruht auf der
unterschiedlichen Loslichkeit von Nukleinsduren und Proteinen in der Emulsion aus Phenol
und Chloroform.

Bei der Phenol-Chloroform-Extraktion gibt man 1 Vol. Phenol-Chloroform (1:1) zur Probe,
mischt diese gut und zentrifugiert fiir 10 min bei 13.000 rpm. AnschlieBend wird die obere
wassrige Phase, in welcher sich die Nukleinsduren befinden, in ein frisches ReaktionsgefaRl
Uberfihrt und die untere organische Phase mit den Proteinen zuriickgelassen. Durch eine
anschlieRende Alkoholfdllung werden Phenolreste aus der Losung entfernt. Dazu wird die
Probe mit 1 Vol. Isopropanol versetzt, gemischt und fir 10 min bei -20°C inkubiert. Nach
anschlieRender Zentrifugation fiir 10 min bei 13.000 rpm und 4°C wird der Uberstand
abgenommen und das erhaltene Pellet mit 70 %igem Ethanol gewaschen. Hierfiir wird das
Pellet mit 500 pl Alkohol versehen und anschlieRend fiir 5 min bei 13.000 rpm zentrifugiert.
Dieser Schritt wird durch Zugabe von absolutem Ethanol wiederholt. Zuletzt wird das Pellet

trocknen gelassen und am Ende in einem geeigneten Volumen TE-Puffer aufgenommen.

3.1.1.4. Natriumacetat-Fallung

Die Natriumacetat-Fallung ist eine weitere Methode, zur Konzentrierung und Reinigung von
Nukleinsdurelésungen. Hierbei wird die Probe mit 1/10 Vol. 3 M Natriumacetat pH 4,8
versetzt und weiterhin 2-2,5 Vol. absoluter Ethanol hinzugefiigt. Es folgt eine Inkubation fir
10 min bei -20°C und eine Zentrifugation fir 10 min bei 13.000 rpm. AnschlieRend wird das
erhaltene Pellet mit 70 %igem Ethanol gewaschen (vgl. Abschnitt 3.1.1.3), getrocknet und in

einem geeigneten Volumen TE-Puffer aufgenommen.

3.1.1.5. Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

Die Polymerase-Ketten-Reaktion (engl. Polymerase Chain Reaction) ist eine Methode zur

schnellen, exponentiellen Amplifikation von DNA-Bereichen (MuLLis, FALOONA, 1987). Dazu

49



Methoden

bendtigt man eine Information Uber die Sequenz, die die zu amplifizierenden Bereiche
flankiert, um dementsprechend zwei Oligonukleotid-Primer ableiten zu kdnnen. Diese
binden nach Denaturierung der DNA bei 95°C an die entsprechenden beiden
komplementaren  DNA-Einzelstrange. Fir diesen Anlagerungsschritt wird die
Reaktionstemperatur auf durchschnittlich 55°C wieder abgesenkt. Eine hitzestabile DNA-
Polymerase, wie z.B. die Tag-Polymerase aus dem thermophilen Bakterium Thermus
aquaticus mit einem Temperaturoptimum bei 72°C, synthetisiert, ausgehend von den 3’-OH-
Enden der beiden Primermolekile zwei zur Ausgangsmatrize komplementare DNA-Strange.
Diese dienen nach erneuter Denaturierung selbst als Matrize. Der PCR-Zyklus bestehend aus
Denaturierung, Anlagerung und Synthese wird 35-40 fach wiederholt und fihrt zu einer

selektiven Vervielfdltigung des durch die Oligonukleotid-Primer flankierten DNA-Bereichs.

3.1.1.5.1. Genotypisierungs-PCRs zur Charakterisierung transgener Mause

Wenn nicht anders angegeben, werden Reagenzien folgender Konzentrationen verwendet:
MgCl, (25 mM), dNTPs (je 2,5 mM) und Primer (5 pmol/pl). Fir Genotypisierungs-PCRs wird

die Tag-Polymerase (5 U/ul) eingesetzt.

Standard-PCR

19 ul Reaktionsansatz + 1 ul DNA Programm:

8,87 ul  H,0 Schritt Temperatur Zeit Zyklen
4,0 ul 5x PCR-Puffer 1 94°C 2 min 1
1,5ul MgCl, 2 94°C 30s

1,5 ul dNTPs 3 55°C 40s 35
1,5 ul Primer 1 4 72°C 40s

1,5 ul Primer 2 5 72°C 5 min 1
0,13 ul  Tag-Polymerase
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Cof1-PCR

19 pl Reaktionsansatz + 1 ul DNA Programm:

9,37u  H,0 Schritt Temperatur Zeit Zyklen
4,0 ul 5x PCR-Puffer 1 94°C 2 min 1
1,5 ul MgCl, 2 94°C 30s

1,5 ul dNTPs 3 58°C 30s 35
1,5 ul COIN2-5"a 4 68°C 40s

0,5 ul COINSMA-3’ 5 68°C 5 min 1
0,5 ul cofNTS-3'a

0,13 ul  Tag-Polymerase

WT-Allel: 380 bp

Cofil-fl-Allel: 470 bp

Cofl-del-Allel: 170 bp

Ala-PCR

19 ul Reaktionsansatz + 1 ul DNA Programm:

9,17 ul  H,0 Schritt Temperatur Zeit Zyklen
4,0 ul 5x PCR-Puffer 1 94°C 2 min 1
1,2l MgCl, 2 94°C 30s

1,5 ul dNTPs 3 55°C 40s 35
1,5ul Ala-3’ 4 72°C 40s

1,5 ul Cof1 1-250-5’ 5 72°C 5 min 1

0,13 ul  Tag-Polymerase

Ala-Allel: 270 bp
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Asp-PCR

19 pl Reaktionsansatz + 1 ul DNA Programm:

8,87 ul  H,0 Schritt Temperatur Zeit Zyklen
4,0 ul 5x PCR-Puffer 1 94°C 2 min 1
1,5 ul MgCl, 2 94°C 30s

1,5 ul dNTPs 3 55°C 40s 35
1,5u  Asp-3’ 4 72°C 40s

1,5 ul Cof1 1-250-5’ 5 72°C 5 min 1
0,13 ul  Tag-Polymerase

Asp-Allel: 270 bp

Cre-PCR

19 ul Reaktionsansatz + 1 pul DNA Programm:

6,1 ul H,0 Schritt Temperatur Zeit Zyklen
4,0 ul 5x PCR-Puffer 1 98°C 2 min 1
1,2l MgCl, 2 98°C 30s

1,5ul dNTPs 3 58°C 30s 35
1,5 ul Crel 4 72°C 40s

1,5 ul Cre2 5 72°C 5 min 1
0,13 ul  Tag-Polymerase

Cre-Allel: 600 bp
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Lck-Cre-PCR

19 pl Reaktionsansatz + 1 ul DNA Programm:

9,17ul  H,0 Schritt Temperatur Zeit Zyklen
4,0 ul 5x PCR-Puffer 1 94°C 2 min 1
1,2 ul MgCl, 2 94°C 30s

1,5 ul dNTPs 3 62°C 40s 35
1,5 ul Lck-Cre FWD 4 72°C 40s

1,5 ul Lck-Cre REV 5 72°C 5 min 1
0,13 ul  Tag-Polymerase

Lck-Cre-Allel: 300 bp

Rosa26-CreER">-PCR

19 ul Reaktionsansatz + 1 pul DNA Programm:

9,5 ul H,0 Schritt Temperatur Zeit Zyklen
4,0 ul 5x PCR-Puffer 1 98°C 2 min 1
1,2l MgCl, 2 96°C 30s

1,6 ul dNTPs 3 60°C 1 min 30
1,5ul Rosa26_FwW 4 72°C 30s

0,5 ul Rosa26_WT_RV 5 72°C 5 min 1

0,5 ul Rosa26_Cre RV

0,2 ul Tag-Polymerase

WT-Allel: 600 bp
Cre-Allel: 300 bp
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Rosy-Genotypisierungs-PCR

24 pl Reaktionsansatz + 1 pul DNA Programm:

13,5ul  H,0 Schritt Temperatur Zeit Zyklen
5,0 ul 5x PCR-Puffer 1 94°C 1 min 1
1,8 ul MgCl, 2 94°C 45s

1,0 ul dNTPs 3 67°C 30s 35
1,0l WT Xba sense 4 72°C 40s

1,0 ul WT Xba asense 5 72°C 5 min 1

0,5 ul SA-1las
0,2 ul Tag-Polymerase

In diese PCR werden die Primer mit einer Konzentration von 25 pmol/ul eingesetzt.

WT-Allel: 650 bp
Transgen-Allel: 290 bp

Rosy-Rekombinations-PCR

24 ul Reaktionsansatz + 1,5 ul DNA | Programm:

12,8 ul  H,0 Schritt Temperatur Zeit Zyklen
5,0 ul 5x PCR-Puffer 1 94°C 1 min 1
2,0ul MgCl, 2 94°C 45s

1,0ul dNTPs 3 67°C 30s 25
1,0ul SAs 4 72°C 40s

1,0 ul pGKas 5 72°C 10 min 1

1,0 ul YFPas

0,2 ul Tag-Polymerase

In diese PCR werden die Primer mit einer Konzentration von 25 pmol/ul eingesetzt.

rekombiniertes Allel: 829 bp

nicht rekombiniertes Allel: 440 bp
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3.1.1.6. Aufreinigung und Konzentrierung von PCR-Produkten

Sollen PCR-Produkte z.B. als Ausgangsprodukt fiir eine Klonierung dienen, missen die
wahrend der PCR benotigten Primer, dNTPs, die Polymerase etc. entfernt und die erhaltene
DNA umgepuffert werden. Dies wird mit dem GeneJET Gel Extraction Kit nach Angaben des
Herstellers durchgefiihrt. Das Prinzip der Aufreinigung besteht darin, dass DNA mit
chaotropen Salzen versetzt spezifisch an Silikkamembranen bindet. Diese Membran befindet
sich in den zum Kit gehorigen Saulen fir die Aufreinigung. Nach Waschen der an die
Membran gebundenen DNA kann diese mit Wasser oder TE-Puffer eluiert werden

Neben der Aufreinigung ist mit dieser Methode auch eine Konzentrierung der PCR-Produkte

moglich, da die Elution der DNA in einem gewiinschten Volumen erfolgen kann.

3.1.1.7. Agarosegel-Elektrophorese

Bei der Agarosegel-Elektrophorese werden Nukleinsduren in Abhdngigkeit von ihrer GroRRe in
einer Agarosematrix unter angelegter Spannung aufgetrennt. Aufgrund der negativen
Ladung wandern die DNA-Fragmente im elektrischen Feld zur Anode. Diese Methode kann
zur Auftrennung von DNA in einem Bereich zwischen 100 bp bis 20 kbp eingesetzt werden.
Entsprechend der aufzutrennenden FragmentgroBen werden Agarose-Konzentrationen
zwischen 0,8-2,5 % gewahlt. Die Agarose wird durch Aufkochen in TAE-Puffer geldst, mit
Ethidiumbromid (Endkonzentration: 0,5 pg/ml) versetzt und in einen Geltrager gegossen,
wobei ein Kamm fir die Bildung von Taschen sorgt. Nach Erkalten des Gels, werden die mit
Ladepuffer versehenen DNA-Proben in die Taschen pipettiert und bei einer Spannung von
50-150 V aufgetrennt. Nach der Elektrophorese kann die DNA durch die Interkalation des
Ethidiumbromids mit Hilfe von UV-Licht im Gel-Imager sichtbar gemacht werden. Durch
Vergleich mit dem ebenfalls aufgetragenen GroRenstandard kdnnen die FragmentgroRRen der

DNA bestimmt werden.

3.1.1.8. Elution von DNA aus Agarosegelen

Im Anschluss an die Auftrennung von DNA-Fragmenten im Zuge einer Agarosegel-
Elektrophorese konnen die gewiinschten Banden unter UV-Licht mit einem Skalpell
ausgeschnitten werden. Die Elution der DNA aus dem Agarosegel erfolgt mit dem GeneJET
Gel Extraction Kit. Das Prinzip der Aufreinigung ist bereits in Abschnitt 3.1.1.6 beschrieben.

Chaotrope Salze sorgen ebenfalls fir das Auflésen von Agarose.
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3.1.1.9. Isolierung von Plasmid-DNA aus Bakterien

3.1.1.9.1. Mini-Praparation

Die Mini-Praparation ist eine schnelle Methode zur Isolierung von Plasmid-DNA aus
Bakterien.

Bei der Mini-Praparation in Form der alkalischen Lyse erhalt man einen Reinheitsgrad, der
fur die Identifikation rekombinanter Bakterienklone mittels Restriktionsspaltung ausreichend
ist. Dazu werden 2 ml Antibiotikum-haltiges LB-Medium mit einer Einzelkolonie
transformierter Bakterien angeimpft und UN in einem Schiittelinkubator bei 250 rpm und
37°C inkubiert. AnschlieBend werden 1,5 ml der UN-Kultur in ein ReaktionsgefiR iberfiihrt
und 1 min bei 13.000 rpm zur Sedimentierung der Bakterien zentrifugiert. Der Uberstand
wird verworfen und das Bakterienpellet in 100 ul alkalischer Losung 1 resuspendiert. Danach
werden 200 ul alkalische Losung 2 hinzugefligt, durch Invertieren die Losungen gemischt und
flir 5 min inkubiert. In diesem Schritt wird die Bakterienzellwand vollstandig lysiert und es
kommt zur Denaturierung der Plasmid-DNA, der genomischen DNA und der Proteine. Nach
einer Zugabe von 150 pl alkalischer Losung 3 werden die Proben fiir 5 min bei 13.000 rpm
zentrifugiert. Losung 3 sorgt fir eine Erniedrigung des pH-Werts und somit fiir eine
Renaturierung der Plasmid-DNA, die wahrend der Zentrifugation von der genomischen DNA
und den Proteinen getrennt wird. Der erhaltene Uberstand in welchem sich nun die Plasmid-
DNA befindet, wird in ein frisches ReaktionsgefaR tberfihrt, mit 500 pl absolutem Ethanol
versetzt und zur Fallung der DNA 20 min bei 13.000 rpm zentrifugiert. AnschlieRend wird der
Uberstand verworfen und zum Waschen des DNA-Pellets 500 pl 70 %iges Ethanol
hinzugefligt. Nach einer weiteren Zentrifugation fir 10 min bei 13.000 rpm wird der
Uberstand entfernt und das Pellet bei RT getrocknet. Zum Schluss wird die DNA in 100 pl
Wasser oder TE-Puffer gel6st und bei -20°C gelagert.

Um im Zuge einer Mini-Praparation einen Reinheitsgrad der DNA zu erhalten, der fir eine
Sequenzierung ausreichend ist, verwendet man das Wizard Plus Minipreps DNA Purification
System Kit nach Angaben des Herstellers. Das Prinzip dieses Kits beruht auf der reversiblen

Bindung der DNA an ein bestimmtes Harz.

3.1.1.9.2. Midi-Praparation

Zur Gewinnung groRerer Mengen Plasmid-DNA bedient man sich der Midi-Praparation. Diese

erfolgt mit dem Purelink HiPure Plasmid Filter Midiprep Kit nach Herstellerangaben. Das
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Aufreinigungsprinzip beruht auf dem Prinzip des Anionenaustausches. Anionenaustauscher
bestehen aus einer positiv geladenen Matrix an welche die DNA binden kann. Die
Bindungsstarke von DNA, RNA und Proteinen ist unterschiedlich und zudem abhangig von
pH-Wert und lonenstarke des verwendeten Puffers, sodass selektiv eluiert werden kann. Der

Anionenaustauscher befindet sich als Membran in einer Saule.

3.1.1.10. Konzentrationsbestimmung von Nukleinsduren

Mit Hilfe von UV-Licht kann die Konzentration und die Reinheit von Nukleinsauren anhand
ihrer optischen Dichte bestimmt werden. Nukleinsdauren besitzen ein Absorptionsmaximum
bei 260 nm, wahrend das der Proteine bei 280 nm liegt. Andere Kontaminationen, z.B. durch
EDTA oder Phenol kénnen bei einer Wellenlange von 230 nm detektiert werden. Eine
Absorptionseinheit entspricht bei einem Strahlengang von 1 cm Lidnge einer Konzentration
von 50 pg/ml fir doppelstrangige DNA bzw. 40 pug/ml fir RNA. Zur Beurteilung der Reinheit
der Losung werden die Quotienten ODje0/ODygo (Optimum: 1,8-2,0) bzw. OD,0/OD,30
(Optimum: 2,0-2,2) ermittelt.

Das NanoVue Plus Spectrophotometer ist ein Gerat mit einer drop-and-measure sample plate
auf die 1-2 pl einer Nukleinsdure-haltigen Losung pipettiert und dann die Konzentration

direkt vom Gerat ausgegeben wird.

3.1.1.11. Southernblot-Analyse

Beim Southernblot wird die DNA nach Restriktionsspaltung (vgl. Abschnitt 3.1.2.1.1) durch
Agarosegel-Elektrophorese aufgetrennt, denaturiert und anschlieBend auf eine
Nylonmembran transferiert. Mit Hilfe radioaktiv markierter DNA-Sonden kdnnen DNA-
Fragmente auf der Membran spezifisch nachgewiesen werden (SOUTHERN, 1975).

Nach der Aufreinigung genomischer DNA (vgl. Abschnitt 3.1.1.1, 3.1.1.2) werden 10-15 ug
von dieser in einem Ansatz von 40 pl mit einem geeigneten Restriktionsenzym UN bei 37°C
im Brutschrank verdaut. Dem Ansatz wird zusatzlich 1 ul 0,1 M Spermidin hinzugefiigt,
welches die DNA bindet und prazipitiert. Im nachsten Schritt werden die so entstandenen
DNA-Fragmente (ber ein 0,8 %iges Agarosegel bei 20 V UN aufgetrennt (vgl. Abschnitt
3.1.1.7). Am darauf folgenden Tag wird das Gel zunachst mit Hilfe des Gel-Imagers
dokumentiert. AnschlieBend wird es fir 1 h in Denaturierungs-Puffer auf der Wippe
inkubiert, um spater ein Anlagern der Sonden an DNA-Einzelstrange zu ermoglichen. Nun

kann der Blotaufbau erfolgen, wobei die Komponenten fir den Transfer wie folgt
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Ubereinander geschichtet werden: Gel mit der Oberseite nach unten, Nylonmembran, 2
Lagen Whatmanpapier, saugfahige Tlcher, Gewicht. Der Transfer auf die Membran erfolgt
UN von unten nach oben aus dem Gel in die Membran. Am nichsten Tag wird die Membran
flir 30 min in Neutralisierungs-Puffer auf der Wippe inkubiert. Zuletzt wird die Membran fir
12 s im UV-Schrank behandelt, damit die DNA kovalent an die Membran bindet (Cross-
Linking). Nun kann die Membran direkt fiir die Hybridisierung mit der radioaktiv markierten
Sonde weiterbehandelt oder gelagert werden.

Fiir die Herstellung der radioaktiv markierten Sonde werden 50 ng des entsprechenden ds-
DNA-Fragments bei 95°C fiir 10 min denaturiert und anschlieBend sofort abgeklhlt. Dann
werden dem Gesamtansatz (2 50 pl) 10 ul OLB (Oligo Labeling Buffer, ohne dGTP; Christine
Gurniak), 2 ! BSA (10 mg/ml), 3 pl radioaktiv markiertes [a**P]-dGTP und 1 ul Klenow-Enzym
(1 U/ul) hinzugefiigt und bei RT UN inkubiert. Die Aufreinigung der Sonde erfolgt (iber eine
mit Bio-GelP6 DG befiillten Sdule nach dem Prinzip der GroRRenausschluss-Chromatographie.
Dem Reaktionsansatz werden dazu 150 pl Stopp-Puffer hinzugefiigt und dieses Gemisch
dann auf die Saule gegeben. Bei der anschlieBenden Zentrifugation fiir 2 min bei 2000 rpm
passiert die radioaktiv markierte DNA das Sdulenmaterial wahrend die kleinen freien dNTPs
davon zuriick gehalten werden. Die radioaktiv markierte Sonde kann nun nach einer
Denaturierung fur 10 min bei 95°C direkt fiir die Hybridisierung eingesetzt werden.

Zunachst wird die Membran kurz in 2x SSC geschwenkt, dann zur Blockierung unspezifischer
Bindungsstellen in einer Hybridisierungsrohre mit 10 ml vorgewarmtem Hybridisierungs-
Puffer versehen und 1 h bei 65°C im Hybridisierungsofen vorhybridisiert. Die eigentliche
Hybridisierungsreaktion erfolgt nach Zugabe der radioaktiv markierten DNA-Sonde UN bei
65°C im Ofen. Nach der Hybridisierung werden (berschissige, unspezifisch haftende
Sondenmolekiile durch mehrmaliges Waschen mit Wasch-Puffer bei 65°C im Ofen entfernt.
Die Radioaktivitat auf der Membran wird nach jedem Waschschritt mit dem Handmessgerat
Uberprift. Zum Schluss wird die getrocknete Membran in Folie eingeschlagen, in eine
Filmkassette eingelegt und in der Dunkelkammer ein Rontgenfilm aufgelegt. Die Exposition
erfolgt bei -80°C und ist in ihrer Dauer abhangig von der Signalstarke. Die Entwicklung des

Rontgenfilms erfolgt in einer Entwicklermaschine.
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3.1.2. Techniken bei der Herstellung rekombinanter Plasmide

3.1.2.1. Modifikation von DNA-Molekiilen

3.1.2.1.1. Spaltung doppelstrangiger Nukleinsduren durch

Restriktionsendonukleasen

Zur Spaltung doppelstrangiger Nukleinsdauren verwendet man Restriktionsendonukleasen
vom Typ Il. Sie erkennen spezifische, palindromische Nukleotidsequenzen zwischen 4-8 bp
Lange innerhalb derer sie schneiden. Durch die Restriktion entstehen je nach Eigenschaft des
verwendeten Enzyms glatte Doppelstrangenden oder kohéasive Enden mit einem 3’- oder 5’-
Uberhang.

Die Restriktionsendonukleasen werden nach den Herstellerangaben verwendet. In einen
Restriktionsansatz werden ca. 1-2 ug DNA eingesetzt. Bei einer gleichzeitigen Spaltung einer
DNA-Probe mit mehreren Enzymen muss darauf geachtet werden, dass die Puffer

kompatibel sind.

3.1.2.1.2. Dephosphorylierung von Vektorenden

Nach der Spaltung von Nukleinsduren mittels Restriktionsendonukleasen befindet sich am
5-Ende der DNA eine Phosphatgruppe. Diese kann dazu fiihren, dass es wahrend der
Ligation (siehe Abschnitt 3.1.2.1.3) zu einer Rezirkularisierung zum Ausgangsvektor ohne
Aufnahme des einzuklonierenden Fragments kommt. Um dieses Problem zu umgehen,
werden die freien 5’-Phosphatenden mit Hilfe einer alkalischen Phosphatase entfernt.

Die alkalische Phosphatase wird nach Angaben des Herstellers verwendet.

3.1.2.1.3. Ligation doppelstrangiger Nukleinsduren

Bei der Ligation doppelstrangiger Nukleinsauren wird unter ATP-Verbrauch das freie 5’-
Phosphatende des einen DNA-Strangs Uber eine Phosphodiesterbindung mit dem 3’-
Hydroxylende des anderen Strangs verknlipft. Mit dieser Reaktion, die von der T4-DNA-
Ligase katalysiert wird, kénnen Insert-DNA und Vektorriickgrat miteinander verbunden
werden.

In einem Ligationsansatz werden 1 ul Vektor-DNA und 7 pl Insert-DNA mit 1 ul
10x Ligasepuffer und 1 pl T4-DNA-Ligase versetzt. Die Inkubation erfolgt UN bei RT. Dabei

sollte 3-5mal mehr Insert- als Vektor-DNA eingesetzt werden.
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3.1.2.2. Transformation

Unter Transformation versteht man die Aufnahme zirkuldrer, doppelstrangiger DNA in
prokaryotische Zellen. Das Einbringen modifizierter Plasmide in Bakterienzellen ermdglicht
zum einen die Vervielfiltigung modifizierter DNA-Molekiile, aber auch die Uberexpression

von Proteinen.

3.1.2.2.1. Herstellung chemisch kompetenter Bakterien

Zur Herstellung chemisch kompetenter Bakterien werden 50 ml LB-Medium mit 0,5 ml einer
UN-Kultur des gewiinschten E. coli-Stammes angeimpft. Diese Hauptkultur wird in einem
Schittelinkubator bei 250 rpm und 37°C inkubiert bis die Suspension eine ODgg von 0,4-0,6
erreicht hat. AnschlieBend werden die Bakterienzellen auf Eis abgekiihlt und 10 min bei
3000 rpm (Standzentrifuge) abzentrifugiert. Die sedimentierten Zellen werden in 20 ml
eiskaltem 100 mM CaCl, resuspendiert und 15 min auf Eis inkubiert. Nach einer weiteren
Zentrifugation fir 10 min bei 3000 rpm (Standzentrifuge) werden die Bakterienzellen in 3 ml
eiskaltem 100 mM CaCl, aufgenommen. Zuletzt erfolgt eine Inkubation der Zellen auf Eis fiir
1 h. Die nun kompetenten Zellen werden nach Zugabe von 20 % Glyzerin in Aliquots mit

flissigem Stickstoff schockgefroren und anschlieBend bei -80°C gelagert.

3.1.2.2.2. Chemische Transformation

Fir die Transformation werden 100 pl auf Eis aufgetauter, chemisch kompetenter Bakterien
zu dem zu transformierenden Ligationsansatz gegeben, vorsichtig gemischt und fiir 30 min
auf Eis inkubiert. Danach fuhrt ein Hitzeschock bei 42°C fir 90 s zur Aufnahme der DNA in die
Bakterien. AnschlieBend wird der Ansatz sofort flir 5 min auf Eis abgekihlt. Daraufhin erfolgt
die Zugabe von 1 ml LB°-Medium und eine Inkubation fir 30 min bei 37°C und 250 rpm im
Schittelinkubator. Diese Inkubationszeit ermoglicht die Auspragung von plasmidkodierten
Resistenzeigenschaften. Zuletzt werden die Bakterien auf antibiotikumhaltige Agarplatten

ausgestrichen und UN bei 37°C im Brutschrank inkubiert.

3.1.2.3. Colony-PCR

Eine erfolgreiche Transformation kann durch entsprechende Testverdaus mittels
Restriktionsendeonukleasen erfolgen (vgl. Abschnitt 3.1.2.1.1). Die Colony-PCR stellt eine
schnellere Methode zur Uberpriifung dar. Hierbei werden die Kolonien von der Agarplatte

gepickt und jeweils in 20 pl H,O resuspendiert. Um die Bakterien der entsprechenden
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Kolonie weiterhin auf einer Platten kultivieren zu konnen, wird nach dem Picken eine
Replikaplatte angeimpft bevor die Kolonie in Wasser resuspendiert wird. AnschlieBend wird
die erhaltene Bakteriensuspension fir 15 min bei 95°C im Heizblock aufgekocht und 5 min
bei 13.000 rpm zentrifugiert. Nun kénnen 1-2 ul des Uberstands in eine PCR eingesetzt

werden.

3.1.2.4. DNA-Sequenzierung

Zur Bestatigung der Herstellung des gewiinschten Plasmids wird die DNA extern zum

Sequenzieren gegeben.

3.1.2.5. Kryokonservierung von Bakterien

Zur Langzeitkonservierung von transformierten Bakterien werden Glyzerinkulturen angelegt.
Dazu werden 750 ul einer Bakterienkultur mit 250 pl Glyzerin gemischt und in flissigem

Stickstoff schockgefroren. Diese Kultur wird dann bei -80°C gelagert.
3.1.2.6. Sonderformen bei der Herstellung rekombinanter Plasmide

3.1.2.6.1. TA-Klonierung

Die TA-Klonierung ist eine schnelle Methode zur Klonierung von PCR-Produkten in einen
Vektor ohne Verwendung von Restriktionsendonukleasen. Dabei macht man sich die
Tatsache zur Nutze, dass die Tag-Polymerase am Ende ihres Produkts immer einen
unspezifischen Uberhang in Form eines Adenosins hinterldsst. Dariiber l4sst sich das PCR-
Produkt ohne Restriktionsspaltung direkt in einen Vektor mit Thymidin-Uberhang ligieren.

Zur Klonierung von PCR-Produkten wird das TOPO TA Cloning Kit nach Herstellerangaben
verwendet. Besonders ist bei diesem Vektor weiterhin, dass keine Ligase erforderlich ist.
Stattdessen befindet sich an den beiden Enden des TA-Vektors jeweils eine Topoisomerase |,

die laut Herstellerangaben innerhalb von 5 min die Ligationsreaktion durchfiihrt.

3.1.2.6.2. In-Fusion-Klonierung

Fiir komplizierte Klonierungen, z.B. aufgrund grolRer zu klonierender Fragmente, ist die In-
Fusion-Klonierung die Methode der Wahl. Es ist ein Ligase-freies Klonierungssystem, das sich
stattdessen den Prinzipien der Rekombination bedient. Das In-Fusion-Enzym ist eine
Rekombinase, die 15 bp-Uberhdnge erkennt und miteinander fusioniert. Dieser essentielle
15 bp-Uberhang, der zwischen zu klonierendem Insert und Vektor identisch sein muss, kann
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durch das Design entsprechender Primer flir die Amplifikation des Inserts hergestellt
werden.
Fir die In-Fusion-Klonierung wird das In-Fusion HD Cloning Kit nach Herstellerangaben

verwendet.

3.2. Biochemische Methoden

3.2.1. Proteinanalytik

3.2.1.1. Proteinextraktionen aus murinen Geweben

Zur Proteinextraktion aus murinem Gewebe werden die Organe, die der Maus entnommen
wurden, zunéchst in flissigem Stickstoff schockgefroren. Diese konnen dann entweder direkt
weiterverarbeitet oder bei -80°C gelagert werden.

Bei der eigentlichen Extraktion wird das gefrorene Organ in einen Douncer Uberfiihrt, mit
einem entsprechenden, ca. 3-5fachen Volumen des Organs PEB-Puffer versehen und
homogenisiert, wobei alles auf Eis erfolgt. AnschlieBend werden 1000 pl des Homogenisats
in ein Reaktionsgefall tUberfiihrt und fir 15 min bei 16.000 rpm und 4°C zentrifugiert. Der
erhaltene Uberstand wird wiederum in ein Ultrazentrifugenréhrchen transferiert und fir
30 min bei 47.900 rpm und 4°C zentrifugiert (Tisch-Ultrazentrifuge; Rotor: TLA-120.2). Das
ultra-zentrifugierte als auch das Lysat nach der ersten Zentrifugation kdnnen in fllissigem
Stickstoff schockgefroren und anschlieBend bei -80°C gelagert werden.

Flr die Analyse der Proteinlysate werden diese mit SDS-Probenpuffer versetzt, fir 10 min
bei 95°C aufgekocht und 10 min bei 13.000 rpm abzentrifugiert. Die so behandelten Proben

kénnen bei -20°C gelagert werden.

3.2.1.2. Proteinextraktionen aus Zellen muriner Gewebe

Bei der Proteinextraktion aus Zellen muriner Gewebe wird die aus lymphatischen Organen
gewonnene Einzelzellsuspension fir 10 min bei 1000 rpm und 4°C im Swingout-Rotor
(Tischzentrifuge) pelletiert, das erhaltene Pellet in einem entsprechenden Volumen PBS
aufgenommen und mit SDS-Probenpuffer versehen. Dann wird die Probe wie in Abschnitt

3.2.1.1 beschrieben, weiterbehandelt.
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3.2.1.3. Photometrische Konzentrationsbestimmung von Proteinen (Bradford-Assay)

Fiir die Bestimmung der Proteinkonzentration bedient man sich der Methode nach Bradford.
Sie basiert darauf, dass der Farbstoff Coomassie Brilliant Blau G-250 in saurem Milieu mit
unpolaren und kationischen Seitenketten der Proteine Komplexe bildet, wobei sich dessen
Absorption von 465 nm nach 595 nm verschiebt (BRADFORD, 1976). Dabei verhalt sich die
Absorption proportional zur Proteinkonzentration in der Probe. Um aus der gemessenen
Absorption der Probe die Proteinkonzentration zu ermitteln, wird im Vorfeld eine Eichreihe
mit BSA-Proteinproben bekannter Konzentration aufgenommen.

Bei der photometrischen Konzentrationsbestimmung werden 3 pl Probe mit 47 ul H,0 und
950 ul Bradford-Reagenz versehen, die Probe in eine Kiivette Gberfiihrt und die Absorption
bei einer Wellenlange von 595 nm im Photometer bestimmt. Die Proben werden immer
gegen eine entsprechende Referenzprobe als Leerwert gemessen, wobei statt 3 pl Probe 3 pl

der Losung vermessen werden in der die Probe gelost ist.

3.2.1.4. Diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese dient der Auftrennung von Proteinen nach ihrem
Molekulargewicht. Das essentielle Reagenz bei dieser Methode ist Natriumdodecylsulfat
(engl. Sodium Dodecyl Sulfate, SDS), das als anionisches Detergenz einerseits Proteine
denaturiert und andererseits maskiert, sodass die Polypeptidketten alle eine negative
Ladung tragen und somit unabhangig von ihrer Eigenladung im elektrischen Feld aufgetrennt
werden konnen. Es handelt sich um eine diskontinuierliche Elektrophorese, da die Proteine
zunachst im niederprozentigen Sammelgel gesammelt und anschlieBend im

hoherprozentigen Trenngel aufgetrennt werden.

Sammelgel (5 %) Trenngel (15 %)

Acrylamidldsung (30 %) 4,8 ml 25 ml

2 M Tris-HCl pH 8,8 - 9,4 ml

0,5 M Tris-HCl pH 6,8 7,5 ml -

SDS (10 %) 0,3ml 0,5 ml

H,0 17,4 ml 15 ml

APS (10 %) 0,15 ml 0,24 ml
TEMED 0,03 ml 0,045 ml
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Die Gele werden in einem speziellen GieBstand zwischen zwei Glasplatten gegossen. Zur
Bildung von Taschen werden Kdmme eingesetzt. Nachdem das Gel polymerisiert ist, wird es
in eine mit SDS-Laufpuffer befiillte Elektrophoresekammer geklemmt und der Kamm
entfernt. Dann werden die, wie in Abschnitt 3.2.1.1 und 3.2.1.2 beschrieben, behandelten
Proben in die Taschen geladen. Der Gellauf erfolgt im Sammelgel bei 80 V, wahrend die

Auftrennung im Trenngel bei 100 V durchgefihrt wird.

3.2.1.5. Coomassie-Farbung

Zur unspezifischen Anfarbung von Proteinen im Gel, entweder direkt nach SDS-PAGE oder im
Anschluss an den Westernblot-Transfer (vgl. Abschnitt 3.2.1.6), bedient man sich der
Coomassie-Farbung. Der blaue Farbstoff Coomassie Brilliant Blau G-250 lagert sich, wie
bereits in Abschnitt 3.2.1.3 beschrieben, an Proteine an und kann somit dazu verwendet
werden, diese sichtbar zu machen und optisch Proteinkonzentrationen abzuschatzen.

Fiir die Farbung wird das Gel nach dem Lauf in Coomassie-Farbeldsung fir 30 min auf der
Wippe gefarbt, anschlieBend in Coomassie-Entfarbelosung Gberfihrt und auf der Wippe

inkubiert bis die Hintergrundfarbung entfernt ist.

3.2.1.6. Westernblot-Analyse

Beim Westernblot werden die zuvor bei der SDS-PAGE aufgetrennten Proteine auf eine
Polyvinylidenfluorid (PVDF)-Membran tbertragen (TOwBIN et al., 1979). Hier verwendet man
die Semi-dry-Methode, bei welcher die Proteine aufgrund ihrer negativen Maskierung durch
das SDS im elektrischen Feld zwischen zwei Plattenelektroden zur Anode wandern und dabei
auf die Membran Ubertragen werden. Mit Hilfe von Antikérpern lassen sich die Proteine
dann auf der Membran spezifisch nachweisen.

Fiir einen Westernblot werden 0,5-5 pg extrahiertes Protein im Zuge einer SDS-PAGE
elektrophoretisch aufgetrennt (vgl. Abschnitt 3.2.1.4). Im Anschluss daran wird das Gel als
auch die zuvor in Methanol aktivierte PVDF-Membran in kaltem Towbin-Transfer-Puffer fir
5 min auf der Wippe aquilibriert und anschlieBend der Blot in folgender Reihenfolge,
angefangen auf der Anoden-Platte, aufgebaut: 2 Lagen in Towbin-Puffer angefeuchtetes
Whatmanpapier, Gel, PVDF-Membran, 2 Lagen in Towbin-Puffer angefeuchtetes
Whatmanpapier. Dann wird die Kathoden-Platte aufgelegt, die Blotkammer geschlossen und
der Transfer unter Anlegen einer Spannung von 20 V fiir 60 min durchgefihrt. Danach wird

der Blot abgebaut, das Gel zur Uberpriifung des Proteintransfers einer Coomassie-Farbung
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unterzogen und die Membran zur Vorbereitung auf den Immunoblot in 5 % Milchpulver in
NCP mit Azid fiir 2 h bei RT auf der Wippe inkubiert, um freie Bindungsstellen abzusattigen.
Bei einem Immunoblot werden Proteine durch die Bindung eines ersten und zweiten
Antikorpers auf einer Westernblotmembran nachgewiesen. Dabei ist der erste Antikorper
spezifisch fur das zu untersuchende Protein, wahrend der zweite speziesspezifisch an den
Immunglobulinrest des ersten bindet und dem Nachweis von diesem dient. Dazu wird die
Membran im Anschluss an die Blockierung fiir 3 h bei RT oder UN bei 4°C im Kiihlraum auf
der Wippe mit dem 1. Antikorper, verdiinnt in NCP mit 5 % Milchpulver und Azid, inkubiert.
Es folgen drei Waschschritte in NCP ohne Azid auf der Wippe, um (iberschiissigen Antikorper
zu entfernen. Danach wird die Membran mit dem 2. Antikorper, verdinnt in NCP mit 5 %
Milchpulver ohne Azid, fir 2 h bei RT auf der Wippe inkubiert. Der sekundare Antikorper
bindet speziesspezifisch an die F.-Rezeptorregion des ersten und tragt ein HRP (engl. Horse
Radish Peroxidase)-Konjugat. Dann wird die Membran wieder dreimal in NCP ohne Azid
gewaschen. Nach der Blockierung erfolgen alle Inkubationen in NCP ohne Azid, da dieses die
HRP inaktiviert.

Der Nachweis der gebundenen Antikorper auf der Membran erfolgt mittels
Chemilumineszenz mit Hilfe eines speziellen ECL-Reagenzes. Das Nachweisprinzip beruht auf
der Umsetzung des Substrats Wasserstoff durch die an den zweiten Antikorper gekoppelte
Peroxidase, wobei Sauerstoff frei wird. Der Sauerstoff flihrt zur Anregung des im ECL-
Reagenz enthaltenen Luminols, welches in seinem angeregten Zustand eine
Chemilumineszenz aussendet, die mit Hilfe des LAS-Imager dokumentiert werden kann.
Alternativ kann die Chemilumineszenz auch durch das Auflegen eines Rontgenfilms und die

anschlieRende Entwicklung in einer Entwicklermaschine erfolgen.

