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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Grundlagen des Immunsystems

Das Immunsystem der Vertebraten schitzt den Organismus durch vielfaltige
Mechanismen effektiv vor den Angriffen durch pathogene Mikroorganismen, wie
Viren, Bakterien, Pilze oder Parasiten. Es ermdglicht die Erkennung und gezielte
Eliminierung der Pathogene sowie veranderter korpereigener Zellen. Die
Abwehrmechanismen des Immunsystems werden durch die Leukozyten (weisse
Blutzellen) gewaéhrleistet, die fortlaufend aus pluripotenten hamatopoetischen
Stammzellen im Knochenmark gebildet werden. Das Immunsystem verfligt Uber eine
angeborene oder unspezifische sowie eine adaptive oder erworbene Immunitat. Die
angeborene Immunitat verleint einen schnellen ersten Schutz gegen pathogene
Mikroorganismen und wird hauptséchlich durch nattrliche Killerzellen, Makrophagen,
Granulozyten und das Komplementsystem vermittelt. Die Erkennung der Pathogene
basiert dabei grofRenteils auf evolutiondr konservierten Strukturen. Nicht alle
Krankheitserreger kdnnen jedoch durch das angeborene Immunsystem erkannt und
erfolgreich abgewehrt werden. Infektionen, die nicht durch die angeborene Immunitat
beseitigt werden kdnnen, l0sen eine adaptive Immunreaktion aus. Die adaptive
Immunantwort richtet sich spezifisch gegen das auslosende Pathogen und erméglicht
durch die Differenzierung langlebiger Gedéachtniszellen eine schnelle und gezielte
Abwehr einer erneuten Infektion mit dem gleichen Erreger, so dass in vielen Fallen
eine lebenslange Immunitat gegen ein Pathogen erworben wird.

Die adaptive Immunitat wird durch die Lymphozyten vermittelt, wobei zwischen B-
und T-Lymphozyten unterschieden wird. B- und T-Vorlauferzellen entstehen im
Knochenmark aus einer gemeinsamen lymphoiden Vorlauferzelle. Wahrend B-Zellen
im Knochenmark ausreifen, wandern T-Zellen zu ihrer Reifung in den Thymus. Reife
naive B- und T-Zellen werden in den Blutkreislauf entlassen und zirkulieren fortan
kontinuierlich durch das Blut und die peripheren lymphatischen Organe.

B- und T-Zellen exprimieren auf ihrer Oberflache Antigen-Rezeptoren, die aus
variablen und konstanten Regionen bestehen. Die variablen Regionen der Antigen-
Rezeptoren der B- und T-Lymphozyten werden wéhrend der Reifung der Zellen
durch somatische Rekombination aus verschiedenen Gen-Segmenten zuféllig
zusammengesetzt, wodurch eine enorme Diversitat der Rezeptoren erzeugt wird.
Jede reife B- oder T-Zelle exprimiert jedoch nur Antigen-Rezeptoren einer einzigen
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Spezifitat, da die Rekombination des zweiten Allels supprimiert wird. Das Repertoire
der méglichen Antigen-Rezeptoren betragt bei B-Zellen etwa 10, bei T-Zellen etwa
10'8. Lymphozyten, deren Antigen-Rezeptoren gegen ubiquitdre korpereigene
Strukturen gerichtet sind, werden in einem frihen Stadium ihrer Entwicklung durch
klonale Deletion eliminiert. Trifft ein naiver Lymphozyt in einem peripheren
lymphatischen Organ auf ein passendes Antigen, l6st dies seine Aktivierung und
Proliferation und damit eine adaptive Immunantwort aus.

Der Antigen-Rezeptor der B-Lymphozyten (B-Zell-Rezeptor, BCR) besteht aus einem
transmembranen Antikdrper-Molekil sowie zwei nicht-kovalent assoziierten
Signalkomplexen aus je einer a- und einer B-Untereinheit (Iga. und Igp). Aktivierte B-
Zellen proliferieren und differenzieren zu Antikdrper-sezernierenden Plasmazellen.
Antikodrper vermitteln den humoralen Teil der adaptiven Immunitat. Die Bindung von
Antikorpern an Toxine oder Oberflachen-Antigene extrazellularer Pathogene kann
deren Wechselwirkung mit Kodrperzellen hemmen (Neutralisierung). Weiterhin
erleichtert die Bindung an Oberflachen-Antigene extrazellularer Pathogene
(Opsonisierung) deren Aufnahme durch phagozytierende Zellen und aktiviert das
Komplement-System.

Die meisten pathogenen Viren, Bakterien und Parasiten vermehren sich jedoch
innerhalb von Zellen, wo sie fur Antikérper nicht zuganglich sind. Intrazellulare
Infektionen werden durch die Zell-vermittelte adaptive Immunabwehr bekampft. Fur
den Zell-vermittelten Teil der adaptiven Immunitdt sind die T-Lymphozyten
verantwortlich.

Der Antigen-Rezeptor der T-Zellen ist ein Heterodimer aus einer o- und einer (-
Untereinheit oder seltener einer y- und einer &-Untereinheit. Wie der BCR besitzt
auch der T-Zell-Rezeptor (TCR) selbst keine Signalfunktion. Die Signalibermittlung
in die Zelle wird durch TCR-assoziierte akzessorische Ketten ibernommen, worauf
im folgenden Abschnitt genauer eingegangen werden soll. Im Gegensatz zum
Antigen-Rezeptor der B-Zellen, der Iosliche Antigene binden kann, erkennt der TCR
Antigene nur in Form kurzer Peptide, die an Molekile des Haupthistokompatibilitats-
komlex (major histocompatibility complex, MHC) gebunden sind. Man unterscheidet
zwei Klassen von MHC-Molekulen. MHC-Molekiile der Klasse | (MHC-I) werden von
allen kernhaltigen Zellen des Korpers exprimiert und prasentieren Peptide
proteasomal degradierter, zytosolischer Proteine, die zelleigenen oder pathogenen

Ursprungs sein kdénnen. Diese Peptide werden tUber den sogenannten TAP-Komplex



Einleitung

(transporters associated with antigen processing) in das Endoplasmatische
Reticulum (ER) transportiert, wo die MHC-Molektle mit passenden Peptiden beladen
werden. MHC-Klasse-Il (MHC-Il) -Molekule werden, mit Ausnahme der
Makrophagen-verwandten Mikroglia-Zellen im  Gehirn, nur von Antigen-
prasentierenden Zellen (APC) des Immunsystems exprimiert. Zu den APC zéahlen
dendritische Zellen, B-Zellen und Makrophagen. Auf MHC-II-Molekilen werden
Peptide von Proteinen prasentiert, die in intrazellularen phagolysosomalen Vesikeln
abgebaut wurden. Neben zelleigenen kdnnen dies Proteine pathogenen Ursprungs
sein, die durch APC phagozytotisch oder endozytotisch aufgenommen wurden.
MHC-Molekile werden durch den TCR sowie die Korezeptoren CD4 bzw. CDS8
gebunden, wobei CD8 an MHC-I, CD4 an MHC-II bindet. Unreife CD4'/CD8"
(doppelt positive) T-Zellen unterlaufen im Thymus eine positive Selektion, wenn ihr
TCR an MHC-I- oder MHC-II-Molekiile bindet, wonach die Expression von CD4 bzw.
CD8 supprimiert wird.

Die Bindung des TCR einer naiven T-Zelle an einen passenden Peptid:MHC-
Komplex einer APC l6st die Proliferation der T-Zelle und die Differenzierung der
Tochterzellen zu bewaffneten T-Effektorzellen aus. CD8-positive T-Zellen
differenzieren in der Regel zu zytotoxischen T-Zellen, deren Hauptfunktion darin
besteht, virusinfizierte Korperzellen zu téten. Die zytotoxische Aktivitat der
Killerzellen wird durch die Freisetzung von Effektormolekilen vermittelt, die zum
einen Poren in der Membran der Zielzelle erzeugen und zum anderen die Apoptose
der Zielzelle auslosen.

CD4-positive T-Zellen differenzieren nach ihrer Aktivierung zunachst zu Ty0-Zellen,
welche die Zytokine Interleukin-2 (IL-2) und IL-4 sowie Interferon-y (IFN-y)
sezernieren. Ty0-Zellen kdnnen weiter zu Tyl- oder Ty2-Zellen differenzieren. Die
Entscheidung, ob eine aktivierte Ty0-Zelle zu einer Tyl- oder einer Ty2-Effektor-Zelle
differenziert, wird durch verschiedene Faktoren beeinflusst. Zytokine spielen dabei
eine wichtige Rolle. Das Zytokin IL-12 begunstigt die Ty1-Differenzierung, wahrend
IL-4 die Entwicklung von Ty2-Zellen fordert [Agnello et al., 2003]. Die
inflammatorischen Tyl-Zellen sezernieren IFN-y, Tumornekrose-Faktor-a (TNF-a)
und TNF-B (Lymphotoxin, LT) und veranlassen so Makrophagen dazu, intrazellulére
Bakterien abzuttten. Ty2-Zellen sind darauf spezialisiert, B-Zellen zu aktivieren. Sie
sezernieren die B-Zellen stimulierenden Zytokine IL-4 und IL-5. Die molekularen
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Mechanismen, die die Aktivierung naiver T-Lymphozyten vermitteln, werden im

folgenden Abschnitt ndher erlautert.

1.2 Die Aktivierung der T-Lymphozyten

Naive T-Lymphozyten befinden sich wéhrend ihrer Zirkulation durch den Blutkreislauf
und die peripheren lymphatischen Organe in einem mitotisch inaktiven Zustand. Die
Bindung des TCR an einen passenden Peptid:MHC-Komplex auf der Oberflache
einer APC Iost intrazellulare Signalkaskaden aus, die unter dem Begriff T-Zell-
Aktivierung zusammengefasst werden. In deren Folge wird eine Polarisierung der
Zelle, eine Umorganisation des Aktin-Zytoskeletts sowie die transkriptionelle
Induktion T-Zell-spezifischer Gene eingeleitet. Die Induktion des autokrinen
Wachstumsfaktors IL-2 sowie der hochaffinen a-Kette des IL-2-Rezeptors resultiert in
der Proliferation und damit der klonalen Expansion Antigen-spezifischer T-Zellen.

Fur die Signalweiterleitung vom TCR ins Zellinnere kommt den Proteinen des TCR-
assoziierten CD3-Komplexes, CD3y, -6 und -g, sowie den homodimeren C-Ketten
eine essentielle Bedeutung zu. Die zytoplasmatischen Domé&nen der CD3-
Untereinheiten und der (-Ketten enthalten ein konserviertes Sequenzmotiv, das als
ITAM (immunoreceptor tyrosine-based activation motif) bezeichnet wird. Das ITAM
ist ein Tyrosin-Phosphorylierungsmotiv der Konsensussequenz [D/E X X Y X X L/l Xe.
g Y X X L/l] [Reth, 1989]. Jede Untereinheit des CD3-Komplexes enthalt ein ITAM,
jede C-Kette (CD247) enthélt drei dieser Motive.

Die beiden Tyrosinreste der ITAMs in den zytoplasmatischen Doméanen der CD3-
und ¢-Ketten sind Substrate der Tyrosinkinasen Lck und Fyn. Die Aktivierung dieser
Kinasen der Src-Familie ist ein frihes Ereignis in der Signalkaskade des TCR. Die
Aktivitat der Kinasen wird durch Tyrosin-Phosphorylierung und Dephosphorylierung
reguliert, wobei Src-Kinasen sich gegenseitig phosphorylieren und dadurch aktivieren
konnen. Die Dephosphorylierung an inhibitorischen Stellen durch die membran-
standige Phosphatase CD45 erleichtert die Aktivierung und steigert die katalytische
Aktivitat der Kinasen [Zhang et al., 2005].

Die phosphorylierten ITAMs der TCR-assoziierten Ketten bilden Bindungsstellen fur
die Tandem-SH2- (Src homology 2) Doméanen der Tyrosin-Kinasen ZAP-70 und Syk.
Diese Kinasen konnen ihrerseits durch die Src-Kinasen Lck und Fyn an
regulatorischen Stellen phosphoryliert und dadurch aktiviert werden. Die Kinasen
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ZAP-70 und Syk sind durch die Phosphorylierung von Adapter-Proteinen fur die
Weiterleitung und Amplifikation der TCR-induzierten Signale wichtig [Samelson,
2002]. Zu den Substraten der Kinase ZAP-70 gehdren die Adapter-Proteine SLP-76
und LAT [Zhang et al., 1998; Finco et al., 1998]. Diese bilden zusammen eine
molekulare Plattform fir die Assemblierung von Multi-Protein-Komplexen und
ermdglichen dadurch die Kopplung intrazellularer Signalkaskaden an TCR-proximale
Ereignisse.

Die Rekrutierung der Guaninnukleotid-Austauschfaktoren SOS und Vav resultiert in
der Aktivierung der kleinen G-Proteine Ras bzw. Rac-1 und Cdc42. Ras vermittelt
zum einen die Aktivierung der Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3-Kinase)
[Rodriguez-Viciana et al., 1996]. Diese Kinase phosphoryliert das Phospholipid
Phosphatidylinositol  (4,5)-bisphosphat (PtdIns(4,5)P,; PIP;) am 3-OH des
Inositolrings. Dadurch entsteht das Signalmolekil Phosphatidylinositol (3,4,5)-
trisphosphat (Ptdins(3,4,5)P3; PIP3), an welches Vav und die Tec-Kinase Itk mittels
einer Pleckstrin-Homolgie- (PH-) Doméne binden und so an die Plasmamembran
rekrutiert werden. Zum anderen l6st Ras uUber Raf-1 und MEK eine MAP-Kinase-
(mitogen activated protein kinase) Kaskade aus, in deren Folge schlie3lich der
Transkriptionsfaktor Fos aktiviert wird. Die Vav-vermittelte Aktivierung des G-Proteins
Rac-1 resultiert in der Aktivierung des Transkriptionsfaktors Jun durch die JNK (Jun
N-terminale Kinase). Jun und Fos bilden zusammen den heterodimeren
Transkriptionsfaktor AP-1. Die lokale Aktivierung der Rho-GTPasen Rac-1 und
Cdc42 durch Vav ist dartiber hinaus wichtig fur die Regulation und Umstrukturierung
des Aktin-Zytoskeletts, wodurch eine Polarisierung der Zelle erreicht wird.

Durch die Bindung der Phospholipase Cy (PLCy) an phosphoryliertes LAT wird ihre
Aktivierung durch Lck und Itk ermdglicht. Die PLCy hydrolysiert das Phospholipid
PIP,, wodurch die beiden Signalmolekule Inositol (1,4,5)-trisphosphat (Ins(1,4,5)Ps;
IP3) und Diacylglycerol (DAG) entstehen. IP3 erhéht durch die Freisetzung von Ca**
aus dem Endoplasmatischen Reticulum (ER) den intrazellularen Ca®*-Spiegel und
induziert tUber die Phosphatase Calcineurin die Aktivierung des Transkriptionsfaktors
NF-AT. DAG aktiviert Mitglieder der Proteinkinase C (PKC) Familie sowie die Ras
aktivierenden Austauschfaktoren der RasGRP (Ras guanyl releasing factor) Familie.
Die PKCS6 ist das wichtigste Isoenzym der PKC-Familie bei der T-Zell-Aktivierung.
Sie ist an der Aktivierung der Transkriptionsfaktoren NFkB und NF-AT beteiligt [Sun
et al., 2000; Pfeifhofer et al., 2003].
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Die wichtigsten Signalkaskaden, die durch die Aktivierung des TCR/CD3-Komplexes

induziert werden, sind in Abbildung 1.1 schematisch dargestellt.

CDh4
TCR

CD45
N

—AP1 HNFATH NFxB — IL-2 —

Abb. 1.1 Die TCR/CD3-induzierte Signaltransduktion in T-Zellen

Die durch den T-Zell-Rezeptor (TCR) und den assoziierten CD3-Komplex induzierten Signalkaskaden,
die zur transkriptionellen Aktivierung des IL-2-Promotors fiihren, sind am Beispiel einer CD4-positiven
T-Zelle dargestellt. Die Aggregation des TCR mit dem Korezeptor CD4 und der membranstandigen
Phosphatase CD45 |6st die Aktivierung der Kinasen Lck und Fyn aus, die daraufhin die ITAMs in den
zytoplasmatischen Doménen der CD3- und (-Ketten phosphorylieren, wodurch ZAP-70 rekrutiert und
aktiviert wird. ZAP-70 phosphoryliert die Adapter-Proteine LAT und SLP-76. Die Rekrutierung der
Austauschfaktoren SOS und Vav fiihrt zur Aktivierung von Ras und Rac-1 und schlieBlich des
Transkriptionsfaktors AP-1. Durch die Lck- und Itk-vermittelte Aktivierung der PLCy werden die
Signalmolekiile IP; und DAG gebildet. IP; bewirkt einen Anstieg des intrazellularen Ca**-Spiegels,
wodurch der Transkriptionsfaktor NF-AT aktiviert wird. DAG vermittelt die Aktivierung von RasGRPs
und PKCs, woraus die Aktivierung der PI3-Kinase und des Trankriptionsfaktors NFkB resultiert. AP-1,
NF-AT und NFxB induzieren die Transkription des IL-2-Gens.
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Die Signale, die durch die Interaktion des TCR und des Korezeptors CD4 bzw. CD8
mit dem Peptid:MHC-Komplex ausgeldst werden, sind fur die Aktivierung einer
naiven T-Zelle jedoch nicht hinreichend. T-Zellen die nur Gber den TCR Signale
empfangen, werden vielmehr apoptotisch oder verfallen in einen nicht-reaktiven
Zustand, der als Anergie bezeichnet wird. Fur die vollstandige Aktivierung einer
naiven T-Zelle sind zusatzliche Signale durch akzessorische Molekile wie LFA-1
(CD11a/CD18), LFA-2 (CD2) sowie CD28 erforderlich.

Der Rezeptor CD28 Ubermittelt ein wichtiges kostimulatorisches Signal. Er bindet an
die Proteine B7.1 (CD80) und B7.2 (CD86), die ausschliel3lich durch professionelle
APC exprimiert werden. Die Interaktion 16st in Verbindung mit der Stimulation des
TCR die verstarkte Aktivierung der PI3-Kinase, die Stabilisierung der IL-2-mRNA
sowie die Expression der IL-2-Rezeptor a-Kette und anti-apoptotischer Gene, wie
Bcl-x. aus [Umlauf et al., 1995; Boise et al., 1995; Kane et al., 2001; Appleman et al.,
2002]. Die o-Kette des IL-2-Rezeptors bildet zusammen mit der konstitutiv
exprimierten y- und 5-Kette einen hochaffinen Rezeptor [Wang und Smith, 1987]. Die
Bindung des Liganden IL-2 an diesen trimeren Rezeptor induziert den Eintritt der T-
Zelle in die G1-Phase des Zellzyklus und die Proliferation.

Man kennt inzwischen mehrere CD28-verwandte Rezeptoren, die nur durch aktivierte
T-Zellen exprimiert werden. Zu diesen zahlen CTLA-4, ICOS, PD-1 und BTLA. CTLA-
4 bindet B7-1 und B7-2 mit einer mehrfach héheren Affinitat als CD28. ICOS und PD-
1 binden an die B7-verwandten Molekile ICOSL (B7-H2) bzw. PD-L1 (B7-H1) und
PD-L2 (B7-DC), wahrend der BTLA-Ligand derzeit noch nicht bekannt ist [Greenwald
et al., 2005]. Die ICOS:ICOSL-Interaktion induziert &hnliche kostimulatorische
Signale wie CD28:B7-1/B7-2 und verstarkt die TCR/CD3-induzierte Proliferation.
Durch ICOS wird allerdings die IL-2-Produktion nicht erhéht, sondern vielmehr eine
vermehrte Sekretion der Zytokine IL-4, IL-10 und IFNy bewirkt [Hutloff et al., 1999;
Coyle et al., 2000]. Durch die Induktion der IL-4-Produktion ist ICOS an der Ty2-
Differenzierung beteiligt [Nurieva et al., 2003]. Im Gegensatz zu CD28 und ICOS
vermitteln CTLA-4, PD-1 und BTLA negative Signale, durch die die Aktivierung der
Zelle inhibiert wird [Watanabe et al., 2003; Parry et al., 2005]. Diese inhibierenden
Signale scheinen einerseits fir die Differenzierung langlebiger Gedachtniszellen,
andererseits fur die Aufrechterhaltung der peripheren T-Zell-Toleranz von

entscheidender Bedeutung zu sein [Greenwald et al., 2005].
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Das effiziente Zusammenwirken der Membranrezeptoren und intrazellularer
Signalmolekile wahrend der T-Zell-Aktivierung erfordert eine koordinierte raumliche
Anordnung der beteiligten Proteine. Der initiale Kontakt zwischen einer naiven T-
Zelle und einer APC ist Antigen-unabhangig und wird hauptsachlich durch
Adhasionsmolekile ausgebildet. Erfolgt keine spezifische Antigen-Erkennung, wird
der Kontakt schnell wieder geldst und die naive T-Zelle kann so weitere APC
kontaktieren. Die spezifische Bindung des TCR an den Peptid-MHC-Komplex der
APC |0st eine charakteristische Umverteilung von Membranrezeptoren und
intrazellularen Signalmolekilen aus [Bromley et al., 2001]. Die so gebildete Kontakt-
Region wird analog zur Kontaktstelle neuronaler Zellen als immunologische Synapse
bezeichnet (Abb 1.2).

Der TCR und die akzessorischen Rezeptoren CD2, CD4/CD8 und CD28 werden
innerhalb weniger Minuten in einer zentralen Region der Synapse, dem sogenannten
cSMAC (central supramolecular activation cluster) angereichert [Monks et al., 1998;
Grakoui et al., 1999]. Lck, Fyn und die PKC6 sind weitere Komponenten, welche in
diese zentrale Region rekrutiert werden [Bi et al., 2001]. Das Integrin LFA-1 und das
assoziierte Aktin-bindende Protein Talin formen einen &ausseren Ring um diese
zentrale Region, der als pPSMAC (peripheral SMAC) bezeichnet wird.

Die molekularen Prozesse durch die die Segregation der beteiligten Proteine in die
unterschiedlichen Kompartimente der Synapse organisiert werden, sind Gegenstand
intensiver Forschung. Die CD28-vermittelte Kostimulation, die Regulation des Aktin-
Zytoskeletts durch Vav sowie spezialisierte, Sphingolipid- und Cholesterol-
angereicherte Membran-Mikrodoméanen, sogenannte Lipid-,Rafts”, sind entscheidend
an der Formation der Synapse beteiligt [Viola et al., 1999; Villalba et al., 2000; Dustin
und Cooper, 2000; Huang et al., 2002; Marwali et al., 2004; Lin et al., 2005]. Man
kennt inzwischen verschiedene Formen der immunologischen Synapse, es ist jedoch
noch nicht geklart, inwiefern diese verschiedenen Typen auf unterschiedliche Weise
zur T-Zell-Aktivierung beitragen und welche Formen in vivo ausgebildet werden
[Friedl et al., 2005]. Die spezifische Organisation der Membranrezeptoren und
intrazellularer Signalmolekile in die distinkten Kompartimente der Synapse lassen
jedoch eine Funktion bei der Modulation der T-Zell-Aktivierung vermuten. Abbildung

1.2 zeigt eine schematische Darstellung des Aufbaus der immunologischen Synapse.
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Abb. 1.2 Schematische Darstellung der immunologischen Synapse

Die immunologische Synapse stellt eine raumlich koordinierte Organisation membranstandiger
Rezeptoren sowie intrazellularer Signalmolekiile dar, die sich bei einem Antigen-spezifischen Kontakt
zwischen einer T-Zelle und einer APC ausbhildet. Der TCR/CD3/CD4-Komplex, der kostimulatorische
Rezeptor CD28 und das Adhasionsmolekil CD2 (LFA-2) sowie die intrazellularen Signalproteine Lck,
Fyn, ZAP-70 und die PKCO werden bei der Bildung der Synapse in das Zentrum der Kontakt-Region
transportiert. Dieser zentrale Bereich der Synapse wird als cSMAC (central supramolecular activation
cluster) bezeichnet. ICAM-1, LFA-1 und das Aktin-bindende Protein Talin sind in einem Ring um das
CSMAC angereichert, der als pSMAC (peripheral SMAC) bezeichnet wird. Der Membranabstand
innerhalb des cSMAC betragt ca. 15 nm, im pSMAC ca. 40 nm.

Das Integrin LFA-1 bildet bei der Formation der immunologischen Synapse einen
peripheren Ring um das cSMAC aus. Im folgenden Abschnitt soll ndher auf die
Familie der Integrine und insbesondere das Integrin LFA-1 und dessen essentielle

Funktionen bei der Adhasion und Migration der Immunzellen eingegangen werden.
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1.3 Integrine

Integrine sind eine Familie heterodimerer Adhasionsmolekile, die aus einer a- und
einer nicht kovalent assoziierten p-Untereinheit bestehen. Vertreter dieser Familie
werden gewebespezifisch von fast allen Zellen des Korpers exprimiert. Integrine
vermitteln die Bindung an Komponenten der extrazellularen Matrix (ECM) und des
Plasmas sowie an zellulare Rezeptoren. Aufgrund dieser Funktionen sind sie fir die
Entwicklung und Homd@ostase vielzelliger Organismen essentiell [Hynes, 1992].
Integrine binden ihre Liganden nicht konstitutiv, sondern werden dazu durch
intrazellulare Signale aktiviert (inside-out signaling). Uberdies besitzen Integrine auch
die Fahigkeit intrazellulare Signalkaskaden zu induzieren (outside-in signaling).
Derzeit sind 18 verschiedene Integrin a-Untereinheiten und 8 p-Untereinheiten
bekannt, die zusammen mindestens 24 Heterodimere bilden kdénnen [Plow et al.,
2000]. Diese sind in Abbildung 1.3 schematisch dargestellt.
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Abb. 1.3 Die Familie der Integrine

Derzeit sind 18 verschiedene Integrin o-Untereinheiten und 8 pB-Untereinheiten bekannt, die
zusammen mindestens 24 Heterodimere bilden kodnnen. Bekannte Heterodimere sind durch
Verbindungen angezeigt. Die wichtigsten Leukozyten-Integrine sind rot dargestellt. B,- und ps-Integrine
wurden bislang nur auf Leukozyten gefunden.

Leukozyten exprimieren nur B;-, B2-, Bs- und PBr-Integrine, wobei B,- und B7-Integrine
bislang ausschlie3lich auf Leukozyten nachgewiesen wurden. Die B,-Integrine stellen
hier die am starksten vertretene Gruppe dar. Man kennt vier B,-Integrine: LFA-1

(CD11a/CD18, au/B,), Mac-1 oder CR3 (CD11b/CD18, aupB,), CR4 (CD11c¢/CD18,
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axP2) und apf, (CD11d/CD18). Die Bedeutung der B,-Integrine fur die Immunabwehr
macht sich bei einem Ausfall der B,-Expression bemerkbar. Dieser hat den Verlust
aller B»-Integrine zur Folge und verursacht das Krankheitssyndrom der Leukozyten-
Adhasionsdefizienz (LAD). Patienten mit dieser Krankheit sterben meist in jungen
Jahren an wiederkehrenden Infektionen, da ihre Leukozyten nicht aus den
Blutgefallen in das umliegende Gewebe auswandern und an einen Infektionsherd

gelangen kénnen [Springer, 1990; Hogg und Bates, 2000].

1.3.1 Die Funktion der Integrine bei der Extravasation

Die Zell-Zell-Interaktionen der Immunzellen sind meist dynamisch und transient. Da
Integrine ihre Liganden nicht konstitutiv binden, sondern durch intrazellulare Signale
reversibel aktiviert werden, sind sie in der Lage solche transienten
Adhéasionsprozesse zu vermitteln [van Kooyk und Figdor, 2000]. Um den
koordinierten Ablauf dieser dynamischen Vorgange zu gewahrleisten, missen die
adhasiven Eigenschaften der Integrine zeitlich und raumlich genau reguliert werden.

Die Fahigkeit der Leukozyten, den Blutstrom zu verlassen, ist entscheidend fiur die
Immunabwehr. Auf diese Weise wird die Rekrutierung phagozytierender Zellen an
einen Entzindungsherd ermdglicht. Naive Lymphozyten missen aus dem
Blutkreislauf in periphere lymphatische Organe einwandern, um dort prasentierte
Antigene aufzuspuren, wahrend bewaffnete T-Effektorzellen um ihre Funktion in
peripheren Geweben erfiullen zu kénnen an einen Infektionsherd gelangen mussen.

Der Prozess des Austritts aus dem Blutstrom wird als Extravasation bezeichnet und
kann in vier Schritte unterteilt werden. Zunéchst beginnen die Leukozyten auf dem
GefalR3-Endothel zu rollen. Diese rollende Bewegung wird hauptsachlich durch
Selektine  vermittelt. Leukozyten exprimieren L-Selektin, das an den
Kohlehydratanteil sulfatiertes Sialyl-Lewis® der Mucin-ahnlichen vaskularen
Adressine CD34, GlyCAM und MadCAM bindet. CD34 und GlyCAM werden auf den
hohen Endothelzellen der postkapillaren Venolen (high endothelial venules, HEV) der
Lymphknoten exprimiert und vermitteln das ,homing“ der Lymphozyten in diese
peripheren lymphatischen Organe. MadCAM (mucosa-associated cell adhesion
molecule) wird auf dem Schleimhaut-Endothel exprimiert und dirigiert den Eintritt in
die lymphatischen Schleimhautgewebe, z. B. im Darm. Bei einer Entziindung im

Gewebe sezernieren Makrophagen IL-1 und TNF-o, wodurch auf vaskuldrem
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Endothel die Expression von P-Selektin und E-Selektin induziert wird, die an Sialyl-
Lewis*-Gruppen der Leukozyten binden. Die Wechselwirkungen der Selektine
bewirken eine Verlangsamung der Leukozyten relativ zum Blutstrom. Die Adhasion
der Zellen an das Endothel ist jedoch so schwach, dass sie durch die Scherkréfte
des Blutstromes immer wieder geldst wird, worauf das charakteristische Rollen der
Zellen zuriickzufuhren ist. Durch die schwache Adhasion wird jedoch das Arretieren
der Zellen ermdglicht, das den zweiten Schritt der Extravasation darstellt.

Das Arretieren der Leukozyten auf dem Endothel wird durch Integrine vermittelt. Die
Integrine werden durch Chemokine, die an die Proteoglycan-Schicht auf dem
Endothel gebunden sind, durch einen unvollstdndig verstandenen Mechanismus im
Subsekunden-Bereich aktiviert [Constantin et al., 2000; Shamri et al., 2005]. Die
Aktivierung der Integrine wird in den Venolen der Lymphknoten durch das Chemokin
CCL21 (SLC, secondary lymphoid tissue chemokine) induziert, an
Entzindungsherden durch CXCL8 (IL-8), das durch aktivierte Makrophagen
sezerniert wird. Fur den Arrest der Lymphozyten ist hauptsachlich LFA-1
verantwortlich, bei den Neutrophilen und Monozyten zusatzlich Mac-1. Beide
Integrine binden den Linganden ICAM-1, dessen Expression auf vaskuldrem
Endothel durch Makrophagen-sezerniertes TNF-a induziert wird. Die Endothelzellen
der Lymphknoten-Venolen exprimieren ICAM-1 dagegen konstitutiv. Bewaffnete T-
Effektorzellen exprimieren neben LFA-1 das Integrin VLA, (very late antigen-4, a4f1).
Dessen Interaktion mit dem ebenfalls durch TNF-a induzierten Liganden VCAM-1 auf
aktiviertem Endothel ist neben der LFA-1:ICAM-1-Interaktion wichtig fir die
Extravasation aktivierter T-Zellen in infiziertes Gewebe. Das Integrin LPAM-1 (a.4f7),
das von einer Untergruppe naiver T-Zellen exprimiert wird, interagiert mit dem bereits
erwahnten, auf Schleimhaut-Endothel exprimierten MadCAM. og4-Integrine sind
Uberdies auch am Rollen der Zellen auf dem Endothel beteiligt [Alon et al., 1995;
Berlin et al., 1995].

Durch die Bindung von LFA-1 an die Liganden ICAM-1 und -2, kommt es zu einer
festen Adhasion der Leukozyten an das Endothel. Es folgt die Migration zu einer
Kontaktstelle zweier Endothelzellen und schlieBlich das Hindurchwandern des
Leukozyten zwischen den Endothelzellen. Dieser Vorgang wird als Diapedese
bezeichnet. An der Diapedese sind weiterhin das von endothelialen Zellen und
Leukozyten exprimierte Adhasionsmolekil PECAM (CD31), der LFA-1-Ligand JAM-1

(junctional adhesion molecule-1) sowie CD99 beteiligt [Muller et al., 1993; Ostermann
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et al., 2002; Schenkel et al., 2002]. Die Basalmembran wird bei der Diapedese durch
sezernierte Matrix-Metalloproteinasen Uberwunden. Die gerichtete Migration bei der
Diapedese, sowie die anschlieBende Migration im Gewebe zu einem
Entzindungsherd bzw. in die T-Zell-Regionen in peripheren lymphatischen Organen
wird durch Chemokin-Gradienten gesteuert. Die Wanderung in peripherem Gewebe
wird vermutlich grétenteils durch Bi-Integrine vermittelt [Gonzalez-Amaro und
Sanchez-Madrid, 1999]. Abbildung 1.4 zeigt eine schematische Darstellung der

Extravasation am Beispiel eines Lymphozyten.

Lymphozyt
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Abb. 1.4 Die Extravasation der Leukozyten

Das Auswandern der Leukozyten aus einem Blutgefald wird als Extravasation bezeichnet und ist hier
am Beispiel eines Lymphozyten dargestellt. Bei der Extravasation kénnen vier Schritte unterschieden
werden. 1) Durch Selektin-vermittelte Wechselwirkungen kommt es zu einer Verlangsamung der
Zellen im Blutstrom, wobei die Zellen auf dem Endothel entlang rollen. 2) Durch Proteoglycan-
gebundene Chemokine erfolgt die Aktivierung der Leukozyten-Integrine. Dies bewirkt einen sofortigen
Arrest der Zellen. LFA-1 spielt dabei die wichtigste Rolle. Bei Monozyten und Neutrophilen ist
aulBerdem Mac-1 an diesem Prozess beteiligt, bei bewaffneten T-Effektorzellen VLA-4. 3) Mittels der
aktivierten Integrine adhériert der Leukozyt fest am Endothel. 4) Der Leukozyt wandert zwischen den
Endothelzellen hindurch in das umgebende Gewebe (Diapedese).

Abbildung veréandert nach Kinashi [2005].
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1.3.2 Die Struktur der Integrine

Die a- und B-Untereinheiten der Integrine bestehen aus einem grof3en N-terminalen
extrazellularen Teil von bis zu mehr als eintausend Aminosauren, einer kurzen
transmembranen Doméane und mit Ausnahme der Bs-Untereinheit, einer kurzen
zytoplasmatischen Domane von weniger als einhundert Aminosauren.

Alle Integrin a-Untereinheiten besitzen am N-Terminus eine B-Propeller-Doméane
[Springer, 1997]. Der Propeller ist aus sieben Blattern aufgebaut. Bei einigen o-
Untereinheiten (a1, o2, o, awm, 0x, op, o) ISt zwischen dem zweiten und dritten Blatt
des Propellers eine zusatzliche Doméane von ca. 200 Aminosauren inseriert, die als I-
Domane (insertion domain) bezeichnet wird. Die I-Doméane enthalt eine konservierte
Mg?*/Mn?*-Bindungsstelle, das sogenannte MIDAS-Motiv (metal jon-dependent
adhesion site) [Lee et al., 1995]. In der zytoplasmatischen Doméne aller a-Ketten
findet sich ein konserviertes KXGFFKR-Sequenzmotiv, das in der membrannahen
sogenannten Gelenk-Region lokalisiert ist.

Die B-Untereinheiten enthalten im extrazellularen Teil eine I-&hnliche Doméne, die
ebenfalls ein MIDAS-Motiv beinhaltet, eine Hybrid-Domé&ne sowie vier EGF-
(epidermal growth factor) &ahnliche Wiederholungen. Das MIDAS-Motiv der I-
ahnlichen Domane und/oder ggf. der I-Domane der o-Untereinheit vermittelt die
Ligandenbindung [Plow et al., 2000]. In der membrannahen zytoplasmatischen
Region der B-Ketten findet sich ein konserviertes KLLIXIHDRR-Sequenzmotiv, das
mit dem KXGFFKR-Motiv der a-Untereinheiten interagiert und die sogenannte
Gelenk-Region bildet. Weiterhin ist in der zytoplasmatischen Domane der B-Ketten
ein NPXY/F-Motiv konserviert, das eine Bindungsstelle fir das Aktin-bindende
Protein Talin bildet. Die Struktur der Integrine ist in Abbildung 1.5 schematisch am

Beispiel des Integrins LFA-1 dargestellt.
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Abb. 1.5 Die Struktur der Integrine am Beispiel von LFA-1

Die a-Ketten der Integrine enthalten im extrazellularen Teil eine B-Propeller-Doméne. Einige a-
Untereinheiten wie o, beinhalten eine, zwischen dem zweiten und dritten Blatt des Propellers
inserierte Doméane (I-Doméane), die ein sogenanntes MIDAS-Motiv (metal ion-dependent adhesion
site) enthalt. Das MIDAS-Motiv der o, -Untereinheit stellt die Mg®*-abhhéngige Bindungsstelle fiir die
LFA-1-Liganden der ICAM-Familie dar. Die siebte a-Helix der I-Doméane scheint eine wichtige
Funktion bei der Regulation der LFA-1-Affinitdt zu besitzen. Die B-Untereinheiten enthalten im
extrazellularen Teil eine I-dhnliche Domane, die ebenfalls ein MIDAS-Motiv beinhaltet, eine Hybrid-
Doméne, vier EGF- (epidermal growth factor) Faltungen und die sogenannte B-tail-Doméane. Eine
flexible Region in den a- und B-Ketten wird als ,Knie“ bezeichnet. In der zytoplasmatischen
membrannahen Region enthalten die beiden Untereinheiten konservierte, miteinander interagierende
Sequenzen, die die sogenannte ,Gelenk“-Region bilden. Die B-Ketten enthalten ein konserviertes
NPXY/F-Motiv (hier NPLF), das die Bindungsstelle fir das Aktin-bindende Protein Talin bildet.
Abbildung veréndert nach Kinashi [2005].

1.3.3 Das Integrin LFA-1

LFA-1 spielt eine entscheidende Rolle bei der Extravasation und Migration der
Leukozyten, der Aktivierung naiver T-Zellen sowie der Interaktion aktivierter T-Zellen
mit ihren Zielzellen. Die Liganden des Integrins sind ICAM-1 bis -5 und JAM-1 [Plow
et al., 2000; Ostermann et al., 2002]. Die Ligandenbindung erfolgt durch das MIDAS-
Motiv (metal ion-dependent adhesion site) in der I-Domane der a.-Untereinheit in
Abhangigkeit von einem MIDAS-gebundenen Mg**-lon [McDowall et al., 1998].

Die adhasiven Eigenschaften des Integrins LFA-1 unterliegen der dynamischen
Regulation, wobei die Aktivitat des Integrins sowohl durch die Modulation der Affinitat
als auch der Aviditat reguliert wird [Kinashi, 2005]. Die Affinitat beschreibt die Starke,

15



Einleitung

mit der ein einzelnes Integrin-Molekldl an seinen monomeren Liganden bindet,
wahrend die Aviditat die gesamte Bindungsstarke zwischen multimeren
Integrinmolekilen und ihren Liganden angibt. Die Aviditat wird durch die Aggregation
der Integrine auf der Zelloberflache erhoht. Man vermutet, dass die transiente
Entkopplung vom Aktin-Zytoskelett fur die Aggregation der Rezeptoren auf der

Zelloberflache eine wichtige Rolle spielt [Stewart et al., 1998].

1.3.3.1 Die Regulation der LFA-1-Aktivitat (,inside-out-signaling”)

Eine Anderung der Affinitat geht mit Konformationsanderungen in den extrazellularen
Domanen der a.- und Bz-Untereinheit einher. Strukturanalysen haben ergeben, dass
das inaktive Integrin eine geknickte Konformation einnimmt, die durch
Ligandenbindung oder intrazellulare Signale in eine gestreckte Konformation
tberfuhrt wird [Takagi et al., 2002]. Der monoklonale Antikdrper mAb24 detektiert ein
induzierbares Epitop innerhalb der B,-I-&hnlichen Doméne, das vermutlich diese
gestreckte Konformation der B,-Integrine anzeigt. Allerdings ist dieses Neo-Epitop
nicht unbedingt mit hoher Affinitat des Integrins assoziiert [Salas et al., 2004]. Der
monoklonale Antikdrper 327C detektiert dagegen vermutlich spezifisch die hochaffine
Konformation der B,-1-ahnlichen Doméane [Beals et al., 2001; Lum et al., 2002].

Die Induktion der hochaffinen Konformation geht mit allosterischen Umlagerungen in
dem sogenannten IDAS-Motiv (I-domain allosteric site) der I-Doméne der oy-
Untereinheit sowie in der I-&hnlichen Doméane der Bz-Untereinheit einher [Peter und
O'Toole, 1995; Huth et al.,, 2000; Lupher et al., 2001]. Mit Hilfe der FRET-
(fluorescence resonance energy transfer) Technologie konnte gezeigt werden, dass
die intrazellularen Doménen der o.- und B,-Untereinheit im inaktiven Stadium nah
beisammen liegen, wahrend die Aktivierung des Integrins durch intrazellulare Signale
oder Ligandenbindung in einer rdumlichen Trennung der Ketten resultiert [Kim et al.,
2003]. Das gegenwartige Modell der LFA-1-Aktivierung postuliert, dass das
~Aufklappen” des Integrins eine Konformation mittlerer Affinitat erzeugt. Durch die
Separation der zytoplasmatischen Domé&nen werden nach diesem Modell
Konformationsanderungen induziert, die durch die I-ahnliche Domane an die I-
Domane Ubermittelt werden und dort eine Verschiebung der siebten a-Helix
induzieren, durch die die Affinitat des Integrins erhéht wird [Shimaoka et al., 2003].

Es wird jedoch vermutet, dass verschiedene Ubergangsstadien zwischen diesen
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Konformationen auftreten [Takagi et al., 2002]. Dieses Modell ist in Abbildung 1.6

schematisch dargestellt.

wu gg - 02

5nm

A 4

L)

Niedrige Mittlere Hohe
Affinitat Affinitat Affinitat

Abb. 1.6 Modell der Affinitatsregulation des Integrins LFA-1

Im inaktiven Stadium liegt das Integrin in einer Konformation niedriger Affinitat vor. Dabei sind beide
Untereinheiten am sogenannten ,Knie* geknickt, wodurch die ligandenbindende I-Doméne in die Nahe
der Membran rickt. Durch das ,Aufklappen“ des Integrins entsteht eine Konformation mittlerer
Affinitdt. Ligandenbindung oder intrazelluldre Signale induzieren Konformationsanderungen, die
strukturell voneinander abhangig sind. Die Separation der membranproximalen Gelenkregion ruft eine
Konformationsédnderung in der I-ahnlichen Doméane der B,-Kette hervor. Die I-&hnliche Doméne
interagiert mit der Verbindung der siebten o-Helix der I-Doméane und dem B-Propeller, wodurch die
Information an die ligandenbindende I-Doméne tbermittelt wird und eine Konformation hoher Affinitat
entsteht. Abbildung verandert nach Kinashi [2005].

Das hochaffine Stadium kann durch divalente Kationen, aktivierende Antikbrper wie
zum Beispiel KIM185 oder MEM48 sowie durch intrazellulare Signale induziert
werden [Lu et al., 2001]. Calcium-lonophore und Phorbolester wie PMA bewirken
ebenfalls die Aktivierung von LFA-1. LFA-l-aktivierende intrazellulare Signale
werden zum Beispiel durch die Quervernetzung des TCR oder der Rezeptoren CD2,
CD28, CTLA-4 oder CD31 ausgeldst [Dustin und Springer, 1989; van Kooyk et al.,
1989; Shimizu et al.,, 1992; Schneider et al., 2005; Tanaka et al., 1992]. Die
Aktivierung von LFA-1 wird auch durch Zytokine und Chemokine erreicht [Kolanus
und Seed, 1997; Constantin et al., 2000].

Durch die Ligandenbindung an die Oberflachenrezeptoren werden intrazellulare
Signalkaskaden induziert, in deren Folge LFA-1 durch gemeinsame oder
unterschiedliche Mechanismen aktiviert wird. Man kennt inzwischen mehrere

intrazellulare Signalmolekiile, die an der Regulation von LFA-1 beteiligt sind.
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Das Protein Talin bindet an das NPXY/F-Motiv der Integrin B-Untereinheiten und
spielt eine wichtige Rolle bei der Aktivierung des Integrins LFA-1 [Tadokoro et al.,
2003; Kim et al., 2003; Shamri et al., 2005]. Ein weiterer wichtiger Regulator der LFA-
1-Aktivierung sowie dessen Lokalisierung ist das zur Ras-Superfamilie gehérende G-
Protein Rapl sowie dessen Effektor RapL [Kinashi und Katagiri, 2005]. Auch die
beiden Proteine ADAP und SKAPS55 sind in die Regulation von LFA-1 involviert
[Griffiths et al., 2001; Peterson, 2003].

