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1 Einleitung

1.1 Das adaptive Immunsystem

Das adaptive Immunsystem der Vertebraten beruht auf der zelluldren Immunantwort von
Lymphozyten gegen eindringende Viren, Bakterien, Pilze oder Parasiten. Die Lympho-
zyten teilen sich dabei in B- und T-Zellen auf, die sich beide aus einer gemeinsamen
lymphoiden Vorlauferzelle entwickeln. Neben der Erkennung und Bekdmpfung von Pa-
thogenen ist eine wesentliche Eigenschaft des adaptiven Immunsystems, kérpereigene von
korperfremden Strukturen (Antigenen, Ag) zu unterscheiden und nur gegen letztere zu
reagieren. Fiir die Unterscheidung zwischen koérperfremden und korpereigenen Strukturen
sind die MHC-Molekiile (Haupthistokompartibilitéits Komplex, Major Histocompatibility
Complex) von zentraler Bedeutung. MHC-Molekiile sind Zelloberflichenproteine, die in-
trazellular mit korpereigenen oder korperfremden Peptiden beladen und zur Zelloberflédche
transportiert werden. Dort préasentieren sie das gebundene Peptid gegeniiber T-Zellen. Er-
kennt eine T-Zelle diesen Peptid/MHC-Komplex, so kann sie aktiviert werden und eine
Immunantwort einleiten. Man unterscheidet zwei Klassen von MHC-Molekiilen: MHC-
Klasse-I (MHCI) finden sich auf allen kernhaltigen Korperzellen und prisentieren vor-
wiegend zytosolische Proteine von korpereigenem oder korperfremden Ursprung. MHC-
Klasse-1T (MHCII) werden dagegen nur auf professionellen antigenprésentierenden Zellen
(Antigen Presenting Cell, APC) exprimiert und préasentieren phagozytierte und lysoso-
mal degradierte Peptide. Dabei kann es sich ebenfalls um korpereigene oder kérperfremde
Peptide handeln.

Wihrend die Reifung der B-Zellen ausschliefllich im Knochenmark stattfindet, wan-
dern die lymphoiden Vorlauferzellen fiir die T-Zell-Reifung in den Thymus. Analog zur
Immunglobulin-Rekombination wéahrend der B-Zell-Reifung im Knochenmark durchlau-
fen die T-Vorlduferzellen im Thymus eine somatische Rekombination und Hypermutation
des T-Zellrezeptors (TCR). Die Reifung der T-Zellen im Thymus dient neben der Schaf-
fung eines moglichst grofien TCR-Repertoires von ca. 10'® méglichen Spezifititen auch
der Identifizierung und Eliminierung autoreaktiver T-Zellen. Diese klonale Eliminierung
autoreaktiver T-Zellen wird als Mechanismus der zentralen Toleranz bezeichnet und in

spiteren Kapiteln nidher beschrieben. Unreife T-Zellen exprimieren wéihrend der Reifung
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die Korezeptoren CD4 und CDS8 auf ihrer Zelloberfliche. Durch den Vorgang der positi-
ven Selektion entwickeln sich die T-Zellen, die mit hoherer Affinitdt an MHCI binden zu
CD8*T-Zellen aus. T-Zellen mit einer hoheren Affinitét fiir MHCII differenzieren dagegen
zu CD41T-Zellen.

Nach der Reifung werden die noch naiven T-Zellen in den Blutstrom entlassen und zirkulie-
ren durch das Blut und die peripheren lymphatischen Organe. Identifiziert ein Lymphozyt
in einem peripheren lymphatischen Organ ein zu seinem TCR passendes Antigen, 16st dies
seine Aktivierung und Proliferation und damit eine adaptive Immunantwort aus. Dieser

komplexe und streng regulierte Vorgang soll im Folgenden néher besprochen werden.

1.2 Die T-Zell-vermittelte Immunitit

Die Bindung des TCR einer naiven T-Zelle an einen passenden Peptid/MHC-Komplex
einer APC 16st die klonale Expansion der T-Zelle und die Differenzierung zu einer be-
waffneten CD41- oder CD8'-Effektorzelle aus. CD4*T-Zellen differenzieren nach ihrer
Aktivierung in der Peripherie zu Tyj-Zellen oder zu Tyo-Zellen. Ob sich dabei eine
CD4"T-Zellen in eine Tyi- oder Tyo-Zelle differenziert, hingt unter anderem von den
auf sie einwirkenden Zytokinen ab. Das von Makrophagen und B-Zellen gebildete 11-12
begiinstigt die Bildung von Tyj-Zellen. Dagegen fordert das von T-Zellen und Mastzel-
len gebildete 114 die Differenzierung zu Tps-Zellen. Beide CD41T-Zell-Subtypen erfiillen
unterschiedliche Funktionen in der Immunantwort: Wéhrend die inflammatorischen Tty -
Zellen nach Stimulation iiberwiegend IFN-vy und TNF-« sekretieren und damit eine Ak-
tivierung der Makrophagen hervorrufen, sekretieren Tpo-Zellen iiberwiegend I1-4, 11.-5,
IL-10 und IL-13. Diese Zytokine bewirken eine Inhibition der Makrophagen und eine
Aktivierung von B-Zellen.

CD8*T-Zellen differenzieren zu zytotoxischen T-Zellen, die durch verschiedene Mechanis-
men eine Eliminierung virusinfizierter Koérperzellen einleiten kénnen. Zum einen bewirkt
die Sekretion von Perforin und Granzym eine Perforation der Zielzelle. Zum Anderen fiihrt
die Aktivierung einer CD8"T-Zelle zu der Expression des Fas-Liganden auf ihrer Ober-

fliche. Bindet die Zielzelle diesen Liganden, so wird in der Zielzelle Apoptose ausgelost.