3.2.1.7. ELISA

Ein ELISA (engl. Enzyme Linked Immunsorbant Assay) ist ein antikdrperbasiertes Verfahren
zum Nachweis der Proteinkonzentration in einer Losung (VOLLER et al., 1978).

Dazu wird zunachst der erste Antikérper, welcher spezifisch fiir das zu nachzuweisende
Protein ist, an eine Tragersubstanz gekoppelt. Dann wird die zu analysierende Losung
hinzugefiigt, wobei das zu untersuchende Protein an den ersten Antikdrper binden kann.
Nun wird ein zweiter Antikorper hinzugegeben, der ebenfalls spezifisch flir das Protein ist, es
allerdings an einem anderen Epitop erkennt, sodass sich erster und zweiter Antikdrper nicht
gegenseitig beeintrachtigen konnen. Der zweite Antikorper ist mit einem Enzym konjugiert,
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das einen Nachweis erlaubt. Dies kann beispielsweise die HRP sein, sodass der Nachweis
Uber Chemilumineszenz erfolgt (vgl. Abschnitt 3.2.1.6). Durch Zugabe des entsprechenden
Substrats wird die Nachweisreaktion ausgel6st und mit einem geeigneten Gerat ausgelesen.
Dabei ist die Starke der Reaktion direkt proportional zur Menge an nachzuweisendem
Protein. Diese Methode erlaubt die quantitative Bestimmung sehr geringer Antigenmengen.
Da bei diesem Nachweis ein Antikorper-Antigen-Antikorper-Komplex entsteht, spricht man
auch von ,,Sandwich-ELISA”.

Die Durchfiihrung des ELISAs erfolgte durch die AG Diehl.
3.2.1.8. Uberexpression und Aufreinigung rekombinanter Proteine aus Bakterien

3.2.1.8.1. Uberexpression von Proteinen

Fir die Uberexpression eines rekombinanten Proteins werden zunichst 50 ml Antibiotikum-
haltiges LB-Medium mit einer Einzelkolonie transformierter Bakterien angeimpft und UN in
einem Schittelinkubator bei 250 rpm und 37°C inkubiert. Am néachsten Tag wird die
Vorkultur mit einer Verdinnung von 1:100 in die Hauptkultur Gberimpft und diese dann im
Inkubator bis zu einer ODggo von 0,8 kultiviert. Bei dieser optischen Dichte befinden sich die
Bakterien in der exponentiellen Wachstumsphase. In dieser Phase kann die Uberexpression
des Proteins, welches unter einem induzierbaren Promotor exprimiert wird, durch die
Zugabe von IPTG mit einer Endkonzentration von 0,5 mM gestartet werden. Die induzierte
Hauptkultur wird dann wiederum UN bei 250 rpm und 22°C inkubiert. Nun werden die
Bakterien durch Zentrifugation fiir 15 min bei 5000 rpm (Standzentrifuge, Rotor: JA-10; JA-
14) und 4°C pelletiert. Alle folgenden Schritte erfolgen auf Eis. Das erhaltene Pellet wird in
einem geeigneten Volumen Lysis-Puffer (z.B. Aufnahme des Pellets einer 4 |-Kultur in 50 ml
Puffer) resuspendiert. Fir die Lyse der Bakterienzellen wird die erhaltene Suspension einer
Behandlung mit dem Ultraschallstab unterzogen. Dies erfolgt durch viermalige Sonifizierung
bei einer Tip-Energie von 8 fiir 1 min mit einer Unterbrechung von jeweils 30 s. Fir einen
weiteren Aufschluss der Zellen wird die Suspension in einen Douncer Uberfiihrt und
20-30 Ziige gedounced. Das erhaltene Rohlysat wird nun fiir 30 min bei 35.000 rpm und 4°C
zentrifugiert (Stand-Ultrazentrifuge; Rotor: TI-45), um ungewilinschte Zelltrimmer vom
Uberstand, welcher das (iberexprimierte Protein l6slich enthilt, zu trennen. Aus dem

erhaltenen, sogenannten Cleared-Lysat kann dann die Aufreinigung des Proteins erfolgen.
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3.2.1.8.2. Aufreinigung von Proteinen mittels GST-Tag

Bei der Proteinaufreinigung bedient man sich sogenannter Affinitats-Tags, die an das
Zielprotein fusioniert exprimiert werden, sodass eine Aufreinigung des Fusionsproteins
mittels Affinitats-Chromatographie moglich ist. Zwei Beispiele fiir diese Tags sind der GST-
Tag, die 26 kDa grolRe Glutathion-S-Transferase, dessen Bindungspartner Glutathion
darstellt, und der mit 1 kDa deutlich kleinere Strep-Tag, dessen Bindungspartner das
Streptavidin ist.

Fiir die eigentliche Aufreinigung werden spezielle Sdulen mit Agarose-Beads befiillt. An diese
Beads ist jeweils der entsprechende Bindungspartner gekoppelt, sodass das Fusionsprotein
daran binden kann.

Fiir die Aufreinigung von Proteinen mittels GST-Tag wird die Sdule mit Glutathion-Beads
befillt und mit 5 Vol. (in Bezug auf das Bead-Volumen) Lysis-Puffer aquilibriert. Der
Durchfluss des Puffers erfolgt dabei immer allein durch die Gravitationskraft. Dann kann die
Sadule mit dem, wie in Abschnitt 3.2.1.8.1 beschrieben, gewonnen Cleared-Lysat beladen
werden. Zum Waschen wird die Sdule zunachst mit 10 Vol. GST-Waschpuffer und weiterhin
mit 5 Vol. PBS befiillt. Das gewaschene und an die Beads gekoppelte Fusionsprotein wird mit
diesen in ein frisches Reaktionsrohrchen tberfiihrt und mit 1 Vol. PBS und mit einer finalen
Konzentration von 100 U/ml Thrombin versehen. Thrombin ist eine Protease, die an einer
bestimmten Erkennungssequenz ein Protein schneiden kann. Diese Eigenschaft von
Proteasen macht man sich fiir die Abspaltung der Affinitats-Tags zu Nutze, in dem man
zwischen das Protein von Interesse und den Tag eine solche Sequenz einfligt, um den
eventuell storenden Tag abschneiden zu koénnen. Das an die Beads gekoppelte
Fusionsprotein versehen mit Thrombin wird UN auf dem Endlosrad bei 4°C im Kiihlraum
inkubiert. Am darauffolgenden Tag wird die Bead-Suspension zuriick in die Saule gegeben
und der Durchfluss, welcher nun das gewlinschte Protein ohne Tag enthalt, aufgefangen. Die
Sdule kann regeneriert werden indem man sie mit GST-Elutionspuffer behandelt und
anschlieBend mit GST-Waschpuffer wascht. Durch Uberschichtung der Siule mit GST-
Lagerungslosung kann diese fiir eine weitere Anwendung einige Wochen im Kiihlraum
belassen werden.

Das aufgereinigte Protein kann bis zu seiner Verwendung dialysierend gegen PBS mit 0,1 mM
DTT und 0,1 % Azid bei 4°C im Kihlraum gelagert werden. Das DTT sorgt als Reduktionsmittel

flir eine Konservierung des Proteins, da es die Oxidation von SH-Gruppen zu Disulfidbriicken
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verhindert. Das Azid verhindert ein Wachstum von Bakterien. Fiir eine langerfristige
Lagerung wird das aufgereinigte Protein in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C

deponiert.

3.2.1.8.3. Aufreinigung des Proteins mittels Strep-Tag

Die Aufreinigung von Strep-Tag-Fusionsproteinen erfolgt zum Grofdteil analog zu der
Aufreinigung von Proteinen mit GST-Tag. Als Beads werden Streptactin-Beads verwendet.
Streptactin ist eine rekombinante Variante des Streptavidins, welches den Strep-Tag deutlich
besser bindet.

Nachdem das Lysat auf die Sdule gegeben wurde, wird diese mit 15 Vol. Strep-Tag-
Waschpuffer pH 8,0 gewaschen. Da der Strep-Tag mit einem Molekulargewicht von 1 kDa
vergleichsweise klein ist, kann er am Fusionsprotein belassen werden. Deshalb kann bei
dieser Aufreinigung das Fusionsprotein durch Zugabe von 0,5 Vol. Strep-Tag-Elutionspuffer
direkt von der Sdule eluiert werden. Dieser Puffer enthalt Desthiobiotin, welches als
Biotinderivat mit dem Strep-Tag um die Bindung an das Streptactin konkurriert und es
verdrangt. Durch Zugabe von 15 Vol. Strep-Tag-Regenerationspuffer wird die Saule
regeneriert und muss anschlieBend mit 4 Vol. Strep-Tag-Waschpuffer pH 10,5 und 8 Vol.
Waschpuffer pH 8,0 gewaschen werden. Diese Saule wird zur Lagerung mit Strep-Tag-
Waschpuffer pH 8,0 tGberschichtet.

Flr die Lagerung von Strep-Tag-Fusionsproteinen gelten dieselben MalBnahmen, die bereits

in Abschnitt 3.2.1.8.2 beschrieben wurden.

3.2.1.9. Aufkonzentrierung von Proteinen

Zur Aufkonzentrierung von Proteinen verwendet man sogenannte Centricon-Réhrchen. Dies
sind spezielle Filtrationseinheiten mit einer Membran in der Mitte, welche
Molekulargewicht-abhangig fir Proteine durchlassig ist. Man gibt die zu konzentrierende
Proteinlésung auf den Filter und zentrifugiert bis ein gewlinschtes Restvolumen auf dem
Filter zuriickgeblieben ist. Dann wird die Einheit des Rohrchens, die die Uberflissige Losung
enthalt, entfernt, das Centricon-Réhrchen umgedreht und erneut zentrifugiert, sodass sich
zum Schluss das Protein in dem gewtinschten Restvolumen befindet.

Die Durchfiihrung erfolgt nach Angaben des Herstellers.
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3.2.2. Aufreinigung von Aktin und biochemische Assays mit Aktin

3.2.2.1. Gewinnung von G-Aktin aus Aktin-Aceton-Puder

Die G-Aktin-Gewinnung erfolgt aus Aktin-Aceton-Puder, welches aus Skelettmuskel von
Kaninchen hergestellt und von der Arbeitsgruppe Faix (Medizinische Hochschule Hannover)
zur Verfugung gestellt wurde. Die Aufreinigung aus Aktin-Aceton-Puder ist eine Folge von
Depolymerisation und Polymerisation des Aktins (SPuDICH, WATT, 1971).

Zu Beginn werden 5 g Aktin-Aceton-Puder in ein Becherglas gegeben, mit 100 ml G-Puffer
versehen und 30 min auf dem Rihrer bei 4°C im Kihlraum riihren gelassen
(Depolymerisation). AnschlieBend wird bei 4°C im Kiihlraum das Aktin-Aceton-Puder-G-
Puffer-Gemisch auf sogenanntes Cheese-Cloth (Verbandsgaze) gegeben und lber einem
Becherglas ausgequetscht. Das ausgequetschte Gemisch wird zurlick in das alte Becherglas
gegeben, erneut mit 100 ml G-Puffer versehen und 30 min auf dem Rihrer bei 4°C im
Kdhlraum riihren gelassen. Dieser Schritt wird zwolfmal wiederholt und von jeder Fraktion
eine Probe genommen, die in der SDS-PAGE (berpriift wird. Nachdem die Fraktionen im Gel
auf Effizienz und Reinheit geprift wurden, wird entschieden, welche Fraktionen
weiterverwendet und dementsprechend vereinigt werden. Nun folgt eine Zentrifugation fir
30 min bei 8000 rpm (Standzentrifuge, Rotor: JA-14) und 4°C, um grobe storende Riickstiande
zu entfernen. Der Uberstand wird mit 50x Polymerisationspuffer versehen (Polymerisation).
Das erhaltene Gemisch wird fiir mindestens 2 h auf dem Rihrer bei 4°C inkubiert. Dieser
Schritt kann auch UN ausgedehnt werden. AnschlieBend wird dem Gemisch unter Riihren
KCI mit einer Endkonzentration von 0,8 M hinzugefiigt und fir weitere 30 min inkubiert.
Dieser Schritt dient der Entfernung von Tropomyosin. Anschliefend erfolgt eine
Zentrifugation fur 3 h bei 38.000 rpm und 4°C (Stand-Ultrazentrifuge; Rotor: TI-45). Der
Uberstand wird verworfen und das Pellet in einen Douncer Uberfiihrt, mit einem
entsprechenden Volumen G-Puffer versehen und gedounced bis sich eine homogene, viskose
Flussigkeit ergibt (Depolymerisation). Diese wird in einen Dialyseschlauch transferiert und
gegen G-Puffer dialysiert. Die Dialyse erfolgt unter Rihren bei 4°C im KiihlIraum. Nach 8 h ist
das Dialysegleichgewicht erreicht und der G-Puffer muss ausgetauscht werden. Die Dialyse
kann bis zu 96 h unter fortwdahrendem Pufferwechsel ausgedehnt werden. AnschlieRend

wird das dialysierte Aktin fiir 2 h bei 53.700 rpm und 4°C zentrifugiert (Tisch-Ultrazentrifuge;
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Rotor: MLA-80). Dann werden 2/3 des Uberstands in eine Dialysesiule berfiihrt und zur
Lagerung gegen G-Puffer bei 4°C im Kiihlraum dialysiert. Die Gbrigen 1/3 werden verworfen.
Um kurze Oligomere und auch Capping-Proteine aus dem gewonnenen Aktin zu entfernen,
unterzieht man es der Gelfiltration in der Akta-FPLC. Dabei kénnen kurze und Filamente an
deren Ende Capping-Proteine sitzen, die Gelmatrix schneller passieren als G-
Aktinmonomere, die von den Poren des Gels zurlickgehalten werden. Die gesammelten
Fraktionen werden mittels SDS-PAGE auf ihre Reinheit Gberprift, anschlieBend vereinigt und
dialysierend gelagert.

Das so aufgereinigte G-Aktin kann im Dialyseschlauch bei wochentlichem G-Puffer-Wechsel

Uber einen langeren Zeitraum gelagert werden.
3.2.2.2. Aktin-Assays

3.2.2.2.1. Aktin-Pelleting-Assay

Der Aktin-Pelleting-Assay, auch Aktin-Ko-Sedimentations- oder Aktin-Bindungsassay
genannt, ist eine Methode, um zu priifen, ob das aufgereinigte, zu untersuchende Protein an
Aktin bindet. Durch Ultrazentrifugation kann G- von F-Aktin getrennt werden, wobei sich
anschlieRend das G-Aktin im Uberstand und das F-Aktin im Pellet befindet. Das zu
untersuchende Protein ist anschlieBend je nach seiner Fahigkeit Aktin zu binden in einer der
beiden Fraktionen nachweisbar (BROWN et al., 1982).

Fir den Assay werden dquimolare Mengen G-Aktin und zu untersuchendes Protein in einem
Ansatz von insgesamt 100 pl mit Assay-Polymerisationspuffer und Wasser gemischt und fur
1 h bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieRend erfolgt eine Zentrifugation fir 1 h bei
70.000 rpm und 4°C (Tisch-Ultrazentrifuge; Rotor: TLA-100). Nach der Zentrifugation werden
Uberstand als auch Pellet mit SDS-Probenpuffer versehen, in einer SDS-PAGE

gelelektrophoretisch aufgetrennt und nach Coomassie-Farbung analysiert.

3.2.2.2.2. Pyren-Aktin-Assay

Der Pyren-Aktin-Assay ist ein kinetischer Assay, mit welchem die Aktivitat Aktin bindender
Proteine gegenlber Aktin analysiert werden kann. Diese Methode basiert auf der
Gegebenheit, dass die Fluoreszenz von Pyren markiertem G-Aktin beim Einbau in

Aktinfilamente bis zu einem Faktor von 20 zunimmt (CooPeR et al., 1983). So kann mit dieser
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Methode die Kinetik von Polymerisation und Depolymerisation von Aktin im Hinblick auf die

Aktivitat bestimmter Proteine untersucht werden.

3.2.2.2.2.1. Markierung von Aktin mit Pyren

Die Markierung des Aktins mit dem Fluorophor Pyren erfolgt am Cystein 374. Dies ist der
reaktivste Cystein-Rest im Molekiil. Fiir die Markierung wird frisch aufgereinigtes Aktin UN
gegen P-Puffer bei 4°C im Kihlraum dialysiert. Um die Polymerisation zu starten wird am
darauffolgenden Tag Polymersationspuffer dazugegeben. Nach 1 min Inkubationszeit
werden schnell 165 mM Pyren-Maleimid in DMSO hinzugefiigt. Alle folgenden Schritte
werden unter Lichtausschluss durchgefiihrt. Die Losung wird zunachst fiir 5 min bei RT und
anschlieRend fiir weitere 40 min auf Eis und letztendlich UN bei 4°C im Kiihlraum riihren
gelassen. Dann wird das Aktingemisch in einen Dialyseschlauch liberfiihrt und fiir 48 h gegen
G-Puffer bei 4°C im Kiihlraum dialysiert. Darauf folgt eine Zentrifugation fiir 10 min bei
10.000 rpm und 4°C (Tisch-Ultrazentrifuge; Rotor: MLA-80). Das G-Aktin im Uberstand wird
mit Polymerisationspuffer versetzt und fiir 30 min bei RT inkubiert, um die Polymerisation zu
starten. AnschlieBend erfolgt ein weiterer Zentrifugationsschritt fiir 2 h bei 60.000 rpm und
4°C (Tisch-Ultrazentrifuge; Rotor: MLA-80). Das F-Aktin-Pellet wird in einen Douncer
Uberfuhrt, mit G-Puffer versetzt und gedounced wird. Dann wird das markierte Aktin fiir 48 h
im Kiihlraum dialysiert. Es folgt ein letzter Zentrifugationsschritt fiir 20 min bei 60.000 rpm
und 4°C (Tisch-Ultrazentrifuge; Rotor: MLA-80). Nun wird mit Hilfe des Photometers bei
einer Wellenlange von 290 nm und 390 nm die Effizienz der Pyrenmarkierung Uberprift.
Letztendlich wird das Pyren markierte Aktin in flissigem Stickstoff schockgefroren und bis

zum Gebrauch bei -80°C gelagert.

3.2.2.2.2.2. Polymerisations-Assay

Flr den Polymerisations-Assay wird G-Aktin (20 % Pyren-Aktin + 80 % nicht markiertes Aktin)
mit dem aufgereinigten, zu untersuchenden Protein in einen Ansatz von insgesamt 50 pl mit
G-Puffer in eine 96-well-Platte pipettiert und diese in das Thermo Varioskan Flash
Fluorimeter gestellt. Uber die Dispenser-Funktion des Gerdts wird 50 ul Assay-
Polymerisationspuffer eingespritzt, um die Reaktion zu starten. AnschlieRend wird die
Messung im Varioskan Fluorometer durchgefiihrt. Dabei werden folgende Einstellungen
vorgenommen: Anregungswellenlange: 342 nm; Emissionswellenlange: 388 nm;

Messintervall: 20 s; Messzeit: 30 min.
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3.2.2.2.2.3. Depolymerisations-Assay

Beim Depolymerisations-Assay wird das G-Aktin (20 % Pyren-Aktin + 80 % nicht markiertes
Aktin) zunachst in einem Ansatz mit Assay-Polymerisationspuffer fir 2,5 h bei RT
vorinkubiert. Das aufgereinigte, zu untersuchende Protein und Latrunculin B werden in eine
96-well-Platte vorgelegt. Das Latrunculin B ist ein Toxin des Schwamms der Gattung
Latrunculia. Es fangt frei werdendes G-Aktin ab, bindet es irreversibel und sorgt fir eine
Verlagerung der Gleichgewichtsreaktion in Richtung Depolymerisation. Nach der
Vorpolymerisation wird das erhaltene F-Aktin ebenfalls in die Platte pipettiert (Endvolumen:
100 ul) und die Messung im Varioskan Fluorometer durchgefiihrt. Dabei werden die gleichen

Einstellungen vorgenommen, wie beim Polymerisations-Assay.

3.2.2.2.3. Falling-Ball-Assay

Der Falling-Ball-Assay, auch Viskositdts-Assay genannt, ist eine Methode zur Untersuchung
der Aktivitat Aktin bindender Proteine im Hinblick darauf, die Polymerisation von Aktin zu
beeinflussen. Durch die Aktin-Polymerisation dndert sich die Viskositdt der Losung, was in
einem Kugelfallviskosimeter bestimmt werden kann. Andert sich die Viskositit einer Losung,
andert sich auch gleichzeitig die Zeit, die eine Kugel bendtigt, um in dieser eine definierte
Strecke zurlickzulegen. (MACLEAN-FLETCHER, POLLARD, 1980)

Flr diesen Assay wird in einem Ansatz mit einem Endvolumen von 120 pl das aufgereinigte,
zu untersuchende Protein mit Assay-Polymerisationspuffer und Wasser gegeben und dies,
vor der Uberfiihrung in eine Glaskapillare mit G-Aktin gemischt. Die Kapillare wird an einem
Ende mit Knetmasse verschlossen und senkrecht in eine Halterung gestellt. Nach einer
Inkubation von 1 h bei RT wird die befiillte Glaskapillare so in eine Apparatur gestellt, dass
sie eine Neigung von ca. 15° aufweist. Nun wird eine Metallkugel in die Kapillare gegeben
und die Zeit gemessen, die die Kugel benétigt, um eine zuvor festgelegte Strecke

zurilickzulegen.
3.3. Zellbiologische Methoden

3.3.1. Isolierung von Zellen aus lymphatischen Organen der Maus

Fiir die Isolation von Zellen aus Organen wird die adulte Maus zunachst durch Inhalation von

CO, getotet. AnschlieBend werden die lymphatischen Organe, wie Thymus, Lymphknoten
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(zervikal, axillar, inguinal) und Milz pradpariert und direkt in kaltes RPMI-Medium auf Eis
Uberfuhrt. Zur Herstellung einer Einzelzellsuspension werden die Organe zwischen den
matten Schliffenden von Objekttragern zerkleinert und durch Auf- und Abpipettieren die
Zellen noch weiter vereinzelt. Zuletzt wird die Zellsuspension durch einen Filcon-Filter

filtriert, um stérende Gewebereste zu eliminieren.

3.3.2. Isolierung von Immunzellen aus murinem Blut

Die Abnahme von Blut erfolgt direkt nach dem Téten der Maus aus der Aorta im Bauchraum.
Dazu wird zuvor in eine Spritze ein kleines Volumen MACS-Puffer aufgezogen. Das EDTA im
Puffer verhindert die Blutgerinnung, indem es die daflir essentiellen Calciumionen
komplexiert. Nach Einstechen der Kaniile in das Gefal kdnnen ca. 1 ml Blut aufgezogen
werden. Zur Uberfiihrung des Bluts aus der Spritze in ein ReaktionsgefiR wird die Kaniile

entfernt.

3.3.2.1. Lyse von Erythrozyten

Um die fur die weitere Analyse von Immunzellen stérenden Erythrozyten zu eliminieren,
muss sowohl das Blut als auch die Milz-Einzelzellsuspension einer Blutzelllyse unterzogen
werden. Dazu werden die fiir 10 min bei 1000 rpm und 4°C im Swingout-Rotor
(Tischzentrifuge) pelletierten Zellen mit 3 ml RBC (engl. Red Blood Cell)-Lyse-Puffer versehen
und fir 4 min bei RT unter Schwenken inkubiert. Der RBC-Puffer enthalt aufgrund der Salze
Ammoniumchlorid und Kaliumhydrogencarbonat auch Ammonium- und
Hydrogencarbonationen, die im Gleichgewicht mit Ammoniak und Kohlendioxid stehen.
Letztere Verbindungen kdnnen die Zellmembran passieren. In der Zelle wird der Ammoniak
wieder spontan in Ammoniumionen umgewandelt und die in Erythrozyten in groflen
Mengen vorhandene Carbonanhydrase beschleunigt die Riickreaktion von Kohlendioxid zu
Hydrogencarbonationen. Dies sorgt somit zur verstarkten Aufnahme von Ammoniak und
Kohlendioxid in die Zelle, was die Erythrozyten schadigt. Um eine Schadigung der Leukozyten
zu vermeiden, ist es wichtig, die Inkubationszeit einzuhalten und anschliefend die Reaktion
durch Verdiinnung mit MACS-Puffer zu stoppen. Dann wird die Zellsuspension unter den
oben beschriebenen Bedingungen zentrifugiert. Nun missen die Zellen durch
Resuspendieren in MACS-Puffer und erneute Zentrifugation gewaschen werden, um die

Salze aus dem RBC-Puffer zu entfernen. Bei Bedarf kann die Blutzelllyse wiederholt werden
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3.3.3. Durchflusszytometrische Untersuchung von Zellen

Die Durchflusszytometrie ermdoglicht die Untersuchung der GroRe, der Granularitdt und die
Immunfluoreszenzanalyse von Zellen. Im Durchflusszytometer werden die Zellen in einem
Flissigkeitsstrom aufgenommen, vereinzelt und passieren dann einen Laserstrahl. Gelangt
eine Zelle in den Strahlengang, wird der Strahl je nach Eigenschaften der Zelle
unterschiedlich stark gestreut. Dabei unterscheidet man zwischen dem Vorwartsstreulicht
(FSC, engl. Forward Scatter) und dem Seitenstreulicht (SSC, engl. Side Scatter), das als Mal
fur die GroBe bzw. die Granularitdit der Zellen dient. Weiterhin kénnen sowohl
Oberflachenmolekile als auch intrazellulare Proteine der Zellen mit Fluorochrom
gekoppelten Antikorpern markiert werden. Die Fluorochrome werden durch den Laserstrahl
angeregt und die emittierte Fluoreszenz detektiert. Diese Methode ermdglicht die Analyse
grofler Zellzahlen in vergleichsweise kurzer Zeit.

Fiir eine Messung werden immer 10.000-30.000 Zellen im Thymozyten- bzw. Lymphozyten-
Gate aufgenommen. Dieses Gate wird in der FSC/SSC-Darstellung festgelegt. Links der
Lymphozyten findet man eine weitere Population, die tote Zellen darstellen und in der ganz
linken Ecke sind andere, nicht zelluldre Partikel lokalisiert. Mit Hilfe von Einzelfarbungen
werden die verwendeten FACS-Antikorper Uberprift. In Abbildung 3.1 ist exemplarisch die

Lage eines Lymphozyten-Gates und Einzelfarbungen fiir CD4- und CD8-positive Zellen

dargestellt.
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Abbildung 3.1: Exemplarisches Lymphozyten-Gate und Einzelfdrbungen fiir CD4- und CD8-positive Zellen. In
(A) ist die Lage eines Lymphozyten-Gates bei der Analyse von Einzelzellen aus Milz dargestellt. (B) zeigt eine
Einzelfarbung fiir CD4-positive Zellen mit dem FACS-Antikdrper CD4- PerCP-e710 und (C) eine Einzelfarbung fir
CD8-positive Zellen mit dem FACS-Antikorper CD8-FITC ebenfalls an Milz-Einzelzellen.
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3.3.3.1. Extrazelluldre Immunfluoreszenzfarbung von Zellen

Fir die Immunfluoreszenzfarbung von Zellen werden die, wie in Abschnitt 3.3.1 und 3.3.2
beschrieben, gewonnenen Zellen einer Antikdrperfarbung unterzogen. Dazu inkubiert man
die Zellen in einem Volumen von 100 pl mit dem entsprechenden Antikérper, verdinnt in
MACS-Puffer, fir 30 min bei Dunkelheit und 4°C auf Eis. AnschlieRend wird die Inkubation
durch Zugabe von 500 ul MACS-Puffer abgestoppt. Durch eine Zentrifugation fir 10 min bei
1000 rpm und 4°C im Swingout-Rotor (Tischzentrifuge) werden die Zellen pelletiert und
anschlieRend in 300 ul MACS-Puffer resuspendiert. Dieser Waschschritt wird ein weiteres
Mal wiederholt bevor die Zellen letztendlich in 200 ul MACS-Puffer aufgenommen und im

Durchflusszytometer vermessen werden.

3.3.3.2. Intrazelluldre Immunfluoreszenzfarbung von Zellen

Fiir die Farbung intrazelluldrer Proteine miissen die Zellen zunachst fixiert und anschlieRend
permeabilisiert werden. Hierfir werden die Zellen mit 400 pl kaltem Histofix versehen und
flir 15 min bei 4°C auf Eis inkubiert. Zum Abstoppen werden dem Ansatz 700 pl MACS-Puffer
mit 0,5 % Tween-20 hinzugefligt. Es folgt eine Zentrifugation flir 10 min bei 1000 rpm und
4°C im Swingout-Rotor (Tischzentrifuge). Nun werden die Zellen mit 300 pul MACS-Puffer
gewaschen. An dieser Stelle kdnnen die Zellen in MACS-Puffer aufgenommen und UN bei 4°C
auf Eis gelagert werden. Im nachsten Schritt werden die Zellen fiir 10 min in 300 pl MACS-
Puffer mit 0,1 % Triton-X-100 bei 4°C auf Eis inkubiert. Zum Pelletieren der Zellen werden
diese zentrifugiert (s.0.) und dann in 300 pul MACS-Puffer mit 0,5 % Tween-20 resuspendiert.
Es erfolgt ein weiterer Zentrifugationsschritt bevor die Zellen zur Blockierung in 300 ul
MACS-Puffer mit 1 % Fischgelatine aufgenommen werden. Dann schlieBt sich eine
Inkubation fiir 45 min bei 4°C auf Eis im Kihlraum an. Jetzt kann die eigentliche intrazellulare
Farbung stattfinden, die nach der Blockierung der Zellen wie eine extrazelluldre Farbung
ablauft (vgl. Abschnitt 3.3.3.1). Einer intrazelluldaren Farbung kann bereits eine extrazellulare
Farbung vorausgegangen sein. In diesem Fall schlieBt sich an die extrazellulare Farbung

direkt die Fixierung an.

3.3.3.3. Verwendung von Counting-Beads zur Zellzahlbestimmung im Durchflusszytometer

Soll parallel zum Einmessen einer bestimmten Anzahl von Zellen gleichzeitig die Zellzahl in

der Probe bestimmt werden, verwendet man sogenannte Counting-Beads. Bei der
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Untersuchung mit dem Durchflusszytometer zeigen sie eine klar abzugrenzende Population
im Forward Scatter. Durch Zugabe eines bestimmten Volumens dieser Bead-Suspension, die
dann eine definierte Anzahl Counting-Beads beinhaltet, kann die Zellzahl in der Probe genau
bestimmt werden. Diese Methode verwendet man insbesondere bei der Untersuchung der

Proliferation der Zellen Uber einen bestimmten Zeitraum.

3.3.4. Apoptose-Assay

Bei der Apoptose unterlaufen die Zellen den programmierten Zelltod. Dieser Prozess ist
unter anderem durch den Verlust der Asymmetrie der Zellmembran gekennzeichnet. Dies
flihrt dazu, dass das Membranphospholipid Phosphatidylserin von der Innenseite der
Membran auf die AulRenseite transloziert wird. Das Phospholipid-Bindeprotein AnnexinV hat
eine hohe Affinitat fir Phosphatidylserin, sodass es an Zellen bindet, die dieses Lipid auf der
Oberflache tragen. Aus diesem Grund kann fluoreszenzmarkiertes AnnexinV als Marker fiir
apoptotische Zellen in der Durchflusszytometrie verwendet werden. (VERMES et al., 1995)
Zum Ausschluss von toten und spat apoptotischen Zellen ist eine Gegenfarbung mit
Propidiumiodid essentiell, ein Farbstoff, der in die DNA interkaliert und somit nur bei einer
beschadigten Zellmembran die Zelle anfarbt.

Fiir den Apoptose-Assay wird das FITC AnnexinV Apoptosis Detection Kit | nach
Herstellerangaben verwendet. Dem Apoptose-Assay ging immer eine extrazellulare Farbung

voraus.
3.3.5. Zellseparation

3.3.5.1. Zellseparation mit Hilfe magnetischer Antikorper (MACS)

Diese Methode, auch als MACS (engl. Magnetic Activated Cell Sorting) bezeichnet, dient der
Separation bestimmter Zellpopulationen aus Gemischen von Zellen. Dazu verwendet man
Antikorper gegen extrazellulare Epitope, welche an supramagnetische Beads gekoppelt sind.
So markierte Zellen kénnen Uiber spezielle MACS-Saulen, die in einem stark magnetischen
Halter platziert sind, gebunden werden.

Fir die Zellseparation mit Hilfe magnetischer Antikérper werden diverse Kits der Firma
Miltenyi nach Herstellerangaben verwendet. Man unterscheidet zwischen der positiven

Selektion, wobei die markierten und durch Magnetismus an der Saule zurlickgehaltenen
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Zellen die gewlnschte Zellpopulation darstellen und der Depletion, wohingegen mit den

unmarkierten Zellen, die sich im Durchfluss befinden, weitergearbeitet wird.

3.3.5.2. Zell-Sorting (FACS)

Die Zellseparation mit Hilfe der MACS-Technologie liefert eine Reinheit der isolierten
Zellpopulationen von 85-99 %. Zur Erreichung eines hoéheren Reinheitsgrads und einer
grofReren Zellausbeute verwendet man einen Zell-Sorter, auch FACS (engl. Fluorescence
Activated Cell Sorter) genannt, dessen Funktionsweise der eines Durchflusszytometers mit
einer zusatzlichen Einheit zur Zellsortierung entspricht. In diesem Gerat werden die Zellen,
nachdem sie den Laserstrahl passiert haben, in einzelne Tropfen verpackt, die elektrisch
geladen und mit Hilfe eines elektrischen Felds ihrer Ladung entsprechend in ein Gefal}
abgelenkt werden.

Das Zell-Sorting erfolgte in der Flow Cytometry Core Facility am Uniklinikum Bonn.

3.3.6. Kultivierung primarer T-Zellen der Maus

Zur Kultivierung von primaren T-Zellen muss eine moglichst sterile Prdparation dieser
gewahrleistet sein. Dazu wird das Fell der Maus in Ethanol getrankt und fiir die Praparation
der Organe mit Ethanol desinfiziertes Praparationsbesteck verwendet. Alle weiteren Schritte
der Praparation (vgl. Abschnitt 3.3.1 und 3.3.2) erfolgen unter der Sterilbank in der
Zellkultur.

Fir die Kultivierung der Zellen ist die Kenntnis iber die Zelldichte wichtig, da eine bestimmte
Anzahl von Zellen in ein definiertes Volumen Medium aufgenommen werden (z.B. 12-well-
Platte: 4 x 10° Zellen in 1,25 ml RPMI-Medium pro well). Zur Bestimmung der Zelldichte wird
die Neubauerzdhlkammer verwendet. Nach dem Ausbringen der Zellen werden diese bei
37°Cund 5 % CO, kultiviert.

Zur Kultivierung von T-Zellen werden dem Medium B-Mercaptoethanol und Interleukin-7
hinzugefiigt. B-Mercaptoethanol fangt als reduzierendes Reagenz toxische Sauerstoffradikale
ab, wahrend Interleukin-7 als Wachstumsfaktor T-Zellen stimuliert und somit ihr Uberleben
sichert. Das B-Mercaptoethanol befindet sich von vorne herein im Medium. Das

Interleukin-7 wird erst nach 1 h Inkubation bei 37°C im Inkubator hinzugefligt.
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3.3.7. Aktivierung von T-Zellen

Fiir die Aktivierung von T-Zellen werden die beiden Rezeptoren CD3, eine Komponente des
T-Zellrezeptorkomplexes und CD28, ein Co-Rezeptor dieses, stimuliert. Wahrend anti-CD28
(Endkonzentration: 1 pg/ml) l6slich dem Medium hinzugefiigt wird, wird die Zellkulturplatte
mit anti-CD3 beschichtet. Dazu wird CD3 (Endkonzentration: 5 pg/ml) in PBS verdiinnt und
100 ul dieser Verdiinnung in ein well einer 96-well-Platte gegeben. Nach einer Inkubation
von mindestens 1 h bei 37°C im Brutschrank wird die Platte dreimal mit PBS gewaschen

bevor die Zellen ausgebracht werden.

3.4. Haltungs- und Zuchtbedingungen von Mausen

Die Haltung und Zucht der Mause erfolgt in einem sogenannten IVC (engl. Individually
Ventilated Cages)-System bei einem Licht-Dunkel-Rhythmus von 12/12 Stunden, einer
Temperatur von 21°C und einer Luftfeuchtigkeit von 50 %. Dabei stehen den Tieren Wasser

und Trockenfutter zur Verfligung.

3.5. Methoden zur Selektion eines Aptamers

3.5.1. SELEX

Die systematische Evolution von Liganden durch exponentielle Anreicherung (engl.
Systematic Evolution of Ligands by Exponential Enrichment, SELEX) ist ein sich
wiederholender Prozess bestehend aus drei Schritten:

- Inkubation der Nukleinsdurebibliothek mit dem Zielmolekil (Selektion)

- Separation der bindenden Nukleinsauresequenzen von der Fraktion, die nicht

bindet (Elution)

- Amplifikation der bindenden Nukleinsdauresequenzen (Amplifikation)

Nun kann der Zyklus erneut beginnen und mehrfach wiederholt werden, um eine

Anreicherung bindender Sequenzen zu gewahrleisten.

3.5.1.1. Kopplung des Zielmolekiils an magnetische Beads

Fiir die Selektion muss das Zielprotein, ein Strep-Tag-Fusionprotein, zunachst an eine Matrix
immobilisiert werden. Dazu wird das Fusionsprotein an magnetische Streptactin-Beads

gekoppelt.
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Fiir die Kopplung werden 5 mg Beads in ein Reaktionsgefald Uberfiihrt und diese dreimal mit
jeweils 500 ul PBS gewaschen. Dabei wird das ReaktionsgefaR in einen Magnethalter mit
seitlichem Magneten gestellt, sodass sich die Beads am Magneten sammeln und der
Uberstand abgenommen werden kann. Nach dem Waschen werden die Beads in 500 pl PBS
aufgenommen und 200 g Strep-Tag-Fusionsprotein hinzugefiigt. Dieses Gemisch wird dann
fur 1 h auf dem Endlosrad bei 4°C im Kihlraum inkubiert. Anschlieend werden die nun mit
Strep-Tag-Fusionsprotein gekoppelten Beads dreimal mit 500 pl PBS mit 1 mg/ml BSA
gewaschen und zuletzt in 1500 pl PBS mit 1 mg/ml BSA aufgenommen. Diese kénnen bei 4°C
gelagert werden.

Der Erfolg der Kopplung wird mittels SDS-PAGE (vgl. Abschnitt 3.2.1.4) tGberprift, wobei die
gekoppelten Beads in ein geeignetes Volumen SDS-Probenpuffer aufgenommen, fir 10 min

bei 95°C aufgekocht und der Uberstand direkt auf das Gel aufgetragen wird.