Das zytoplasmatische Protein Cytohesin-1 wurde in einem Two-Hybrid-Screen nach
Interaktionspartnern der zytoplasmatischen Doméane der Integrin B.-Kette identifiziert
und ist ebenfalls ein positiver Regulator von LFA-1 [Kolanus et al., 1996]. Auf diesen
LFA-1-Regulator soll im Abschnitt 1.4 n&her eingegangen werden.

1.3.3.2 LFA-1-vermittelte Signale (,outside-in-signaling*“)

Integrine besitzen neben ihrer Funktion als Adhasionsmolekile auch die Fahigkeit
intrazellulare Signalkaskaden zu aktivieren (outside-in-signaling). Es wurde gezeigt,
dass die Quervernetzung von LFA-1 Tyrosin-Phosphorylierungen auslost. Die
Quervernetzung des Integrins bewirkt unter anderem die Aktivierung von Src-
Kinasen, der PI13-Kinase sowie der PLCy [Kanner et al., 1993; Axelsson et al., 2000].
LFA-1-vermittelte Signale scheinen fur die Aktivierung naiver T-Zellen essentiell zu
sein. Dies konnte jedoch auch grof3enteils auf seiner Adhasionsfunktion beruhen
[Abraham et al., 1999]. T-Zellen, die nur Uber LFA-1 kostimulatorische Signale
erhalten, fallen verstarkt in den Zustand der Anergie [Ragazzo et al., 2001]. Dennoch
scheinen LFA-1-vermittelte Signale &hnlich zur kostimulatorischen Funktion des
CD28, die Signalschwelle des TCR zu senken [Perez et al., 2003]. DNAM-1 (CD226)
assoziiert nach TCR-Stimulation mit LFA-1 und rekrutiert die Tyrosin-Kinase Fyn.
DNAM-1 ist essentiell fir LFA-1-induzierte kostimulatorische Signale [Shibuya et al.,
1999; 2003]. Die Signalfunktion von LFA-1 kénnte somit teilweise auch indirekt durch

Wechselwirkungen mit anderen Membranrezeptoren vermittelt werden.
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1.4 Cytohesin-1

Cytohesin-1 gehdort zu einer Familie von Guanin-Nukeotid-Austauschfaktoren fur
GTPasen der ARF- (ADP-ribosylation factor) Familie. Derzeit sind vier humane
Vertreter der Cytohesin-Familie bekannt: Cytohesin-1, Cytohesin-2/ARNO,
Cytohesin-3/GRP1 und Cytohesin-4. Die Mitglieder dieser Familie weisen eine
gemeinsame Struktur aus vier Domanen und mit Ausnahme von Cytohesin-4 eine
stark konservierte Sequenz auf. Die Cytohesin-Proteine bestehen aus einer kurzen
N-terminalen coiled-coil-Doméne von ca. 50 Aminosauren, einer zentralen Sec7-
Domane von etwa 200 Aminoséauren, einer Pleckstrin-Homologie-Doméne von ca.
120 Aminoséauren und einer daran anschlieRenden kurzen polybasischen Region von
ca. 15 Aminosauren. Die coiled-coil-Doméne ist eine haufig vorkommende Protein-
Protein-Interaktionsdomane und Interaktionspartner der coiled-coil-Domane der
Cytohesin-Proteine wurden identifiziert. Auf diese soll im folgenden Abschnitt noch
genauer eingegangen werden. Die Sec7-Domane vermittelt den Guaninnukleotid-
Austausch an GTPasen der ARF-Familie [Meacci et al.,, 1997]. Die Pleckstrin-
Homologie- (PH-) Doméane bindet an das Phospholipid PIP3. Durch die Bindung an
PIP3 erfolgt die Translokation der Cytohesine an die Plasmamembran [Nagel et al.,
1998a]. Die polybasische Doméane von Cytohesin-1 kooperiert mit der PH-Domane
und ist fir die Membranlokalisierung erforderlich [Nagel et al., 1998b]. In der
polybasischen Region wurden lberdies Phosphorylierungsstellen identifiziert, wobei
Cytohesin-1 zwei, Cytohesin-2 eine, Cytohesin-3 keine und Cytohesin-4
moglicherweise mehrere Phosphorylierungsstellen enthalt. Abbildung 1.7 zeigt

schematisch die Doménenstruktur der Cytohesine.

N— cc - Sec-7 1 PH P_¢

Abb. 1.7 Domanenstruktur der Cytohesine

Die vier bekannten Mitglieder der Cytohesin-Famile (Cytohesin-1 bis -4) bestehen aus einer kurzen N-
terminalen coiled-coil-Doméane (cc) von ca. 50 Aminosauren, einer zentralen, ca. 200 Aminosauren
langen Sec7-Domane, einer Pleckstrin-Homologie-Domane (PH) von ca. 120 Aminosduren sowie
einer kurzen ca. 15 Aminosauren langen polybasischen Region (pb).
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Cytohesin-1 wird hauptsachlich in hamatopoetischen Zellen exprimiert [Kolanus et
al., 1996]. Die Sec7-Doméne vermittelt neben der GEF-Funktion die Bindung an die
zytoplasmatische Domane der Integrin p,-Kette CD18. Die membranproximalen
Aminosauren WKA 723-725 der CD18-Kette stellen dabei das Bindemotiv fir
Cytohesin-1 dar [Geiger et al., 2000].

Die Uberexpression von Cytohesin-1 oder der isolierten Sec7-Domé&ne in der
humanen T-Zell-Line Jurkat resultiert in einer verstarkten Adhasion der Zellen an
ICAM-1 [Kolanus et al., 1996]. Die Steigerung der LFA-1-vermittelten Adhasion an
ICAM-1 durch Cytohesin-1 ist abhangig von dessen GEF-Aktivitdt. Die
Uberexpression der GEF-defekten Mutante Cytohesin-1 E157K inhibiert die LFA-
vermittelte Adhasion dominant [Geiger et al.,, 2000]. Ebenso inhibiert die
Uberexpression des C-terminalen Teils, der die PH-Doméane und die polybasische
Region enthalt, die Adhasion dominant [Kolanus et al., 1996].

Cytohesin-1 wird durch die Stimulation mit dem Phorbolester PMA innerhalb der
polybasischen Region an den Serinen 393 und 394 phosphoryliert [Kathrin Obrusnik,
unveroffentlicht]. Es wurde gezeigt, dass phosphoryliertes Cytohesin-1 mit dem
kortikalen Aktin-Zytoskelett assoziiert. Die Bindung an PIP3 wird durch die
Phosphorylierung nicht beeinflusst, die GEF-Aktivitat gegentuber ARF1 wird dagegen
durch die Phosphorylierung gesteigert [Dierks et al., 2001]. Da die GEF-Funktion fur
die LFA-1-vermittelte Adhasion relevant ist, kénnte die Phosphorylierung von
Cytohesin-1 eine Rolle bei der LFA-1-Regulation spielen. Vor kurzem wurde eine
Funktion von Cytohesin-1 in einem LFA-1 outside-in-Signalweg gezeigt. Die Bindung
von ICAM-2 an LFA-1 resultiert in der Aktivierung der MAP-Kinase ERK1/2, wobei
phosphoryliertes Cytohesin-1 an der Signaltbermittlung beteiligt sein soll [Perez et
al., 2003].

1.4.1 Cytohesin-Interaktionspartner

Cytohesin-1 katalysiert in vitro den Guaninnukleotid-Austausch an den ARF-
GTPasen ARF1 und ARF6 sowie dem ARF-Domanen-Protein ARD1 [Meacci et al.,
1997; Pacheco-Rodriguez et al., 1998; Knorr et al., 2000; Vitale et al., 2000]. ARF-
GTPasen regulieren Vesikel-Formation und -Transport durch die Rekrutierung und
Assemblierung von Hullproteinen an knospende Vesikel, die Regulation des

Phospholipid-Metabolismus durch die Aktivierung der Phospholipase D (PLD) und
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der Phosphatidylinositol-4-Phosphat-5-Kinase (PIP5K) sowie durch die Modulation
der Aktin-Struktur an Membranen tber die Rho-GTPasen Cdc42 und Rac-1. Dadurch
sind ARF-GTPasen an solch fundamentalen Prozessen wie Sekretion, Endozytose,
Phagozytose, Adh&sion und Migration beteiligt [D'Souza-Schorey und Chauvrier,
2006].

ARD1 (ARF domain protein 1) ist ein 64 kD Protein, mit einer C-terminalen, 18 kD
ARF-GTPase-Domaéne. Der N-terminale 46 kDa Teil von ARD1 bildet ein , Tripartite“-
Motiv (TRIM), bestehend aus einer RING-Domane, zwei B-Boxen und einer coiled-
coil-Doméane. Das Protein wird somit zur TRIM- oder RBCC- (RING, B-Box, coiled-
coil) Familie gezahlt und auch als TRIM23 bezeichnet. Die TRIM/RBCC-Familie
bildet eine neue Klasse von E3 Ubiquitin-Ligasen [Meroni und Diez-Roux, 2005]. Die
RING-Doméane komplexiert zwei, die B-Boxen jeweils ein Zink-Atom. Die zweite B-
Box und die coiled-coil-Domane sind haufig an der Substrat-Bindung beteiligt,
wahrend die E3 Ubiquitin-Ligase-Aktivitat durch die RING-Doméane vermittelt wird. In
in-vitro-Ubiquitinierungs-Analysen wurde gezeigt, dass ARD1, wie die meisten
Mitglieder der TRIM/RBCC-Familie, eine RING-abhangige E3 Ubiquitin-Ligase-
Aktivitat besitzt [Vichi et al., 2005]. Die Mitglieder der Familie unterscheiden sich
durch einen variablen C-Terminus. ARD1 ist das einzig bekannte Mitglied dieser
Familie das eine ARF-GTPase-Domaéane besitzt. Abbildung 1.8 zeigt ein Schema der

Domaéanenstruktur von ARD1.

N— R —B1-B2 - cc — ARF —C

Abb. 1.8 Domanenstruktur des TRIM/RBCC-Proteins ARD1

ARD1/TRIM23 besteht aus einer RING-Domaéane (R), einer Typ 1 und Typ 2 B-Box (B1, B2) sowie
einer coiled-coil-Doméne (cc). Diese Doméanen charakterisieren die TRIM/RBCC-Familie. Am C-
Terminus besitzt ARD1 eine ADP-Ribosylierungsfaktor- (ARF-) Doméne.

Im Gegensatz zu anderen ARF-GTPasen enthalt ARD1 keine Myristoylierungsstelle
und zeigt eine hohe intrinsische GTPase-Aktivitat. Diese ist auf eine interne GTPase-
aktivierende (GAP) Funktion zurtckzufuhren, die spezifisch fir die ARF-Doméne von
ARDL1 ist. Die GAP-Aktivitat ist in der Region der B-Boxen und der coiled-coil-
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Domane lokalisiert [Vitale et al., 1997a; Vitale et al., 1998a]. Die 15 Aminosauren
unmittelbar vor der ARF-Doméne agieren als GDP-Dissoziationsinhibitor (GDI)
[Vitale et al., 1997b]. Uberexprimiertes und endogenes ARD1 assoziieren mit dem
Golgi-Apparat und Lysosomen. In COS-7 Zellen tiberexprimiertes eGFP-ARD1 zeigt
zunachst eine Assoziation mit dem Golgi-Kompartiment und nachfolgend lysosomale
Lokalisation. Fur die Golgi-Lokalisation sind dabei Sequenzen in der ARF-Domane
ausschlaggebend, fur die lysosomale Lokalisation Sequenzen in der GAP-Domane
[Vitale et al., 1998b; Vitale et al., 2000a].

ARD1 wird embryonal schwach ubiquitar exprimiert. In der adulten Maus liegt die
starkste Expression in Herz, Gehirn und Testis und eine schwachere Expression in
anderen Geweben vor [Reymond et al., 2001].

Cytohesin-1 katalysiert in vitro den GDP/GTP-Austausch an ARD1, wohingegen
Cytohesin-2 keine GEF-Aktivitdit an ARD1 zeigt und auch nicht an ARD1 bindet
[Vitale et al., 2000b]. Demnach kdénnte ARD1 eine Funktion als Cytohesin-1-Effektor
besitzen.

Das Cytohesin-interagierende Protein CYTIP (Cytohesin-interacting protein, auch als
Cybr: Cytohesin binder and regulator oder Casp: Cytohesin-associated scaffolding
protein bekannt) wird auschlie3lich in hamatopoetischen Zellen exprimiert [Tang et
al., 2002; Boehm et al., 2003]. Die CYTIP-Expression wird in humanen PBL durch die
Zytokine IL-2 und IL-12 sowie in dendritischen Zellen wahrend der Reifung induziert.
Das Protein setzt sich aus einer 73 Aminosauren langen N-terminalen PDZ- (PSD-
95, Discs large, ZO-1) Doméne, einer Leucin-Zipper-Doméne von 53 Aminosauren
und einer 152 Aminosauren langen C-terminalen Doméne unbekannter Funktion
zusammen. Die PDZ-Domane ist eine strukturell konservierte Protein-
Interaktionsdomane. PDZ-Domanen vermitteln haufig die Bindung an ein C-
terminales PDZ-Bindemotiv, das aus drei Aminosauren gebildet wird. Der Leucin-
Zipper ist eine besondere Form einer coiled-coil-Domane. CYTIP interagiert mittels
seiner Leucin-Zipper-Domane mit der coiled-coil-Domane von Cytohesin-1, -2 und -3
[Mansour et al., 2002]. Eine Interaktion mit Cytohesin-4 wurde bislang nicht gezeigt.
CYTIP ist ein negativer Regulator der LFA-1-vermittelten Adhasion. Die
Uberexpression von CYTIP in Jurkat Zellen resultiert in einer Inhibition der LFA-1-
vermittelten Adhé&sion an ICAM-1, wobei diese Funktion von der PDZ- und der
Leucin-Zipper-Domane abhangt. Der siRNA-vermittelte ,knock-down® der CYTIP-
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Expression fuhrt zu einer verstarkten Adhasion reifer dendritischer Zellen an
Fibronektin sowie an immobilisierte T-Zellen [Hofer et al., 2005].

CYTIP besitzt ein homologes Protein, das als GRASP (GRP1-associated scaffolding
protein) bekannt ist. GRASP wird hauptsachlich in neuronalen Zellen exprimiert und
interagiert mit Cytohesin-2 und -3 [Nevrivy et al., 2000]. CYTIP und GRASP besitzen
eine gemeinsame Domanenstruktur, wobei GRASP mit 395 Aminosauren Lange um
36 Aminosauren langer ist als CYTIP. GRASP enthélt im N-terminalen Bereich einen
zusatzlichen Alanin- und Prolin-reichen Sequenzabschnitt von 26 Aminoséauren.
Uberdies beinhaltet GRASP im N-terminalen Bereich ein typisches ITAM-Motiv, das
bislang fast auschlie3lich in Proteinen hamatopoetischer Zellen gefunden wurde. Das
ITAM-Motiv lasst eine Funktion des Proteins in hamatopoetischen Zellen vermuten.
Abbildung 1.9 zeigt eine schematische Darstellung der Domanenstruktur der
homologen Proteine CYTIP und GRASP.

I75 14i|3 1|55 20|7 I208 35|9
N——— PDZ - Lz - —C
ITAM
N IA/PII PDZ I LZ 1 | C
19 44 56 68 99 172179 221 222 395

Abb. 1.9 Doménenstruktur der homologen Proteine CYTIP und GRASP

CYTIP und GRASP besitzen eine PDZ-Domane, eine Leucin-Zipper-Doméane (LZ) sowie eine grof3e
C-terminale Doméane unbekannter Funktion. GRASP beinhaltet im N-terminalen Bereich einen
zusatzlichen Alanin- und Prolin-reichen Sequenzabschnitt (A/P) sowie ein typisches ITAM-Motiv, das
in CYTIP nicht konserviert ist.
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Zielsetzung

Das Integrin LFA-1 spielt eine wichtige Rolle bei der Adhasion und Migration der
Leukozyten. Seine adhasiven Eigenschaften unterliegen der dynamischen
Regulation durch intrazellulare Faktoren. Cytohesin-1 ist ein Interaktionspartner und
positiver Regulator von LFA-1. Die Mechanismen, durch die Cytohesin-1 die LFA-1-
vermittelte Adhasion beeinflusst, sind jedoch unvollstandig aufgeklart.

Die beiden homologen Proteine CYTIP und GRASP interagieren mittels einer Leucin-
Zipper-Doméane mit Mitgliedern der Cytohesin-Familie. Die in beiden Proteinen
vorliegende PDZ-Domaéne lasst eine Funktion der Homologen als Gerist-Proteine
vermuten. Die Untersuchung der Funktion dieser beiden Cytohesin-Interaktions-
partner ist ein Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit.

GRASP beinhaltet ein in nur wenigen Proteinen gefundenes Phosphorylierungs-
Motiv, das als ITAM (immunoreceptor tyrosine-based activation motif) bezeichnet
wird. Dieses Motiv ist in dem homologen Protein CYTIP nicht konserviert. ITAMs sind
essentielle Signalmodule in der Lymphozytenaktivierung. In dieser Arbeit wurde
daher untersucht, ob GRASP eine Funktion in T-Zell-Rezeptor-vermittelten
Signalwegen besitzt.

CYTIP wird ausschlieBlich in hamatopoetischen Zellen exprimiert und seine
Expression wird in Lymphozyten durch Zytokine verstarkt. Die Uberexpression von
CYTIP resultiert in einer Inhibition der LFA-1-vermittelten Adhasion. Bereits in
vorangegangenen Arbeiten wurde eine Signal-induzierte Modifikation des Proteins
beobachtet, deren Beschaffenheit, Induktion und Funktion in dieser Arbeit ndher
analysiert werden sollte.

Um die Funktion von Cytohesin-1 bei der Regulation von LFA-1 eingehender zu
untersuchen, sollte im Rahmen dieser Arbeit ein sSiRNA-vermittelter ,knock-down* der
Cytohesin-1 Expression in priméren humanen Lymphozyten etabliert werden. Die
Guaninnukleotid-Austauschfaktor- (GEF-) Aktivitdt von Cytohesin-1 an GTPasen der
ARF Familie scheint fur die LFA-1 Regulation relevant zu sein. Mit Hilfe eines
spezifischen Inhibitors, sollte der Einfluss des Cytohesin GEF-Funktion auf die

Aktivierung von LFA-1 sowie auf die LFA-1-vermittelte Adhasion ermittelt werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Gerate

Agarosegeldokumentation
Agarosegel-Elektrophoresekammer
Autoklav

Blot-Apparatur

Drehrad
Durchflusszytometer

Elektrophoresekammer (SDS-PAGE)
Elektroporationsapparatur

Elektrowaage
Entwicklermaschine

Feinwaage

Fluoreszenz- und Absorptionsmessgerat
Heizblock

Konfokales Laser-Scanning-Mikroskop
Lichtmikroskop

Luminometer

Magnetruhrer

Neubauer Zahlkammer
PCR-Maschine

pH-Meter

Pipetten

Pipettierhilfe

Photometer
Schuttelgerat

Spannungsgerat
Stabsonificator

Sterilbank fur Zellkulturarbeiten

Gel Max, INTAS (Géttingen)
Polymehr (Paderborn)

Model 135T, H+P (Oberschleilheim)
Mini Trans-Blot Cell, Biorad
(Miunchen)

Neolab Rotator, Neolab (Heidelberg)
Epics XL, Beckman Coulter
(Minchen)

Mini Trans-Blot Cell, Biorad
(Minchen)

- GenePulser Xcell, Biorad (Munchen)
- Nucleofector, Amaxa (Kdln)
College, Mettler Toledo (Giel3en)
Optimax Typ TR, MS Laborgerate
(Wiesbach)

AG 285, Mettler Toledo (Giel3en)
Synergy HT, MWG (Ebersberg)
Thermomixer compact, Eppendorf
(Hamburg)

FV-1000, Olympus (Hamburg)
DMIL, Leica (Wetzlar)

Micro Lumat Plus LB 96V, Berthold
Technologies (Bad Wildbad)

ARE, VELP scientifica (Usmate,
Italien)

Marienfeld (Lauda-Konigshofen)
Mycycler, Biorad (Minchen)
MP220, Mettler Toledo (Greifensee,
Schweiz)

P2, P10, P20, P100, P200, P1000,
Gilson (Middleton, WI, USA)
Pipetus-Akku, Hirschmann
Laborgerate (Eberstadt)
Biophotometer, Eppendorf (Hamburg)
VKS-75 control, Edmund Bihler,
Johanna Otto GmbH (Hechingen)
Elite300PIlus, Schutt Labortechnik
(Gottingen)

UW/HD 2070, Bandelin Elektronik
(Berlin)

Euroflow, Thermolife (Woerden,
Niederlande)
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Ultrafiltrations-Zelle

Vortex
Vacuum-Zentrifuge

Wasserbad
Wippe

Zellkulturinkubator
Zentrifugen

Zentrifugen-Rotoren
Avanti J-20XP

Optima LE-80K Ultrazentrifuge

2.1.2 Verbrauchsmaterialien

Deckglaschen, @ 15 mm
Elektroporationskivetten (4 mm)
FACS-ROhrchen

Fett-Stift

Filterpapier
Luminometerplatten, 96-Loch

Mikrotiterplatten, 96-Loch
Nitrozellulosemembran

Objekttrager, 76 x 26 mm
PCR-Reaktionsgefalie

Poly-L-Lysin Objekttrager
ReaktionsgefalRe 0,5/1,5/2,0 ml
Rontgenfilm

Spritzen und Kantlen
Sterilfilter 0,2 um/0,45 pum
Transwell Boyden-Kammer (@ 5 um)
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Stirred Ultrafiltration Cell, Millipore

(Schwalbach)

Zx3, VELP scientifica (Usmate, Italien)

Concentrator 5301, Eppendorf

(Hamburg)

Typ 1004, GFL (Burgwedel)

Rocky, Frébel Labortechnik GmbH

(Lindau)

Model 381, ThermoForma (Karlsruhe)

- Multifuge 4KR, Heraeus instrument
GmbH (Munchen)

- Biofuge pico, Heraeus instrument
GmbH (Munchen)

- Biofuge fresco, Heraeus instrument
GmbH (Munchen)

- Avanti J-20XP,
Beckman Coulter (Minchen)

- Optima LE-80K Ultrazentrifuge,
Beckman Coulter (Minchen)

- JLA-8.1000
- JA-14
-JS-5.3

- NVT 100

Roth (Karlsruhe)

Biozym (Wien, Osterreich)

BD Falcon (Heidelberg)

Super PAP Pen, Daido Sangyo
(Tokyo, Japan)

Whatman Nr. 4, Schleicher & Schuell
(Dassel)

Lumitrac 200, Greiner
(Frickenhausen)

Nunc (Roskilde, Danemark)
PROTRAN, Schleicher & Schuell
(Dassel)

Roth (Karlsruhe)

200 ul Thin Wall Tubes, Biorad
(Miinchen)

Sigma (Taufkirchen)

Starlab (Helsinki, Finnland)
Hyperfilm™ MP, Amersham
Biosciences (Buckinghamshire, UK)
Braun Melsungen AG (Melsungen)
Schleicher & Schuell (Dassel)
Costar, Corning Inc.

(New York, NY, USA)
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Ultrazentrifugationsréhrchen
UV-Klvetten

Verbandmull
Zellkulturplastik

Zellschaber

2.1.3 Chemikalien und Biochemikalien

Acrylamid/Bisacrylamid (29:1), 30%
Agarose

Agarose (LMP-Agarose)
Ammoniumacetat
Ammoniumsulfat
Ammoniumperoxodisulfat (APS)
Ampicillin

Aprotinin

ATP

Bisbenzimid H33342
Fluorochrom-Trihydrochlorid
Bromphenolblau

n-Butanol

Calciumchlorid

Casiumchlorid

Chloroform

Chloroquin

CXCL12, human (rekombinant)
Cytochalasin D

DABCO

Diacylglycerol (DAG)
Dimethylsulfoxid (DMSO)
DNA-Auftragspuffer 6x Loading Dye
dNTP-Mix

Dithiothreitol (DTT)

Essigsaure

Ethanol (EtOH)

Ethidiumbromid (EtBr)
Ethylendiamintetraacetat (EDTA)
Ethylenglycol-bis [3-aminoethylether]
-N,N,N",N"-tetraacetat (EGTA)
Ficoll (human)

Gelmount

Gentamicinsulfat

Glucose

Glycerin

2-Glycerolphosphat

Glycin

Glykogen

G066850

G06976

HEPES

Beckman (Minchen)

Eppendorf (Hamburg)

Hartmann (Heidenheim)

Greiner Bio-one (Frickenhausen)
Sarstedt (NUmbrecht)

Roth (Karlsruhe)

Invitrogen (Karlsruhe)

NuSieve™, Biozym (Wien, Osterreich)
Roth (Karlsruhe)

Merck (Darmstadt)

Roth (Karlsruhe)

Roth (Karlsruhe)

Sigma (Taufkirchen)

MBI Fermentas (St. Leon-Rot)

Calbiochem (Bad Soden)
Roth (Karlsruhe)

Roth (Karlsruhe)

Roth (Karlsruhe)

Roth (Karlsruhe)

Roth (Karlsruhe)

Sigma (Taufkirchen)

R&D Systems (Wiesbaden)
Sigma (Taufkirchen)
Sigma-Aldrich (Steinheim)
Sigma (Taufkirchen)

Roth (Karlsruhe)

MBI Fermentas (St. Leon-Rot)
MBI Fermentas (St. Leon-Rot)
Merck (Darmstadt)

Roth (Darmstadt)

Roth (Karlsruhe)

Roth (Karlsruhe)

Roth (Karlsruhe)

Roth (Karlsruhe)

Pan Biotech GmbH (Aidenbach)
Biotrend (KoIn)

Gibco (Eggenstein)

Roth (Karlsruhe)

Roth (Karlsruhe)

Sigma (Taufkirchen)
Roth (Karlsruhe)

Roche (Mannheim)
Calbiochem (Bad Soden)
Calbiochem (Bad Soden)
Roth (Karlsruhe)
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Igepal CA 630
lonomycin
Kaliumacetat
Kaliumchlorid

Sigma (Taufkirchen)
Sigma (Taufkirchen)
Roth (Karlsruhe)
Roth (Karlsruhe)

Kanamycin Roth (Karlsruhe)
Lactacystin Sigma (Taufkirchen)
LB-Agar Gibco (Eggenstein)
LB-Medium Gibco (Eggenstein)
Leupeptin Sigma (Taufkirchen)
Lithiumchlorid Roth (Karlsruhe)
Magnesiumacetat Sigma (Taufkirchen)

Magnesiumchlorid
Manganchlorid
2-Mercaptoethanol
Methanol

MG132
Milchpulver
Natriumchlorid

Natriumdodecylsulfat (SDS)

Natriumhydroxid

Natriumorthovanadat (Na,VO.)

Roth (Karlsruhe)
Roth (Karlsruhe)
Merck (Darmstadt)
Roth (Karlsruhe)
Sigma (Taufkirchen)
Roth (Karlsruhe)
Roth (Karlsruhe)
Roth (Karlsruhe)
Roth (Karlsruhe)
Sigma (Taufkirchen)

Nocodazol Sigma (Taufkirchen)
Novartis-299136 Prof. G. Baier (Innsbruck, Osterreich)
Paraformaldehyd Merck (Darmstadt)
Phenol Roth (Karlsruhe)
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) Sigma (Taufkirchen)
12-O-Tetradecanoylphorbol-13-acetat (PMA) Sigma (Taufkirchen)
Phorbol-12,13-dibutyrat (PDBu) Sigma (Taufkirchen)
Phosphatase-Inhibitor-Cocktalil Sigma (Taufkirchen)
Phosphatidylserin (PS) Sigma (Taufkirchen)
2-Propanol Roth (Karlsruhe)
Protein A Sepharose™ 6MB Amersham Biosciences
(Buckinghamshire, UK)
Protein G Sepharose™, 4 fast flow Amersham Biosciences
(Buckinghamshire, UK)
Rinderserumalbumin (BSA) Roth (Karlsruhe)
Rottlerin Sigma (Taufkirchen)
Salzsaure (37%) Roth (Karlsruhe)
Secin H3 Prof. Dr. M. Famulok (Bonn)
N,N,N",N"-Tetramethylethylendiamin (TEMED)Sigma (Taufkirchen)
Tetracyclin Roche (Mannheim)
Tris-[hydroxymethyl]-aminomethan Roth (Karlsruhe)
Triton X-100 Roth (Karlsruhe)
Trypsin/EDTA-LGsung Gibco (Eggenstein)
Tween-20 Roth (Karlsruhe)

Hier nicht aufgefihrte Chemikalien wurden von den Firmen Sigma (Taufkirchen)

oder Roth (Karlsruhe) bezogen.
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2.1.4 Zellkultur-Puffer, -Medien und -Seren

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) Gibco (Eggenstein)
Fotales Kéalberserum (FCS) Gibco (Eggenstein)
Hank’s balanced salt solution (HBSS) Gibco (Eggenstein)
Phosphate buffered saline (PBS) Gibco (Eggenstein)

RPMI 1640
VLE-RPMI 1640

2.1.5 Kommerzielle Reaktionssysteme

BCA™ Reagenzldsungen
HRP-Detektionssystem

Human T Cell Nucleofector™ Kit

Lipofectamin 2000™
Luziferase-Substrat

2.1.6 Enzyme

Alkalische Phosphatase (CIAP)
Proteinkinase C delta (PKCJ?)
Restriktionsendonukleasen

RNase A
T4-DNA-Ligase
Vent™ DNA-Polymerase

Gibco (Eggenstein)
Biochrom AG (Berlin)

Pierce, Perbio Science (Bonn)
Amersham Biosciences
(Buckinghamshire, UK)
Amaxa (Ko6ln)

Invitrogen (Karlsruhe)
Promega (Mannheim)

Roche (Mannheim)

Sigma (Taufkirchen)

MBI Fermentas (St. Leon-Rot);

New England Biolabs (Schwalbach);
Roche (Mannheim)

Sigma (Taufkirchen)

MBI Fermentas (St. Leon-Rot)

New England Biolabs (Schwalbach)

2.1.7 Antikorper

2.1.7.1 Primare Antikorper

Antikorper Verdinnung Quelle
Ratte-anti-CYTIP (2F9) 1:20 (WB) E. Kremmer
Hybridoma-Uberstand 1:2,5 (IP) (GSF, Munchen)
Ratte-anti-Cyh-1 (7H2) 1:20 (WB) E. Kremmer
Hybridoma-Uberstand 1:2,5 (IP) (GSF, Miinchen)
Ratte-anti-Cyh-3 (8B4) E. Kremmer

: y 1:20 (WB)
Hybridoma-Uberstand (GSF, Munchen)
Maus-anti-CD3e (OKT3) 2 ug/ml (Stim.)/ LGC Promochem, ATCC
gereinigt/Hybridoma-Uberstand | 1:20 (Stim.) (Wesel)
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Maus-anti-CD11a (MHM24)

10 pg/ml (IF)

Dako (Hamburg)

Maus-anti-CD18 (MHM23)

10 pg/ml (IF)

Dako (Hamburg)

Maus-anti-CD18 (MEM48)

5 pg/ml (Stim.)

V. Horejsi (Prag, Tschechien)

Maus-anti-CD18 (KIM185)

700 ng/1 x 10°
Zellen (Stim.)

M. Robinson
(Celltech, Berkshire, UK)

Maus-anti-CD18 (327C)

10 pg/ml (IF)

R. Alon (Rehovot, Israel)

Maus-anti-CD28 (CD28.2)

2 ug/ml (Stim.)

BD Biosciences Pharmingen
(San Diego, CA, USA)

Maus-anti-CD45RA

2 ug/ml (Stim.)

BD Biosciences Pharmingen
(San Diego, CA, USA)

Maus-anti-eGFP (B2)

1:1500 (WB)

Santa Cruz (Heidelberg)

Maus-anti-Flag (M5)

1:1000 (WB)

Sigma (Taufkirchen)

Maus-anti-Phospho-Tyrosin
(4G10)

1:10.000 (WB)

Upstate Biotechnology Inc.,

Biomol (Hamburg)

Kaninchen-anti-CD4

2 ug/ml (Stim.)

Santa Cruz Biotechnology
(Heidelberg)

Kaninchen-anti-Aktin 1:500 (WB) Sigma (Taufkirchen)
Kaninchen-anti-Flag 4 ng/ml (IP) Sigma (Taufkirchen)
Kaninchen-anti-Ubiquitin 1:1000 (WB) Sigma (Taufkirchen)
2.1.7.2 Sekundare Antikorper
Antikorper Verdliinnung Quelle
Ziege-anti-Human-1gG 1:2000 (WB) | Dianova (Hamburg)
HRP-Esel-anti-Ratte-1gG 1:5000 (WB) | Dianova (Hamburg)
o Santa Cruz Biotechnology
HRP-Esel-anti-Ziege-1gG 1:5000 (WB) _
(Heidelberg)
_ _ _ Rockland (Gilbertsuville,
HRP-Ziege-anti-Kaninchen-1gG 1:5000 (WB)
PA, USA)
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HRP-Ziege-anti-Maus-1gG 1:5000 (WB) | Dianova (Hamburg)
® . _ Molecular Probes, Invitrogen
Alexa Fluor™ 488-Ziege-anti-Maus-IgG; | 1:200 (IF)
(Karlsruhe)
FITC-Ziege-anti-human-IgG 1:200 (IF) Dianova (Hamburg)
FITC-Schaf-anti-Maus-1gG 1:200 (IF) Dianova (Hamburg)
TRITC-Ziege-anti-human-lgG 1:200 (IF) Dianova (Hamburg)

2.1.8 DNA- und Protein-Langenstandard

DNA-Langenstandard

Fragmentgréle

ELL N B T s
J— 2z

10k k

5142
= ]

—_— N
— 23530

— 207
1004

— 105G
— 7S

— o
—_ 23

—_ 554

1kb

1m0 — 125

1%iges Agarosegel von 8 cm Lange
0.Epg'Spur aufgetragen
1% TAE, 17fcm

226+

314§
4373
42685

Fa30%

2027
1904

1554
1375

947
g3

364

A -DNA/EcoRI + Hindlll Marker 3
MBI Fermentas (St. Leon-Rot)

100 pl A-DNA/EcoRI + Hindlll (500 ng/ul)

166,7 ul 6x DNA-Auftragspuffer
ad 1 ml H>O bidest.
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Protein-Langenstandard

Wess 250kD Precision Plus Protein™ Standards,
wese 150 All blue
Biorad (Minchen)
s 100
- 75
- 50
—— 37
e 25
A 15
2.1.9 Plasmide
Bezeichnung | Resistenz Referenz GenBank Accession #
| BD Biosciences Clontech
PEGFP-N1 | Kanamycin o U55762
(Mountain View, CA, USA)
. diese Arbeitsgruppe,
pRK5 Ampicillin _ o -
nicht publiziert.
pIL-2 GL2 . .
Ampicillin | [Zeitimann et al., 1998] -
(IL-2-Luc)
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2.1.10 Proteinfusionsanteile

Bezeichnung Aufbau Verwendung Referenz
Préazipitation an Protein A-
CH2- und CH3-Doménen . [Kolanus
Ig Separose und Detektion
der humanen IgG;-cDNA et al., 1996]
(WB und IF)
modifizierte cDNA _
. [Chalfie et
eGFP des GFP aus Detektion (IF und WB)
o al., 1994]
Aequoria victoria
FLAG Immunpréazipitation und [Hopp et al.,
MDYKDDDDK Detektion (WB) 1988]
2.1.11 Oligonukleotide
Bezeichnung Sequenz Verwendung

Ig-for-Seq 5 -ACACGC AGAAGAGCCTC-3 Sequenzierung
Ig-rev-Seq 5 - GAA GAG GAAGACTGACGG -3 Sequenzierung
N1-rev-Seq 5'-ATG TGG TAT GGC TGATTATGATC - 3' Sequenzierung

pRK5-rev-Seq

5'-GTAACCATT ATAAGC TGC - &

Sequenzierung

5" - GCC GCG ACG CGT GCC ACCATG TCT

CYTIP-for-Mlu PCR
TTACAAAGG CTCCTG -3
CYTIP204- 5 -GCG GGC ACG CGT GCC ACC ATG CAT PCR
for-Mlu GGT GAT GCAGCT AATTGC CCC -3
5 - GCC GCT GCG GCC GCT CAA AAG CGA
CYTIP-rev-Not PCR
CTTTCTTCCTC-3
CYTIP-w/o- 5 - GCG CGC GCG GCC GCC AAA GCG ACT PCR
stop-rev-Not TTCTTCCTCTTC-3
CYTIP-SCIuA- |5 - GCC GCC GAG GCC GCC TGT AAG GCC
Mutagenese
for TGG CTG AGC TCCATGACG -3
CYTIP-SCIuA- |5 -GGC CTT ACA GGC GGC CTC GGC GGC
Mutagenese

rev

TAATCG ATT CCG GTC CAC -3
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CYTIP-SS241/ |5 -TCG ATT AGC CGC CGA GAG CAG CTG
Mutagenese
242AA-for TAAGAGC-3
CYTIP-SS241/ |5 -CTGCTCTCG GCG GCT AATCGATTC
Mutagenese
242AA-rev CGG TCCAC-3
5 - GCG CGC ACG CGT GCC ACC ATG ACC
Grasp-for-Mlu PCR
CTC CGC CGACTC AGG AAGCTG -3
5 - GCG CGC GCG GCC GCC TAC AGC TGG
Grasp-rev-Not PCR
CTCTCCTCCTCCTCCAGG -3
Grasp-w/o- 5 - GCG CGC GCG GCC GCC CAG CTG GCT PCR
stop-rev-Not CTCCTCCTCCTCCAGGGAG-3
GraspY55F-for- | 5" - GAG GAG CTC TTC GCA GCA CTG GAG
Mutagenese
Sac GAC TAT CAC -3
GraspY55F- 5 - CAG TGC TGC GAA GAG CTC CTC CCC
Mutagenese
rev-Sac GGG GGC TCC -3
5 -GCC GAG CTGTTC CGC GCG CTC GCC
GraspY67F-for Mutagenese
GTGTCC GGG -3
5" - GAG CGC GCG GAA CAG CTC GGC AGG
GraspY67F-rev Mutagenese
GTG ATAGTC -3

Die Synthese der Oligodesoxyribonukleotide erfolgte bei der Arbeitsgruppe Dr.
Georg Arnold (Genzentrum, Minchen) oder bei der Firma MWG (Ebersberg).

2.1.12 SiRNAs

SiRNAs sind kurze doppelstrangige RNA-Molekile mit einer Duplex von 19
Nukleotiden und zwei Nukleotiden Uberhang an den 5-Enden, wobei die Uberhange
aus Desoxynukleotiden bestehen. In eukaryotischen Zellen bewirken siRNAs die
spezifische Degradation einer mRNA, die zu einem Strang der siRNA komplementar
ist. Dieser evolutiondr konservierte Mechanismus wird als RNA-Interferenz
bezeichnet und wird durch den sogenannten RISC-Enzymkomplex katalysiert. Die
folgenden siRNAs wurden fir den spezifischen ,knock-down* der Expression der
bezeichneten Zielgene verwendet. Die Sequenz des ,sense“- und ,antisense“-
Stanges der siRNA lasst sich nach folgendem Schema aus der Zielsequenz der

cDNA ableiten, wobei [N] fur eine Nukleotid, [dN] fur ein Desoxynukleotid und [N’]
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bzw. [dN’] fur das zu N bzw. dN komplementéare Ribonukleotid bzw. Desoxynukleotid
steht:

.Sense” Strang: 5 -NigdNdN -3

cDNA-Sequenz: 5 - dN dN dN;g dN dN - 3’

.-antisense” Strang 3 -dN'dN’ N'ig-5

Zielgen Bezeichnung Zielsequenz der cDNA

Luciferase Luciferase * 5 -AACTTACGCTGAGTACTTCGATT -3

Renilla GFP Renilla * 5 - AAAAA CAT GCAGAAAATGCTGTT -3

Cytohesin-1 754 F 5-AATGACCT CACTCACACTTITCTT-3

CYTIP 474 % 5'-AACGATAG AGACTCTTAATGGAA-3

ARDL TRIM23-1 T 5 -CAAGT GTATAGCCGTAGTCTATT -3
TRIM23-2 T 5-CAGGT GTAGTTTGT GTG CATATT -3

Die Synthese der mit ,1* gekennzeichneten sSiRNAs erfolgte durch die Firma
Dharmacon (Lafayette, CO, USA). Mit ,1* gekennzeichnete sSiRNAs wurden von der
Firma Qiagen (Hilden) synthetisiert. Doppelstréangig gelieferte siRNAs der Firma
Qiagen wurden mit 1x siRNA-Puffer des Herstellers zu einer Konzentration von 20
uM gelost. Einzelstréangige siRNAs der Firma Dharmacon wurden mit RNase-freiem
H,O bidest. zu einer Konzentration von 100 uM geldst. Daraus wurde mit 5 x SiRNA-
Puffer ein Ansatz mit je 20 uM beider Einzelstrange hergestellt. Die 20 uM Anséatze
wurden 1 min bei 90°C erhitzt und zur Hybridisierung der komplementéren Strange
30 min bei 37°C inkubiert.

5 x siRNA-Puffer

Kaliumacetat 500 mM
HEPES, pH 7,4 150 mM

Magnesiumacetat | 10 mM
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2.1.13 Bakterienstamme

E. coli-Stamm

Genotyp

Referenz

endAl, hsdR17(rymy), SUpE44, thil,

DH5a [Hanahan, 1983]
recAl, gyrA, (Nal'), relAl
araD139, A(ara-leu)7696, galE15,
[Casadaban und
MC1061 galK16, A(lac)x7a, rpsL(Str"), hsdR2(my

my’), mcrA, mcrB

Cohen, 1980]

2.1.14 Saugetier-Zellinien

Bezeichnung

Zelltyp

Referenz

fibroblasten&ahnliche Affennierenzellen

COS-7 (African green monkey) mit integriertem, [Gluzman, 1981]
replikationsdefektem SV40-Genom

EREB 2.5 humane lymphoblastoide B-Zell-Linie [Kempkes et al., 1995]

LCL-721 humane lymphoblastoide B-Zell-Linie [Reitnauer et al., 1985]
humane T-Zell-Linie eines Patienten _

Jurkat E6.1 . _ [Weiss et al., 1984]
mit akuter Leukamie
SV-40 T-Antigen exprimierendes [Clipstone und

T-Ag Jurkat

Jurkat-Derivat

Crabtree, 1992]
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2.2 Methoden

2.2.1 Kultivierung und Stammhaltung der verwendeten E. coli Stamme

2.2.1.1 Kultivierung von E. coli

Die Anzucht von E. coli erfolgte in LB-Flissigmedium bzw auf LB-Agar. Die
verwendeten Medien wurden bei 121°C autoklaviert und nach Abkuhlen mit dem
entsprechenden Antibiotikum in Form einer sterilfiltrierten L6sung versetzt. Zur
Selektion Ampicillin- bzw. Kanamycin-resistenter Klone werden dem Medium 100
ug/ml Ampicillin bzw. 30 ug/ml Kanamycin zugefiigt. Die Anzucht der Bakterien auf
LB-Agar erfolgte tber Nacht in 10 cm Petrischalen bei 37°C. Flissigkulturen wurden

in Reagenzglasern oder Erlenmeyerkolben bei 37°C mit 160 Upm geschiittelt.

2.2.1.2 Dauerkulturen von E. coli

Zur langerfristigen Lagerung von Bakterien-Stammen und Klonen mit rekombinanten
Plasmiden wurden Dauerkulturen angelegt. Dazu wird das Pellet einer 5 ml-
Flussigkultur in 500 pl LB-Medium mit entsprechendem Antibiotikum resuspendiert,
mit 500 ul Glycerin versetzt, gemischt und bei -80°C aufbewahrt. Um die
eingefrorenen Bakterien wieder in Kultur zu nehmen, werden sie mit einem sterilen

Zahnstocher auf LB-Agar mit dem jeweiligen Antibiotikum ausgestrichen.
2.2.2 Molekularbiologische Methoden

2.2.2.1 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR) ist eine Methode
zur exponentiellen Amplifikation eines DNA-Abschnittes zwischen zwei, an den
komplementaren Strangen hybridisierenden Oligodesoxynukleotiden. Sie wird héaufig
zur Isolierung spezifischer Sequenzen aus Genbanken sowie zur ortsgerichteten
Mutagenese angewendet. Bei der Reaktion folgen wiederholt Denaturierungs-,
Hybridisierungs- und Elongationsschritte aufeinander: Zunachst wird die Matrizen-
DNA bei einer Temperatur von 94°C reversibel denaturiert. Darauf folgt die
Hybridisierung der Oligodesoxynukleotide (Primer) bei einer Annealing-Temperatur,
die abhangig von Lange und GC-Gehalt der Primer zwischen 50 und 65°C liegt.
Anschlie3end erfolgt bei 72°C die Elongation der Primer an ihrem 3-OH Ende

komplementar zur Matrizen-DNA durch eine thermostabile DNA-Polymerase.
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Zusammensetzung eines Standard PCR-Ansatzes:

PCR-Ansatz

Matrizen-DNA 200 ng
dNTP-Mix (je 2,5 mM) 5 ul
10 x Thermopolymerase-Puffer 5 pl
forward-Primer (100 uM) 1 ul
reverse-Primer (100 uM) 1 ul
DMSO (optional) 2,5 ul
Vent™ DNA-Polymerase (2 U/ul) | 0,75 ul
H,O bidest. ad 50 pl
PCR-Programm

94°C 5 min

94°C 30 sec

50-65°C | 30 sec 20-25 Zyklen
72°C 1 min

72°C 10 min

4°C oo

Zur Kontrolle der PCR-Reaktion wird 1/10 des Ansatzes einer Agarosegel-

Elektrophorese unterzogen (siehe 2.2.2.6).