1. Einleitung 3

1.2.1 Der T-Zellrezeptorkomplex

Fiir eine vollstédndige T-Zellaktivierung miissen zunéchst die Rezeptoren auf der T-Zell-
Oberflache an ihre entsprechenden Liganden auf der Zielzelle binden. Neben der Bindung
des TCR an ein MHC-présentiertes Peptid ist die Aktivierung verschiedener kostimula-
torischer Rezeptoren entscheidend.

Der TCR ist ein Heterodimer, das durch die Zusammenlagerung einer a- mit einer 3-Kette
bzw. einer v- und é-Untereinheit entsteht. Die Antigenspezifitéit ergibt sich durch die Zu-
sammenlagerung der extrazelluldren variablen Regionen. Wie der B-Zellrezeptor besitzt
der TCR selbst keine Signalfunktion. Fiir eine Signalweiterleitung ist der TCR assoziierte
CD3-Komplex essentiell. Der CD3-Komplex besteht seinerseits aus einer -, - und einer
e-Kette, sowie zwei (-Ketten (sieche Abbildung 1.1). Dieser Komplex ist konstitutiv mit
den Untereinheiten des TCRs assoziiert. Im Gegensatz zu den kurzen zytoplasmatischen
Doménen des TCR weisen die langen CD3-Ketten Tyrosinphosphorylierungsmotive, so-
genannte ITAMs (Immunoreceptor Tyrosine-based Activation Motifs), auf. Bei diesen
ITAMs handelt es sich um Konsensussequenzen, die in der intrazelluldren Signalweiterlei-

tung zentral sind.

T-Zellrezeptor

§ o

Ccbs

\ A2

. =%

T-Zellrezeptorkomplex

Abbildung 1.1: Schematische Darstellung des T-Zellrezeptorkomplexes und der Korezepto-
ren CD4 und CD8. An die a- und §-Kette de TCR lagern sich die Untereinheiten des CD3-Komplexes
an. Die ITAMs des CD3-Komplexes sind gelb dargestellt.
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1.2.2 Kostimulatorische Rezeptoren: Die Familie der B7/CD28

Oberflaichenproteine

Die erstmals von Bretscher und Chon vorgeschlagene “Zwei-Signaltheorie® bezog sich
zunéchst auf die Aktivierung von B-Zellen und ist heute allgemein auch fiir die Aktivie-
rung von T-Zellen akzeptiert (Bretscher et al. 1970; Chambers 2001). Sie besagt, dass fiir
die Aktivierung ruhender T-Zellen neben den durch den TCR initiierten Signalen auch
die Aktivierung kostimulatorischer Molekiile der B7/CD28-Familie essentiell sind. Nicht
nur fiir die Differenzierung von T-Zellen zu Effektorzellen, sondern auch fiir die zeitli-
che Begrenzung der T-Zellaktivierung und fiir die Kontrolle autoreaktiver T-Zellen in der
Peripherie ist die Familie der B7/CD28 kostimulatorischen Molekiile von Bedeutung. Zu
den Mitgliedern der B7/CD28 Familie zdhlen neben CD28 und CTLA-4 (Cytotoxic T
Lymphocyte-associated Antigen-4) auch die weniger charakterisierten Rezeptoren ICOS
(Inducible Costimulator), PD-1 (Programmed Death) und BTLA-4. Alle CD28-ahnli-
chen Rezeptoren und ihre Liganden sind transmembrane Glykoproteine vom Typ I und
Mitglieder der Ig-Superfamilie. Thre zytoplasmatischen Anteile enthalten potentielle SH2-

und SH3-Bindedoménen, {iber die eine Signalweiterleitung in das Zellinnere erfolgt.

CD28

Das positiv-kostimulatorische Molekiil CD28 wird als Homodimer auf mehr als 80% der
humanen T-Zellen (nahezu allen CD4"- und ca. 50-80% der CD8'T-Zellen) konstitu-
tiv exprimiert (Aruffo et al. 1987). Die Expression der CD28-Liganden CD80 und CD86
ist auf aktivierte APCs, wie Dendritische Zellen (DC), Makrophagen und B-Zellen be-
schriankt. Die Bindung von CD28 an seine Liganden fiihrt zu einer Tyrosinphosphorylie-
rung der zytoplasmatischen Ketten von CD28. Es gibt verschiedene Ansichten dariiber,
wie CD28 zu einer vollstdndigen T-Zellaktivierung beitrigt. Zunichst ging man von einer
Verstiarkung der vom TCR, ausgehenden Signale durch CD28-Aktivierung aus (Acuto et
al. 2003). Verschiedene Gruppen zeigten, dass die Stimulation von CD28 eine erhéhte
PI3-Kinase-Aktivitat, eine Stabilisierung der IL-2-mRNA sowie die Expression der a-
Kette des IL-2-Rezeptors (CD25) und anti-apoptotischer Gene zur Folge hat (Appleman
et al. 2002; Kane et al. 2001; Lindstein et al. 1989; Prasad et al. 1994). Eine Stimulation
von CD28 verstirkt auBerdem die Expression weiterer kostimulatorischer Molekiile, wie
CTLA-4 und ICOS, die zu spéteren Zeitpunkten die T-Zellaktivierung modulieren.
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Da die Abwesenheit einer Kostimulation fiir die Induktion eines anergen Zustands auto-
reaktiver T-Zellen essentiell ist, stellt die auf aktivierte APCs beschréankte Expression der
CD28-Liganden einen wichtigen Kontrollmechanismus der peripheren Toleranz gegeniiber

korpereigenen Strukturen dar (Linsley et al. 1991).