3.5.1.2. Selektion

Bei der Selektion wird die Nukleinsdurebibliothek mit dem an die Beads gekoppelten
Fusionsprotein inkubiert. Die Nukleinsaurebibliothek wird Gber Festphasensynthese extern
hergestellt. Ein solches Oligonukleotid der Bibliothek ist so designt, dass es eine zentrale
randomerisierte Region enthalt, die durch konstante Primer-Regionen flankiert wird.

Der eigentlichen Selektion wird eine sogenannte Negativselektion vorgeschaltet. Dabei wird
die Nukleinsaurebibliothek zunachst mit nicht gekoppelten Beads inkubiert, um solche
Sequenzen auszuschliellen, die eine Affinitat flr die Beads selbst haben.

Der SELEX-Ansatz besteht aus 80 pl der ungekoppelten Beads (5 mg Beads in 1500 ul PBS mit
1 mg/ml BSA), 100 uM der Nukleinsdurebibliothek, 3 pl 100 mM MgCl, und 7 ul H,0. Dieser
wird fur 30 min bei 37°C im Heizblock inkubiert. Wahrenddessen werden die Beads immer
wieder mit der Pipette resuspendiert. Nach der Inkubation wird der Ansatz in den
Magnethalter gestellt und der Uberstand zu 80 pl einer Suspension der gekoppelten Beads
(siehe Abschnitt 3.5.1.1) tUberfiihrt, von denen zuvor der Uberstand ebenfalls mit Hilfe des
Magnethalters entfernt wurde. Nun erfolgt die eigentliche SELEX-Inkubation unter den

gleichen Bedingungen, wie bereits beschrieben.

3.5.1.3. Separation

Zur Separation der gebundenen von den nicht gebundenen Nukleinsduresequenzen wird

nach der Inkubation zunichst der Uberstand, der die ungebundene Fraktion darstellt,
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verworfen. Dann werden die gekoppelten Beads mit den gebundenen Sequenzen zweimal
mit 100 pl PBS mit 3 mM MgCl, gewaschen. Ab SELEX-Runde 3 werden die Waschschritte
sukzessive um einen Schritt erhoht. Anschliefend werden die Beads in 55 pl H,0
resuspendiert und fir 5 min bei 80°C im Heizblock zum Abspalten der bindenden Sequenzen
erhitzt. Der erhaltene Uberstand, der jetzt die bindenden Sequenzen enthilt, wird mit Hilfe

des Magnethalters separiert und kann nun in die Amplifikation eingesetzt werden.

3.5.1.4. Amplifikation

Im Fall einer DNA-Bibliothek werden die bindenden Sequenzen in diesem Schritt durch eine
einfache PCR vervielfdltigt. Wird dagegen eine RNA-Bibliothek verwendet, muss diese
zunachst revers transkribiert werden, bevor die Amplifikation mittels PCR stattfinden kann.
Reverse Transkription und PCR-Amplifikation erfolgen in einer ,Ein-Topf-Reaktion” (Reverse
Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion, ,RT-PCR“). Vor Beginn eines neuen Zyklus werden
die amplifizierten Sequenzen wieder in RNA transkribiert.

Aus Abbildung 4.36 kann die Lage der Primer in Bezug auf das zu amplifizierende
Oligonukleotid entnommen werden. Die randomerisierte Region wird von konstanten
Primer-Regionen am 5 und am 3‘-Ende flankiert. Der 5'-Primer enthdlt die Promotor-
Sequenz der T7-Polymerase, sodass diese Polymerase genutzt werden kann, um die Sequenz

von DNA in RNA im Zuge einer Transkription umzuschreiben.

Reverse Transkription und PCR-Amplifikation

50 ul Eluat aus SELEX-Runde Programm:

26,0l H,0 Schritt Temperatur Zeit Zyklen
5,0 ul 5x PCR-Puffer 1 54°C 10 min 1
6,0 ul MgCl, 2 95°C 1 min

3,0 ul dNTPs 3 60°C 1 min 6-12
1,0 ul Aptamer for 4 72°C 1,5 min

1,0 ul Aptamer rev 5 72°C 3 min 1

4,0 ul 5x First Strand Buffer
2,0 ul 100 mM DTT

1,0l Superscript Il RT
1,0ul Tag-Polymerase
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Bei dieser Reaktion werden die dNTPs in einer Konzentration von je 10 mM und die Primer
mit einer Konzentration von 100 pmol/ul eingesetzt.

Nach der PCR wird das Produkt in der Agarosegel-Elektrophorese liberpriift und anhand der
Bandenintensitat abgeschatzt, ob die Ausbeute direkt in die Transkription eingesetzt werden

kann oder ob noch weiter amplifiziert werden muss.

Transkription

10 PCR-Produkt (s.0.)

370ul  H,0

20,0 Wl 5x TK-Puffer
15,0 pl 100 mM MgCl,
10,0l NTPs (je 25 mM)

5l 100 mM DTT
1l RNasin
2u T7-Polymerase

Inkubation fur 15 min bei 37°C im Wasserbad.

Alternativ erfolgt die Transkription mit dem MAXIscript oder MEGAscript T7 Transcription Kit

nach Angaben des Herstellers.

Fir die folgende SELEX-Runde werden 20 pl des Transkriptionsprodukts eingesetzt und
wiederum zu 80 ul ungekoppelter Beads gegeben, sodass mit einer folgenden Selektion ein

neuer SELEX-Zyklus beginnen kann.

3.5.2. Filterbindungsassay

Mit Hilfe des Filterbindungsassays, auch Filterretentionsassay genannt, lassen sich
Interaktionen zwischen Proteinen und Nukleinsdauren Gberprifen. Als Filter verwendet man
eine negativ geladene Nitrocellulosemembran an welche Proteine, die eine lberwiegend
positive Nettoladung besitzen, immobilisiert werden kdnnen. Nukleinsduren, die aufgrund
ihres Phosphatriickgrats negativ geladen sind, binden dagegen nicht an die Membran. Sind
die Nukleinsduren dagegen aber an Proteine gebunden, werden sie ebenfalls von der

Membran zurlickgehalten. Fiir den Assay missen die Nukleinsduren markiert werden. Eine
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Moglichkeit ist die radioaktive Markierung, sodass im Zuge der Transkription z.B. radioaktiv
markiertes [0*?P]-GTP eingebaut wird.

Die Transkription mit radioaktiv markierten Nukleotiden erfolgt wie in Abschnitt 3.5.1.4
beschrieben mit der Ausnahme, dass zusatzlich noch heies GTP hinzugefiigt wird. Die
Aufreinigung der transkribierten RNA erfolgt mit dem NucleoSpin Gel and PCR Clean-up Kit
nach Herstellerangaben. Das Prinzip der Aufreinigung entspricht dem des GeneJET Gel
Extraction Kit. Der Erfolg der Transkription wird in einem Urea-PAGE-Gel kontrolliert
(Rotiphorese DNA-Sequenzierungssystem), welches in TBE-Puffer lauft.

Fir den eigentlichen Assay werden folgende Komponenten als Bindepuffer

zusammenpipettiert (2 20 ul): 2,5 ul 10x PBS
0,75 ul 100 mM MgCl,
2,5 ul 10 mg/ml BSA
1 ul Transkriptionsprodukt
13,25 pl H,0

Dieser Bindepuffer wird dann in die wells einer 96-well-Platte vorgelegt und 5 ul der
entsprechenden Proteinverdinnung hinzugefiigt. Es folgt eine Inkubation fiir 30 min bei
37°C im Brutschrank. AnschlieRend wird der Ansatz auf die Nitrocellulosemembran gegeben.
Dies erfolgt mit Hilfe einer Dot-Blot-Einheit, in welche zuerst eine zuvor in Wasch-Puffer
inkubierte Lage Whatmanpapier und dann die bereits fiir 15 min in Membran-Puffer
inkubierte Nitrocellulosemembran Ubereinander eingespannt werden. Diese Einheit wird
dann an eine Unterdruchpumpe angeschlossen. In folgender Reihenfolge wird der Ansatz auf
die Membran gegeben: 1x Waschen mit 200 pl Wasch-Puffer, Zugabe von 20 ul des
Reaktionsansatzes, 4x Waschen mit je 200 pl Wasch-Puffer. Zum Schluss wird die so
behandelte Membran in Folie eingeschlagen, in eine Filmkassette eingelegt und in der
Dunkelkammer ein Rontgenfilm aufgelegt. Die Exposition erfolgt bei -80°C und die

Entwicklung des Rontgenfilms in einer Entwicklermaschine.
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3.6. Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der Daten erfolgt unter Anwendung des Computerprogramms
EXCEL. Dabei wird folgende Formel angewendet: TTEST (Matrix1;Matrix2;Seiten;Typ) und ein
Zweistichproben-t-Test durchgefiihrt (Seiten: 2; Typ: 2). Die Signifikanz der p-Werte wurde
wie folgt markiert:

p-Wert > 0,5 nicht signifikant (n.s.)

*

p-Wert = 0,01-0,05
E 33

p-Wert = 0,001-0,01

%k %k %

N2 2N R 2

p-Wert < 0,001
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4. Ergebnisse

4.1. Untersuchungen zur Cofilin1-Aktivitat in vitro

4.1.1. Ein Tripletaustausch im Exon2 des Cofilinl-Gens fiihrt zu konstitutiv

aktivem bzw. inaktivem Protein

Die Regulation der Aktivitait von Cofilinl wird unter anderem durch den
Phosphorylierungsstatus der Aminosaure Serin3, die im Exon 2 des Cofilin1-Gens kodiert
wird, bestimmt. In seinem aktiven Zustand ist Cofilinl dephosphoryliert. Durch
Phosphorylierung wird es inaktiviert und ist weder in der Lage F- noch G-Aktin zu binden,
sodass es keine Aktivitdat mehr gegeniber Aktin ausiben kann. (MORIYAMA et al., 1996) Zur
Untersuchung der Auswirkung des Phosphorylisierungsstatus von Cofilin1 in Bezug auf Aktin,
wurde auf zwei verschiedene Mutanten zurlickgegriffen, die fir konstitutiv aktives bzw.
inaktives Cofilinl kodieren (NAGAOKA et al., 1996). Konstitutiv aktives Cofilin1 wird durch den
Austausch von Serin zu Alanin erhalten (Cofl-Ala). Die Aminosdure Alanin besitzt im
Gegensatz zu Serin keine Hydroxylgruppe und kann somit nicht phosphoryliert werden.
Durch den Austausch von Serin gegen Aspartat entsteht dagegen konstitutiv inaktives
Cofilinl (Cofl-Asp). Aufgrund seiner weiteren Carboxylgruppe, die einer Phosphatgruppe
ahnelt, imitiert Aspartat eine Phosphorylierung. In Abbildung 4.1 ist der Tripletaustausch im

Cofilin1-Gen schematisch dargestellt.
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-GCC- -GGT-... Cof1- Serin zu
-GCC-GAC-GGT-... Cofl-Asp Serin zu Aspartat
ATG -GCC-TCT-GGT-... Cof1-WT  Serin

I_'_l
1 2 3 4

Abbildung 4.1: Der Tripletaustausch im Exon 2 des Cofilin1-Gens fiihrt zu konstitutiv aktivem bzw. inaktivem
Cofilinl. Bei der konstitutiv aktiven Mutation ist das Serin3 durch Alanin ersetzt, in der konstitutiv inaktiven

durch Aspartat.

Fir die Uberexpression der beiden Cofilinl-Mutanten und des Cofilin1-WTs wurden die
Sequenzen in GST-Uberexpressionsvektoren (pGEX-2T-Cofilin1-Ala, pGEX-2T-Cofilin1-Asp,

PGEX-2T-Cofilin1, siehe Anhang) kloniert und in E. coli transformiert.

4.1.1.1. Aufreinigung von Aktin und rekombinanten Cofilin1-Proteinen

Fir die folgenden Aktivitatsstudien wurde Aktin aus Aktin-Aceton-Puder aufgereinigt.
Weiterhin wurden die beiden mutierten Cofilinl-Proteine, als auch die WT-Form

rekombinant exprimiert und ebenfalls aufgereinigt.

4.1.1.1.1. Aktinaufreinigung

Die Aufreinigung von alpha-Aktin erfolgte aus Aktin-Aceton-Puder, welches aus
Skelettmuskel von Kaninchen hergestellt wurde. Die einzelnen Schritte sind in Abbildung 4.2

dargestellt.
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Abbildung 4.2: Aufreinigung von Aktin aus Aktin-Aceton-Puder. (A) Fraktionen (1-12) der Aktin-Extraktion
nach Cheese-Cloth-Filtration im Coomassie-Gel. (B) Mit Hilfe der Akta-FPLC wurde G- von F-Aktin getrennt. Hier
ist das FPLC-Elutionsprofil der Aktinaufreinigung gezeigt. Der erste Peak stellt das F- (Fraktionen 1-11), der
zweite das G-Aktin (Fraktionen 12-24) dar. (C) Zur Uberpriifung der einzelnen Fraktionen wurde ein Coomassie-
Gel angefertigt. Die Laufhohe des Aktins bei ca. 42 kDa ist jeweils mit einem Pfeil markiert.

Zunachst wurde das rehydrierte Aktin Gber einen Filter aus Cheese-Cloth gegeben, um es von
groben Verunreinigungen zu trennen. Nach diesem Schritt hatte man 12 Fraktionen, in
denen noch starke Kontaminationen durch andere Proteine vorlagen, erkennbar an Banden
ober- und unterhalb der 42 kDa grofRen Aktinbande. Durch weitere Polymerisations- und
Depolymerisationsschritte erhielt man G-Aktin, welches zwar (berwiegend in seiner
monomeren Form vorlag, allerdings auch noch geringe Mengen an F-Aktin enthielt. Um das
fur die folgenden Assays storende F-Aktin und andere Proteine zu entfernen, wurde die
Aktinldsung mit Hilfe der Akta-FPLC gelfiltriert. Das Elutionsprofil zeigt zwei Peaks, wobei der
erste das F-Aktin darstellt. Die Aktin-Filamente kdnnen schneller die Gelmatrix passieren als
die Monomere, weil sie, im Gegensatz zum G-Aktin, nicht von den Poren der Gelmatrix
zurlickgehalten werden. Der zweite Peak dokumentiert die Elution des G-Aktins. Eine
gelelektrophorestische Auftrennung der 24 erhaltenen Fraktionen zeigt, dass die ersten noch
eine Kontamination durch ein Protein bei ca. 100 kDa enthalten, alle weiteren aber
ausschlieBlich Aktin aufweisen. Fir die weiteren Untersuchungen wurden die Fraktionen 12-

20 vereinigt.
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4.1.1.1.1. Cofilin1-Aufreinigung

Zur Aufreinigung der Cofilin1-Proteine wurden Kulturen mit E. colis, die jeweils Vektoren fir
die Expression von Cofilin1-WT-, Cofilin1-Ala- und Cofilin1-Asp-Protein enthalten, angeimpft,
induziert und kultiviert. Die Proteine sind mit einem N-terminalen GST-Tag fusioniert, sodass
die Uberexprimierten Fusionsproteine liber Glutathion-Beads aufgereinigt werden konnten.
Die Aufreinigung erfolgte mittels Affinitats-Chromatographie Uber eine mit Glutathion-
Agarose befiillte Saule. Abbildung 4.3 zeigt die Aufreinigungsschritte exemplarisch fir

Cofilin1-WT-Protein und weiterhin alle aufgereinigten Proteine im Vergleich.

Cof1-WT Cof1-AlaCof1-Asp
1Hg 2pg 149 2Hg 1ug 2Hg  Marke

2

| 1

21,5kDa = W — Cof1-WT-Protein

~
~E e

Abbildung 4.3: Aufreinigung rekombinanter Cofilin1-Proteine. (A) Stufen der Aufreinigung des Cofilin1-WT-
Proteins im Coomassie-Gel. Nach der Ultrazentrifugation erhalt man das Cleared-Lysat, welches zweimal (iber

e — — e — - 21,5kDa

die Saule, befillt mit Glutathion-Beads, geschickt wurde. AnschlieBend wurde die Sdule mit Waschpuffer und
PBS gewaschen bevor letztendlich das Cof1-WT-Protein mit Thrombin vom GST-Tag abgespalten wurde. (B)
Vergleich von Cofilin1-WT-, Cofilin1-Ala- und Cofilin1-Asp-Protein (1 pg/ 2 pg) im Coomassie-Gel. Die beiden
Cofilin1-Mutanten wurden auf die gleiche Weise aufgereinigt wie das WT-Protein. Alle aufgereinigten Proteine
besitzen eine Grofle von ca. 20 kDa.

Nach der Uberexpression des jeweiligen Fusionsproteins in E. coli wurden die Bakterien
zunachst lysiert und dann ultrazentrifugiert, sodass man das Cleared-Lysat erhielt, welches
neben dem gewiinschten Fusionsprotein alle anderen l6slichen Proteine beinhaltet, die
Bakterien besitzen. Dieses wurde anschlieBend zur affinitatschromatographischen
Aufreinigung auf eine Saule, befillt mit Glutathion-Beads, gegeben, sodass das
Fusionsprotein an diese Beads binden konnte und nicht mehr im Durchfluss enthalten war.
Durch mehrmaliges Waschen der Saule wurde sichergestellt, dass sich kein anderes aulSer

dem aufzureinigenden Protein auf der Sdule befindet. Zuletzt wurde das Fusionsprotein vom
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GST-Tag mit Hilfe der Protease Thrombin abgespalten. Sowohl das Cofilin1-WT-Protein, als
auch die beiden analogen Proteine Cofilin1-Ala und Cofilin1-Asp wurden auf diese Weise

erfolgreich aufgereinigt, was an der Bande bei 20 kDa erkennbar ist.

4.1.1.2. Bindungsstudien mit Hilfe des Aktin-Pelleting-Assays

Um das Bindungsverhalten des mutierten Cofilinl-Ala- und Cofilin1-Asp-Proteins im
Vergleich zum Cofilin1-WT-Protein gegeniber Aktin zu untersuchen, wurde der Aktin-
Pelleting-Assay durchgefiihrt. Nach Inkubation von Aktin mit dem jeweiligen Protein unter
polymerisierenden Bedingungen wurde die Probe ultrazentrifugiert, wobei F-Aktin
sedimentiert und G-Aktin im Uberstand verbliebt. Nach gelelektrophoretischer Auftrennung
von Uberstand- und Pelletfraktionen und anschlieBender Coomassie-Farbung kann eine
Aussage getroffen werden, ob das untersuchte Protein an F-Aktin binden kann. Als
Kontrollen wurden das Verhalten von Aktin ohne Einfluss eines anderen Proteins, BSA als
nicht an Aktin bindendes Kontrollprotein und jeweils die zu untersuchenden Proteine ohne
Aktin in der Probe untersucht. In Abbildung 4.4 sind die Ergebnisse der Aktin-Pelleting-

Assays zusammengefasst.
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Abbildung 4.4: Untersuchung von Cofl-Ala- und Cofl-Asp- im Vergleich zu Cofl-WT-Protein im Aktin-
Pelleting-Assay. Es wurden 12 uM G-Aktin mit 12 uM des zu untersuchenden Proteins in den jeweiligen Ansatz

gegeben und mit Polymerisationspuffern zwei unterschiedlicher pH-Werte (pH 7,0, pH 8,3) gearbeitet. Die
Coomassie-Gele zeigen immer die Uberstand- (U) und die Pelletfraktion (P) der jeweiligen Probe nach
Ultrazentrifugation im Vergleich. (A) Als Kontrolle wurde Aktin und Aktin mit BSA als Kontrollprotein eingesetzt.
In den anderen Gelen ist in der linken Halfte immer als Kontrolle das zu untersuchende Protein ohne Aktin und
in der rechten Hilfte die Probe mit Aktin aufgetragen. (B) Cofilin1-WT-Protein ohne / mit Aktin. (C) Cofilin1-Ala-
Protein ohne / mit Aktin. (D) Cofilin1-Asp-Protein ohne / mit Aktin.

Die Ergebnisse der Kontrollassays zeigen, dass bei der Probe, die ausschlieBlich Aktin enthalt,
der Giberwiegende Anteil erwartungsgemaR als F-Aktin im Pellet vorzufinden ist. Dies ist bei
dem Polymerisationspuffer mit einem pH-Wert von 7,0 am deutlichsten der Fall, da Aktin bei
niedrigeren pH-Werten besser polymerisiert. Weiterhin weist bei der BSA-Kontrolle nur der
Uberstand BSA-Protein auf, was deutlich macht, dass allein durch die Polymerisation von
Aktin nicht an Aktin bindende Proteine auch nicht mit ins Pellet gezogen werden. Die
Untersuchungen mit dem Cofilin1-WT-Protein zeigen, dass es in Abwesenheit von Aktin im
Uberstand verbleibt. Gibt man allerdings Aktin hinzu, ist der liberwiegende Anteil im Pellet
zu finden. Bei dem Polymerisationspuffer mit einem pH-Wert von 8,3 ist etwas weniger
Cofilin1-WT-Protein im Pellet als bei niedrigerem. Da bei einem niedrigeren pH-Wert mehr F-
Aktin vorliegt, kann mehr Cofilinl an das Filament binden. Das Cofilin1-Ala-Protein verhalt
sich analog zu dem Cofilin1-WT-Protein. Bei niedrigem pH-Wert ist sogar der komplette
Protein-Anteil im Pellet zu finden. Das Cofilin1-Asp-Protein ist dagegen fast ausschlielich im
Uberstand lokalisiert. Zwischen den Polymerisationspuffern besteht bei diesem Protein kein

Unterschied.
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Die Ergebnisse machen deutlich, dass das konstitutiv aktive Cofilin1-Ala-Protein eine dhnlich
starke Affinitat fur F-Aktin aufweist, wie das Cofilin1-WT-Protein, wahrend das konstitutiv

inaktive Cofilin1-Asp-Protein nahezu gar nicht an Aktinfilamente bindet.

4.1.1.3. Aktivitatsstudien mit Hilfe des Pyren-Aktin-Assays

Mit Hilfe des Pyren-Aktin-Assays kann man den Einfluss Aktin bindender Proteine auf die
Kinetik von Aktin-Polymerisation und -Depolymerisation untersuchen. Pyren-Aktin hat die
Eigenschaft, dass beim Einbau in Filamente aufgrund des Stacking Effects seine Fluoreszenz
zunimmt, weshalb durch Fluoreszenzmessung Polymerisations- und Depolymerisations-
Effekte beobachtet werden koénnen. Zur Untersuchung der Auswirkung des mutierten
Cofilin1-Ala- und Cofilin1-Asp-Proteins auf die Aktinkinetik im Gegensatz zu Cofilin1-WT-

Protein wurde der Pyren-Aktin-Assay durchgefiihrt.

4.1.1.3.1. Vorversuche zu den Pyren-Aktin-Assays

Fiir die Etablierung der Assays wurde im Vorfeld das ideale Verhaltnis von Pyren-Aktin und
unmarkiertem Aktin als auch die optimale Latrunculin B-Konzentration ermittelt, da beide
Komponenten zu unerwiinschten Sekundareffekten fihren kénnen. Die idealen Aktin-
Konzentrationen wurden einer vorangegangenen Arbeit entnommen (ASCHMANN, 2010). In
allen folgenden Pyren-Aktin-Assays wurde Polymerisationspuffer mit einem pH-Wert von 7,0

verwendet.

4.1.1.3.1.1. Pyrenaktin-Anteil

Pyren-Aktin hat zwar keinen Einfluss auf die Kinetik der Aktin-Polymerisation (CoOPER et al.,
1983), dennoch sollte der Anteil des markierten an unmarkiertem Aktin so gering wie
moglich gehalten werden, da es einen Einfluss auf die Bindung Aktin bindender Proteine an
Aktin haben kann. Dazu wurde in einem Vorversuch der optimale Pyrenaktin-Anteil im

Polymerisations-Assay ermittelt (siehe Abbildung 4.5).
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Abbildung 4.5: Ermittlung des optimalen Pyren-Aktin-Anteils. Dazu wurden 3 puM G-Aktin mit einem
ansteigenden Pyren-G-Aktin-Anteil inkubieren gelassen und die Fluoreszenz (iber die Zeit gemessen.

Bei einem Pyren-Aktin-Anteil von 15 % erfolgt der Anstieg der Kurve erst spéater als bei den
beiden hoheren Anteilen, was darauf zurickzufihren ist, dass weniger markiertes Aktin
vorhanden und somit die Fluoreszenz niedriger ist. Der Unterschied zwischen einem Anteil
von 20 % und 25 % ist minimal, der Kurvenverlauf ist sehr ahnlich. Deshalb wurde fur alle

folgenden Versuche ein Pyren-Aktin-Anteil von 20 % gewahlt.

41.1.3.1.2. Latrunculin-Konzentration

Depolymerisationsassays wird Latrunculin B hinzugefiigt, welches in einem eins-zu-eins
Verhiltnis irreversibel monomeres Aktin bindet (MORTON et al., 2000). Dies ist essentiell, um
das Gleichgewicht der Reaktion auf der Seite der Depolymerisation zu halten. Andernfalls
wirde durch das Ansteigen der G-Aktin-Konzentration ab einem bestimmten Zeitpunkt die
kritische Konzentration fiir das Wachstum am langsam wachsenden Minus-Ende erreicht
sein, sodass die Depolymerisation verlangsamt bzw. ganz zum Erliegen kdme. Aus diesem
Grund wurde die ideale Lantrunculin B-Konzentration fiir einen Depolymerisations-Assay in

einem Vorversuch erhoben (siehe Abbildung 4.6).
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Abbildung 4.6: Ermittlung der idealen Latrunculin B-Konzentration. Hierzu wurden 1 uM F-Aktin (20 % Pyren-
Aktin) mit ansteigenden Latrunculin B-Konzentrationen (LatB) inkubieren gelassen und die Fluoreszenz (iber die
Zeit gemessen.

Die Zugabe von Latrunculin B fuhrt zu einem starkeren Abfall der Kurve als ohne dessen
Beigabe, da das Reaktionsgleichgewicht durch seine Anwesenheit in Richtung
Depolymerisation verschoben wird. Dies ist bei einer Konzentration von 1 uM Latrunculin B
bereits zu beobachten und bei hoheren Konzentrationen noch starker ausgepragt. Zwischen
einer Zugabe von 4 uM und 8 uM ist kein Unterschied zu beobachten. Aus diesem Grund

wurde fir die folgenden Versuche eine Latrunculin B-Konzentration von 4 uM verwendet.

4.1.1.3.2. Polymerisations-Assay

In diesem Assay wurde G-Aktin (3 uM mit einem Pyren-Aktin-Anteil von 20 %) mit den zu
untersuchenden Proteinen, Cofl-Ala-, Cofl-Asp- und Cofl-WT-Protein, unterschiedlicher
Konzentration (0,5 uM, 1 uM, 2 uM, 4 uM) zusammengefiigt und die Polymerisation Uber die
Zeit anhand der Zunahme der Pyren-Aktin Fluoreszenz ermittelt. Abbildung 4.7 zeigt die

Ergebnisse des Polymerisations-Assays.
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Abbildung 4.7: Untersuchung von Cofl-Ala- und Cofl-Asp- im Vergleich zu Cofl-WT-Protein im Pyren-Aktin-
Polymerisationsassay. Es wurden 3 uM G-Aktin (20 % Pyren-Aktin) mit jeweils 0,5 uM, 1 uM, 2 uM und 4 uM
des entsprechenden Proteins in den jeweiligen Ansatz gegeben. (A-D) Die Diagramme zeigen einen Vergleich
der Kurven bei jeweils einer der vier Protein-Konzentrationen.

Die Ergebnisse machen deutlich, dass durch das Cofl-Ala-Protein der friiheste
Fluoreszenzanstieg erreicht wird und sich bereits schon bei einer Konzentration von 0,5 uM
ein sigmoidaler Kurvenverlauf zeigt. Dies ist auch fiir die Konzentration von 1 uM der Fall.
Bei einer Konzentration von 2 uM Cofl-Ala-Protein zeigt die Kurve ebenfalls den klassischen
Verlauf einer Sattigungskurve, allerdings folgt der Plateauphase ein weiterer leichter Anstieg.
Die Kurve bei der hochsten Konzentration von 4 uM steigt zunachst kurz an, bleibt dann aber
im Plateau. Das Cofl1-WT-Protein fiihrt erst ab einer Konzentration von 1 uM zu einem
Sattigungskurvenverlauf, welcher auch bei den beiden folgenden Konzentrationen vorliegt.
Durch das Cofl-Asp-Protein wird erst ab einer Konzentration von 4 uM die Sattigungsphase
erreicht und dies im Hinblick auf die Zeit auch deutlich spater als bei den anderen beiden
Proteinen. Die Aktin-Kontrolle erreicht diese Phase nicht.

Dies fuhrt zu dem Schluss, dass alle drei Cofiline die Aktinpolymerisation begiinstigen. Dieser
Effekt ist bei der konstitutiv aktiven Mutante am starksten, gefolgt vom Cofilin1-WT-Protein.
Das konstitutiv inaktive Cofilin1-Asp-Protein zeigt erst sehr spat eine beglinstigende Wirkung

auf die Polymerisation von Aktin.
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4.1.1.3.3. Depolymerisations-Assay

Im Depolymerisations-Assay wurde F-Aktin (1 UM einem Pyren-Aktin-Anteil von 20 %) und
4 uM Latrunculin B mit unterschiedlichen Konzentrationen (0,5 uM, 1 uM, 2 uM, 4 uM) der
zu untersuchenden Proteine, Cofl-Ala- und Cofl-WT-Protein, zusammengefiigt und die
Abnahme der Fluoreszenz Uber die Zeit ermittelt. Die Ergebnisse des Depolymerisations-

Assays sind in Abbildung 4.8 zusammengestellt.
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Abbildung 4.8: Untersuchung von Cofl-Ala- im Vergleich zu Cofl-WT-Protein im Pyren-Aktin-
Depolymerisationsassay. Es wurden 1 uM F-Aktin (20 % Pyren-Aktin) und 4 uM Latunculin B mit jeweils 0,5

UM, 1 uM, 2 uM und 4 pM des entsprechenden Proteins in den jeweiligen Ansatz gegeben. (A-D) Die
Diagramme zeigen einen Vergleich der Kurven bei jeweils einer der vier Protein-Konzentrationen. Aufgrund
stark variierender Ausgangsfluoreszenzen wurden die erhaltenen Werte normalisiert, wobei jeweils der
Startwert auf 100 % und die folgenden Werte entsprechend ins Verhaltnis gesetzt wurden.

Die Betrachtung der Ergebnisse zeigt, dass durch das Cofl-Ala- als auch durch das Cof1-WT-
Protein die Fluoreszenz deutlich gesenkt wird. Dieser Effekt ist bei den beiden niedrigsten
Proteinkonzentrationen von 0,5 uM und 1 pM am starksten ausgepragt. Bei einer
Konzentration von 2 uM unterscheidet sich der Effekt der beiden Proteine leicht
voneinander. Wahrend das Cofl-Ala-Protein die Fluoreszenz senkt, zeigt das Cofl-WT-
Protein dies nur noch minimal. Bei der hochsten Konzentration von 4 uM beeinflussen die

Proteine die Fluoreszenz nur kaum noch. Die Werte sind normalisiert dargestellt, da die
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Ausgangsfluoreszenzen, vermutlich aufgrund von Quenching-Effekten durch die Proteine,
sehr stark variieren. Dieser Effekt nimmt mit steigender Proteinkonzentration zu. Fir die
Normalisierung wurde jeweils der erste gemessene Wert auf 100 % und die folgenden Werte
entsprechend ins Verhaltnis gesetzt.

Die Ergebnisse zeigen, dass die beiden Cofiline die Aktindepolymerisation auf eine ahnlich
starke Weise fordern. Dies ist insbesondere bei den beiden niedrigsten Konzentrationen

deutlich zu sehen.

4.2. Die ADF/Cofilin-Familie in Thymozyten und T-Zellen

Nachdem bislang die in vitro-Aktivitat von Cofilinl im Mittelpunkt der Untersuchungen
stand, wird nun der Fokus auf die Funktion in vivo gelegt. Im Folgenden wurde die
Expression der einzelnen Mitglieder der ADF/Cofilin-Proteinfamilie in Thymozyten und T-
Zellen analysiert, da in den weiteren Versuchen die Bedeutung von Cofilinl in diesen Zellen
naher untersucht werden soll. Dazu wurden Thymozyten und T-Zellen aus Lymphknoten,
Milz und Blut von WT-Mé&usen durch Zerkleinerung der ganzen Organe gewonnen. Da in den
peripheren lymphatischen Organen neben T-Zellen noch weitere Immunzellen vorliegen,
wurden die T-Zellen mit der MACS-Technologie mit Hilfe des panT-Kits Gber Depletion von
den anderen Zellen separiert. Der Erfolg der MACS-Zellseparation wurde (iber eine
extrazelluldare Farbung mit dem FACS-Antikdrper CD3g, der gegen eine Komponente des T-
Zellrezeptors gerichtet ist, und anschlieBende durchflusszytometrische Untersuchung
Uberprift. Aus den erhaltenen Einzelzellsuspensionen wurden dann die Proteine extrahiert.
Die Proteinlysate wurden einer Westernblot-Analyse unterzogen, wobei mit Antikorpern

gegen Cofilin1, Cofilin2 und ADF geprobt wurde (siehe Abbildung 4.9).
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Abbildung 4.9: Expression der ADF/Cofilin-Proteinfamilie in lymphatischen Organen. Westernblot-Analyse
von Thymozyten und T-Zellen aus Lymphknoten (98 %), Milz (90 %) und Blut (80 %) mit Antikdrpern gegen
Cofilinl (KG60-Antikorper, Kontrolle: Hirn), Cofilin2 (FHU1-Antikorper, Kontrolle: Muskel) und ADF (7D10-
Antikorper, Kontrolle: Uterus). Zur Ladekontrolle wurde mit GAPDH geprobt. (In Klammern ist jeweils der
Reinheitsgrad der T-Zellen als prozentualer Anteil an der Probe angegeben. Es wurden jeweils drei Organe
zusammengefasst.)

Die Westernblot-Analyse liefert jeweils ein deutliches Signal fiir Cofilin1 in Thymozyten und
T-Zellen aus Lymphknoten, Milz und Blut. Mit den Antikdrpern gegen Cofilin2 und ADF erhalt
man dagegen keine Banden. Die Ergebnisse zeigen, dass Cofilinl das einzige Mitglied der

ADF/Cofilin1-Proteinfamilie darstellt, das in Thymozyten und T-Zellen exprimiert wird.

4.3. Bedeutung von Cofilinl fiir T-Zellen in vivo

Von in vitro-Untersuchungen ist bekannt, dass Cofilinl nicht nur eine Rolle bei der Migration
von T-Zellen, sondern auch bei der Aktivierung dieser Zellen und der Bildung der
immunologischen Synapse spielt (SAMSTAG et al., 2013). Deshalb wurde im Folgenden die

Bedeutung von Cofilinl fiir T-Zellen in vivo ndaher untersucht.

4.3.1. Cofilin1-Deletion wahrend der T-Zell-Entwicklung mit Hilfe der CD4-Cre-
und der distalLck-Cre-Mauslinie

Cofilinl spielt eine wichtige Rolle bei der Embryonalentwicklung. Ein KO des Proteins flhrt

letztendlich zu einem Defekt beim SchlieBen des Neuralrohrs und ist embryonal letal

(GURNIAK et al., 2005). Um dies zu umgehen und den KO von Cofilinl in T-Zellen untersuchen

zu konnen, wurde auf ein konditionales Mausmodell zuriickgegriffen (vgl. Abbildung 4.10).
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Abbildung 4.10: Rekombinationsschema des konditionalen Cofilin1-Mausmodells. In dieser Mauslinie ist das
Exon 2 des Cofilinl-Gens durch loxP-Stellen flankiert, sodass dieses nach Cre-vermittelter Deletion
herausgeschnitten und das Cofilin1-Gen nicht mehr exprimiert wird. Weiterhin ist auch die Lage der EcoRI-
Schnittstellen und die Lage der Southern-Sonde, die in der 5-UTR-Region des Cofilin1-Gens bindet, in der
Abbildung markiert.

Das Cofilin1-Gen umfasst 4 Exons, wobei das Exon 1 nur das Startcodon beinhaltet. In dieser
Mauslinie wird das Exon 2 von loxP-Stellen flankiert, welches (iber Cre-vermittelte Deletion
entfernt werden kann und dann eine Leserasterverschiebung hervorruft. Dadurch wird die
Translation verfriiht abgebrochen und das Cofilin1-Protein kann nicht transkribiert werden.
Durch den Einsatz gewebespezifischer Cre-Rekombinasen kann somit die Expression von
Cofilinl gezielt deletiert werden.

Vorangegangene Studien haben gezeigt, dass die Deletion mit Hilfe der CD4-Cre-
Rekombinase von Cofilinl wahrend einer friithen Phase der T-Zellentwicklung im Thymus zu
einer Blockade der Reifung fihrt und somit keine T-Zellen heranreifen, die in die peripheren
lymphatischen Organe emigrieren (SALz, 2011). Fir den KO von Cofilinl in reifen, einfach
positiven T-Zellen wird daher eine Cre-Rekombinase bendtigt, die in einer spaten Phase der
T-Zellreifung aktiv ist. Dazu wurde im Rahmen dieser Arbeit die distalLck-Cre-Rekombinase
verwendet (ZHANG et al., 2005). Abbildung 4.11 zeigt schematisch die T-Zellreifung im

Thymus und die Phasen, zu welchen die genannten Cre-Rekombinasen aktiv sind.
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Abbildung 4.11: Cre-vermittelte Deletion zu verschiedenen Phasen der T-Zellreifung im Thymus. Die CD4-Cre-
Rekombinase deletiert wahrend der DN3-Phase, wahrend die distalLck-Cre-Rekombinase hingegen ihre

Aktivitat im Anschluss an die positive Selektion zeigt.

Die Entwicklung der T-Zellen erfolgt aus Vorlduferzellen, die aus dem Knochenmark
stammen, in den Thymus einwandern und Uber vier doppelte negative Stadien (DN1-DN4)
hin zu doppelt positiven Thymozyten (DP) heranreifen. Darauf folgt die positive Selektion,
wobei die Thymozyten weiter vermehrt werden, die korpereigene MHC-Molekiile erkennen
konnen. Dann erfolgt die negative Selektion, wobei Thymozyten eliminiert werden, die
korpereigene Antigene erkennen, bevor die T-Zellen als reife, einfach positive Zellen in die
Peripherie auswandern. Die Bezeichnung der Stadien bezieht sich auf die Expression der
beiden Co-Rezeptoren CD4 und CD8. Die CD4-Cre-Rekombinase (CD4-Cre) zeigt ihre Aktivitat
in der DN3-Phase, wahrend die distalLck-Cre-Rekombinase (dLck-Cre) erst nach der postiven

Selektion aktiv ist.