2.2.2.2 Mutagenese-PCR

Um in eine gegebene DNA-Sequenz spezifische Punktmutationen einzufihren, wird
die Methode der Mutagenese-PCR angewendet. Hierzu werden zunachst in
getrennten Ansétzen zwei Uberlappende PCR-Produkte hergestellt, die die
gewlnschte Mutation im Uberlappenden Bereich enthalten. Der Uberlappende
Bereich sollte dabei eine Lange von etwa 18-21 Nukleotiden haben. Um die beiden
mutierten Fragmente zu vereinigen, wird eine weitere PCR-Reaktion durchgefihrt,
die jeweils 1 ul der beiden ersten Ansétze als Template sowie die beiden
endstandigen Primer enthalt. Die beiden mutierten Fragmente konnen im

Uberlappungsbereich hybridisieren, so dass sie jeweils am 3'-Ende bis zum Ende
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des jeweils anderen Fragments komplettiert werden kénnen. Die komplettierten
Strange werden nun mittels der endstandigen Primer amplifiziert. So entsteht ein
punktmutiertes PCR-Produkt der gesamten Lange. Um nach der Klonierung des
Produktes die Mutation-enthaltenden Klone leichter identifizieren zu kénnen, kann

zusatzlich zur Mutation eine ,stumme* Schnittstelle eingefligt werden.

2.2.2.3 Reinigung und Fallung von PCR-Produkten

Zur Abtrennung der DNA-Polymerase von einem PCR-Produkt wird der Ansatz einer
Phenol/Chloroform-Extraktion unterworfen. Dazu wird der Ansatz mit H,O bidest. auf
ein Volumen von 400 ul aufgefillt, mit 300 ul Phenol/Chloroform (1:1) gut
durchmischt und 5 min bei 11.400 x g zentrifugiert. Anschliel3end wird die obere,
wassrige Phase entnommen und die enthaltene DNA durch Zugabe von 40 ul 4M
Lithiumchlorid, 1 ml eiskaltem 96% Ethanol gefallt. Durch Zugabe von 1 ul 10 mg/ml
Glykogen-Ldsung entsteht ein stabileres, sichtbares Pellet. Die DNA wird durch
Zentrifugation fur 12 min bei 11.400 x g und 4°C pelletiert, zweimal mit eiskaltem

70% Ethanol gewaschen, getrocknet und in 40 pl H,O bidest gelost.

2.2.2.4 Restriktionsverdau

Fir die Analyse und Klonierung von DNA werden Restriktionsverdaus
vorgenommen. Die enzymatische Spaltung der DNA erfolgt bei der fur die jeweiligen
Restriktionsenzyme optimalen Temperatur, wobei ein Verdau von Plasmid-DNA fir

mindestens 2 h, der Verdau eines PCR-Produktes tiber Nacht inkubiert wird.

Verdau PCR-Produkt Verdau von Plasmid-DNA

gereinigtes PCR-Produkt 40 ul Plasmid-DNA 3-5 ug
10 x Restriktionspuffer 5 ul 10 x Restriktionspuffer 5ul
Restriktionsenzyme jeluyl Restriktionsenzyme jelu
H,O bidest. ad 50 ul H,O bidest. ad 50 pl

2.2.2.5 5-Dephosphorylierung linearisierter Plasmid-DNA

Um bei Klonierungen die Haufigkeit von Vektor-Religationen ohne Insert zu

verringern, werden die 5-Phosphatgruppen des geschnittenen Vektors vor einer
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Ligation enzymatisch entfernt. Hierzu wird dem Restriktionsansatz 1 ul Alkalische

Phosphatase (1 U/ul) zugegeben und der Ansatz fiir 30 min bei 37°C inkubiert.

2.2.2.6 Analytische Agarosegelelektrophorese

Zur Kontrolle von PCR-Reaktionen sowie von Restriktionsverdaus wird DNA in 1-2%
Agarosegelen elektrophoretisch aufgetrennt. Zur Visualisierung der DNA im
Agarosegel wird diesem sowie dem Laufpuffer Ethidiumbromid zugesetzt, das in die
Doppelhelix interkaliert. Der Ethidiumbromid-DNA-Komplex kann durch UV-Licht von
250-310 nm Wellenlange zur Fluoreszenz angeregt werden. Durch den Vergleich mit
einem auf das Gel geladenen DNA-Langenstandard kann die GréRe der
aufgetrennten DNA-Fragmente abgeschatzt werden. Die zu analysierenden DNA-
Proben werden vor dem Laden auf das Agarosegel mit 6x Auftragspuffer versetzt.
Als Laufpuffer wird ein Tris-Acetat-EDTA-Puffer (TAE-Puffer) verwendet. Die
Elektrophorese erfolgt je nach Grof3e des Gels bei 70—-90V.

1 x TAE-Puffer 1% Agarosegel

Tris/HCIl pH 8,0 | 40 mM Agarose in 1 x TAE-Puffer | 1% (w/v)
Essigsaure 40 mM

EDTA 1mM

Ethidiumbromid | 200 pg/I

2.2.2.7 Praparative Agarosegelelektrophorese

Fur praparative Agarosegelelektrophoresen werden 1,2% niedrigschmelzende
NuSieve-Agarosegele verwendet. Hierauf werden 15 ul eines Restriktionsverdaus
geladen und die enthaltene DNA bei einer Spannung von 75 Volt elektrophoretisch
aufgetrennt. Die gewlnschten DNA-Fragmente werden anschlielend unter UV-Licht
aus dem Gel ausgeschnitten. Durch Erhitzen fir 5 min bei 65°C kdnnen die

Gelbléckchen geschmolzen und so direkt fir eine Ligation eingesetzt werden.

2.2.2.8 Ligation

Bei der Ligation werden lineare DNA-Fragmente durch Bildung einer Phospho-
diester-Bindung zwischen endstandigen 5-Phosphat- und 3’-Hydroxylgruppen
kovalent verbunden. Diese Reaktion wird durch die T4-DNA-Ligase katalysiert. Der

Ligations-Ansatz wird fur mindestens 4 h oder Uber Nacht inkubiert. Komplementare
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Uberhangende Enden werden bei Raumtemperatur ligiert, die Ligation glatter Enden
erfolgt bei 16°C. Zur Kontrolle von Vektor-Religationen dient ein Parallelansatz ohne
Insert-DNA.

Ligationsansatz Religationskontrolle

Vektor 1l Vektor 1l
Insert 3 ul Insert -
10 x T4-Ligasepuffer 5 pl 10 x T4-Ligasepuffer 5 pl
T4-DNA-Ligase 1l T4-DNA-Ligase 1l
H,O bidest. ad 50 pl H,O bidest. ad 50 pl

2.2.2.9 Transformation chemisch kompetenter E. coli

Bei -80°C eingefrorene, chemisch kompetente E. coli des Stamms MC1061 oder
DH5a werden auf Eis aufgetaut. 80 ul der Zellsuspension werden mit 7 ul eines
Ligationsansatzes oder zur Retransformation eines Plasmids mit 100 ng der Plasmid-
DNA vermischt. Das Gemisch wird fur 10 min auf Eis inkubiert. Nach einem 5-
mindtigen Hitzeschock bei 37°C wird der Transformationsansatz nochmals fur 2 min
auf Eis gestellt, mit 1 ml LB-Medium ohne Antibiotikum versetzt und 30 min bei 37°C
geschuttelt. Die Bakterien werden anschlieBend 2 min bei 11.400 x g pelletiert, in
100 ul LB-Medium resuspendiert und auf Agarplatten mit dem entsprechenden
Antibiotikum ausgestrichen. Die Platten werden Uber Nacht bei 37°C inkubiert.
Aufgrund des im Agar enthaltenen Antibiotikums konnen sich nur die Bakterien

vermehren, die das Plasmid mit dem jeweiligen Resistenzgen aufgenommen haben.

2.2.2.10 Plasmid-Minipraparation

Zur raschen lIsolierung von Plasmid-DNA aus E. coli werden Mini-Praparationen
durchgefuhrt. Dazu werden 4 ml LB-Medium mit entsprechendem Antibiotikum mit
einem E. coli Klon beimpft und Gber Nacht bei 37°C geschuttelt. Das Bakterienpellet
aus 3 ml der Ubernacht-Kultur wird in 200 pl Losung | resuspendiert. Die
Zellsuspension wird zur alkalischen Lyse der Bakterien mit 400 ul Losung Il versetzt
und vorsichtig gemischt. Nach Zugabe von 300 pl Losung Il und vorsichtigem
Mischen wird der Ansatz 10 min bei 11.400 x g zentrifugiert. Der Uberstand wird mit

300 pl Phenol/Chloroform (1:1) gut durchmischt und fur 5 min bei 11.400 x g bei RT
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zentrifugiert. Die obere, wassrige Phase, die die geldste Plasmid-DNA enthalt wird
abgenommen, zur Féallung der DNA mit 750 ul 2-Propanol versetzt und 10 min bei
4°C mit 11.400 x g zentrifugiert. Das Pellet wird zweimal mit 1 ml kaltem 70%
Ethanol gewaschen, getrocknet und in 80 ul H,O bidest. gelost. Zur Analyse der

gewonnenen DNA werden 10 pl fir einen Kontrollverdau eingesetzt.

Lésung | (pH 8,0) Lésung Il (pH 13,0) Ldsung Il (pH 5,0)
Tris/HCI, pH 8,0 | 25 mM NaOH | 0,2 M Kaliumacetat | 5 M
Glucose 50 mM SDS 1% (w/v) Essigsaure |2 M
EDTA 10 mM

2.2.2.11 Plasmid-Maxipraparation

Die Isolation von Plasmid-DNA im Milligramm-Mal3stab erfolgt durch Maxi-
Praparation. Dazu wird 1 | LB-Medium mit entsprechendem Antibiotikum mit 1 ml
einer Ubernacht-Kultur beimpft und 24 h bei 37°C geschiittelt. Die Bakterien werden
durch 20-minitige Zentrifugation bei 4°C und 4000 x g pelletiert, in 40 ml Losung |
resuspendiert und durch Zugabe von 80 ml Lésung Il lysiert. Nach Zugabe von 40 ml
Losung Il wird der Ansatz wiederum fir 20 min bei 4°C und 4000 x g zentrifugiert.
Der Uberstand wird mit 100 ml 2-Propanol versetzt und durch 10-miniitige
Zentrifugation bei 4°C mit 4000 x g wird die geféllte Plasmid-DNA pelletiert. Das
Pellet wird mit 25 ml 70% Ethanol gewaschen, getrocknet und in 4 ml Ldsung |
aufgenommen. Darin werden nun 5,5 g Casiumchlorid geldst, anschlieRend werden
100 ul 10% (v/v) Igepal und 500 pl 10 mg/ml Ethidiumbromid zugefligt. Nach einer 5-
mindtigen Zentrifugation mit 4000 x g bei RT wird der Uberstand in ein Quick-seal™
Ultrazentrifugen-Rohrchen tberfiihrt. Das Réhrchen wird zugeschweisst, zusammen
mit einem passenden Gegengewicht in den NVT100 Ultrazentrifugen-Rotor
eingesetzt und bei 25°C 3,5 h mit 80.000 Upm oder tber Nacht mit 55.000 Upm
zentrifugiert. Bei der Zentrifugation entsteht ein Casiumchlorid-Gradient in dem die
DNA entsprechend ihrer Dichte eine Bande bildet, die durch interkaliertes
Ethidiumbromid sichtbar ist. Mit Hilfe einer Kanule wird die DNA-Bande entnommen.
Durch mehrmaliges Ausschitteln mit wassergesattigtem Butanol wird interkaliertes
Ethidumbromid entfernt. AnschlieBend wird die DNA durch Zugabe von einem

Volumenéaquivalent 1 M Ammonium-Acetat und 2,5 Volumenaquivalenten Ethanol

42



Material und Methoden

gefallt und durch 5-minttige Zentrifugation bei 4000 x g pelletiert. Das Pellet wird

zweimal mit 70% Ethanol gewaschen, getrocknet und in 1 ml H,O bidest. geldst.

2.2.2.12 Photometrische Konzentrationsbestimmung von DNA

Die Konzentrationsbestimmung geldster DNA erfolgt durch Messung der Absorption
bei 260 nm, da DNA bei dieser Wellenlange ein Absorptionsmaximum besitzt. Die
Extinktion Ezeo einer 50 pg/ml DNA-L6sung ist 1,0. Die Reinheit einer DNA-LOsung
kann anhand des Eeo/Ezs0 Koeffizienten bestimmt werden, wobei reine DNA-
Losungen ein Ezgo/Ezgo Verhéltnis von 1,8 aufweisen. Ezgo/Ezgo Koeffizienten kleiner
1,8 werden durch Verunreinigungen mit Protein hervorgerufen, wogegen ein

Verhaltnis grof3er 1,8 Verunreinigungen mit RNA anzeigt.

2.2.2.13 DNA-Sequenzierung

Sequenzierungen wurden durch die Firma Agowa (Berlin) mit einem ABI 3730 xl
Sequencer und der Big dye-Chemie durchgefihrt.

2.2.3 Eukaryotische Zellkultur

2.2.3.1 Kultivierung adhéarenter Zellen

Adharente Zellen wurden in DMEM-Medium mit 10% (v/v) hitzeinaktiviertem FCS und
10 pg/ml Gentamicinsulfat in Zellkultur-Schalen im Inkubator bei 37°C, 5% CO, und
96% relativer Luftfeuchtigkeit kultiviert. Zur Vereinzelung werden die Zellen zweimal
mit PBS gewaschen und anschlie3end mit Trypsin/EDTA-L6sung (0,5 mg/ml Trypsin,
10 mM EDTA) bei 37°C inkubiert, bis sie sich vom Plastik ablosen. Die abgeltsten
Zellen werden einmal mit frischem Medium gewaschen und zur weiteren Kultivierung
1:3 bis 1:10 verdinnt, in neue Kulturschalen ausgesat. Die Zellen wurden hdchstens

10 mal passagiert.

2.2.3.2 Transfektion adharenter Zellen

Fur Transfektionen adharenter Zellen mit Plasmid-DNA wurde das Lipofectamin
2000™ Reagenz der Firma Invitrogen (Karlsruhe) nach den Angaben des Herstellers

verwendet.

2.2.3.3 Kultivierung von Suspensionszellen

Suspensionszellen wurden in RPMI 1640-Medium mit 10% (v/v) hitzeinaktiviertem

FCS und 10 pg/ml Gentamicinsulfat in Zellkultur-Flaschen im Inkubator bei 37°C, 5%
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CO; und 96% relativer Luftfeuchtigkeit kultiviert. Die Zellen wurden bis zu einem Titer
von maximal 1 x 10%ml kultiviert und jeden zweiten bis dritten Tag auf eine Dichte
von 2 x 10°/ml mit frischem Kulturmedium verdiinnt. Jede Charge wurde héchstens

40 mal passagiert.

2.2.3.4 Transfektion von Suspensionszellen

Die Transfektion von Suspensionszellen mit Plasmid-DNA oder siRNA erfolgte durch
Elektroporation. Zur Transfektion von Jurkat E6 Zellen werden 1 - 1,5 x 10’ Zellen in
400 pl RPMI 1640/50% FCS mit 25 pug Plasmid-DNA gemischt. Zur Transfektion von
Jurkat E6 Zellen mit siRNA werden 1 - 1,5 x 10 Zellen in 400 ul RPMI 1640 ohne
Serum aufgenommen und mit 2,5 - 10 ug siRNA gemischt. Die Zellen werden in 4
mm Elektroporationskiivetten gegeben und bei 240 Volt und 1500 uF elektroporiert.
Anschlieend werden die Zellen in 10 ml Kulturmedium uberfuhrt und bis zur

Verwendung bei 37°C inkubiert.

2.2.3.5 Dauerkulturen eukaryotischer Zellen

Zur langerfristigen Aufbewahrung der Zellen wurden Dauerkulturen angelegt. 2,5 x
107 Zellen einer Suspensionskultur werden dazu 5 min bei 1000 x g pelletiert und
anschlieBend in 1 ml RPMI-Medium ohne Zuséatze resuspendiert. Konfluente
adharente Zellen einer 15 cm Kulturschale werden trypsiniert, mit DMEM gewaschen
und in 1 ml DMEM resuspendiert. Die Zellsuspension wird in ein 2 ml Kryoréhrchen
Uberfuhrt, mit 1 ml 70% hitzeinaktiviertem FCS/30% DMSO gemischt und bei -80°C
eingefroren. Um die eingefrorenen Zellen wieder in Kultur zu nehmen wird die
Zellsuspension im Kryoréhrchen bei 37°C im Wasserbad aufgetaut, einmal mit 50 ml
vorgewarmtem Medium ohne Zusatze gewaschen, in 25 ml Kulturmedium

resuspendiert und in einem entsprechenden Zellkultur-Gefal ausgesat.

2.2.3.6 Praparation humaner Lymphozyten aus peripherem Blut (PBL)

Die Isolation der Lymphozyten aus peripherem Blut (PBL) erfolgte aus Vollblut oder
Leukozyten angereicherten ,buffy-coats® gesunder Spender. Durch Dichte-
gradienten-Zentrifugation auf Ficoll-Hypaque werden zundchst mononukleére Zellen
(PBMC) isoliert. AnschlieRend werden enthaltene Monozyten (ca. 40% der
mononukledren Zellen) durch Adhéasion an Plastik depletiert. Das folgende Protokoll
wurde mit leichten Modifikationen aus den Current protocols in Immunology

Ubernommen.
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Fur die Dichtegradienten-Zentrifugation werden 10 ml Ficoll (Dichte 1,077 g/l) in 50
ml-ZentrifugengefalRe vorgelegt. Das Ficoll wird nun langsam mit 40 ml buffy-coat-
Inhalt bzw. einer 1:1 Blut/PBS Mischung Uberschichtet. Es folgt eine 30-minltige
Zentrifugation mit 900 x g bei 18 — 20°C ohne Bremse, um eine Verwirbelung des
Gradienten zu verhindern. Erythrozyten und Granulozyten sammeln sich bei der
Zentrifugation am Boden des Rohrchens, da sie eine hohere Dichte als das Ficoll
besitzen. Mononukledre Zellen und Blutplattchen wandern nicht in die Ficoll-Phase
ein, da sie geringerer Dichte sind. Die mononuklearen Zellen bilden bei der
Zentrifugation eine sichtbare weisse Schicht auf der Ficoll-Phase aus (siehe
Abbildung).

(T

Dichtegradienten-

Blut/PBS (1:1) Zentrifugation Plasma,
bzw. > Blutplattchen
Buffy-coat Inhalt
PBMC

Ficoll-Hypaque

Ficoll-Hypaque
'/ Granulozyten,
Erythrozyten

Die PBMC-Schicht wird vorsichtig mit einer Pipette abgenommen und in ein neues
50 ml-Zentrifugengefald Uberfihrt. Um enthaltene Blutplattchen und Erythrozyten
abzutrennen, werden die Zellen 3 - 4 mal in einem Volumen von 50 ml mit PBS/1%
(w/v) BSA gewaschen. Die Zentrifugation der einzelnen Waschschritte erfolgt bei RT
fur 7 min mit 300 x g beim ersten, 200 x g beim zweiten und 150 x g beim dritten und
vierten Waschschritt. Danach sollte der Uberstand klar und das Zellpellet weiss
erscheinen. Die so erhaltenen PBMC werden in VLE-RPMI 1640/10% (v/v) FCS/10
ug/ml Gentamicinsulfat resuspendiert, gezahlt und im gleichen Medium auf eine
Dichte von 2 x 10%ml eingestellt. Je 50 ml der Zellsuspension werden in 175 cm?
Zellkulturflaschen uberfuhrt. Wahrend einer Inkubation fur 1 h bei 37°C adhérieren
die enthaltenen Monozyten auf dem Plastik. AnschlieRend werden nicht-adhéarente
Zellen (PBL) abgenommen, in eine neue Zellkulturflasche Gberfihrt und bis zur

Verwendung, maximal 3 Tage, bei 37°C inkubiert.
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2.2.3.7 Transfektion humaner PBL mit SiRNA

Fur die Transfektion humaner PBL mit siRNA wurde das Human T Cell
Nucleofector™ Kit der Firma Amaxa (KoIn) verwendet. Hierzu werden 2 x 10’ PBL
einmal mit PBS gewaschen, in 100 ul der Transfektionslésung resuspendiert, mit 10
ug SiRNA versetzt und in eine 2 mm-Kulvette Uberfihrt. Die Transfektion erfolgt im
Amaxa Nucleofector™ mit dem Programm U14. AnschlieRend werden die Zellen in 5

ml Kulturmedium tberfihrt und fir 72 bis 96 h inkubiert.

2.2.3.8 Zell-Stimulationen

Fur funktionale oder biochemische Analysen erfolgten Stimulationen bei 37°C in
HBSS oder Kulturmedium. Adhérente Zellen werden dazu einmal mit PBS
gewaschen und anschlie3end direkt in der Kulturschale stimuliert. Zur Stimulation
von Suspensionszellen wird die bendtigte Zellzahl 5 min bei 900 x g pelletiert, einmal
mit PBS gewaschen und die Zellen zu einem Titer von 2 x 10° — 1 x 10’/ml in HBSS
oder Kulturmedium resuspendiert. Bei der Verwendung von Inhibitoren oder Toxinen
werden die Zellen fur die jeweils angegebene Zeit bis zur Stimulation mit dem
Inhibitor bzw. Toxin vorinkubiert. Ein Ansatz mit dem jeweiligen Lésungsmittel dient
als Kontrolle. Folgende Inhibitoren, Toxine und Stimuli wurden in den angegebenen

Konzentrationen verwendet:

Inhibitor/Toxin Funktion Endkonzentration
Chloroquin inhibiert lysosomale Degradation 25 -100 uM
Cytochalasin D zerstort das Aktin-Zytoskelett 10 uM
G066850 inhibiert c- und NPKCs 0,5 uM
G066976 inhibiert cPKCs 0,5 uM
Lactacystin inhibiert proteasomale Degradation 10 uM
MG132 inhibiert proteasomale und lysosomale 50 1M
Degradation
Nocodazol zerstort Mikrotubuli 10 uM
Novartis-299136 inhibiert PKC 0,5 uM
Rottlerin inhibiert PKC & und PKC6 20 uM
Secin H3 inhibiert Cytohesin-GEF-Aktivitat 1-10uM
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Stimulus Funktion Endkonzentration
lonomycin erzeugt Calcium-Kanale 0,5 pg/mi
PMA aktiviert c- und nPKCs 50 ng/ml
PDBu aktiviert c- und nPKCs 10 ng/mi
Pervanadat aktiviert Tyrosinkinasen 1 mM
CXCL12 Chemokin 0,2 -1 pg/ml

Antikorper-vermittelte  Stimulationen erfolgten analog mit den unter 2.1.7.1
angegebenen Konzentrationen. Fur funktionale Analysen werden die Zellen direkt
nach der Stimulation verwendet, flr biochemische Analysen werden die Zellen nach
der Stimulation einmal mit eiskaltem PBS gewaschen und gegebenenfalls als Pellet
bis zur Lyse bei -20°C eingefroren.

2.2.4 Funktionale Analysen

2.2.4.1 Adhasionstest auf ICAM-1

Zur Analyse LFA-l-vermittelter Adhéasion werden Zelladhasionstests auf
immobilisiertem ICAM-1 in 96-Loch-Schalen durchgefiihrt.

Beschichtung mit ICAM-1

Die Beschichtung mit ICAM-1 erfolgt durch Adsorption eines anti-human-lgG
Antikdrpers an das Plastik der 96-Loch-Schale und anschlielende Bindung eines
ICAM-1-Fc Fusionsproteins durch den Antikérper. Durch diese Anordnung wird die
korrekte Orientierung des Fusionsproteins erreicht. Fir die Beschichtung wird
zunachst der Ziege-anti-human-1gG Antikérper mit 50 mM Tris/HCI, pH 9,5 auf eine
Konzentration von 1,8 ug/ml verdinnt. Von dieser Verdinnung werden 50 ul pro
Vertiefung in eine 96-Loch-Schale pipettiert. Nach 90-minutiger Inkubation bei RT
werden die Vertiefungen zweimal mit 100 ul PBS gewaschen. Zur Abséttigung freier
Bindungsstellen auf dem Plastik werden die Vertiefungen mit 100 ul PBS/1% (w/v)
BSA befullt und 1 h bei RT oder Gber Nacht bei 4°C inkubiert. Anschlieend werden
100 pl eines ICAM-1-Fc-haltigen Kulturiberstands in die Vertiefungen gegeben und
die Schale fur mindestens 1 h bei RT inkubiert. Der Kulturiiberstand stammt von CV-
1 Zellen, die nach Infektion mit einem rekombinanten Vaccinia-Virus das ICAM-1-Fc

Fusionsprotein Uberexprimieren und sezernieren.
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Adhasion der Zellen auf ICAM-1

Die zu analysierenden Zellen werden zunachst in Kulturmedium mit dem
Fluoreszenzfarbstoff Bisbenzimid H33342 mit einer Endkonzentration von 12 ug/mi
fur 30 min bei 37°C markiert. AnschlieRend werden die Zellen einmal mit HBSS
gewaschen und in HBSS resuspendiert. Jurkat E6 wurden dabei auf eine Dichte von
2 x 10%ml resuspendiert, PBL wurden mit einem Titer von 1 x 10’/ml eingesetzt. Die
Zellen werden nun aufgeteilt und entweder nicht stimuliert oder fir 10 min bei 37°C
mit verschiedenen LFA-1-aktivierenden Agenzien stimuliert. Die ICAM-1
beschichteten Vertiefungen werden zweimal mit HBSS gewaschen und mit 100 pl
der Zellsuspensionen befillt, wobei pro Ansatz drei Vergleichswerte analysiert
werden. Die Zellen werden nun zur Adhéasion fir 30 min (Jurkat E6) bzw. fur 45 min
(PBL) bei 37°C inkubiert. AnschlieRend werden nicht adharierende Zellen durch
vorsichtiges Waschen der Vertiefungen mit 37°C warmem HBSS entfernt. Die
Quantifizierung der Adhéasion erfolgt durch Messung der Fluoreszenz-Emission bei
485 nm mit einer Anregung bei 360 nm. Als 100%-Referenz dient der Messwert der

eingesetzten Zellen.

2.2.4.2. Transwell-Migrationstest

Im Transwell-Migrationstest wird die Fahigkeit von Zellen untersucht, durch eine
porése Membran in Richtung eines Chemokin-Gradienten zu wandern. Der
Migrationstest wird in modifizierten Transwell-Boyden-Kammern durchgefiihrt. Die
Kammer besteht aus zwei Kompartimenten, die durch eine porése Polycarbonat-
Membran mit einem Porendurchmesser von 5 um getrennt sind. Die zu
analysierenden Zellen werden in VLE-RPMI 1640/1% FCS zu einer Dichte von 2 x
10%ml aufgenommen. 300 pl der Zellsuspension werden in das obere Kompartiment
einer Kammer Uberfohrt. Das untere Kompartiment ist mit 700 ul des gleichen
Mediums beflllt. Wahrend einer Stunde Inkubation bei 37°C setzen sich die Zellen
auf der Membran ab. Anschliel3end wird der Einsatz in 700 ul VLE-RPMI 1640/1%
FCS mit 200 ng/ml CXCL12 umgesetzt. Als Kontrolle dient je ein Ansatz mit Medium
ohne Chemokin. Die Kammern werden nun fur 3 h bei 37°C inkubiert,
wéahrenddessen die Zellen durch die porése Membran transmigrieren. Nach dieser
Inkubationszeit werden die Einsitze aus den Kammern entfernt und die
transmigrierten Zellen in der Neubauer Zahlkammer ausgezéahlt. Die Migrationsrate

wird prozentual zur eingesetzten Zellzahl ausgewertet.
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2.2.4.3 IL-2-Promotor-Aktivierungsanalyse

Die Produktion des autokrinen Wachstumsfaktors IL-2 oder die transkriptionelle
Aktivierung des IL-2-Promotors kann als MalR der T-Zell-Aktivierung betrachtet
werden, da die IL-2-Produktion bei der T-Zell-Aktivierung graduell induziert wird. Die
Quantifizierung der transkriptionellen Aktivierung eines Promotors wird durch den
Einsatz eines Reportergens, unter der Kontrolle des zu analysierenden Promotors,
vereinfacht. Durch die Expression eines Enzyms als Reporter, wie zum Beispiel der
Luziferase des Gluhwirmchens, wird Uberdies die Sensitivitat der Quantifizierung
durch die Amplifikation des Signals erhoht. In der vorliegenden Arbeit wurde das
Luziferase-Reporter-Konstrukt IL-2-Luc zur Quantifizierung der IL-2-Promotor-
Aktivierung verwendet. Das Konstrukt IL-2-Luc ist ein Derivat des pGL2-Vektors
(Promega), in welchen der humane IL-2-Promotor (Basenpaare -577 bis +53 relativ
zum Transkriptionsstart) Gber die Mlu I- und Hind IlI-Schnittstellen inseriert wurde.
Zur Quantifizierung der IL-2-Promotor-Aktivierung wurden 9 x 10° T-Ag Jurkat Zellen
mit 5 ung pPEGFP-N1, 15 ng IL-2-Luc und falls nicht anders angegeben 20 pg eines
Expressionsvektors flr das zu analysierende Protein bzw. die entsprechende
Kontrolle transfiziert. Die Transfektionseffizienz wurde 17 Stunden nach der
Transfektion anhand der eGFP-positiven Zellen durchflusszytometrisch bestimmt
(2.2.5.2). Zur Stimulation der IL-2-Promotor-Aktivierung wurden 6,75 x 10> Zellen in
einem Volumen von 750 ul in 24-Loch Zellkultur-Schalen fur 6 Stunden mit OKT3
und anti-CD28 (je 2 pg/ml) stimuliert oder unstimuliert belassen. Im Anschluss
wurden die Zellen einmal mit PBS gewaschen, in 200 ul 1 x Reporter-Lysispuffer
(Promega) resuspendiert, bei -80°C eingefroren, auf Eis aufgetaut und fiur 10
Minuten mit 11.400 x g bei 4°C zentrifugiert. 6 ul des Lysats wurden zur Bestimmung
des Proteingehalts einem BCA-Test (2.2.6.2) unterzogen. Fiur die Messung der
Luziferase-Aktivitat wurden 100 ul des Lysats eingesetzt. Die Licht-Emission wurde
im Luminometer 10 Sekunden nach Injektion von 100 ul Luziferase-Substrat
(Promega) fur 10 Sekunden gemessen. Die relativen Licht-Einheiten (RLU) wurden
auf die Transfektionseffizienz und die Proteinkonzentration der einzelnen Proben

normalisiert und relativ zur stimulierten Kontrolle (100%) ausgewertet.
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2.2.5 Zellbiologische Methoden

2.2.5.1 Immunfluoreszenz-Mikroskopie

Zur mikroskopischen Analyse der subzellularen Lokalisation von Proteinen werden
Immunfluoreszenz-Markierungen fixierter Zellen durchgefiihrt. Dazu werden die
Zellen zunachst mit PBS gewaschen und zu einer Dichte von 1 x 10%ml mit PBS
resuspendiert. Auf einem poly-L-Lysin beschichteten Objekttrager wird mit einem
Fettstift ein Ring mit einem Durchmesser von ca. 0,8 cm Durchmesser gezogen. 200
ul der Zellsuspension werden als Tropfen auf den durch den Fettstift umrandeten
Bereich aufgebracht. Wéahrend einer 30-minitigen Inkubation bei 37°C haften die
Zellen auf der poly-L-Lysin Beschichtung an. Anschlie3end werden nicht adharierte
Zellen durch vorsichtiges Waschen mit PBS entfernt. Die adhéarierten Zellen werden
mit 200 ul PBS/2% Paraformaldehyd (PFA) bedeckt und fur 30 min bei RT fixiert. Um
Uberschissiges PFA abreagieren zu lassen, werden die Zellen fiir 10 min bei RT mit
PBS/2% Glycin (w/v) inkubiert, und anschlieend zweimal mit PBS gewaschen. Die
Immunfluoreszenz-Markierung erfolgt durch 2-stindige Inkubation mit einer
geeigneten Verdinnung eines priméaren Antikorpers in 100 ul PBS/0,2% Triton X-100
(VIv)[1% BSA (w/v) bei RT. Nach zweimaligem Waschen mit PBS werden die Zellen
mit einer 1:200 Verdinnung eines sekundaren, Fluorochrom-gekoppelten
Antikorpers in PBS/0,2% Triton X-100 (v/v)/1% BSA (w/v) fur 1 h bei RT im Dunkeln
inkubiert. Anschliel3end werden die Zellen zweimal mit PBS und einmal kurz mit H,O
bidest. gewaschen, mit 20 ul Gelmount/50 mg/ml Dabco versetzt und mit einem
Deckglaschen luftblasenfrei bedeckt. Zum Ausharten des Mounting-Mediums werden
die Préaparate Uber Nacht bei 4°C gelagert. Um U(Uberexprimierte eGFP-
Fusionsproteine nachzuweisen, werden die Zellen direkt nach Fixierung und
Waschen mit Mounting-Medium ,eingedeckelt”. Fir den Nachweis Uberexprimierter
Proteine mit Fc-Fusionsanteil wurden Markierungen mit einem sekundaren,
Fluorochrom-gekoppelten anti-human-IgG Antikdrper angefertigt. Die Analyse der
Préaparate erfolgte im konfokalen Laserscanning-Mikroskop (FV-1000, Olympus).
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2.2.5.2 Durchflusszytometrie

Die Technik der Durchflusszytometrie ermdglicht die Expressionsanalyse von
Oberflachenantigenen oder intrazellularen Proteinen auf Einzelzellebene, wobei
gleichzeitig zwischen verschiedenen Zellpopulationen unterschieden werden kann.
Bei diesem Verfahren werden Zellen einzeln mit einem Laser bestrahlt und das
abgelenkte Licht bzw. die emittierte Fluoreszenz verschiedener Wellenlangen
analysiert. Die Messungen erlauben dadurch Aussagen tber GroRe und Granularitat
der analysierten Zellen, Gber den Anteil fluoreszierender Zellen in einer Population
und anhand der Fluoreszenz-Intensitat Gber die Expressionsstarke des analysierten
Proteins.

Zur Expressionskontrolle von eGFP oder eGFP-Fusionsproteinen werden die Zellen
einmal mit PBS gewaschen, zu einem Titer von maximal 1 x 10%ml in PBS
resuspendiert und eingemessen. Fur die Markierung eines Oberflachen-Antigens
missen die Zellen ebenfalls nicht fixiert werden. Um jedoch zu vermeiden, dass
gebundene Antikorper endozytiert werden, werden alle Schritte auf Eis und mit
eiskalten Losungen durchgefithrt. 1 x 10° — 1 x 10° Zellen werden mit PBS
gewaschen, in 100 ul PBS mit in der Regel 10 pug/ml des primarem Antikorpers
resuspendiert und fur 30 min inkubiert. Nach zweimaligem Waschen mit PBS werden
die Zellen in 100 ul einer geeigneten Verdinnung des entsprechenden sekundéaren,
Fluorochrom-gekoppelten Antikdrpers in PBS resuspendiert und fur 20 Minuten im
Dunkeln inkubiert. AnschlieRend werden die Zellen zweimal mit PBS gewaschen,
einer Dichte von maximal 1 x 108/ml in PBS aufgenommen und eingemessen.

Der monoklonale Antikdrper 327c erkennt spezifisch eine induzierbare Konformation
der CD18 I-&hnlichen Domane, die mit hoher Affinitat fur I6sliches ICAM-1 korreliert
[Bealset al., 2001] Die Markierung des induzierbaren Aktivierungsepitops durch den
327C-Antikdrper weicht von vorstehendem Standard-Protokoll ab. Die Induktion des
327-Epitops ist abhangig von divalenten Kationen. Daher wurden alle Markierungs-
und Wasch-Schritte in HBSS / 10 mM Hepes, pH 7,4/ 2% BSA (w/v) durchgefihrt.
Die Markierung des Neoepitops mit 327C (10 ug/ml final) erfolgt fur 10 Minuten bei
37°C.
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2.2.6 Proteinbiochemische Methoden

2.2.6.1 Herstellung von Gesamtzell-Lysaten

Denaturierende Lyse

Um eine schnelle Lyse zu erreichen, werden Zellen denaturierend mit SDS lysiert.
Dazu werden die Zellen einmal mit PBS gewaschen und in PBS resuspendiert.
Adharente Zellen werden im Zellkulturgefald unter PBS mit einem Schaber abgeldst,
pelletiert und in PBS resuspendiert. Nach Zugabe von 1/9 Volumen 10% (w/v) SDS
werden die Proben 5 min bei 99°C gekocht. Durch denaturierte, chromosomale DNA
wird die LOsung stark viskds. Um die Viskositat zu verringern, wird die DNA durch
Sonifizieren geschert. Dazu werden die Proben auf Eis mittels eines Stabsonifikators
mit 5 kurzen Pulsen beschallt. Anschliel3end werden die Lysate mit 1/4 Volumen 5 x

SDS-Probenpuffer versetzt und 10 min bei 11.400 x g zentrifugiert.

5 x SDS-Probenpuffer (reduzierend)
Glycerin 50% (v/v)
Tris/HCI, pH 6,8 250 mM
DTT 500 mM
SDS 10% (w/v)
Bromphenolblau 0,5% (wi/v)

Nicht-denaturierende Lyse

Zur Lyse von Suspensionszellen unter nicht-denaturierenden Bedingungen werden
1—5 x 10° Zellen fiir 5 min bei 900 x g pelletiert, einmal mit PBS gewaschen und in
100 - 500 ul eiskaltem Igepal-Lysispuffer mit Protease- und ggf. Phosphatase-
Inhibitoren resuspendiert. Die Lyse adharenter Zellen erfolgt direkt im Zellkulturgefaf}
auf Eis. Dazu werden die Zellen einmal mit PBS gewaschen, mit Igepal-Lysispuffer
versetzt, mit einem Zellschaber vom Plastik abgeldst und in ein 1,5 ml Raktionsgefaf3
auf Eis Uberfuhrt. FUr die Lyse in 6-Loch-Schalen werden 500 ul Lysispuffer pro
Vertiefung eingesetzt. Nach einer 20-minttigen Inkubation auf Eis und mehrfachem
Auf- und Abpipettieren des Ansatzes, werden unldsliche Zellbestandteile bei 11.400
x g fur 10 min abzentrifugiert. Der Uberstand, der das Gesamtzell-Lysat enthalt, wird

in ein neues Reaktionsgefald Uberfuhrt. Da Igepal ein mildes, nicht-ionisches
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Detergenz ist, bleiben bei diesem Zellaufschluss Tertiar- und Quartarstrukturen der
Proteine  weitgehend  erhalten, wodurch das erhaltene Lysat fir
Koimmunprazipitations-Analysen verwendet werden kann. Fir Immunprazipitationen
(siehe 2.2.6.3) erfolgt die Lyse in einem Volumen von 500 pl. Sollen Gesamt-Lysate
mittels SDS- oder nativer PAGE und Western Blot analysiert werden, wird zum
Proteinabgleich verschiedener Proben eine Proteinbestimmung (siehe 2.2.6.2)
durchgefuhrt. Fur die SDS-PAGE (siehe 2.2.6.4) wird das Lysat mit 1/4 Volumen 5 x
SDS-Probenpuffer versetzt und 5 min bei 99°C gekocht. Zur Analyse mittels nativer
PAGE (siehe 2.2.6.5) werden die Proben mit 1/2 Volumen 3 x nativem Probenpuffer

versetzt und bis zur Verwendung auf Eis aufbewahrt.

Igepal-Lysispuffer

HEPES,pH 7,5| 10 mM

KCI 10 mM

MgCl, 10 mM

NaCl 150 mM

DTT (optional) 1 mM

Igepal 1% (v/v)

Protease-Inhibitoren Phosphatase-Inhibitoren

Aprotinin 10 pg/ml NazVO, 1 mM

Leupeptin 10 pg/ml Glycerolphosphat 1mM

PMSF 1:1000 aus gesattigter Phosphatase-Inhibitor-Cocktail | 1:100
Stammldsung in 2-Propanol

2.2.6.2 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Konzentrationsbestimmung von Proteinen in Losung erfolgte mittels des BCA-
Tests. Dazu werden 6 ul der zu bestimmenden Proteinldsung in eine Vertiefung einer
Mikrotiterplatte vorgelegt. Die Probe darf fur die Proteinbestimmung kein DTT oder
SDS enthalten, da diese Substanzen das Ergebnis stark verfalschen wirden. Als
Standards fur die Erstellung einer Eichgeraden werden 6 ul BSA-LOsungen der
Konzentrationen 2,0/1,5/1,0/0,5/0,25/0,05 mg/ml verwendet. Die Proben und
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Standards werden mit 200 ul frisch angesetztem BCA-Reagenz versetzt und fur 30
min bei 37°C inkubiert. Bei der Nachweisreaktion werden in alkalischer Losung Cu**-
lonen durch Cystein-, Cystin-, Tyrosin und Tryptophanreste sowie durch Peptid-
bindungen zu Cu” reduziert, welches mit BCA (Bicinchoninic acid) einen violetten
Farbkomplex bildet. Die Absorptionsmessung erfolgt bei einer Wellenlange von 562
nm im Multiwell-Platten Absorptionsmessgerat Synergy HT (MWG). Mit der Software
KC4 wird anhand der Messwerte der BSA-Standardiésungen eine Eichgerade erstellt

und die Protein-Konzentration der Proben berechnet.

2.2.6.3 Immunprazipitation

Um ein spezifisches Protein aus Gesamtzell-Lysaten zu isolieren, wird die Methode
der Immunprazipitation angewendet. Hierfir wird dem Lysat zunachst ein, fur das zu
analysierende Protein oder einen Fusionsanteil, spezifischer Antikdrper zugefigt.
Der Antikoérper-Antigen-Komplex wird anschlielBend mittels, an Seharose-Kiigelchen
gekoppeltes Protein A oder G immobilisiert. Fur die Prazipitation mit Antikbrpern aus
Ratte, Maus oder Ziege wird Protein G-Seharose verwendet. Kaninchen-Antikorper
werden mit Protein A-Sepharose prazipitiert. Uberexprimierte Proteine mit einem Fc-
Fusionsanteil, der aus der CH2- und CH3-Doméane von humanem IgG; besteht,
konnen direkt an Protein A-Sepharose préazipitiert werden.

Zu 500 pl Zellysat werden 300 pl Hybridoma-Uberstand oder 8 pug eines gereinigten
Antikorpers gegeben. Der Ansatz wird fiir 1 h bei 4°C auf einem Drehrad inkubiert.
40 pl einer etwa 50%-igen Aufschlammung, mit PBS &quilibrierter Protein A- bzw.
Protein G-Sepharose-Kugelchen werden zugefigt und der Ansatz wird fur eine
weitere Stunde bei 4°C auf dem Drehrad inkubiert. Im Anschluss werden die
Sepharose-Kiigelchen 2 min mit 900 x g in der Kuhlzentrifuge abzentrifugiert, 3 x mit
1 ml eiskaltem Lysispuffer gewaschen, mit 5 x SDS-Probenpuffer versetzt und 5 min
bei 99°C gekocht.

2.2.6.4 In-vitro-Dephosphorylierung immunprazipitierter Proteine

Zur in-vitro-Dephosphorylierung immunprazipitierter Proteine werden die Protein A-
bzw. Protein G-Sepharose-Kugelchen nach der Immunprazipitation zweimal mit 1 ml
eiskaltem Igepal-Lysispuffer gewaschen und zweimal mit 1 ml eiskaltem Alkalische
Phosphatase- (AP-) Puffer &aquilibriert. AnschlieBend werden die Sepharose
Kigelchen mit 20 ul AP-Puffer versetzt und 1 pul Alkalische Phosphatase (1 U/ul)

bzw. als Kontrolle 1 ul 50% Glycerin zugefigt. Es folgt eine 30-mindtige Inkubation
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bei 37°C unter Schitteln. Die Reaktion wird durch Zugabe von 5 x SDS-Probenpuffer

und 5-mindtiges Aufkochen bei 99°C abgestoppt.

Alkalische Phosphatase-Puffer

Tris/HCI, pH 9,5
NaCl
MgC|2

100mM
100 mM

5mM

2.2.6.5 In-vitro-Phosphorylierung immunprazipitierter Proteine mit PKC3

Um immunprazipitierte Proteine in vitro mit PKCS zu phosphorylieren, werden die

Protein A- bzw. Protein G-Sepharose-Kigelchen nach der Immunpréazipitation

zweimal mit 1 ml Igepal-Lysispuffer gewaschen. Zum Aquilibrieren wird die

Sepharose zweimal mit 1 ml PKC-Puffer gewaschen und anschlieBend in 60 pl

Reaktions-Mix suspendiert und auf 30°C vorgewarmt. Fur die Phosphorylierung

werden 2 ul PKC-Verdinnung (20 ng/ul) bzw. 2 ul Verdinnungspuffer als Kontrolle

zugegeben. Der Ansatz wird 30 min unter Schiutteln bei 30°C inkubiert. Die Reaktion

wird durch Zugabe von 5 x SDS-Probenpuffer und 5-minitiges Aufochen bei 99°C

abgestoppt.