PD-1

PD-1 ist auf aktivierten B-, T-Zellen und Makrophagen exprimiert und ist ein negativ-
regulatorischer Faktor der T-Zellaktivierung (Bennett et al. 2003). Im Gegensatz zu den
anderen Mitgliedern der CD28/B7-Familie liegt PD-1 als Monomer vor (Zhang et al.
2004a). Die PD-1-Liganden, B7-H1 und B7-DC, unterscheiden sich sowohl in ihrer Affi-
nitidt zu PD-1 als auch in ihrem Expressionsmuster voneinander. Wéhrend B7-DC (PD-2)
ausschliellich auf DCs und Makrophagen zu finden ist, hat B7-H1 ein breites Expressi-
onsmuster. B7-H1 (PD-1L) findet sich auf B-Zellen, T-Zellen, Makrophagen, DCs sowie
anderen professionellen und nicht-professionellen APCs. Auflerdem wird B7-H1 auch von
vielen Zellen nicht-hdmatopoetischen Ursprungs, wie z.B. den Sinus-Endothelien der Le-
ber (LSECs) oder den Inselzellen des Pankreas, exprimiert. Inflammatorische Zytokine
wie IFN-a, - und -~ fithren zu einer verstarkten Expression von B7-H1 auf APCs, Endo-
thelien und Epithelien (Eppihimer et al. 2002; Muhlbauer et al. 2006). B7-H1 hat im
Gegensatz zu B7-DC eine geringere Affinitat zu PD-1. Die Expression von PD-1 auf der
Oberflache scheint eines der frithesten Ereignisse der T-Zellaktivierung zu sein und eine
Stimulation von PD-1 durch B7-H1 bestimmt iiber einen aktivierten bzw. anergen Zu-
stand der T-Zelle (Tsushima et al. 2007). Tsushima et al. zeigte, dass die Stimulation von
PD-1 durch B7-H1, nicht aber durch B7-DC, zu T-Zell-Anergie in peripheren lymphati-
schen Organen fiihrt (Tsushima et al. 2007). PD-1 defiziente M#use entwickeln, abhéngig
vom verwendeten Maus-Stamm, spontan systemische Autoimmunerkrankungen und Sple-
nomegalie (Nishimura et al. 1998; Salama et al. 2003; Nishimura et al. 1999; Nishimura
et al. 2001).

In der zytoplasmatische Doméne von PD-1 ist ein ITIM (Immunoreceptor Tyrosine-
based Inhibitory Motif) und ein fiir die immuninhibitorische Funktion wichtiges ITSM
(Immunoreceptor Tyrosine-based Switch Motif) lokalisiert (Chemnitz et al. 2004; Okaz-
aki et al. 2001). Die Bindung der Phosphatasen SHP1 und SHP2 fiihrt zu einer De-
phosphorylierung TCR-proximaler Signalmolekiile, wie ZAP-70, PKC-0 und CD3(, und
damit zu einer Abschwéichung des TCR Signals. Parry et al. identifizierten die PI3-Kinase
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als ein Zielmolekiil fiir die inhibitorische Wirkung von PD-1. Aktivierung von PD-1 blo-
ckiert, im Gegensatz zu CTLA-4, die durch CD28-Stimulation induzierte Gentranskripti-
on von Bel-XL (Parry et al. 2005). Der genaue molekulare Mechanismus dieser Inhibition
ist weitgehend ungeklart. Als sicher gilt jedoch, dass nach Antigenstimulation die Ty-
rosinphosphatase SHP2 an das ITSM rekrutiert wird. Die Aktivierung von SHP2 hat
die Dephosphorylierung von wichtigen Effektormolekiilen, wie die PI3-Kinase, zur Folge
(Okazaki et al. 2006).

CTLA-4

Das zytotoxische T-Lymphozyten-Antigen-4 (CTLA-4) induziert in T-Zellen Toleranz und
Anergie und z&hlt zu den stérksten Inhibitoren der T-Zellaktivierung (Alegre et al., 2001).
CTLA-4 ist ausschliellich auf T-Zellen exprimiert und liegt als Homodimer in der Plas-
mamembran vor. Ca. 24 Stunden nach T-Zellaktivierung wird CTLA-4 hochreguliert und
hat eine 10-100x hohere Affinitét fiir CD86 als CD28 (Janeway und Travers, 1997). Die
Bindung von CTLA-4 an die Liganden CD80/86 hat einen Abbruch der von CD28 aus-
gehenden Signalkaskade zur Folge und begrenzt damit zeitlich die proliferative Antwort
aktivierter T-Zellen (Chambers et al. 1999). Dies beruht u.a. auf der Hemmung der I1.-2-
Synthese durch die Aktivierung der AKT /PKB-Phosphatase PP2A (Parry et al. 2005).

Neben einer Kostimulation durch Ligation der CD28/B7-Proteinfamilie miissen APCs
auch Adhésionsmolekiile wie ICAM-1, ICAM-2 und LFA-3 exprimieren. Der initiale
Kontakt einer naiven T-Zelle mit einer APC wird hauptsichlich durch Adhésionsmo-
lekiile vermittelt. Erkennt eine T-Zelle einen Peptid/MHC-Komplex, kommt es zu einer
charakteristischen Organisation von Signal- und Adhésionsmolekiilen. Nur die genaue
rdumliche Anordung aller beteiligten Molekiile fiithrt zur einer korrekten Ausbildung einer
Signal-Plattform, der sogenannten Immunologischen Synapse (IS), und damit zu einer
vollsténdigen Aktivierung der T-Zelle. Innerhalb weniger Minuten bilden der TCR/MHC-
Komplex und die akzessorischen Rezeptoren die zentrale Region der IS, das sogenannte
c¢SMAC (Central Supramolecular Activation Cluster). An diesem ¢cSMAC konzentrieren
sich die intrazelluldren Signalkomponenten PKC-6, ZAP-70, Lck und Fyn. Das cSMAC ist
umgeben von einem Ring aus Adhésionsmolekiilen, bestehend aus LFA-1 und ICAM-1, die
fiir die Stabilitdt der IS entscheidend sind. Dieser Ring aus Adhésionsmolekiilen wird als
pSMAC (Peripheral Supramolecular Activation Cluster) bezeichnet (Friedl et al. 2005).