4.3.1.1. Rosy-Reportermaus-Untersuchungen belegen die Aktivitdt der verwendeten-Cre-

Rekombinasen

Zur Analyse der Aktivitdt der CD4- und der dLck-Cre-Rekombinase im Hinblick auf den
Zeitpunkt wahrend der T-Zellreifung im Thymus wurden Cre-Maduse mit Rosy-
Reportermausen gekreuzt. In Rosy-Reportermdusen befindet sich stromabwarts des
ROSA26-Promotors eine gefloxte Stopp-Kassette gefolgt von der kodierenden Region des
eYFP-Gens. Eine Cre-vermittelte Rekombination fiihrt zur Deletion der Stopp-Kassette und
zur Expression des eYFP-Reportergens (SRINIVAS et al., 2001), welches dann in allen Zellen
exprimiert wird, in denen die Cre-Rekombinase aktiv war. Fiir die Untersuchung wurden

Thymozyten, sowohl von Rosy:CD4-Cre-, als auch von Rosy:dLck-Cre-Mausen gewonnen, mit
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Antikorpern gegen CD4 und CD8 gefarbt und im FACS auf griine Fluoreszenz hin analysiert
(siehe Abbildung 4.12).
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Abbildung 4.12: Vergleich der Aktivitdt der CD4- und der dLck-Cre-Rekombinase in Thymozyten mit Hilfe der
Rosy-Reportermaus. Thymozyten von Rosy:CD4-Cre- und Rosy:dLck-Cre-Mdusen  wurden  mit

Immunfluoreszenzmarkern fir CD4 und CD8 gefarbt und mit dem Durchflusszytometer untersucht. Dabei
wurde auf die Thymozyten gegatet. In griin sind jeweils die YFP-positiven Zellen dargestellt, wahrend in grau
alle nicht rekombinierten Zellen abgebildet sind. Die Dotplots zeigen eine Gesamtiibersicht lber alle Zellen. In
den Histogrammen sind die Ergebnisse fiir die einzelnen Populationen (DN, DP, CD4, CD8) im Thymus
aufgeschlisselt. (A-E) zeigt die Resultate fur die Rosy:CD4-Cre-Zellen, (E-J) fiir die Rosy:dLck-Cre-Zellen.

Die FACS-Analyse zeigt, dass bei den Thymozyten der Rosy:CD4-Cre-Tiere in der DN-Phase
YFP-positive Zellen vorliegen und der Anteil an rekombinierten Zellen ab dieser Phase
deutlich zunimmt. Allerdings kommen letztendlich bei den CD4"-T-Zellen verhiltnismaRig
mehr griine Zellen vor als bei CD8"-T-Zellen. Die Rekombination findet schon in einem DN-
Stadium statt, sodass in CD4'- als auch in CD8*-T-Zellen Rekombination erfolgt. In den CD4"-
T-Zellen sind mehr rekombinierte Zellen zu finden, da die Rekombinase unter dem CD4-
Promotor exprimiert wird. Bei den Rosy:dLck-Cre-Thymozyten findet man YFP-positive Zellen
erst ab der einfach positiven Phase, wobei der Anteil in der CD8"-Population fiinfmal héher
ist als bei den CD4"-T-Zellen. Die durch die dLck-Cre vermittelte Rekombination erfolgt
erwartungsgemaR spater in der T-Zellreifung und ist in CD8"-T-Zellen stirker ausgepragt, was
die Literatur bestatigt (ZHANG et al., 2005).

Da die durch die CD4-Cre-Rekombinase vermittelte Deletion von Cofilinl zu einer Blockade
in der T-Zellreifung fihrt, wurden nun periphere T-Zellen mit einer Cofilin1-Deletion mit Hilfe
der dLck-Cre-Rekombinase erhalten. Um die Rekombination der dLck-Cre-Rekombinase in T-

Zellen der Peripherie beurteilen zu kdnnen, wurden ebenfalls Zellen aus Lymphknoten, Milz
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und Blut der Rosy:dLck-Cre-Tiere, wie im Abschnitt zuvor bereits beschrieben, untersucht.

Die Ergebnisse sind in Abbildung 4.13 zusammengestellt.
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Abbildung 4.13: Untersuchung der Aktivitit der dLck-Cre-Rekombinase in peripheren T-Zellen mittels der
Rosy-Reportermaus. T-Zellen aus Lymphknoten, Milz und Blut von Rosy:dLck-Cre-Mdusen wurden mit

Immunfluoreszenzmarkern fir CD4 und CD8 gefarbt und mit dem Durchflusszytometer untersucht. Dabei
wurde auf die Lymphozyten gegatet. In griin sind jeweils die YFP-positiven Zellen dargestellt, wahrend in grau
alle nicht rekombinierten Zellen abgebildet sind. Die Dotplots zeigen eine Gesamtibersicht tber alle Zellen. In
den Histogrammen sind die Ergebnisse fiir die CD4"- und CD8'-T-Zellen aufgeschliisselt. Es wurde auf die
Lymphozyten gegatet. In (A-C) sind die Ergebnisse fur T-Zellen aus Lymphknoten, in (D-F) fur T-Zellen aus Milz
und in (G-1) die Ergebnisse fur T-Zellen aus Blut dargestellt.

Die Untersuchung der peripheren T-Zellen aus Rosy:dLck-Cre-Tieren zeigt, dass der Anteil an
YFP-positiven Zellen in allen lymphatischen Organen sehr hoch ist. Wahrend er in CD4-
positiven Zellen bei um die 70 % liegt, ist er bei CD8-positiven Zellen um die 95 %

angesiedelt. Eine 100 %ige Deletion ist mit Hilfe des Cre/loxP-Systems nicht moglich.
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4.3.2. Bedeutung der Cofilin1-Aktivitat fir T-Zellen

Der bereits beschriebene Tripletaustausch im Cofilin1-Gen fiihrt durch den Ersatz der
Aminosdure Serin3 gegen Alanin bzw. Aspartat zu konstitutiv aktivem (Cofilin1-Ala) bzw.
inaktivem Protein (Cofilin1-Asp). Diese Mutationen liegen auch als Knock-in-Mause
(Christine Gurniak) vor, sodass eine Untersuchung der Auswirkungen der Mutation in vivo
moglich ist. Um den Einfluss der jeweiligen Cofilin1-Mutation gezielt in T-Zellen untersuchen
zu kénnen, wurden fiur diese Studien konditionale Cof1"™.cD4-Cre-M3use mit Cof1"'**- bzw.
Cof1*P*-M3usen gekreuzt. In den konditionalen Cofilin1-M3usen wird das Exon 2 des
Cofilin1-Gens von zwei loxP-Stellen flankiert (vgl. Abbildung 4.10), sodass durch die Aktivitat
der CD4-Cre-Rekombinase, welche im DN3-Stadium der T-Zellentwicklung aktiv ist (vgl.
Abbildung 4.11), kein Cofilin1 mehr in den Thymozyten der folgenden Reifungsstadien
exprimiert wird. Durch die Kreuzung mit den Linien fir konstitutiv aktives bzw. inaktives
Cofilinl erhdlt man Mause, die nur dieses mutierte Allel in T-Zellen exprimieren
(Cof1"™2.cD4-Cre, Cofi™”*.cD4-Cre). Von vorausgehenden Experimenten unserer
Arbeitsgruppe ist bekannt, dass heterozygote Mutanten (Cof1+/A'a, Cof1+/ASp) lebensfahig sind

und keinen Phanotyp zeigen.

4.3.2.1. Nachweis der Mutationen im Cofilin1-Gen auf DNA-Ebene

Zur Untersuchung der Deletion auf DNA-Ebene wurden von Cof1/*- (Kontrolle), Cof1f/Aa
(Kontrolle), Cof1"/AP- (Kontrolle), Cof1"”?.cD4-Cre- (Ala-Mutante) und Cof1"A*.cD4-Cre-
Tieren (Asp-Mutante) Zellen aus Thymus, Lymphknoten und Schwanz gewonnen, die
genomische DNA isoliert und einer Southernblot-Analyse unterzogen. Dabei wurde eine
Restriktionsspaltung mit EcoRI durchgefiihrt und eine Sonde verwendet, die zwischen dem
Cofilin1-WT-, dem Cofilin1-fl- und dem Cofilin1-del- bzw. Cofilin1-Ala- oder Cofilin1-Asp-Allel
unterscheiden kann (vgl. Abbildung 4.10). Das Ergebnis ist in Abbildung 4.14 dargestellt.
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Abbildung 4.14: Southernblot-Analyse zur Untersuchung der Deletion in der konstitutiv aktiven und
inaktiven Cofl-Mutante. Analysiert wurden Zellen von Cof1™*-, Cof1"*?-, cof1"***- cof1"*".cD4-Cre- und

Cof1"A*.CD4-Cre-Tieren aus Thymus, Lymphknoten und Schwanz. (Die WT-Banden bei den Proben der

Cof1"*2- und Cof1""?:cD4-Cre-Tiere aller Organe sind unspezifischer Hintergrund.)

Die Analyse zeigt erwartungsgemal eine nahezu vollstandige Deletion des gefloxten Cofilin1-
Allels mittels der CD4-Cre-Rekombinase in den Thymus-Zellen, sowohl bei der Ala- als auch
bei der Asp-Mutante. Daraus kann man folgern, dass in den Thymozyten nur das mutierte
Allel exprimiert wird. In den Zellen aus Lymphknoten ist bei der Ala-Mutante die Cofilin1-
flox-Bande noch deutlich zu sehen. Bei der Asp-Mutante ist die flox-Bande noch vorhanden,
aber im Vergleich zum Cof1AP_Kontrolltier schwicher ausgepragt. Dies |aBRt darauf
schlielRen, dass in peripheren T-Zellen beider Mutanten neben dem mutierten Allel auch
weiterhin das gefloxte Allel exprimiert wird. Allerdings ist hier zu vermerken, dass in
Lymphknoten neben T-Zellen auch andere Zellen, wie z.B. B-Zellen, dendritische Zellen,
Makrophagen und Granulozyten vorkommen, in denen aufgrund der Verwendung der T-Zell-
spezifischen CD4-Cre-Rekombinase keine Deletion vorliegen kann. Daher kdnnte man
vermuten, dass auch in diesen Zellen eine Deletion vorliegt, sofern die T-Zellreifung nicht
beeintrachtigt ist und die Zellen in die peripheren lymphatischen Organe auswandern
konnen. Bei den Proben aus Schwanz-DNA ist sowohl bei der Ala- als auch bei der Asp-
Mutante kein Verschwinden der Cofilinl-flox-Bande und damit keine Rekombination zu

verzeichnen, da eine Thymozyten-spezifische Cre-Rekombinase verwendet wurde.

4.3.2.2. Nachweis der Mutationen auf Protein-Ebene

Neben der Untersuchung der Deletion auf DNA-Ebene wurde im Zuge einer Westernblot-
Analyse auch die Cofilinl-Proteinexpression in Zellen aus Thymus und Lymphknoten von
CD4-Cre (Kontrolle), Cofil"".cD4-Cre (KO-Mutante), Cofi™”- (Kontrolle), Cof1//*P-
(Kontrolle), Cof1"A?.cD4-Cre- (Ala-Mutante) und Cof1"A*.CcD4-Cre-Tieren (Asp-Mutante)
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untersucht. Fir die Westernblot-Analyse wurden im Gegensatz zum Southern als Kontrollen

fif.cpa-cre dargestellt, da mit diesen der WT- und

Mause der Genotypen CD4-Cre und Cofl
der KO-Cofilin1-Proteinlevel erfasst werden kann. Fir die Untersuchung wurde ein
Antikorper gegen Cofilinl verwendet und zum Abgleich gegen das Haushaltsgen GAPDH

geprobt (vgl. Abbildung 4.15).

Ala-Mutation Asp-Mutation
Thymus Lymphknoten Thymus Lymphknoten
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Abbildung 4.15: Westernblot-Analyse zur Untersuchung der Deletion in der konstitutiv aktiven und inaktiven
Cofl-Mutante. Analysiert wurden Zellen von CD4-Cre-, Cof1"™:cD4-Cre-, Cof1"*"-, Cof1"*"-, cof1""*:cD4-Cre-

und Cof1"A*.CD4-Cre-Tieren aus Thymus und Lymphknoten. Es wurden Antikorper gegen Cofilinl (KG40-
Antikorper) und GAPDH verwendet.

Die Untersuchung Proteinebene zeigt eine starke Reduktion des Cofilin1-Proteins in den
Cofilin1-KO-Tieren sowohl in den Zellen aus Thymus als auch aus Lymphknoten im Vergleich
zu den Kontrollen, da in diesem Fall eine Deletion auf beiden Allelen des Cofilin1-Gens
erfolgt. Das Cofilin1-Signal von Cof1"A® und Cof1"* entspricht im Thymus als auch in den
Lymphknoten dem in der CD4-Cre-Kontrolle. In diesen Tieren findet keine Deletion statt,
sodass die Expression des Cofilin1-Proteins den WT-Level wiedergibt. Betrachtet man nun
die Signale der Ala- und Asp-Mutante in den einzelnen Organen, exprimieren diese mehr
Cofilinl als die Cofilin1-KO-Tiere, aber weniger als die entsprechenden Kontrollen mit einem
gefloxten und einem mutierten Cofilin1-Allel. Dies ist darauf zuriickzufiihren, dass die
Deletion nur auf einem Allel erfolgt. Somit reprasentiert das exprimierte Protein das Cofilin1-

Ala- bzw. Cofilin1-Asp-Protein bei diesen Tieren.

4.3.2.3. Fiir die T-Zellreifung ist konstitutiv aktives Cofilinl essentiell

Nachdem auf DNA- und Proteinebene gezeigt werden konnte, dass sowohl in der konstitutiv
aktiven Ala-Mutante als auch in der konstitutiv inaktiven Asp-Mutante nur das mutierte Allel

in Thymozyten exprimiert wird, wurden nun weitere Untersuchungen durchgefiihrt. Aus
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vorhergehenden Studien ist bekannt, dass die homozygote Expression des Asp-Allels zum
gleichen Phanotyp wie der Cofilin1-KO und somit zu friiher embryonaler Letalitat flhrt. Das
konstitutiv aktive Cofilinl scheint noch starkere Auswirkungen zu haben, da bisher keine ES-
Zellen mit der Ala-Mutation erhalten wurden (persoénliche Mitteilung, Christine Gurniak). Zur
Analyse des Einflusses des Phosphorylierungsstatus von Cofilinl auf die Reifung von T-Zellen
im Thymus wurden diese durchflusszytometrisch untersucht. Dazu wurden aus Thymi von
CD4-Cre- (Kontrolle), Cofilin1"™:cD4-Cre- (KO-Mutante), Cofilin1"A2.cb4-Cre- (Ala-Mutante)
und Cofilin1"A**.CD4-Cre-M&usen (Asp-Mutante) Einzelzellsuspensionen angefertigt und
extrazellulare Immunfluoreszenzfarbungen durchgefiihrt. Dabei wurden Marker fiir CD4-
und CD8-positive Zellen verwendet. Mit Hilfe dieser Marker kann man Uberprifen, ob sich
die Thymozyten im Thymus normal entwickeln. Im Normalfall reifen sie, nachdem sie als
Vorlduferzellen den Thymus erreicht haben, Gber doppelt negative (DN, CD4CD8’), doppelt
positive (DP, CD4'CD8') hin zu einfach positiven Zellen (CD4', CD8') heran. Diese
Entwicklungsphasen kann man anhand der beiden Marker CD4 und CD8 im FACS-Plot

nachvollziehen. Das Ergebnis dieser Untersuchung ist in Abbildung 4.16 zu sehen.
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Abbildung 4.16: Durchflusszytometrische Untersuchung von Thymozyten in der konstitutiv aktiven und
inaktiven Cofl-Mutante. Thymozyten von CD4-Cre- (Kontrolle) (A), Cofilin1™™:cD4-Cre- (KO-Mutante) (B),

Cofilin1"*?.cD4-Cre- (Ala-Mutante) (C) und Cofilin1"A":CD4-Cre-Mausen (Asp-Mutante) (D) wurden mit
Immunfluoreszenzmarkern fir CD4 und CD8 gefarbt und mit dem Durchflusszytometer untersucht. Dabei
wurde auf die Thymozyten gegatet. (jeweils zwei unabhéngige Experimente, n = 4)

Betrachtet man die Reifung der Thymozyten der konstitutiv aktiven Ala-Mutante, entspricht
diese der Kontrolle. Sie verlauft Gber das DN- hin zum DP-Stadium und endet letztendlich bei
reifen T-Zellen, die den Thymus verlassen kdnnen. Die konstitutiv inaktive Asp-Mutante
dagegen bildet, genau wie die KO-Mutante, keine einfach positiven Zellen aus. Beide Tiere

weisen einen erhéhten Anteil an Thymozyten im DP-Stadium auf.

4.3.2.4. Reife T-Zellen mit konstitutiv aktivem Cofilinl emigrieren aus dem Thymus in das

periphere lymphatische System

Da bei der Asp-Mutante die Thymozyten nicht das Stadium der einfach positiven Zellen
erreichen und somit potentiell keine reifen T-Zellen in die Peripherie emigrieren, wurden die
weiteren Untersuchungen auf die Ala-Mutante eingegrenzt.

Um zu Uberprifen, ob konstitutiv aktives Cofilinl einen Einfluss auf das Auswandern der T-
Zellen aus dem Thymus in die peripheren lymphatischen Organe hat, wurden weiterhin die
CD4- und CD8-positiven Zellen nicht nur aus Thymus, sondern auch aus den peripheren
lymphatischen Organen von CD4-Cre- (Kontrolle), Cofilinlﬂ/A'a—, Cofilin1"*2.cD4-Cre- und

Cofilin1"":cD4-Cre-M3usen untersucht. Dazu wurden Einzelzellsuspensionen aus Thymus,
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Lymphknoten, Milz und Blut hergestellt und einer Farbung fir die Marker CD4 und CD8
unterzogen (vgl. Abbildung 4.17).
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Abbildung 4.17: Analyse von CD4- und CD8-positiven Zellen im Thymus und in den peripheren lymphatischen
Organen der Ala-Mutante. Thymozyten (A) und Einzelzellen aus Lymphknoten (B), Milz (C) und Blut (D) von

CD4-Cre-, Cofilinlfl/Ala-,  Cofilin1fl/fl:CD4-Cre- und Cofilin1fl/Ala:CD4-Cre-M3usen  wurden mit
Immunfluoreszenzmarkern fir CD4 und CD8 gefarbt und mit dem Durchflusszytometer untersucht. Dabei
wurde auf die Lymphozyten gegatet. Fiir die Auswertung wurde der Anteil CD4- bzw. CD8-positiver Zellen der
Kontrolle auf 100 % und die Werte der anderen Genotypen dazu ins Verhaltnis gesetzt. (zwei unabhangige
Experimente, n = 4)

Die Analyse der CD4- und CD8-positiven Zellen der Ala-Mutante zeigt, dass sowohl der Anteil
der CD4- als auch der Anteil der CD8-Zellen in der Mutante in keinem der untersuchten

Organe deutlich von dem der Kontrollen abweicht.

4.3.2.5. In Thymozyten und reifen T-Zellen mit konstitutiv aktivem Cofilinl ist der F-

Aktinlevel erhoht

Weiterhin wurde der Aktinstatus im Thymus und in den peripheren lymphatischen Organen
von Cofl"¥".cD4-Cre- und CD4-Cre-Tieren untersucht. Es ist bekannt, dass das
Aktinzytoskelett nicht nur eine Rolle bei der Migration von T-Zellen spielt, sondern auch eine
wichtige Funktion bei der Ausbildung der immunologischen Synapse besitzt (DUSTIN, COOPER,
2000). Eine konstitutive Aktivitdt von Cofilinl und gegebenenfalls dadurch verdnderte

Aktinlevel konnen somit moglicherweise einen starken Einfluss auf die Funktion der T-Zellen
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haben. In den in vitro-Studien konnte bereits gezeigt werden, dass sich das Cofilin1-Ala-
Protein sehr dhnlich gegeniiber Aktin verhilt wie das Cofilin1-WT-Protein. Zur Uberpriifung
der Auswirkung von Cofilin1-Ala-Protein auf Aktin in T-Zellen wurden die gewonnenen Zellen
aus CD4-Cre- (Kontrolle) und Cof1"*2.cD4-Cre-Mausen (Ala-Mutante) einer intrazelluldren
Immunfluoreszenzfarbung mit den FACS-Farbstoffen DNasel, welcher an G-Aktin bindet, und

Phalloidin, der an F-Aktin bindet, unterzogen (siehe Abbildung 4.18).
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Abbildung 4.18: Untersuchung des Aktinstatus im Thymus und in den peripheren lymphatischen Organen der
Ala-Mutante. Thymozyten (A) und Einzelzellen aus Lymphknoten (B), Milz (C) und Blut (D) von CD4-Cre-

(Kontrolle) und Cofilin1"A"®

Aktin (Phalloidin) gefarbt und mit dem Durchflusszytometer untersucht. Dabei wurde auf die Thymozyten bzw.

:CD4-Cre-Mausen wurden mit Immunfluoreszenzmarkern fiir G- (DNasel) und F-

Lymphozyten gegatet. Fir die Auswertung wurde der Mittelwert der Fluoreszenz fir G- bzw. F-Aktin der
Kontrolle auf 100 % und die Werte der Mutante dazu ins Verhaltnis gesetzt. (zwei unabhangige Experimente, n
= 4)

Die Analyse des Aktinstatus zeigt, dass der G-Aktin-Level in der Ala-Mutante im Vergleich zur
Kontrolle nicht verandert ist. Dagegen ist der F-Aktin-Gehalt in der Mutanten deutlich
erhoht. Dies ist im Thymus der Fall und auch in den Lymphknoten zeigt sich eine leichte
Erhéhung. In der Milz ist der F-Aktinlevel um 100 % erhdht, wahrend im Blut sogar eine

Erhéhung um 200 % vorliegt.
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4.3.3. Die T-Zellreifung nach Ausschalten von Cofilinl in einer spdten Phase

der T-Zell-Entwicklung

Wie bereits beschrieben, fihrt eine friihe Deletion von Cofilinl mittels der CD4-Cre-
Rekombinase im DN3-Stadium der T-Zellentwicklung zu einer Blockade bei der Reifung,
sodass die Zellen sich nicht lber das doppelt positive Stadium hinaus entwickeln. Um zu
prifen, ob das Ausschalten von Cofilinl in einer spateren Reifungsphase kurz nach der
positiven Selektion der Thymozyten mittels der dLck-Cre-Rekombinase ebenfalls die
Entwicklung der T-Zellen beeinflusst, wurden verschiedene Untersuchungen mit diesen

Thymozyten durchgefiihrt.

4.3.3.1. Thymozyten mit Cofilin1-Deletion reifen zu einfach positiven Zellen heran

Um zu priifen, ob bei einer Deletion von Cofilin1 durch die dLck-Cre-Rekombinase die T-
Zellreifung beeinflusst wird, wurde auch hier eine Farbung mit den Markern gegen CD4 und
CD8 und eine anschlieBende durchflusszytometrische Analyse von Thymozyten
durchgefihrt. Dazu wurden Cof11/e":dL ck-Cre-Tiere als Mutante verwendet, wahrend dLck-
Cre-Mause als Kontrolle dienten. Fiir die Analyse wurden Tiere mit einem bereits deletierten
und einem gefloxten Cofilin1-Allel verwendet, um sicherzustellen, dass nicht nur eine
heterozygote Deletion erfolgt. Die Ergebnisse sind in Abbildung 4.19 anhand von Plots und

als statistische Auswertung dargestellt.
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Abbildung 4.19: Durchflusszytometrische Untersuchung von einfach positiven Thymozyten mit Cofilinl-
Deletion vermittelt durch die dLck-Cre-Rekombinase. Thymozyten von dLck-Cre- (Kontrolle) (A) und
Cofilin1"*":dLck-Cre-Mausen (Mutante) (B) wurden mit Immunfluoreszenzmarkern fir CD4 und CD8 gefarbt
und mit dem Durchflusszytometer untersucht. Dabei wurde auf die Thymozyten gegatet. (C) Fir die statistische
Auswertung wurde der Anteil CD4- bzw. CD8-positiver Zellen der Kontrolle auf 100 % und die Werte der
Mutante dazu ins Verhaltnis gesetzt. Die Signifikanz der Abweichung von Kontrolle zu Mutante wurde mittels t-
Test bestimmt. (drei unabhéangige Experimente, n = 6)

Die Ergebnisse zeigen sowohl fiir die CD4- als auch fiir die CD8-positiven Thymozyten einen
leicht verminderten Anteil bei den Mutantenzellen, welcher aber nicht signifikant ist. Eine
Cofilin1-Deletion in einer spaten Phase der T-Zellreifung im Thymus hat somit keinen Einfluss

auf deren Entwicklung zu einfach positiven T-Zellen.

4.3.3.2. Uberpriifung der Cofilin1-Deletion mittels dLck-Cre-Rekombinase in einfach

positiven Thymozyten auf DNA- und Protein-Ebene

Um auf DNA und Protein-Ebene eine durch die dLck-Cre-Rekombinase vermittelte Cofilin1-
Deletion in einfach positiven Thymozyten nachzuweisen, wurden die Thymozyten einer
MACS-Zellseparation unterzogen, um Zellproben zu erhalten, die ausschliefllich CD4- bzw.
CD8-positive Zellen enthalten. Zur Gewinnung von CD4-Zellen wurde das Thymozyten-
Gemisch zunachst einer Markierung mit magnetischen CD8-Antikdrpern unterzogen, sodass
an der Siule sowohl doppelt positive (CD4°CD8") und einfach positive Zellen fiir CD8
zuriickgehalten wurden. Im Durchfluss waren dann die CD4-einfach positiven als auch die
doppelt negativen Zellen enthalten. Nun wurde eine Markierung mit magnetischen CD4-
Antikorpern durchgefihrt, um mit Hilfe einer weiteren Saule die einfach positiven Zellen fiir
CD4 von den restlichen Zellen zu trennen. Zum Erhalt von CD8-einfach positiven Zellen
wurde diese MACS-Strategie analog verwendet. Die Reinheit der isolierten Fraktionen wurde
Uber eine Farbung mit den FACS-Antikorpern gegen CD4 und CD8 und anschlieRende

durchflusszytometrische Untersuchung bestimmt. Fiir die Analyse wurden Thymozyten aus
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Cof1"™:dLck-Cre- und Cof1™“®:dLck-Cre-Tieren als Mutanten sowie Zellen aus Cof1"™- und
Cof1"*-M3usen als Kontrollen verwendet. Im Gegensatz zu den FACS-Analysen wurden hier
auch Tiere untersucht, deren Cofilin1-Gen homozygot gefloxt ist. Dieser Genotyp eignet sich
besser fur eine Southern-Blot-Analyse, da hier nicht von vorne herein ein del-Allel vorliegt

und somit das Auftreten dieses Allels direkt auf eine erfolgte Deletion schlieBen lasst. Der

fl/fl fl/del

Genotyp Cofl™" zeigt die WT-Situation, wahrend Cof1™"", den heterozygoten Zustand
wiederspiegelt. Fiir die Southernblot-Analyse wurde ein Restriktionsverdau mit EcoRI
durchgefihrt und eine Sonde verwendet, die zwischen dem Cofilin1-fl- und dem Cofilin1-del-
Allel unterscheiden kann (vgl. Abbildung 4.10). Weiterhin wurde mit denselben gemacsten
Zellen eine Westernblot-Analyse durchgefiihrt und mit Antikorpern gegen Cofilinl (KG60-
Antikérper) und GAPDH geprobt. Fir die Auswertung wurden die Bandenstdrken
guantifiziert und die Werte gegen den Abgleich verrechnet. Die Ergebnisse sind in Abbildung

4.20 dargestellt.
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Abbildung 4.20: Southernblot- und Westernblot-Analyse Thymozyten mit Cofilin1-Deletion vermittelt durch
die dLck-Cre-Rekombinase. Untersuchung von Proben mit CD4- und CD8-positiven Thymozyten folgender

Reinheit: CD4" Cofifl/fl (CD4-T-Zellen: 86 %), CD4" Cofifl/fl:dLck-Cre (CD4-T-Zellen: 86 %), CD4" Cofifl/del
(CD4-T-Zellen: 81 %), CD4" Cofifl/del:dLck-Cre (CD4-T-Zellen: 78 %); CD8 Cofifl/fl (CD8-T-Zellen: 50 %), CD8
Cofifl/fl:dLck-Cre (CD8-T-Zellen: 77 %), CD8 Cofifl/del (CD8-T-Zellen: 75 %), CD8 Cofifl/del:dLck-Cre (CD8-T-
Zellen: 63 %). (In Klammern ist jeweils der Reinheitsgrad der T-Zellen als prozentualer Anteil an der Probe
angegeben. Pro Genotyp wurden drei Thymi zusammengefasst.) (A) zeigt die Southernblot-Analyse der Proben.
Insgesamt sind bei der Isolation wenige Zellen erhalten worden, sodass fiir die Southern-Analyse auch nur
wenig DNA eingesetzt und diese nur einmal durchgefiihrt werden konnte. Die Proteinproben wurden im
Westernblot mit Hilfe von Antikorpern gegen Cofilinl (KG60-Antikérper) und GAPDH auf das Cofilinl-
Expressionsniveau hin untersucht. In (B) ist die graphische Auswertung der Westernblot-Analyse
zusammengefasst. Die erhaltenen Banden wurden mit Hilfe des Computerprogramms Radames
densitometrisch untersucht, mit GAPDH als Ladekontrolle gegeneinander verrechnet und das Ergebnis
dargestellt. Die Cofilin1-Expression der cof1™"-zellen wurde dabei auf 100 % gesetzt.

Der Southernblot zeigt fir die CD4-positiven Thymozyten sowohl beim Genotyp
Cof1™™.dLck-Cre als auch bei Cof1"/“":dLck-Cre nur sehr schwache Deletionsbanden, dessen

Intensitat ahnlich der flox-Bande ist, sodass daraus geschlossen werden kann, dass keine
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vollstandige Deletion stattgefunden hat. Bei den CD8-Thymozyten erhalt man dagegen eine
del-Bande bei Cof1"M:dLck-Cre- und ebenfalls bei Thymozyten des Genotyps Cof1"/4':dLck-
Cre. Der letztgenannte Genotyp zeigt nur noch eine ganz schwache flox-Bande, woraus man
folgern kann, dass in diesen Zellen eine deutlich stdrkere Deletion vorliegt. Diese
differentielle Deletionseffizienz ist fir die dLck-Cre-Rekombinase bereits in der Literatur
beschrieben (ZHANG et al., 2005).

Das Ergebnis des Westernblots zeigt, dass in den einfach positiven CD4-Thymozyten bei den
Cof1"M.dLck-Cre-zZellen die Cofilin1-Expression sogar liber der der Kontrolle liegt, wahrend
bei den Cof1"%:dLck-Cre-zellen die Expression leicht unter der der Kontrolle zu verzeichnen
ist. Bei den einfach positiven CD8-Thymozyten liegt das Cofilinl-Expressionsniveau der
Cof1"M:dLck-Cre-Zellen etwa auf der Hilfte von dem der Kontrolle. Die Cofilin1-Expression
der CD8 Coflﬂ/de':chk-Cre-Thymozyten ist, genau wie bei den CD4-Zellen dieses Genotyps,
leicht unter der der heterozygoten Kontrolle angesiedelt. Das Ergebnis zeigt, dass die
Deletion auf Proteinebene im Gegensatz zur DNA-Ebene nicht sehr stark ausgepragt ist, was
sich damit begriinden lasst, dass das Cofilinl1-Protein in T-Zellen eine sehr groRe
Halbwertszeit besitzt (vgl. Abschnitt 4.4), sodass erst (ber die Zeit das Protein verschwindet

und das Expressionsniveau auch zu diesem Zeitpunkt von Zelle zu Zelle variiert.

4.3.3.3. Entwicklungsspezifische Marker belegen eine unbeeintrdchtigte Reifung von

Thymozyten mit Cofilin1-Deletion

Wahrend der T-Zellreifung im Thymus werden verschiedene Oberflaichenmarker auf den
Thymozyten hoch- bzw. herunterreguliert. Dazu zdhlen die B-Kette des T-Zellrezeptors, CD24
(HSA) und CD69. Die Expression der B-Kette des T-Zellrezeptors beginnt ab einer spaten
Phase des doppelt positiven Stadiums kurz vor der positiven Selektion. Von diesem Zeitpunkt
an wird sie stark exprimiert (ZUNIGA-PFLUCKER, 2004). Der Oberflachenmarker CD24 wird ab
einer friihen Phase des doppelt positiven Stadiums der T-Zellentwicklung exprimiert (CRISPE,
BEvAN, 1987) und wieder herunter reguliert wenn die T-Zellen den Thymus verlassen. Die
CD69-Expression geht mit der positiven Selektion einher und halt dann fortwahrend an
(YAMASHITA et al., 1993). Die Expression aller beschriebenen Marker beginnt in etwa zur
gleichen Entwicklungsphase der T-Zellreifung und zwar vor dem Schliisselereignis der
positiven Selektion. Die Aktivitdt der dLckCre-Rekombinase hingegen beginnt kurz nach der
positiven Selektion (vgl. Abbildung 4.11), sodass die Untersuchung dieser Marker dazu
genutzt werden kann, eventuelle Auswirkungen der Cofilinl-Deletion in diesen Zellen

111



Ergebnisse

aufzudecken, die sich in Expressionsunterschieden im Vergleich von Mutante mit Kontrolle
aulern. Fir die Untersuchung wurden wieder Cof1"/“!:dLck-Cre-Tiere als Mutante und dLck-
Cre-Mause als Kontrolle verwendet. Es wurde wieder auf Tiere mit einem bereits deletierten
und einem gefloxten Cofilin1-Allel zuriickgegriffen, um sicherzustellen, dass nicht nur eine

heterozygote Deletion erfolgt. Die Ergebnisse sind in Abbildung 4.21 zusammengefasst.
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Abbildung 4.21: Expressionsanalyse verschiedener Marker wahrend einzelner Phasen der Reifung von
Thymozyten mit Cofilinl-Deletion vermittelt durch die dLck-Cre-Rekombinase. Thymozyten von dLck-Cre-

(Kontrolle) und Cof1"®"Lck-Cre-Tieren (Mutante) wurden mit Immunfluoreszenzmarkern fur CD4, CDS8, TCRp,
CD24 und CD69 gefarbt, mit dem Durchflusszytometer untersucht und die erhaltenen Daten statistisch
ausgewertet. Dabei wurde auf die Thymozyten gegatet. Mit Hilfe der Marker fiir CD4 und CD8 konnte bei der
Auswertung auf die einzelnen Phasen der T-Zellentwicklung gegatet und dann die Expression der drei
Entwicklungsmarker bestimmt werden. Fir die Auswertung wurde der Anteil der Zellen mit Fluoreszenz fir die
Marker TCRB (A), CD24 (B) und CD69 (C) der Kontrolle auf 100 % und die Werte der Mutante dazu ins
Verhaltnis gesetzt. Die Signifikanz der Abweichung von Kontrolle zu Mutante wurde mittels t-Test bestimmt.
(drei unabhéangige Experimente, n = 6)

Die Ergebnisse dieser Untersuchung zeigen, dass fiur alle drei Marker keine signifikanten
Unterschiede zwischen der Kontrolle und der Mutante, insbesondere in den einfach
positiven Stadien, bestehen. Somit scheint die T-Zellreifung in diesen Zellen mit einer spaten
Cofilin1-Deletion mittels dLck-Cre-Rekombinase hinsichtlich dieses Aspekts nicht beeinflusst

Zu sein.
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4.3.3.4. Thymozyten mit Cofilinl-Deletion zeigen keine erh6hte Apoptose

Wahrend ihrer Entwicklung im Thymus durchlaufen die Thymozyten Selektionsschritte, die
sicherstellen, dass nur solche T-Zellen in die Peripherie auswandern, die korpereigene MHC-
Molekiile und kérperfremde Antigene erkennen kénnen. Durch diese Selektion kommt es zu
einem verstarkten Vorkommen von Apoptose. Um zu Uberpriifen, ob ein Fehlen von Cofilinl
ab einer spaten Phase der T-Zellentwicklung zu einer Erhohung des programmierten Zelltods
fiihrt, wurde dies im Folgenden analysiert. Dazu wurden Thymozyten von Cof1"?¢_dLck-Cre
(Mutante) und dLck-Cre-Mausen (Kontrolle) mit Hilfe der beiden Marker AnnexinV und
Propidiumiodid gefarbt. AnnexinV hat als Phospholipid-Bindeprotein eine Affinitat far
Phosphatidylserin, welches sich bei apoptotischen Zellen auf der MembranaulRenseite
befindet. Propidiumiodid farbt dagegen tote und spat apoptotische Zellen an, indem es in
freie DNA interkaliert und somit nur bei einer beschadigten Zellmembran die Zelle anfarbt.
Mit Hilfe dieser beiden Farbstoffe konnen lebende (Propidiumiodid-negativ) und in Apoptose
befindliche Zellen (AnnexinV-positiv) identifiziert werden. Die Ergebnisse sind in Abbildung

4.22 zusammengefasst.
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Abbildung 4.22: Untersuchung des Apoptosestatus in Thymozyten mit dLck-Cre-Rekombinase vermittelter
Cofilinl-Deletion. Thymozyten von dLck-Cre- (Kontrolle) und Cof1"®:Lck-Cre-Tieren (Mutante) wurden mit

Markern fir AnnexinV und Propidiumiodid sowie fir CD4 und CD8 gefarbt und mit dem Durchflusszytometer
untersucht. Dabei wurde zunichst auf lebende (Propidiumiodid-negativ) und apoptotische Thymozyten
(AnnexinV-positiv) gegatet (A, B). Mit Hilfe der beiden Antikérper CD4 und CD8 wurde wiederum auf die
einfach positiven Zellen gegatet und dann der Anteil AnnexinV-positiver Zellen bestimmt. Fir die Auswertung
wurde der Anteil AnnexinV-positiver Zellen der Kontrolle auf 100 % und die Werte der Mutante dazu ins
Verhaltnis gesetzt (C). Die Signifikanz der Abweichung von Kontrolle zu Mutante wurde mittels t-Test bestimmt.
(drei unabhéangige Experimente, n = 6)

Die Ergebnisse der Apoptosestatus-Analyse zeigen, dass der Anteil apoptotischer Zellen in
der Mutante der der Kontrolle gleicht. Die statistische Analyse bestatigt, dass kein

signifikanter Unterschied zwischen der Anzahl der in Apoptose befindlichen Zellen bei den
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beiden Genotypen besteht. Eine Deletion von Cofilinl in einer spaten Phase der T-

Zellentwicklung fuhrt nicht zu einer erhéhten Apoptose in diesen Zellen.