PKC-Puffer Reaktions-Mix Endkonzentration

HEPES, 500 mM HEPES,

pH 7,4 20 mM pH 7,4 2,4 ul 20 mM

MgCls 10 mM | | 100 mM MgCl; 6 ul 10mM

EGTA 100 uM 1 mM EGTA 6 pl 100 uM
10 mM ATP 0,6 ul 100 uM
Lipid-Mix 6 ul 200 pg/ml PS
(siehe unten) 20 pg/ml DAG

0,03% (v/v) Triton X-100

H,O bidest. ad 60 pl
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PKC-Verdlunnungspuffer

HEPES, pH 7,4 10 mM
DTT 5mM
Triton X-100 0,01% (v/v)

Praparation des Lipid-Mix

Die Phospholipide 1,2-Diacyl-sn-Glycero-3-Phospho-L-Serin (Phosphatidylserin, PS)
und 1,2-Dioleyl-sn-Glycerol (Diacylglycerol, DAG) sind als Lésung in Chloroform:
Methanol (1:1) erhéltlich. Pro 60 ul Reaktions-Mix (siehe oben) werden 12 ug PS und
1,2 ug DAG eingesetzt. Die bendtigten Mengen an PS- und DAG-L6sung werden
vereinigt und durch Zentrifugation in einer Vacuum-Zentrifuge wird das
Methanol/Chloroform Lésungsmittel-Gemisch abgezogen. Die so getrockneten Lipide
werden durch kraftiges Mischen in 6 ul Resuspensions-Puffer pro 12 ug PS/1,2 ug
DAG resuspendiert. Bevor der Lipid-Mix zum Reaktions-Mix gegeben wird, wird die

Suspension 5 min. auf 40°C erwarmt, um die Lipide in Lésung zu bringen.

Lipid-Resuspensionspuffer

HEPES, pH 7,4 10 mM
Triton X-100 0,3% (v/v)

2.2.6.6 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Die SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese (SDS-PAGE) ermdglicht die Auftrennung

von Proteinen nach ihrem Molekulargewicht. Die Proteine werden hiefur in SDS-
haltigem Probenpuffer aufgekocht. Die Bindung des stark anionischen Detergenz
SDS bewirkt die Denaturierung der Proteine sowie die Maskierung ihrer Eigenladung,
wobei die negative Ladung der SDS-Proteinkomplexe der Masse des Proteins
ungefahr proportional ist. Dadurch ist die Wanderungsgeschwindigkeit der
SDS/Protein-Komplexe in einem Polyacrylamidgel allein abhéngig von ihrem
Molekulargewicht. In dieser Arbeit wurden diskontinuierliche Polyacrylamidgele nach
Lammli mit 10%-igem Trenn- und 5%-igem Sammelgel verwendet. Durch das
niedrigprozentige Sammelgel mit leicht saurem pH wird eine Fokussierung der
Proteine vor der eigentlichen Auftrennung im Trenngel erreicht, wodurch schérfere

Banden entstehen. Die nachstehenden Angaben fur Trenn- und Sammelgel
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beziehen sich auf den Ansatz fur zwei Gele. Die Elektrophorese erfolgt bei

konstanter Spannung von 110 Volt.

Trenngel (10%)

H,O 4,0 ml

30% Acrylamid/Bisacrylamid-Mix (29:1) | 3,3 ml

1,5 M Tris/HCI, pH 8,8 2,5ml

10% (w/v) SDS 100 pl

10% (w/v) APS 100 pl

TEMED 4l

Sammelgel (5%) Laufpuffer

H.O 4,1 ml Glycin 192 mM
30% Acrylamid/Bisacrylamid-Mix (29:1) | 1,0 ml Tris-Base 25 mM
1 M Tris/HCI, pH 6,8 750 ul SDS 0,1% (w/v)
10% (w/v) SDS 60 pl

10% (w/v) APS 60 pl

TEMED 6 ul

2.2.6.7 Native Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Zur elektrophoretischen Auftrennung unter nicht-denaturierenden Bedingungen
werden 7,5%-ige Polyacrylamidgele mit 5%-igem Sammelgel benutzt. Die
Laufgeschwindigkeit von Proteinen in der SDS-freien PAGE ist abhangig von ihrer
Grolle und Eigenladung. Daher weisen phosphorylierte Proteine unter nicht-
denaturierenden Bedingungen haufig eine hohere Wanderungsgeschwindigkeit als
ihre unphosphorylierte Form auf [Forchhammer und Tandeau de Marsac, 1994]. Die
nachstehenden Angaben fur Trenn- und Sammelgel beziehen sich auf den Ansatz
fur zwei Gele. Fir die Elektrophorese werden kerndepletierte Gesamtzell-Lysate mit
3 x nativem Probenpuffer versetzt und direkt auf das Gel geladen. Der Lauf erfolgt

mit konstanter Spannung bei 90 Volt.
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natives Trenngel (7,5%) 3 x nativer Probenpuffer

H.O 2,4 ml Tris/HCI, pH 7,0 60 mM
30% Acrylamid/Bisacrylamid-Mix (29:1) | 2,5 ml Glycerin 9% (v/v)
1,5 M Tris/HCI, pH 8,8 5 ml Bromphenolblau | 0,03% (w/v)
10% (w/v) APS 100 pl

TEMED 6 pl

natives Sammelgel (5%) Laufpuffer

H.O 4,0 ml Glycin 200 mM

30% Acrylamid/Bisacrylamid-Mix (29:1) | 1,0 ml Tris-Base 25 mM

1 M Tris/HCI, pH 6,8 900 ul

10% (w/v) APS 60 ul

TEMED 6 ul

2.2.6.8 Transfer von Proteinen auf Nitrocellulosemembran (Western-Blot)

Um den immunologischen Nachweis von Proteinen in SDS- oder nativen
Polyacrylamidgelen zu ermdéglichen, werden die Proteine aus dem Gel auf
Nitrocellulosemembran transferiert. Fir den Transfer wurde das Nassblot-Verfahren
angewendet. Dazu werden zwei porose Schwadmme, 6 Filterpapiere, das
Polyacrylamid-Gel und die Nitrocellulosemembran in Transferpuffer getrankt und
nach folgendem Schema luftblasenfrei aufeinandergelegt, zwischen die Elektroden

der Blot-Kammer platziert und in den mit Transferpuffer gefiillten Tank gegeben:

Anode
|

pordser Schwamm
3 Lagen Filterpapier
Nitrozellulosemembran
Polyacrylamidgel
3 Lagen Filterpapier
poréser Schwamm

|
Kathode
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Der Transfer erfolgt Uber 2 h bei 4°C mit einer konstanten Spannung von 80 Volt.

Transferpuffer

Glycin 192 mM
Tris-Base 25 mM
Methanol 20% (v/iv)
SDS 0,002% (w/v)

2.2.6.9 Immundetektion von Western-Blots

Um bei der Immundetektion unspezifische Antikdrperbindung zu verhindern, missen
zunachst freie Bindungsstellen der Membran abgesattigt werden. Hierfir wird die
Membran fir 1 h oder tUber Nacht in 10 ml TBST mit 2 - 5% (w/v) Milchpulver
geschwenkt. Zum spezifischen Nachweis eines Proteins auf der Membran wird diese
nach der Blockade mit einem priméaren Antikdrper gegen das zu detektierende
Protein bzw. gegen einen Proteinfusionsanteil inkubiert. Der priméare Antikérper wird
mit 10 ml TBST auf die vom Hersteller empfohlene Konzentration verdinnt. Die
Inkubation mit dem priméaren Antikdrper erfolgt fir 2 h unter leichtem Schwenken bei
RT. Nach dreimaligem 5-minttigen Waschen mit TBST, wird die Membran fur 1 h in
10 ml einer 1:5000 Verdinnung eines HRP-gekoppelten sekundaren Antikdrpers, der
gegen den priméaren Antikorper gerichtet ist, inkubiert. AnschlieBend wird die
Membran 3 mal fir 15 min mit TBST gewaschen, einmal kurz mit TBS gespilt und
fur ca. 1 min in 2 ml einer 1:1-Mischung der ECL-L6sungen 1 und 2 inkubiert. Durch
die Peroxidase-katalysierte Oxidation des in der ECL-LOsung enthaltenen Luminol
ensteht Chemolumineszenz, die als Schwarzung auf einem Rontgenfilm

nachgewiesen werden kann.

TBS TBST
Tris/HCI, pH 7,5 | 50 mM Tween-20 in TBS | 0,05% (v/v)
NaCl 140 mM

59



Material und Methoden

2.2.6.10 , Stripping” von Western-Blots

Um einen Western-Blot fur eine zweite Detektion verwenden zu kdnnen, werden die
fur die erste Detektion verwendeten Antikdrper durch ,Stripping“ der Membran
entfernt. Dazu werden 50 ml ,Stripping“-Puffer auf 55°C erhitzt und die Membran
darin fir 30 min geschwenkt. AnschlieRend wird die Membran mehrfach mit TBST
gewaschen und schlie8lich fur 1 h oder Uber Nacht in TBST mit 2 - 5% (w/v)

Milchpulver blockiert.

~Stripping“-Puffer

SDS 2% (w/v)
Tris/HCI, pH 6,7 62,5 mM
2-Mercaptoethanol | 100 mM

2.2.7 Elektronische Datenverarbeitung

Die vorliegende Arbeit wurde mit dem Textverarbeitungsprogramm Word 2003
(Microsoft) erstellt. Quellenverweise wurden mit Bibliographix5 eingeftigt. Die
Bildbearbeitung erfolgte mit Photoshop 7.0 (Adobe). Schemata wurden mit
PowerPoint 2003 (Microsoft) angefertigt. Fur Tabellenkalkulationen und die
Erstellung von Diagrammen wurde Excel 2003 (Microsoft) verwendet. Die
Auswertung der FACS-Daten erfolgte mit WinMDI 2.8. Sequenzierungen wurden mit

Chromas 2 ausgewertet. Sequenzvergleiche wurden mit VektorNTI erstellt.

60



Ergebnisse

3 Ergebnisse

3.1 GRASP, ein neuer Cytohesin-1-Interaktionspartner

3.1.1 GRASP ist ein CYTIP-homologes Protein
Das PDZ-Domanen-Protein GRASP (GRP1-associated scaffold protein) wurde

ursprunglich als ein differentiell exprimiertes Gen in murinen embryonalen P19
Karzinomzellen identifiziert [Nevrivy et al., 2000]. Die GRASP-codierende mRNA wird
in diesen Zellen durch Behandlung mit dem Differenzierungsfaktor Retinolsdure stark
hochreguliert. In einem Two-Hybrid-Screen mit GRASP als Kdder wurde GRP1
(general receptor for phosphoinositides 1), das Cytohesin-3 Homolog der Maus, als
Interaktionspartner identifiziert. Weiterhin konnte in dieser Studie durch GST-pull-
down Experimente eine Interaktion mit Cytohesin-2/ARNO nachgewiesen werden.
Sequenzvergleiche in der Datenbank zeigen, dass GRASP ein Homolog des mit
Cytohesinen interagierenden Proteins CYTIP ist. Wie CYTIP enthalt auch GRASP
eine PDZ-Doméane sowie eine daran angrenzende Leucin-Zipper-Region. Dartber
hinaus besitzt GRASP ein carboxyterminales Klasse | PDZ-Bindemotiv (Abb. 3.1).
Uber die gesamte Sequenz betrachtet, weisen die beiden Proteine eine relativ
geringe Ahnlichkeit von 34% identischen Aminosauren auf. Unter Einbeziehung
konservativer Substitutionen ergibt sich eine Homologie von 47%. Die stéarkste
Konservierung der beiden Proteine liegt in der PDZ-Doméane mit 46% ldentitat und
64% Homologie, in der Leucin-Zipper-Region mit 63% Identitdt und 78% Homologie,
sowie in den carboxyterminalen 30 Aminosauren mit 60% Identitat und 77%
Homologie vor. Im aminoterminalen Bereich divergieren die beiden Proteine stark.
GRASP beinhaltet hier einen zusatzlichen Alanin- und Prolin-reichen
Sequenzabschnitt von 26 Aminoséuren. Dariber hinaus enthalt GRASP in der
aminoterminalen Region drei SH3- (src homology 3) Bindemotive der Konsensus-
sequenz [PXXP], an welche Tyrosinkinasen der Src-Familie binden kénnen, sowie
ein typisches ITAM (immunoreceptor tyrosine based activation motif), das in CYTIP
nicht konserviert ist (Abb. 3.1). ITAMs besitzen die Konsensussequenz [D/E XX Y XX
L/l Xe-s Y XX L/}, wobei die beiden Tyrosinreste durch Kinasen der Src-Familie
phosphoryliert werden kénnen. Diese Motive dienen als Signalmodule in
Signaltransduktionskaskaden, wie zum Beispiel der Lymphozyten-Aktivierung oder

F.-Rezeptor-Signalwegen [Isakov, 1997]. Im phosphorylierten Zustand bilden sie
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Andockstellen fir nachgeschaltete Effektoren. Bei der Lymphozyten-Aktivierung
binden die Tyrosinkinasen ZAP-70 bzw. Syk an phosphorylierte ITAMs im T- bzw. B-
Zell-Rezeptor-Komplex. Da ITAMs wichtige Signalmodule in der Lymphozyten-

Aktivierung darstellen, wurde im Rahmen dieser Arbeit untersucht, ob GRASP

madglicherweise eine Funktion in T-Zell-Rezeptor-Signalwegen hat.

CYTIP 1 MSLQRLLQHS SNGNLADF—= ————————mm —mmmmmomm oo CAGPAY
GRASP 1  MTLRRLRKLQ QKEEAAATPD PAARTPDSEV APAAPVPTPG PPRAAATPGP]
CYTIP 25  SSYSTLTESL TMNDNRRIQM LADFVATLPR GRKQLALTRS SSLSDFSWSQ
GRASP 51 [PADELYAALE DYHPA A\VSGEBTLPR —RK-GSGFRW KNLSQSPEQQ
CYTIP 75  RKLVTVEKQD NETFGFEIQS YRPQNQNACS SEMFTLECKE QEDSPAHCAG
GRASP 99  RKVLTLEKED NQTFGFEIQT YGLHHREEQR VEMVTFMCRV HESSPAQLAG
CYTIP 125  LQAGDVLANN NGVSTEGFTY KQVVDEIRSS GNLLTEETLN GTMILKRTEL
GRASP 149  LTPGDTHASY NGLNVEGIRH REIVDIIKAS GNVLRLETLY GTSI-RKAEL
CYTIP 175  EAKLQVLKQT LKQKWVEYRS LQLQEHRLLH GDAANCPSH- ENMBLDELSL
GRASP 198  EARLQYLKQT LYEKWGEYRS LMVQEQRLVH GLVVKDPSHY DTLESVRSCL
CYTIP 224  EGPLPGPGPA LVDRNRLSSE SSCKSWLSSM TMDSEDE-YQ TCVSEDSSRG
GRASP 248  NGAGLLPG-§ LPFGPLLAVP GRPRGGARRA RGDADDAVYH TCFFGDSEPP
CYTIP 273 AF-————- SR QTS---TDDE CFIPKEGDDF —LRRSSSRRN RSISNTSSGS
GRASP 297  ALPPPPPPAR AFGPGPAETP AVGPGPGPRA ALSRSASVRC AGPGGGGGGG
CYTIP 313  M-SPLW-EGBN LSSMFGTLPR KSRKGSVRKQ LLKFIPGLHR AVEEEESRF

GRASP 347  APGALWTEAR EQALCGPGLR KTKYRSFRRR LLKFIPGLNR SLEEEESOI

Abb. 3.1

Sequenzvergleich zwischen humanem CYTIP und GRASP

In beiden Proteinen identische Aminoséauren sind gelb unterlegt, konservative Substitutionen griin. Der
schwarze Balken markiert die PDZ-Doméane, der blaue die Leucin-Zipper-Region. Die schwarz
umrandeten Aminosauren sind SH3-Bindemotive der Konsensussequenz [PXXP]. Die rote
Umrandung hebt ein ITAM-Motiv der Konsensussequenz [D/E XX Y XX L/l Xg.g Y XX L/I] hervor, wobei
die phosphorylierbaren Tyrosine rot dargestellt sind. Die violette Umrandung markiert ein PDZ-
Bindemotiv.

Fur Uberexpressionsversuche wurde in dieser Arbeit die cDNA des murinen GRASP
verwendet. Diese cDNA wurde von Prof. Mark Leid (Laboratory of Molecular
Pharmacology, College of Pharmacy; Oregon State University) zur Verfiigung
gestellt. Der Vergleich der Aminosauresequenzen von humanem und murinem
GRASP zeigt, dass die beiden Proteine weitgehend konserviert sind (Abb. 3.2).
Insbesondere die Interaktionsdoménen, die PDZ-Doméne, die Leucin-Zipper-Region
sowie das PDZ-Bindemotiv sind in den Homologen, bis auf einen Austausch in der

PDZ-Domane, identisch. Auch das ITAM ist in murinem GRASP konserviert. Murines
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GRASP enthalt in der aminoterminalen Region vor dem ITAM jedoch nur zwei SH3-

Bindemotive, wahrend das humane Protein hier drei dieser Motive beinhaltet.

human 1  MTLRRLRKLQ QKEEAAATPD PAARTPDSEV APAAPNPTPG PPMAAATPGP
murin 1  MTLRRLRKLQ QKEEATAAPD PAGRAPDSEA ARAAPLPS-G PPAAAAPPGA
human 51 ‘EELYAALE DYHPAELYRA LAVSGGTLPR RKGSGFRWKN LSQSPEQQRK
murin 50 ELYAALE DYHPAELYRA LAVSGGTLPR RKGSGFRWKN FTQSPEQQRK
human 101  VLTLEKEDNQ TFGFEIQTYG LHHREEQRVE MVTFVCRVHE SSPAQLAGLT
murin 100  VLTLEKGDNQ TFGFEIQTYG LHHREEQRVE MVTFVCRVHE SSPAQLAGLT
human 151  PGDTIASVNG LNVEGIRHRE IVDIIKASGN VLRLETLYGT SIRKAELEAR
murin 150  PGDTIASVNG LNVEGIRHRE IVDIIKASGN VLRLETLYGT SIRKAELEAR
human 201 LQYLKQTLYE KWGEYRSLMV QEQRLVHGLV VKDPSIYDTL ESVRSCLYGA
murin 200  LQYLKQTLYE KWGEYRSLMV QEQRLVHGLV VKDPSIYDTL ESVRSCLYGA
human 251  GLLPGSLPFG PLLAVPGRPR GGARRARGDA DDAVYHTCFF GDSEPPALPP
murin 250 GLLPGSLPFG PLLAAPGSAR GGARRAKGDT DDAVYHTCFF GGAEPQALPP
human 301 PPPPARAFGP GPAETPAVGP GPGPRAALSR SASVRCAGPG GGGGGGAPGA
murin 300 PPPPARALGP SSAETPASVL FPAPRSTLSR SASVRCAGP- —-GGGGGAPGA
human 351  LWTEAREQAL CGPGLRKTKY RSFRRRLLKF IPGLNRSLEE EEiHE
murin 348  LWTEAREQAL CGAGLRKTKY RSFRRRLLKF IPGLNRSLEE EEBQ

Abb. 3.2

Identische Aminosauren sind gelb unterlegt, konservative Substitutionen griin. Der schwarze Balken

Sequenzvergleich zwischen humanem und murinem GRASP

markiert die PDZ-Domane, der blaue die Leucin-Zipper-Region. Die schwarz umrandeten
Aminosauren sind SH3-Bindemotive. Die rote Umrandung hebt das ITAM hervor, die violette das
PDZ-Bindemotiv.

3.1.2 GRASP interagiert mit Cytohesin-1

Wie eingangs erwahnt, wurde gezeigt, dass GRASP mit Cytohesin-2 und Cytohesin-
3 interagiert. Das homologe Protein CYTIP bindet an Cytohesin-1, -2 und -3 [Boehm
et al., 2003], wahrend eine Interaktion mit Cytohesin-4 derzeit noch nicht untersucht
wurde. Die starke Ahnlichkeit zwischen CYTIP und GRASP innerhalb der Leucin-
Zipper-Region, welche die Bindung an die coiled-coil-Doméne der Cytohesine
vermittelt, legt die Vermutung nahe, dass GRASP auch mit Cytohesin-1 interagieren
kann. Um dies zu Uberprifen, wurden Koprazipitationsanalysen mit Uberexprimiertem
GRASP durchgefuhrt. Hierzu wurde GRASP amino- oder carboxyterminal Ig-
fusioniert in Jurkat E6 Zellen Gberexprimiert, an Protein A-Sepharose prazipitiert und

im Western Blot analysiert. Die Detektion mit dem Cytohesin-1-spezifischen,
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monoklonalen Antikorper 7H2 zeigt, dass endogenes Cytohesin-1 mit amino- und

carboxyterminal Ig-fusioniertem GRASP koprazipitiert (Abb. 3.3).

%QJ
O O O
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NN QY“% ot &
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100 —
75 — —-—a
anti-human IgG g5 |
37 —
——
anti-Cyh-1 (7H2) — e ey | — Cyh-l

Abb. 3.3 Endogenes Cytohesin-1 koprazipitiert mit GRASP

GRASP wurde als amino- oder carboxyterminales Ig-Fusionsprotein (Ig-GRASP, GRASP-Ig) in Jurkat
E6 Zellen Uberexprimiert und an Protein A-Sepharose prazipitiert. Zur Expressions- und
Prazipitations-kontrolle wurde der Ig-Fusionsanteil mit anti-human IgG nachgewiesen (oberer Blot).
Detektion mit dem Cytohesin-1-spezifischen, monoklonalen Antikbrper 7H2 zeigt koprézipitiertes,
endogenes Cytohesin-1 (Cyh-1, unterer Blot). Als Negativkontrolle diente der lg-Fusionsanteil (lg-
Kontrolle). Amino- oder carboxyterminal Ig-fusioniertes CYTIP (Ig-CYTIP, CYTIP-lIg) wurden als
Positivkontrollen verwendet.

Der Phorbolester PMA st ein Strukturanalogon des Diacylglycerol (DAG) und
aktiviert Isoformen der Proteinkinase C- (PKC-) Familie. Die Stimulation von Jurkat
Zellen mit PMA fuhrt zu einer Phosphorylierung von Cytohesin-1 innerhalb seiner
carboxyterminalen, polybasischen Region [Dierks et al., 2001]. Phosphoryliertes
Cytohesin-1 assoziiert Uber einen bislang unbekannten Mechanismus mit dem Aktin-
Zytoskelett. Um zu prifen, ob die Phosphorylierung von Cytohesin-1 die Interaktion
mit GRASP beeinflusst, wurde die Koprazipitation von endogenem Cytohesin-1 mit
GRASP-Ig in unstimulierten und PMA-stimulierten Zellen analysiert. Wie Abbildung

3.4 zeigt, wird die Interaktion durch Stimulation der Zellen mit PMA nicht beeinflusst.
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Ig-
Kontrolle GRASP-Ig
- + -  + PMA
_— . «— GRASP-Ig
anti-human IgG 50 —
37 —
| — <«— Ig-Kontrolle
anti-Cyh-1 (7H2) s s | «— Cyh-1

Abb. 3.4 Die Interaktion zwischen GRASP und Cytohesin-1 wird durch PMA-

Stimulation nicht beeinflusst

Jurkat E6 Zellen wurden transient mit Expressionsvektoren fiir den Ig-Fusionsanteil als Negativ-
Kontrolle (Ig-Kontrolle) und GRASP-Ig transfiziert. 24 Stunden nach der Transfektion wurden die
Zellen nicht stimuliert (-) oder fir 30 Minuten mit 50 ng/ml PMA stimuliert (+). Die Uberexprimierten
Fusionsproteine wurden an Protein A-Sepharose prazipitiert und im Western Blot mit anti-human 1gG
nachgewiesen (oberer Blot). Die Detektion mit dem monoklonalen Antikbrper 7H2 zeigt, dass
endogenes Cytohesin-1 (Cyh-1) aus unstimulierten und PMA-stimulierten Zellen gleichermalRen mit
GRASP-Ig koprazipitiert.

3.1.3 Die subzellulare Lokalisation von GRASP in T-Zellen

Mittels konfokaler Laserscanning-Mikroskopie wurde die subzelluldre Lokalisation
von GRASP in T-Zellen analysiert. Hierzu wurde eGFP-GRASP in Jurkat E6 Zellen
Uberexprimiert. Die transfizierten Zellen wurden unstimuliert oder PMA-stimuliert auf
poly-L-Lysin beschichteten Objekttragern adhariert und fixiert. Wie Abbildung 3.5
zeigt, lokalisiert eGFP-GRASP in einem dem Golgi-Apparat &hnelnden Kompartiment
sowie in mehreren kleinen, vesikelartigen Strukturen. Darlber hinaus ist eGFP-
GRASP im Cytoplasma sowie schwach auch im Zellkern detektierbar. In
unstimulierten Zellen lokalisiert eGFP-GRASP partiell an der Plasmamembran,
wohingegen eine wesentlich schwachere Plasmamembran-Assoziation in PMA-
stimulierten Zellen zu beobachten ist (Abb. 3.5). Ein &hnliches Verhalten wurde fur
Uberexprimiertes Ig-CYTIP beschrieben. Durch Adhasion transfizierter Zellen an
Integrin-Liganden wird eine verstarkte Plasmamembran-Lokalisation von CYTIP
induziert. PMA-Stimulation revertiert die Integrin-vermittelte Assoziation mit der
Plasmamembran [Boehm et al., 2003].
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Abb. 3.5 EGFP-GRASP in unstimulierten und PMA-stimulierten Jurkat E6

Die Abbildung zeigt je vier konfokale Schnitte einer eGFP-GRASP Uberexprimierenden, unstimulierten
(- PMA, Al1-A4) bzw. PMA-stimulierten (+ PMA, B1-B4), auf poly-L-Lysin adhérierten Zelle. EGFP-
GRASP lokalisiert in einem Kompartiment, das vermutlich dem Golgi-Apparat (G) entspricht sowie in
vesikelartigen Strukturen (V). In unstimulierten Zellen ist eine Lokalisation an der Plasmamembran zu
beobachten (Pfeile in A2, A3 und A4), wohingegen nach PMA-Stimulation eine deutlich schwachere
Plasmamembran-Lokalisation vorliegt. Der Mal3balken entspricht 5 um.

3.1.4 GRASP und Cytohesin-1 kolokalisieren an der Plasmamembran

Um zu prifen, ob GRASP und Cytohesin-1 intrazellular kolokalisieren, wurden
eGFP-GRASP und Ig-Cytohesin-1 in Jurkat E6 Zellen koexprimiert. Die transfizierten
Zellen wurden auf poly-L-Lysin beschichteten Objekttragern adhariert und fixiert. Mit
TRITC-anti-human IgG erfolgte die Markierung des lg-Fusionsanteils. Abbildung 3.6
zeigt die basale Ebene einer kotransfizierten Zelle. Gegenlber der Ig-Kontrolle
weisen Ig-Cytohesin-1 koexprimierende Zellen eine verstarkte Polarisierung auf
(Abb. 3.6, Al-A3). Die Morphologie der Zellen ist durch zahlreiche Membran-
protrusionen gekennzeichnet. Uberexprimiertes Cytohesin-1 ist in Jurkat Zellen
vorwiegend an der Plasmamembran lokalisiert sowie teilweise im Golgi-Apparat. Die
Ubereinanderlagerung des grinen und roten Kanals macht eine partielle
Kolokalisation von eGFP-GRASP und Ig-Cytohesin-1 an der Plasmamembran sowie
in Membranfortsatzen deutlich (Abb. 3.6, A3). Dieses Resultat bestatigt die zuvor

durch Kopréazipitation gezeigte Interaktion der beiden Proteine.
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Abb. 3.6 GRASP und Cytohesin-1 kolokalisieren an der Plasmamembran

Jurkat E6 wurden transient mit eGFP-GRASP und Ig-Cytohesin-1 (Ig-Cyh-1, A) bzw. dem Ig-
Fusionsanteil als Kontrolle (Ig-Kontrolle, B) transifiziert. Cytohesin-1 koexprimierende Zellen zeigen
eine verstarkte Polarisierung gegeniiber der Ig-Kontrolle. Die Ubereinanderlagerung des griinen und
roten Kanals (merge) macht eine Kolokalisation der beiden Uberexprimierten Proteine an der
Plasmamembran sowie in Membranfortsatzen sichtbar (Pfeil in A3). Der Mal3balken entspricht 5 um.

Nachdem festgestellt wurde, dass eGFP-GRASP nach PMA-Stimulation in
geringerem Ausmald an der Plasmamembran lokalisiert, die Interaktion mit
Cytohesin-1 durch die Stimulation jedoch nicht beeinflusst wird, wurde folgend die
Lokalisation von eGFP-GRASP und Ig-Cytohesin-1 in PMA-stimulierten Zellen
analysiert (Abb. 3.7). Auch nach PMA-Stimulation zeigen Ig-Cytohesin-1
koexprimierende Zellen eine, im Vergleich zur Ig-Kontrolle, starker polarisierte
Morphologie. Eine partielle Kolokalisation von eGFP-GRASP und Ig-Cytohesin-1 an
der Plasmamembran ist auch in PMA-stimulierten Zellen zu beobachten, wohingegen
in der Ig-Kontrolle keine Plasmamembran-Lokalisation von eGFP-GRASP vorliegt.
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Abb. 3.7 GRASP und Cytohesin-1 kolokalisieren in PMA-stimulierten Zellen

an der Plasmamembran

EGFP-GRASP wurde mit Ig-Cytohesin-1 (Ig-Cyh-1, A) bzw. dem Ig-Fusionsanteil (Ig-Kontrolle, B) in
Jurkat E6 Uberexprimiert. Die transfizierten Zellen wurden fur 30 Minuten mit PMA stimuliert und auf
poly-L-Lysin adhériert. 1g-Cytohesin-1 koexprimierende Zellen zeigen eine starkere Polarisierung im
Vergleich zur Ig-Kontrolle. In der Ubereinanderlagerung des griinen und roten Kanals (merge) wird
eine partielle Kolokalisation von eGFP-GRASP und Ig-Cytohesin-1 an der Plasmamembran deutlich
(Pfeil in A3), wahrend in der Ig-Kontrolle keine Plasmamembran-Lokalisation von eGFP-GRASP
vorliegt. Der Mal3balken entspricht 5 um.

3.1.5 GRASP wird nach T-Zell-Rezeptor-Stimulation ITAM-phosphoryliert

Tamalin, das GRASP-Homolog der Ratte, wird in COS-7 Zellen durch
Uberexpression von Src oder Fyn spezifisch an den beiden Tyrosinen des ITAM
phosphoryliert [Hirose et al., 2004]. Um die Phosphorylierung des Proteins in T-
Zellen zu untersuchen, wurde zunéchst kontrolliert, ob Grasp in Jurkat Zellen nach
Pervanadat-Stimulation ~an  Tyrosinresten  phosphoryliert  wird.  Tyrosin-
Phosphorylierungen kdnnen im Western Blot mit dem Phospho-Tyrosin-spezifischen
Antikdrper 4G10 nachgewiesen werden. Abbildung 3.8 zeigt das Ergebnis der
Analyse.
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Abb. 3.8 GRASP wird nach Pervanadat-Stimulation Tyrosin-phosphoryliert

Jurkat E6 wurden transient mit Ig-GRASP oder Ig-CYTIP transfiziert und nicht stimuliert (unstim.) oder
fur 10 Minuten mit 1 mM Pervanadat (VO,) stimuliert. Die Uberexprimierten Ig-Fusionsproteine wurden
an Protein A-Sepharose prazipitiert und im Western Blot analysiert. Die Detektion mit dem Phospho-
Tyrosin-spezifischen Antikorper 4G10 liefert in der Spur der Ig-GRASP exprimierenden, Pervanadat-
stimulierten Zellen ein starkes Signal bei ca. 75 kD (oberer Blot). Die Laufhthe dieser Bande
entspricht damit der des Ig-GRASP. Bei Ig-CYTIP ist dagegen nur ein sehr schwaches phospho-
Tyrosin Signal auf der entsprechenden Hohe detektierbar. Zur Expressionskontrolle wurden die
Fusionsproteine mit anti-human IgG nachgewiesen (unterer Blot).

In der Immunprazipitation des Ig-GRASP aus Pervanadat-stimulierten Zellen wurde
mit dem Phospho-Tyrosin-spezifischen Antikorper 4G10 eine Bande nachgewiesen,
deren Laufhohe bei ca. 75 kD der von Ig-GRASP entspricht. Die Detektion mit 4G10
der Ig-CYTIP-Immunprazipitation liefert dagegen ein sehr schwaches Signal, was
zeigt, dass weder der Ig-Fusionsanteil noch CYTIP nach Pervanadat-Stimulation an
Tyrosinresten phosphoryliert werden. Um ausschlieen zu kdénnen, dass es sich bei
der mit 4G10 detektierten Bande in der Ig-GRASP-Immunprazipitation um ein
Tyrosin-phosphoryliertes, koprazipitiertes Protein der gleichen Grofl3e handelt, wurde
der Versuch mit Uberexprimiertem GRASP-lIg wiederholt. Carboxyterminal Ig-
fusioniertes GRASP migriert in der SDS-PAGE etwas tiefer als Ig-GRASP (vergleiche
Abb. 3.3). Dadurch konnte bestatigt werden, dass das Phospho-Tyrosin-Signal von
uberexprimiertem GRASP und nicht von einem endogenen, kopréazipitierten Protein
stammt (nicht gezeigt).

Bei der T-Zell-Aktivierung werden durch Aggregation des T-Zell-Rezeptors (TCR) die
Src-Kinasen Lck und Fyn aktiviert, die daraufhin ITAMs in den zytoplasmatischen

Domé&nen des CD3-Komplexes sowie der assoziierten {-Ketten phosphorylieren. Die
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Aktivitat dieser Kinasen wird durch Tyrosin-Phosphorylierung und Dephospho-
rylierung reguliert. Src-Kinasen konnen sich gegenseitig phosphorylieren und
dadurch aktivieren. Dephosphorylierung an inhibitorischen Stellen durch die
membranstdndige Phosphatase CD45 erleichtert die Aktivierung und steigert die
Kinaseaktivitat. Nachdem die Src-Kinase Fyn das GRASP-ITAM phosphorylieren
kann, wurde untersucht, ob T-Zell-Rezeptor-Stimulation eine  Tyrosin-
Phosphorylierung des Proteins auslost (Abb. 3.9).
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Abb. 3.9 T-Zell-Rezeptor-Stimulation induziert die Tyrosin-Phosphorylierung
von GRASP, welche durch CD28-Kostimulation verstarkt wird

GRASP-Ig Uberexprimierende Jurkat Zellen wurden 24 Stunden nach der Transfektion nicht stimuliert
(unstim.) oder fur 10 Minuten mit 1 mM Pervanadat (VO,) bzw. fir 30 Minuten mit dem anti-CD3e
Antikérper OKT3 oder Antikdrpern gegen CD4, CD28 oder CD45RA (jeweils 2 pg/ml) oder mit OKT3
in Kombination mit anti-CD4, anti-CD28 oder anti-CD45RA behandelt. Das Uberexprimierte
Fusionsprotein wurde an Protein A-Sepharose préazipitiert und im Western Blot mit 4G10 analysiert
(oberer Blot). T-Zell-Rezeptor-Stimulation (OKT3) induziert die Tyrosin-Phosphorylierung von GRASP-
Ig. Kostimulation mit anti-CD28 verstarkt die Phosphorylierung. Zur Expressions- und Préazipitations-
Kontrolle wurde das Fusionsprotein mit anti-human IgG nachgewiesen (unterer Blot). Die durch OKT3
induzierte Phosphorylierung fuhrt gleichzeitig zu einer erhéhten Expression des Fusionsproteins, was
auf einer Stabilisierung beruhen kénnte.

Zur Untersuchung der Phosphorylierung wurden GRASP-lg Uberexprimierende
Jurkat Zellen mit Antikorpern gegen verschiedene Oberflachenrezeptoren stimuliert.
Die Quervernetzung des TCR kann in vitro durch den monoklonalen anti-CD3e
Antikorper OKT3 bewirkt werden. Die Stimulation von Jurkat E6 mit OKT3 oder anti-
CD45RA verursacht eine starke Aggregation der Zellen, so dass der Effekt der
Behandlung lichtmikroskopisch kontrolliert werden kann. Wie Abbildung 3.9 zeigt,
wird durch die Stimulation mit OKT3 die Tyrosin-Phosphorylierung von GRASP
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induziert. Nach Quervernetzung der Rezeptoren CD4, CD28 oder CD45RA konnte
keine Phosphorylierung des Fusionsproteins nachgewiesen werden. Zusatzliche
Stimulation mit anti-CD4 oder anti-CD45RA zeigte keinen Effekt auf das durch OKT3
ausgeloste Signal, wohingegen durch CD28-Kostimulation eine Verstarkung der
Phosphorylierung eintritt. Auffallend ist, dass die Phosphorylierung, auRer im Fall der
Stimulation mit Pervanadat, mit einer erhdhten Expression des Fusionsproteins
einhergeht. Dieses Resultat fuhrt zu der Annahme, dass die Phosphorylierung des
Proteins oder die Bildung eines Komplexes mit aktivierten Kinasen eine
Stabilisierung des Proteins bewirken.

Um zu bestimmen, ob GRASP nach OKT3/CD28-Stimulation an den Tyrosinen des
ITAM phosphoryliert wird, wurde eine Mutante hergestellt, in der beide Tyrosine des
Motivs (Y55 und Y67) gegen Phenylalanine ausgetauscht sind (GRASP-YY-FF-Ig).
Diese Mutante zeigt nach OKT3/CD28-Stimulation eine deutlich schwéchere
Phosphorylierung als das Wildtyp Protein (Abb. 3.10). Somit findet die OKT3/CD28-
induzierte Phosphorylierung hauptsachlich an den Tyrosinen des ITAM statt.

GRASP

GRASP  -YY-FF

-Ig -Ig

-+ -+ OKT3+CD28
anti-Phospho- R <«— Phospho-GRASP-Ig
Tyrosin (4G10)
anti-human IgG — s | «— GRASP-Ig/

GRASP-YY-FF-Ig

Abb. 3.10 GRASP wird nach OKT3/CD28-Stimulation an den Tyrosinen des

ITAM phosphoryliert

Jurkat E6 Zellen wurden transient mit GRASP-Ig oder der ITAM-Mutante GRASP-YY-FF-Ig transfiziert
und 24 Stunden nach der Transfektion nicht stimuliert (-) oder fir 30 Minuten mit OKT3 und anti-CD28
(le 2 pg/ml) stimuliert (+). Die Uberexprimierten Fusionsproteine wurden an Protein A-Sepharose
prazipitiert und im Western Blot mit 4G10 analysiert (oberer Blot). Uberexprimiertes GRASP-Ig wird
nach OKT3/CD28-Stimulation Tyrosin-phosphoryliert. Die Phosphorylierung ist in der ITAM-Mutante
GRASP-YY-FF-lg stark reduziert. Zur Expressions- und Prézipitations-Kontrolle wurden die
Fusionsproteine mit anti-human IgG detektiert (unterer Blot). Die OKT3/CD28-Stimulation bewirkt eine
verstarkte Expression beider Fusionsproteine.
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Wie aus Abbildung 3.10 hervorgeht, wird durch OKT3/CD28-Stimulation auch die
ITAM-Mutante stabilisiert. Daraus ist zu folgern, dass die Stabilisierung des
Fusionsproteins unabh&angig von der Phosphorylierung, mdglicherweise durch eine

Komplex-Bildung verursacht wird.

3.1.6 Cytohesin-1 verstarkt die GRASP-Phosphorylierung

Um zu prifen, ob die OKT3/CD28-induzierte GRASP-Phosphorylierung durch
Cytohesin-1 beeinflusst wird, wurden im folgenden Versuchsansatz Flag-Cytohesin-1
und GRASP-Ig in Jurkat E6 Zellen koexprimiert. Wie in Abbildung 3.11 gezeigt, fuhrt
die Koexpression von Cytohesin-1 zu einer verstarkten Phosphorylierung sowie einer

leicht erhéhten Expression gegeniber der Kontrolle.

Flag-
Flag Cyh-1
- + -+ OKT3+CD28
anti-Phospho-Tyrosin (4G10) | «— Phospho-GRASP- Ig
anti-human IgG S S S| <— GRASP-1g

anti-Flag (M5) «— Flag-Cyh-1

Abb. 3.11 Die GRASP-Phosphorylierung wird durch Cytohesin-1 verstarkt

Jurkat E6 Zellen wurden mit GRASP-Ig in Kombination mit dem Flag-Fusionsanteil als Kontrolle (Flag)
bzw. Flag-Cytohesin-1 (Flag-Cyh-1) transient transfiziert. Die transfizierten Zellen blieben unstimuliert
(-) oder wurden fiir 30 Minuten mit OKT3 und anti-CD28 (je 2 ug/ml) stimuliert (+). Uberexprimiertes
GRASP-Ig wurde an Protein A-Sepharose prazipitiert und im Western Blot analysiert. Durch
Koexpression von Cytohesin-1 wird die OKT3/CD28-induzierte GRASP-Phosphorylierung verstarkt.
Gleichzeitig ist eine erhdhte Expression des Fusionsproteins zu beobachten. Dies deutet darauf hin,
dass GRASP-Ig durch die Interaktion mit Cytohesin-1 stabilisiert wird.
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3.1.6 GRASP inhibiert die IL-2-Promotor-Aktivierung

Die ITAMs der TCR-assoziierten Ketten leisten einen essentiellen Beitrag zur T-Zell-
Aktivierung, indem sie die Tyrosin-Kinasen ZAP-70 und Syk rekrutieren und dadurch
deren Aktivierung durch Src-Kinasen ermdglichen. Es stellte sich daher die Frage,
welchen Einfluss das ITAM-Protein GRASP auf die T-Zell-Aktivierung zeigt. Die
Transkription des IL-2-Gens kann als Mal3 der T-Zell-Aktivierung betrachtet werden,
da diese im Zuge der Aktivierung graduell induziert wird. Zur Quantifizierung der
transkriptionellen Aktivierung des IL-2-Gens wurden heterologe Reportergen-
Analysen in T-Ag Jurkat Zellen durchgefiihrt. Fir die Analysen wurde das Konstrukt
IL-2-Luc verwendet, das die Luziferase-cDNA als Reportergen unter der Kontrolle
des vollstandigen humanen IL-2-Promotors enthalt.

Wie in Abbildung 3.12 gezeigt, wird die Induktion des IL-2-Promotors nach
OKT3/CD28-Stimulation durch die Uberexpression von GRASP inhibiert. Die
Inhibition wird dabei gleichermal3en durch N- oder C-terminal Ig-fusioniertes GRASP
bewirkt. Somit kann davon ausgegangen werden, dass das PDZ-Bindemotiv, das
durch den C-terminalen Ig-Fusionsanteil maskiert wird, nicht zu der inhibitorischen

Wirkung beitragt.
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Abb. 3.12 Inhibition der TCR/CD28-induzierten Aktivierung des IL-2-Promotors

T-Ag Jurkat Zellen wurden transient mit IL-2-Luc in Komnbination mit dem Ig-Fusionsanteil (Ig-
Kontrolle) oder N- oder C-terminal Ig-fusioniertem GRASP (Ig-GRASP, GRASP-Ig) transfiziert und 17
Stunden nach der Transfektion nicht stimuliert (unstim.) oder fur 6 Stunden mit OKT3 und anti-CD28
(OKT3+CD28) stimuliert. Die Luciferase-Aktivitdt wurde luminometrisch quantifiziert, auf Trans-
fektionseffizienz und Proteingehalt normalisiert und prozentual zur Aktivitdt der stimulierten Ig-
Kontrolle (100%) dargestellt [%RLU]. Die Uberexpression von Ig-GRASP oder GRASP-Ig bewirkt eine
Reduktion der OKT3/CD28-induzierten Aktivierung des IL-2-Promotors auf ca. 30% der Kontrolle.
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Die gleichzeitige Stimulation mit PMA und Calcium-lonophor flhrt zu einer starken
Aktivierung des IL-2-Promotors, die unabhéngig von proximalen Signalen des TCR
ist, da hierdurch direkt ein Anstieg des intrazellularen Calcium-Spiegels und eine
Aktivierung von PKCs erreicht wird. Um zu prufen, ob die Inhibition der IL-2-
Promotor-Aktivierung durch GRASP auf der Ebene der TCR-Signale erfolgt, wurde
die IL-2-Induktion nach PMA/lonophor-Stimulation quantifiziert. Wie aus Abbildung
3.13 hervorgeht, wird die Aktivierung des IL-2-Promotors durch die Uberexpression
von GRASP auch bei PMA/lonophor-Stimulation inhibiert. Daraus ist zu schliel3en,
dass der inhibitorische Effekt durch GRASP unabhangig von T-Zell-Rezeptor-

proximalen Signalen ist.
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Abb. 3.13 Inhibition der PMA/lonophor-induzierten IL-2-Promotor-Aktivierung

T-Ag Jurkat Zellen wurden transient mit IL-2-Luc in Komnbination mit dem Ig-Fusionsanteil (Ig-
Kontrolle) oder N- oder C-terminal Ig-fusioniertem GRASP (Ig-GRASP, GRASP-Ig) transfiziert und 17
Stunden nach der Transfektion nicht stimuliert (unstim.) oder fir 6 Stunden mit PMA und Calcium-
lonophor (PMA+lonophor) stimuliert. Die Uberexpression von Ig-GRASP oder GRASP-Ig bewirkt eine
Reduktion der PMA/lonophor-induzierten Aktivierung des IL-2-Promotors auf ca. 40% der Kontrolle.