1. Einleitung 7

In Abbildung 1.2 ist der Aufbau der IS schematisch dargestellt. In vollstandig aktivierten
T-Zellen bleibt die IS iiber mehrere Stunden hinweg stabil. Anerge T-Zellen zeichnen sich
unter anderem durch eine instabile IS aus, die eine effektive T-Zellaktivierung verhindert.
Diese Instabilitdt wird unter anderem durch einen Mangel an DAG hervorgerufen, der
essentiell fiur die stabile Interaktion von LFA-1 mit seinem Liganden ICAM-1 ist (Heiss-
meyer et al. 2004).

APC

Membran-Kurvatur Peptid/MHC I
T-Zelle

|

dynamische mobile Region cSMAC pSMAC

Abbildung 1.2: Schematische Darstellung der Immunologischen Synapse (IS). Dargestellt sind
die im zentralen Bereich der IS (¢cSMAC) lokalisierten Signalmolekiile und Membranrezeptoren. Die fiir
die Stabilitdt der IS verantwortlichen Adh#sionsmolekiile bilden einen Ring um den inneren Bereich der
Synapse (pSMAC). Abbildung verdndert nach Friedl et al. 2005.
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1.3 Molekulare Mechanismen der T-Zellaktivierung

Die Bindung naiver T-Zellen an einen passenden MHC/Peptid-Komplex, zusammen mit
der Aktivierung kostimulatorischer Molekiile, 16st verschiedene intrazelluldre Signalkas-
kaden aus, die in der Induktion T-Zellspezifischer Gene und der klonalen Expansion von
T-Zellen resultieren. In den ersten Schritten der T-Zellaktivierung kommt es durch die
Aggregation des TCR/MHC-Komplexes mit den Korezeptoren CD4 bzw. CD8 und CD45
zu einer Phosphorylierung der ITAMs des CD3-Komplexes. Die ITAM-Phosphorylierung
wird durch die Src-Kinasen Lck und Fyn katalysiert, die erst durch die Aggregation des
TCR mit den Korezeptoren in die rdumliche Ndhe des CD3-Komplexes gelangen. Die Ty-
rosinphosphorylierungen der ITAMs bilden die Bindungstellen der Tyrosinkinasen Zap-70
und Syk, die ihrerseits verschiedene Adapterproteine aktivieren (siche Abbildung 1.3).
Die Rekrutierung von Adapterproteinen wie SLP76 und LAT ermoglicht die Aktivierung
verschiedener Signalédste, die eine Signalamplifikation gewéhrleisten. Zu den wichtigsten
vom TCR ausgehenden Signalisten ziihlt die MAP-Kinasekaskade, die Ca?*-abhiingige
Calcineurin- und NFAT-Aktivierung sowie die von verschiedenen PKC-Isoformen vermit-
telte NFkB-Aktivierung.

Wie oben erwéhnt, sind die durch TCR-Stimulation initiierten Signalwege fiir eine
T-Zellaktivierung nicht hinreichend. Die zusétzlichen, durch CD28-Stimulation aus-
gelosten Signalwege gewihrleisten eine vollstdndige Aktivierung und verhindern den
nicht-reaktiven Zustand der T-Zellanergie. Die durch die Bindung von B7-1 ausgeltste
Tyrosinphosphorylierung der zytoplasmatischen Ketten von CD28 fithrt zum Einen zu
der Aktivierung des Adapterproteins GRB2 und damit zu der Aktivierung der MAP-
Kinasekaskade. Zum Anderen wird durch CD28-Stimulation ein PI3-Kinase-abhéngiger
Signalweg aktiviert.

Die durch die T-Zellstimulation ausgelosten Signalkaskaden sind in Abbildung 1.3 schema-
tisch zusammengefasst und werden im Folgenden einzeln besprochen. Diese Darstellung
zeigt nur die wichtigsten Wege der T-Zell-Signalkaskade und ist keinesfalls vollsténdig.
Diese Abbildung wird im Laufe dieser Arbeit detaillierter dargestellt und erklart.
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Abbildung 1.3: Schematische Darstellung der Signalwege in der T-Zellaktivierung. Zu den
durch die TCR-Stimulation induzierten Signalwege zihlen der Ca?*-abhingige NFAT-Ast, die PKC-
abhéngige Aktivierung von NFxB und die durch Ras gesteuerte AP-1 Aktivierung. Wegen der Uber-
sichtlichkeit wurden in diesem Schema nur die zentralen Signalwege dargestellt. Daher handelt es sich
um keine vollstandige Darstellung der T-Zellaktivierung. Verbindungen zwischen den Signaldsten wurden
ebenfalls aus Griinden der Ubersichtlichkeit nicht abgebildet. Die einzelnen Signalwege werden im Verlauf
dieser Arbeit detaillierter dargestellt und besprochen. Teile der Abbildung aus Friedl et al. 2005.
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1.3.1 Der Ca’"-abhiingige Signalweg