4.3.3.5. Thymozyten mit Cofilinl-Deletion enthalten mehr F-Aktin

In Thymozyten spielt das Aktinzytoskelett nicht nur eine Rolle bei der Migration dieser
Zellen, sondern auch als Gerlstbildner bei Signaltransduktionen, sodass eine Deletion von
Cofilinl und eine eventuell daraus resultierende Verdnderung des G- und F-Aktinlevels
Auswirkungen auf diese Zellen haben kann. Zur Analyse des Aktinstatus wurden Thymozyten
von Cof1".dLck-Cre-Tieren als Mutante und dLck-Cre-Mause als Kontrolle durch die
intrazelluldare Farbung mit DNasel (G-Aktin) sowie Phalloidin (F-Aktin) dahingehend
untersucht. Mit Hilfe der Marker fiir CD4- bzw. CD8-positive Zellen konnte zwischen diesen
Zelltypen differenziert und somit der Aktinstatus in einfach positiven Zellen untersucht

werden. Die Ergebnisse sind in Abbildung 4.23 zusammengefasst.
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Abbildung 4.23: Untersuchung des Aktinstatus in Thymozyten mit dLck-Cre-Rekombinase vermittelter
Cofilin1-Deletion. Thymozyten von dLck-Cre- (Kontrolle) und Cof1"®:Lck-Cre-Tieren (Mutante) wurden mit

den Markern CD4, CD8, DNasel (G-Aktin) und Phalloidin (F-Aktin) gefarbt und durchflusszytometrisch
untersucht. Mit Hilfe der beiden Antikorper CD4 und CD8 wurde auf die einfach positiven Zellen gegatet und
dann der G- bzw. F-Aktinlevel in diesen Zellen analysiert. Fir die Auswertung wurde der Mittelwert der
Fluoreszenz fur G- bzw. F-Aktin der Kontrolle auf 100 % und die Werte der Mutante dazu ins Verhaltnis gesetzt.
In (A) sind die Ergebnisse fir CD4- und in (B) fiir CD8-positive Zellen dargestellt. (ein reprdsentatives von drei
unabhangigen Experimenten)

Bei der Betrachtung der Ergebnisse der Aktinstatus-Analyse zeigt sich, dass in den CD4-
positiven Mutanten-Zellen der G-Aktinlevel leicht unter dem der Kontroll-Thymozyten liegt,
wahrend der F-Aktinlevel bei der Mutante um ca. 70 % gegeniiber der Kontrolle erhéht ist. In
den CD8-positiven Zellen mit Cofilinl-Deletion ist die Tendenz adhnlich, allerdings ist der F-
Aktinstatus bei der Mutante sogar um Uber 100 % erhoht. Die Zellen der Mutante weisen

somit durchweg deutlich mehr F-Aktin auf.
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4.3.3.6. Das Vorkommen von pre-Recent Thymic Emigrants mit Cofilin1-Deletion ist erh6ht

Erfolgreich herangereifte einfach positive T-Zellen, die sowohl die positive, als auch die
negative Selektion passiert haben und bereit sind, den Thymus zu verlassen, sind an ihrem
Expressionsprofil der Marker CD24 und Qa2 zu erkennen. Wie bereits in Abschnitt 4.3.3.3
beschrieben, beginnt die CD24-Expression ab einer friilhen Phase des doppelt positiven
Stadiums der T-Zellentwicklung. CD24 ist der Entwicklungsmarker fir Thymozyten, der aber
herunter reguliert wird, sobald die T-Zellen den Thymus verlassen haben. Der Marker Qa2
wird dagegen in T-Zellen, die aus dem Thymus emigrieren hochreguliert. (FINK, HENDRICKS,
2011) T-Zellen, die kurz davor sind, den Thymus zu verlassen, werden hier als pre-Recent
Thymic Emigrants bezeichnet und sind an der starken Expression von CD24 und der
niedrigen Qa2-Expression zu erkennen.

Fiir diese Untersuchung der Thymus-Zellen wurde zunachst mit Hilfe einer Farbung fiir CD4
und CD8 auf die einfach positiven Zellen gegatet. Innerhalb dieser Population wurden
mittels des Markers flir TCRPB die reifen T-Zellen (TCRBhi) identifiziert. In diesen Zellen wurde
dann die CD24- und Qa2-Expression analysiert. Die Ergebnisse sind in Abbildung 4.24

dargestellt.
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Abbildung 4.24: Expression der beiden Entwicklungsmarker CD24 und Qa2 in pre-Recent Thymic Emigrants
mit dLck-Cre-Rekombinase vermittelter Cofilinl-Deletion. Thymozyten von dLck-Cre- (Kontrolle) und

Cof1"®:Lck-Cre-Tieren (Mutante) wurden mit den Markern CD4, CD8, TCRB, CD24 und Qa2 gefarbt und
durchflusszytometrisch untersucht. Mit Hilfe der Marker wurde zunachst auf CD4- bzw. CD8-positive Zellen
gegatet, innerhalb dieser Populationen mittels des Markers TCRB die reifen T-Zellen identifiziert und
letztendlich die CD24- und Qa2-Expression der Zellen analysiert. Sowohl fiir CD4- (A) als auch fir CD8-postive
Zellen (B) sind jeweils Plots und eine statistische Auswertung dargestellt. Fir die Auswertung wurde der Anteil
von CD24"Qa2-, CD24™Qa2"- und CD24'Qa2*-Zellen genommen und die Signifikanz der Abweichung von
Kontrolle zu Mutante mittels t-Test bestimmt. Der rote Kasten markiert jeweils die preRTEs (Mutante n = 5;
Kontrolle n = 2)

Die Ergebnisse zeigen sowohl flr die CD4- als auch fiir die CD8-positiven Thymozyten, dass
die Mutantenzellen mehr CD24 exprimieren, wahrend die Qa2-Expression vermindert ist.
Diese Tendenz ist bei den CD8-positiven Zellen starker als fiir die CD4-positiven Zellen
ausgepragt. Die Mutante besitzt demnach mehr pre-RTEs (CD24hiQA2'), aber weniger Zellen,
die sich zu reifen naiven T-Zellen entwickeln als die Kontrolle. Dies kénnte einen Hinweis
darauf liefern, dass sich die Mutanten-Zellen zwar regular im Thymus entwickeln, aber der

finale Schritt zu reifen, naiven T-Zellen beeintrachtigt ist.

4.3.4. Auswirkungen des Ausschaltens von Cofilinl in peripheren T-Zellen

Cofilinl spielt eine wichtige Rolle fiir die Entwicklung von T-Zellen im Thymus. Eine Deletion
in einer friihen Reifungsphase fihrt zu einer Entwicklungsblockade. Wie bereits gezeigt
werden konnte, hat dagegen ein Ausschalten von Cofilinl mittels der dLck-Cre-Rekombinase
in einer spateren Entwicklungsphase kurz nach der positiven Selektion keinen

offensichtlichen Einfluss auf die Reifung der Thymozyten, sodass diese Zellen voraussichtlich
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als reife T-Zellen in die peripheren lymphatischen Organe auswandern kénnen. Aus in vitro-
Studien ist weiterhin bekannt, dass Cofilin1 eine Schlisselfunktion bei der Aktivierung von T-
Zellen und der Ausbildung der immunologischen Synapse tGbernimmt (SAMSTAG et al., 2013).
Um die Funktion von Cofilinl in reifen T-Zellen in vitro besser verstehen zu kénnen, wurden
T-Zellen mit dLck-Cre-Rekombinase vermittelter Cofilinl-Deletion verschiedenen
Untersuchungen unterzogen. Dazu wurden periphere T-Zellen durch die Herstellung einer
Einzelzellsuspension der sekunddren lymphatischen Organe Lymphknoten, Milz und Blut

gewonnen.

4.3.4.1. Bei einer Cofilinl-Deletion ist die Anzahl von T-Zellen in Lymphknoten, Milz und

Blut verringert

Um zu Uberprifen, ob eine durch die dLck-Cre-Rekombinase vermittelte Deletion von
Cofilin1 einen Einfluss auf das Einwandern von T-Helferzellen (CD4") sowie von zytotoxischen
T-Zellen (CD8") in die peripheren lymphatischen Organe hat, wurde eine Fiarbung mit den
Markern gegen CD4 und CD8 von T-Zellen der Mutante (Coflﬂ/de'-chk-Cre) im Vergleich zur
Kontrolle (dLck-Cre) durchgefiihrt. In Abbildung 4.25 sind die FACS-Plots dieser Analyse und

die dazugehorige statistische Auswertung dargestellt.
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Abbildung 4.25: Durchflusszytometrische Untersuchung von peripheren T-Zellen mit Cofilin1-Deletion mittels
der dLck-Cre-Rekombinase. Periphere T-Zellen von dLck-Cre- (Kontrolle) und Cofilin1"":dLck-Cre-Mausen

(Mutante) aus Lymphknoten (A, B), Milz (C, D) und Blut (E, F) wurden mit Immunfluoreszenzmarkern fiir CD4
und CD8 gefarbt und mit dem Durchflusszytometer untersucht. Dabei wurde auf die Lymphozyten gegatet. (C,
F, 1) Flr die statistische Auswertung wurde der Anteil CD4- bzw. CD8-positiver Zellen der Kontrolle auf 100 %
und die Werte der Mutante dazu ins Verhaltnis gesetzt. Die Signifikanz der Abweichung von Kontrolle zu
Mutante wurde mittels t-Test bestimmt. (drei unabhangige Experimente, n = 6)

Die Ergebnisse dieser Untersuchung zeigen, dass in den analysierten peripheren
lymphatischen Organen bei der Mutante deutlich weniger T-Helferzellen (CD4") sowie
zytotoxische T-Zellen (CD8Y) vorzufinden sind als bei der Kontrolle. Betrachtet man die
Ergebnisse nach Zelltypen differenziert, sind in den Lymphknoten und der Milz die T-
Helferzellen in der Mutante im Vergleich zur Kontrolle um etwas mehr als die Halfte
reduziert. Im Blut sind in der Mutante sogar nur noch ein Viertel der T-Helferzellen
vorzufinden. Bei den zytotoxischen T-Zellen ist dieser Effekt deutlich starker ausgepragt. In

den Lymphknoten und in der Milz ist die Zahl dieser Zellen in der Mutante etwa um den
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Faktor 6 reduziert. Im Blut ist die Anzahl der zytotoxischen T-Zellen um den Faktor 8
minimiert. Die Cofilin1-Deletion in einer spaten Phase der T-Zellreifung fihrt demnach zu
einem verringerten Vorhandensein von CD4- als auch CD8-positiven Zellen im peripheren
lymphatischen System.

Weiterhin konnte mittels Farbung mit dem T-Zell-Marker CD3e und dem B-Zell-Markers
CD19 durch anschlieBende durchflusszytometrische Untersuchung gezeigt werden, dass in
allen untersuchten Organen die Reduktion der T-Zellen mit einer Erhéhung der B-Zellen

einher geht (Daten nicht gezeigt).

4.3.4.2. Bestdtigung der Cofilinl-Deletion mittels dLck-Cre-Rekombinase in T-Zellen aus

der Milz auf Protein-Ebene

Um zu zeigen, dass die geringe Menge T-Zellen, die in Cof1™edLck-Cre-Miusen die
peripheren lymphatischen Organe erreichen, definitiv eine Deletion fir das Cofilin1-Protein
tragen, wurde eine Westernblot-Analyse durchgefiihrt. Daflir wurden Milz-T-Zellen mit
Antikorpern gegen CD4 und CD8 gefarbt und anschlieBend gesortet, sodass die untersuchten
Proben ausschlielRlich T-Helferzellen bzw. zytotoxische T-Zellen enthielten. Aufgrund der
reduzierten Anzahl an T-Zellen in der Peripherie, mussten fiir jeden Genotyp mehrere Milzen
zusammengenommen werden, sodass eine ausreichend groBe Zellzahl fur die spatere
Analyse zur Verfligung stand. Um sowohl eine Southern-, als auch eine Westernblot-Analyse
durchzufiihren, wurden zu wenige Zellen erhalten, sodass letztendlich ausschliefllich eine
Analyse auf Proteinebene erfolgte. Fiir die Mutante mit dem Genotyp Cof1"9®':dLck-Cre
wurden 13 Tiere eingesetzt, fir die Kontrollen Cof1"™ und cof1"/e! jeweils sechs Tiere. Die
Ergebnisse der Westernblot-Analyse hinsichtlich des Cofilinl-Levels sind in Abbildung 4.26

zusammengefasst.

119



Ergebnisse

A B
CD4 CcD8
o o
o o
P e & A J\“‘&\ ‘\Nﬂe\.'d
Cofilin1 -_ Cofilin1
GAPDH — ~ == GAPDH
00 100
2 90 -
£ £
I |
§ = L
10 10 4
° aM ifdel fifdel:Lck-Cre ’ fim Afdel fifdelick-Cre

Abbildung 4.26: Westernblot-Analyse der Cofilin1l-Deletion mittels dLck-Cre-Rekombinase in T-Helferzellen
und zytotoxischen T-Zellen aus der Milz. In gesorteten T-Helferzellen und zytotoxischen T-Zellen aus der Milz

von Cofi™™, Cofi™. und Cofi™*.dLck-Cre-Miusen wurde mittels Antikérper gegen Cofilinl (KG60-

Antikorper) und GAPDH das Cofilin1-Expressionsniveau untersucht. Sowohl fir CD4-T-Zellen (A) als auch fir
CD8-T-Zellen (B) ist das Ergebnis des Westernblots und die graphische Auswertung zusammengefasst. Die
erhaltenen Banden wurden mit Hilfe des Computerprogramms Radames densitometrisch untersucht, mit
GAPDH als Ladekontrolle gegeneinander verrechnet und das Ergebnis dargestellt. Die Cofilin1-Expression der

Cof1"Kontrolle wurde dabei auf 100 % gesetzt.

Die Westernblot-Analyse zeigt, dass bei beiden Zelltypen in der heterozytgoten Cof1 /e

fiifl_Kontrolle etwa um die Hilfte

Kontrolle die Cofilinl-Expression im Vergleich zur Cofl
reduziert ist. In der Mutante liegt die Cofilin1-Expression in den T-Helferzellen ebenfalls auf
ca. 50 %, sodass in diesen Zellen nur eine geringe Cofilinl-Deletion sattfindet. In den
zytotoxischen T-Zellen dagegen wird nur noch 20 % Cofilinl im Verhaltnis zur Cof1"/f-
Kontrolle exprimiert. In diesen Zellen findet erwartungsgemafd aufgrund der differentiellen
Deletionseffizienz der dLck-Cre-Rekombinase deutlich mehr Rekombination vermittelt durch

die dLck-Cre-Rekombinase statt.

4.3.4.3. T-Zellen mit Cofilin1-Deletion weisen ein erh6htes Vorkommen von Apoptose auf

Nachdem gezeigt werden konnte, dass die Cofilinl-Expression bei der Mutante,
insbesondere in den zytotoxischen T-Zellen, deutlich vermindert ist, stellt sich die Frage, wie
es zu der Reduktion der peripheren T-Zellen kommen kann. Deshalb wurden diese Zellen
ebenfalls einer Untersuchung hinsichtlich des Apoptosestatus, wie bereits in Abschnitt

4.3.3.5 beschrieben, unterzogen (siehe Abbildung 4.27). Uberpriift wurde der Status in T-
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Zellen aus Lymphknoten und Milz von Cof1™®"dLck-Cre- (Mutante) und dLck-Cre-Mzusen
(Kontrolle). T-Zellen aus Blut wurden nicht analysiert, da fiir diesen Assay zu wenige Zellen

aus einem Tier gewonnen werden konnten.

A Lymphknoten B Milz

200 200

180 2 - 180 ns.

160 160 n.s.
- 140 — 140
é 120 'E' 120
£ 100 4 m Kontrolle £ 100 - M Kontrolle
E 80 - OMutante E 80 O Mutante
< g < 60

40 40

20 20

0 " 0
cD4 cp8 cD4 cos

Abbildung 4.27: Untersuchung des Apoptosestatus in T-Zellen mit dLck-Cre-Rekombinase vermittelter
Cofilin1-Deletion. T-Zellen aus Lymphknoten (A) und Milz (B) von dLck-Cre- (Kontrolle) und Cof1"®"Lck-Cre-

Tieren (Mutante) wurden mit Markern fir AnnexinV und Propidiumiodid sowie fiir CD4 und CD8 gefarbt und
mit dem Durchflusszytometer untersucht. Dabei wurde auf lebende (Propidiumiodid-negativ) und apoptotische
Lymphozyten (AnnexinV-positiv) gegatet. Mit Hilfe der beiden Antikérper CD4 und CD8 wurde wiederum auf
die einfach positiven Zellen gegatet und dann der Anteil AnnexinV-positiver Zellen bestimmt. Fir die
Auswertung wurde der Anteil AnnexinV-positiver Zellen der Kontrolle auf 100 % und die Werte der Mutante
dazu ins Verhéltnis gesetzt. Die Signifikanz der Abweichung von Kontrolle zu Mutante wurde mittels t-Test
bestimmt. (drei unabhéngige Experimente, n = 6)

Die Analyse zeigt fiir beide Organe eine Tendenz zu einer Erhohung des programmierten
Zelltods bei der Mutante mit Cofilin1-Deletion vermittelt durch die dLck-Cre-Rekombinase.
Dies ist sowohl in den T-Helferzellen als auch in den zytotoxischen T-Zellen der Fall. In den
Lymphknoten ist die Anzahl apoptotischer Zellen sogar signifikant erhoht. Fiir die Analyse
konnten nur sehr wenige Zellen einbezogen werden, da, wie bereits in Abschnitt 4.3.4.1
gezeigt, die Anzahl der T-Helferzellen als auch der zytotoxischen T-Zellen in diesen
peripheren lymphatischen Organen stark reduziert ist. Mikroskopische Betrachtungen
wahrend diverser Versuche konnten ebenfalls eine verminderte Vitalitdt, z.B. gezeigt mit
dem Viabilitatsfarbstoff Trypanblau, dieser Zellen bestatigen. Ein Fehlen von Cofilinl in T-

Zellen fiihrt somit zu einer erhéhten Apoptose in den untersuchten Zellen.

4.3.4.4. In T-Zellen mit Cofilin1-Deletion ist der F-Aktinlevel deutlich erh6ht

Im Folgenden wurde der Aktinstatus der Cofilinl-defizienten T-Zellen untersucht. In T-Zellen
spielt das Aktinzytoskelett nicht nur eine wichtige Rolle bei der Migration dieser Zellen, um
zur entsprechenden Antigen prasentierenden Zelle zu gelangen. Es hat auch als

geriistbildendes Protein eine bedeutende Funktion bei der Aktivierung dieser Zellen und bei
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Ausbildung der immunologischen Synapse, wobei es unter anderem an Formveranderungen
der Zelle beteiligt ist und auch als Transportstrecke fiir diverse, an der Signalvermittlung
beteiligter Komponenten dient. Durch das Fehlen des Aktin depolymerisierenden Faktors
Cofilinl kann der G- bzw. F-Aktingehalt verdndert und somit die Funktion der Zellen
beeintrachtigt sein, was ebenfalls eine Erklarung fir das Fehlen der T-Zellen in den
sekundaren lymphatischen Organen liefern kdonnte. Mit Hilfe einer intrazelluldren Farbung
flir DNasel (G-Aktin) und Phalloidin (F-Aktin) wurde der Aktinstatus in T-Zellen aus Mutante
(Coflﬂ/de':chk-Cre) und Kontrolle (dLck-Cre) analysiert. Die Ergebnisse sind in Abbildung 4.28

dargestellt.
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Abbildung 4.28: Untersuchung des Aktinstatus in peripheren T-Zellen mit Cofilin1-Deletion vermittelt durch
die dLck-Cre-Rekombinase. T-Zellen von dLck-Cre- (Kontrolle) und Cof1"*"Lck-Cre-Tieren (Mutante) wurden

mit den Markern CD4, CD8, DNasel (G-Aktin) und Phalloidin (F-Aktin) gefarbt und durchflusszytometrisch
untersucht. Mit Hilfe der beiden Antikérper CD4 und CD8 wurde auf T-Helferzellen bzw. zytotoxische T-Zellen
gegatet und dann der G- bzw. F-Aktinlevel in diesen Zellen analysiert. Fiir die Auswertung wurde der Mittelwert
der Fluoreszenz fir G- bzw. F-Aktin der Kontrolle auf 100 % und die Werte der Mutante dazu ins Verhaltnis
gesetzt. In (A, C, E) sind die Ergebnisse fur die T-Helferzellen und in (B, D, F) fur die zytotoxischen T-Zellen der
einzelnen Organe dargestellt. (ein reprasentatives von drei unabhangigen Experimenten)

Die Auswertung der Aktinstatus-Analyse zeigt, dass die F-Aktinlevel der Mutante in allen
Organen deutlich erh6ht sind. Dies ist in den zytotoxischen T-Zellen starker zu verzeichnen
als in den T-Helferzellen, was darauf zurtickzufiihren ist, dass in diesen Zellen die Cofilin1-
Deletion mittels der dLck-Cre-Rekombinase effizienter erfolgt. Tendenziell ist dieser Anstieg
sowohl fir CD4™- als auch fiir CD8*-T-Zellen im Blut am stdrksten und in der Milz am
mildesten ausgepragt. Der G-Aktingehalt scheint im Gegensatz zu den untersuchten Zellen
aller Gewebe kaum verdndert zu sein. Durch das Fehlen von Cofilinl kommt es somit zu

einem erhohten F-Aktingehalt in T-Zellen.
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4.3.5. Zytotoxische T-Zellen mit Cofilinl-Deletion sind beziiglich ihrer

Aktivierbarkeit verandert

Wie die vorrangegangenen Untersuchungen gezeigt haben, erfolgt in den zytotoxischen T-
Zellen eine stdrkere Deletion des Cofilinl-Proteins als in den T-Helferzellen. Aus diesem
Grund wurden diese Zellen nun in Bezug auf ihre Aktivierbarkeit detailliert analysiert.

Dazu wurden mit Hilfe der MACS-Zellseparation CD8*-T-Zellen (zytotoxische T-Zellen) aus der
Milz von Cof1"%®':dLck-Cre-Tieren als Mutante und Lck-Cre-Méausen als Kontrolle gewonnen.
Dabei wurde nach dem Prinzip der positiven Selektion gearbeitet, sodass die CD8*-T-Zellen
mit magnetischen Antikdrpern markiert, an die MACS-Saule binden gelassen und letztendlich
eluiert wurden. Um fiir diese Experimente ausreichend grofle Zellzahlen zu erhalten,
mussten die Zellen von Milzen mehrerer Tiere vereinigt werden. Bei der Mutante wurden
finf Tiere zusammengefasst, bei der Kontrolle zwei. Fiir die verschiedenen Analysen wurden
die Zellen in Kultur genommen und permanent die beiden Rezeptoren CD3 und CD28
stimuliert. Eine Stimulation dieser Rezeptoren fiihrt zur Aktivierung naiver T-Zellen
(FRAUWIRTH, THOMPSON, 2002). CD3 ist eine Komponente des T-Zellrezeptorkomplexes,
wahrend CD28 einen Co-Rezeptor dieses darstellt. Die Zellen wurden Uber einen Zeitraum
von funf Tagen kultiviert, im Abstand von 24 h jeweils eine Probe (Triplikate) genommen und
hinsichtlich Proliferation, Expression diverser Aktivierungsmarker, und Sekretion eines T-Zell-
Wachstumsfaktors untersucht. Zum Vergleich wurden Zellen direkt nach der Praparation
(Tag O unstimuliert) und unstimulierte Zellen nach einem Tag in Kultur (Tag 1 unstimuliert)
analysiert. Bei allen Analysen wurde mit Hilfe einer Lebend-Tot-Farbung auf die lebenden
Zellen gegatet und innerhalb dieser, mittels des Markers flir CD8, die zytotoxischen T-Zellen

identifiziert.

4.3.5.1. Zytotoxischen T-Zellen mit Cofilinl-Deletion sind nach Aktivierung bei der

Proliferation beeintrachtigt

Bei der Aktivierierung von T-Zellen wird unter anderem die Proliferation der Zellen angeregt,
sodass es zur Zellteilung und somit zur klonalen Expansion kommt. Um zu prifen, ob das
Ausschalten von Cofilinl in zytotoxischen T-Zellen einen Einfluss auf die Proliferation hat,
wurde zum Zeitpunkt O die Expression des Proliferationsmarkers Ki-67 detektiert. Dieses
Protein wird wahrend des Zellzyklus in der G1-, S-, G2- und M-Phase des Zellzyklus

exprimiert, nicht aber in ruhenden Zellen (ScHOLzEN, GERDES, 2000). Weiterhin wurde zu
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jedem Zeitpunkt mit Hilfe von Counting Beads die Zellzahl bestimmt. Die Ergebnisse sind in

Abbildung 4.29 zusammengefasst.
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Abbildung 4.29: Proliferationsanalyse von zytotoxischen T-Zellen mit Cofilinl-Deletion mittels dLck-Cre-
Rekombinase. (A) Nach der Isolation der CD8"-T-Zellen (Tag O unstimuliert) von Mutante (Coflﬂ/de':chk—Cre)

und Kontrolle (dLck-Cre) wurde Uber eine intrazelluldre Farbung mit dem Marker Ki-67 die Proliferation
durchflusszytometrisch untersucht. Fir die statistische Auswertung wurde der Mittelwert des Anteils der Ki67-
Expression der Kontrolle auf 100 % und der Wert der Mutante dazu ins Verhaltnis gesetzt. Die Signifikanz der
Abweichung von Kontrolle zu Mutante wurde mittels t-Test bestimmt. (ein Experiment) (B) Uber den gesamten
Versuchszeitraum von finf Tagen hinweg wurden die Zellen in Kultur gehalten und die Rezeptoren CD3 und
CD28 stimuliert. Zu jedem Zeitpunkt (24 h-Intervall) wurde die Zellzahl bestimmt. Fir die Auswertung wurden
die erhaltenen Werte normalisiert, da aufgrund der erhéhten Apoptose der Mutantenzellen schon zu Beginn
eine Variation bezlglich der Zellzahl bestand. Bei der Normalisierung wurde jeweils die Zellzahl zum Zeitpunkt
,0“ auf 100 % und die folgenden Werte entsprechend ins Verhéltnis gesetzt. (ein reprdsentatives von zwei
unabhangigen Experimenten)

Die Ergebnisse zeigen, dass die zytotoxischen T-Zellen der Mutante (Coflﬂ/de':Lck-Cre) Zu
Beginn des Versuchs deutlich mehr Ki-67 exprimieren als die Kontrollzellen (dLck-Cre). Die
Mutante weist also deutlich mehr Zellen auf, die sich gerade in der Mitose befinden.
Betrachtet man wiederum die Uberpriifung der Zellzahl, wird deutlich, dass die Kontrolle
Uber die Zeit hinweg proliferiert, wahrend dies in der Mutante kaum der Fall ist. Die
Kontrolle expandiert bis zum Tag drei um den Faktor 1,5 und dann geht die Zellzahl
erwartungsgemaR zurlick. Die Mutante zeigt dagegen kein merkliches Expansionsverhalten
und liegt mit ihrer Zellzahl durchschnittlich um den Faktor 3 unter der der Kontrolle.

Eine Deletion von Cofilinl fihrt in naiven zytotoxischen T-Zellen zu einer deutlich erhdhten
Proliferation im Vergleich zur Kontrolle. Nach Aktivierung der Zellen expandieren die

Mutanten-Zellen in Kultur wiederum signifikant weniger.
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4.3.5.2. Die Expression frither Aktivierungsmarker in zytotoxischen T-Zellen mit Cofilin1-

Deletion ist verandert

Die beiden Oberflaichenmarker CD69 und CD25 sind friihe Aktivierungsmarker von T-Zellen,
die kurz nach der Bindung eines Antigens an den T-Zellrezeptorkomplex exprimiert werden
(SHIPKOVA, WIELAND, 2012). Naive T-Zellen exprimieren diese Marker auf niedrigem Niveau.
Nach Aktivierung nimmt ihre Expression stark zu und wird Uber die Zeit wieder reduziert.
CD69 ist ein C-Typ-Lektin. CD25 bildet die a-Untereinheit des Interleukin-2-Rezeptors,
welche erst nach T-Zellaktivierung die beiden anderen konstitutiv exprimierten
Untereinheiten, B und y, komplettiert. Der Interleukin-2-Rezeptor, dessen Antigen der
Wachstumsfaktor Interleukin-2 (IL-2) darstellt, 16st eine Signalkaskade aus, die unter
anderem im Zuge einer positiven Riickkopplung zur verstirkten Ausschiittung von IL-2
(SmITH, 1988) und zur klonalen Expansion der T-Zellen fihrt.

Im Folgenden sind die Ergebnisse der durchflusszytometrischen Expressionsanalyse der
Marker CD69 und CD25 zu den einzelnen Zeitpunkten dargestellt. Weiterhin wurde neben
dieser Analyse der Mediumiiberstand der Zellen mit Hilfe eines ELISAs auf das

Vorhandensein von IL-2 iberprift (siehe Abbildung 4.30).
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Abbildung 4.30: Expression frither Aktivierungsmarker in zytotoxischen T-Zellen mit Cofilin1-Deletion mittels
dLck-Cre-Rekombinase. Uber den gesamten Versuchszeitraum von fiinf Tagen hinweg wurden die Zellen in

Kultur gehalten und die Rezeptoren CD3 und CD28 stimuliert. Zu jedem Zeitpunkt (24 h-Intervall) wurden die
Zellen mit den Markern fir CD69 und CD25 gefarbt und durchflusszytometrisch untersucht. Die Histogramme
zeigen reprasentativ die Ergebnisse flr Tag vier im Vergleich zu den Zellen direkt nach der Isolation (A). Fur die
Auswertung wurde der Mittelwert der Fluoreszenz der Zellen fir die Marker CD69 (B) und CD25 (C) der
Kontrolle auf 100 % und die Werte der Mutante dazu ins Verhaltnis gesetzt. (D) Mit Hilfe eines ELISAs wurde
ebenfalls zu jedem Zeitpunkt die IL-2-Sekretion ins Medium (berpriift. Fiir die Analyse wurden wieder die
Werte der Kontrolle auf 100 % und die der Mutante dazu ins Verhéltnis gesetzt. Die Signifikanz der Abweichung
von Kontrolle zu Mutante wurde mittels t-Test bestimmt. (ein reprasentatives von zwei unabhangigen
Experimenten)

Die Expressionsanalyse zeigt, dass sich die Mutante (Coflﬂ/de':chk—Cre) beziglich dieser
beiden friihen Aktivierungsmarker gegenlaufig zur Kontrolle (dLck-Cre) verhalt. Die
zytotoxischen Cofilin1-KO-T-Zellen exprimieren Uber die gesamte Zeitspanne weniger CD69,
aber mehr CD25 als die Kontrolle. Weiterhin exprimieren die Zellen der Mutante zu Beginn
mehr IL-2 als die Kontrollzellen. Dieses Verhaltnis kehrt sich ab Tag zwei um. Die Ergebnisse
weisen darauf hin, dass eine Cofilin1-Deletion in zytotoxischen T-Zellen dazu fihrt, dass
diese Zellen im Gegensatz zu naiven T-Zellen schon von vorne herein aktiviert sind und daher
bestimmte Aktivierungsmarker, wie CD25, starker exprimieren. Andere Marker, die einen
Hinweis auf Aktivierung von T-Zellen liefern, wie CD69, sowie die Ausschiittung des
Wachstumsfaktors IL-2 werden dagegen aufgrund der permanenten Aktivierung nicht

hochreguliert.
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4.3.5.3. Eine Cofilinl-Deletion fiihrt zu einem verminderten Vorhandensein von naiven

zytotoxischen T-Zellen

Zur gezielteren Untersuchung des Aktivierungsstatus der Cofilin1-deletierten zytotoxischen
T-Zellen aus Cof1"*®:dLck-Cre-Mausen wurden zwei weitere Marker untersucht. CD62L und
CDA44 sind Zelladhasionsmolekiile, die ebenfalls Aufschluss Gber den Aktivierungszustand von
T-Zellen geben. Sie werden beide auch als Homing-Rezeptoren bezeichnet (BUTCHER, PICKER,
1996). Die Expression von CD62L sorgt dafiir, dass T-Zellen in sekundaren lymphatischen
Organen verbleiben und muss folglich bei T-Zellaktivierung entfernt werden, damit die Zellen
in das Gewebe einwandern kdnnen. Die CD44-Expression ermoglicht dagegen den T-Zellen
ein Einwandern ins Gewebe. Eine naive T-Zelle ist durch eine starke Expression von CD62L
und eine minimale CD44-Expression gekennzeichnet (CD44CD62L"). Zentrale
Gedichtniszellen (CD44°CD62L") und Effektorgedichtniszellen (CD44°CD62L), die nach
Aktivierung naiver T-Zellen gebildet werden, exprimieren dagegen CD44. Die Ergebnisse der

Untersuchung sind in Abbildung 4.31 dargestellt.
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Abbildung 4.31: Expression der Marker CD62L und CD44 in zytotoxischen T-Zellen mit Cofilin1-Deletion
mittels dLck-Cre-Rekombinase. Uber den gesamten Versuchszeitraum von fiinf Tagen hinweg wurden die

Zellen in Kultur gehalten und die Rezeptoren CD3 und CD28 stimuliert. Zu jedem Zeitpunkt (24 h-Intervall)
wurden die Zellen mit den Markern fiir CD62L und CD44 gefarbt und durchflusszytometrisch untersucht. Die
FACS-Plots zeigen die Kontroll- und Mutantenzellen am Tag 0 direkt nach der Isolation im Vergleich (A). Fur die
Auswertung wurde jeweils der Anteil der Fluoreszenz der CD44 CD62L"- (B), der CD44'CD62L"- (C) und der
CD44°CD62L-Zellen (D) der Kontrolle auf 100 % und die Werte der Mutante dazu ins Verhiltnis gesetzt. Die
Signifikanz der Abweichung von Kontrolle zu Mutante wurde mittels t-Test bestimmt. (ein reprasentatives von
zwei unabhéangigen Experimenten)

Die Untersuchung zeigt, dass die Kontrolle (dLck-Cre) zu Beginn sehr viele naive T-Zellen
aufweist, wahrend dies bei der Mutante (Coflﬂ/de':chk—Cre) nicht der Fall ist. Uber die Zeit
hinweg nimmt die Anzahl dieser Zellen bei der Kontrolle deutlich ab, da die T-Zellen durch
die CD3- und CD28-Stimulation aktiviert werden. Diese Abnahme ist auch bei der Mutante zu
verzeichnen. Dagegen besitzt die Mutante von Beginn an mehr zentrale Gedachtniszellen
und Effektorgedachtniszellen als die Kontrolle. Bei den zentralen Gedachtniszellen kehrt sich
diese Beziehung an Tag zwei um, sodass ab diesem Tag die Kontrolle mehr dieser Zellen
besitzt als die Mutante. Bei den Effektorgedachtniszellen weist die Mutante dauerhaft
deutlich mehr dieser Zellen auf. Ein Fehlen von Cofilinl in zytotoxischen T-Zellen fihrt
anscheinend dazu, dass die Anzahl von zentralen Gedachtnis- und Effektorgedachtniszellen
erhoht ist, wahrend kaum naive zytotoxische T-Zellen vorliegen. Durch das Fehlen von

Cofilinl kommt es offensichtlich zu einer sehr frithen Aktivierung dieser Zellen.
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4.4. Cofilin1-Deletion in peripheren T-Zellen in vitro

Wie die vorangegangenen Untersuchungen gezeigt haben, geht eine Cofilin1-Deletion in
einer spaten Phase der T-Zellentwicklung in vivo mit einer Reduktion der T-Zellen in den
sekunddren lymphatischen Organen einher. Um mehr Cofilin1-KO-T-Zellen  fir
weiterfihrende Analysen zu erhalten, wurde die Deletion in vitro herbeigefihrt. Flr diese
Studien wurde mit der CreER™-Rekombinase gearbeitet. Dies ist eine induzierbare Cre-
Rekombinase, die fusioniert mit einer mutierten Liganden-Bindedomidne des
Estrogenrezeptors exprimiert wird. Der Estrogenrezeptor ist ein nuklearer Rezeptor, der in
seinem inaktiven Zustand im Zytoplasma vorliegt. Durch Ligandenbindung in Form des
Estrogenrezeptor-Modulators Tamoxifen gelangt das CreER'>-Fusionsprotein in den Zellkern
und kann dort die Rekombination katalysieren. Die CreER'>-Rekombinase wird in der

verwendeten Mauslinie unter dem ROSA26-Promotor ubiquitar exprimiert.

4.4.1. Etablierung der Bedingungen zur Tamoxifen-induzierbaren CreER™-

Rekombinase in T-Zellen mit Hilfe der Rosy-Reportermaus

Fur diese Vorversuche wurden CreER™-M&use mit der Rosy-Reportermauslinie gekreuzt, um
Mause des Genotyps Rosy:CreERT2 zur erhalten. In den Rosy-Reportermdusen liegt
stromabwarts des ROSA26-Promotors eine von loxP-Stellen flankierte Stopp-Kassette gefolgt
von der kodierenden Region des eYFP-Reportergens. Durch eine Cre-vermittelte
Rekombination kommt es zur Deletion der Stopp-Kassette und somit zur Expression des
eYFP-Gens (SRINIVAS et al., 2001). Dieses Gen wird dann in allen Zellen exprimiert, in denen
die CreER'™-Rekombinase aktiv war. Eine erfolgreiche Rekombination kann wiederum
anhand der Fluoreszenz des YFP-Proteins mit Hilfe des Durchflusszytometers nachgewiesen
werden.

Im Vorfeld wurde einerseits die optimale Tamoxifenkonzentration ermittelt werden, die fir
die Aktivierung der CreER'>-Rekombinase in T-Zellen notwendig ist, gleichzeitig den Zellen
aber keinen Schaden zufligt. Die Etablierungsversuche haben gezeigt, dass kein Unterschied
zwischen dem Einsatz von 1 uM und 5 uM Tamoxifen besteht (Daten nicht gezeigt), weshalb
fir die folgenden Experimente die niedrigere Konzentration gewahlt wurde. Andererseits
musste der Zeitraum, der bis zu einer erfolgreichen Rekombination notwendig ist, bestimmt

werden.