Dieses Resultat deutet darauf hin, dass der inhibitorische Effekt durch GRASP, nicht
auf einem ITAM-abhangigen Signalweg beruht, da anzunehmen ist, dass das
GRASP-ITAM nach PMA/lonophor-Stimulation nicht phosphoryliert wird. Zur
Untersuchung, ob die inhibitorische Wirkung des Proteins von der Integritat des ITAM
abhangt, wurde von Bianca Paul eine quantitative Analyse der IL-2-Aktivierung mit
Uberexprimiertem  Wildtyp-GRASP und der ITAM-Mutante GRASP-YY-FF
durchgefuhrt. Das Ergebnis der Analyse ist in Abbildung 3.14 dargestellt.
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Abb. 3.14 Inhibition der IL-2-Induktion durch die ITAM-Mutante GRASP-YY-FF

T-Ag Jurkat Zellen wurden transient mit IL-2-Luc in Komnbination mit 10 bis 40 pg eines
Expressionsvektors fur den Flag-Fusionsanteil (Flag-Kontrolle), Flag-GRASP oder die ITAM-defekte
Mutante Flag-GRASP-YY-FF transfiziert und 17 Stunden nach der Transfektion fiir 6 Stunden mit
OKT3 und PMA stimuliert. Die Luciferase-Aktivitat wurde luminometrisch quantifiziert und auf Trans-
fektionseffizienz und Proteingehalt normalisiert. Um den unspezifischen Effekt, der durch die Menge
der transfizierten DNA hervorgerufen wird zu normalisieren, wurden die Proben prozentual zur Flag-
Kontrolle der jeweils gleichen DNA-Menge ausgewertet. Die ITAM-Mutante Flag-GRASP-YY-FF
bewirkt eine &hnlich starke Inhibition der OKT3/PMA-induzierten Aktivierung des IL-2-Promotors, wie
das Wildtyp-Protein.

Die Uberexpression der ITAM-defekten Mutante GRASP-YY-FF ruft eine
vergleichbar starke Reduktion der IL-2-Promotor-Induktion hervor wie das Wildtyp-
Protein. Demnach beruht der inhibitorische Effekt, der durch die Uberexpression des
Wildtyp-Proteins hervorgerufen wird, nicht auf einer Signalfunktion des ITAM.
Weiterhin wird die T-Zell-Aktivierung nicht auf der Ebene der proximalen Signale des
TCR inhibiert, da GRASP auch die PMA/lonophor-induzierte Aktivierung des IL-2-

Promotors hemmt.
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3.2 Die Regulation des Cytohesin-1-Interaktionspartners CYTIP
durch Phosphorylierung und Degradation

Zytokine spielen eine wichtige Rolle bei der Entwicklung, Differenzierung und
Aktivierung von Lymphozyten. Bei naiven CD4-positiven T-Zellen begunstigt das
Zytokin IL-4 die Ty2-Differenzierung, wahrend IL-12 die Differenzierung von Tyl-
Zellen fordert [Agnello et al., 2003]. In einem Screen nach IL-12-induzierten Genen in
humanen mononukledren Zellen des peripheren Blutes (PBMC) wurde das PDZ-
Doménen-Protein CYTIP identifiziert [Rogge et al., 2000; Tang et al., 2002]. Northern
Blot Analysen zeigten, dass die CYTIP-mRNA stark in Lymphozyten des peripheren
Blutes (PBL) und schwécher in Lymphknoten, Thymus, Milz und Lunge vorhanden
ist. Die CYTIP-mRNA wird in PBMC durch Behandlung mit IL-2 und IL-12 induziert.
In Tyl-Zellen liegt entsprechend eine starkere Expression der CYTIP-mRNA vor als
in Ty2-Zellenund die Expression wird in Tyl-Zellen durch IL-12 weiter gesteigert
[Tang et al., 2002]. Auch wahrend der Reifung dendritischer Zellen wird CYTIP
hochreguliert [Boehm et al., 2003]. In einem Two-Hybrid-Screen mit CYTIP als Koder
wurde Cytohesin-1 als Interaktionspartner identifiziert. Wahrend die Uberexpression
von Cytohesin-1 in Jurkat Zellen die Adhasion an ICAM-1 verstarkt, wird die
Adhasion durch Uberexpression von CYTIP inhibiert. Die Gunaninnukleotid-
Austauschfaktor- (GEF-) Aktivitat von Cytohesin-1 an ARF1 wird in vitro durch CYTIP
gesteigert [Tang et al., 2002]. Diese Daten lassen eine regulatorische Rolle von
CYTIP in Cytohesin-1-vermittelten Prozessen vermuten. In diesem Teil der Arbeit

wurde die Funktion des Cytohesin-1-Interaktionspartners CYTIP untersucht.

3.2.1 Expressionsanalyse von CYTIP

Mittels des CYTIP-spezifischen monoklonalen Antikdrpers 2F9 wurde die endogene
Expression des Proteins in verschiedenen humanen hamatopoetischen Zell-Linien
und primaren Zellen untersucht (Abb. 3.15). CYTIP wird in der CD4-positiven T-Zell-
Linie Jurkat E6 in sehr geringem Mal3 exprimiert. In PBL, reifen dendritischen Zellen
(mDC) und der lymphoblastoiden B-Zell-Linie EREB 2.5 liegt dagegen eine starke
CYTIP-Expression vor.
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anti-CYTIP (2F9) «— CYTIP
anti-Cyh-1 (7H2) <«— Cyh-1
anti-Aktin «— Aktin

Abb. 3.15 Endogene CYTIP-Expression

Die endogene Expression von CYTIP wurde mittels des monoklonalen Antikérpers 2F9 in humanen
hamatopoetischen Zell-Linien und primaren Zellen analysiert (oberer Blot). In der T-Zell-Linie Jurkat
E6 ist CYTIP nur sehr schwach detektierbar. Eine starke Expression des Proteins wurde in der
lymphoblastoiden B-Zell-Linie EREB 2.5 sowie in PBL und reifen dendritischen Zellen (mDC)
nachgewiesen. Cytohesin-1 (Cyh-1) wird in allen untersuchten Zellen stark exprimiert (mittlerer Blot).
Als Ladekontrolle wurde Aktin detektiert (unterer Blot).

3.2.2 Cytohesin-1 und CYTIP kopréazipitieren aus humanen PBL

Die Interaktion zwischen Cytohesin-1 und CYTIP wurde durch Two-Hybrid-Analysen
in Hefe sowie Kopréazipitation und Kolokalisation der beiden Uberexprimierten
Proteine in Jurkat E6 Zellen gezeigt [Boehm et al., 2003]. Um die Interaktion der
Proteine in primaren Zellen zu bestatigen, wurde die Koprazipitierbarkeit der beiden
endogenen Proteine mittels der Cytohesin-1- bzw. CYTIP-spezifischen,
monoklonalen Antikorper 7H2 bzw. 2F9 in PBL uberpruft. Wie Abbildung 3.16 A
zeigt, koprazipitiert CYTIP mit Cytohesin-1 und umgekehrt Cytohesin-1 mit CYTIP
aus humanen PBL.

Die Signalintensitat des direkt prazipitierten CYTIP bzw. Cytohesin-1 unterscheidet
sich kaum von der des kopréazipitierten CYTIP bzw. Cytohesin-1, was anzeigt, dass
die beiden Proteine in PBL offenbar quantitativ als Komplex vorliegen. In PBMC
liefert mit Cytohesin-1 koprazipitiertes CYTIP dagegen ein wesentlich schwacheres
Signal als in PBL. Dies ist darauf zuriickzufihren, dass CYTIP in Monozyten, die ca.
40% der PBMC ausmachen, nur sehr schwach exprimiert wird (nicht gezeigt).
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Abb. 3.16 CYTIP und Cytohesin-1 kopréazipitieren aus PBL und PBMC

A) Endogenes Cytohesin-1 (Cyh-1) bzw. CYTIP wurde mit dem monoklonalen Antikérper 7H2 bzw.
2F9 aus humanen PBL immunprazipitiert. Die Detektion mit dem CYTIP-spezifischen Antikdrper 2F9
bzw. dem Cytohesin-1-spezifischen Antikérper 7H2 zeigt mit Cytohesin-1 koprazipitiertes CYTIP bzw.
mit CYTIP koprazipitiertes Cytohesin-1. B) Weder CYTIP noch Cytohesin-1 wurden mit der 7H2/2F9-
Isotyp-Kontrolle (I-K) CAD9 aus humanen PBMC prazipitiert. IgH: schwere Kette der Immunglobuline.

3.2.3 Endogenes CYTIP wird nach PMA-Stimulation degradiert

Western Blot Analysen zeigten, dass die Stimulation humaner PBL mit dem
Phorbolester PMA in einem schnellen und annahernd vollstandigen Verlust von
CYTIP im Totallysat der Zellen resultiert. Die Reduktion tritt dabei bereits nach
wenigen Minuten der Stimulation ein. Bei 30-mindtiger Stimulation ist das Protein
meist nicht mehr im Totallysat detektierbar. Eine transkriptionelle Regulation sollte
bei einer Stimulationszeit von 30 Minuten fur die Reduktion nicht ausschlaggebend
sein. Vielmehr lasst dieses Ergebnis eine induzierte Degradation des Proteins
vermuten. Die Reduktion von CYTIP nach PMA-Stimulation humaner PBL wurde
auch in SDS-Totallysaten festgestellt, so dass ausgeschlossen werden kann, dass
CYTIP durch die Stimulation in ein Igepal-unlésliches Kompartiment transloziert
(Abb. 3.17 A). Die CYTIP-mRNA wird in humanen Tyl1- und Ty2-Zellen, die fur sechs
Stunden mit PMA und lonophor stimuliert wurden, hochreguliert [Tang et al., 2002].
Auf Proteinebene ist CYTIP auch nach acht-stindiger PMA-Stimulation humaner
PBL nicht wieder detektierbar (Abb. 3.17 B). Gleiches gilt fir die gleichzeitige
Stimulation mit PMA und lonophor (nicht gezeigt). Der Verlust von CYTIP nach PMA-
Stimulation wurde auch in unreifen und reifen dendritischen Zellen beobachtet (Abb.
3.17 C).
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Abb. 3.17 CYTIP wird nach PMA-Stimulation degradiert

A) SDS-Totallysate unstimulierter bzw. fir 30 Minuten mit 50 ng/ml PMA stimulierter PBL wurden im
Western Blot mit dem CYTIP-spezifischen Antikdrper 2F9 analysiert. Die Stimulation mit PMA
resultiert in einer Reduktion von endogenem CYTIP. B) Humane PBL wurden nicht stimuliert oder fur
eine, zwei, vier oder acht Stunden mit PMA stimuliert und im Western Blot analysiert. Auch nach acht-
stundiger Stimulation mit PMA ist CYTIP nicht detektierbar. C) Unreife und reife dendritische Zellen
(DC) wurden nicht stimuliert (unstim.) oder fur 30 Minuten mit 0,1% DMSO als Kontrolle bzw. mit 50
ng/ml PMA inkubiert und lysiert. Detektion der Totallysate mit 2F9 zeigt auch in diesen Zellen eine
Reduktion des endogenen CYTIP nach PMA-Simulation. Als Ladekontrolle wurde Aktin detektiert.

Um zu prifen, ob die PMA-induzierte Reduktion von CYTIP auf einer proteasomalen
Degradation des Proteins beruht, wurde der Proteasomen-Inhibitor MG132
eingesetzt. Durch Vorinkubation der Zellen mit MG132 wird die PMA-induzierte
Reduktion inhibiert (Abb. 3.18). Gleichzeitig werden hierbei mehrere hdher
migrierende Banden angereichert, die phosphorylierte und/oder ubiquitinierte Formen

des Proteins darstellen kdnnten.
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Abb. 3.18 Der Proteasomen-Inhibitor MG132 inhibiert die CYTIP-Degradation

Humane PBL wurden nicht stimuliert, als Kontrolle mit 0,1% DMSO inkubiert, 30 Minuten mit 50 ng/ml
PMA stimuliert oder 30 Minuten mit 50 uM MG132 vorinkubiert und anschlieRend fur 30 Minuten mit
PMA stimuliert. Totallysate der Zellen wurden im Western Blot mit 2F9 analysiert (oberer Blot). Durch
MG132 wird die PMA-induzierte CYTIP-Degradation inhibiert. Zuséatzlich werden mehrere Banden
Uber der CYTIP-Bande detektiert (Pfeilspitzen), welche phosphorylierte und/oder ubiquitinierte Formen
des Proteins darstellen kdnnten. Bei Cytohesin-1 (Cyh-1) ist keine Modifikation sichtbar (unterer Blot).

Diese Ergebnisse legen die Vermutung nahe, dass CYTIP nach PMA-Stimulation fir
einen Abbauweg markiert wird. Die Degradation konnte dabei durch eine

Phosphorylierung des Proteins induziert werden.

3.2.4 CYTIP wird nach PMA-Stimulation phosphoryliert

Bereits in vorangegangenen Arbeiten wurde beobachtet, dass Uberexprimiertes Ig-
CYTIP nach PMA-Stimulation der transfizierten Zellen eine héher migrierende Bande
im Western Blot aufweist [Thomas Boehm, unveroffentlicht]. Uberexprimiertes N-
oder C-terminal Ig-fusioniertes CYTIP wird nach PMA-Stimulation nicht degradiert,
was auf eine stabilisierende Wirkung des Fusionsanteils zurtickzufihren sein konnte.
Das veranderte Laufverhalten des Ig-CYTIP nach PMA-Stimulation deutet auf eine
Phosphorylierung des Proteins hin, koénnte jedoch auch auf einer anderen
posttranslationalen Modifikation beruhen. Um zu prifen, ob es sich bei der hoher
migrierenden Bande um eine phosphorylierte Form des Proteins handelt, wurde
immunprazipitiertes Ig-CYTIP mit Alkalischer Phosphatase behandelt. Durch
Behandlung mit Alkalischer Phosphatase wird die hoher migrierende Bande entfernt
(Abb. 3.19 A). Dies zeigt, dass es sich bei der Modifikation um eine Phosphorylierung
handelt. Da die héher migrierende Bande nicht mit anti-Phospho-Tyrosin Antikérpern

detektierbar ist (nicht gezeigt), sollte es sich dabei um eine Serin- und/oder Threonin-
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Phosphorylierung handeln. Die Phosphorylierung von CYTIP ist unabhéngig von der
PDZ-Doméane und der Leucin-Zipper-Region, da auch die isolierte C-terminale
Doméne des Proteins (Ig-CYTIP-204-359) nach PMA-Stimulation phosphoryliert
wird. In dieser verkirzten Form wird aufgrund der weiteren Auftrennung in der SDS-
PAGE sichtbar, dass es sich bei der modifizierten Form um eine Doppelbande
handelt, was vermuten lasst, dass das Protein an mehreren Resten phosphoryliert
wird. Auch die hoher migrierende Doppelbande des immunprazipitierten
Fusionsproteins 1g-CYTIP-204-359 wird durch Behandlung mit Alkalischer
Phosphatase entfernt (Abb. 3.19 B). Bei dem Ig-Fusionsanteil tritt nach PMA-

Stimulation keine modifizierte Form auf (vergleiche Abb. 3.4).

A
- - + + PMA
- + - + AP
anti- _ <«— Phospho-Ig-CYTIP
human IgG “ﬂ.h <«— |g-CYTIP
B Phospho-Ig-

anti- = CyTIP-204-359

Sy
human IgG ’:n~~ <« 1g-CYTIP-204-359

Abb. 3.19 In-vitro-Dephosphorylierung von Ig-CYTIP

Jurkat E6 Zellen wurden transient mit Ig-CYTIP (A) oder Ig-CYTIP-204-359 (B), einer N-terminal
verkirzten Mutante, der die PDZ-Doméne und die Leucin-Zipper-Region fehlen, transfiziert und 24
Stunden nach der Transfektion nicht stimuliert (- PMA) oder fir 30 Minuten mit 50 ng/ml PMA
stimuliert (+ PMA). Die Uberexprimierten Fusionsproteine wurden an Protein A-Sepharose prazipitiert
und mit 1 ul 50% Glycerin als Kontrolle (- AP) oder mit 1 U Alkalischer Phosphatase (+ AP) behandelt.
Durch Dephosphorylierung fallen die héher migrierenden Banden von Ig-CYTIP und 1g-CYTIP-204-
359 weg.

Bei Uberexprimiertem, Ig-fusioniertem CYTIP wurde keine PMA-induzierte
Degradation festgestellt. Dies konnte bedeuten, dass das Protein durch den Ig-
Fusionsanteil stabilisiert wird, oder dass die beobachtete Degradation in Jurkat
Zellen nicht stattfindet. Um dies zu uberprufen, wurde endogenes CYTIP in PMA-
stimulierten Jurkat Zellen analysiert. Wie Abbildung 3.20 zeigt, wird endogenes
CYTIP auch in Jurkat Zellen nach PMA-Stimulation degradiert, so dass offenbar der

Ig-Fusionsanteil die Degradation des Proteins verhindert.

81



Ergebnisse

& S
o » Q
R

anti-CYTIP (2F9) |« <« CYTIP

anti-Aktin —— e wee | <—  Aktin

Abb. 3.20 CYTIP wird in Jurkat Zellen nach PMA-Stimulation degradiert

Jurkat E6 Zellen wurden nicht stimuliert (unstim.) oder fiir 30 Minuten mit 50 ng/ml PMA oder 10 ng/ml
PDBu stimuliert. Totallysate der Zellen wurden im Western Blot mit dem CYTIP-spezifischen
Antikdrper 2F9 analysiert (oberer Blot). Endogenes CYTIP wird in Jurkat E6 Zellen nach PMA- bzw.
PDBu-Stimulation degradiert. Als Ladekontrolle wurde Aktin detektiert (unterer Blot).

Um zu untersuchen, ob in den durch MG132 angereicherten hoher migrierenden
Banden (Abb. 3.18) phosphorylierte Formen von CYTIP vorliegen, wurde immun-
prazipitiertes endogenes CYTIP mit Alkalischer Phosphatase behandelt (Abb. 3.21).
Durch Dephsphorylierung tritt die unmodifizierte Form von CYTIP sowohl in nicht
Proteasomen-inhibierten als auch in mit MG132 Proteasomen-inhibierten, PMA-
stimulierten Zellen wieder starker in Erscheinung, was anzeigt, dass die hoéher
migrierenden Banden des endogenen CYTIP, zumindest teilweise, phosphorylierte
Formen des Proteins darstellen. In Proteasomen-inhibierten Zellen bleibt die
Koprazipitation von Cytohesin-1 in PMA-stimulierten im Vergleich zu unstimulierten
Zellen unveréandert, was zeigt, dass die Interaktion zwischen CYTIP und Cytohesin-1
durch die Phosphorylierung nicht beeinflusst wird. In nicht mit MG132 vorinkubierten
Zellen ist koprazipitiertes Cytohesin-1 dagegen reduziert, da CYTIP hier offenbar

phosphorylierungsabhangig degradiert wird.
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Abb. 3.21 Durch MG132 wird phosphoryliertes CYTIP stabilisiert

Humane PBL wurden fir 30 Minuten mit 0,1% DMSO (- MG132) bzw. 50 uM MG132 (+ MG132)
vorinkubiert und anschlieRend fir 30 Minuten mit 0,1% DMSO (- PMA) bzw. 50 ng/ml PMA (+ PMA)
stimuliert. Die Zellen wurden lysiert und endogenes CYTIP mit 2F9 immunprazipitiert.
Immunprazipitiertes CYTIP wurde fur 30 Minuten bei 37°C mit 1 ul 50% Glycerin als Kontrolle (- AP)
bzw. 1 U Alkalischer Phosphatase (+ AP) behandelt. In unstimulierten Zellen zeigt Behandlung mit AP
keinen Effekt (vergleiche Spuren 1 und 2 bzw. 5 und 6, oberer Blot). In PMA-stimulierten Zellen wird
die Bande von unmodifiziertem CYTIP durch Behandlung mit AP verstéarkt (vergleiche Spuren 3 und 4
bzw. 7 und 8, oberer Blot), was zeigt, dass phosphorylierte Formen vorliegen. In MG132-
vorinkubierten Zellen bleibt koprazipitiertes Cytohesin-1 anndhernd unverdndert zwischen
unstimulierten und PMA-stimulierten Zellen (vergleiche Spuren 7/8 mit 5/6, unterer Blot). Dies zeigt,
dass Cytohesin-1 mit nicht sichtbaren, modifizierten Formen von CYTIP kopréapitiert wurde (Spur 7),
bzw. dass CYTIP hier zwar modifiziert, namlich wie Behandlung mit AP verdeutlicht, phosphoryliert
vorliegt, jedoch nicht degradiert wird. In nicht Proteasomen-inhibierten Zellen dagegen ist
koprazipitiertes Cytohesin-1 in PMA-stimulierten Zellen reduziert (vergleiche Spuren 3/4 mit 1/2,
unterer Blot), da CYTIP hier sowohl phoshorlyliert (vergleiche Spuren 4 und 5 oberer Blot) als auch
degradiert wird.

Wie Abbildung 3.21 zeigt, wird unmodifiziertes CYTIP in MG132-vorinkubierten PMA-
stimulierten Zellen durch Behandlung mit Alkalischer Phosphatase fast vollstandig
wiederhergestellt. Diese Beobachtung spricht gegen eine durch Phosphosylierung
induzierte zusatzliche Modifikation, wie eine Ubiquitinierung. Desweiteren ist in
Totallysaten MG132-behandelter, PMA-stimulierter Zellen mit dem CYTIP-
spezifischen Antikdrper keine fur eine Poly-Ubiquitinierung typische Banden-,Leiter"
detektierbar. Das Epitop, das durch den monoklonalen anti-CYTIP Antikérper 2F9
detektiert wird, konnte durch eine poly-Ubiquitinierung maskiert werden, so dass
ubiquitiniertes CYTIP durch 2F9 mdglicherweise schwacher immunprazipitiert und

detektiert wird.
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3.2.5 CYTIP wird nach PMA-Stimulation ubiquitiniert

Um zu prifen, ob phosphoryliertes CYTIP ubiquitiniert wird, wurde immun-
prazipitiertes CYTIP aus MG132-behandelten, PMA-stimulierten Zellen mit einem
Ubiquitin-spezifischen Antikdrper analysiert. Fir diese Untersuchung wurden
lymphoblastoide 721 B-Zellen gewéahlt, da der PMA-induzierte Abbau des Proteins in
dieser Zell-Linie verlangsamt stattfindet. Abbildung 3.22 B zeigt, dass in der
Immunprazipitation zwei Banden oberhalb der CYTIP-Bande sowohl durch 2F9 als

auch durch den anti-Ubiquitin Antikorper detektiert werden.

A B
OAR\s S\ o
& &
o d ca\?;ifp
CYTIP |gwe = | «— CYTIP
(2F9) (2F9) | e " «— CYTIP
EEE ¥ 3
ANti-AKEN | e s | «—  Aktin anti- S = e
Ubiquitin
Totallysat IP:  anti-CYTIP

(2F9)

Abb. 3.22 CYTIP wird in 721 Zellen nach PMA-Stimulation ubiquitiniert

Lymphoblastoide 721 Zellen wurden fir 30 Minuten mit 50 uM MG132 vorinkubiert und anschlieend
fur 30 Minuten mit 0,1% DMSO als Kontrolle (unstim.) bzw. 50 ng/ml PMA stimuliert. Die Zellen
wurden lysiert und CYTIP mit 2F9 immunprazipitiert. Detektion des Totallysats (A) mit 2F9 (oberer
Blot) zeigt einen leichten Abbau des endogenen Proteins sowie zwei héher migrierende Banden
(Pfeilspitzen). Als Ladekontrolle wurde Aktin detektiert (unterer Blot). Detektion der Immunpréazipitation
(B) mit 2F9 zeigt wiederum zwei hoher migrierende Banden (oberer Blot, Pfeilspitzen). Beide Banden
werden von einem polyklonalen anti-Ubiquitin Antikdrper detektiert (unterer Blot, Pfeilspitzen). IgH:
schwere Kette des 2F9 Antikorpers.

Zur Untersuchung der CYTIP Ubiquitinierung in PBL wurde der Versuch wie mit 721
Zellen wiederholt. Da CYTIP in PBL jedoch schneller degradiert wird, wurden diese
Zellen fur kurzere Zeiten mit PMA stimuliert. In der CYTIP Immunprézipitation aus
PBL werden nach 10-minttiger PMA-Stimulation im anti-Ubiquitin Blot hoch
migrierende Banden detektiert (Abb. 3.23). In der 2F9-Isotyp-Kontrolle waren keine

ubiquitinierten Banden nachweisbar (nicht gezeigt).
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Abb. 3.23 CYTIP-Ubiquitinierung in PBL

Humane PBL wurden fir 30 Minuten mit 50 uM MG132 vorinkubiert und anschlieRend fur 10 Minuten
mit 0,1% DMSO als Kontrolle (-) bzw. fur eine, finf oder zehn Minuten mit 50 ng/ml PMA stimuliert.
Nach Lyse der Zellen wurde eine Immunprazipitation mit dem CYTIP-spezifischen Antikdrper 2F9
durchgefihrt. Ubiquitin-Detektion zeigt im Totallysat (links) in allen Spuren hoch migrierende Banden
polyubiquitinierter Proteine. In der CYTIP-Immunprazipitation (rechts) sind mit dem Ubiquitin-
spezifischen Antikorper bei 10-minttiger PMA-Stimulation héher migrierende Banden detektierbar.

3.2.6 Die CYTIP-Phosphorylierung ist PKC-abhéngig

Phorbolester wie PMA oder PDBu sind Strukturanaloga des Signalmolekiils
Diacylglycerol (DAG) und aktivieren Isoenzyme der Proteinkinase C- (PKC-) Familie.
AuBBer der PKCs sind noch weitere Proteine bekannt, die DAG und Phorbolester
binden und dadurch aktiviert werden. Hierzu gehéren Chimaerine, DAG-Kinasen und
RasGRPs [Brose und Rosenmund, 2002; Kazanietz, 2002; Geiger et al., 2003].

Fur die Untersuchung, ob PKCs an der Phosphorylierung von CYTIP beteiligt sind,
wurden PKC-Inhibitoren verwendet (Abb. 3.24). Die Familie der PKCs ist in drei
Gruppen unterteilt, die ,konventionellen* cPKCs, die ,novel* nPKCs und die
»atypischen“ aPKCs. Die Unterteilung der Enzymfamilie erfolgte anhand der fir die
Aktivierung erforderlichen Kofaktoren. Die Gruppe der cPKCs, bestehend aus PKC
o, PBi, Bu und vy, benétigt Calcium und DAG fiur ihre Aktivierung, wohingegen die
nPKCs (5, & m, 6 und p) DAG-abhangig, jedoch Calcium-unabhangig aktiviert
werden. Die atypischen aPKCs ¢ und /A benoétigen weder Calcium noch DAG und
sind nicht durch Phorbolester aktivierbar [Spitaler und Cantrell, 2004]. G66850
(Bisindolylmaleimid I, GF109203X) ist ein selektiver Inhibitor der c- und nPKCs
[Toullec et al., 1991; Martiny-Baron et al., 1993; Hermann-Kleiter et al., 2006] Der
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Inhibitor G66976 hemmt spezifisch die Calcium-abhéngigen cPKC-Isoformen. Die
Aktivitat der Calcium-unabhangigen Isoenzyme 6, € und £ wird selbst bei hoheren
Konzentrationen im mikromolaren Bereich nicht beeintrachtigt [Martiny-Baron et al.,
1993]. Die Spezifitat des Inhibitors Novartis-299136 ist noch nicht genau bekannt.
Dieser Inhibitor ist derzeit nicht kommerziell erhaltlich und wurde von Professor Dr.
Gottfried Baier (Institut fur Medizinische Biologie und Humangenetik, Universitat
Innsbruck) zur Verfugung gestellt.

Wie Abbildung 3.24 A zeigt, wird die CYTIP-Phosphorylierung durch G66850 und
Novartis-299136 vollstdndig blockiert. Der cPKC-spezifische Inhibitor G66976 zeigt
keinen oder einen wesentlich geringeren Einfluss auf die PMA-induzierte
Phosphorylierung von CYTIP. Damit ist gezeigt, dass die CYTIP-Phosphorylierung
durch ein nPKC-Isoenzym oder eine nachgeschaltete Kinase katalysiert wird. Ob die
Phosphorylierung direkt durch eine nPKC katalysiert wird oder indirekt durch eine
nachgeschaltete Kinase, kann hierdurch jedoch nicht geklart werden.

Das gleiche Inhibitions-Muster wurde fur die PMA-induzierte Phosphorylierung von
endogenem Cytohesin-1 in Jurkat Zellen beobachtet (Abb. 3.24 B). Cytohesin-1 wird
nach PMA-Stimulation an den Serinen 393 und 394 innerhalb der carboxyterminalen
polybasischen Region phosphoryliert [Kathrin Obrusnik, unverdffentlicht]. Die
Phosphorylierung von Cytohesin-1 kann mittels nicht-denaturierender PAGE
detektiert werden [Dierks et al., 2001]. Die phosphorylierte Form bildet hier eine
schneller migrierende Bande.

Die Phosphorylierung von Cytohesin-1 wird durch G66850 und Novartis-299136
vollstandig inhibiert, wohingegen der cPKC-Inhibitor G66976 keinen Einfluss zeigt
(Abb. 3.24 B). Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Phosphorylierung von
Cytohesin-1 und CYTIP durch die gleiche Kinase katalysiert werden kdnnte und

somit moglicherweise im gleichen Signalweg induziert wird.
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Abb. 3.24 Die CYTIP- und Cytohesin-1-Phosphorylierung ist nPKC-abhangig

A) Ig-CYTIP wurde in Jurkat E6 Uberexprimiert. Die Zellen wurden fur 30 Minuten ohne PKC-Inhibitor
(- PKC-Inhibitor) oder mit G66850 (1), G66976 (2) oder Novartis-299136 (3) (je 0,5 uM) vorinkubiert.
Anschlie3end wurden die Zellen nicht stimuliert (-) oder fur 30 Minuten mit 50 ng/ml PMA (1) bzw. 10
ng/ml PDBu (2) stimuliert. Das Uberexprimierte Fusionsprotein wurde an Protein A-Sepharose
prézipitiert und im Western Blot mit anti-human IgG detektiert. Durch Vorinkubation der Zellen mit
G066850 oder Novartis-299136 wird die PMA-induzierte Phosphorylierung von Ig-CYTIP inhibiert,
wohingegen durch den cPKC-Inhibitor G66976 keine Hemmung der Phosphorylierung eintritt.

B) Jurkat E6 Zellen wurden wie unter A) beschrieben mit PKC-Inhibitoren vorinkubiert und
anschlieRend nicht stimuliert (-) oder fur 30 Minuten mit PMA (1) oder PDBu (2) stimuliert. Totallysate
der Zellen wurden einer nicht-denaturierenden PAGE unterzogen und im Western Blot mit dem
Cytohesin-1-spezifischen Antikérper 7H2 analysiert. Phosphoryliertes Cytohesin-1 bildet eine
schneller migrierende Bande in der nativen PAGE. Durch die Inhibitoren G66850 und Novartis-
299136, nicht jedoch durch G©66976, wird die Phosphorylierung von endogenem Cytohesin-1
unterbunden. Mit ,** ist eine unspezifische Bande markiert.

3.2.7 Die Degradation von CYTIP ist PKC8- oder PKCO-abhangig

Rottlerin, auch bekannt als Mallotoxin, ist ein Inhibitor der PKCS (ICso = 3-6 uM) und
PKC6. Die Aktivitat der Isoformen a, B und y (ICso = 30-42 uM) sowie g, n und £ (ICso
= 80-100 uM) wird erst bei héheren Konzentrationen inhibiert [Gschwendt et al.,
1994]. Wie aus Abbildung 3.25 hervorgeht, wird der PMA-induzierte Abbau von
CYTIP durch Rottlerin wie durch den c- und nPKC Inhibitor G66850 vollstéandig
unterbunden. Die Inhibition der Cytohesin-GEF-Aktivitat durch den Inhibitor Secin H3
zeigt keinen Einfluss auf die Degradation von CYTIP. Der Proteasomen-Inhibitor
MG132 bewirkt, wie bereits zuvor gezeigt (Abb. 3.18), eine partielle Inhibition der

Degradation, wobei es zu einer Anreicherung hdher migrierender Banden kommt.
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MG132 inhibiert reversibel proteasomale Degradation, allerdings werden durch
MG132 auch Calpain, Cathepsine und vy-Secretase gehemmt [Kisselev und
Goldberg, 2001; Skovronsky et al., 2000]. Aufgrund dieser relativ geringen Spezifitat
des Inhibitors MG132 flir proteasomale Degradation wurde der Inhibitor Lactacystin
getestet (Abb. 3.25). Lactacystin ist ein hoch spezifischer Inhibitor der 20S
katalytischen ,core“-Einheit des 26S Proteasoms. Durch kovalente Bindung an das
N-terminale Threonin der katalytischen Doméne einiger B-Untereinheiten inhibiert
Lactacystin irreversibel die Trypsin- und Chymotrypsin-ahnliche Aktivitat des
Proteasoms. Calpain, Cathepsin B, Chymotrypsin, Trypsin und Papain werden selbst
bei einer Konzentration von 100 uM nicht inhibiert [Fenteany et al., 1995]. Mit dem
Proteasomen-Inhibitor Lactacystin wurde bei einer Konzentration von 10 uM und
einer Vorinkubationszeit von 30 Minuten keine Inhibition der PMA-induzierten CYTIP-
Degradation beobachtet (Abb. 3.25). Da Lactacystin zunachst intrazellular umgesetzt
werden muss, koénnte die Vorinkubation von 30 Minuten mdglicherweise zu kurz
angesetzt sein, um eine Inhibition der CYTIP-Degradation durch Lactacystin

feststellen zu kénnen.

Go Rott- Secin
DMSO MG132 LC 6850 lerin H3

PMA
anti-CYTIP
anti-Aktin <«<— Aktin

Abb. 3.25 Die CYTIP-Degradation wird durch Rottlerin blockiert

Humane PBL wurden fur 30 Minuten mit 0,5% DMSO als Kontrolle, 50 uM MG132, 10 uM Lactacystin
(LC), 0,5 uM G066850, 20 uM Rottlerin oder 10 uM SecinH3 vorinkubiert und anschlieRend mit 0,1%
DMSO versetzt (-) bzw. fur 30 Minuten mit 50 ng/ml PMA (+) stimuliert. Totallysate der Zellen wurden
im Western Blot mit 2F9 analysiert (oberer Blot). Durch den Proteasomen-Inhibitor MG132 wird die
CYTIP-Degradation partiell inhibiert, wobei eine Anreicherung héher migrierender Banden auftritt. Der
Proteasomen-Inhibitor Lactacystin (LC) bewirkt dagegen keine Inhibition. Durch den PKC&/6-
spezifischen Inhibitor Rottlerin wird die PMA-induzierte CYTIP-Degradation wie durch G66850
vollstandig blockiert. Der Cytohesin-GEF-Inhibitor Secin H3 zeigt keinen Einfluss auf die Degradation.
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Nachdem die PMA-induzierte Degradation von CYTIP durch den Inhibitor Lactacystin
zumindest unter den gewahlten Bedingungen nicht inhibiert wird, wurde geprift, ob
die Degradation des Proteins lysosomal erfolgt. Lysosomale Degradation kann durch
schwache Basen wie NH4CIl oder Chloroquin gehemmt werden, wobei die Inhibition
bereits nach wenigen Minuten durch Anstieg des intralysosomalen pH eintritt
[Ohkuma und Poole, 1978]. Fur die Untersuchung wurden PBL fir 30 Minuten mit 25,
50 oder 100 uM Chloroquin vorinkubiert und anschlielend mit PMA stimuliert. Wie
aus Abbildung 3.26 hervorgeht, wird die PMA-induzierte Degradation durch die
Behandlung der Zellen mit Chloroquin nicht inhibiert, was zeigt, dass CYTIP sehr

wahrscheinlich nicht lysosomal degradiert wird.

- 25 50 100 - 25 50 100 Chloroquin [uM]
- - - - + + + + PMA

ANL-CYTIP (2F9) | e — o S— «— CYTIP

anti-Aktin mwm%‘““ <« Aktin

Abb. 3.26 Die CYTIP-Degradation wird durch Chloroquin nicht inhibiert

Humane PBL wurden fir 30 Minuten ohne (-) oder mit 25, 50 oder 100 uM Chloroquin vorinkubiert und
anschlieBend fiir 30 Minuten mit 0,1% DMSO als Kontrolle (-) bzw. 50 ng/ml PMA stimuliert (+).
Totallysate der Zellen wurden im Western Blot mit 2F9 analysiert (oberer Blot). Die PMA-induzierte
CYTIP-Degradation wird durch Chloroquin nicht inhibiert. Als Ladekontrolle wurde Aktin detektiert
(unterer Blot).
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3.2.8 CYTIP wird in vitro durch PKC3 phosphoryliert

Anhand der PKC-Inhibitoren kann nicht eindeutig bestimmt werden, ob die PMA-
induzierte Phosphorylierung von Ig-CYTIP direkt durch eine PKC oder durch eine
nachgeschaltete Kinase katalysiert wird. Cytohesin-1 wird in vitro durch PKC$S
phosphoryliert [Dierks et al., 2001]. Daher wurde im folgenden untersucht, ob auch
Ig-CYTIP in vitro durch PKCS phosphoryliert werden kann (Abb. 3.27). Als Positiv-
Kontrolle der Phosphorylierungsreaktion wurde Ig-Cytohesin-1 verwendet. Die
Phosphorylierung des Ig-Cytohesin-1 kann im Gegensatz zu unfusioniertem
Cytohesin-1 nicht in der nativen PAGE nachgewiesen werden, da die Auftrennung
zwischen phosphorylierter und unphosphorylierter Form aufgrund der Grole des Ig-
Fusionsanteils zu gering ist. Daher wurde in diesem Versuchsansatz die
Phosphorylierung des Ig-Cytohesin-1 mit einem Phospho-Cytohesin-1-spezifischen

Antikdrper nachgewiesen, der am Serin 394 phosphoryliertes Cytohesin-1 erkennt.

- + - + PKC$S

. g & a8 P « PhOSpho-Ig-CY'np
nirhuman 9 LT — g-CYTP

anti-Phospho-Cyh-1 «— Phospho-lg-Cyh-1

Ilg-Cyh-1  Ig-CYTIP

Abb. 3.27 In-vitro Phosphorylierung des Ig-CYTIP durch PKC3

Ig-Cytohesin-1 (lg-Cyh-1) als Positiv-Kontrolle und 1g-CYTIP wurden in Jurkat E6 Zellen iber-
exprimiert, an Protein A-Sepharose prazipitiert und 30 Minuten ohne (-) bzw. mit PKCS (+) inkubiert.
Die Detektion mit anti-human IgG (oberer Blot) zeigt eine hdher migrierende Bande des Ig-CYTIP
nach Behandlung mit PKC38. Die Detektion mit dem anti-Phospho-Cytohesin-1 Antikorper (Ser394)
zeigt phosphoryliertes Ig-Cytohesin-1 nach Behandlung mit PKCS (unterer Blot).

Durch die in-vitro-Phosphorylierung von Ig-CYTIP entsteht eine, mit anti-human 1gG
detektierbare, héher migrierende Bande im Western Blot (Abb. 3.27). Die Laufhdhe
dieser Bande entspricht der der phosphorylierten Form, die durch PMA-Stimulation
transfizierter Zellen entsteht. Daher ist anzunehmen, dass bei der in-vitro-
Phosphorylierung mit PKC? die gleiche Phosphorylierung erfolgt, wie in Zellen durch
PMA-Stimulation.
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3.2.9 Identifizierung der CYTIP-Phosphorylierungsstellen

Da die carboxyterminale Domane von CYTIP, CYTIP-204-359, nach PMA-
Stimulation phosphoryliert wird (Abb. 3.19 B), sollten in diesem Bereich
Phosphorylierungsstellen liegen. Die in Abbildung 3.28 A schematisch dargestellten,
C-terminalen Deletionsmutanten von Ig-CYTIP wurden verwendet, um zu prifen, ab
welcher Position die Phosphorylierung nicht mehr auftritt. Abbildung 3.28 B zeigt,
dass die Deletionsmutante Ig-CYTIP 259* noch phosphoryliert wird, wahrend Ig-
CYTIP 242* keine hoher migrierende Bande mehr bildet.

A
Ig-Fusionsanteil CYTIP
N
- N
175 148154 207 359
N— CH2 - CH3 PDZ - LZ - —-C Ig-CYTIP Wildtyp
356
N— CH2 - CH3 PDZ - LZ - -C Ig-CYTIP-356*
285
—
N— CH2 - CH3 PDZ - LZ - -C Ig-CYTIP-285*
259
o
N—_ CH2 - CH3 PDZ-Lz- -C Ig-CYTIP-259*
24‘2
N— CH2 - CH3 PDZ -LZ- -C Ig-CYTIP-242*
B
S &8 I &
AP P
100 —
anti-
human 72 —|™™
TS
50 — bl
anti-Cyh-1
(7TH2)

| — <«— Cyh-1

Shift: + + +

Abb. 3.28 Deletionsmutanten zur Eingrenzung der Phosphorylierungsstellen

A) Schematische Darstellung des Wildtyps und C-terminaler Deletionsmutanten des Ig-CYTIP. B)
Jurkat E6 Zellen wurden mit den unter A) dargestellten Mutanten transient transfiziert und 24 Stunden
nach der Transfektion mit PMA stimuliert. Die Gberexprimierten Fusionsproteine wurden an Protein A-
Sepharose prazipitiert und im Western Blot mit anti-human IgG analysiert. Ig-CYTIP 242* zeigt keine
phosphorylierte Form (oberer Blot). Die Interaktion mit Cytohesin-1, die durch die Leucin-Zipper-
Region (LZ) vermittelt wird, ist in keiner der Mutanten beeintrachtigt, da endogenes Cytohesin-1 mit
allen Deletionsmutanten koprazipitiert (unterer Blot).
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Im Bereich zwischen Aminosaure 242 und 259 kdnnten somit Phosphorylierungs-
stellen liegen. Anhand dieses Ergebnisses kann jedoch nicht ausgeschlossen
werden, dass die Phosphorylierung des Ig-CYTIP 242* aufgrund einer Missfaltung
oder durch die Zerstérung eines Bindemotivs der entsprechenden Kinase entfallt.
Desweiteren konnte durch die C-terminale Deletion die Interaktion mit einem fur die
Phosphorylierung bendétigten dritten Protein fehlen.

Zur Identifizierung der Phosphorylierungsstellen wurde die CYTIP-Aminosaure-
sequenz mit dem Programm NetPhos 2.0 analysiert. Da nicht mit Sicherheit
ausgeschlossen werden kann, dass CYTIP nicht direkt durch eine PKC, sondern
durch eine nachgeschaltete Kinase phosphoryliert wird, wurde die Analyse nicht fur
spezifische Kinasen durchgefuhrt, sondern ohne Einschrankung. Die CYTIP-
Sequenz enthalt insgesamt 50 Serine und 22 Threonine. Abbildung 3.29 zeigt die
Analyse der CYTIP-Aminosaure-Sequenz durch das Programm. Danach zeigen 25

Serine und 4 Threonine eine Phosphorylierungswahrscheinlichkeit grof3er 0,5.