Ausgangspunkt fiir den Ca?"-abhingigen Signalweg ist die Bindung der Phospholipa-
se C-y (PLC-y) an das oben erwidhnte Adapterprotein LAT. Die Aktivierung von PLC-y
durch Lck und Itk hat die Hydrolyse des Phospholipids PIP2 zu Inositol(1,4,5)-triphosphat
(IP3) und Diacylglycerol (DAG) zur Folge. IP3 bindet an die Ca’"-Kanile des Endo-
plasmatischen Retikulums sowie der Plasmamembran und erhcht so die intrazelluldre
Ca?T-Konzentration. Ein Ca?*/Calmodulin-Komplex aktiviert nun die zytoplasmatische
Serin/Threonin-Phosphatase Calcineurin, die inhibitorische Phosphatgruppen von dem
Transkriptionsfaktor NFAT entfernt. Unphosphoryliertes NFAT kann im Kern an seine

Promotorelemente binden und eine Gentranskription ermdoglichen.

1.3.2 Der Proteinkinase-C Signalweg

Das durch die Hydrolyse von PIP2 entstandene Spaltprodukt DAG aktiviert die verschie-
denen Isoformen der Proteinkinase C (PKC). Man unterscheidet drei Gruppen von PKCs:
zu den konventionellen cPKCs zihlen die Ca?*- und DAG-abhingigen Isoformen o, 3,
Brr und 7. Zu der Gruppe der Ca?T-unabhiingigen nPKCs (“novel“ PKCs) zihlen die Iso-
formen 9, £, n, @ und p. Die atypischen PKCs (aPKCs) ¢ und ¢/ benétigen dagegen weder
Ca?" noch DAG fiir ihre Aktivierung (Spitaler et al. 2004). Fiir die T-Zellaktivierung ist
die ausschliellich in T-Zellen exprimierte PKC# von Bedeutung. Die Stimulation von TCR
und CD28 fiihrt zu einer selektiven Rekrutierung der PKC-6 zur IS, wo die Interaktion mit
verschiedensten Signalmolekiilen zu einer Aktivierung der Transkriptionsfaktoren NFxB
und AP-1 fiithrt. Der genaue Regulationsmechanismus und die Zielmolekiile der PKC-6
sind allerdings noch weitgehend unbekannt. Die Isoform 6 ist in der PKC-Familie die
einzige, die iiber den VAV /Rac-Signalweg reguliert werden kann und in Teilen mit dem
Aktin-Zytoskelett assoziiert ist (Villalba et al. 2000). Im Gegensatz zu anderen PKC-
Isoformen existiert fiir die Aktivierung und Membranrekrutierung der PKC-6 ein PLC-v-
abhéngiger, aber auch ein PLC-y-unabhéngiger Aktivierungsweg (Villalba et al. 2002).
Die Aktivierung der PKC-6 fithrt sowohl zu der Aktivierung des Transkriptionsfaktors
NFkB als auch iiber RasGRP zu einer Aktivierung des AP-1-Transkriptionskomplexes
(Baier-Bitterlich et al. 1996; Coudronniere et al. 2000; Lin et al. 2000). Auflerdem inter-
agiert die PKC-6 mit Calcineurin und aktiviert so auch den Transkriptionsfaktor NFAT
(Werlen et al. 1998).
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1.3.3 Die MAP-Kinase-und JNK-Signaltransduktionkaskade

Ausgehend von der Aktivierung der Adapterproteine LAT und SLP76 durch ZAP-70 folgt
eine Rekrutierung der Guaninnukleotidaustauschfaktoren (Guanine nucleotide Exchange
Factor, GEF) VAV und SOS. Diese GEFs aktivieren kleine G-Proteine der Ras-Familie
(Ras, Rac-1, Cdc42 und Rho) durch die Substitution von GDP gegen GTP. Aktiviertes,
GTP-gebundenes Ras aktiviert verschiedene Effektormolekiile und ist daher fiir die Ak-
tivierung mehrere Signalwege wichtig. Ras-GTP katalysiert zum Einen die Phosphorylie-
rung und Oligomerisierung der Proteinkinase Raf und 16st damit eine MAP-Kinasekaskade
(Mitogen Activated Protein Kinase) aus. Am Ende der MAP-Kinasekaskade steht die
Phosphorylierung verschiedener Transkriptionsfaktoren, wie Elkl und Fos. Der zweite
durch Ras-GTP vermittelte Signalweg beginnt mit der Aktivierung der PI3-Kinase und
ihrem Reaktionsprodukt PIP3. Die Bindung von VAV an PIP3 resultiert in der Aktivie-
rung des G-Proteins Rac-1, in dessen Folge iiber eine JNK-Kaskade (Jun N-terminale
Kinase) der Transkriptionsfaktor Jun aktiviert wird. Jun und Fos bilden zusammen den
fiir die Induktion des IL-2-Promotors wichtigen Transkriptionsfaktor AP-1. Wahrend fiir
die oben beschriebene Elk1-Aktivierung die TCR-Stimulation ausreicht, ist fiir die Bil-

dung von Jun eine Kostimulation der T-Zellen essentiell.

1.3.4 Der PI3-Kinase-Signalweg

Die PI3-Kinase bindet iiber ihre regulatorische Untereinheit (p85) an die phosphory-
lierten Tyrosine der zytoplasmatischen Doméne von CD28. Durch diese membranna-
he Lokalisierung kann die PI3-Kinase Phosphatidylinositol(4,5)-biphosphat (PIP2) zu
Phosphatidylinositol(3,4,5)-triphosphat (PIP3) phosphorylieren. Der “second-messenger*
PIP3 aktiviert, wie bereits erwahnt, die GEFs VAV und SOS, die iiber JNK und die
MAP-Kinase Kaskade zur Transkription der IL-2-mRNA fiihren. Auflerdem regulieren
die Mitglieder des PI3-Kinase-Signalweges, VAV und Rac, die Rekrutierung von PKC-6
zu der IS und fiithren somit zu der Aktivierung des Transkriptionsfaktors NFxB (Villalba
et al. 2000).