130



Ergebnisse

Fir die Versuche wurden Einzelzellsuspensionen aus den peripheren lymphatischen
Organen, Lymphknoten und Milz, gewonnen und durch MACS-Zellseparation mit Hilfe des
panT-Kits Uber Depletion die T-Zellen isoliert. Der Erfolg der MACS-Zellseparation wurde
Uber eine extrazelluldre Farbung mit dem FACS-Antikérper CD3e und anschlieRende
durchflusszytometrische Untersuchung Uberpriift. Die Zellseparation ist essentiell, da die
Rekombination nicht auf T-Zellen beschrankt ist, sondern auch z.B. in B-Zellen erfolgt (Daten
nicht gezeigt). Die erhaltenen Zellen wurden dann in Tamoxifen-haltiges Medium in Kultur
genommen und nach zwei, vier und sechs Tagen unter Verwendung des T-Zellmarkers CD3¢

durchflusszytometrisch untersucht (siehe Abbildung 4.32).
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Abbildung 4.32: Etablierung der Bedingungen zur Tamoxifen-Induktion der CRER"™-Rekombinase in T-Zellen.
Im oberen Teil der Abbildung sind FACS-Plots der Durchflusszytometeranalyse zusammengestellt, wobei CD3¢

als T-Zellmarker verwendet wurde. Sowohl fiir T-Zellen aus Lymphknoten als auch aus Milz wurde untersucht,
wie viele T-Zellen exemplarisch nach vier Tagen Tamoxifen-Behandlung (1 uM) gleichzeitig auch den Reporter
YFP als Indiz fur eine erfolgte Rekombination exprimieren (A, C). Als Kontrolle wurden Zellen ohne
Tamoxifengabe analysiert (B, D). Es wurde auf die Lymphozyten gegatet. (Reinheitsgrad der T-Zellen als
prozentualer Anteil an der Probe nach der Isolation - Lymphknoten: 95 %, Milz: 85 %). Weiterhin wurde die
Rekombinationseffizienz in T-Zellen fir die untersuchten Zeitpunkte (48 h, 96 h, 144 h) berechnet und
graphisch dargestellt (E). (ein reprasentatives aus drei unabhangigen Experimenten)

Die Ergebnisse zeigen, dass sowohl bei T-Zellen aus Lymphknoten als auch aus Milz schon
nach 48 h Uber 40 % YFP-positive Zellen vorzufinden sind. Nach 144 h sind nahezu alle T-
Zellen positiv fur diesen Marker. Die Kontrollen zeigen, dass auch ohne Tamoxifen-
Behandlung ein kleiner Anteil von ca. 1 % der T-Zellen eine griine YFP-Fluoreszenz zeigt. Das
Signal dieser Zellen ist aber deutlich starker als das der rekombinierten, YFP-positiven Zellen.
Die Kultivierung von T-Zellen aus Lymphknoten und auch aus Milz mit 1 uM Tamoxifen im
Medium flhrt nach sechs Tagen zu einer YFP-Reporterproteinexpression in nahezu jeder

Zelle. Dies lasst auf eine erfolgreiche Rekombination unter diesen Bedingungen schlieRen.

132



Ergebnisse

Weiterhin ist anzumerken, dass Uber den Versuchszeitraum hinweg auch sehr viele Zellen
sterben, weshalb in allen folgenden Versuchen die toten Zellen mittels MACS-Separation

eliminiert wurden.

4.4.2. Die Tamoxifen-Induktion der Cofilin1-Deletion in peripheren T-Zellen in

vitro flihrt zur Rekombination auf DNA-Ebene

Nachdem nun mit Hilfe der Rosy-Reportermduse die optimalen Bedingungen fiir eine
Tamoxifen-induzierbare Rekombination mittels der CreER'>-Rekombinase in T-Zellen
ermittelt wurde, sollte dies nun auf den Cofilin1-Genlokus Ubertragen werden. Fir die
Analyse der Cofilin1-Deletion in peripheren T-Zellen in vitro wurden Tiere des Genotyps
Cof1"™.creER™ verwendet. Um fiir alle Analysen ausreichend viele Zellen zur erhalten,
wurden die Organe aus vier Mausen zusammengefasst. Aus Lymphknoten und Milz wurden
Einzelzellen gewonnen, die T-Zellen (iber Depletion mit Hilfe einer MACS-Zellseparation
isoliert (panT-Kit) und diese dann unter Tamoxifen-Behandlung in Kultur genommen. Nach
drei bzw. vier Tagen wurden die Zellen aus der Kultur einer weiteren MACS-Separation zur
Eliminierung toter Zellen unterzogen. Aus den so aufbereiteten Zellen wurde DNA gewonnen
und diese in eine Southernblot-Analyse eingesetzt, um die Rekombination auf DNA-Ebene zu
Uberprifen. Fir die Southernblot-Analyse wurde ein Restriktionsverdau mit EcoRl
durchgefiihrt und eine Sonde verwendet, die zwischen dem Cofilin1-fl- und dem Cofilin1-del-

Allel unterscheiden kann (vgl. Abbildung 4.33).
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Abbildung 4.33: Southernblot-Analyse der Tamoxifen-induzierbaren Cofilin1-Deletion in T-Zellen in vitro. T-
Zellen aus Milz von Cof1™"

Cof1 del (5 kbp)

:CreER™-M3ausen wurden in Tamoxifen-haltiges Medium (mit Tam) in Kultur
genommen und nach drei bzw. vier Tagen DNA aus diesen Zellen gewonnen, um die Rekombination des
Cofilin1-Gens mittels Southernblot-Analyse untersuchen zu kénnen. Als Kontrolle wurden Zellen unter den
gleichen Bedingungen ohne Tamoxifen-Behandlung (ohne Tam) analysiert. (Reinheitsgrad der T-Zellen als
prozentualer Anteil an der Probe = Tag 0: 97 %; Tag 3 ohne Tamoxifen: 93 %, Tag 3 mit Tamoxifen: 91 %; Tag 4
ohne Tamoxifen: 96 %, Tag 4 mit Tamoxifen: 96 %)

Die Analyse zeigt nach drei und auch nach vier Tagen eine deutliche Deletionsbande durch
Tamoxifen-Behandlung. Die Kontrollzellen, welche ohne Tamoxifen im Medium kultiviert
wurden, zeigen nur eine flox-Bande. Durch die Induktion der Deletion mit Tamoxifen
verschwindet diese flox-Bande fast vollstandig, was an Tag vier am deutlichsten zu erkennen
ist. Auch in T-Zellen aus Lymphknoten konnte nach viertagiger Tamoxifen-Behandlung in
Kultur eine Deletion des Cofilinl-Gens auf DNA-Ebene nachgewiesen werden (Daten nicht
gezeigt). Weiterhin sei hier angemerkt, dass die ektopische Aktivitat der CreER™-
Rekombinase ebenfalls durch Southernblot-Analyse ausgeschlossen wurde.

Eine erfolgreiche Rekombination im Cofilinl-Genlokus mittels der CreER™-Rekombinase

exprimiert unter dem ROSA26-Promotor in T-Zellen konnte somit gezeigt werden.

4.4.3. Trotz Tamoxifen-induzierbarer Cofilinl-Deletion in peripheren T-Zellen

ist noch Cofilin1-Protein vorhanden

Nachdem auf DNA-Ebene eine Cofilinl-Deletion mittels der Tamoxifen-induzierbaren Cre-
Rekombinase gezeigt werden konnte, wurde des Weiteren die Expression des Cofilinl-
Proteins untersucht. Neben der Southernblot-Analyse wurde weiterhin eine Westernblot-
Analyse mit Zellen derselben Kultur durchgefiihrt und mit Antikérpern gegen Cofilinl und

GAPDH geprobt. Das Ergebnis ist in Abbildung 4.34 dargestellt.
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Abbildung 4.34: Westernblot-Analyse der Tamoxifen-induzierbaren Cofilinl-Deletion in T-Zellen in vitro.
Proteinproben der Zellen derselben Kultur, die bereits fiir die Southernblot-Analyse eingesetzt wurden, wurden

im Westernblot mit Hilfe von Antikorpern gegen Cofilinl (KG60-Antikorper) und GAPDH auf das Cofilinl-
Expressionsniveau hin untersucht.

Die Ergebnisse der Westernblot-Analyse zeigen, dass alle untersuchten Zellen das Cofilinl-
Protein exprimieren. Eine deutliche Reduktion der Expression ist in den Proben mit
Tamoxifen-Behandlung nicht zu verzeichnen. Dies fiihrt zu der Vermutung, dass das Cofilin1-
Protein eine sehr lange Halbwertszeit besitzt, sodass trotz erfolgreicher Rekombination auf

DNA-Ebene, das Protein noch vorhanden ist.

4.5. Selektion eines RNA-Aptamers gegen Cofilinl

Neben dem Ausschalten des Cofilinl-Proteins lGber molekulargenetische Methoden durch
Einsatz verschiedener Mausmodelle, stellt die Aptamer-Technologie einen weiteren Ansatz
dar, um spezifisch die Cofilin1-Aktivitat zu regulieren. Aptamere als kurze Nukleotide kénnen
Uber ihre dreidimensionale Struktur spezifisch an ihr Zielprotein binden. In diesem Teil der
Arbeit wird die Selektion eines RNA-Aptamers gegen Cofilinl iber SELEX beschrieben. Die
SELEX ist ein sich wiederholender Prozess bestehend aus drei Schritten: 1. Selektion, die
Inkubation einer Nukleinsdurebibliothek mit dem Zielmolekiil; 2. Elution, die Separation der
bindenden Nukleinsduresequenzen von der Fraktion, die nicht bindet; 3. Amplifikation der

bindenden Sequenzen.
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4.5.1. Vorbereitungen fiir die Aptamer-Selektion gegen Cofilinl

4.5.1.1. Aufreinigung von rekombinantem Cofilin1-Strep-Tag-Protein

Fir die Aptamer-Selektion musste das Cofilinl-Protein mit einem Tag versehen und in
groflen Mengen rekombinant gewonnen werden. Dies erfolgte mit Hilfe des Strep-Tags, der
sowohl fir die affinitatschromatographische Aufreinigung als auch fir die spatere Kopplung
des Proteins an magnetische Beads diente. Der Strep-Tag ist mit einer Lange von acht
Aminosduren und einem Molekulargewicht von 1 kDa ein verhaltnismaRig kleiner Tag, der
den Vorteil bietet, dass er am Protein verbleiben kann, ohne dessen Konformation zu
beeinflussen.

Dazu wurde zundchst die Sequenz fiir den Strep-Tag aus dem Vektor pASK-IBA43plus in die
multiple Klonierungsstelle des Vektors pMW172 (iber die Restriktionsschnittstellen flir Stul
und EcoRI subkloniert (siehe Vektorkarte im Anhang). Im folgenden Schritt wurde die cDNA
des Cofilin1-Gens (aus dem Vektor pGEX-2T-Cofilinl, siehe Anhang) so in den Strep-Tag-
pMW172-Vektor Uiber die Restriktionsschnittstellen fir Ndel und Xhol kloniert, dass das
Konstrukt fiir ein Fusionsprotein mit C-terminalem Affinitats-Tag kodiert (siehe Vektorkarte
im Anhang). Die C-terminale Klonierung sorgt flir eine optimale Exponierung des
Fusionsproteins zu seinem Bindungspartner, wenn es beispielsweise fir die SELEX an
magnetische Beads gekoppelt wird.

Zur Aufreinigung des Cofilin1-Strep-Tag-Proteins wurde eine Kultur mit E. colis, die diesen
Vektor trugen, angeimpft, kultiviert und das Protein durch Induktion Uberexprimiert.
Anschlieend erfolgte die Aufreinigung mittels Affinitats-Chromatographie Uber eine mit

Streptactin-Agarose befiillte Sdule (siehe Abbildung 4.35).
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Abbildung 4.35: Aufreinigung von rekombinantem Cofilin1-Strep-Tag-Protein. (A) Stufen der Aufreinigung des
Cofilin1-Strep-Tag-Proteins im Coomassie-Gel. Nach der Ultrazentrifugation erhdlt man das Cleared-Lysat,
welches zweimal lber die Saule, befillt mit Streptactin-Beads, geschickt wurde. AnschlieBend wurde die Saule
mit Waschpuffer gewaschen und letztendlich das Protein von der Saule eluiert. (B) Vergleich verschiedener
Mengen des Cofl-Strep-Tag-Proteins im Coomassie-Gel.

Nach der Uberexpression des Fusionsproteins in E. coli wurden die Bakterien zunichst lysiert
und dann ultrazentrifugiert, sodass man das Cleared-Lysat erhielt, welches neben dem
gewlnschten Fusionsprotein alle anderen I6slichen Proteine beinhaltet, die Bakterien
besitzen. Dieses wurde anschlieRend zur affinitdtschromatographischen Aufreinigung auf
eine Saule, beflllt mit Streptactin-Beads, gegeben, sodass das Fusionsprotein Uber den
Strep-Tag an die Beads binden konnte und nicht mehr im Durchfluss enthalten war. Durch
mehrmaliges Waschen der Sdule wurde sichergestellt, dass sich kein anderes auRer dem
aufzureinigenden Protein mehr auf der Saule befand. Zuletzt wurde das Fusionsprotein mit
Hilfe eines Desthiobiotin-haltigen Puffers von der Saule eluiert. Das Biotinderivat
Desthiobiotin konkurriert mit dem Strep-Tag um die Bindung an das Streptactin und
verdrangt es. Die Fraktionen 1-8 der Elution wurden letztendlich vereinigt. Zur Kontrolle
wurde das aufgereinigte Cofilin1-Strep-Tag-Protein im Gel untersucht, welches bei den

einzelnen Konzentrationen jeweils eine einzige Bande auf der Hohe von ca. 20 kDa zeigte.

4.5.1.2. Immobilisierung von rekombinatem Cofilin1-Strep-Tag-Protein

Zur Immobilisierung des Cofilin1-Strep-Tag-Fusionsproteins an eine Matrix wurde es an

magnetische Streptactin-Beads gekoppelt.
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4.5.1.3. Auswahl der SELEX-Bibliothek

Fir die nun folgende Aptamer-Selektion wurde die A50-Bibliothek (AG Mayer) gewahlt.
Diese Bibliothek umfasst eine Vielzahl von Oligonukleotiden, die eine zentrale
randomerisierte Region mit einer Linge von 50 Nukleotiden aufweist, sodass die
theoretische Sequenzdiversitat bei 4°° verschiedenen Kombinationen liegt. Flankiert wird
dieser randomerisierte Bereich von konstanten Primer-Regionen am 5 und am 3‘-Ende. Der
5-Primer enthdlt die Promotor-Sequenz der T7-Polymerase, sodass im Zuge einer
Transkription die DNA-Sequenz in eine RNA-Sequenz umgeschrieben werden kann, welche in
die SELEX eingesetzt wird. In Abbildung 4.36 ist ein Schema der DNA-Sequenz der gewahlten
Bibliothek dargestellt.

T7 Promotor Region randomerisierte Region

5'-ATAGCTAATACGACTCACTATAGGGAGAGGAGGGAAGTCTACACTTT ————————————— TTTCTGGAGTTGACGAAGCTT-3'

5-Primer 3“Primer

Abbildung 4.36: Schematische Darstellung der DNA-Sequenz der A50-Bibliothek. Der randomerisierte Bereich
umfasst 50 Nukleotide und wird an seinem 5‘- und 3‘-Ende von konstanten Primerregionen flankiert, wobei der

5‘-Primer die Sequenz des T7-Promotors beinhaltet.

4.5.2. Durch SELEX erfolgt eine Anreicherung von potentiellen Cofilinl-

Aptamersequenzen

Zur Selektion einer Aptamersequenz gegen das Cofilin1-Strep-Tag-Protein wurde eine SELEX
durchgefiihrt, welche 10 Zyklen bestehend aus Selektion, Elution und Amplifikation
umfasste. Fir die Selektion wurde die RNA-Bibliothek zusammen mit dem immobilisierten
Cofilin1-Strep-Tag-Protein fir 30 min bei 37°C und einem pH-Wert von 7,4 inkubiert.
AnschlieBend wurden die nicht bindenden Nukleinsdauren entfernt und die bindende
Fraktion durch Hitze vom Zielprotein abgespalten. Darauf folgte zur Vervielfaltigung der
bindenden Sequenzen zundchst eine reverse Transkription und dann eine Amplifikation
mittels PCR. Vor jedem neuen SELEX-Zyklus wurden die amplifizierten DNA-Sequenzen
wieder in RNA transkribiert.

Im Anschluss daran wurden die SELEX-Runden 1, 5 und 10 im Filterbindungsassay auf die
Anreicherung bindender Sequenzen untersucht. Dazu wurden Oligonukleotide dieser SELEX-
Runden im Zuge einer Transkription radioaktiv markiert und im Assay die Bindung an 1 nM,

10 nM, 100 nM und 1000 nM Cofilinl analysiert. Bei diesem Assay werden Proteine von
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einer Nitrocellulosemembran zuriickgehalten. Bindet wiederum eine radioaktiv markierte
Sequenz an das zuriickgehaltene Protein, kann dies nachgewiesen werden.

Im Filterbindungsassay konnte gezeigt werden, dass die 10. SELEX-Runde bei steigender
Proteinmenge bindende Sequenzen aufweist. Um zu zeigen, in welchem Zyklus die
Anreicherung begonnen hat, wurden auf die gleiche Weise ebenfalls die SELEX-Runden 6, 7,
8 und 9 diesem Assay unterzogen. Hierbei wurde deutlich, dass SELEX-Runde 7 die erste ist,

in der Bindung nachweisbar ist. Die Ergebnisse sind in Abbildung 4.37 zusammengefasst.

A 8,0 B 10:0

Bindung [%]
IS
°

onm

1inM
m10nM
H100 nM
W 1000 nM

Bindung [%]

onM

1inM
=10nM
H100nM
W 1000 nM

SELEX 1 SELEX S SELEX 10 SELEX 6 SELEX 7 SELEX8 SELEX9

Abbildung 4.37: Untersuchung der einzelnen SELEX-Runden im Filterbindungsassay auf die Anreicherung
bindender Sequenzen. Analysiert wurden die Runden 1, 5 und 10 (A) sowie die Runden 6, 7, 8 und 9 (B). Die

Sequenzen wurden im Zuge einer Transkription radioaktiv markiert und die Bindung gegen 1 nM, 10 nM, 100
nM und 1000 nM Cofilin1-Strep-Tag untersucht. Fiir die Auswertung wurden die erhaltenen Signale mit dem
Computerprogramm Multi Gauge densitometrisch analysiert, die erhaltenen Werte der Proben (Triplikate)
gegen die Ausgangsstrahlung des jeweiligen Transkriptionsansatzes normalisiert und das Ergebnis graphisch
aufgetragen.

4.5.3. Die Uberpriifung der Monoklone liefert eine bindende Sequenz

Nachdem im Filterbindungsassay gezeigt werden konnte, dass eine erste Anreicherung
bindender Sequenzen in SELEX-Runde 7 stattgefunden hat, wurden Sequenzen dieser und
der letzten SELEX-Runde liber TA-Klonierung in einen Vektor eingebracht und anschliefend
sequenziert. Durch die Sequenzierung wurden elf verschiedene Sequenzen erhalten, die
teilweise mehrfach und in beiden klonierten SELEX-Runden vorkamen. Diese Sequenzen
wurden wiederum einzeln im Filterbindungsassay auf ihre Affinitat zu Cofilin1-Strep-Tag
analysiert. Vor der Transkription mussten diese zunachst aus dem Vektor herausamplifiziert
werden, da dieser ebenfalls den Promotor der T7-Polymerase enthalt. Durch das Sequenz-
Screening ergab sich, dass eine einzige Sequenz an das Zielprotein bindet (siehe Abbildung

4.38).
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Abbildung 4.38: Untersuchung von Klon 1 im Filterbindungsassay auf Bindungsaffinitat fiir das Zielprotein
Cofilin1. (A) Ergebnis des Assays, wobei die Bindung gegen 1 nM, 10 nM, 100 nM und 1000 nM Cofilin1-Strep-

Tag untersucht wurde. (B) Fiir die Auswertung wurden die erhaltenen Signale mit dem Computerprogramm
Multi Gauge densitometrisch analysiert, die erhaltenen Werte der Proben (Triplikate) gegen die
Ausgangsstrahlung des jeweiligen Transkriptionsansatzes normalisiert und das Ergebnis graphisch aufgetragen.
(C) Die RNA-Sequenz von Klon 1 ist 50 nt lang. Gezeigt ist ausschlieRlich die bindende Sequenz. Die konstanten
Primerbinderegionen im 5‘- und 3‘ -Bereich sind nicht dargestellt.

Die Sequenz von Klon1l kam sowohl einmal unter den Oligonukleotiden der SELEX-Runde 7
und einmal in SELEX-Runde 10 vor. Es wird deutlich, dass die Bindung der einzelnen Sequenz
starker ist (12 % Bindung) als die der untersuchten Pools der SELEX-Runde 7 (7 % Bindung)
und der SELEX-Runde 10 (7 % Bindung) (vgl. Abbildung 4.37).

4.5.3.1. Kp-Wert-Bestimmung des potentiellen Cofilin1-Aptamers

Zur Beurteilung der Starke der Bindung des potentiellen Cofilin1-Aptamers wurde mit Hilfe
eines Filterbindungsassays eine Kp-Wert-Bestimmung durchgefiihrt. Hierbei wurden diesmal
zehn verschiedene Konzentrationen des Zielproteins Cofilin1-Strep-Tag untersucht (1 nM,
2,5nM, 5 nM, 10 nM, 25 nM, 50 nM, 125 nM, 250 nM, 500 nM, 1000 nM). Das Ergebnis ist in
Abbildung 4.39 dargestellt.
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Abbildung 4.39: Bestimmung des KD-Werts des potentiellen Cofilinl-Aptamers. Zur Ermittlung der
Dissoziationskonstante wurde ein Filterbindungsassay durchgefiihrt, wobei die Bindung gegen 1 nM, 2,5 nM, 5
nM, 10 nM, 25 nM, 50 nM, 125 nM, 250 nM, 500 nM und 1000 nM Cofilin1-Strep-Tag untersucht wurde. Der
Kp-Wert wurde auf Grundlage des Hill-Koeffizienten mit Hilfe des Computerprogramms GraphPad Prism
bestimmt.

Die Bestimmung der Dissoziationskonstante ergibt einen Wert von 255,4 nM bei den
gewahlten Selektionsbedingungen (siehe Abschnitt 4.5.2). Dieser Kp-Wert liegt, laut

Erfahrungen der AG Mayer, im erwarteten Bereich.

4.5.3.2. Untersuchung der Spezifitdt des potentiellen Cofilinl-Aptamers

Cofilinl ist Mitglied der ADF/Cofilin-Proteinfamilie, der weiterhin die beiden Proteine
Cofilin2 und ADF angehdren. Zur Untersuchung der Spezifitat des selektierten Cofilinl-
Aptamers wurde ein weiterer Filterbindungsassay durchgefiihrt, in welchem neben der
Bindung an Cofilinl auch die Bindung an Cofilin2 und ADF analysiert wurde. Fir diese
Untersuchung wurden Proteine verwendet, die keinen Tag mehr trugen. Das Ergebnis des

Assays ist in Abbildung 4.40 dargestellt.
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Abbildung 4.40: Spezifitdt des potentiellen Cofilin1-Aptamers. Die Bindung gegen 1 nM, 10 nM, 100 nM und
1000 nM Cofilin1, Cofilin2 und ADF wurde im Filterbindungsassay untersucht. Fiir die Auswertung wurden die
erhaltenen Signale mit dem Computerprogramm Multi Gauge densitometrisch analysiert, die erhaltenen Werte
der Proben (Triplikate) gegen die Ausgangsstrahlung des jeweiligen Transkriptionsansatzes normalisiert und das
Ergebnis graphisch aufgetragen.

Es wird deutlich, dass die gefundene Aptamer-Sequenz nicht nur eine Affinitat fir Cofilini,
sondern auch fur ADF besitzt, nicht aber flir Cofilin2. Dabei scheint die Bindung des

Aptamers an Cofilinl und ADF vergleichbar.

4.5.4. Untersuchung der Auswirkung der Aptamer-Sequenz auf Cofilinl

mittels Aktin-Assays

Nachdem nun eine bindende Sequenz fir das Zielprotein Cofilinl identifiziert werden
konnte, wurde dieses Cofilin1-Aptamer in verschiedenen Aktin-Assays auf seine Fahigkeit,

die Cofilin1-Bindung und -Aktivitat gegenlber Aktin zu beeinflussen, untersucht.

4.5.4.1. Das Cofilinl-Aptamer im Aktin-Pelleting-Assay

Der Aktin-Pelleting-Assay wird verwendet, um zu priifen, ob das Cofilinl-Aptamer einen
Einfluss auf die Aktin-Bindefahigkeit von Cofilinl nimmt. Mit Hilfe von Ultrazentrifugation
kann G- von F-Aktin getrennt werden, sodass sich im Anschluss das G-Aktin im Uberstand
und das F-Aktin im Pellet befindet. Wie bereits gezeigt werden konnte (siehe Abschnitt
4.1.1.2), bindet Cofilinl Uberwiegend an F-Aktin und ist somit zum Grofteil in der
Pelletfraktion zu finden.

Dazu wurde Cofilinl-Strep-Tag und das Cofilinl-Aptamer zunachst zusammen unter
polymerisierenden Bedingungen fiir 10 min vorinkubieren gelassen. Nach Hauptinkubation
zusammen mit Aktin wurden die Proben ultrazentrifugiert und dann Uberstand- gegen
Pelletfraktion mit SDS-PAGE und anschlieBender Coomassie-Farbung untersucht. Die

Ergebnisse dieser Untersuchungen sind in Abbildung 4.41 zusammengefasst.
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Abbildung 4.41: Untersuchung der Auswirkungen des Cofilinl-Aptamers auf Cofilinl im Aktin-Pelleting-
Assay. Es wurden 12 pM G-Aktin mit 2,5 uM Cofilin1-Strep-Tag und 2,5 uM Aptamer in einen Ansatz gegeben

und Polymerisationspuffer mit pH 7,0 verwendet. Bei den Kontrollansdtzen wurden entsprechend der
Beschriftung bestimmte Komponenten weggelassen. Als Kontrollaptamer diente eine nicht bindende Sequenz
aus SELEX-Runde 7. Die Coomassie-Gele zeigen die Uberstinde (U) aufgetragen im Vergleich zum Pellet (P). In
(A) steht die Untersuchung des Einflusses des Cofilin1-Aptamers gegeniber Aktin und Cofilinl im Vordergrund,
wahrend in (B) die Auswirkung des Cofilin1-Aptamers auf Cofilinl im Mittelpunkt stand.

Die Ergebnisse der Kontrollassays zeigen, dass bei der Probe, die lediglich Aktin enthalt, der
Uberwiegende Anteil entsprechend der Erwartungen als F-Aktin im Pellet vorzufinden ist. Bei
der Cofilin1-Kontrolle befindet sich erwartungsgemaR der groRte Anteil dieses Proteins im
Uberstand. Allerdings ist auch in der Pelletfraktion Cofilinl zu finden. Dies war in den
vorrangegangenen Assays (Abschnitt 4.1.1.2) nicht der Fall und ist entweder auf
Aggregatbildung oder den Strep-Tag zurlickzufiihren (EWINGER, 2012). In der Kontrolle mit
Aktin und Cofilinl ist mehr Cofilinl in der Pelletfraktion zu finden als bei der Cofilinl-
Kontrolle, da Cofilinl an F-Aktin bindet. In der Probe, in welcher zusatzlich zu Aktin und
Cofilinl nun auch das Aptamer hinzugefligt wurde, konnte gezeigt werden, dass das Cofilin1-
Aptamer anscheinend dafir sorgt, dass mehr Cofilinl in der Pelletfraktion zu finden ist. Auf
das Aktin allein scheint das Cofilinl-Aptamer keinen Einfluss zu nehmen, wie sich in der
Aktin+Aptamer-Kontrolle zeigt. Bei der Cofilinl+Aptamer-Kontrolle wird deutlich, dass das
Cofilin1-Aptamer auch ohne Gegenwart von Aktin dafilir sorgt, dass Cofilinl pelletiert wird.
Die Cofilin1-Bande in der Pelletfraktion ist in seiner Intensitat vergleichbar mit der aus der

Probe in der Aktin, Cofilinl und Aptamer zusammen untersucht wurden.
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Weiterhin konnte gezeigt werden, dass das Cofilin1-Aptamer einen spezifischen Einfluss auf
Cofilinl nimmt, da in der Probe mit Cofilinl und Kontrollaptamer nur geringfiigig mehr
Cofilinl im Pellet zu finden ist, als in der Cofilin1-Kontrolle.

Der Assay macht deutlich, dass das Cofilin1-Aptamer spezifisch an Cofilinl bindet und dafiir

sorgt, dass es pelletiert wird.

4.5.4.2. Das Cofilinl-Aptamer im Falling-Ball-Assay

Um gezielt den Einfluss des Cofilin1-Aptamers auf die Aktin depolymerisierende Aktivitat von
Cofilinl zu untersuchen, wurde der Falling-Ball-Assay durchgefiihrt. Dieser Assay ermoglicht
die Analyse des Einflusses Aktin bindender Proteine auf die Aktinpolymerisation. Dazu wird
die Viskositat einer Losung, die sich aufgrund des Polymerisationsgrads von Aktin verandert,
in einem Kugelfallviskosimeter tber die Fallzeit bestimmt. Andert sich die Viskositat der
Losung, andert sich auch gleichzeitig die Zeit, die eine Kugel fiir das Zurlicklegen einer
definierten Strecke bendtigt. Fiir diese Untersuchung wurde analog zum Pelleting-Assay,
Cofilinl und das Cofilinl-Aptamer zunachst zusammen unter polymerisierenden
Bedingungen fiir 10 min vorinkubieren gelassen. Nach Hauptinkubation zusammen mit Aktin
wurde dann die Viskositdt der Flussigkeit Gberprift. Abbildung 4.42 zeigt die graphische

Auswertung der Analyse.
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Abbildung 4.42: Untersuchung der Auswirkungen des Cofilin1-Aptamers auf Cofilinl im Falling-Ball-Assay. Es
wurden 12 uM G-Aktin mit 2,5 uM Cofilin1-Strep-Tag und 2,5 pM Aptamer in einen Ansatz gegeben und
Polymerisationspuffer mit pH 7,0 verwendet. Bei den Kontrollansdtzen wurden entsprechend der Beschriftung

bestimmte Komponenten weggelassen. Als Kontrollaptamer diente eine nicht bindende Sequenz aus SELEX-
Runde 7. Dargestellt ist die graphische Auswertung der Analyse, wobei die Fallzeit der Kugel in der Aktin-
Kontrolle auf 100 % und alle weiteren Zeiten dazu ins Verhaltnis gesetzt wurden.

Die Untersuchungen zeigen, dass die Aktin-Kontrolle entsprechend der Erwartungen die

niedrigste Viskositat besitzt. Durch die Zugabe des Aptamers erhoht sich die Viskositat der
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Losung. Dies ist flir das Cofilinl-Aptamer sowie filir das Kontrollaptamer der Fall. Das
Aptamer hat offensichtlich einen positiven Effekt auf die Polymerisation von Aktin. In der
Kontrolle, in der die Auswirkung von Cofilinl auf Aktin untersucht wurde, zeigt sich eine
noch starkere Erhéhung der Viskositat der Losung. Die hochste Viskositat weisen die Proben
auf, in denen Aktin, Cofilin1 und das Cofilin1-Aptamer bzw. das Kontrollaptamer untersucht
wurden. Sehr wahrscheinlich addiert sich jeweils der polymerisierende Effekt, den die

Aptamersequenzen und das Cofilinl auf das Aktin austben.

4.5.5. Re-SELEX zur Erhohung der Spezifitdt und Sensitivitdt der gefundenen

Aptamer-Sequenz

Zur Erhoéhung der Spezifitat und Sensitivitat der selektierten Sequenz des Cofilin1-Aptamers
wurde eine Re-SELEX durchgefiihrt. Dazu wurde basierend auf der erhaltenen Sequenz des
Cofilin1-Aptamers eine neue Bibliothek in Auftrag gegeben, bei welcher in der 50 nt langen,
urspringlich randomisierten Region die Nukleotide mit einer Mutageneserate von 15 % (z.B.
,A“ = Einsatz von 75 % ,A“, 5 % ,C“, 5 % ,G"“, 5 % ,T“) eingebaut wurden (Synthese durch
ELLA Biotech). Der Grund fir die Synthese dieser Bibliothek ist die Tatsache, dass die
Sequenzdiversitit von 4°° verschiedenen Méglichkeiten der Ausgangsbibliothek nur eine
theoretische Diversitat darstellt. Mit der neuen Bibliothek sollten nun noch weitere
Sequenzen im Pool vorhanden sein, die eine geringfiigig abgewandelte Sequenz des Cofilinl-
Aptamers aufweisen und somit durch eine weitere SELEX gegebenenfalls eine Sequenz
selektiert werden konnte, die spezifischer und sensitiver als die bisher erhaltene ist.

Um eine Erhohung der Spezifitdt wahrend der Re-SELEX zu gewadbhrleisten, sollte vor jeder
eigentlichen SELEX-Runde zunadchst gegen ADF vorselektiert werden, damit alle Sequenzen,
die eine Affinitdit gegen dieses Mitglied der ADF/Cofilin-Proteinfamilie haben,
ausgeschlossen werden. Dazu musste auch das ADF-Protein mit einem Tag versehen (siehe
Vektorkarte im Anhang) und in groRen Mengen gewonnen werden. Dies erfolgte analog zum
Cofilin1-Protein wie in Abschnitt 4.5.1.1. beschrieben.

Vor Beginn der Re-SELEX wurde die mutagenisierte Bibliothek zunachst im
Filterbindungsassay auf ihre Affinitdt zu den beiden Zielproteinen Cofilinl und ADF
untersucht (Daten nicht gezeigt), wobei keine Bindung im Konzentrationsbereich von

1-1000 nM Protein nachgewiesen werden konnte.
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Fir die Re-SELEX wurde das Cofilinl- und auch das ADF-Strep-Tag-Fusionsprotein an
magnetische Streptactin-Beads gekoppelt. Dies erfolgte fir das ADF wie in Abschnitt 3.5.1.1
beschrieben, wahrend von Cofilinl nur 1/5 der Protein- und somit auch der Bead-Menge
eingesetzt wurde, um eine Erhéhung der Sensitivitat zu bedingen.

Zur Re-Selektion wurde die SELEX wie in Abschnitt 3.5.1 beschrieben durchgefiihrt.
Zusatzlich wurde zwischen Negativselektion gegen ungekoppelte Beads und eigentlicher
Selektion eine Vorinkubation gegen ADF vorgeschaltet, die unter den gleichen Bedingungen
erfolgte, wie die eigentliche Selektion. Wahrend der zweiten SELEX-Runde wurden offenbar
wahrend der Vorinkubation mit ADF alle Sequenzen, die potentiell auch an Cofilinl binden,
abgefangen. Aus diesem Grund wurde die Strategie verdandert und ab der SELEX-Runde 2
ohne Vorinkubation gegen ADF gearbeitet und dies bis zu Runde 6 fortgefiihrt.

Im Anschluss daran wurden die Re-SELEX-Runden 1, 3 und 6 im Filterbindungsassay auf die
Anreicherung bindender Sequenzen hin untersucht (Daten nicht gezeigt) und festgestellt,
dass in Runde 3 und 6 solche vorhanden waren. Diese besaRBen jedoch eine Affinitat fir
Cofilinl und fiir ADF. Die Sequenzen dieser beiden Runden wurden wiederum liber TA-
Klonierung in einen Vektor eingebracht und sequenziert. Die Sequenzierung lieferte
10 Oligonukleotide, von denen zwei Sequenzen doppelt vorkamen und eine weitere eine
46 %ige Ahnlichkeit zur urspriinglichen Cofilinl-Aptamer-Sequenz hatte. Allerdings konnte
fir keine dieser Sequenzen im Filterbindungsassay eine Affinitat zu Cofilinl oder zu ADF
nachgewiesen werden.

Da laut Bindungsassay der angereicherten Sequenzen aus Re-SELEX-Runde 3 und 6 aber
offenbar bindende Sequenzen vorhanden sein mussten, wurden nun Klone ,blind“, ohne
ihre Sequenzabfolge zu kennen, in der Filterbindung untersucht. Um einen hohen Durchsatz
gewadhrleisten zu konnen, wurde die Aufreinigung der Transkription ausgelassen (vgl.
Abschnitt 3.5.2). Dies hatte keinen Einfluss auf die Bindung, was mit Hilfe der Cofilinl-
Aptamer-Sequenz als Kontrolle bestatigt werden konnte. Weiterhin wurde im Assay
ausschlieBlich die Bindung gegen 1000 nM Cofilin1-Strep-Tag analysiert. Die Untersuchung
von insgesamt 92 Sequenzen lieferte 3 Klone, die eine Bindung zeigten.

Um diese Klone detaillierter zu untersuchen, wurden sie in einem weiteren
Filterbindungsassay analysiert. Im Assay wurde auf eine Bindung an 1 nM, 10 nM, 100 nM
und 1000 nM Cofilin1-Strep-Tag als auch ADF-Strep-Tag untersucht. Abweichend zur

bisherigen Durchfiihrung wurde fiir diesen Assay die Ausbeute der radioaktiven Markierung
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nach der Transkription im Szintillationszahler bestimmt und die Proben so verdiinnt, dass
alle die gleiche Strahlung aufwiesen und somit jeweils die gleiche Menge an Radioaktivitat
eingesetzt wurde. Das Ergebnis dieses Assays und der Sequenzierung ist in Abbildung 4.43

dargestellt.
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ADF Cofl ADF Cofl ADF Cofl ADF Cofl
Kion 30 Klon 39 Klon 50 Cofl-Aptamer

B Cofl-Aptamer | 5“CCGCCCCACGTCCGTATTCCCGTATAAAGCCACCCACCCATCATGCACGG-3

Klon 30 5“GCGGAGGGCAGGCAUAGGGCAGAUCUGCGUAGCUGGGUAUUAAGUGCG-3
Klon 39 5-GCGGGGCGAAGGCAUCUUGGCUTUUUUCGGUGGGUGGGUAGUAUGUGCC-3
Klon 51 5-“GCGCAGUGCAGGAAGAAGCGCAAAUUUGGGGGGGUGGGAAGUACGUGCA-3

Abbildung 4.43: Untersuchung der drei potentiellen Klone der Re-SELEX im Filterbindungsassay. Analysiert
wurden die Klone 30, 39, 50 und die bisherige Cofilin1-Aptamersequenz als Kontrolle (A). Die Sequenzen
wurden im Zuge einer Transkription radioaktiv markiert und die Bindung gegen 1 nM, 10 nM, 100 nM und
1000 nM ADF-Strep-Tag bzw. Cofilin1-Strep-Tag untersucht. Fir die Auswertung wurden die erhaltenen Signale
mit dem Computerprogramm Multi Gauge densitometrisch analysiert und die erhaltenen Werte der
verrechneten Proben (Triplikate) graphisch aufgetragen. In (B) sind die RNA-Sequenzen der drei untersuchten
Klone im Vergleich zur Sequenz des Cofilinl-Aptamers zusammengestellt. Gezeigt ist ausschlieflich die
bindende Sequenz. Die konstanten Primerbinderegionen im 5- und 3’ -Bereich sind nicht dargestellt.

Das Ergebnis der Analyse zeigt, dass alle in der Re-SELEX gefundenen Sequenzen eine
niedrigere Affinitdt zu Cofilinl bzw. ADF aufweisen als das bisher selektierte Cofilinl-
Aptamer. Weiterhin gibt es bei allen Sequenzen nur minimale Unterschiede in ihrer Bindung
an die beiden Proteine. Der Klon 39 weist die hochste Affinitat auf. Das zeigt sich
insbesondere darin, dass die Bindung bei der zweithdchsten Proteinkonzentration von
100 nM ebenfalls vergleichsweise hoch ist, was bei den anderen Sequenzen nicht der Fall ist.
Diese Tendenz ist fir die Bindung an ADF am stdrksten. Bei der hdchsten
Proteinkonzentration von 1000 nM zeigt dieser Klon aber eine etwas starkere Bindung an

Cofilinl.
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Es wird deutlich, dass durch die Re-SELEX keine Sequenz gefunden werden konnte, die eine

hohere Sensitivitat oder eine ausschlieRliche Spezifitat fur Cofilinl aufweist.
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5. Diskussion

Cofilin1 ist, neben Cofilin2 und ADF, eines der drei Mitglieder der ADF/Cofilin-Proteinfamilie,
deren wichtigste physiologische Funktion darin besteht, Aktinfilamente an ihrem langsam
wachsenden Ende zu depolymerisieren. Dabei wird monomeres Aktin freigesetzt, wodurch
es zu einer Erhohung der Aktindynamik kommt (BERNSTEIN, BAMBURG, 2010). Da das
Aktinzytoskelett fiir eine Vielzahl von Prozessen in der Zelle sehr relevant ist, wie
beispielsweise fur die Zellbewegung, den intrazelluldren Transport, Signaltransduktionen
und flir die Genexpression, muss eine strikte Regulation der Aktin bindenden Proteine
gewabhrleistet sein. Die Kontrolle der Cofilin1-Aktivitat erfolgt tiber Phospho-, Phospholipid-
und Redox-Regulation.