92



Ergebnisse

MSLQRLLQHS SNGNLADFCA GPAYSSYSTL TGSLTMNDNR RIQMLADTVA TLPRGRKQLA 60
LTRSSSLSDF SWSQRKLVTV EKQDNETFGF EIQSYRPQNQ NACSSEMFTL ICKIQEDSPA 120
HCAGLQAGDV LANINGVSTE GFTYKQVVDL IRSSGNLLTI ETLNGTMILK RTELEAKLQV 180
LKQTLKQKWV EYRSLQLQEH RLLHGDAANC PSLENMDLDE LSLFGPLPGP GPALVDRNRL 240
SSESSCKSWL SSMTMDSEDG YQTCVSEDSS RGAFSRQTST DDECFIPKEG DDFLRRSSSR 300
RNRSISNTSS GSMSPLWEGN LSSMFGTLPR KSRKGSVRKQ LLKFIPGLHR AVEEEESRF 359
............................................................ 60
S T e 120
............................................................ 180
e 240
SS.SS..S.. .S........ T..S..SS _...... TST i e S§SS. 300
©228.5..SS .Sl ... T 359
Putative Phosphorylierungsstellen: Serine: 25 Threonine: 4
B
Phosphorylierungswahrscheinlichkeiten der Serine
Pos Context Score Pred Pos Context Score Pred Pos Context Score Pred
V V. V.
2 ---MSLQRL 0.003 138 INGVSTEGF 0.395 275 RGAFSRQTS 0.405 -
10 LLQHSSNGN 0.496 153 DLIRSSGNL 0.031 279 SROTSTDDE 0.998 *S*
11 LQHSSNGNL 0.007 154 LIRSSGNLL 0.244 297 FLRRSSSRR 0.847 *S*
25 GPAYSSYST 0.469 194  VEYRSLQLQ 0.013 298 LRRSSSRRN 0.998 *S*
26 PAYSSYSTL 0.189 212 ANCPSLENM 0.379 299 RRSSSRRNR 0.990 *S*
28 YSSYSTLTG 0.194 222 LDELSLFGP 0.048 - 304 RRNRSISNT 0.995 *S*
33 TLTGSLTMN 0.434 241 RNRLSSESS 0.996 *S* 306 NRSISNTSS 0.989 *S*
64  ALTRSSSLS 0.034 - 242 NRLSSESSC 0.992 *S* 309 ISNTSSGSM 0.806 *S*
65 LTRSSSLSD 0.862 *S* 244 LSSESSCKS 0.733 *S* 310 SNTSSGSMS  0.939 *S*
66 TRSSSLSDF 0.996 *S* 245 SSESSCKSW 0.845 *S* 312 TSSGSMSPL  0.168 -
68 SSSLSDFSW 0.924 *S* 248 SSCKSWLSS 0.657 *S* 314 SGSMSPLWE 0.962 *S*
71 LSDFSWSQR 0.955 *S* 251 KSWLSSMTM  0.022 B 322 EGNLSSMFG  0.019
73 DESWSORKL 0.821 *S* 252 SWLSSMTMD 0.573 *S* 323 GNLSSMFGT 0.037 -
94 FEIQSYRPQ 0.054 257 MTMDSEDGY 0.160 . 332 LPRKSRKGS 0.998 *S*
104 QNACSSEMF 0.238 266 QTCVSEDSS 0.614 *S* 336 SRKGSVRKQ 0.996 *S*
105 NACSSEMFT 0.081 269 VSEDSSRGA 0.930 *S* 357 EEEESRF-- 0.028
118 IQEDSPAHC 0.122 270 SEDSSRGAF 0.696 *S*
C

Phosporylierungswahrscheinlichkeiten der Threonine

Pos Context Score Pred Pos Context Score Pred
\ \Y
29 SSYSTLTGS 0.139 159 GNLLTIETL 0.021
31 YSTLTGSLT 0.497 162 LTIETLNGT 0.326
35 TGSLTMNDN 0.033 166 TLNGTMILK 0.006
48 MLADTVATL 0.050 172 ILKRTELEA 0.134
51 DTVATLPRG 0.225 184  VLKQTLKQK 0.681 *T*
62 QLALTRSSS 0.042 254 LSSMTMDSE 0.106 .
79 RKLVTVEKQ 0.044 263 DGYQTCVSE 0.875 *T*
87 QDNETFGFE 0.006 278 FSRQTSTDD 0.974 *T*
109 SEMFTLICK 0.025 280 RQTSTDDEC 0.517 *T*
139 NGVSTEGFT 0.306 308 SISNTSSGS 0.156
143 TEGFTYKQV 0.390 327 SMFGTLPRK 0.199
N N
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Abb. 3.29 Analyse der Phosphorylierungswahrscheinlichkeiten der CYTIP

Serine und Threonine mit NetPhos 2.0

A) Serine und Threonine mit einer Phosphorylierungswahrscheinlichkeit > 0,5 sind in der CYTIP-
Aminosauresequenz rot hervorgehoben, bzw. darunter einzeln dargestellt. Blockweise gegen Alanine
ausgetauschte Serine (65/66/68/71/73 und 241/242/244/245/248 sowie 297/298/299/304/306/309/
310/314) sind grau unterlegt. B) Tabelle der vorhergesagten Phosphorylierungswahrscheinlichkeit
aller enthaltener Serine. Serine mit Phosphorylierungswahrscheinlichkeit > 0,5 sind mit *S*
gekennzeichnet. Die blockweise gegen Alanine ausgetauschten Serine sind schwarz eingerahmt. C)
Tabelle der vorhergesagten Phosphorylierungswahrscheinlichkeit aller enthaltener Threonine.
Threonine mit Phosphorylierungswahrscheinlichkeit > 0,5 sind mit *T* gekennzeichnet. D) Serine und
Threonine sind mit ihrer jeweiligen Position und Phosphorylierungs-wahrscheinlichkeit als
Balkendiagramm graphisch dargestellt. Die in A) und B) hervorgehobenen Serin-Cluster sind durch
Querbalken markiert und mit Clu-1, -2 und -3 bezeichnet.

Die Serine und Threonine mit hoher Phosphorylierungswahrscheinlichkeit (> 0,8)
liegen grofRenteils eng benachbart in ,Clustern“ vor. Eines dieser Cluster liegt im N-
terminalen Bereich und besteht aus den Serinen 65, 66, 68, 71 und 73 (Abb. 17 D,
Clu-1). Die Mutante Ig-CYTIP-Clu-1, in der diese fiinf Serine gegen Alanine
ausgetauscht sind, zeigt jedoch keine veranderte Phosphorylierung (nicht gezeigt).
Alle anderen putativen Phosphorylierungsstellen liegen im C-terminalen Drittel der
Sequenz. Die blockweise Substitution der Serine 297, 298, 299, 304, 306, 309, 310
und 314 (Abb. 17 D, Clu-3) gegen Alanine zeigte ebenfalls keinen Einfluss auf die
PMA-induzierte Phosphorylierung (nicht gezeigt).

In der Region um die Aminoséuren 242 bis 259, in der nach der Analyse der C-
terminalen Deletionsmutanten Phosphorylierungsstellen enthalten sein mussten,
liegen funf benachbarte Serine (241, 242, 244, 245 und 248) mit hoher
Phosphorylierungswahrscheinlichkeit (Abbildung 17 D, Clu-2). Das Cluster dieser
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funf Serine wurde in Voll-Langen- und N-terminal verkirztem (CYTIP-204-359)
CYTIP gegen Alanine ausgetauscht. Die resultierenden Mutanten wurden mit CYTIP-
204-359-Clu-2 und CYTIP-Clu-2 bezeichnet.

SS244/ SS251/ TS254/
wt 245AA S248A 252AA 257AA Clu-2
-+ - 4+ - 4+ - 4+ - 4+ - 4+ PMA
) -— Phospho-Ig-
anti- . : - had CYTIP-204-359
human IgG -.-‘“ <«— Ig-CYTIP-204-359
SS5244/
wt 245AA Clu-2
- + - + - + PMA
; ' Phospho-Ig-CYTIP
AN | s o e s e o]
human IgG | i T = = “ Ig-CYTIP
SS241/
wt 242AA
-+ - + PMA
anti- Phospho-Ig-CYTIP
=1 =
human IgG | e | lgCYmP

Abb. 3.30 CYTIP-Phosphorylierungsmutanten

Wildtyp (wt) und verschiedene Serin/Threonin-Mutanten von Ig-CYTIP oder Ig-CYTIP-204-359 wurden
in Jurkat E6 Zellen Uberexprimiert, aus unstimulierten (-) oder PMA-stimulierten (+) Zellen prazipitiert
und im Western Blot mit anti-human IgG analysiert. Die verkirzte und Voll-LAngen Cluster-Mutante
Clu-2, in der die Serine 241, 242, 244, 245 und 248 gegen Alanine ausgetauscht sind, zeigt keine
phosphorylierte Form. Austausch der weiter C-terminal gelegenen Serine 251/252 sowie von Threonin
254/Serin 257 gegen Alanin hat keinen Einfluss auf die Phosphorylierung. Mutation der Serine
244/245 sowie 248 schwachen die Phosphorylierung. Ig-CYTIP-SS241/242AA weist wie die Cluster-
Mutante Clu-2 keine phosphorylierte Form auf.

Wie Abbildung 3.30 zeigt, weisen die Clu-2 Mutanten gegeniber dem Wildtyp eine
stark abgeschwachte Phosphorylierung auf. Um die phosphorylierten Serine
innerhalb des Clusters zu identifizieren, wurden verschiedene Doppel- und
Einzelmutanten getestet. Die Substitution der weiter C-terminal gelegenen Serine
251 und 252, sowie des Threonins 254 und des Serins 257 gegen Alanine zeigt
keinen Einfluss auf die Phosphorylierung. Die Mutationen SS244/245AA und S248A
fuhren zu einer Reduktion der Phosphorylierung, wahrend bei der SS241/242AA

Mutante die Phosphorylierung wie bei der Cluster Mutante Clu-2 fast vollstandig
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entfallt (Abb. 3.30). Somit stellen die Serine 241 und/oder 242 die hauptsachlich
phosphorylierten Reste dar.

3.2.10 Die Mutante CYTIP-Clu-2 wird nicht degradiert
Der PKC-Inhibitor G66850, der die Phosphorylierung des Ig-CYTIP inhibiert, blockiert

auch den PMA-induzierten Abbau des endogenen Proteins. Demnach ist die CYTIP
Degradation abhangig von einer PKC-vermittelten Phosphorylierung (Abb. 3.25).

Um zu prufen, ob die Degradation von einer Phosphorylierung von CYTIP selbst
abhangt, wurde die Degradation der phosphorylierungsdefizienten Mutanten
untersucht. Da der Ig-Fusionsanteil mit dem PMA-induzierten Abbau interferiert,

wurden die Mutanten ohne Fusionsanteil in Jurkat E6 Zellen exprimiert (Abb. 3.31).

SS244/
mock wt 245AA S248A Clu-2

-+ -+ -+ PMA

-+ -+

ti-CYTIP -

an ('2F9) 8 -__..—-—J «— CYTIP
anti-Aktin ““-4 <«— Aktin

Abb. 3.31 Die Mutante CYTIP-Clu-2 wird nicht degradiert

Jurkat E6 Zellen wurden transient mit leerem Vektor (mock), CYTIP Wildtyp (wt), oder den CYTIP-
Mutanten SS244/245AA, S248A oder Clu-2 transfiziert und 24 Stunden nach der Transfektion nicht
stimuliert (-) oder mit PMA (+) stimuliert. Totallysate der Zellen wurden im Western Blot mit dem
CYTIP-spezifischen Antikdrper 2F9 analysiert (oberer Blot). Uberexprimiertes CYTIP wird nach PMA-
Stimulation reduziert. Die drei Mutanten werden starker exprimiert als der Wildtyp. In den beiden
Mutanten SS244/245AA und S248A, in welchen die Phosphorylierung der Ig-fusionierten Konstrukte
reduziert ist, ist auch der induzierte Abbau inhibiert. Die Mutante Clu-2, die keine Phosphorylierung
zeigte, wird nicht degradiert. Als Ladekontrolle wurde Aktin detektiert (unterer Blot).

Die phosphorylierungsdefiziente Mutante Clu-2, in der die Serine 241, 242, 244, 245
und 248 durch Alanine ersetzt sind, wird nach PMA-Stimulation nicht degradiert
(Abb. 3.31). In der Mutante wird nach PMA-Stimulation dennoch eine hdoher
migrierende Bande detektiert, die moglicherweise durch alternative Phosphorylierung
hervorgerufen wird, durch welche die Degradation des Proteins jedoch nicht induziert

wird.
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3.2.11 CYTIP und Cytohesin-1 werden nach T-Zell-Rezeptor-Stimulation
phosphoryliert

Durch Signale des T-Zell-Rezeptors wird die Aktivierung von Isoenzymen der PKC-
Familie ausgelost. Daher wurde im folgenden untersucht, ob die Phosphorylierung
von CYTIP und Cytohesin-1 durch Stimulation des TCR induziert wird. Wie in
Abbildung 3.32 gezeigt, wird die Phosphorylierung von tberexprimiertem 1g-CYTIP
durch OKT3-vermittelte Quervernetzung des T-Zell-Rezeptors induziert. Die OKT3-
induzierte Phosphorylierung ist im Vergleich zur PMA-induzierten jedoch schwacher.
Die Phosphorylierung des endogenen Cytohesin-1 ist wie aus Abbildung 3.32
hervorgeht ebenfalls durch TCR-Quervernetzung induzierbar. Das Signal ist
gegenuber der PMA-induzierten Phosphorylierung allerdings wesentlich schwacher.
Die OKT3-induzierte Phosphorylierung von Cytohesin-1 ist dartuber hinaus sehr
transient und konnte bei Stimulationszeiten langer als 15 Minuten nicht mehr

nachgewiesen werden (nicht gezeigt).
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anti-Cyh-1 (7TH2) | e c—c— Cyh-1
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CI)q/h—l
Phospho-Cyh-1

Abb. 3.32 Cytohesin-1 und CYTIP werden nach T-Zell-Rezeptor-Stimulation
phosphoryliert

A) Ig-CYTIP wurde in Jurkat E6 Zellen Gberexprimiert und aus nicht stimulierten (unstim.) oder 30
Minuten mit PMA (50 ng/ml) bzw. OKT3 (2 pg/ml) stimulierten Zellen an Protein A-Sepharose
préazipitiert. Die Phosphorylierung von 1g-CYTIP wird durch OKT3-Stimulation induziert, ist jedoch im
Vergleich zur PMA-induzierten Phosphorylierung schwécher. B) Endogenes Cytohesin-1 wurde aus
unstimulierten, 30 Minuten mit PMA, oder 10 Minuten mit OKT3 stimulierten Jurkat Zellen
immunprazipitiert und im Western Blot mit einem Phospho-Cytohesin-1-spezifischen Antikdrper
analysiert (oberer Blot). In OKT3-stimulierten Zellen ist eine schwache Bande von phosphoryliertem
Cytohesin-1 detektierbar, wohingegen keine Phosphorylierung in unstimulierten Zellen vorliegt. Zur
Prazipitationskontrolle wurde Cytohesin-1 nach ,Stripping“ der Membran mit 7H2 detektiert (mittlerer
Blot). Parallel wurde die Phosphorylierung von Cytohesin-1 mittels nativer PAGE nachgewiesen. Nach
OKT3-Stimulation ist eine schwache Phosphorylierung von Cytohesin-1 detektierbar (unterer Blot).

97



Ergebnisse

3.2.12 Die CYTIP-Degradation ist durch TCR-Stimulation induzierbar

Die Phosphorylierung von tberexprimiertem Ig-CYTIP wird durch PMA-Stimulation
wie auch durch OKT3-vermittelte Quervernetzung des TCR induziert (Abb. 3.32), so
dass vermutet wurde, dass auch die Degradation des endogenen Proteins in
humanen PBL durch TCR-Stimulation ausgelést wird. Die Phosphorylierung des
Uberexprimierten 1g-CYTIP wird durch 30-minttige Stimulation transfizierter Zellen
mit 2 ug/ml OKT3 in Kulturmedium induziert. Unter diesen Stimulationsbedingungen
wurde in PBL keine Reduktion oder Modifikation des endogenen CYTIP beobachtet.
Auch bei langeren (2 Stunden, 16 Stunden) oder kirzeren Stimulationszeiten (1, 5
oder 10 Minuten) wurde keine Veré&nderung festgestellt. Auch zuséatzliche
kostimulatorische Signale durch CD28- oder LFA-1-Quervernetzung fithrten nicht zu
einer Degradation des Proteins. Die Stimulation der Zellen in Serum-freiem HBSS
Uber 16 Stunden mit OKT3 und anti-CD28 resultiert in einer Reduktion von CYTIP
(Abb. 3.33).

>
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Abb. 3.33 Durch OKT3/CD28 Stimulation kann die Degradation von CYTIP
ausgel6st werden

Humane PBL wurden fir 16 Stunden in HBSS ohne Antikdrper (unstim.) oder mit OKT3 und anti-
CD28 (je 2 pg/ml) oder mit dem LFA-1-aktivierenden anti-CD18 Antikérper KIM185 (1,6 pg/ml)
inkubiert, bzw. 30 Minuten mit PMA stimuliert. Totallysate der Zellen wurden im Western Blot mit 2F9
analysiert (oberer Blot). Durch OKT3/CD28-Stimulation wird ein Abbau von CYTIP induziert,
wohingegen durch KIM185 keine Reduktion eintritt. Als Ladekontrolle wurde Aktin detektiert (unterer
Blot).
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3.2.13 CYTIP wird durch die Uberexpression von Cytohesin-1 stabilisiert

Es wurde festgestellt, dass die PMA-induzierte Phosphorylierung von Ig-CYTIP
unabhangig von der Interaktion mit Cytohesin-1 ist, da auch die isolierte C-terminale
Domane des Proteins, die nicht mit Cytohesin-1 interagiert, phosphoryliert wird (Abb.
3.19). Es kann dadurch jedoch nicht ausgeschlossen werden, dass Cytohesin-1 die
Phosphorylierung und die daraus resultierende Degradation beeinflussen kénnte. Um
dies zu untersuchen, wurden CYTIP und Cytohesin-1 in Jurkat E6 Zellen
koexprimiert. Wie aus Abbildung 3.34 hervorgeht, wird CYTIP in Cytohesin-1
kotransfizierten Zellen starker exprimiert als in der Kontrolle und die PMA-induzierte
CYTIP-Degradation ist hier reduziert. Dartber hinaus ist sowohl in unstimulierten als
auch PMA-stimulierten Zellen phosphoryliertes CYTIP angereichert. Dieses Resultat
zeigt, dass CYTIP sowie phosphoryliertes CYTIP durch Cytohesin-1 stabilisiert
werden. Dass Cytohesin-1 auch mit phosphoryliertem CYTIP interagiert, wurde
bereits zuvor durch Koprazipitationsanalysen gezeigt (Abb. 3.21). Diese Ergebnisse
deuten darauf hin, dass Cytohesin-1 phosphoryliertes CYTIP stabilisiert oder
maoglicherweise die Phosphorylierung selbst induziert.
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Abb. 3.34 Cytohesin-1inhibiert die CYTIP-Degradation

Jurkat E6 Zellen wurden mit CYTIP allein (-) oder in Kombination mit dem Ig-Fusionsanteil (Ig-
Kontrolle) oder Ig-Cytohesin-1 (lg-Cyh-1) transfiziert und 24 Stunden nach der Transfektion fur 30
Minuten mit 0,1% DMSO (-) oder 50 ng/ml PMA (+) inkubiert und lysiert. Totallysate der Zellen wurden
im Western Blot mit 2F9 analysiert (oberer Blot). Durch Koexpression von Cytohesin-1 wird CYTIP in
unstimulierten Zellen etwas starker exprimiert als allein oder mit der Ig-Kontrolle und der PMA-
induzierte Abbau ist reduziert. In PMA-stimulierten wie auch unstimulierten, Cytohesin-1
koexprimierenden Zellen sind modifizierte Formen von CYTIP angereichert (Pfeilspitzen). Als
Ladekontrolle wurde Aktin detektiert (mittlerer Blot). Zur Expressionskontrolle wurde der Ig-
Fusionsanteil mit anti-human IgG nachgewiesen (unterer Blot, geteilt).

3.2.14 Durch Cytohesin-1-,knock-down* wird die CYTIP-Expression

reduziert und die Cytohesin-3-Expression verstarkt

Die vorangegangenen Ergebnisse deuten auf eine CYTIP-stabilisierende Funktion
von Cytohesin-1 hin. Um diese Vermutung zu uberprifen, wurde die Expression von
CYTIP in Cytohesin-1 ,knock-down“-Zellen untersucht. Die Expression von
Cytohesin-1 wurde dazu in humanen PBL mittels der Cytohesin-1-spezifischen
siRNA 754 reprimiert. Die verringerte Expression von Cytohesin-1 fuhrt zu einer
verminderten CYTIP-Expression, wohingegen der ,knock-down* der CYTIP-
Expression mittels der siRNA 474 die Expression von Cytohesin-1 nicht beeinflusst
(Abb. 3.35). Ob die beobachtete verminderte Expression von CYTIP tatsachlich auf
einer Destabilisierung des Proteins beruht, oder ob hierbei transkriptionelle oder

translationale Regulation beteiligt sind, wurde im Rahmen dieser Arbeit nicht
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untersucht. Der ,knock-down“ der Cytohesin-1-Expression zeigt weiterhin eine
Auswirkung auf die Expression von Cytohesin-3. Durch die Suppression von
Cytohesin-1 wird die Expression von Cytohesin-3 verstarkt (Abb. 3.35).

0\\6
R
anti-Cyh-1 (7H2) [wsss v s | <— Cyh-1
anti-CYTIP (2F9) |[wes «ww «| <— CYTIP
anti-Cyh-3 (8B4) [#w= s ws| «<— Cyh-3
anti-Aktin & <«— Aktin
PBL

Abb. 3.35 Der Cytohesin-1-,knock-down* reduziert die CYTIP-Expression und
verstarkt die Cytohesin-3-Expression

Humane PBL wurden mit 10 ug Kontroll-siRNA, oder Cytohesin-1- (754) oder CYTIP- (474)
spezifscher siRNA transfiziert und 96 Stunden nach der Transfektion lysiert. Totallysate der Zellen
wurden im Western Blot mit den monoklonalen Antikérpern 7H2 (anti-Cyh-1), 2F9 (anti-CYTIP) und
8B4 (anti-Cyh-3) analysiert. Der ,knock-down“ der Cytohesin-1-Expression vermindert die Expression
von CYTIP, wahrend die Expression von Cytohesin-1 durch den CYTIP-,knock-down* unbeeinflusst
bleibt. Durch die Reduktion von Cytohesin-1 wird die Expression von Cytohesin-3 verstarkt. Als
Ladekontrolle wurde Aktin detektiert (unterster Blot).

3.2.15 Die E3 Ubiquitin-Ligase ARD1 kodnnte an der Degradation von
CYTIP beteiligt sein

Die spezifische Interaktion zwischen ARD1 und Cytohesin-1 legt die Vermutung
nahe, dass die E3 Ubiquitin-Ligase-Aktivitat von ARD1 eine Funktion bei der
Degradation des Cytohesin-1-Interaktionspartners CYTIP austiben koénnte.

In Jurkat E6 Zellen ist eGFP-ARD1 nur minimal exprimierbar. Die Transfektion der
Zellen mit eGFP-ARDL lieferte ca. 1% schwach fluoreszierender Zellen, wahrend die
Transfektion mit eGFP oder anderen eGFP-Fusionsproteinen unter gleichen
Bedingungen ublicherweise in 40-60% positiver Zellen resultierte. In COS-7 Zellen ist
eGFP-ARD1 starker exprimierbar. Die Transfektion mit eGFP-ARD1 lieferte ca. 20 —
30% positiver Zellen. Aus diesem Grund wurde diese Zell-Linie fur die

Untersuchungen gewahlt. Trotz der Transfektionseffizienz von 20 — 30% konnte
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eGFP-ARD1 nicht in kerndepletierten Igepal-Totallysaten der transfizierten Zellen
detektiert werden. Da eGFP-ARD1 in COS-7 Zellen nicht im Kern lokalisiert ist,
wurde gepruft, ob das Fusionsprotein in einer Igepal-unléslichen Zytoskelett-Fraktion
enthalten ist. Dazu wurden eGFP-ARDL1 transfizierte COS-7 Zellen vor der Lyse fur
4,5 Stunden mit Cytochalasin D oder Nocodazol behandelt. Wie Abbildung 3.36
zeigt, ist eGFP-ARD1 auch nach Zerstérung des Aktin- oder Microtubuli-Zytoskeletts
nicht in Igepal-Lysaten detektierbar. Der Nachweis des Fusionsproteins gelang nur in
SDS-Totallysaten. Die eGFP-Detektion der SDS-Totallysate zeigt eine Anreicherung
hoher migrierender Banden, die poly-ubiquitinierte Formen des Fusionsproteins
darstellen kénnten. Es wurde gezeigt, dass sich ARD1 in vitro selbst ubiquitiniert
[Vichi et al., 2005]. Wie aufgrund der hoher migrierenden Banden des
Fusionsproteins zu vermuten ist, kdnnte dies auch intrazellular oder wahrend der

Lyse der Fall sein.
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Abb. 3.36 Detektion des eGFP-ARD1 in COS-7-Zellen

COS-7 Zellen wurden mit eGFP oder eGFP-ARDL1 transfiziert und 24 Stunden nach der Transfektion
fur 4,5 Stunden mit 0,5% DMSO als Kontrolle (DK), 10 mM Cytochalasin D (CyD) oder 10 uM
Nocodazol inkubiert. Anschliel3end wurden die Zellen mit 1% Igepal oder 1% SDS lysiert. Die lgepal-
und SDS-Totalysate wurden im Western Blot analysiert. eGFP-ARDL1 ist in Igepal-Lysaten nicht
nachweisbar. Die Detektion der SDS-Lysate zeigt unmaodifiziertes und polyubiquitiniertes ARD1 (poly-
Ubi-eGFP-ARD1). Mit ,** ist eine unspezifisch detektierte Bande markiert.

Fur die Untersuchung einer moglichen Funktion von ARD1 bei der PMA-induzierten
Degradation von CYTIP wurden CYTIP und eGFP-ARD1 in COS-7 Zellen
koexprimiert. Uberexprimiertes CYTIP wird in COS-7 Zellen nach PMA-Stimulation
nicht degradiert, obwohl Ig-CYTIP nach PMA-Stimulation phosphoryliert wird (nicht
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gezeigt). Dies konnte darauf zurickzufuhren sein, dass in diesen Zellen fur die
Degradation relevante Proteine nicht exprimiert werden. In eGFP-ARD1
koexprimierenden Zellen wurde eine schwéchere Expression von CYTIP beobachtet
als in der Kontrolle (Abb. 3.37).
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Abb. 3.37 Koexpression von ARD1 vermindert die Expression von CYTIP

COS-7 Zellen wurden mit CYTIP in Kombination mit leerem Vektor (mock) oder eGFP-ARD1
transfiziert und 24 Stunden nach der Transfektion nicht stimuliert (-) oder fir 1 Stunde mit PMA
stimuliert (+) und anschlieBend mit Igepal oder SDS lysiert. Die Igepal- und SDS-Totalysate wurden im
Western Blot analysiert. Detektion mit anti-eGFP (oberer Blot) zeigt in SDS-Totallysaten
polyubiquitiniertes ARD1 (poly-Ubi-eGFP-ARD1). Mit * ist eine unspezifisch detektierte Bande
markiert. Detektion mit dem CYTIP-spezifischen Antikdrper 2F9 zeigt, dass die Expression von CYTIP
in ARD1-kotransfizierten Zellen reduziert ist, wobei jedoch keine modifierten Formen detektierbar sind
(mittlerer Blot). Als Ladekontrolle wurde Aktin detektiert (unterer Blot).

Die reduzierte Expression von CYTIP durch Koexpression von ARD1 kénnte auf eine
ARD1-katalysierte Ubiquitinierung von CYTIP zurlckzufiihren sein. Dennoch wurden
weder in Igepal- noch in SDS-Totallysaten modizifierte Formen von CYTIP detektiert,
so dass eine ARDI1-katalysierte Ubiquitinierung von CYTIP nicht direkt
nachgewiesen werden konnte. Um eine mdogliche Beteiligung von ARD1 an der
Degradation von CYTIP zu analysieren, kdnnten in-vitro-Ubiquitinierungs-Versuche
durchgefuhrt werden, die jedoch im Rahmen dieser Arbeit nicht unternommen

wurden.
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3.2.16 CYTIP verstéarkt die IL-2-Promotor-Aktivierung

Die Uberexpression von Ig-GRASP oder GRASP-Ig in T-Ag Jurkat Zellen resultiert in
einer Inhibition der IL-2-Promotor-Aktivierung nach OKT3/CD28- oder PMA/lonophor-
Stimulation (vgl. Abb. 3.12 und 3.13). Entsprechend wurde nun mittels des IL-2-
Luziferase-Reporter-Systems der Einfluss von uberexprimiertem CYTIP auf die
Induktion des IL-2-Promotors untersucht. Wie Abbildung 3.38 zeigt, bewirkt die
Uberexpression von N- oder C-terminal Ig-fusioniertem CYTIP im Gegensatz zu
GRASP eine Verstarkung der IL-2-Induktion nach der Stimulation mit OKT3 und anti-
CD28 oder mit PMA und lonophor.
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Abb. 3.38 CYTIP verstarkt die transkriptionelle Induktion des IL-2-Promotors

T-Ag Jurkat Zellen wurden transient mit IL-2-Luc in Komnbination mit dem Ig-Fusionsanteil (Ig-
Kontrolle) oder N- oder C-terminal Ig-fusioniertem CYTIP (Ig-CYTIP, CYTIP-Ig) transfiziert und 17
Stunden nach der Transfektion nicht stimuliert (unstim.) oder fir 6 Stunden mit (A) OKT3 und anti-
CD28 (OKT3+CD28) oder (B) mit PMA und lonophor stimuliert. Die Luciferase-Aktivitat wurde
guantifiziert und prozentual zur stimulierten 1g-Kontrolle (100%) dargestellt [%RLU].
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3.3 Die Regulation des Integrins LFA-1 durch Cytohesin-1 und
dessen Guaninnukleotid-Austauschfaktor-Aktivitat

Cytohesin-1 wurde in einem Two-Hybrid-Screen als Interaktionspartner der
zytoplasmatischen Doméne der Integrin ,-Kette CD18 isoliert [Kolanus et al., 1996].
Uberexpression von Cytohesin-1 in Jurkat Zellen verstarkt die Adhasion der Zellen
an den LFA-1-Liganden ICAM-1. Uberexpression einer Cytohesin-1 Punktmutante
(E157K), in der die Guaninnukleotid-Austauschfaktor- (GEF-) Funktion defekt ist,
inhibiert dagegen die Adhasion dominant [Geiger et al., 2000]. Daher scheint die
GEF-Aktivitdt von Cytohesin-1 gegentber GTPasen der ARF-Familie fur die positive

Regulation von LFA-1 relevant zu sein.

3.3.1 Cytohesin-1-,knock-down* inhibiert die LFA-1-vermittelte Adh&sion

Um zu untersuchen, ob die LFA-1-vermittelte Adhé&sion von Cytohesin-1 abh&ngig
ist, wurden Adhéasionstests mit Cytohesin-1 ,knock-down*-Zellen durchgefuhrt. Dazu
wurden humane PBL mit der Cytohesin-1-spezifischen siRNA 754 transfiziert. 72 - 96
Stunden nach der Transfektion wurde die Adhasion der Zellen auf immobilisiertem
ICAM-1 analysiert. Die Expression von Cytohesin-1 ist 72 Stunden nach der
Transfektion um etwa 50% reduziert (Abb. 3.39 B) und liegt 96 Stunden nach der
Transfektion noch auf etwa dem gleichen Niveau. Die Expression von CD11a und
CD18 wird durch die Reduktion von Cytohesin-1 nicht beeinflusst (nicht gezeigt). Wie
in Abbildung 3.39 A zu sehen ist, fihrt die Suppression der Cytohesin-1-Expression
zu einer verminderten Adhasion der Zellen an ICAM-1 nach T-Zell-Rezeptor- oder
PMA-Stimulation.
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Abb. 3.39 Cytohesin-1-,knock-down* reduziert die Adh&sion an ICAM-1

A) Humane PBL wurden mit 10 pg einer Kontroll-siRNA oder der Cytohesin-1-spezifischen siRNA 754
transfiziert. 72 Stunden nach der Transfektion wurden die Zellen mit dem Fluoreszenzfarbstoff
Bisbenzimid markiert und unstimuliert (unstim.) oder OKT3- (2 ug/ml) bzw. PMA- (50 ng/ml) stimuliert
auf immobilisiertem ICAM-1 ausgesat. Nach einer 45-minitigen Adhasion wurden nicht-adhéarierende
Zellen durch Waschen entfernt und die Adhasion durch Messung der Fluoreszenz quantifiziert. 754-
transfizierte Zellen zeigen sowohl nach OKT3- als auch nach PMA-Stimulation eine reduzierte
Adhéasion im Vergleich zu Kontroll-Zellen. B) Die Effizienz des Cytohesin-1-,knock-down* wurde im
Western Blot mit dem Cytohesin-1-spezifischen Antikérper 7H2 kontrolliert (oberer Blot). 72 Stunden
nach der Transfektion liegt eine Reduktion von Cytohesin-1 um ca. 50% vor. Als Ladekontrolle wurde
Aktin detektiert (unterer Blot).

3.3.2 Inhibition der Cytohesin-GEF-Aktivitat reduziert die LFA-1-Adhdasion

Die GEF-Funktion von Cytohesin-1 an GTPasen der ARF-Familie ist fur die
Regulation von LFA-1 relevant, da die Uberexpression der GEF-defekten
Punktmutante Cytohesin-1 E157K die Adhasion an ICAM-1 dominant inhibiert. Das
Toxin Brefeldin A inhibiert die Austauschfaktor-Aktivitat einiger ARF-GEFs, nicht
jedoch die der Mitglieder der Cytohesin-Familie [Cox et al., 2004]. In der
Arbeitsgruppe von Prof. Famulok wurde das Molekil Secin H3 selektiert, welches
das Cytohesin-1-spezifische RNA-Aptamer M69 von der Cytohesin-1-Sec7-Doméne
verdrangt. In vitro inhibiert Secin H3 den Guaninnukleotid-Austausch durch
Cytohesin-1, -2 und -3 an ARF1. Mit Hilfe des Inhibitors wurde untersucht, ob die
LFA-1-vermittelte Adhéasion durch Hemmung der GEF-Funktion beeinflusst wird. Flr
die Untersuchungen wurden mit Kontroll-siRNA oder der Cytohesin-1-spezifischen
SiRNA 754 transfizierte PBL fur 96 Stunden mit DMSO als Kontrolle oder Secin H3
behandelt. Die Adhasion auf ICAM-1 wurde in unstimulierten sowie OKT3-, PMA-
oder MEMA48-stimulierten Zellen analysiert. Wie Abbildung 3.40 zeigt, wird die
Adhasion auf ICAM-1 durch Secin H3 inhibiert. Die Reduktion der Adh&sion ist dabei
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vergleichbar mit der durch den Cytohesin-1-,knock-down* verursachten.
Gleichzeitige Reduktion der Cytohesin-1-Expression und Inhibition der GEF-Funktion
bewirkt eine zuséatzliche Verminderung der Adhésion. Sowohl durch den
Cytohesin-1-,knock-down* als auch durch Inhibition der GEF-Funktion wird sowohl
die basale als auch die stimulierte Adhasion unabhangig vom jeweiligen Stimulus
inhibiert.
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Abb. 3.40 Inhibition der Cytohesin-GEF-Funktion reduziert die Adhéasion

Mit Kontroll-siRNA (Kontrolle) oder der Cytohesin-1-spezifischen siRNA 754 transfizierte PBL wurden
nach der Transfektion fir 96 Stunden mit 0,5% DMSO oder 10 uM Secin H3 inkubiert. Die Zellen
wurden unstimuliert (unstim.) oder OKT3- (2 ug/ml), PMA- (50 ng/ml) oder MEM48- (5 pg/ml) stimuliert
auf immobilisiertem ICAM-1 ausgeséat. Secin H3-behandelte Zellen zeigen eine zu Cytohesin-1
.knock-down“-Zellen vergleichbare Inhibition der Adhasion, wahrend Cytohesin-1-,knock-down* und
zusétzliche GEF-Inhibition einen synergistischen Effekt zeigen.

3.3.3 Secin H3 inhibiert die Migration

Die gerichtete Migration der Lymphozyten in lymphatischen Organen oder an einen
Entzindungsherd wird grof3enteils durch Chemokine gesteuert [Campbell et al.,
2003; Stein und Nombela-Arrieta, 2005]. Um einen mdoglichen Einfluss der
Cytohesin-GEF-Aktivitat auf die Migration zu untersuchen, wurde die Migration in
modifizierten Transwell-Boyden-Kammern analysiert. Die Transwell-Boyden-Kammer
ermoglicht es, die Transmigration von Zellen durch eine porése Membran entlang
eines Chemokin-Gradienten zu quantifizieren. Das Chemokin CXCL12 (SDF-1,
stromal cell-derived factor-1) ist ein potenter chemoattraktiver Stimulus fir

Monozyten, Neutrophile, B-Vorlauferzellen und T-Lymphozyten [Bleul et al., 1996;
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D'Apuzzo et al., 1997]. Fur die Transwell-Versuche wurden PBL fir eine Stunde mit
verschiedenen Konzentrationen des Inhibitors Secin H3 inkubiert und die
Transmigration im CXCL12-Gradienten analysiert. Wie in Abbildung 3.41 gezeigt,
wird die Migration durch 5 oder 10 uM des Inhibitors gehemmt, wahrend eine erhghte
Transmigrationsrate bei Behandlung mit 1 uM Secin H3 zu beobachten ist. Secin H3
wirkt sich dabei in gleicher Weise auf die CXCL12-induzierte wie auf die spontane

Migration aus.
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Abb. 3.41 Secin H3 inhibiert die Migration in der Transwell-Boyden-Kammer

Humane PBL wurden fir eine Stunde mit 0,5% DMSO oder 1-, 5- oder 10 uM Secin H3 inkubiert. Die
Zellen wurden in die Kammer Gberfihrt und fir drei Stunden ohne Chemokin (unstim.) oder mit 200
ng/ml CXCL12 im unteren Kompartiment der Boyden-Kammer inkubiert. Die Transmigration der Zellen
ist prozentual zur eingesetzten Zellzahl angegeben. Durch 5 oder 10 uM Secin H3 wird die Migration
in Richtung des Chemokin-Gradienten sowie auch die spontane Transmigration ohne Chemokin
inhibiert. Durch 1 uM Secin H3 wird die Transmigrationsrate dagegen sowohl unstimuliert als auch
CXCL12-induziert, gesteigert.
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3.3.4 Cytohesin-1-,knock-down“ inhibiert die 327C-Induktion

Durch die Uberexpression von Cytohesin-1 oder der GEF-defekten Mutante
Cytohesin-1 E157K wird in Jurkat Zellen ein CD18-Neoepitop induziert, das durch
den Reporter-Antikbrper mAb24 detektiert wird. Die basale Affinitat fur losliches
ICAM-1 wird durch die Uberexpression von Cytohesin-1 oder der GEF-defekten
Mutante Cytohesin-1 E157K jedoch nicht beeinflusst [Geiger et al., 2000]. Das
mADb24-Epitop ist in ruhenden PBL durch Integrin-aktivierende Agenzien wie
Mg /EGTA, PMA sowie schwach durch Chemokine induzierbar [Shamri et al., 2005].
Allerdings korreliert das durch den mAb24 Reporter-Antikdrper detektierte Epitop
nicht unbedingt mit hoher Affinitat [Salas et al., 2004].

Der monoklonale Antikérper 327C erkennt ein Neoepitop der regulatorischen |-
ahnlichen Domane der Integrin B,-Kette, das mit einer Konformation hoher Affinitat
assoziiert ist [Beals et al.,, 2001; Lum et al., 2002]. Das 327C-Neoepitop ist in
ruhenden PBL durch Mg™"/EGTA, PMA sowie die Chemokine CXCL12, CCL21 und
schwach durch CXCL9 induzierbar [Shamri et al., 2005]. Mit Hilfe des 327C
Reporter-Antikdrpers wurde die LFA-1-Aktivierung in Cytohesin-1 ,knock-down*-
Zellen untersucht. Dazu wurden PBL 72 Stunden nach der Transfektion mit Kontroll-
bzw. der Cytohesin-1-spezifischen siRNA 754, unstimuliert oder OKT3- oder
CXCL12-stimuliert mit 327C markiert und im Durchflusszytometer analysiert. Durch
T-Zell-Rezeptor-Stimulation wurde eine schwache Induktion des 327C-Neoepitops
erreicht. Wie Abbildung 3.42 zeigt, ist die OKT3-induzierte Expression des
Aktivierungsepitops in 754-transfizierten Zellen leicht reduziert. Eine starkere
Reduktion ist bei der CXCL12-Stimulation zu beobachten.
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Abb. 3.42 Cytohesin-1-,knock-down* inhibiert die LFA-1-Aktivierung

Mit Kontroll-siRNA oder der Cytohesin-1-spezifischen siRNA 754 transfizierte PBL wurden 72 Stunden
nach der Transfektion nicht stimuliert (unstim.) oder fur 30 Minuten mit OKT3 (2 pg/ml) oder fur 1
Minute mit CXCL12 (1 pg/ml) stimuliert. AnschlieRend wurden die Zellen mit 327C (10 pg/ml) und
einem Alexa Fluor 488-gekoppelten anti-Maus 1gG; (1:200) markiert und durchflusszytometrisch
analysiert. Als Sekundarkontrolle (Sek. Kontrolle) dienten unstimulierte und stimulierte, mit Kontroll-
SiRNA transfizierte Zellen, die nur mit dem sekundaren Antikdrper markiert wurden. Die basale
Expression des 327C-Aktivierungsepitops (unstimuliert) liegt unter 5%, wird jedoch durch die
Transfektion gegeniuber untransfizierten Zellen leicht induziert (nicht gezeigt). T-Zell-Rezeptor-
Stimulation (OKT3) bewirkt eine schwache Induktion des Epitops. In Cytohesin-1 ,knock-down“-Zellen
ist eine etwas schwéachere Induktion des Epitops nach T-Zell-Rezeptor-Stimulation zu beobachten.
Die CXCL12-induzierte Expression des CD18-Neoepitops ist in 754-transfizierten Zellen um etwa 1/3
reduziert.

3.3.5 Die 327C-Induktion ist unabh&ngig von der GEF-Aktivitat

Mit Hilfe des Inhibitors Secin H3 wurde untersucht, ob die Cytohesin-GEF-Funktion
fur die Aktivierung von LFA-1 erforderlich ist. Dazu wurden PBL fiir eine Stunde mit
10 uM Secin H3 inkubiert und die Induktion des 327C-Neoepitops durchfluss-
zytometrisch quantifiziert. Wie aus Abbildung 3.43 hervorgeht, zeigt die Inhibition der
Cytohesin-GEF-Aktivitat keinen signifikanten Einfluss auf die Induktion des CD18-

Aktivierungsepitops.
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Abb. 3.43 Die Cytohesin-GEF-Aktivitat ist nicht essentiel flr die Induktion des
327C-Aktivierungsepitops

Humane PBL wurden fir eine Stunde mit 0,5% DMSO bzw. 10 uM Secin H3 inkubiert und
anschlieRend nicht stimuliert (unstim.) oder fur 30 Minuten mit OKT3 (2 pg/ml), 1 Minute mit CXCL12
(1 pg/ml) oder 30 Minuten mit PMA (50 ng/ml) stimuliert. Anschlieend wurden die Zellen mit 327C
markiert und im Durchflusszytometer analysiert. Als Sekundarkontrolle (Sek. Kontr.) dienten
unstimulierte mit DMSO oder Secin H3 inkubierte Zellen. Bei Secin H3-behandelten Zellen ist keine
signifikante Veranderung des Aktivierungsepitops gegeniber der Kontrolle zu beobachten.

3.3.6 ARD1-,knock-down” inhibiert die LFA-1-vermittelte Adhasion

Die Cytohesin-GEF-Aktivitat an ARF-GTPasen ist nach den gezeigten Ergebnissen
fur die LFA-1-vermittelte Adhasion an ICAM-1, nicht jedoch fur die LFA-1-Aktivierung
relevant. In vitro katalysiert Cytohesin-1 den GDP/GTP Austausch an ARF1, ARF6
sowie dem ARF-Domanen Protein ARD1 [Pacheco-Rodriguez et al., 1998; Knorr et
al., 2000; Vitale et al., 2000b]. Fur keines dieser ARF-Proteine wurde bislang eine
Funktion bei der Regulation von LFA-1 gezeigt. Uberexpression sowohl der dominant
negativen als auch der konstitutiv aktiven Mutanten von ARF1 oder ARF6 zeigt
keinen Einfluss auf die Adh&asion an ICAM-1 [Weber et al., 2001].

Um zu untersuchen, ob das ARF-Doménen Protein ARD1 in die Regulation von LFA-
1 involviert ist, wurde die Adhasion an ICAM-1 in ARD1 ,Lknock-down“-PBL
analysiert. Wie Abbildung 3.44 zeigt, ist die prozentuale Adh&sion der ARD1 ,knock-
down*“-Zellen gegenuber Kontroll-siRNA-transfizierten Zellen sowohl nach OKT3- als

auch nach PMA-Stimulation reduziert.
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Abb. 3.44 ARD1-,knock-down* reduziert die Adhasion an ICAM-1

Humane PBL wurden mit Kontroll-siRNA (Kontrolle) oder einer Kombination aus zwei ARD1-
spezifischen siRNAs (ARD1) transfiziert. 72 Stunden nach der Transfektion wurde die Adhéasion der
Zellen an ICAM-1 quantifiziert. Sowohl nach T-Zell-Rezeptor- (OKT3) als auch nach PMA-Stimulation
zeigen ARD1 ,knock-down“-Zellen eine reduzierte Adhasion im Vergleich zur Kontrolle.

Cytohesin-1 ist der einzig bekannte Austauschfaktor, der in vitro den GDP/GTP-
Austausch an ARD1 katalysiert [Vitale et al., 2000b]. Die Reduktion der LFA-
vermittelten Adhéasion in ARD1 ,knock-down“-Zellen deutet auf eine Funktion von
ARD1 als Cytohesin-1 nachgeschalteter Effektor hin.
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4 Diskussion

Das Integrin LFA-1 spielt eine wichtige Rolle bei der Adhéasion der Leukozyten an
Endothel- und Antigen-prasentierende Zellen, der transendothelialen Migration sowie
bei T-Zell-Effektor-Funktionen. Die adhasiven Eigenschaften des Integrins
unterliegen der dynamischen Regulation durch intrazellulare Signale.