PIP3 ist vor allem ein zentraler “second-messenger fiir die durch die Kostimulation
ausgelosten Signalwege. An dieses Phospholipid bindet iiber seine PH-Doméne PDK1
(Phosphatidylinositol-Dependent Kinase-1) und aktiviert AKT/PKB (Protein Kinase
B) durch die Phosphorylierung eines Threoninrestes. Vollstandig aktiviertes AKT/PKB
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phosphoryliert seinerseits eine Reihe von Substraten, unter Anderem auch den Forkhead-
Transkriptionsfaktor FoxO1 (Appleman et al. 2002). Phosphoryliertes FoxO ist ausschlief3-
lich zytoplasmatisch lokalisiert und ist somit nicht mehr in der Lage die Transkription von
Zellzyklusinhibitoren wie p27/kip zu ermdglichen. p27/kip ist ein Inhibitor der fiir den
Zellzyklus essentiellen Cyclin-abhéngigen Kinasen (Cdk). In-vivo sind p27/kip und andere
Zellzyklusinhibitoren in ruhenden T-Zellen in hohen Mengen nachweisbar, in aktivierten
T-Zellen jedoch stark reduziert. Dies trifft auch fiir in-vitro stimulierte humane T-Zellen
zu, wie sie in Teilen dieser Arbeit verwendet wurden (siehe Abbildung 1.4). Die Re-
duktion der Zellzyklusinhibitoren nach PI3-Kinase-Aktivierung durch CD28 ist somit ein
notwendiger Schritt fiir den Wiedereintritt in den Zellzyklus und die klonale Expansion
aktivierter Effektor T-Zellen (Appleman et al. 2000).

5 100
@
£ 807
o
% 60 7 [ p27/kip
E B Rb/p130
o 40

201

0
T-Zellen + 24h us o-CD3 a-CD3/CD28 a-CD3+CD28 o-CD3+CD28

+aPD1 +aCTLA4

Abbildung 1.4: Transkriptionelle Regulation von p27/kip- und Rb/p130-mRNA nach in-
vitro T-Zell Stimulation. Quantitative PCR-Analyse der relativen mRNA-Mengen von p27/kip und
Rb/p130 in stimulierten humanen T-Zellen. Die fiir dieses Experiment verwendeten PBLs wurden fiir 24
Stunden mit verschiedenen Antikérpern stimuliert und so der Aktivierungsstatus der T-Zellen verdndert.
Die mit a-CD3/CD28 stimulierten T-Zellen weisen verringerte mRNA-Mengen der Zellzyklusinhibito-
ren p27/kip und Rb/p130 auf. In anergen T-Zellen (behandelt mit a-CD3, a-CD3/CD28/PD1 oder
a-CD3/CD28/CTLA4) bleibt die Transkription der Zellzyklusinhibitoren dagegen unverindert. Daten

freundlicherweise von J. Schultze (Universitéitsklinikum Kéln) zur Verfiigung gestellt.



1. Einleitung 13

1.4 Immunologische Toleranz

Die Schaffung des TCR Repertoires von 10'® theoretisch moéglichen Spezifititen wihrend
der T-Zellreifung ermoglicht dem Immunsystem zwar die Bekdmpfung vieler Pathogene,
beinhaltet aber auch die Gefahr, selbstreaktive TCRs zu generieren. Eine Reaktion von
T-Zellen gegen korpereigene Strukturen oder aus der Nahrung aufgenommene Néhrstoffe
wére nicht nur kontraproduktiv, sondern lebensbedrohlich. Toleranzverlust ist mit den
Krankheitsbildern der Multiplen Sklerose, Rheumatoider Arthritis und Typl-Diabetes as-
soziiert (Ridgway et al. 1994). Daher miissen autoreaktive T-Zellen identifiziert und kon-
trolliert werden, ohne eine effektive Immunreaktion gegen Pathogene zu verhindern. Diese
Forderung wird durch die verschiedenen Mechanismen der immunologischen Toleranz, d.h.
der Unterscheidung der Lymphozyten zwischen “Selbst“ und “Fremd“ gewihrleistet. Die
T-Zell-Toleranz des Organismus gegeniiber korpereigenen oder aus der Nahrung aufge-
nommenen Strukturen wird iiber verschiedene Mechanismen erzielt.

Der erste Kontrollmechanismus zur Identifikation selbstreaktiver T-Zellen findet bereits
wéhrend der embryonalen T-Zellreifung im Thymus statt und ist unter dem Begriff der
zentralen Toleranz zusammengefasst. Der Mechanismus beruht wahrscheinlich auf der
Expression moglichst vieler korpereigener Antigene durch die medulldren Thymusepithel-
zellen (MECs, engl. Medullary Epithelial Cells) (Derbinski et al. 2001). Die Transkription
dieser gewebsspezifischen Antigene unterliegt wahrscheinlich dem AIRE-Protein. Obwohl
bei AIRE bisher noch kein klassisches DNA-Bindemotiv nachgewiesen werden konnte,
wird es dennoch als Transkriptionsfaktor betrachtet. Bindet wiahrend der T-Zell Reifung
ein Thymozyt mit entsprechendem TCR an eines dieser von MECs exprimierten gewebss-
pezifischen Antigene, kommt es zur negativen Selektion, d.h. zur klonalen Deletion dieses

potentiell autoreaktiven Thymozyten (Mathis et al. 2004).