In dieser Arbeit wurde die Bedeutung von Cofilinl und Aktindynamik speziell in T-Zellen
untersucht. Samstag et al. konnten mit Hilfe von in vitro-Studien zeigen, dass die Regulation
der Aktindynamik durch Cofilinl in diesen Zellen nicht nur fiir die Migration, sondern auch
insbesondere fiir die Aktivierung der T-Zellen und die Ausbildung der immunologischen
Synapse zwischen T-Zellen und Antigen prasentierenden Zellen essentiell ist (SAMSTAG et al.,
2013). Im Zuge der vorliegenden Arbeit wurde die Rolle von Cofilinl in T-Zellen direkt im
Organismus in vivo mittels verschiedener Mausmodelle untersucht.

Mittels Westernblot-Analyse konnte gezeigt werden, dass sowohl in Thymozyten als auch in
T-Zellen der sekundaren lymphatischen Organe, Lymphknoten, Milz und Blut, Cofilinl das
einzige exprimierte Mitglied dieser Proteinfamilie darstellt. Die anderen beiden Mitglieder
der Proteinfamilie, Cofilin2 und ADF, konnten nicht nachgewiesen werden. Vorherige
Arbeiten gaben bereits Hinweise darauf (GURNIAK et al., 2005; GURNIAK et al., 2014,
Supplement; SALz, 2011). Allerdings wurden in dieser Arbeit zum ersten Mal Proben
analysiert, die ausschlieflich T-Zellen enthielten. Das Fehlen von Cofilin2 in peripheren T-
Zellen konnte im Zuge dieser Untersuchungen erstmals nachgewiesen werden.

Die Halbwertszeit ist eine Ubergeordnete Regulationsebene von Proteinen, worliber
beispielsweise sichergestellt werden kann, dass diverse Proteine rasch eliminiert werden
konnen, sodass die Zelle sich an schnell dandernde Bedingungen anpassen kann. Die
Halbwertszeiten von Proteinen variieren zwischen einigen Sekunden bis hin zu Tagen (MAIER
et al., 2009). Eine weitere zentrale Beobachtung, die in dieser Arbeit gemacht wurde ist, dass

das Cofilin1-Protein eine relativ groRe Halbwertszeit besitzt, die im Bereich von Tagen liegt.
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Dies ist fur alle nachfolgenden Betrachtungen relevant. Durch die induzierte Rekombination
des Cofilin1-Gens in T-Zellen wird dieses auf DNA-Ebene erfolgreich deletiert, wahrend das
Cofilin1-Protein noch vorhanden ist. Diese Beobachtung wird in Abschnitt 5.3 im Kontext der

Versuche eingehend erldutert.

5.1. Die Rolle des Phosphorylierungsstatus fiir die Cofilin1-Aktivitat
in vitro

Die Aktivitat von Cofilinl wird auf verschiedene Weise kontrolliert. Die Phospho-Regulation
erfolgt an der Aminosaure Serin3 des Cofilin1-Proteins, welche im Exon 2 des Cofilin1-Gens
kodiert wird. In seinem aktiven Zustand ist Cofilinl dephosphoryliert, in seinem inaktiven
Zustand liegt es phosphoryliert vor. Phosphoryliertes Cofilinl ist weder in der Lage F- noch
G-Aktin zu binden und kann somit keine Aktivitat gegeniber Aktin ausiiben (MORIYAMA et al.,
1996).

Durch Einfihrung zweier verschiedener Mutationen, die zum Austausch des Serins zu Alanin
bzw. Asptartat flihren, erhalt man konstitutiv aktives bzw. inaktives Cofilinl (NAGAOKA et al.,
1996). Alanin kann auf Grund des Fehlens einer Hydroxylgruppe nicht mehr phosphoryliert
werden und ist somit dauerhaft aktiv, wahrend Aspartat dagegen durch den Besitz einer
weiteren Carboxylgruppe eine Phosphorylierung imitiert, wodurch es permanent inaktiv ist.
Die Auswirkungen dieser beiden Mutationen auf die Fahigkeit von Cofilin1, Aktin zu binden
und es zu modifizieren, wurden in verschiedenen in vitro Assays untersucht. Fir die Assays
wurde alpha-Aktin aus Aktin-Aceton-Puder von Kaninchen isoliert (SPubicH, WATT, 1971) und
mit Hilfe der Akta-FPLC F-Aktin und stérende Proteine entfernt, sodass letztendlich pures G-
Aktin vorlag. Fur die Gewinnung der rekombinanten Cofilinl-Proteine wurde auf GST-
Uberexpressionsvektoren zuriickgegriffen, in welchen die Sequenzen der beiden Cofilin1-
Mutationen und die des Cofilin1-WTs als Fusionsproteine kodiert vorlagen. Diese waren in E.
coli transformiert, sodass die Proteine als GST-Fusionsproteine rekombinant Gberexprimiert
und erfolgreich aufgereinigt werden konnten. Durch anschlieRende Abspaltung des GST-Tags
mittels Thrombin wurden reines Cofilinl-Ala-, Cofilin1-Asp- und Cofilin1-WT-Protein
erhalten.

Zunachst wurden im Aktin-Pelleting-Assay die Proteine hinsichtlich ihrer Fahigkeit
untersucht, Aktin zu binden. Dazu wurde G-Aktin zusammen mit dem zu untersuchenden

Protein unter polymerisierenden Bedingungen inkubieren gelassen und anschlieBend die
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Probe ultrazentrifugiert. Dabei sedimentiert F-Aktin, wdhrend G-Aktin im Uberstand
verbleibt. Ist das Protein in der Lage F-Aktin zu binden, findet man es demnach in der
Pelletfraktion (BROWN et al., 1982). Mit diesem Assay konnte zundchst die pH-Abhangigkeit
der Aktinpolymerisation bestatigt werden. Ein niedriger pH-Wert beglinstigt die
Polymerisation von Aktin (ZIMMERLE, FRIEDEN, 1988; CARRAWAY, CARRAWAY, C. A. C, ©1992). Der
Kontrollassay, in welchem ausschlief3lich Aktin ohne Gegenwart anderer Proteine untersucht
wurde, zeigt erwartungsgemall eine starkere F-Aktinbande in der Pelletfraktion bei dem
Polymerisationspuffer mit einem niedrigeren pH-Wert. Die Aktinpolymerisation ist eine
Gleichgewichtsreaktion, sodass zu keinem Zeitpunkt das komplette G-Aktin gebunden im
Filament vorliegt (ALBerts, 2011). Darauf ist das Vorhandensein von geringen G-Aktin-
Mengen in der Uberstandfraktion im Aktin-Kontrollassay zuriickzufiihren. Durch die
Untersuchung des Proteins BSA in diesem Assay konnte bestadtigt werden, dass Proteine,
welche nicht an Aktin binden, trotz Anwesenheit von F-Aktin in der Uberstandfraktion
verbleiben. Weiterhin wurde sichergestellt, dass sowohl das Cofilin1-WT-Protein als auch die
beiden mutierten Cofilin1-Proteine in Abwesenheit von F-Aktin nicht pelletieren. Mit Hilfe
dieser Kontrollen konnte sichergestellt werden, dass sich mit diesem Assay die Bindung von
Proteinen an F-Aktin nachweisen lasst.

Das Cofilin1-WT-Protein bindet an F-Aktin (NISHIDA et al., 1984), sodass es Uberwiegend in
der Pelletfraktion, in geringen Mengen aber auch im Uberstand zu finden ist. Bei
niedrigerem pH-Wert geht geringfligig mehr Cofilin1-Protein in die Pelletfraktion. Da, wie
beschrieben, bei niedrigerem pH-Wert mehr F-Aktin vorliegt, kann somit auch mehr Cofilin1-
Protein an die Filamente binden. Das auch in der Uberstandfraktion Cofilinl-Protein zu
finden ist, lasst sich damit begriinden, dass es auch an G-Aktin bindet ((CARLIER et al., 1997):
Cofilinl-Analogon in A. thaliana). Die Cofilin1-Proteine wurden in Bakterien Gberexprimiert,
sodass sie in ihrer aktiven, dephopshorylierten Form vorliegen. In Bakterien sind die
notwendigen Enzyme zur Regulation der Aktivitat Gber Phosphorylierung nicht vorhanden.
Somit ist das Vorkommen von Cofilin1-WT-Protein in der Uberstandfraktion nicht auf das
Vorhandensein inaktiven, phosporylierten Cofilinl zurlickzufihren, sondern allein auf die
Fahigkeit, Aktin zu binden.

Das konstitutiv aktive Cofilin1-Ala-Protein verhalt sich erwartungsgemal} entsprechend dem
Cofilin1-WT-Protein. Seine Bindung an Aktin scheint noch etwas starker zu sein. Bei dem

Ansatz mit niedrigem pH-Wert ist sogar das gesamte Cofilin1-Ala-Protein im Pellet zu finden.
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Dagegen bindet das konstitutiv inaktive Cofilin1-Asp-Protein kaum an Aktin. Die
Pelletfraktion weist nur eine minimale Menge auf, was eventuell auf eine Restaktivitat dieses
Proteins zurlickzufiihren sein kann. Die Carboxylgruppe des Aspartats imitiert zwar eine
Phosphorylierung, hat aber aufgrund der Vierbindigkeit des Kohlenstoffs eine andere
Ladungsverteilung als der flinfbindige Phosphor. Dies kdnnte eine Erklarung fiir die nicht
vollstandige Inaktivitdt dieses Proteins darstellen.

Mit dem Pyren-Aktin-Assay wurde weiterhin die Auswirkung der Cofilin1-Mutationen auf die
Kinetik der Aktin-Polymerisation und -Depolymerisation untersucht. Diese Methode basiert
darauf, dass die Fluoreszenz von Pyren markiertem G-Aktin beim Einbau in Filamente
aufgrund des Stacking Effects bis zu einem Faktor von 20 zunimmt (CooPEer et al., 1983).
Haben die Proteine einen Einfluss auf die Kinetik, spiegelt sich dies somit in einer Anderung
der Fluoreszenz des mit Pyren markierten Aktins wieder.

Im Polymerisations-Assay wurde mit Pyren markiertes G-Aktin mit den jeweiligen Cofilin1-
Proteinen ansteigender Konzentrationen zusammengefiigt und die Aktinpolymerisation
anhand der Fluoreszenzzunahme ermittelt. Das Cofilin1-Ala-Protein zeigt schon bei seiner
niedrigsten Konzentration von 0,5 uM den Verlauf einer Sattigungskurve, fiihrt somit sehr
schnell zum Erreichen der kritischen Konzentration und beschleunigt daher offenbar die
Aktinpolymerisation am starksten. Die Beschleunigung der Polymerisation kann darauf
zuriickzufihren sein, dass durch die depolymerisierende Cofilin1-Ala-Aktivitdt einerseits
mehr G-Aktin frei wird, welches wiederum am schnell wachsenden Filamentende wieder
eingebaut werden kann, sodass es zu einem erhohten Aktin-Turnover kommt ((CARLIER et al.,
1997): Cofilin1-Analogon in A. thaliana; (POLLARD, BORISY, 2003)). Andererseits kann es durch
die schneidende Aktivitat von Cofilin1-Ala zu einem vermehrten Vorhandensein von schnell
wachsenden Aktinenden kommen, was die on-rate-Bindung (Assoziation) begilinstigt, sodass
friher der Gleichgewichtszustand erreicht wird ((MORIYAMA, YAHARA, 1999): Cofilinl aus
Hefe). Eine weitere Erklarung kénnte der Nukleations-Effekt von Cofilinl sein. Es konnte
gezeigt werden, dass es bei hohen Cofilinl-Konzentrationen zur Nukleation von Aktin durch
Cofilinl kommt ((ANDRIANANTOANDRO, POLLARD, 2006): , Cofiline“ aus Hefe, Acanthamoeba,
Mensch). Die flacheren Kurvenverldufe bei den beiden hochsten Cofilinl-Ala-
Konzentrationen von 2 uM und 4 pM koénnten auf einen Queching-Effekt zurlickzufiihren
sein. Es ist bekannt, dass Cofilin1 die Aktinfilamentfluoreszenz ausléschen kann ((BLANCHOIN,

PoLLARD, 1999): Actophorin aus Acanthamoeba). Somit spiegelt sehr wahrscheinlich der
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Verlauf der Kurven bei diesen Konzentrationen nicht die Kinetik wieder, sondern ist auf
Quenching zuruckzufihren. Die starkere Aktivitat des Cofilin1-Ala- im Vergleich zu dem
Cofilin1-WT-Protein wird durch die Ergebnisse des zuvor beschriebenen Pelleting-Assays
bekraftigt, in welchem das Cofilin1-Ala-Protein eine etwas starkere Bindung gegeniber F-
Aktin gezeigt hat als das Cofilin1-WT-Protein. Das Cofilin1-Asp-Protein zeigt bei der héchsten
Konzentration von 4 uM ebenfalls einen polymerisierenden Effekt. Dies bestdrkt die
Beobachtung aus dem Pelleting-Assay, dass es zwar noch eine verminderte Fahigkeit besitzt,
F-Aktin zu binden und nun auch eine Restaktivitdt gegenliber Aktin zeigt.

Im Depolymerisations-Assay wurde mit Pyren markiertes F-Aktin mit den jeweiligen
Proteinen ansteigender Konzentrationen zusammengefiigt und die Aktindepolymerisation
anhand der Fluoreszenzabnahme untersucht. In diesem Assay wurde die konstitutiv aktive
Mutante im Vergleich zum WT-Protein analysiert. Bei den beiden niedrigeren
Proteinkonzentrationen von 0,5 uM und 1 pM zeigen Cofilin1-Ala und Cofilin1-WT eine
vergleichbare depolymerisierende Aktivitdt gegenliber F-Aktin, wahrend bei den beiden
hoheren Konzentrationen von 2 uM und 4 uM die Aktivitat schwer zu beurteilen war. Da die
Werte der Ausgangsfluoreszenzen bei den jeweiligen Proteinen schon sehr niedrig waren,
wurden diese normalisiert, wobei jeweils der erste gemessene Wert auf 100% und die
folgenden Werte entsprechend ins Verhiltnis gesetzt wurden. Dieser Effekt ist vermutlich
auf Quenching zuriickzufiihren. Bei den beiden hochsten Konzentrationen von 2 uM und
4 uM ist dieser Effekt so stark, dass die depolymerisierende Aktivitat der Proteine nicht mehr
verldsslich beurteilt werden kann.

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass das konstitutiv aktive Cofilin1-Ala-Protein eine
mindestens vergleichbare, wenn nicht sogar starkere Bindung und Aktivitat gegenliber Aktin
zeigt als die WT-Form. Das konstitutiv inaktive Cofilin1-Asp-Protein zeigt dagegen nur eine
minimale Bindung und noch eine minimale Restaktivitat.

Um in Zukunft ein noch umfassenderes Verstandnis der Form der Aktivitat
(Depolymerisation, Schneiden oder Nukleation) des konstitutiv aktiven Cofilin1-Ala-Proteins
bzw. des konstitutiv inaktiven Cofilin1-Asp-Proteins gegeniliber Aktin im Vergleich zum
Cofilin1-WT-Proteins zu bekommen, bietet sich die weiterfiihrende Untersuchung mittels
TIRF (engl. Total Internal Reflection Fluorescence)-Mikroskopie an. Diese Mikroskopietechnik
ermoglicht die direkte Beobachtung einzelner Aktinfilamente und somit auch der

Auswirkungen der zu untersuchenden Proteine auf Aktin (KUHN, POLLARD, 2005). Mit dieser
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Methode kénnte man zeigen, aufgrund welcher Aktivitat von Cofilinl es zu einer verstarkten

Aktinpolymerisation kommt.

5.2. Die Bedeutung von Cofilinl fiir T-Zellen in vivo

Nachdem gezeigt werden konnte, dass die in vitro-Aktivitat von Cofilinl gegenliber Aktin den
Erwartungen entspricht, wurde nun der Fokus der Untersuchungen auf die Funktion dieses
Proteins in vivo gerichtet.

Aus diversen in vitro-Untersuchungen ist bekannt, dass Cofilinl eine bedeutende Rolle in T-
Zellen spielt. Es ist in ruhenden T-Zellen phosphoryliert und inaktiv, wahrend es in
aktivierten T-Zellen dephosphoryliert und aktiv vorliegt (SAMSTAG et al.,, 1994). Eine
Aktivierung von T-Zellen Uber den T-Zellrezeptorkomplex und die gleichzeitige Stimulation
der Co-Rezeptoren CD2 oder CD28 ist nur moglich, wenn auch Cofilin1 aktiv ist (EIBERT et al.,
2004). Cofilin1 scheint ein wichtiges Bindeglied zwischen der Aktivierung von T-Zellen und
der Aktindynamik darzustellen (LEE et al., 2000) und ist in der immunologischen Synapse zu
finden (Sivs et al., 2007). Weiterhin wurde gezeigt, dass die Aktivierung von Cofilin1 auch
eine Bedeutung bei der Migration von T-Zellen hat (NISHITA et al., 2005; KLEMKE et al., 2010).
Dariber hinaus ist bekannt, dass Cofilinl bei der Infektion mit dem HI-Virus eine Rolle spielt
(Wu et al., 2008; YODER et al., 2008; StoLP et al., 2009; WEN et al., 2014). Im Folgenden sollte
nun die Funktion von Cofilinl mit Hilfe verschiedener Mausmodelle in vivo gezielt untersucht
werden.

Der vollstandige KO von Cofilinl flhrt zu friiher embryonaler Letalitat (GURNIAK et al., 2005)
und muss durch den Einsatz eines konditionalen Cofilin1-Mausmodells umgangen werden. In
diesem ist das Exon 2 des Cofilinl-Gens von loxP-Stellen flankiert, sodass durch die
Verwendung gewebespezifischer Cre-Rekombinasen die Expression von Cofilinl gezielt
ausgeschaltet werden kann. Fir die Deletion von Cofilinl in T-Zellen wurden dazu zwei
verschiedene Cre-Rekombinasen verwendet, die CD4- und die dLck-Cre-Rekominase. Es war
bereits bekannt, dass die Deletion von Cofilinl vermittelt durch die CD4-Cre-Rekombinase im
DN3-Stadium der T-Zellentwicklung (WOoLFER et al., 2001) zu einer Blockade der T-Zellreifung
flihrt und dadurch ein Emigrieren reifer T-Zellen in die peripheren lymphatischen Organe
ausbleibt (SALz, 2011). Um eine Deletion in reifen T-Zellen zu erhalten, wurde in dieser Arbeit
die dLck-Cre-Rekombinase verwendet, welche in einer spaten Phase der T-Zellreifung im

Anschluss an die positive Selektion aktiv ist (ZHANG et al., 2005).
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Durch den Einsatz von Rosy-Reportermdausen, die stromabwarts des ROSA26-Promotors eine
gefloxte Stopp-Kassette gefolgt von der kodierenden Region des eYFP-Gens tragen (SRINIVAS
et al.,, 2001), konnte die Aktivitdit der beiden Cre-Rekombinasen bestatigt werden. Die
vergleichende, durchflusszytometrische Analyse von Rosy:CD4-Cre- und Rosy:dLck-Cre-
Thymozyten mittels Marker fir die Co-Rezeptoren CD4 und CD8 zeigt bei der CD4-Cre-
Rekombinase bereits das Auftreten YFP-positiver, rekombinierter Zellen im DN-Stadium,
wahrend dies bei der dLck-Cre-Rekombinase erst in einfach positiven Thymozyten der Fall
ist. Ab dem DN-Stadium nimmt der Anteil rekombinierter Zellen bei den Rosy:CD4-Cre-
Thymozyten deutlich zu und ist in CD4-einfach positiven Zellen héher als bei CD8-einfach
positiven Zellen. Dies ist darauf zurlickzufiihren, dass die Rekombinase unter dem CD4-
Promotor exprimiert wird und somit in den CD4-positiven Zellen fortwahrend aktiv ist. In
den CD8-positiven Zellen, die aus den doppelt positiven Thymozyten hervorgehen, ist der
CD4-Promotor dagegen nur bis zum DP-Stadium aktiv. Die Rekombination in Rosy:dLck-Cre-
Thymozyten beginnt dagegen erst ab dem einfach positiven Stadium der Thymozytenreifung
und ist in CD8-Thymozyten auffallig stérker. Die verstarkte Rekombination in CD8-Zellen bei
der dLck-Cre-Rekombinase ist bereits in der Literatur beschrieben (ZHANG et al., 2005). Da die
dLck-Cre-Rekombinase dazu eingesetzt werden sollte, um eine Deletion von Cofilin1 in reifen
T-Zellen in den peripheren lymphatischen Organen herbeizufiihren, wurden weiterhin T-
Zellen aus Lymphknoten, Milz und Blut von Rosy:dLck-Cre-Tieren analysiert. Dabei konnte
ein hoher Anteil YFP-positiver Zellen nachgewiesen werden, der erwartungsgemal in CD8-T-
Zellen, mit einem Faktor von ca. 1,5, deutlich hoher ist als in CD4-T-Zellen.

Bei der Deletion mittels des Cre/loxP-Systems gibt es immer Zellen, die dieser entkommen
oder bei denen diese nur auf einem Allel, also heterozygot erfolgt, sodass eine 100 %ige

Rekombinationseffizienz unmaoglich ist.

5.2.1.Ist der Phosphorylierungstatus von Cofilinl fiir Thymozyten und T-

Zellen von Bedeutung?

Die bereits in Abschnitt 5.1 beschriebenen Mutationen im Cofilin1-Gen, die aufgrund eines
Tripletaustausches im Serin3 des Exon 2 des Cofilin1-Gens in vitro nachweislich zu konstitutiv
aktivem (Cofilin1-Ala) bzw. inaktivem Protein (Cofilin1-Asp) fiihren, liegen auch als
Mausmutanten vor. Dies ermdglichte die Untersuchung der Bedeutung der Regulation der

Aktivitat von Cofilinl in Thymozyten und peripheren T-Zellen in vivo. Es ist bekannt, dass in
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aktivierten T-Zellen Cofilinl in seiner aktiven Form vorliegt und einen bedeutenden Einfluss
auf die Aktindynamik in diesen Zellen hat. In ruhenden T-Zellen liegt es dagegen
phosphoryliert und somit inaktiv vor. (SAMSTAG et al., 1994) Die Untersuchungen in diesen in
vitro-Studien erfolgten sowohl an PBTs als auch an immortalisierten humanen Jurkat-Zellen.
Bei der letztgenannten Zelllinie muss bericksichtigt werden, dass es in diesen aufgrund einer
Mutation zur konstitutiven Aktivierung des PI3K-Signalwegs kommt, wodurch Cofilinl
permanent aktiv ist (ABRAHAM, WEISS, 2004; WABNITZ et al., 2006).

Die Untersuchungen in dieser Arbeit erfolgten an Mausen die so verpaart wurden, dass die
Kreuzung Tiere lieferte, die nach CD4-Cre-vermittelter Deletion in T-Zellen ausschlieflich das
mutierte Allel exprimieren (Cof1"*?.cD4-Cre bzw. Cof1"***:CD4-Cre).

Zunachst wurde mittels Southernblot-Analyse die Deletion des gefloxten Cofilin1-Gens in
beiden Mutanten untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass in Thymozyten jeweils nahezu
ausschlieBlich die mutierten Allele vorliegen. In den Zellen aus Lymphknoten zeigt sich nach
dieser Analyse noch das deutliche Vorhandensein des Cofilin1-flox-Allels. Dies wiirde auf den
ersten Blick zu dem Schluss fiihren, dass in diesen Zellen vermutlich neben den mutierten
Allelen auch noch das gefloxte Allel exprimiert wird. Dabei darf aber nicht vernachlassigt
werden, dass in Lymphknoten neben T-Zellen auch andere Zellen, wie z.B. B-Zellen,
dendritische Zellen, Makrophagen und Granulozyten vorkommen, in denen aufgrund der
Verwendung der T-Zell-spezifischen CD4-Cre-Rekombinase keine Deletion vorliegen kann.
Somit liegt die Vermutung nahe, dass auch in den peripheren T-Zellen aus Lymphknoten bei
den Mutanten ebenfalls eine Deletion vorliegt, wenn die T-Zellreifung im Thymus nicht
beeintrachtigt ist.

Durch eine Westernblot-Analyse konnten Riickschliisse auf die Expression der mutierten
Proteine gezogen werden. Bei der Analyse wurde ein Antikdrper verwendet, der das Cofilin1-
Ala- und das Cofilin1-Asp-Protein gleich gut detektieren kann (Beobachtungen AG Witke).
Sowohl das Cofilinl-Ala- als auch das Cofilin1-Asp-Protein scheint in Thymozyten sowie in
Zellen aus Lymphknoten exprimiert zu werden. Die T-Zellen der Mutanten (Coflﬂ/A'a:CD4—Cre
bzw. Coflﬂ/ASp:CD4—Cre) exprimieren erwartungsgemall mehr Protein als die Cofilin1-KO-
Zellen (Coflﬂ/ﬂ:CD4—Cre), aber weniger Cofilinl-Protein als die Kontrollen mit einem
gefloxten und einem mutierten Cofilin1-Allel (Cof1"*"?, Cof1"""), da in den Mutanten-zZellen

die Deletion auf nur einem Allel erfolgt.
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Im Folgenden wurde die Bedeutung des Aktivierungsstatus von Cofilinl fiir eine erfolgreiche
Reifung von T-Zellen im Thymus untersucht. Die durchflusszytometrische Untersuchung von
Thymozyten mit Hilfe der Marker fiir die Co-Rezeptoren CD4 und CD8 zeigt, dass in der
Mutante mit konstitutiv aktivem Cofilinl eine normale T-Zell-Reifung erfolgt, die tUber das
DN- zum DP-Stadium verlduft und hin zu reifen T-Zellen fihrt, die letztendlich in das
periphere lymphatische System emigrieren konnen. Die Thymozyten mit einem konstitutiv
inaktiven Cofilinl verharren dagegen im DP-Stadium und bilden, wie die Cofilin1-KO-
Mutante, keine einfach positiven T-Zellen aus. Wie bereits die in vitro-Untersuchungen
gezeigt haben, ist das Cofilin1-Asp-Protein beziiglich seiner Bindung und Aktivitat gegenlber
Aktin nahezu inaktiv (siehe Abschnitt 5.1), sodass der beobachtete Phanotyp offensichtlich
ist. Diese Untersuchungen machen deutlich, dass fiir die erfolgreiche Reifung der T-Zellen im
Thymus aktiviertes, nicht phosphoryliertes Cofilinl essentiell ist. Es ist bekannt, dass der
Cofilin1-KO in Thymozyten einen Einfluss auf Adhasion und Migration dieser Zellen nimmt
und so zu einer Blockade in der T-Zellreifung fihrt (personliche Mitteilung, Andrée Salz).
Daher liegt der Schluss nahe, dass fir diese Prozesse Cofilinl in seiner aktiven Form bendtigt
wird.

Die Blockade in der T-Zellreifung bei konstitutiv aktivem Cofilinl macht rickwirkend
deutlich, dass das Cofilin1-Signal der analysierten lymphatischen Zellen dieser Mutante in
Southern- und Westernblot nicht auf T-Zellen, sondern auf andere Zellen zuriickzufiihren
sein muss.

Es konnte gezeigt werden, dass durch konstitutiv aktives Cofilinl der Anteil von T-
Helferzellen (CD4) und zytotoxischen T-Zellen (CD8") in Lymphknoten, Milz und Blut nahezu
unverandert ist. Trotzdem stellt sich die Frage, ob diese Zellen zwar vorhanden, aber
dennoch eine funktionale Beeintrachtigung besitzen, da durch ein konstitutiv aktives Cofilinl
keine gezielte Regulation der Dynamik des Aktinzytokskeletts durch dieses Protein gegeben
sein kann. Aufgrund einer anhaltenden depolymerisierenden Aktivitat des Cofilin1-Proteins
konnte der F-Aktin-Level in diesen Zellen verandert sein. Aktinstatusanalysen mit Markern
fir G- (DNasel) und F-Aktin (Phalloidin) machen deutlich, dass in allen analysierten Zellen mit
Cofilin1-Ala-Protein ein erhohter F-Aktin-Level gegeniiber den Kontrollzellen (CD4-Cre)
vorliegt. Dies stimmt mit den Beobachtungen aus den in vitro-Studien Uberein (siehe
Abschnitt 5.1), das konstitutiv aktives Cofilinl die Aktinpolymerisation starker begiinstigt als

das Cofilin1-WT-Protein, was sehr wahrscheinlich auf eine erhohte Aktindynamik
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zurlickzufihren ist. Allerdings sei hier angemerkt, dass auch das Fehlen eines Cofilin1-Allels
(Cofilinlﬂ/de') sehr wahrscheinlich zu einer Erhdhung des F-Aktinlevels in T-Zellen fiihrt
(Beobachtungen AG Witke). Da man mit der hier angewendeten Southernblot-Analyse auf
DNA-Ebene nicht zwischen einem deletierten und einem mutierten Cofilinl-Allel
differenzieren kann, ware fir weitere Untersuchung des Aktinstatus auch das Einbeziehen
von T-Zellen des Genotyps Cof1"?® und Cof1"*:CD4-Cre wichtig, um zwischen einem Effekt
des mutierten und des deletierten Cofilin1-Alles unterscheiden zu kénnen.

Die Untersuchungen konnten zeigen, dass fiir die T-Zellreifung im Thymus aktives Cofilin1-
Ala-Protein essentiell ist. Inaktives Cofilin1-Asp-Protein fihrt dagegen, ebenso wie der
vollstandige KO von Cofilinl mittels der CD4-Cre-Rekombinase, zu einer Blockade in der T-
Zellentwicklung im Thymus. Sowohl T-Helferzellen als auch zytotoxische T-Zellen mit
konstitutiv aktivem Cofilinl reifen im Thymus heran und migrieren in das periphere
lymphatische System. Um die Frage nach einer eventuellen Beeintrdchtigung von T-Zellen
mit konstitutiv aktivem Cofilinl eingehender zu beantworten, konnte in weiterfiihrenden
Untersuchungen die Funktionalitdt, beispielsweise hinsichtlich der Aktivierbarkeit, gezielt
analysiert werden. In vitro-Untersuchungen mit Jurkat- und Molt-4-Zellen aus malignen T-
Zelllymphomen belegen, dass es durch die spontane Aktivierung von Cofilinl zu einer
nuklearen Translokation kommt (SAMSTAG et al., 1994; SamsTAG et al.,, 1996)
(Samstagetal.,CSamstagetal.,CC. Dies fiihrt zu der Vermutung, das konstitutiv aktives Cofilinl

eine Rolle bei diesen Krankheiten zukommt.

5.2.2. Hat das Ausschalten von Cofilinl in einer spaten Phase der T-Zellreifung

einen Einfluss auf die Entwicklung von T-Zellen?

Das Ausschalten von Cofilinl in einer frilhen Phase der T-Zellentwicklung im Thymus
wahrend des DN3-Stadiums fihrt zu einer vollstandigen Blockade bei der Reifung einfach
positiver Thymozyten, sodass keine reifen T-Zellen erhalten werden, die in die peripheren
lymphatischen Organe auswandern kénnen (SALz, 2011). Um dennoch die Bedeutung von
Cofilinl in peripheren T-Zellen naher untersuchen zu kénnen, wurde im Zuge dieser Arbeit
die dLck-Cre-Rekombinase verwendet, die erst in einer spaten Phase der T-Zellreifung, im
Anschluss an die positive Selektion, aktiv ist. Es stellt sich die Frage, ob Thymozyten mit einer

Deletion vermittelt durch diese Rekombinase eine normale Entwicklung durchlaufen.
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Die durchflusszytometrische Untersuchung mittels der Marker fiir CD4 und CD8 zeigen, dass
sich die Thymozytenentwicklung der Mutante (Coflﬂ/de':chk-Cre) von der Kontrolle (dLck-
Cre) nicht unterscheidet. Die Thymozyten durchlaufen eine Reifung von doppelt negativen
hin zu doppelt positiven Zellen, die sich dann zu einfach positiven Zellen entwickeln.
Zwischen dem Anteil CD4- als auch CD8-einfach positiver Thymozyten von Mutante im
Vergleich zur Kontrolle besteht kein signifikanter Unterschied.

Um sowohl auf DNA- als auch auf Protein-Ebene in CD4- und CD8-einfach positiven
Thymozyten eine Deletion des Cofilinl-Gens bzw. eine Abnahme des Cofilin1-Proteins
vermittelt durch die dLck-Cre-Rekombinase nachzuweisen, wurden mit Hilfe der MACS-
Zellseparation einfach positive Thymozyten isoliert. Die Analyse wurde mit CD4- und CD8-
einfach positiven Thymozyten durchgefiihrt, weil erst in diesen die dLck-Cre-Rekombinase
aktiv ist. Die Deletion wurde sowohl in Zellen untersucht, die zwei gefloxte Cofilin1-Allele
enthielten (Coflﬂ/ﬂ:chk-Cre) als auch in Zellen mit einem gefloxten und einem deletierten
Cofilin1-Allel (Coflﬂ/de':chk-Cre). In der Southernblot-Analyse konnte gezeigt werden, dass
bei beiden Genotypen in den CD4-einfach positiven Thymozyten nur eine schwache Deletion
vorliegt, wahrend in CD8-Thymozyten eine effiziente Rekombination des Cofilin1-Allels
nachweisbar ist. Diese differentielle Deletionseffizienz konnte bereits in den
Untersuchungen mit den Rosy-Reportermausen gezeigt werden (siehe Abschnitt 5.2). Die
Beobachtungen bestatigen, dass die verstarkte Rekombination in den CD8-einfach positiven
Zellen nicht auf den genetischen Lokus, sondern auf die Expression der dLck-Cre-
Rekombinase zurtickzufiihren ist, wie bereits in der Literatur zu dieser Mauslinie beschrieben
(ZHANG et al., 2005). Die Ergebnisse des Westernblots zeigen dagegen, dass auf Protein-
Ebene sowohl in CD4- als auch in CD8-positiven Thymozyten die Abnahme des Cofilinl-
Proteins nicht sehr stark ausgepragt ist. Dies lasst sich einerseits damit erklaren, dass das
Cofilin1-Protein eine groRe Halbwertszeit besitzt (siehe Abschnitt 5.1; 5.3) und es somit erst
Uber die Zeit verschwindet. In T-Zellen des peripheren lymphatischen Systems konnte eine
deutlich verringerte Proteinmenge nach dLck-Cre-spezifischer Cofilinl-Deletion gezeigt
werden (vgl. Abschnitt 4.3.4.2), worauf im folgenden Abschnitt eingegangen wird.
Andererseits wird die Deletion und die Abnahme des Proteins vermutlich nicht in allen Zellen
gleichzeitig ablaufen, sodass der Cofilin1-Protein-Level zu diesem Zeitpunkt von Zelle zu Zelle

variiert.
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Wahrend der T-Zellentwicklung im Thymus sind die Thymozyten durch die Expression
verschiedener Oberflachenproteine gekennzeichnet. Die B-Kette des T-Zellrezeptors wird ab
einer spaten Phase des doppelt positiven Stadiums kurz vor der positiven Selektion und von
diesem Zeitpunkt an stark exprimiert (ZUNIGA-PFLUCKER, 2004). Die Expression des
Oberflaichenmarkers CD24 beginnt ab einer friihen Phase des doppelt positiven Stadiums der
T-Zellreifung (CRISPE, BEVAN, 1987) und wird wieder herunter reguliert, wenn die T-Zellen aus
dem Thymus in das periphere lymphatische System emigrieren (FINK, HENDRICKS, 2011). Die
CD69-Expression beginnt mit der positiven Selektion und halt dann an (YAMASHITA et al.,
1993). Die drei Marker TCRB, CD24 und CD69 werden somit anndhernd alle kurz vor dem
Schliisselereignis der positiven Selektion exprimiert und die Expression dann reguliert. Die
dLck-Cre-Rekombinase zeigt ihre Aktivitdt kurz nach diesem Ereignis, sodass die Analyse
dieser Marker dazu genutzt werden kann, Auswirkungen hervorgerufen durch die Cofilin1-
Deletion, aufzudecken. Die Analyse zeigt wiederum, dass keine signifikanten Unterschiede
zwischen Mutante (Coflﬂ/de':chk-Cre) und Kontrolle (dLck-Cre) zu keinem der drei
Reifungsstadien (doppelt negativ, doppelt positiv, einfach positiv) besteht.

Wahrend der Thymozytenreifung durchlaufen diese Zellen Phasen der Selektion, die
sicherstellen, dass nur T-Zellen in die peripheren lymphatischen Organe auswandern, die
sowohl koérpereigene MHC-Molekiile als auch koérperfremde Antigene erkennen konnen.
Aufgrund dieser Selektionsschritte kommt es zu einem erhdhten Auftreten von Apoptose.
(MuRrPHY et al., 2014) Eine weitere Erhohung des programmierten Zelltods durch die dLck-
Cre-Rekombinase  vermittelte  Cofilin1-Deletion  konnte in  Thymozyten nach
durchflusszytometrischer Untersuchung mit Hilfe des Apoptose-Markers AnnexinV nicht
nachgewiesen werden. AnnexinV ist ein Phospholipid-Bindeprotein, welches eine hohe
Affinitat flir Phosphatidylserin hat. Dieses Membranphospholipid wird bei Apoptose von der
Innen- auf die AuRRenseite der Membran transloziert und kann somit Gber AnnexinV als
Marker nachgewiesen werden (VERMES et al., 1995).