Cytohesin-1 ist ein direkter Interaktionspartner und positiver Regulator des Integrins
LFA-1. Die Interaktion mit der zytoplasmatischen Domane der Integrin p,-Kette CD18
wird durch die zentrale Sec7-Domane vermittelt. Die Sec7-Domane besitzt dartuber
hinaus eine katalytische Funktion als Guaninnukleotid-Austauschfaktor (GEF) an
GTPasen der ARF-Familie. Cytohesin-1 ist weiterhin an einem LFA-1-induzierten
Signalweg beteiligt, der zur Aktivierung der MAP-Kinase ERK1/2 flhrt.

Die beiden homologen Cytohesin-Interaktionspartner CYTIP und GRASP besitzen
eine PDZ-Doméne nahe dem Aminoterminus, gefolgt von einer Leucin-Zipper-
Region und einer C-terminalen Doméane unbekannter Funktion. Die PDZ-Domane ist
eine strukturell konservierte Interaktionsdoméane, die haufig die Bindung an ein
carboxyterminales PDZ-Bindemotiv vermittelt. Die Leucin-Zipper-Domane beider
Proteine vermittelt die Interaktion mit der coiled-coil-Doméane von Mitgliedern der
Cytohesin-Familie. Die beiden Protein-Interaktionsdomanen lassen eine Funktion der
Homologen als Gerlstproteine vermuten. Im Rahmen dieser Arbeit wurde die
Funktion dieser beiden Proteine untersucht.

Ein weiterer Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit ist die Analyse der funktionalen
Rolle von Cytohesin-1 und dessen GEF-Aktivitat bei der Regulation von LFA-1. Die
LFA-1-vermittelte Adhasion sowie die Aktivierung des Integrins wurden dabei in
primaren Cytohesin-1 ,knock-down“-Zellen untersucht. Mit Hilfe des Inhibitors Secin
H3 konnte selektiv die Rolle der Cytohesin-GEF-Funktion bei der LFA-1-vermittelten
Adhasion, der Migration sowie der LFA-1-Aktivierung analysiert werden.

Welche GTPase der ARF-Familie in vivo durch Cytohesin-1 aktiviert wird, ist bislang
nicht bekannt. Das ARF-Domanen-Protein ARD1 gehdrt zur TRIM/RBCC-Familie von
E3 Ubiquitin-Ligasen und besitzt eine C-terminale ARF-GTPase-Domane. Cytohesin-
1 ist der einzig bekannte Austauschfaktor, der ARDL1 in vitro aktiviert. Somit kbnnte

ARD1 eine Funktion in Cytohesin-1-vermittelten Signalwegen besitzen.
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4.1 Charakterisierung des ITAM-Proteins GRASP

4.1.1 GRASP interagiert mit Cytohesin-1

Wahrend CYTIP mit Cytohesin-1, -2 und -3 interagiert, wurde fur GRASP bislang nur
eine Interaktion mit Cytohesin-2 und -3 gezeigt. Aufgrund der Ahnlichkeit zwischen
CYTIP und GRASP innerhalb der Leucin-Zipper-Domane stellte sich die Frage, ob
GRASP auch mit Cytohesin-1 interagieren kann. Da gegen humanes GRASP derzeit
kein Antikorper erhéltlich ist, wurde GRASP fur die Untersuchungen mit geeigneten
Fusionsanteilen tberexprimiert. Zur Uberexpression des Proteins wurde die cDNA
des murinen Homologs verwendet. Nachdem humanes und murines GRASP
annahernd identisch sind, kann davon ausgegangen werden, dass das murine
Protein die Funktion des humanen vollstandig tbernehmen kann.

Mittels Koimmunprazipitation wurde eine Interaktion zwischen GRASP und
Cytohesin-1 in der humanen T-Zell-Linie Jurkat E6 nachgewiesen (Abb. 3.3).
Endogenes Cytohesin-1 koprazipitiert mit tberexprimiertem, murinem GRASP, wobei
die Interaktion der beiden Proteine durch PMA-Stimulation der transfizierten Zellen
nicht beinflusst wird (Abb. 3.4).

Die Interaktion zwischen GRASP bzw. CYTIP und den Mitgliedern der Cytohesin-
Familie konnte partiell durch unterschiedliche gewebespezifische Expression
reguliert sein. Wahrend Cytohesin-1 und CYTIP hauptsachlich in hamatopoetischen
Zellen exprimiert werden [Kolanus et al., 1996; Boehm et al., 2003], wurde die
GRASP-mRNA am stéarksten im Gehirn, schwacher in Herz und Lunge und sehr
schwach in Niere, Ovar und embryonalen Zellen nachgewiesen [Nevrivy et al., 2000;
Kitano et al., 2002]. Da Cytohesin-1 auch in Zellen des Nervensystems exprimiert
wird und Funktionen des Proteins in diesen Zellen beschrieben wurden, kdnnte die
Interaktion mit GRASP in neuronalen Zellen eine Rolle spielen [Ashery et al., 1999;
Neeb et al., 1999; Suzuki et al., 2002; Huh et al., 2003; Restituito et al., 2005].
Microarray-Analysen lieferten einen Hinweis auf die Expression von GRASP in reifen
dendritischen Zellen [Jessica Nickel, unverodffentlicht]. Unreife dendritische Vav-1
.knock-down“-Zellen zeigen in vitro einen Reifungsdefekt. In Vav-1-supprimierten
Zellen wurde eine etwa zweifache Reduktion der GRASP-mRNA im Vergleich zu
normal maturierten Kontroll-Zellen festgestellt. Daher ist anzunehmen, dass GRASP
wahrend der Reifung dendritischer Zellen hochreguliert wird.
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Mittels RT-PCR wurde die GRASP-mRNA in humanen PBL nachgewiesen [Ina
Brillert, unveroffentlicht]. Demnach konnte die Interaktion zwischen GRASP und
Cytohesin-1 auch in hamatopoetischen Zellen von funktionaler Bedeutung sein.
GRASP ist ein Retinolsaure-induzierbares Genprodukt. In embryonalen P19
Karzinomzellen wird die Expression der GRASP-mRNA durch all-trans-Retinolsaure
stark hochreguliert [Nevrivy et al., 2000]. Die Induktion der mRNA wird dabei durch
Inhibition der Proteinsynthese mit Cycloheximid nicht gehemmt, was zeigt, dass die
Expression direkt durch Retinolsédure induziert wird und nicht in Abh&ngigkeit von
anderen, de novo synthetisierten Proteinen.

Retinolsaure ist ein Differenzierungsfaktor, der durch intrazellulare Oxidation von
Vitamin A (Retinol) durch Alkohol-Dehydrogenasen zu Retinal und weitere Oxidation
durch Retinal-Dehydrogenasen entsteht. Retinolsdure kommt im Korper
hauptséachlich in der all-trans- und der 9-cis-Form vor. Beide Formen binden an die
nuklearen Rezeptoren des Typs RAR (retinoic acid receptor), wohingegen nur die 9-
cis Form an RXR (retinoid X receptor) bindet. Die RAR- und RXR-Rezeptoren sind
homodimere oder heterodimere Transkriptionsfaktoren der Steroid-/Thyroidhormon-
Rezeptor-Superfamilie, welche die Transkription von Zielgenen, nach Bindung des
Liganden Retinolsaure, in Abhangigkeit von Koaktivatoren induzieren [Wei, 2003].
T-Zellen exprimieren die Retinolsdure-Rezeptoren RARa, RXRa und RXR [Rasooly
et al., 2005]. Die GRASP-Expression koénnte somit auch in T-Zellen durch
Retinolsdure induziert werden.

Retinolsaure beeinflusst die Differenzierung aktivierter T-Zellen, wobei die Tyl-
Differenzierung supprimiert und die Ty2-Differenzierung begunstigt wird [Iwata et al.,
2003]. Eine Induktion der GRASP-Expression durch Retinolsaure hatte eine
komplementare Expression zwischen CYTIP und GRASP in Tyl- und Ty2-Zellen zur
Folge, da CYTIP in Tul-Zellen starker exprimiert wird [Tang et al., 2002].
Retinolsaure hat dartber hinaus eine wichtige Funktion bei der Pragung der Darm-
Homing-Spezifitat in T-Zellen. Darm-residente dendritische Zellen produzieren
Retinolsaure, wodurch in aktivierten T-Zellen die Expression der Darm-Tropie-
vermittelnden Rezeptoren LPAM-1 (asf37) und CCR9 induziert und gleichzeitig die
Expression der Haut-Homing-Rezeptoren E-Selektin-Ligand und CCR4 supprimiert
wird [Iwata et al., 2004].

In humanen PBL wird die GRASP-mRNA durch Behandlung mit Retinolsaure etwa

3,5-fach, durch die Behandlung mit dem Ty2-polarisierenden Zytokin IL-4 etwa 5-fach
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induziert. Durch die Behandlung mit IL-12, welches die Tyl-Differenzierung foérdert
tritt keine Induktion der GRASP-mRNA ein [Ina Brillert, unverétffentlicht]. Demnach
scheint GRASP komplementar zu CYTIP starker in Ty2-Zellen exprimiert zu sein.

Die mogliche differentielle GRASP-Expression in Tyl- und Ty2-Zellen, kdnnte mittels
eines spezifischen Antikdrpers in folgenden Arbeiten auf Protein-Ebene analysiert
werden. FiUr die Herstellung eines GRASP-spezifischen monoklonalen Antikérpers
wurde zur Immunisierung von Ratten murines GRASP als Hisg-Fusionsprotein
rekombinant in E. coli Gberexprimiert und aufgereinigt (nicht gezeigt). Derzeit liegen

jedoch noch keine Hybridome vor.

4.1.2 GRASP lokalisiert in T-Zellen an der Plasmamembran

Uberexprimiertes eGFP-GRASP lokalisiert in Jurkat E6 Zellen partiell an der
Plasmamembran (Abb. 3.5). Eine &hnliche Lokalisation des lberexprimierten
Proteins wurde in HEK293 Zellen beschrieben, wobei der N-terminale Teil des
Proteins, der die PDZ-Domane beinhaltet, die Assoziation mit der Plasmamembran
vermittelt [Nevrivy et al., 2000]. Die PDZ-Doméane kdnnte auch in Jurkat Zellen fur die
Plasmamembran-Lokalisation des Proteins ausschlaggebend sein. Die GRASP-PDZ-
Doméane bindet an das C-terminale PDZ-Bindemotiv der metabotropen Glutamat-
Rezeptoren der Gruppe |, mGIuR1 und mGIuR5. GRASP wurde im Komplex mit
MGIuR1 und Cytohesin-2 aus neuronalen Zellen prazipitiert [Kitano et al., 2002]. Die
Uberexpression von GRASP fordert die Zelloberflachenexpression von mGIuR1,
wohingegen eine Mutante, der die Leucin-Zipper-Domane fehlt, die Expression
inhibiert. Es wurde daher postuliert, dass GRASP durch die Assoziation mit dem
ARF-GEF Cytohesin-2 den intrazellularen Transport und die Organisation der
metabotropen Glutamat-Rezeptoren an Synapsen reguliert.

In der humanen T-Zell-Linie Jurkat werden beide GRASP-bindenden Rezeptoren
MGIUR1 und mGIuUR5 konstitutiv exprimiert und kdénnten somit die Lokalisation von
GRASP an der Plasmamembran bewirken [Pacheco et al., 2004]. In ruhenden PBL
wird mGIuR5 konstitutiv exprimiert, wahrend die Expression von mGIluR1 durch die
Stimulation des T-Zell-Rezeptors (TCR) induziert wird. Lymphozyten treten in
Glutamat-reichen peripheren Organen wie Leber, Niere, Lunge, Muskel und Blut mit
Glutamat in Kontakt. Signale des konstitutiv exprimierten mGIuR5 bewirken in T-
Lymphozyten die Aktivierung der Adenylat-Zyklase. Es wird daher vermutet, dass
Glutamat-induzierte, proliferationsinhibierende Signale dazu beitragen, T-Zellen in
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einem ruhenden Stadium zu halten. Stimulation des induzierbaren Rezeptors
MGIuR1 resultiert dagegen in der Aktivierung der MAP-Kinase ERK1/2. Die
proliferationsinhibierenden Signale von mGIuR5 werden somit durch Signale des
induzierbaren Rezeptors mGIuR1 revertiert [Pacheco et al., 2004]. Die Bindung an
MGIuUR1 und mGIURS legt die Vermutung nahe, dass GRASP eine Funktion in
Glutamat-Signalwegen ausuben konnte. Cytohesin-1 reguliert die Aktivierung von
ERK1/2 in einem LFA-1-Signalweg [Perez et al.,, 2003]. Durch die Interaktion mit
GRASP konnte Cytohesin-1 auch an einer Glutamat-induzierten ERK1/2-Aktivierung
beteiligt sein. Die Stimulation der Gruppe | mGIuR bewirkt in verschiedenen Zelltypen
die Aktivierung der Phospholipase D (PLD) [Klein et al., 1997]. Da die PLD durch
ARF-GTPasen aktiviert werden kann [Brown et al., 1993], konnte die GRASP-
Cytohesin-1-Interaktion auch zu einer mGluR-induzierten Aktivierung der PLD
beitragen.

Durch PMA-Stimulation transfizierter Zellen wird die Membran-nahe Lokalisation des
eGFP-GRASP reduziert (Abb 3.5). Die PMA-induzierte Relokalisation konnte dabei
durch eine Modifikation des gebundenen Rezeptors bewirkt werden. Fur den
metabotropen Glutamat-Rezeptor mGluR4 wurde eine Liganden-unabhéngige, PMA-
induzierte Internalisierung beschrieben [Mathiesen und Ramirez, 2006]. Eine PKC-
abhangige Internalisierung der homologen Rezeptoren mGIluR1 und mGIuR5 wurde
bislang nicht gezeigt, konnte jedoch eine mdgliche Ursache fir die beobachtete,
PMA-induzierte Relokalisierung des eGFP-GRASP sein.

Auch Uberexprimiertes CYTIP dissoziiert in Jurkat Zellen nach PMA-Stimulation von
der Plasmamembran ab [Boehm et al., 2003]. Allerdings wird die Plasmamembran-
Assoziation von CYTIP durch die Adhasion der Zellen an Integrin-Liganden induziert,
wohingegen GRASP auch in unspezifisch auf poly-L-Lysin adhérierten Jurkat Zellen
an der Plasmamembran lokalisiert. Demnach binden die PDZ-Doméanen der beiden
Homologen offenbar trotz ihrer Ahnlichkeit an unterschiedliche Liganden. Bislang
wurde jedoch noch kein Ligand der CYTIP-PDZ-Domane identifiziert.

Die Lokalisation des eGFP-GRASP am Zellkortex wird durch die PMA-Stimulation
nicht ganzlich aufgehoben. Fir die GRASP-PDZ-Domane wurden weitere, neuronal-
exprimierte Proteine als Bindungspartner identifiziert [Kitano et al., 2003; Kimura et
al., 2004; Esteban et al., 2006]. Uber die Expression dieser Interaktionspartner in T-
Zellen liegen jedoch in der Literatur bislang keine Hinweise vor. Die Mitglieder der

Cytohesin-Familie binden mittels ihrer PH-Domane und der polybasischen Region an
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das Phospholipid PIP; [Nagel et al.,, 1998a]. Aufgrund eines Defekts in der
Expression der D3 Phosphoinositid-Phosphatase PTEN weisen Jurkat Zellen ein
erhohtes PIPs-Level auf [Shan et al., 2000]. Cytohesin-1 lokalisiert daher in Jurkat
Zellen partiell an der Plasmamembran, wobei die Lokalisierung durch PMA-
Stimulation nicht beeinflusst wird [Dierks et al., 2001]. Somit konnte die verbleibende
Plasmamembran-Lokalisation durch die Bindung an PIPs-gebundenes, endogenes
Cytohesin-1 vermittelt sein.

In eGFP-GRASP und Ig-Cytohesin-1 koexprimierenden Jurkat Zellen wurde eine
Kolokalisation der beiden Fusionsproteine an der Plasmamembran festgestellt (Abb.
3.6). In HEK293 Zellen wurde beobachtet, dass Uberexprimiertes GRASP die
Plasmamembran-Assoziation von koexprimiertem GRP1 verstarkt [Nevrivy et al.,
2000]. Demnach koénnte die Bindung der PDZ-Domé&ne von GRASP bzw. CYTIP an
einen membranstandigen Rezeptor einen zweiten, PI3-Kinase-unabhéngigen Weg
zur Rekrutierung von Cytohesinen an die Plasmamembran darstellen.

Vor kurzem wurde gezeigt, dass GRASP/Tamalin an die verkirzte, Kinase-defiziente
Spleiss-Variante des Neurotrophin-3-Rezeptors TrkC, TrkCT1, bindet, wobei die
Bindung durch den Rezeptor-Liganden Neurotrophin-3 (NT-3) induziert wird [Esteban
et al., 2006]. Die Stimulation mit NT-3 resultiert in der Translokation von ARF6 an die
Plasmamembran, der Aktivierung von Racl und der Formation von Membran-
.Ruffles”. Die Translokation von ARF6 und das Membran-,Ruffling“ wird durch die
Expression einer GRASP-Mutante, der die Leucin-Zipper-Region fehlt, blockiert.
Durch die Uberexpression von Wildtyp-ARNO bzw. der GEF-defekten Mutante
ARNO E156K wird die NT-3-induzierte Formation der ,Ruffles” verstarkt bzw.
blockiert. Diese Daten zeigten einen neuen Signalweg, in dem Cytohesin-2/ARNO
und ARF6 durch die Bindung von GRASP an den NT-3-aktivierten Rezeptor TrkCT1
an die Plasmamembran rekrutiert werden und dadurch die Aktivierung von Rac-1
und eine Reorganisation des Aktin-Zytoskeletts vermitteln.

Neurotrophine sind eine Familie von Wachstumsfaktoren. Die wichtigsten Vertreter
der Familie sind NGF (nerve growth factor), BDNF (brain-derived neurotrophic
factor), NT-3 und NT-4. Diese Faktoren sind essentiell fur die Entwicklung und
Aufrechterhaltung des Vertebraten-Nervensystems. Seit einigen Jahren gibt es
jedoch vermehrt Hinweise darauf, dass Neurotrophine auf ein breiteres Spektrum
von Korperzellen wirken [Ehrhard et al., 1994; Burgi et al., 1996; Levi-Montalcini et

al.,, 1996; Maroder et al., 1996]. Neurotrophine regulieren verschiedene
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Immunfunktionen und spielen eine wichtige Rolle bei der Entwicklung des Thymus
[Vega et al., 2003; Vega et al., 2004]. Der hochaffine NT-3-Rezeptor TrkC wird in
Tu2-, nicht jedoch in Tyl- oder naiven CD4" T-Zellen exprimiert, wobei die
Expression durch anti-IFNy- bzw. anti-IL-4- AntikOrper verstarkt bzw. inhibiert wird
[Sekimoto et al., 2003]. Der TrkC-Ligand NT-3 verstarkt die anti-CD3-induzierte IL-4-
Produktion der Ty2-Zellen, wéhrend die IFNy-Produktion der Tyl-Zellen nicht
beeinflusst wird. Die NT-3-mRNA wurde in IL-4-stimulierten, nicht jedoch in
unstimulierten, anti-CD3- oder IL-2-stimulierten PBMC nachgewiesen [Besser und
Wank, 1999]. Diese Daten deuten eine Funktion von NT-3 und dessen Rezeptor
TrkC bei der Regulation der Ty1/Ty2-Balance an. Aufgrund der Funktion von NT-3
und dessen Rezeptor TrkC bei der Ty2-Differenzierung und der Interkation zwischen
GRASP und TrkCT1, ware es interessant zu klaren, ob GRASP mdglicherweise
komplementar zu CYTIP starker in Ty2-Zellen exprimiert wird.

Cytohesin-1 koexprimierende Zellen zeigen eine starker polarisierte Morphologie als
Kontroll-Zellen (Abb. 3.6). Diese vermehrte Bildung von Membranprotrusionen
konnte, wie von Esteban et al. [2006] fur Cytohesin-2/ARNO gezeigt, durch eine
Cytohesin-1-vermittelte Aktivierung von ARF6 und der daraus resultierenden
Aktivierung von Racl bewirkt werden. Die Plasmamembran-Assoziation des eGFP-
GRASP sowie die Kolokalisation mit 1g-Cytohesin-1 bleiben in PMA-stimulierten 1g-
Cytohesin-1 koexprimierenden Zellen erhalten (Abb 3.7), wahrend eGFP-GRASP
nach PMA-Stimulation in Kontroll-Zellen von der Plasmamembran abdissoziiert.
Dieses Resultat deutet darauf hin, dass GRASP in Jurkat Zellen durch Cytohesin-1
an die Plasmamembran rekrutiert werden kann. Somit kann die Plasmamembran-
Lokalisation des GRASP/Cytohesin-Komplexes offenbar sowohl durch die PDZ-
Doméane von GRASP als auch durch die PH-Doméane der Cytohesine vermittelt

werden.

4.1.3 GRASP inhibiert die transkriptionelle Induktion des IL-2-Promotors

GRASP beinhaltet in seiner N-terminalen Alanin- und Prolin-reichen Region SH3-
Bindemotive sowie ein klassisches ITAM (immunoreceptor tyrosine-based activation
motiv). Das GRASP-ITAM lasst eine Funktion des Proteins in hdmatopoetischen
Zellen vermuten, da die meisten bekannten ITAM-Proteine fast ausschlief3lich in

hamatopoetischen Zellen exprimiert werden und bislang nur wenige ITAM-
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Signalwege in Zellen aul3erhalb des Immunsystems bekannt sind [Fodor et al., 2006;
Grande et al., 2006]. ITAM-Motive sind in den zytoplasmatischen Doméanen der T-
und B-Zell-Rezeptor-assoziierten Ketten sowie in F.-Rezeptor-assoziierten Proteinen
enthalten [Isakov, 1997; Amigorena und Bonnerot, 1999]. Weitere ITAM-Proteine
sind DAP12 [Lanier et al., 1998], CNAIP/NFAML1 [Yang et al., 2003; Ohtsuka et al.,
2004], STAM1 [Takeshita et al., 1997], STAM2 [Pandey et al., 2000] sowie mehrere
virale (Onco-) Proteine [Miller et al., 1994; Du et al., 1995; Willems et al., 1995;
Lagunoff et al., 1999; Geimonen et al.,, 2003]. STAM1 ist mit den Tyrosinkinasen
Jak2 und Jak3 assoziiert und an der IL-2- und GM-CSF-Signaltransduktion beteiligt
[Takeshita et al., 1997]. STAM1 knock-out-Mause zeigen jedoch keinen Defekt in der
Entwicklung oder Zytokinresponsivitat hamatopoetischer Zellen, sondern vielmehr
einen Verlust der pyramidalen CA3 Zellen des Hippocampus [Yamada et al., 2001].
Diese Daten geben einen Hinweis auf ITAM-basierte Signalwege in neuronalen
Zellen.

Uberexprimiertes GRASP wird in Jurkat Zellen nach TCR-Stimulation Tyrosin-
phosphoryliert, wobei die Phosphorylierung durch CD28-Kostimulation verstarkt wird
(Abb 3.9). Die Phosphorylierung findet hauptsachlich an den Tyrosinen des ITAM
statt, da eine Mutante, in der beide Tyrosine des Motivs gegen Phenylalanine
ausgetauscht sind, eine wesentlich schwachere Phosphorylierung zeigt (Abb. 3.10).
Die Verstarkung der GRASP-Phosphorylierung durch die CD28-Kostimulation kdnnte
durch eine gesteigerte Aktivierung der PI3-Kinase und damit durch eine vermehrte
Rekrutierung des GRASP/Cytohesin-1-Komplexes an die Plasmamembran bewirkt
werden. Die Phosphorylierung wird entsprechend auch durch die Koexpression von
Cytohesin-1 gesteigert (Abb. 3.11). Durch TCR-Stimulation sowie durch die
Koexpression von Cytohesin-1 wird die Expression von GRASP verstarkt (Abb. 3.9
und 3.11). Dieses Resultat deutet auf eine Stabilisierung des Proteins hin, die durch
eine Komplex-Bildung bewirkt werden konnte. Die Stabilisierung des Proteins ist
dabei unabhangig von der Phosphorylierung des ITAM, da auch die Expression der
ITAM-Mutante durch OKT3/CD28-Stimulation verstarkt wird (Abb.3.10).

Aufgrund der TCR-induzierten ITAM-Phosphorylierung wurde untersucht, ob GRASP
an der Weiterleitung TCR-induzierter Signale beteiligt ist. In Luziferase-Reporter-
Analysen wurde festgestellt, dass die Uberexpression von GRASP eine Inhibition der
IL-2-Promotor-Aktivierung nach OKT3/CD28-Stimulation verursacht (Abb. 3.12). Da
die OKT3/CD28-Stimulation eine Stabilierung des tUberexprimierten GRASP bewirkt,
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die mdglicherweise durch die Bindung aktivierter Src-Kinasen verursacht wird, wurde
vermutet, dass die Inhibition der IL-2-Promotor-Aktivierung auf einer Sequestrierung
aktivierter Src-Kinasen beruhen konnte. Durch die Stimulation mit PMA und lonophor
werden proximale Signale des TCR umgangen, indem direkt ein Anstieg des
intrazellularen Calcium-Spiegels und eine Aktivierung von PKCs erreicht wird. Daher
wird die Induktion des IL-2-Promotors durch PMA/lonophor-Stimulation als
unabhangig von proximalen Signalen des TCR betrachtet. Die Uberexpression von
GRASP bewirkt auch bei der Stimulation mit PMA und lonophor eine Inhibition der
IL-2-Promotor-Aktivierung (Abb. 3.13). GRASP scheint daher die transkriptionelle
Aktivierung des IL-2-Promotors nicht auf der Ebene TCR-proximaler Ereignisse,
sondern auf einer nachgeschalteten Ebene zu inhibieren. Luziferase-Reporter-
Analysen ergaben, dass die ITAM-Mutante die Aktivierung des IL-2-Promotors in
gleicher Weise inhibiert, wie das Wildtyp-Protein (Abb. 3.14). Demnach erfolgt die
beobachtete Inhibition der IL-2-Promotor-Aktivierung durch GRASP unabhéangig von
der Integritat des ITAM. Die Src-Kinase-vermittelte Phosphorylierung des GRASP-
ITAM konnte in einem anderen Signalweg eine funktionale Rolle spielen, da Src-
Kinasen durch verschiedene extrazellulare Stimuli aktviert werden [Thomas und
Brugge, 1997].

RT-PCR-Analysen haben ergeben, dass die GRASP-mRNA in humanen PBL durch
IL-4 etwa 5-fach induziert wird, wohingegen keine Induktion durch das Tyl-
polarisierende Zytokin IL-12 eintritt. Nachdem IL-4 die Ty2-Differenzierung begunstigt
und Ty2-Zellen kein IL-2 mehr sezernieren, konnte GRASP in Ty2-Zellen zur
Suppression der IL-2-Transkription beitragen. Ob GRASP eine Funktion in
hamatopoetischen Zellen besitzt, konnte vermutlich durch eine GRASP knock-out-

Maus geklart werden.
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4.2 Die CYTIP-Regulation durch Phosphorylierung und Degradation

4.2.1 CYTIP wird PKC-vermittelt phosphoryliert
Das GRASP-homologe Protein CYTIP wird in Lymphozyten durch die Zytokine IL-2

und IL-12 sowie in dendritischen Zellen wahrend der Reifung hochreguliert [Tang et
al., 2002; Boehm et al., 2003]. Die Uberexpression von CYTIP in Jurkat Zellen
resultiert in einer Inhibition der LFA-1-vermittelten Adhasion an ICAM-1. Durch die
Adhéasion der Zellen an Integrin-Liganden wird Uberexprimiertes CYTIP an die
Plasmamembran rekrutiert. In reifen dendritischen Zellen akkumuliert CYTIP an der
Kontaktzone mit T-Zellen [Hofer et al., 2005]. Der siRNA-vermittelte ,knock-down*
der CYTIP-Expression fihrt zu einer verstarkten Adhasion reifer dendritischer Zellen
an Fibronektin sowie an immobilisierte T-Zellen. Diese Daten deuten darauf hin, dass
CYTIP ein negativer Regulator Integrin-vermittelter Adh&sion ist.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde gezeigt, dass endogenes CYTIP in humanen PBL
nach der Aktivierung von PKCs phosphoryliert und daraufhin degradiert wird. Die
Phosphorylierung des Proteins konnte mittels Alkalischer Phosphatase gezeigt
werden. In Jurkat Zellen Uberexprimiertes Ig-fusioniertes CYTIP wird nicht degradiert,
sondern zeigt nach der Stimulation der Zellen mit dem Phorbolester PMA eine héher
migrierende Doppelbande im Western Blot. Diese modifizierte Form des Ig-CYTIP
wird durch in-vitro-Dephosphorylierung mittels Alkalischer Phosphatase entfernt und
entsteht durch in-vitro-Phosphorylierung mittels PKCd (Abb. 3.19 und 3.27). CYTIP
enthalt im C-terminalen Drittel der Aminoséuresequenz einen hohen Anteil an
Serinen und Threoninen, die groRRenteils eng benachbart in ,Clustern® vorliegen
(Abb. 3.29 D). Mit Hilfe C-terminaler Deletionsmutanten konnte die Region, die die
Phosphorylierungsstellen enthélt, ermittelt werden (Abb. 3.28). Punkt- und
Doppelmutationen der Serine und Threonine in diesem Bereich zeigten, dass die
Serine 241, 242, 244, 245 und 248 die hauptsachlich phosphorylierten Reste
darstellen. Die Ig-fusionierte CYTIP-Mutante (Ig-CYTIP-Clu-2), in der diese funf
Serine gegen Alanine ausgetauscht sind, zeigt nach PMA-Stimulation keine
modifizierte Form im Western Blot (Abb. 3.30) und die korrespondierende Mutante
ohne Fusionsanteil wird nach PMA-Stimulation nicht degradiert (Abb. 3.31).
Demnach ist die Degradation von CYTIP abhangig von der Phosphorylierung dieser

Serine.

122



Diskussion

PMA ist ein Aktivator der c- und nPKCs sowie weiterer Proteine, die eine DAG-
bindende C1-Domane enthalten [Brose und Rosenmund, 2002; Kazanietz, 2002;
Geiger et al., 2003]. Mit Hilfe spezifischer Inhibitoren konnte gezeigt werden, dass
die CYTIP-Phosphorylierung und die damit einhergehende Degradation PKC-
abhangig sind (Abb. 3.24 und 3.25). Die CYTIP-Phosphorylierung sowie die
Degradation werden durch den c- und nPKC Inhibitor G66850 vollstandig blockiert,
nicht jedoch durch den cPKC-Inhibitor G66976. Der Inhibitor Rottlerin, der spezifisch
die nPKCs & und 6 hemmt, blockiert die PMA-induzierte Degradation des Proteins
ebenfalls vollstandig (Abb. 3.25).

Demnach wird die Phosphorylierung, die zur Degradation von CYTIP fuhrt, durch die
PKC& und/oder die PKCO oder durch eine nachgeschaltete Kinase katalysiert.
Nachdem Ig-CYTIP in vitro durch die PKCS phosphoryliert wird, ist anzunehmen,
dass CYTIP direkt durch eine der beiden oder durch beide PKC-Isoenzyme
phosphoryliert wird.

Da Cytohesin-1 ein positiver Regulator, CYTIP dagegen ein negativer Regulator
LFA-1-vermittelter Adhasion ist, kdnnte eine induzierte Degradation von CYTIP zur
Aktivierung von LFA-1 beitragen. Von Katagiri et al. [1999] wurde gezeigt, dass das
Ubiquitin-Proteasom-System an der PMA-induzierten LFA-1-vermittelten Adhasion in
HL-60 Zellen beteiligt ist. Proteasomen-Inhibitoren verhinderten hier die PMA-
induzierte LFA-1-Adhasion und verursachten eine starke Akkumulation poly-
ubiquitinierter Proteine in der Membran-Fraktion PMA-behandelter Zellen. Auf welche
Weise CYTIP die LFA-1-vermittelte Adhasion an ICAM-1 inhibiert, ist nicht bekannt.
Es ware denkbar, dass CYTIP durch die Bindung an Cytohesin-1 dessen Interaktion
mit der Integrin B,-Kette verhindert. Durch die Degradation von CYTIP wirde die
Interaktion mit CD18 ermdglicht. Dieses Modell ist in folgendem Schema graphisch

veranschaulicht.
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LFA-1

geknickte gestreckte
Konformation Konformation

Abb. 4.1 Modell der LFA-1-Regulation durch Cytohesin-1 und CYTIP

1) Die Interaktion mit CYTIP koénnte die Bindung von Cytohesin-1 (Cyh-1) an die LFA-1-B-Kette
verhindern. 2) Durch die PMA-vermittelte Aktivierung von PKC-Isoenzymen wird die Phosphorylierung
von CYTIP induziert. 3) Die Phosphorylierung von CYTIP I6st seine Ubiquitinierung aus. 4) Die
Ubiquitinierung resultiert in der proteasomalen Degradation von CYTIP. 5) Nicht an CYTIP
gebundenes Cytohesin-1 kann nun mit der Integrin B,-Kette interagieren und dadurch an der
Aktivierung von LFA-1 mitwirken. P: Phosphat; Ub: Ubiquitin.

Da PKCs durch Signale des TCR aktiviert werden, wurde untersucht, ob die
Stimulation des TCR die CYTIP-Degradation auslost. Durch die Stimulation des TCR
wird hauptsachlich die PKCO aktiviert. Diese Kinase wird ins Zentrum der
immunologischen Synapse rekrutiert und ist an der Aktivierung von NFkB und NF-AT
beteiligt [Sun et al., 2000; Bi et al., 2001; Huang et al., 2002; Pfeifhofer et al., 2003].
PKCo-defiziente T-Zellen zeigen daher eine reduzierte Induktion von IL-2 und der IL-
2-Rezeptor o-Kette und damit einhergehend eine schwéachere Proliferation und
verstarkte Anergie [Berg-Brown et al., 2004]. Die PKC®6 ist dartber hinaus wichtig fur
die Ty2-Differenzierung [Marsland et al., 2004].

Uberexprimiertes Ig-CYTIP wird in Jurkat Zellen nach der Stimulation des TCR
phosphoryliert (Abb. 3.32). Die TCR-induzierte Phosphorylierung ist jedoch im
Vergleich zur PMA-induzierten schwacher. Da die PKCO durch TCR-vermittelte
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Signale aktiviert wird, kénnte die TCR-induzierte CYTIP-Phosphorylierung durch
diese Kinase katalysiert werden. Durch TCR-Stimulation humaner PBL tritt jedoch
keine Degradation des endogenen Proteins ein. Da CYTIP durch die Adhasion an
Integrin-Liganden an die Plasmamembran rekrutiert wird, wurde geprift, ob die
Degradation des Proteins durch TCR-Stimulation adhéarierter Zellen ausgeldst wird.
Auch die TCR-Stimulation auf Fibronektin oder ICAM-1 adhérierter Zellen bewirkt
keine Reduktion des Proteins (nicht gezeigt). Durch die zuséatzliche Stimulation
verschiedener kostimulatorischer Rezeptoren, wie CD28, ICOS, CD4, CD45 oder
CD40L sowie durch das Chemokin CXCL12 wird die Degradation ebenfalls nicht
induziert (nicht gezeigt). Einzig durch die Stimulation der Zellen in Serum-freiem
HBSS uber 16 Stunden mit OKT3/CD28 wird eine Reduktion von CYTIP bewirkt
(Abb. 3.33). Somit scheint die Degradation von CYTIP nicht durch TCR-vermittelte
Signale induziert zu werden und demnach keine Rolle bei der T-Zell-Aktivierung zu
spielen. Vor kurzem wurde gezeigt, dass die CYTIP-Expression sowohl auf mRNA-
als auch auf Protein-Ebene durch TCR-Stimulation induziert wird [Chen et al., 2006].
Endogenes Cytohesin-1 wird in Jurkat Zellen nach TCR-Stimulation phosphoryliert
(Abb. 3.32). Allerdings ist die TCR-induzierte Cytohesin-1-Phosphorylierung im
Vergleich zur PMA-induzierten ebenfalls wesentlich schwacher und Uberdies nur bei
kurzzeitiger Stimulation detektierbar. Die TCR-induzierte Phosphorylierung von
Cytohesin-1 unterliegt demnach offenbar einer schnellen Dephosphorylierung. Durch
die Stimulation mit dem Phorbolester PMA wird das Gleichgewicht dagegen
vermutlich stark zur phosphorylierten Form verschoben. Mdglicherweise ist auch die
TCR-induzierte Phosphorylierung des endogenen CYTIP einer schnellen
Dephosphorylierung unterworfen, so dass keine Degradation des Proteins eintritt.
Weiterhin ware denkbar, dass durch TCR-Stimulation eine nur lokal begrenzte
CYTIP-Degradation an der Plasmamembran induziert wird, die unter der
Detektionsgrenze liegen konnte.

Die PKCo spielt eine wichtige Rolle bei der Induktion der Apoptose [Ghayur et al.,
1996; Bharti et al., 1998; Cross et al., 2000; Yoshida et al., 2003] sowie bei der
Kontrolle des Zellwachstums [Watanabe et al., 1992] und der Zell-Differenzierung
[Mischak et al., 1993; Emoto et al., 1996]. Im Gegensatz zu den anderen PKCs ist
dieses Isoenzym ein Tumor-Suppressor [Lu et al., 1997; Brodie und Blumberg,
2003]. Die PKCd wird ubiquitar exprimiert [Leibersperger et al., 1991; Wetsel et al.,

1992]. Die starkste Expression liegt in Milz, Lymphknoten, Thymus und Darm vor
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[Miyamoto et al., 2002]. PKCs-defiziente Mause zeigen eine B-Zell-Hyperproliferation
aufgrund einer verstarkten Expression von IL-6 [Miyamoto et al., 2002]. Weiterhin
treten in den knock-out-Mausen gehauft Autoimmunreaktionen durch autoreaktive
Antikorper auf [Mecklenbrauker et al., 2002]. Die PKCs hat somit eine essentielle
Funktion bei der Induktion der B-Zell-Anergie. Au3erdem ist die PKCd ein negativer
Regulator der Mast-Zell-Degranulation und der T-Zell-Aktivierung [Leitges et al.,
2002; Gruber et al., 2005]. PKCs knock-out-M&ause zeigen ein stark erhdhtes IL-2-
Level im Blutplasma, jedoch keine Verédnderung des IL-4-, IFN-y-, TNFa- oder IL-6-
Levels nach anti-CD3-Applikation in vivo. Im Einklang damit zeigen T-Zellen der
PKCSé knock-out-Mause in vitro eine signifikant erhohte Proliferation nach der
Stimulation mit allogenem MHC.

CYTIP verstarkt die IL-2-Induktion nach TCR/CD28-Stimulation (Abb. 3.38). Uberdies
wird die CYTIP-Expression durch Signale des TCR induziert [Chen et al., 2006].
Durch die Degradation von CYTIP konnte daher die IL-2-Expression eingedammt
werden. Nachdem die PKC3 ein negativer Regulator der IL-2-Induktion ist, ware
denkbar, dass eine PKCéd-vermittelte Phosphorylierung die CYTIP-Degradation
auslosen konnte. Unter welchen physiologischen Bedingungen die PKC3 in T-Zellen

aktiviert wird, ist jedoch nicht bekannt.

4.2.2 CYTIP wird durch Cytohesin-1 stabilisiert

Der siRNA-vermittelte ,knock-down* der Cytohesin-1-Expression in humanen PBL
fuhrt zu einer Reduktion der CYTIP-Expression, wahrend die Expression von
Cytohesin-1 durch den ,knock-down“ der CYTIP-Expression nicht beeinflusst wird
(Abb. 3.35).

Die Uberexpression von Cytohesin-1 in Jurkat Zellen resultiert in einer verstarkten
Expression von koexprimiertem CYTIP, wobei sowohl die basale Expression erhoht,
als auch die PMA-induzierte Degradation reduziert ist (Abb. 3.34). Da das Konstrukt
zur Uberexpression von CYTIP nur die CYTIP-codierende cDNA unter der Kontrolle
des CMV-Promotors und keine regulatorischen 3’- und 5’-untranslatierten Sequenzen
enthalt, ist anzunehmen, dass die verstarkte CYTIP-Expression durch eine
Stabilisierung des Proteins bewirkt wird. Entsprechend kénnte auch die beobachtete
Reduktion von CYTIP durch den Cytohesin-1-,knock-down* auf einer

Destabilisierung beruhen. Die Koexpression von Cytohesin-1 bewirkt eine
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Anreicherung hoher migrierender CYTIP-Banden, die phosphorylierte Formen des
Proteins darstellen (Abb. 3.34). Demnach wird phosphoryliertes CYTIP durch die
Uberexpression von Cytohesin-1 offenbar vor der Degradation geschiitzt. Diese
Daten lassen vermuten, dass die Reduktion von CYTIP bei dem siRNA-vermittelten
.knock-down" der Cytohesin-1-Expression, wie die PMA-induzierte Degradation, von
einer Phosphorylierung des Proteins abhangt.

Moglicherweise unterliegt nicht an Cytohesin-1 gebundenes CYTIP einer
konstitutiven Phosphorylierung, wodurch es fir eine Degradation anfallig wird. CYTIP
konnte durch die fehlende Interaktion mit Cytohesin-1 konformationsbedingt fir eine
Phosphorylierung leichter zuganglich sein. Weiterhin kénnte diese durch eine
veranderte Lokalisierung des ungebundenen CYTIP beginstigt werden. Ob die
Reduktion von CYTIP in Cytohesin-1 ,knock-down“-Zellen von einer
Phosphorylierung abhangt, kénnte durch PKC-Inhibitoren Uberprift werden. Die
Expression von CYTIP sollte durch G66850 oder Rottlerin stabilisiert werden, falls
die beobachtete Reduktion bei dem siRNA-vermittelten Cytohesin-1-,knock-down*
durch eine phosphorylierungsabhéngige Degradation erfolgt.

Die Interaktion zwischen Cytohesin-1 und CYTIP liegt moglicherweise nicht
konstitutiv vor sondern konnte selbst einer Regulation unterliegen. Durch eine
Trennung der Interaktionspartner konnte die Bindung von Cytohesin-1 an die
zytoplasmatische Domane von CD18 ermdglicht und CYTIP phosphorylierungs-
abhangig degradiert werden. Wahrend der transendothelialen Migration und der
Migration in peripheren lymphatischen Organen muissen raumliche Informationen
eines Chemokin-Reizes integriert und in eine gerichtete Bewegung umgesetzt
werden. Eine rdumliche Regulation der Interaktion zwischen Cytohesin-1 und CYTIP
konnte zu einer Abfolge von LFA-1-Aktivierung und -Deaktivierung beitragen. Im
vorderen Bereich der migrierenden Zelle kénnte CYTIP so durch eine PKC-
vermittelte Phosphorylierung der Degradation unterliegen, wodurch eine Aktivierung
der B»-Integrine durch Cytohesin-1 ermdglicht wirde. Durch die Bindung an f.-
Liganden wird nicht-phosphoryliertes oder dephosphosphoryliertes CYTIP an die
Plasmamembran rekrutiert und kénnte dort die Interaktion zwischen Cytohesin-1 und
der zytoplasmatischen Doméne der B,-Kette I6sen. Dadurch kdnnte das Integrin in
eine Konformation niedriger Affinitat zurtickfallen und die Trennung von gebundenem
ICAM-1 erleichtert werden.
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Die vorliegenden Daten zeigen an, dass die CYTIP-Expression durch eine
posttranslationale Regulation an die Expression von Cytohesin-1 angepasst wird,
wobei ,uberschussiges* CYTIP degradiert wird. Die Kopplung der CYTIP-Expression
an Cytohesin-1 kdnnte bei der Regulation der LFA-1-vermittelten Adh&sion relevant
sein, da Cytohesin-1 und CYTIP hierbei gegensatzliche Funktionen austiben. Die
Regulation der CYTIP-Stabilitat konnte einen Mechanismus zur Modulation der
Cytohesin-1-vermittelten LFA-1-Aktivierung darstellen. Durch die Stabilisierung von
CYTIP durch Cytohesin-1 wirde die Cytohesin-1-vermittelte Aktivierung von LFA-1
reprimiert, durch eine phosphorylierungsabhéngige Degradation von CYTIP dagegen

induziert.

4.2.3 Mogliche Funktion von ARDL1 bei der CYTIP-Degradation

Die Stimulation mit dem Phorbolester PMA resultiert in einem raschen und
annahernd vollstandigen Verlust von CYTIP im Totallysat humaner PBL (Abb 3.17).
Die Reduktion setzt dabei bereits nach wenigen Minuten der Stimulation ein. Nach
einer 30-mindtigen Stimulation ist das Protein meist nicht mehr im Totallysat
nachzuweisen. Auch nach 16-stiindiger Stimulation der Zellen ist CYTIP nicht wieder
detektierbar. Die Reduktion von CYTIP tritt ebenso bei gleichzeitiger Stimulation mit
PMA und lonophor ein, wahrend die CYTIP-mRNA unter diesen Bedingungen
induziert wird [Tang et al., 2002].