1.4.1 Periphere Toleranz

Der im Thymus durchgefiihrte Prozess der klonalen Deletion ist nicht vollstéindig, so
dass autoreaktive T-Zellen auch in die Peripherie gelangen. Diese Zellen werden durch
verschiedene Mechanismen der peripheren Toleranz kontrolliert. Man unterscheidet bei
der peripheren Toleranz zwischen intrinsischen und extrinsischen Mechanismen. Zu den
intrinsischen Mechanismen zéhlen jene, die direkt die autoreaktive T-Zelle beeinflussen,

wie beispielsweise Ignoranz (Oldstone et al. 1991; Ohashi et al. 1991), Anergie (Schwartz
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et al. 1989) oder klonale Deletion (Webb et al. 1990; Jones et al. 1990a). Die extrinsi-
schen Mechanismen kontrollieren autoreaktive T-Zellen durch die Aktivierung regulativer

Zellpopulationen, wie z.B. tolerogene DCs oder regulatorische T-Zellen.

Anergie als intrinsischer Mechanismus der peripheren Toleranz

Der Begriff der Anergie wurde erstmals durch Nossal und Pike geprégt, als sie nach Injekti-
on von 16slichem Antigen die Bildung von Ag-spezifischen B-Zellen beobachteten, die nach
Restimulation keine Immunglobuline bildeten. Ein anerger Zustand von T-Zellen wurde
zunichst ebenfalls nach Injektion von loslichem Antigen in CD4"T-Zellen beobachtet.
Spater wurde gezeigt, dass neben der Erkennung des MHC-gebundenen Antigens die Ab-
wesenheit einer CD28-Stimulation fiir einen anergen Zustand der T-Zelle oder Apoptose
zentral ist (Blackman et al. 1990; Jones et al. 1990b). Das aktuelle Modell der Anergie-
Induktion in-vivo besagt, dass nicht nur die fehlende CD28 Stimulation, sondern auch die
Stimualtion negativ-regulatorischer Rezeptoren, wie CTLA-4 oder PD-1, essentiell fiir die
Induktion von T-Zellanergie ist (Perez et al. 1997; Nishimura et al. 1999).

Anergie ist ein zelluldrer Zustand, in dem T-Zellen zwar leben, aber nicht mehr in der Lage
sind, auf rezeptorspezifische Stimulation des TCR in Anwesenheit von Kostimulation IL-2
zu synthetisieren, Effektor-Funktionen zu entwickeln oder zu proliferieren (Schwartz 1990;
Mueller et al. 1991). Die IL-2-mRNA-Transkription ist in anergen T-Zellen um das 8-fache,
die IL-2-Proteinsynthese um das 20-fache reduziert (Kang et al. 1992). Auflerdem sind
anerge Zellen unfdhig, in periphere Lymphknoten einzuwandern, um dort mit B-Zellen zu
interagieren (Kearney et al. 1994). Durch die verringerte Expression von CD40 auf der
Oberflache anerger CD4 " T-Zellen kann die Proliferation von B-Zellen nicht mehr angeregt
werden (Bowen et al. 1995). Experimentell kann Anergie durch hohe Dosen von Antigen,
orale oder intraventse Antigen-Gabe in Abwesenheit von Adjuvantien oder durch TCR-
Stimulation mit einem a-CD3-Antikorper erreicht werden (Jenkins et al. 1990; Mueller et
al. 1989a).

Die molekularen Mechanismen, die zur Anergieinduktion bzw. Anergieerhalt fithren, sind
weitgehend unbekannt. Anergen T-Zellen ist unter Anderem eine Blockade des Zellzyklus
in der G1 Phase (Boussiotis et al. 1994; Boussiotis et al. 2000) sowie eine aberrante Kom-
position der IS (Eisenbraun et al. 2000) gemeinsam. Fields et al. postulieren, dass eine
Inhibition der Ras-Aktivierung nach TCR-Stimulation in Abwesenheit von Kostimulati-
on zu der Blockade der IL-2 Transkription in CD4*T-Zellen fiithrt (Fields et al. 1996).
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Die verringerte Ras-Aktivierung hat eine reduzierte Aktivitdt der Map-Kinase Proteine
Erk und c-Jun (JNK) und damit das Fehlen des fiir die Aktivierung des IL-2-Promotors
wichtigen Transskriptionsfaktors AP1 zur Folge (Kang et al. 1992; Li et al. 1996). Eine
in-vitro Anergie Induktion ist von einem intrazelluliren Ca?"-Einstrom (Flux) abhiingig,
da EGTA oder Cyclosporin A die Induktion der Anergie unterbinden (Sloan-Lancaster et
al. 1993; Mueller et al. 1989b; Sloan-Lancaster et al. 1996).

Lebervermittelte Toleranz

Neben verschiedenen Stoffwechsel-Funktionen nimmt die Leber bei der Aufrechterhaltung
der peripheren Toleranz eine herausragende Rolle ein. Sie ist zeitlebens in der Lage, ge-
geniiber oralen, aus der Nahrung stammenden Antigenen Toleranz zu induzieren. Eine
fiir diese Funktion wichtige Zellpopulation stellen die sinusoidalen Leberendothelzellen
(Liver Sinusoidale Epithelial Cells, LSECs) dar. Sie kleiden die Innenwénde der Leber-
sinusoiden aus und stehen daher in engem rdumlichen Kontakt zu den die Sinusoiden
durchwandernden T-Zellen. LSECs sind leberresidente APCs, die iiber Mannose- und
Scavenger-Rezeptoren l6sliche Antigene aus dem Blusstrom aufnehmen und auf MHCI-
Molekiilen prisentieren kénnen (Knolle et al. 1998). Die Présentation exogener Antigene
auf MHCI-Molekiilen gegeniiber CD8"T-Zellen wird als Kreuzprisentation bezeichnet.
LSECs sind 100-10000x effektiver in Bezug auf die Kreuzpréasentation MHCI gebundener
Antigene als DCs oder Makrophagen. Diese Kreuzprasentation der LSECs fithrt zu der
Induktion einer systemischen antigenspezifischen Immuntoleranz in CD8%T-Zellen (Lim-
mer et al. 2000). Neben fiir die Interaktion mit T-Zellen wichtigen Adhésionsmolekiilen
CD54 und CD106, finden sich kostimulatorische Molekiile, wie PD-L1, CD80 CD86 oder
CD40 auf der Zelloberfache von LSECs.