Wahrend der verschiedenen Stadien der T-Zellreifung migrieren die Thymozyten durch den
Thymus (CowAN et al., 2015). Da die Dynamik des Aktinzytoskeletts eine bedeutende Rolle
bei der Migration von Zellen spielt (LAMBRECHTS et al., 2004) und Cofilinl eine entscheidende
Funktion dabei zukommt, wurde der G- und F-Aktinlevel in der Mutante (Coflﬂ/de':chk—Cre)
im Vergleich zur Kontrolle (dLck-Cre) untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass in einfach

positiven Thymozyten der Mutante der F-Aktinlevel deutlich erhoéht ist, wahrend der G-
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Aktinlevel minimal erniedrigt ist. Dies ist insbesondere in den CD8-einfach positiven
Thymozyten noch starker ausgepragt als in den CD4-Thymozyten, was sehr wahrscheinlich
wieder auf die differentielle Expression der Rekombinase in den jeweiligen Zelltypen
zurlickzufihren ist (vgl. Abschnitt 5.2). Die Erhéhung des F-Aktinlevels in diesen Zellen mit
erniedrigter Cofilin1-Expression ist ndherungsweise um den Faktor 1,3 starker als in den
einfach positiven Thymozyten mit konstitutiv aktivem Cofilin1-Ala-Protein. Wahrend das
konstitutiv aktive Cofilinl offenbar durch seine Aktivitdit gegeniber Aktin zu einer
verstarkten Aktinpolymerisation und damit zu einer Erhohung des F-Aktinlevels fiihrt,
bewirkt das Fehlen von Cofilinl, dass die Filamente nicht mehr abgebaut werden, sodass
womoglich die Dynamik dieser verloren geht. Es stellt sich die Frage, ob dies eine
Auswirkung auf die Migration dieser Zellen bei der Emigration aus dem Thymus oder spater
im peripheren lymphatischen System hat.

Die T-Zellen, die erfolgreich im Thymus herangereift sind und alle Selektionsschritte
durchlaufen haben, lassen sich an ihrem Expressionsprofil fiir die Marker CD24 und Qa2
identifizieren. Bei diesen Zellen wird die CD24-Expression wieder herunterreguliert, wenn
die T-Zellen den Thymus verlassen haben, wahrend die Expression des Markers Qa2
hochreguliert wird. Man bezeichnet diese Zellen als Recent Thymic Emigrants. (FINK,
HENDRICKS, 2011; FINK, 2013)

Die Analyse der Zellen, die kurz vor der Emigration aus dem Thymus stehen, die pre-Recent
Thymic Emigrants (pre-RTEs), mit dLck-Cre-vermittelter Cofilin1-Deletion zeigen eine erhdhte
CD24-Expression, exprimieren aber weniger Qa2. Diese Tendenz ist erwartungsgemaR in
CD8-einfach positiven Zellen starker als in CD4-positiven. Die Mutante besitzt demnach mehr
pre-RTEs (CD24hiQA2'), aber weniger Zellen, die sich zu reifen naiven T-Zellen entwickeln als
die Kontrolle. Damit wird die Beobachtung bestatigt, dass sich Thymozyten mit einer
Cofilin1-Deletion einerseits normal im Thymus entwickeln kénnen und sogar mehr dieser
reifen Thymozyten vorhanden sind. Andererseits aber wiederum der finale Reifungsschritt
von pre-RTEs zu letztendlich reifen, naiven T-Zellen, der hier nur in Ansatzen beurteilt
werden kann, weil er (berwiegend im peripheren lymphatischen System stattfindet,
beeintrachtigt ist.

Dass dennoch der Anteil der CD4- und CD8-einfach positiven Thymozyten an den
Gesamtzellen im Thymus bei der Mutante gegeniliber der Kontrolle unbeeinflusst ist, lasst

sich damit erklaren, dass der Anteil der einen Subpopulation (CD24hiQA2"]\) zwar erhoht,
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der beiden anderen (CD24'™QA2*\,, CD24'QA2*{)) aber erniedrigt ist, sodass es zu einer
Kompensation kommt.

Der erhohte F-Aktinlevel als auch das vermehrte Vorhandensein von preRTEs kdnnen einen
Hinweis darauf liefern, dass diese Zellen eventuell in ihrer Migration beeintrachtigt sind.
Zellmigration ist sehr entscheidend bei der Emigration naiver T-Zellen aus dem Thymus und
flir das Homing in die peripheren lymphatischen Organe (CYSTER, 2005). Kénnen T-Zellen mit
Cofilin1-Deletion erfolgreich den Thymus verlassen und in das periphere lymphatische

System einwandern?

5.2.3. Welche Rolle spielt Cofilinl fiir reife T-Zellen im peripheren

lymphatischen System?

Die durchflusszytometrische Untersuchung des Anteils von T-Helferzellen (CD4") und
zytotoxischen T-Zellen (CD8) in den sekundiren lymphatischen Organen, Lymphknoten, Milz
und Blut, in Mausen mit dLck-Cre-vermittelter Cofilin1-Deletion (Coflﬂ/de':chk-Cre) zeigt
eine signifikante Reduktion dieser Zellen gegeniiber den Kontrolltieren (dLck-Cre) in diesen
Organen. Dieser Effekt ist fir die CD8-positiven T-Zellen mit hoherer dLck-Cre-Rekombinase-
Aktivitdt am deutlichsten ausgepragt und insgesamt fir beide Zelltypen im Blut am
starksten. Dies bestatigt die Vermutung, dass Cofilinl-defiziente T-Zellen offenbar
Uberwiegend so beeintrachtigt sind, dass sie nach einer erfolgreichen Reifung im Thymus
nicht ihren Bestimmungsort im peripheren lymphatischen System erreichen. Sakata et al.
konnten zeigen, dass der KO von mDial in der Maus zu einem vergleichbaren Phanotyp
fihrt. Das Protein mDial, ein Formin, ist auch ein Aktin bindendes Protein, welches zu den
Nukleationsfaktoren zahlt und die Bildung von Aktinkeimen und weiterhin auch die
Elongation von Aktinfilamenten fordert. mDia'/'—Thymozyten reifen ebenfalls normal im
Thymus heran, zeigen dann aber auch einen Homing-Defekt in die sekundaren
lymphatischen Organe. Es konnte eine gestorte Migration der mDial-KO-Thymozyten hin zu
den Chemokinen CXCL12 und CCL21 gezeigt werden. Diese beiden Chemokine spielen eine
Rolle beim Auswandern der Zellen in das periphere lymphatische System (STEIN, NOMBELA-
ARRIETA, 2005). Dariiber hinaus zeigen mDia”-T-Zellen eine beeintrachtigte Adhasion. (SAKATA
et al.,, 2007) Weiterhin konnten Faroudi et al. zeigen, dass auch eine Deletion der Rac-
GTPase in Mausen aufgrund von Migrations- und Adhasionsdefekten der T-Zellen zu einem

Fehlen dieser im peripheren lymphatischen System fuhrt (FAROUDI et al., 2010). Aus anderen
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Studien ist wiederum bekannt, dass die Ras-GTPase, die, wie die Rac-GTPase, ebenfalls der
Ras-Superfamilie angehort, ein zentraler Regulator des Signalwegs zur Aktivierung von
Cofilinl darstellt (NesL et al., 2004). Der Ras-MEK/PI3K-Signalweg fluhrt zur Cofilinl-
Aktivierung und ist essentiell fiir die T-Zellmigration (KLEmke et al.,, 2010).
Zusammengenommen koénnte man aus diesen Hinweisen schlieRen, dass auch das Fehlen
von T-Helferzellen und von zytotoxischen T-Zellen mit Cofilin1-Deletion ebenfalls auf einen
Defekt bezliglich Migration und Adhasion der Zellen zurlickzufiihren ist, da diesen Zellen ein
bedeutender Modulator des Aktinzytoskeletts fehlt, und somit ein GroRteil der Thymozyten
nicht aus dem Thymus emigriert. Migrations- und Adhdsionsdefekte sind auch der Grund
dafir, weshalb Thymozyten mit einer frilhen Cofilinl1-Deletion beziglich der T-
Zellentwicklung eine Blockade bei der Reifung zeigen (persdnliche Mitteilung, Andrée Salz).

Durch Westernblot-Analysen mit aufgereinigten T-Helferzellen und zytotoxischen T-Zellen
von Cof1"“':dLck-Cre-M3usen konnte gezeigt werden, dass die T-Zellen, die das periphere
lymphatische System erreichen, eine Verminderung des Cofilin1-Proteins zeigen. Wahrend in
den CD4-positiven T-Zellen aufgrund der differentiellen Expression der dLck-Cre-
Rekombinase in diesen Zellen nur eine geringe Cofilin1-Reduktion vorliegt, ist diese aber
wiederum in den CD8-positiven T-Zellen sehr stark. Die zytotoxischen T-Zellen der Mutante

Y™ nur noch 20 % Cofilin1-Protein auf. Diese kleine

weisen im Vergleich zur Kontrolle (Cofl
Anzahl von Zellen, die bei der Mutante die Milz als reprasentatives sekundares
lymphatisches Organ erreicht, weist demnach, insbesondere in den zytotoxischen T-Zellen,
eine Reduktion des Cofilin1-Proteins auf. Diese Zellen sind offensichtlich in der Lage das
Fehlen des Cofilinl-Proteins zu kompensieren. Allerdings weisen sie ein erhohtes
Vorkommen von Apoptose auf. Durch die durchflusszytometrische Untersuchung des
Apoptose-Markers  AnnexinV von T-Helferzellen und zytotoxischen T-Zellen aus
Lymphknoten und Milz von Cofilin1-defizienten Mausen konnte nachgewiesen werden, dass
bei der Mutante (Coflﬂ/de':chk—Cre) im Vergleich zur Kontrolle (dLck-Cre) eine erhohte
Anzahl apoptotischer Zellen vorliegt. Auch eine Blockade einer Serin-Phosphatase, die in der
Regel Cofilin1 aktiviert, flihrt in Jurkat-Zellen zu einer Erh6hung der Apoptose (SAMSTAG et al.,
1996). Dass in den peripheren T-Zellen im Vergleich zu den Thymozyten der Cof1"9!:dLck-

Cre-Mause die Apoptose erhoht ist, ist darauf zurickzufiihren, dass die Reduktion des

Cofilin1-Proteins in diesen Zellen deutlich starker ist.
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In T-Zellen aus allen drei peripheren lymphatischen Organen der Cofilin1-Deletionsmutante
konnte durchflusszytometrisch ein stark erhdhter F-Aktinlevel nachgewiesen werden,
wahrend der G-Aktinlevel kaum beeinflusst ist. Dies zeigt sich erwartungsgemafd aufgrund
der differentiellen dLck-Cre-Rekombinase-Expression in den zytotoxischen T-Zellen starker
als in den T-Helferzellen. Es konnte wiederum ein Hinweis darauf sein, dass auch die Cofilin1-
defizienten T-Zellen, die erfolgreich aus dem Thymus emigrieren und in die sekundaren
lymphatischen Organe einwandern, ebenfalls einen Defekt hinsichtlich der Migration und
Adhdsion aufweisen.

Zusammenfassend ldsst sich festhalten, dass eine Cofilin1-Deletion in einer spaten Phase der
T-Zellentwicklung dazu fihrt, dass die Thymozyten vermutlich aufgrund von Migrations- und
Adhasionsdefekten Uberwiegend nicht aus dem Thymus emigrieren und in das periphere
lymphatische System auswandern konnen. Der geringe Anteil reifer T-Zellen, der trotz eines
Fehlens des Cofilin1-Proteins die sekundaren lymphatischen Organe erreicht, weist eine
erhohte Apoptose und vermutlich ebenfalls Migrations- und Adhasionsdefekte auf.
Weiterfilhrende Untersuchungen konnten einen ndheren Aufschluss liber diese moglichen
Defekte von Cofilinl-defizienten Thymozyten und T-Zellen liefern. Die Migration kann in
einem sogenannten Transwell-Assay analysiert werden. Das Prinzip dieses Assays besteht
darin, dass die zu untersuchenden Zellen auf eine zellpermeable Membran gegeben werden.
Unter dieser Membran befindet sich ein Medium, welches beispielsweise Chemokine
beinhaltet. Die Zellen missen aktiv durch die Membran migrieren und kdnnen dann
mikroskopisch nachgewiesen werden. Alternativ zu diesem Assay kann die Migration auch in
einer Collagen-Matrix analysiert werden. Die Adhasion der Zellen kann Uberprift werden,
indem beispielsweise das Oberflachenprotein ICAM-1 an ein Substrat immobilisiert und die
Zelladhasion daran mikroskopisch analysiert wird. ICAM-1 wird von Zellen des
Immunsystems und Endothelzellen exprimiert, vom LFA-Antigen der T-Zellen erkannt und

spielt beim T-Zell-Homing eine Rolle (MURPHY et al., 2014).

Eine begleitende Beobachtung des Fehlens von T-Zellen in den sekundaren lymphatischen
Organen, ist eine Erhohung des B-Zellanteils. Dies konnte mittels durchflusszytometrischer
Untersuchung des T-Zellmarkers CD3€ und des B-Zellmarkers CD19 nachgewiesen werden.

Die B-Zellen scheinen damit eine Art Ausgleich fir die reduzierte T-Zellanzahl zu schaffen.
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5.2.4. Hat der Cofilin1-KO in zytotoxischen T-Zellen einen Einfluss auf die

Aktivierbarkeit dieser Zellen?

In den vorrangegangenen Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass die durch die dLck-
Cre-Rekombinase vermittelte Cofilin1-Deletion in zytotoxischen T-Zellen (CD8") am stirksten
ist, was auf die verstarkte Aktivitdit der Rekombinase in diesen Zellen zuriickzufihren ist
(ZHANG et al., 2005). Es stellt sich die Frage, ob sich Cofilin1-defiziente zytotoxische T-Zellen
weiterhin normal aktivieren lassen, sodass sie ihrer Aufgabe bei der spezifischen
Immunantwort nachkommen kdnnen. Eibert et al. konnten mit humanen PBTs zeigen, dass
die T-Zellaktivierung Gber den T-Zellrezeptorkomplex und die gleichzeitige Stimulation der
Co-Rezeptoren CD2 oder CD28 nur zu einer Aktivierung der T-Zellen fihrt, wenn auch
Cofilin1 aktiv ist. Wird dagegen die Aktinbindung von Cofilin1 blockiert, kommt es zu einer
deutlichen Reduktion des Wachstumsfaktors Interleukin-2. (EIBERT et al., 2004) Die
Ausschittung von IL-2 ist ein Hinweis auf die Aktivierung von T-Zellen (SmITH, 1988).

Fiir die Analysen wurden zytotoxische T-Zellen mit Hilfe der MACS-Zellseparation aus der
Milz von Mutanten- (Coflﬂ/de':chk-Cre) und Kontrolltieren (dLck-Cre) gewonnen, (iber einen
Zeitraum von funf Tagen in Kultur genommen und permanent die beiden Rezeptoren CD3
und CD28 stimuliert. Diese Stimulation fuhrt zur Aktivierung naiver T-Zellen (FRAUWIRTH,
THOMPSON, 2002) wund &dulert sich durch Proliferation, Expression bestimmter
Aktivierungsmarker, Ausschiittung von Cytokinen und Synthese neuer Proteine (MURPHY et
al., 2014).

Die Untersuchung der zytotoxischen T-Zellen mit Cofilin1-Deletion direkt nach der Isolation
aus der Maus zeigten eine stark erhéhte Expression des Proliferationsmarkers Ki-67. Dieser
Marker wird in allen teilungsaktiven Zellen exprimiert, nicht aber in ruhenden Zellen
(ScHoLzeN, GERDES, 2000). Hingegen proliferieren die Cofilinl-deletierten T-Zellen Uber die
Zeit in Kultur nur kaum und sterben deutlich schneller als die Kontrollzellen, was
Zellzahlanalysen bestatigen. Dies stimmt mit der Beobachtung lGberein, dass in T-Zellen ohne
Cofilin1-Protein, die Apoptose erhoht ist (vgl. Abschnitt 5.2.3). Auch die Analyse der
Interleukin-2-Ausschiittung mittels ELISA korreliert mit den Beobachtungen. Zu Beginn der
Aktivierung der Cofilinl-defizienten Zellen schitten diese minimal mehr IL-2 aus als die
Kontrollzellen und dann kehrt sich das Verhaltnis um, sodass die Mutante weniger IL-2
sekretiert. Die Studien an mDia”"-T-Zellen zeigen ebenfalls einen Proliferationsdefekt (SAKATA

et al., 2007). Die Ergebnisse lassen vermuten, dass durch das Fehlen von Cofilinl die T-Zellen
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einerseits hyperaktiv hinsichtlich Proliferation sind, aber dass eine T-Zellaktivierung zum
Absterben der Zellen fuhrt, weil sie durch das Fehlen des Aktinmodulators Cofilinl nicht
entsprechend reagieren kénnen.

Die durchflusszytometrische Analyse der beiden frithen Aktivierungsmarker CD25 und CD69,
die kurz nach der Antigenbindung an den T-Zellrezeptor exprimiert werden (SHIPKOVA,
WIELAND, 2012), wirft ein zweigeteiltes Bild auf. Die CD69-Expression ist bei den Zellen der
Mutante im Vergleich zur Kontrolle reduziert, wahrend die CD25-Expression sogar schon bei
den unstimulierten Zellen starker ist und auch nach Aktivierung starker exprimiert bleibt. Die
verminderte Expression des Aktivierungsmarkers CD69 korreliert mit der verminderten
Proliferation und Interleukin-2-Sekretion der Zellen. Gleichzeitig passt die erhdohte CD25-
Expression zur starken Expression von Ki-67. Dies lasst darauf schliefen, dass beide
Aktivierungsmarker auf unterschiedlichen Ebenen reguliert werden.

Die beiden Zelladhasionsmolekiile CD62L und CD44 geben ebenfalls Aufschluss (iber den
Aktivierungszustand einer Zelle und werden auch als Homing-Rezeptoren bezeichnet
(BUTCHER, PICKER, 1996). Wahrend die Expression von CD62L fir ein Verbleiben der T-Zellen in
den sekundaren lymphatischen Organen sorgt, bewirkt die CD44-Expression dagegen das
Einwandern der T-Zellen ins Gewebe. Eine starke Expression von CD62L und eine minimale
Expression von CD44 zeichnen demnach eine naive T-Zelle (CD44CD62L") aus, wahrend
zentrale Gedichtniszellen (CD44'CD62L") und Effektorgedichtniszellen (CD44°CD62L°) CD44
exprimieren. Nach Aktivierung naiver T-Zellen werden zentrale Gedachtnis- und
Effektorgedachtniszellen gebildet. Es konnte durchflusszytometrisch gezeigt werden, dass
man in der Mutante sehr wenige naive T-Zellen, daflir aber ein erhéhtes Vorkommen an
zentralen Gedachtnis- und Effektorgedachtniszellen findet.

Zusammengefasst lassen die Ergebnisse darauf schliefend, dass ein Fehlen von Cofilinl in
zytotoxischen T-Zellen zu permanenter Aktivitat dieser Zellen fiihrt, was sich durch die starke
Expression des Proliferationsmarker Ki-67, der Expression des Aktivierungsmarkers CD25 und
dem vermehrten Vorhandensein von Gedachtniszellen duRert. Demgegeniber sind diese
Zellen aber nicht mehr durch CD3 und CD28 aktivierbar, was sich in einer verminderten
Proliferation, einer reduzierten IL-2-Sekretion und einer reduzierten CD69-Expression zeigt.
Cofilinl ist malgeblich an der Bildung der immunologischen Synapse beteiligt (EIBERT et al.,

2004). Vielleicht ist durch den Cofilin1-KO die Bildung dieser Synapse beeintrachtigt, da die
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Dynamik des Aktinzytoskeletts nicht mehr gegeben ist und somit beispielsweise die
Rekrutierung und Formierung von Signalkomplexen nicht mehr korrekt ablaufen kann.

Zur Klarung dieser Frage konnte in weiterfihrenden Untersuchungen die Bildung der
immunologischen Synapse zwischen zytotoxischen Cofilin1-KO-T-Zellen und Antigen-
prasentierenden Zellen eingehend untersucht werden. Dazu ware die Verpaarung mit einer
OT1-Maus sinnvoll. Bei dieser Mauslinie exprimieren die CD8-positiven T-Zellen einen T-
Zellrezeptor, der sich ausschlieflich durch eine bestimmte Peptidabfolge des Ovalbumin-
Proteins aktivieren lasst (CLARKE et al., 2000). Unter Verwendung dieser Mauslinie ware eine

gezielte Aktivierung dieser Zellen moglich.

5.3. Die Halbwertszeit von Cofilinl in peripheren T-Zellen in vitro

Wie bereits in Abschnitt 5.2.3 beschrieben, fiihrt die Deletion von Cofilinl mittels der dLck-
Cre-Rekombinase in T-Zellen in vivo zu einer Reduktion dieser Zellen im peripheren
lymphatischen System. Um diese Problematik zu umgehen, wurden im Zuge dieser Arbeit
Bedingungen etabliert, die eine Cofilin1-Deletion in primaren T-Zellen in Kultur ermoglichen.
Dazu wurde die Tamoxifen-induzierbare CreER™-Cre-Rekombinase verwendet, die unter der
Kontrolle des ubiquitaren ROSA26-Promotors steht, sodass die Rekombinase nach Induktion
in allen Geweben exprimiert wird (BADEA et al., 2003). Zur Etablierung der Bedingungen zur
Tamoxifen-induzierbaren CreER'-Rekombinase in T-Zellen wurde die Rosy-Reportermaus
verwendet. Diese Mauslinie tragt stromabwarts des ROSA26-Promotors eine durch loxP-
Stellen flankierte Stopp-Kassette gefolgt von dem eYFP-Reportergen, sodass nach
erfolgreicher Rekombination dieses Protein exprimiert wird und duchflusszytometrisch
nachgewiesen werden kann (SRINIVAS et al., 2001). Die Vorversuche wurden an T-Zellen aus
Lymphknoten und Milz von Rosy:CreER™*-M&usen durchgefiihrt. Es konnte gezeigt werden,
dass eine Behandlung der T-Zellen mit 1 uM Tamoxifen in Kultur dazu fihrt, dass nach einem
Zeitraum von sechs Tagen annahernd jede T-Zelle das YFP-Reporterprotein exprimiert.

Anschliefend wurden die in den Vorversuchen ermittelten Bedingungen auf den Cofilinl-
Genlokus lbertragen und somit die darauffolgenden Versuche mit T-Zellen aus Mausen mit
dem Genotyp Cof1"™:creER™ durchgefiihrt. Mit einer Southernblot-Analyse konnte gezeigt
werden, dass die Deletion des Cofilin1-Gens nach einem Zeitraum von vier Tagen Tamoxifen-
Behandlung sowohl in T-Zellen aus Lymphknoten als auch aus Milz nahezu vollstandig

erfolgt. Die Westernblot-Analyse dieser Zellen macht dagegen deutlich, dass auf
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Proteinebene Cofilinl noch vorhanden ist. Dies lasst darauf schliefen, dass das Cofilinl-
Protein, wie bereits in Abschnitt 5 beschrieben, eine grofle Halbwertszeit besitzt und noch
Protein nachweisbar ist, obwohl das Gen erfolgreich deletiert wurde. Diese groRe
Halbwertszeit des Cofilin1-Proteins in T-Zellen, die im Bereich von Tagen liegt, konnte im
Zuge der Arbeit zum ersten Mal gezeigt werden. Im Vergleich zu anderen Proteinen liegt die
Halbwertszeit von Cofilinl im oberen Bereich (MAIER et al., 2009). Die LIM-Kinase 1, welche
Cofilin durch Phosphorylierung aktiviert, hat mit ca. 20 h ebenfalls eine groRe Halbwertszeit
(L1 et al., 2006). Die Halbwertszeit von Connexinen, Transmembranproteinen, die in der Zelle
Gap Junctions ausbilden, haben dagegen mit zu 5 h eine relativ kurze Halbwertszeit (FALLON,
GOODENOUGH, 1981). Die Halbwertszeiten von Proteinen kénnen zwischen einigen Sekunden

bis hin zu Tagen variieren (MAIER et al., 2009).

5.4. Das Cofilinl-Aptamer

Nachdem im vorangegangenen Teil der Arbeit versucht wurde, das Cofilin1-Protein mittels
molekulargenetischer Methoden durch den Einsatz verschiedener Mausmodelle
auszuschalten, wurde in diesem Teil die Aptamer-Technologie zur spezifischen Regulation
der Cofilin1-Aktivitdt angewendet. Aptamere sind kurze Nukleotide, die Uber ihre jeweilige
charakteristische, dreidimensionale Faltung mit hoher Affinitdt und Spezifitdt an ihr
Zielprotein binden (STOLTENBURG et al., 2007) und dessen Funktion regulieren konnen
(FAMuLOK et al., 2001). Durch die Bindung eines Aptamers an das Cofilin1l-Protein konnte
vielleicht das Aktinbindemotiv (ADF-H) blockiert werden, sodass Cofilinl nicht mehr in der
Lage ist an Aktin zu binden. Eine andere Inhibierung von Cofilinl durch ein Aptamer kdnnte
beispielsweise so erfolgen, dass die Bindung einer Cofilinl aktivierenden Phosphatase aus
sterischen Griinden nicht mehr moglich ist und das Cofilin1-Protein somit permanent inaktiv
ware.

Die Selektion eines RNA-Aptamers gegen das Cofilinl-Protein erfolgte mit Hilfe des SELEX-
Verfahrens (vgl. Abschnitt 1.3.2). Dabei wurde Cofilinl mit einem C-terminalen Strep-Tag
versehen, um es affinitdtschromatographisch aufreinigen und fiir die Selektion an
magnetische Beads immobilisieren zu konnen. Nach 10 SELEX-Zyklen wurden einzelne SELEX-
Runden auf die Anreicherung bindender Sequenzen mittels Filterbindung untersucht. Dabei
wurden die selektierten Oligonukleotide bei der Transkription radioaktiv markiert und ihre

Bindung an aufsteigende Konzentrationen des Cofilin1-Proteins analysiert. Das Prinzip dieses
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Assays besteht darin, dass das Protein von einer Nitrocellulosemembran zuriickgehalten
wird und die radioaktiv markierten Sequenzen bei erfolgter Bindung an das Protein
nachgewiesen werden konnen. Im Filterbindungsassay konnte gezeigt werden, dass die 10.
SELEX-Runde bindende Sequenzen aufweist und dass die Anreicherung dieser Sequenzen in
Runde 7 begonnen hat.

Bindungsstudien einzelner Sequenzen dieser beiden SELEX-Runden brachten eine einzige
Sequenz hervor, die an das Zielprotein Cofilinl bindet. Im Filterbindungsassay konnte gezeigt
werden, dass die gefundene Sequenz einen Kp-Wert von 255,4 nM fiir das Cofilin1-Protein
besitzt, welcher laut Erfahrungen der AG Mayer im erwarteten Bereich liegt. Die Affinitdten
eines Aptamers sind vergleichbar mit denen von Antikorpern. Die meisten Kp-Werte von
Aptameren liegen im nanomolaren bis pikomolaren Bereich. (STOLTENBURG et al., 2007)

Die Untersuchungen zur Spezifitdt des potentiellen Cofilin1-Aptamers, ebenfalls Gber einen
Filterbindungsassay, stellten heraus, dass die gefundene Sequenz auch eine Affinitat zu
einem weiteren Mitglied der ADF/Cofilin-Proteinfamilie hat. Sie bindet ebenfalls an das ADF-
Protein, nicht aber an Cofilin2. Die Aminosduresequenzen von murinem Cofilinl und ADF
weisen eine Ubereinstimmung von 70 % auf ((VARTIAINEN et al., 2002); eigene
Untersuchungen mittels NCBI Protein BLAST), die in Aktin bindenden Region lokalisiert ist,
sodass das potentielle Cofilinl-Aptamer vermutlich in diesem identischen Bereich an die
beiden Proteine bindet.

Zur Untersuchung der Fahigkeit des Cofilin1-Aptamers, die Aktivitat von Cofilin1 im Hinblick
auf Aktin zu modifizieren, wurden verschiedene Aktin-Assays durchgefiihrt. Zunachst wurde
mit Hilfe des Aktin-Pelleting-Assays der Einfluss des Cofilin1-Aptamers auf die Fahigkeit von
Cofilinl an Aktin zu binden, untersucht. In diesem Assay werden durch Ultrazentrifugation G-
und F-Aktin voneinander getrennt, sodass sich letztendlich das G-Aktin im Uberstand und
das F-Aktin im Pellet befindet (BROWN et al., 1982). Aufgrund seiner Gberwiegend F-Aktin
depolymerisierenden Aktivitat wirde man das Cofilinl in der Pelletfraktion erwarten, wie
bereits schon in Abschnitt 5.1 bestatigt werden konnte. Die Ergebnisse dieses Assays zeigen,
dass das Cofilinl-Aptamer spezifisch an das Cofilin1-Protein bindet und dafiir sorgt, dass es
bei der Zentrifugation pelletiert wird. Dies geschieht allerdings unabhangig von Aktin. Der
Einfluss des Aptamers auf das Cofilinl kénnte offenbar darin zu bestehen, dass es fiir eine
Aggregatbildung von Cofilin1-Proteinen sorgt und es somit pelletiert wird. Vielleicht ist die

Aptamer-Sequenz dazu befahigt, gleichzeitig mehrere Cofilin1-Molekiile zu binden, sodass
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sich Aggregate bilden konnen. Die Bindung des Aptamers konnte zu einer
Konformationsanderung im Cofilin1-Molekil und dariber zu einer Oligomerisierung fihren.
Nachdem im Pelleting-Assay gezeigt werden konnte, dass die Bindung des Aptamers an
Cofilinl keine Auswirkungen auf dessen Fahigkeit hat an Aktin zu binden, wurde im Falling-
Ball-Assay weiterhin der Einfluss des Cofilinl-Aptamers auf die Fahigkeit des Cofilinl-
Proteins die Aktinpolymerisation zu beeinflussen, untersucht. Bei diesem Assay wird die
Anderung der Viskositit einer Ldsung bestimmt, die sich in Abhingigkeit zum
Polymerisationsgrad des Aktins verandert. Dies erfolgt Uber die Ermittlung der Fallzeit, die
eine Kugel fur das Zuricklegen einer definierten Strecke benotigt. (MACLEAN-FLETCHER,
PoLLARD, 1980) Diese Untersuchungen haben gezeigt, dass sowohl das Cofilin1-Aptamer als
auch ein Cofilin1-unspezifisches Kontrollaptamer bereits einen Einfluss auf Aktin haben und
die Polymerisation begtlinstigen. Dies ist vermutlich auf die Polaritdt der Aptamersequnenzen
zurlickzufiihren. Es konnte sein, dass durch die starke negative Ladung der Aptamere die
Aktinpolymerisation gefordert wird. Das Cofilin1-Protein mit jeweils den beiden
Aptamersequenzen zusammen erhohen die Aktinpolymerisation noch starker, da sich
vermutlich der Einfluss des Cofilin1-Proteins und der Aptamersequenzen auf das Aktin
addieren. Das Cofilinl-Aptamer scheint keinen spezifischen Effekt auf die Aktin
depolymerisierende Aktivitat von Cofilinl zu haben, da sowohl das Cofilin1-Aptamer als auch
die Kontrollsequenz allein schon fiir eine Erhéhung der Aktinpolymerisation sorgen.

Bei den durchgefiihrten Assays muss wiederum bericksichtigt werden, dass die
Bedingungen so gewahlt wurden, dass sie flr die Aktinpolymerisation und fiir die Cofilin1-
Aktivitat optimal sind. Die Bedingungen, unter denen eine erfolgreiche Bindung des Cofilin1-
Aptamers an das Cofilin1-Protein etabliert wurden, weichen davon ab. In den Assays lag der
pH-Wert mit 7,0 etwas unter dem der SELEX, bei der er bei 7,4 lag. Die Bindung des
Aptamers erfolgte im Assay bei RT anstatt bei 37°C wie bei der SELEX. Dartber hinaus
enthielt der Polymerisationspuffer im Assay nur 2 mM MgCl, statt 3 mM MgCl, wie bei der
Selektion, und zusatzlich 50 mM KCl. Weiterhin war der Polymerisationspuffer im Assay mit
HEPES und PIPES gepuffert und enthielt dariber hinaus DTT, wahrend bei der SELEX PBS als
Puffer diente. Bei der Suche eines Aptamers gegen die Kinase Erk2 zeigte sich ebenfalls das
Problem, dass die Bindung des Erk2-Aptamers sehr stark in Abhadngigkeit der MgCl;-
Konzentration und der Puffersubstanz steht. In PBS war die Bindung unabhangig von der

MgCl,-Konzentration konstant, wahrend in HEPES die Anwesenheit von MgCl, die Bindung
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sehr stark beeinflussen konnte. (LENNARZ et al.,, 2015) Somit liegt nahe, dass die
Bindungseigenschaften des Cofilinl-Aptamers sehr stark von den gewahlten
Pufferbedingungen abhangen. Um die Frage des Einflusses des Assay-Polymerisationspuffers
auf die Fahigkeit des Aptamers an Cofilinl zu binden, zu kldren, bietet sich ein
Filterbindungsassay unter Aktin-Assay-Bedingungen an. Im Aktin-Pelleting-Assay konnte
zwar eine Bindung des Cofilin1-Aptamers an Cofilin1-Protein gezeigt werden. Um aber die
Ergebnisse weiterfihrender Untersuchungen richtig beurteilen zu kénnen, muss zuvor diese
Bindung genau charakterisiert werden.

Nach Klarung dieser Frage konnte in zukiinftigen Studien die Auswirkungen des Cofilinl-
Aptamers auf die Aktivitdat des Cofilin1-Proteins gegenliber Aktin und auch der Einfluss des
Aptamers auf die Aktinpolymerisation noch genauer untersucht werden. Dazu konnte die
TIRF (engl. Total Internal Reflection Fluorescence)-Mikroskopie angewendet werden, bei
welcher man einzelne Aktinfilamente und somit auch die Auswirkungen von Proteinen oder
auch der Aptamersequenzen auf das Filament direkt beobachten kann (KUHN, POLLARD, 2005).
Im Anschluss daran muss geklart, wie sich das Cofilin1-Aptamer in Zellen verhalt. Zur Klarung
der Frage, ob das Aptamer gegebenenfalls auch an andere zelluldre Proteine bindet, kénnte
ein Pulldown-Assay durchgefiihrt werden. Hierzu wiirde das Aptamer an eine feste Phase
immobilisiert, diese in eine Saule gefiillt und natives Zelllysat darauf gegeben. Nach
anschlieRender Abspaltung der bindenden Proteine und Westernblot-Analyse kdnnte man
diese charakterisieren. Final kann dann das Aptamer in Zellen eingebracht werden, um
dessen Auswirkung auf zelluldarer Ebene zu analysieren. Dazu kénnte das Cofilin1-Aptamer
entweder Uber Lipofektion in die Zellen transfiziert oder direkt in den Zellen exprimiert
werden.

Insgesamt ldsst sich festhalten, dass eine Aptamersequenz gefunden werden konnte, die an
das Cofilin1-Protein bindet, welche aber auch eine vergleichbare Affinitat fir das ADF-
Protein besitzt. Die zusatzliche Affinitat flir das ADF ist bei einer Anwendung des Cofilinl-
Aptamers in T-Zellen irrelevant, da in dieser Arbeit gezeigt werden konnte, dass Cofilinl das
einzige Mitglied der ADF/Cofilin-Proteinfamilie ist, das in diesen Zellen exprimiert wird (vgl.

Abschnitt 5).
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7. Anhang

7.1. Vektorkarten

Tac-Promotor
5000

.BamHI
Thrombin-Erkennungsregion
1000

pGEX-2T-Cofilin1 Cofin’

5445 bps EcoRl

2000

AmpR

Tac-Promotor
5000
GST-Tag

.BamHI
Thrombin-Erkennungssequenz
1000
pGEX-2T-Cofilin2 Cofiin2
5439 bps e

2000

AmpR

pPGEX-2T-Cofilinl

Expressionsvektor fiir das Fusionsprotein
GST-Cofilinl, Cofilinl wurde Uber
BamHI/EcoRI kloniert, GST-Tag zur
Aufreinigung, Thrombin-Erkennungssequenz
zur Abspaltung des Tags, IPTG-induzierbarer
Tac-Promotor, Ampizillin-Resistenzgen
(AmpR)

* markiert die Stelle, an denen in den
Vektoren pGEX-2T-Cofilin1-Ala und pGEX-2T-
Cofilinl-Asp die Mutation im Serin3
eingefiigt wurde

pPGEX-2T-Cofilin2

Expressionsvektor fiir das
GST-Cofilin2, Cofilin2 wurde Uber
BamHI/EcoRI kloniert, GST-Tag zur
Aufreinigung, Thrombin-Erkennungssequenz
zur Abspaltung des Tags, IPTG-induzierbarer
Tac-Promotor, Ampizillin-Resistenzgen
(AmpR)

Fusionsprotein
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5000

Tac-Promotor

pGEX-2T-ADF

5465 bps

Thrombin-Erkennungssequenz
1000

2000

AmpR

ADF

Link McS
6x His-Tag
Link
Strep-Tag
500
pASK-IBA43plus
2386 bps
1500
1000
AmpR g
EcoRI.
Stul_ :
Ndel_‘\ L /(7\
2500
MCS
500
pMW172
AmpR

2577 bps

1000

‘Smal

'Smal

pGEX-2T-ADF

Expressionsvektor filir das Fusionsprotein
GST-Cofilin2, Cofilin2 wurde Gber Smal/ Smal
kloniert, GST-Tag zur  Aufreinigung,
Thrombin-Erkennungssequenz zur
Abspaltung des Tags, IPTG-induzierbarer Tac-
Promotor, Ampizillin-Resistenzgen (AmpR)

pASK-IBA43plus

Expressionsvektor mit multipler
Klonierungsstelle (MCS) zur Insertion von
Proteinen, Strep-Tag Il, 6x Histidin-Tag (6x
His-Tag), Link kann das zu exprimierende
Protein vom Tag abgrenzen, Ampizillin-
Resistenzgen (AmpR)

pMW172

Vektor flr die Expression von
Aktinbindeproteinen, multiple
Klonierungsstelle (MCS) zur Insertion von
Proteinen, IPTG-induzierbarer tac-Promotor,
Ampizillin-Resistenzgen (AmpR)
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Strep-Tag
Link

500

PMW172-Strep-Tag ,,.x
2000 2741 bps

1000

Xhol_

3000
Strep-Tag

Link 500
Cofilin1

AmpR
PMW172-Cofilin1-Strep-Tag
Ndel 3195 bps

1000

3000
Strep-Tag
Link

500
ADF
AmpR

**bMW172-ADF-Strep-Tag
3192 bps

1000

pMW172-Strep-Tag

Vektor flr die Expression von
Aktinbindeproteinen, Strep-Tag Il subkloniert
aus dem Vektor pASK-IBA43plus Uber
Stul/EcoRl, IPTG-induzierbarer tac-Promotor,
Ampizillin-Resistenzgen (AmpR)

pMW172-Cofilin1-Strep-Tag

Expressionsvektor fiir das Fusionsprotein
Cofilin1-Strep-Tag I, Cofilin1-cDNA
subkloniert aus dem Vektor pGEX-T2-Cofilin1
Uber Ndel/Xhol, Link grenzt Cofilin1 vom Tag
abgrenzen IPTG-induzierbarer tac-Promotor,
Ampizillin-Resistenzgen (AmpR)

pMW172-ADF-Strep-Tag

Expressionsvektor fiir das Fusionsprotein
ADF-Strep-Tag 1l, ADF-cDNA subkloniert aus
dem Vektor pGEX-T2-ADF mittels In-Fusion-
Klonierung, Link grenzt ADF vom Tag
abgrenzen IPTG-induzierbarer tac-Promotor,
Ampizillin-Resistenzgen (AmpR)
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