Die Hemmung proteasomaler Degradation durch den Inhibitor MG132 bewirkt eine
Stabilisierung des Proteins nach PMA-Stimulation, wohingegen die Inhibition
lysosomaler Degradation durch Chloroquin keinen Effekt zeigt (Abb. 3.18, 3.25 und
3.26). Demnach erfolgt der phosphorylierungsabhangige Abbau des Proteins
vermutlich durch proteasomale Degradation. Durch den Proteasomen-Inhibitor
MG132 kommt es neben der Stabilisierung von CYTIP zu einer Anreicherung héher
migrierender CYTIP-Banden. Diese hoher migrierenden Banden stellen zum Tell
phosphorylierte Formen des Proteins dar, da die unmodifizierte Form durch in-vitro-
Dephosphorylierung mittels Alkalischer Phosphatase partiell wiederhergestellt wird
(Abb 3.21). Weiterhin kénnten die héher migrierenden Banden ubiquitinierte Formen
des Proteins enthalten. Durch anti-Ubiquitin-Detektion von immunpréazipitiertem
CYTIP gelang ein Nachweis der Poly-Ubiquitinierung von CYTIP bei kurzzeitiger
PMA-Stimulation humaner PBL (Abb 3.23). Somit wird phosphoryliertes CYTIP sehr
wahrscheinlich Ubiquitin-abhangig degradiert.

128



Diskussion

Das ARF-Doménen-Protein ARDL1 ist ein multifunktionales Protein bestehend aus
einem N-terminalen ,Tripartite“-Motiv (TRIM) und einer funktionalen C-terminalen
ARF-GTPase-Domane [Vitale et al.,, 1996]. ARD1 wird daher der TRIM/RBCC-
(RING, B-Box, coiled-coil) Familie zugeordnet und auch als TRIM23 bezeichnet.
ARD1 besitzt, wie die meisten Mitglieder der TRIM/RBCC-Familie, eine RING-
abhangige Ubiquitin-Ligase-Aktivitat [Vichi et al., 2005]. Uberexprimiertes CYTIP wird
in COS-7 Zellen durch die Koexpression von ARD1 reduziert (Abb. 3.37). Dieses
Resultat legt die Hypothese nahe, dass ARD1 die Ubiquitinierung von CYTIP
katalysiert. Die Ubiquitin-Ligase-defekte Mutante ARD1 C34A verstarkt die
Expression von Uberexprimiertem CYTIP in Jurkat Zellen [Ina Brillert,
unveroffentlicht]. Dies ist ein weiterer Hinweis dafir, dass CYTIP ein Zielprotein der
Ubiquitin-Ligase ARD1 ist.

Cytohesin-1 ist ein Interaktionspartner und spezifischer Guaninnukleotid-
Austauschfaktor (GEF) der ARF-Doméne von ARD1 [Pacheco-Rodriguez et al.,
1998]. Uberexprimiertes Cytohesin-1 zeigt eine partielle Kolokalisation mit der
dominant negativen Mutante ARD1 T418N in COS-7 Zellen [Vitale et al., 2000b]. Da
Cytohesin-1 mit ARD1 interagiert, konnte CYTIP durch die Interaktion mit Cytohesin-
1 in die Nahe von ARD1 gebracht werden und phosphorylierungsabhangig ubiquiti-
niert werden. Gegen dieses Modell spricht jedoch, dass die CYTIP-Degradation
durch die Uberexpression von Cytohesin-1 inhibiert und CYTIP bei einer verringerten
Expression von Cytohesin-1 reduziert wird. Diese Daten legen vielmehr die
Hypothese nahe, dass ARD1 alternativ mit Cytohesin-1 oder CYTIP interagieren
konnte. Auf diese Weise wirde nicht an Cytohesin-1 gebundenes, phosphoryliertes
CYTIP durch ARD1 ubiquitiniert, wodurch die Expression von CYTIP an Cytohesin-1
angepasst wirde. Eine erhdhte Expression von Cytohesin-1 kdnnte dagegen durch
die Interaktion mit ARD1 die Degradation von CYTIP inhibieren. Weiterhin wére
denkbar, dass die Ubiquitin-Ligase-Aktivitdt durch den Aktivierungszustand der ARF-
Doméne reguliert sein konnte. Um zu prifen, ob CYTIP durch ARD1 ubiquitiniert
wird, sind in-vitro-Ubiquitinierungs-Analysen mit gereinigtem ARD1 geplant.
Folgendes Schema zeigt ein Modell einer mdglichen Regulation der CYTIP-

Expression durch Cytohesin-1 und ARD1.
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Abb. 4.2 Regulation der CYTIP-Stabilitat durch Cytohesin-1 und ARD1

Cytohesin-1 und CYTIP liegen als Komplex vor, wodurch CYTIP gegen eine Degradation geschuitzt
wird. Durch die Trennung der Interaktion oder ein Ungleichgewicht der Expression zwischen
Cytohesin-1 und CYTIP kénnte ARD1 alternativ mit Cytohesin-1 oder CYTIP interagieren. 1) Nicht an
CYTIP gebundenes Cytohesin-1 katalysiert den Guaninnukleotid-Austausch an der ARF-Doméne des
ARD1 und koénnte durch die Interaktion mit ARD1 die Degradation von CYTIP verhindern. 2) Nicht an
Cytohesin-1 gebundenes CYTIP wird moglicherweise verstarkt phosphoryliert und kdnnte daraufhin
durch ARD1 ubiquitiniert werden. B1, B2: B-Box 1 und 2; CC: coiled-coil-Doméne; LZ: Leucin-Zipper-
Domaéne; PH: Pleckstrin-Homologie-Domane; P: Phosphat; R: RING-Domane; Ub: Ubiquitin.

4.2.4 CYTIP verstarkt die transkriptionelle Induktion des IL-2-Promotors

In IL-2-Luziferase-Reportergen-Analysen wurde festgestellt, dass CYTIP, im
Gegensatz zu dem homologen Protein GRASP, die transkriptionelle Aktivierung des
IL-2-Promotors erhoht (Abb. 3.38). Die verstarkte IL-2-Induktion wurde dabei sowohl
nach OKT3/CD28- als auch nach PMA/lonophor-Stimulation beobachtet, was
wiederum darauf hindeutet, dass CYTIP die IL-2-Induktion wie das homologe Protein
GRASP nicht auf der Ebene TCR-proximaler Signale, sondern auf einer
nachgeschalteten Ebene beeinflusst. CYTIP scheint demnach eine duale Funktion in
T-Zellen zu besitzen indem es einerseits die LFA-1-vermittelte Adhasion negativ, die
IL-2-Transkription jedoch positiv reguliert. CYTIP knock-out-Méuse zeigen eine

Reduktion der Leukozyten im peripheren Blut sowie eine Reduktion der Zellen in
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peripheren Lymphknoten. Weiterhin wurde ein Defekt in der Zytokin-modulierten
Wanderung der Leukozyten festgestellt [Coppola et al., 2006].

CYTIP wird in PBL durch das Tyl-polarisierende Zytokin IL-12 induziert [Tang et al.,
2002]. Fir GRASP wurde bislang nur eine Induktion der mRNA durch Retinolsaure in
embryonalen P19 Karzinomzellen gezeigt [Nevrivy et al., 2000]. In humanen PBL
wird die GRASP-mRNA durch Retinolsaure sowie durch das Ty2-polarisierende
Zytokin IL-4, nicht jedoch durch IL-12 induziert [Ina Brillert, unverotffentlicht]. Die
Induktion der GRASP-Expression durch IL-4 ist jedoch noch auf Protein-Ebene zu
Uberprufen.

Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass CYTIP und GRASP komplementar in Ty1-
und Ty2-Zellen exprimiert werden und gegensatzliche Funktionen beztiglich der IL-2-
Expression austben. Wahrend in Tyl-Zellen die IL-2-Expression durch die Induktion
von CYTIP verstarkt wird, kénnte die IL-2-Expression in Ty2-Zellen durch die
Induktion von GRASP supprimiert werden. Diese Hypothese ist in folgendem

Schema graphisch veranschaulicht.
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Abb. 4.3 IL-2-Regulation durch CYTIP und GRASP in Tyl- und Ty2-Zellen

Die Differnezierung CD4-positiver Ty-Zellen wird groRenteils durch Zytokine gesteuert. IL-12, IFN-y
und IL-18 begunstigen die Tyl-, IL-4 dagegen die Ty2-Differenzierung. Die Transkriptionsfaktoren
T-bet bzw. GATA3 und MAF sind in die Ty1- bzw. die Ty2-Differenzierung involviert. Wahrend CYTIP
durch IL-12 induziert wird und die IL-2-Expression férdert, wird GRASP vermutlich durch IL-4 induziert
und hemmt die IL-2-Expression. Abbildung verandert nach Schwartzberg et al. [2005].
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4.3 Die funktionale Rolle von Cytohesin-1 bei der LFA-1-Regulation

4.3.1 Die LFA-1-Aktivierung ist abhangig von Cytohesin-1

In Adhéasionstests wurde gezeigt, dass die LFA-1-vermittelte Adhé&sion an
immobilisiertes ICAM-1 in priméren Cytohesin-1 ,knock-down“-Zellen verringert ist,
wobei die Expression von LFA-1 dadurch nicht beeinflusst wird (nicht gezeigt). Der
spezifische ,knock-down* der Cytohesin-1-Expression in humanen PBL wurde durch
die Transfektion der Zellen mit der siRNA 754 induziert, wodurch eine Reduktion des
Proteins um etwa 50% erzielt wurde. Die Adhasion an ICAM-1 wurde in
unstimulierten der Zellen und nach Stimulation mit OKT3, PMA und MEMA48
analysiert. Die Reduktion der Cytohesin-1-Expression bewirkt eine Inhibition sowohl
der basalen als auch der stimulierten Adhé&sion (Abb. 3.39 und 3.40). Diese
Ergebnisse deuten darauf hin, dass Cytohesin-1 unabhangig von der jeweiligen
Stimulation fiir die Adhasion an ICAM-1 erforderlich ist.

Die Plasmamembran-Assoziation von Cytohesin-1 wird durch die Aktivierung der
PI3-Kinase induziert und ist moglicherweise fir die PI3-Kinase-induzierte Adhasion
wichtig [Nagel et al., 1998b]. Die Pleckstrin-Homologie- (PH-) Doméane und die daran
anschlieBende C-terminale polybasische Region von Cytohesin-1 kooperieren in der
Bindung an das Phospholipid PIP3;, welches ein Produkt der PI13-Kinase ist [Nagel et
al., 1998a]. TCR- oder LFA-1-vermittelte Signale l0sen die Aktivierung der PI3-
Kinase aus [Shimizu und Hunt, 1996; Ward et al., 1996; Axelsson et al., 2000]. Durch
Phorbolester-Stimulation wird die PI3-Kinase ebenfalls aktiviert. Wahrend die
Aktivierung nach TCR- oder LFA-1-Quervernetzung hauptsachlich tber Tyrosin-
Kinase-abhangige Signalwege erfolgt, wird die PI3-Kinase nach Phorbolester-
Stimulation durch einen Ras-abhéngigen Signalweg aktiviert. RasGRPs (Ras guany!l
releasing factor) bilden eine Familie Ras-aktivierender Guaninnukleotid-
Austauschfaktoren die durch Phorbolester/DAG und PKCs aktiviert werden
[Izquierdo et al., 1992; Ebinu et al., 1998; Teixeira et al., 2003]. Ras-GTP bindet an
die katalytische Untereinheit der PI13-Kinase und kann sie in Abhangigkeit von der
regulatorischen Untereinheit aktivieren [Rodriguez-Viciana et al., 1996; Jimenez et
al., 2002]. Die verminderte Adhasion der Cytohesin-1 ,knock-down“-Zellen nach
OKT3-, PMA- bzw. MEMA48-Stimulation kdnnte somit auf den Verlust der direkten
Interaktion zwischen Cytohesin-1 und der LFA-1 B-Kette und damit moglicherweise

auf eine schwéchere Aktivierung des Integrins zurtickzufuhren sein.
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Die LFA-1-vermittelte Adhasion hangt sowohl von der Aktivierung des Integrins, als
auch von Liganden-induzierten, Integrin-vermittelten  Signalen ab. Die
Quervernetzung von LFA-1 |6st die Aktivierung der PI3-Kinase sowie der PLCy aus
[Kanner et al., 1993; Axelsson et al., 2000]. Die Hydrolyse von PIP; durch die PLCy
resultiert in der Aktivierung von PKCs sowie in einem Calcium-Influx. Durch
intrazellulares Calcium wird die Protease Calpain aktiviert, die die proteolytische
Spaltung des Proteins Talin katalysiert. Talin ist ein Gerlstprotein, das Integrine am
Aktin-Zytoskelett verankert. Durch die proteolytische Spaltung von Talin werden
Integrine temporéar aus der Zytoskelett-Verankerung geldst. Es wird vermutet, dass
durch die temporare Entkopplung vom Aktin-Zytoskelett die laterale Mobililtat der
Integrine in der Plasmamembran gesteigert und damit ein ,Clustern* der Rezeptoren
auf der Zelloberflache ermdglicht wird [Stewart et al., 1998]. Das ,Clustern“ der
Integrine bewirkt eine erhdhte Aviditat fur den Liganden ICAM-1. Daher erlaubt die
Quantifizierung der zellularen Adhasion an immobilisiertes ICAM-1 nicht, zwischen
der Integrin-Aktivierung und Liganden-abhangigen, Integrin-vermittelten Signalen, die
zur Adhasion beitragen, zu unterscheiden. Demnach wére denkbar, dass Cytohesin-
1 an der LFA-1-Aktivierung oder an der Weiterleitung LFA-1-vermittelter Signale,
oder an beiden Prozessen beteiligt ist.

Der monoklonale Antikdrper 327C erkennt spezifisch eine induzierbare Konformation
der B.-l1-ahnlichen Doméne, die mit hoher Affinitat fur l6sliches ICAM-1 korreliert
[Huth et al., 2000; Beals et al., 2001; Lupher et al., 2001; Lum et al., 2002]. Das
327C-Neoepitop ist durch ldsliches ICAM-1, den aktivierenden CD18-Antikdrper
240Q, PMA, T-Zell-Rezeptor-Stimulation sowie durch die Chemokine CXCLS,
CXCL12 und CCL21 induzierbar [Beals et al., 2001; Lum et al., 2002; Shamri et al.,
2005]. Die Induktion des Neoepitops ist abhéngig von Konformationsdnderungen in
der IDAS-Region der a-Untereinheit und divalenten Kationen, jedoch unabh&ngig
vom Aktin-Zytoskelett und der Anwesenheit des Liganden ICAM-1 [Beals et al.,
2001]. Daher ermdglicht es der 327C-Antikérper den Aktivierungszustand der f3,-
Integrine unabhéangig von Liganden-induzierten Signalen zu quantifizieren.

Mit Hilfe des 327C-Reporter-Antikorpers konnte gezeigt werden, dass Cytohesin-1
fur die Induktion der hochaffinen B,-Konformation erforderlich ist. In Cytohesin-1
.knock-down“-PBL wurde eine verminderte Induktion des Aktivierungsepitops nach
OKT3-vermittelter TCR-Quervernetzung und der Stimulation mit dem Chemokin
CXCL12 festgestellt (Abb 3.42). Durch die Uberexpression von Cytohesin-1 in Jurkat
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Zellen wird ein CD18-Neoepitop in der I-ahnlichen Doméane induziert, das durch den
monoklonalen Antikdrper mAb24 detektiert wird [Geiger et al., 2000]. Das mAb24-
Neoepitop ist in T-Zellen durch Mg /EGTA und PMA sowie schwach durch das
Chemokin CXCL12 induzierbar [Shamri et al., 2005]. Es zeigt eine gestreckte
Konformation der B,-Untereinheit an, die jedoch nicht unbedingt mit hoher Affinitat
assoziiert ist [Salas et al., 2004]. Die basale Affinitat fiur l6sliches ICAM-1 wird durch
die Uberexpression von Cytohesin-1 nicht gesteigert [Geiger et al., 2000].

Wie die Analyse des 327C-Neoepitops in Cytohesin-1 ,knock-down®-Zellen zeigt, ist
Cytohesin-1 fur die Induktion der hochaffinen Konformation erforderlich. Demnach
scheint die Bindung von Cytohesin-1 an CD18 fur die Induktion einer gestreckten
Konformation hinreichend zu sein, nicht jedoch fir die Induktion einer Konformation
hoher Affinitat. Die gestreckte Konformation der p.-Kette konnte jedoch die
Konformation hoher Affinitdt beginstigen oder eventuell dafir essentiell sein. Die
rAumliche Separation der o.- und Bz-Untereinheit in der Membran-nahen Gelenk-
Region stellt eine wichtige Voraussetzung fur die Aktivierung des Integrins dar
[Hughes et al., 1996; Kim et al., 2003]. Cytohesin-1 bindet an ein Membran-nahes
Motiv der CD18-Untereinheit [Geiger et al., 2000]. Somit kénnte die Bindung von
Cytohesin-1 an der Separation der zytoplasmatischen Doménen der beiden
Untereinheiten beteiligt sein und dadurch fir die Aktivierung des Integrins durch
intrazellulare Signale unabkémmlich sein.

Cytohesin-1 ,knock-down“-PBL zeigen eine verstarkte Expression von Cytohesin-3
(Abb 3.35). Wodurch die erhthte Expression von Cytohesin-3 bewirkt wird, wurde in
dieser Arbeit nicht untersucht. Cytohesin-3 wird in anergen sowie in toleranten T-
Zellen hochreguliert [Korthauer et al.,, 2000; Bianca Paul, unveroffentlicht].
Uberexprimiertes Cytohesin-3 verstarkt in Jurkat Zellen die LFA-1-vermittelte
Adhasion ahnlich wie Cytohesin-1, wahrend Cytohesin-2 keinen Einfluss auf die
Adhasion an ICAM-1 zeigt [Korthauer et al., 2000]. Somit konnte die erhohte
Expression von Cytohesin-3 den Adhasionsdefekt, der durch die Reduktion der

Cytohesin-1-Expression verursacht wird, partiell kompensieren.
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4.3.2 Die GEF-Funktion ist fur die LFA-1-Aktivierung nicht erforderlich

Das Molekul Secin H3 bindet spezifisch an die Sec7-Domane der Mitglieder der
Cytohesin-Familie, Cytohesin-1, -2 und -3 und inhibiert in vitro den Guaninnukleotid-
Austausch, nicht jedoch die Bindung dieser GEFs an ARF1, mit einer halbmaximalen
Inhibitionskonstante (ICsp) von etwa 12 uM (Markus Hafner, personliche Mitteilung).
Mit Hilfe dieses Inhibitors konnte gezeigt werden, dass die Austauschfaktor-Aktivitat
der Cytohesine fur die LFA-1-vermittelte Adhasion wichtig ist, da die Adhasion an
immobilisiertes ICAM-1 durch Secin H3 gehemmt wird (Abb. 3.40). Wie bei dem
siRNA-vermittelten ,knock-down* der Cytohesin-1-Expression wird auch durch Secin
H3 sowohl die basale als auch die OKT3-, PMA- und MEMA48-stimulierte Adh&sion
inhibiert. Die Hemmung der GEF-Aktivitat in Cytohesin-1 ,knock-down“-Zellen bewirkt
eine zusatzliche Reduktion der Adhasion. Die beobachtete Reduktion der Adh&sion
durch Secin H3 kdnnte durch die Inhibiton der Cytohesin-GEF-Aktivitat verursacht
werden. Weiterhin kénnte Secin H3 auch die Interaktion zwischen Cytohesin-1 und
CD18 inhibieren.

Die Relevanz der Cytohesin-1-GEF-Aktivitat fur die LFA-l-vermittelte Adhasion
konnte bereits in vorangegangenen Studien gezeigt werden [Geiger et al., 2000;
Mayer et al., 2001]. Die Uberexpression der GEF-defekten Mutante Cytohesin-1
E157K in Jurkat Zellen inhibiert die Adhasion an ICAM-1 dominant, wahrend die
Bindung an CD18 durch die Mutation nicht beeintrachtigt wird [Geiger et al., 2000].
Die Mutante Cytohesin-1 E157K induziert in gleicher Weise wie das Wildtyp-Protein
das mADb24 Neoepitop der Integrin B,-Kette. Demnach scheint die Aktivierung von
LFA-1 unabhangig von der GEF-Funktion allein durch die Bindung an CD18 induziert
zu werden. Dartber hinaus bindet die Sec7-Domane offenbar nicht gleichzeitig an
CD18 und ARF-GTPasen, da sowohl der Guaninnukleotid-Austausch als auch die
Bindung an ARF1 spezifisch durch Peptide der zytoplasmatischen Domane von
CD18 inhibiert werden [Christiane Geiger und Thomas Knorr, unverétffentlicht]. Die
Uberexpression der Mutante Cytohesin-1 E157K resultiert in einem drastisch
veranderten Phanotyp des Aktin-Zytoskeletts sowie in einem Defekt der Zellen in der
Ausbreitung auf ICAM-1 als Adhésionssubstrat (spreading) [Geiger et al., 2000].

Die Beteiligung der GEF-Funktion an der LFA-l-vermittelten Adh&sion konnte
weiterhin mittels des RNA-Aptamers M69 gezeigt werden [Mayer et al., 2001].

Dieses RNA-Molekll bindet an die Sec7-Doméne von Cytohesin-1 und -2 und
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inhibiert in vitro den Guaninnukleotid-Austausch an ARF1 durch Cytohesin-1. Die
Expression des M69-Aptamers in Jurkat Zellen ruft einen ahnlichen Aktin-Zytoskelett-
Phanotyp hervor, wie die GEF-defekte Mutante Cytohesin-1 E157K und inhibiert die
PMA-induzierte Adhasion der Zellen an ICAM-1 [Mayer et al., 2001].

Die Analyse des 327C-Neoepitops in PBL zeigte, dass die LFA-1-Aktivierung durch
die Secin H3-vermittelte Inhibition der Cytohesin-GEF-Funktion nicht signifikant
beeintrachtigt wird (Abb 3.43). Demnach scheint Secin H3 die Bindung von
Cytohesin-1 an CD18 nicht zu inhibieren. Diese Annahme kdnnte durch Two-Hybrid-
Analysen, in-vitro-Bindungsanalysen oder Koimmunprazipitation von Cytohesin-1
und CD18 in Anwesenheit des Inhibitors Gberpruft werden. Nachdem die Induktion
des 327C-Aktivierungsepitops durch Secin H3 nicht inhibiert wird, ist davon
auszugehen, dass die reduzierte Adhasion auf eine verminderte ARF-Aktivierung
zurlickzufiihren ist.

ARF1 lokalisiert hauptsachlich im Golgi-Kompartiment und reguliert die Bildung von
Vesikeln und deren Transport in sekretorischen Prozessen [Stearns et al., 1990;
Bonifacino und Glick, 2004]. ARF6 zeigt dagegen keinen Effekt auf die Golgi-
Membran-Dynamik, sondern ist regulatorisch an der Phagozytose, Endozytose, dem
Rezirkulieren von Endosomen und der Organisation des kortikalen Aktin-Zytoskeletts
beteiligt [D'Souza-Schorey et al., 1995; Peters et al.,, 1995; Radhakrishna und
Donaldson, 1997; D'Souza-Schorey et al., 1998; Franco et al., 1999; Honda et al.,
1999; Radhakrishna et al., 1999; Schafer et al., 2000]. Die Regulation des Aktin-
Zytoskeletts durch ARF6 ist fur die Formation von Pseudopodien und Membran-
.Ruffles” sowie fir die Migration erforderlich [D'Souza-Schorey et al., 1997; Santy
und Casanova, 2001].

Der Aktin-Zytoskelett-Phanotyp, der durch die Uberexpression der Mutante
Cytohesin-1 E157K oder des Aptamers M69 hervorgerufen wird, deutet auf eine
Beteiligung von ARF6 hin, da diese ARF-GTPase die Modulation des Aktin-
Zytoskeletts reguliert. Eine funktionale Rolle von ARF6 bei der LFA-1-vermittelten
Adhéasion konnte bislang jedoch nicht gezeigt werden. Die Uberexpression der
konstitutiv aktiven oder dominant negativen Mutanten von ARF1 oder ARF6 in der
humanen T-Zell-Linie SKW3 zeigte keinen Einfluss auf die Adh&sion an ICAM-1
[Weber et al., 2001]. ARF6 wird in vitro durch Cytohesin-1, -2 und -3 sowie durch die
ebenfalls Brefeldin A- (BFA-) resistenten GEFs der EFA6-Familie und ARF
GEP100/BRAG2 aktiviert [Frank et al., 1998; Langille et al., 1999; Franco et al., 1999;
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Someya et al.,, 2001; Dunphy et al., 2006]. Ob ARF6 in vivo durch Cytohesin-1
aktiviert wird, ist nicht geklart, da die GEF-Aktivitat von Cytohesin-1 an ARF6 in vitro
durch PIP; und PIP3 inhibiert wird [Knorr et al., 2000].

Somit konnte der durch Secin H3 verursachte Adhé&sionsdefekt auch auf eine
Inhibition der ARF6-Aktivierung durch Cytohesin-2 und/oder Cytohesin-3
zuruckzufihren sein, da Secin H3 keine Inhibition des EFAG6-katalysierten
Guaninnukleotid-Austausches bewirkt (Markus Hafner, personliche Mitteilung). Uber
eine maogliche Inhibition der ARF GEP100/BRAG2-vermittelten Aktivierung von ARF6
durch Secin H3 ist bislang nichts bekannt. Weiterhin kénnte der beobachtete
Adhasionsdefekt auch durch die verminderte Aktivierung eines anderen Mitglieds der
ARF-Familie durch ein Mitglied der Cytohesin-Familie verursacht werden.

Um die spezifische Funktion der Austauschfaktor-Aktivitdt der einzelnen Mitglieder
der Cytohesin-Familie getrennt untersuchen zu konnen, waren spezifische
Inhibitoren der verschiedenen Sec7-Doméanen erforderlich. Aufgrund der starken
Ahnlichkeit der Doméanen innerhalb der Familie, ist die Selektion solch spezifischer
Molekile jedoch vermutlich schwierig.

Nachdem Secin H3 keine Reduktion der Integrin-Aktivierung bewirkt, kdnnte die
verminderte Adhasion auf einen Defekt in der Organisation des Aktin-Zytoskeletts
zuruckzufihren sein. Bislang wurde nicht untersucht, ob Secin H3 &hnliche
zytoskelettale Veranderungen hervorruft wie die Mutante Cytohesin-1 E157K oder
das Aptamer M69. Die Regulation des Aktin-Zytoskeletts ist von entscheidender
Bedeutung bei der Zell-Migration. Der Effekt des Cytohesin-GEF-Inhibitors auf die
Zell-Migration wurde in Transwell-Boyden-Kammern untersucht. Secin H3 zeigt hier
einen konzentrationsabhéngigen Einfluss auf die Migration humaner PBL. Die
Wanderung der Zellen entlang des CXCL12-Gradienten wird bei einer Konzentration
von 1 uM des Inhibitors verstarkt, wahrend sie durch 5 oder 10 uM inhibiert wird
(Abb. 3.41). Nachdem die halbmaximale Inhibition der Cytohesin-GEF-Aktivitat in
vitro bei 12 uM liegt, scheint der Migrations-verstarkende Effekt durch 1 uM Secin H3
nicht auf einer Inhibition der Cytohesin-GEF-Aktivitat zu beruhen. Der Inhibitor wirkt
sich in gleicher Weise auf die spontane wie auf die CXCL12-induzierte Migration aus.
Demnach kdnnte die Inhibition der Cytohesin-GEF-Aktivitdt durch Secin H3 einen
generellen Defekt in der Motilitdt der Zellen bewirken und nicht eine spezifische

Inhibition der Chemokin-induzierten Migration.
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Die vorliegenden Daten unterstitzen ein Modell, nach welchem Cytohesin-1 eine
duale Funktion bei der Regulation der LFA-1-vermittelten Adhasion ausibt. Die
direkte Interaktion des Proteins mit der Integrin ,-Kette CD18 ist an der Aktivierung
des Integrins beteiligt, woflr die GEF-Funktion jedoch nicht erforderlich ist. Obwohl
die GEF-Funktion nicht zur Integrin-Aktivierung beitragt, spielt sie dennoch eine Rolle
bei der LFA-1-vermittelten Adhasion sowie der Migration. Diese GEF-vermittelten
Effekte kdnnten dabei durch eine ARF-abhangige Modulation des Aktin-Zytoskeletts

bewirkt werden.

4.3.3 Moagliche Funktion von ARD1 als Cytohesin-1-Effektor
Die Bedeutung der Cytohesin-GEF-Funktion bei der Regulation der LFA-1-

vermittelten Adhasion wirft die Frage auf, welche GTPase der ARF-Familie in vivo
durch Cytohesin-1 aktiviert wird. Wie zuvor erwahnt, katalysiert Cytohesin-1 in vitro
den Guaninnukleotid-Austausch an ARF1, ARF6 und dem ARF-Domé&nen-Protein
ARD1. Die Uberexpression von ARF1 oder ARF6 beeinflusst die Adhasion an ICAM-
1 jedoch nicht [Weber et al., 2001]. Die Aktivierung von ARF6 durch Cytohesin-1 ist
aufgrund der Inhibition des Guaninnukleotid-Austauschs durch PIP, und PIP;
unwahrscheinlich. Im Rahmen dieser Arbeit wurde gezeigt, dass die Adh&sion an
ICAM-1 in humanen PBL durch den siRNA-vermittelten ,knock-down* der ARD1-
Expression reduziert wird (Abb. 3.44). Da gegen ARD1 derzeit kein Antikorper
erhaltlich ist, konnte der ,knock-down* nicht auf Protein-Ebene Uberprift werden. Die
Expression und der siRNA-vermittelte ,.knock-down“ konnte jedoch mittels RT-PCR
auf  mRNA-Ebene bestatigt werden [Ina Brillert, unverétffentlicht]l. Der
Adhésionsdefekt der ARD1 ,knock-down“-Zellen konnte durch eine verstarkte
Expression und/oder reduzierte Degradation von CYTIP bewirkt werden, da CYTIP
ein negativer Regulator der LFA-1-vermittelten Adhé&sion ist und ARD1 sehr
wahrscheinlich die Degradation des Proteins reguliert. Weiterhin kdonnte die ARF-
GTPase-Funktion von ARD1 und deren Aktivierung durch Cytohesin-1 eine
funktionale Rolle bei der Regulation der Adhéasion spielen. Uber die Funktion der
ARF-GTPase-Doméane von ARD1 ist bislang nichts bekannt. Aufgrund der
Lokalisation des Proteins im Golgi-Kompartiment und an Lysosomen wurde eine
Funktion im Vesikel-Transport zwischen diesen Kompartimenten postuliert [Vitale et

al., 2000a]. Koexprimiertes Cytohesin-1 und die konstitutiv in der GDP-Form
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vorliegende Mutante ARD1 T418N zeigen in COS-7 Zellen eine partielle
Kolokalisation. Die Kolokalisation liegt dabei partiell in vesikularen Strukturen vor, die
maoglicherweise Lysosomen darstellen. Es ware denkbar, dass Cytohesin-1 ARD1 an
die Plasmamembran rekrutieren kénnte. Bislang liegen keine Daten dartber vor, ob
ARD1 Phospholipasen, PIP-Kinasen oder Rho-GTPasen aktivieren kann. Die
maogliche Beteiligung der ARF-GTPase-Funktion sowie der Ubiquitin-Ligase-Funktion
von ARD1 bei der Regulation der Adhasion konnte durch Uberexpression der
isolierten Domanen sowie konstitutiv aktiver und dominant negativer Mutanten
untersucht werden. Die Untersuchung der Funktion der einzelnen Domanen des
Proteins bei der Regulation der LFA-l-vermittelten Adhasion konnte einen

Ausgangspunkt nachfolgender Studien darstellen.
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5 Ausblick

Die homologen Proteine CYTIP und GRASP vermitteln gegensatzliche Funktionen in
T-Zellen. Wahrend CYTIP die transkriptionelle Aktivierung des IL-2-Promotors
verstarkt, wird diese durch GRASP inhibiert. Die CYTIP-Expression wird in Tyl-
Zellen induziert [Tang et al., 2002]. Eine komplementéare Induktion der GRASP-
Expression in Ty2-Zellen wurde auf mRNA-Ebene gezeigt [Ina Brillert,
unveroffentlicht]. Da derzeit kein GRASP-spezifischer Antikoérper erhaltlich ist, konnte
die Induktion der GRASP-Expression in Ty2-Zellen noch nicht auf Protein-Ebene
analysiert werden. GRASP wird nach TCR-Stimulation spezifisch an den beiden
Tyrosinen des ITAM phosphoryliert. Die Funktion der ITAM-Phosphorylierung konnte
jedoch nicht adressiert werden, da die ITAM-Mutante den gleichen inhibitorischen
Effekt auf die IL-2-Induktion bewirkt, wie das Wildtyp-Protein. Insbesondere im
Hinblick auf eine mogliche Funktion von GRASP in Ty2-Zellen wéare eine
weiterfihrende  Untersuchung der Bedeutung der ITAM-Phosphorylierung
interessant. CYTIP ist ein negativer Regulator der LFA-l-vermittelten Adhasion.
Aufgrund der Interaktion von GRASP mit Cytohesin-1 kdnnte geprift werden, ob
auch GRASP an der LFA-1-Regulation beteiligt ist.

CYTIP wird in verschiedenen Zellen nach der Stimulation mit PMA rasch und
annahernd vollstandig degradiert. Es wurde gezeigt, dass die Degradation von einer
PKC-vermittelten CYTIP-Phosphorylierung abhéngt. Aufgrund der Uberlappenden
Spezifitaten der PKC-Inhibitoren konnte die Phosphorylierung und die daraus
resultierende Degradation jedoch nicht eindeutig einem PKC-lsoenzym zugeordnet
werden, sondern kdnnte durch die PKCs und/oder die PKCO vermittelt werden. T-
Zellen von PKC38 und PKC6 knock-out-M&ausen konnten die eindeutige ldentifizierung
des Dbeteiligten PKC-Isoenzyms ermoéglichen und lieRen damit eventuell
Ruckschlisse auf einen Signalweg zu, durch den die Degradation induziert wird.

Die E3 Ubiquitin-Ligase ARD1 interagiert spezifisch mit Cytohesin-1. In dieser Arbeit
wurden Hinweise dafur erhalten, dass ARD1 die Ubiquitinierung von CYTIP
katalysiert, da die Expression von CYTIP durch die Koexpression von ARD1
reduziert wird. Um diese Daten zu Uberprifen sind in-vitro-Ubiquitinierungsversuche

mit gereinigtem ARD1 geplant.
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6 Zusammenfassung

Das Integrin LFA-1 ist essentiell fur die Adh&asion und Migration der Leukozyten.
Cytohesin-1 ist ein direkter Interaktionspartner und positiver Regulator des Integrins
LFA-1 und katalysiert den Guaninnukleotid-Austausch an GTPasen der ARF-Familie.
Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Funktion der beiden homologen Cytohesin-
Interaktionspartner CYTIP und GRASP untersucht.

Wahrend CYTIP mit Cytohesin-1, -2 und -3 interagiert, war fur GRASP bislang nur
eine Interaktion mit Cytohesin-2 und -3 bekannt. Mittels Koimmunprazipitation und
intrazellularer Kolokalisation wurde eine Interaktion zwischen GRASP und Cytohesin-
1 nachgewiesen. GRASP lokalisiert in T-Zellen an der Plasmamembran. Die
Plasmamembran-Assoziation wird durch die Stimulation mit dem Phorbolester PMA
reduziert, bleibt jedoch in Cytohesin-1-koexprimierenden Zellen erhalten. Dies zeigt,
dass GRASP partiell durch Cytohesin-1 an die Plasmamembran rekrutiert wird.

Die beiden homologen Proteine GRASP und CYTIP vermitteln gegensatzliche
Funktionen in T-Zellen. Wéahrend CYTIP die transkriptionelle Aktivierung des IL-2-
Promotors verstarkt, wird diese durch GRASP inhibiert. Die Expression von CYTIP
wird bei der Tyl-Differenzierung induziert [Tang et al., 2002], die GRASP-mRNA wird
dagegen durch das Ty2-polarisierende Zytokin IL-4, nicht jedoch durch IL-12
induziert. Demnach kénnten CYTIP und GRASP beziglich der Regulation der IL-2-
Expression komplementare Funktionen in Tyl- und Ty2-Zellen ausiben.

GRASP besitzt ein typisches ITAM-Motiv, welches in CYTIP nicht konserviert ist.
Durch die Stimulation des T-Zell-Rezeptors wird GRASP spezifisch an den beiden
Tyrosinen dieses Motivs phosphoryliert. Der inhibitorische Effekt auf die Induktion
des IL-2-Promotors ist jedoch unabhangig von der Integritéat des ITAM.

CYTIP wird in humanen PBL nach Phorbolester-Stimulation rasch und ann&hernd
vollstandig degradiert. Die Degradation konnte auf eine PKC3- oder PKCO-vermittelte
CYTIP-Phosphorylierung zuriickgefuhrt werden. Die Stabilitat von CYTIP ist Uberdies
abhangig von Cytohesin-1. Da CYTIP ein negativer Regulator der LFA-1-vermittelten
Adhasion ist, kbénnte die induzierte Degradation von CYTIP sowie die Kopplung der
CYTIP-Expression an Cytohesin-1 eine Rolle bei der Regulation der LFA-1-

vermittelten Adh&sion spielen.
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Die Ubiquitin-Ligase ARD1 interagiert spezifisch mit Cytohesin-1 [Vitale et al.,
2000b]. Die Expression von CYTIP wird durch die Koexpression von ARD1 reduziert.
Demnach ist ARD1 an der Degradation von CYTIP beteiligt und kdonnte die CYTIP-
Ubiquitinierung katalysieren. Der siRNA-vermittelte ,knock-down“ der ARD1-
Expression resultiert in einer verminderten Adhasion humaner PBL an
immobilisiertes ICAM-1. Dieser inhibitorische Effekt auf die LFA-1-Adhasion kdnnte
auf eine Stabilisierung von CYTIP zuriickzufuhren sein. Andererseits kbnnte auch die
Cytohesin-1-katalysierte Aktivierung der ARF-GTPase-Domane von ARD1 hierbei
eine Rolle spielen.

Cytohesin-1 ist fur die LFA-1-vermittelte Adhasion sowie fur die LFA-1-Aktivierung
erforderlich, da sowohl die Adhasion an ICAM-1 als auch die Induktion des mit hoher
Affinitdt assoziierten 327C-Neoepitops durch die siRNA-induzierte Reduktion der
Cytohesin-1-Expression inhibiert werden. Die Guaninnukleotid-Austauschfaktor-
Aktivitat der Mitglieder der Cytohesin-Familie ist fur die Adhasion an ICAM-1, nicht
jedoch fir die LFA-1-Aktivierung erforderlich, da diese durch den Cytohesin-
spezifischen Inhibitor Secin H3 nicht inhibiert wird. Durch diese Ergebnisse konnte
ein Modell einer dualen Funktion von Cytohesin-1 bestatigt werden, nach dem die
Cytohesin-GEF-Funktion zwar fur die LFA-vermittelte Adhasion, nicht jedoch fur die

konformationsbedingte Aktivierung des Integrins essentiell ist.
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8 Abklrzungen

Ax Absorption bei einer Wellenlange von x nm

Abb. Abbildung

ADP Adenosin-5’-diphosphat

AP Alkalische Phosphatase

APC Antigen-prasentierende Zelle (antigen-presenting cell)

APS Ammoniumperoxodisulfat

ARF ADP-Ribosylierungsfaktor (ADP-ribosylation factor)

ATP Adenosin-5’-triphosphat

BCA Bicinchoninic acid

bidest. zweifach destilliert

bp Basenpaare

BSA Rinderserumalbumin (bovine serum albumin)

bzw. beziehungsweise

°C Grad Celsius

ca. circa

cc coiled-coil-Domane

CD Zelloberflachenmarker (cluster of differentiation)

cDNA komplementare DNA

Cyh-1 Cytohesin-1

DAG Diacylglycerin

DC dendritische Zelle (dendritic cell)

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsaure (deoxyribonucleic acid)

dNTP Desoxynukleosid-5’-triphosphat

DTT Dithiothreitol

Ex Extinktion bei einer Wellenlange von x nm

E. coli Escherichia coli

ECL enhanced chemiluminescence

EDTA Ethylendiamintetraacetat

eGFP enhanced green fluorescent protein

et al. et altera

EtBr Ethidiumbromid

EtOH Ethanol

F Farad

FACS fluoreszenzaktivierte Zelltrennung
(fluorescence activated cell sorting)

Fc konstante Region der Immunglobuline (fragment crystallizable)

FCS fotales Kalberserum (fetal calf serum)

FITC Fluorescein-Isothiocyanat

FRET fluorescence resonance electron transfer

g Gramm

GAP GTPase aktivierendes Protein

GDP Guanosin-5-diphosphat

GEF Guaninnukleotid-Austauschfaktor
(guanine nucleotide exchange factor)

GTP Guanosin-5'-triphosphat

GTPase Guanosin-5'-triphosphat hydrolysierendes Enzym
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HBSS
HEPES
HRP
ICso
IDAS
IF
IFN

Ig

19G

IL

IP

IP3
ITAM

kb

kD

I

LAD
LB
LFA-1
LZ

M

m
mADb
MAP-Kinase
MeOH
mg
MHC

MIDAS
mGIuR
min

ml

mM
MRNA

Mg

pl

ng

nm
ODy

P
PAGE
PBL

PBMC
PBS

PCR
PDBu

Stunde

Hank’s buffered salt solution
N-(2-Hydroxyethyl)-piperazin-N’-2-ethansulfonsaure
Meerrettich-Peroxidase (horseradish peroxidase)
halbmaximale Inhibitionskonstante

I-domain allosteric site

Immunfluoreszenz

Interferon

Immunglobulin

Immunglobulin G

Interleukin

Immunprézipitation

Inositol-(1,4,5)-triphosphat

Immunrezeptor Tyrosin-basiertes Aktivierungsmotiv
(immunoreceptor tyrosine-based activation motifs)
Kilobasenpaare

Kilodalton

Liter

Leukozyten-Adhasionsdefizienz

Luria-Broth

lymphocyte function-associated antigen 1
Leucin-Zipper

molar (mol/l)

Meter

monoklonaler Antikdrper (monoclonal antibody)
Mitogen-aktivierte Proteinkinase

Methanol

Milligramm

Haupthistokompatibilitadtskomplex

(major histocompatibility complex)

metal ion-dependent adhesion site

metabotroper Glutamat-Rezeptor

Minute

Milliliter

millimolar

messenger RNA

Mikrogramm

Mikroliter

Nanogramm

Nanometer

optische Dichte bei einer Wellenlange von x nm
Phosphat

Polyacrylamidgelelektrophorese

Lymphozyten des peripheren Blutes

(peripheral blood lymphocytes)

Mononukleare Zellen des peripheren Blutes
(peripheral blood mononuclear cells)
Phosphat-gepufferte physiologische Kochsalzlosung
(phosphate buffered saline)
Polymerasekettenreaktion (polymerase chain reaction)
Phorbol-12,13-dibutyrat
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Abkurzungsverzeichnis

PDZ

PFA
pH

PH
PHA

PI3-Kinase

PIP,
PIP;
PKC
PLC
PLD
PMA

pmol
PMSF
PS
RNA
RNase A
rpm
RT
RT-PCR
SDS
sec
SH
SiRNA
TAE
TBS
TBST
TCR
™
TNF
TRITC
U

Ub

uv
vgl.
viv
WT
wi/v
X9

z. B.
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PSD-95 (postsynaptic density-95), Dlg (discs large),
Z0-1 (zona occludens-1)

Paraformaldehyd

negativ dekadischer Logarithmus der
Wasserstoffionen-Konzentration
Pleckstrin-Homologie

Phytohamagglutinin
Phosphatidylinositol-3-Kinase
Phosphatidylinositol-(4,5)-bisphosphat oder Ptdins[4,5]P»
Phosphatidylinositol-(3,4,5)-triphosphat oder PtdIns[3,4,5]P3
Proteinkinase C

Phospholipase C

Phospholipase D
12-O-Tetradecanoylphorbol-13-acetat

(phorbol 12-myristate 13-acetate)

Picomol

Phenylmethylsulfonylfluorid

Phosphatidylserin

Ribonukleinsaure (ribonucleic acid)
Ribonuklease A

Umdrehungen pro Minute (rotations per minute)
Raumtemperatur

guantitative PCR (real time PCR)
Natriumdodecylsulfat

Sekunde

Src-Homologie

small interfering RNA

Tris-Acetat-EDTA-Puffer

Tris-gepufferte Kochsalzlosung (Tris-buffered saline)
Tris-gepufferte Kochsalzldsung mit Tween
T-Zell-Rezeptor (T-cell receptor)

transmembran

Tumornekrosefaktor
Tetramethyl-Rhodamin-Isothiocyanat
Enzymeinheit (unit)

Ubiquitin

Ultraviolett

vergleiche

Volumen pro Volumen

Wildtyp

Gewicht pro Volumen (weight per volume)
x-fache Erdbeschleunigung

zum Beispiel
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