Regulatorische T-Zellen

Man unterscheidet heute verschiedene Klassen von immunmodulatorischen T-Suppressor-
Zellen. Neben den besser erforschten CD4"-Suppressor-T-Zellen gehéren CD8TCD28 T-
Zellen, NK-Zellen und doppelt negative CD4~CD8™T-Zellen ebenfalls zu den T-Zellen
mit supressiven Eigenschaften (Cosmi et al. 2003).

Bei den CD4*"-Suppressor-T-Zellen differenziert man zwischen den in der Peripherie indu-
zierten, FoxP3-unabhéngigen regulatorischen T-Zellen und den natiirlich vorkommenden,

FoxP3-abhéngigen regulatorischen T-Zellen, die im Folgenden als Tyegs bezeichnet werden.
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Beide supprimieren sowohl antigenabhéngig als auch antigenunabhéngig immunpatholo-
gische Vorgénge, wie Autoimmunreaktionen oder iiberstarke Immunreaktionen gegeniiber
Pathogenen in vivo, und stellen damit die extrinsischen Kontrollmechanismen der peri-
pheren Toleranz dar.

Die induzierbaren CD4"-Suppressor-T-Zellen werden in TR1-Zellen und T H3-Zellen un-
terteilt. T R1-Zellen sezernieren das immunsupprimierende Zytokin I1.-10 und inhibieren
so die Proliferation von naiven T-Zellen in-vitro und die Anzahl von CD4" und CD8*
T-Zellen in-vivo (Groux et al. 1997; Roncarolo et al. 2003). Thre Hauptaufgabe liegt in der
Kontrolle von APCs und der kontrollierten Produktion von inflammatorischen Zytokinen
(Pasare et al. 2003). Die TGF-(-sezernierenden TH3 Zellen wurden im Zusammenhang
mit oraler Toleranz beschrieben.

Die natiirlich vorkommenden Tyeg-Zellen bilden ca. 5-10 % der CD4" Population in der
Maus und exprimieren konstitutiv CD25 und CTLA-4 auf ihrer Zelloberfliche (Shevach
2000; Sakaguchi et al. 1995; Read et al. 2000). Sie werden hauptséchlich postnatal im
Thymus aus solchen CD4" /CD8*T-Zellen gebildet, die sich zu CD41T-Zellen entwickeln
werden. Untersuchungen einer TCR spezifischen transgenen Maus zeigten, dass eine ho-
he Affinitét des TCR fiir Autoantigene bei der Entwicklung von CD4%/CD25%T-Zellen
zentral ist (Hsieh et al. 2004). Warum nicht alle T-Zellen mit einer hohen Affinitét
zu einem Autoantigen/MHC-Komplex deletiert werden, sondern sich einige zu regula-
torischen T-Zellen entwickeln, ist unbekannt. Als zuverlissigster Oberflichenmarker der
CD4"/CD25" Treg gilt der Forkhead-Transkriptionsfaktor FoxP3 (Hori et al. 2003; Fon-
tenot et al. 2003). FoxP3 wird ausschlieBlich in Tregs exprimiert und ist fiir deren Ent-
wicklung und die Expression anderer yeg-assoziierter Molekiile, wie CD25 und CTLA-4,
essentiell. FoxP3 “Loss-of-function“ Mutationen in Maus und Mensch verhindern die Bil-
dung einer Tyeg-Zellpopulation und gehen einher mit der Entwicklung von Autoimmuner-
krankungen wie Diabetes mellitus Typll, Thyroiditis sowie atopischen Erkrankungen und
Nahrungsmittelallergien (Ramsdell 2003; O’Garra et al. 2003). Die klinische Bedeutung ei-
ner verdnderten Anzahl oder dem Verlust der Suppressorfunktion von Tyegg ist im kausalen
Zusammenhang mit verschiedenen Krankheiten, wie Multipler Sklerose, malignen Erkran-
kungen, Diabetes mellitus oder Myasthenia gravis beschrieben. Eine Autoimmunantwort
naiver, autoreaktiver T-Zellen wird von Tyegs hauptséchlich durch Zell-Zell-Kontakt in-
hibiert. Die Proliferation und Differenzierung vorhandener Effektor-T-Zellen reprimieren

Tregs tiber die Ausschiittung immunsuppressiver Zytokine, wie z.B. IL-10 und TGF-3
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sowie direkten Zell-Zell-Kontakt. Neben dem beschriebenen CD4*CD25"FoxP3"-Phéno-
typen ist ein anerger Zustand in-vitro charakteristisch fiir Tyegs. Dies scheint allerdings
nicht fiir eine in-vivo Situation zu gelten, da hier eine begrenzte Proliferation von Tryegs

nach Antigenstimulation nachgewiesen werden konnte (Walker et al. 2003).

1.5 Neue Faktoren in der T-Zell Aktivierung: Cyto-

hesine

Die Familie der Cytohesine sind Guaninnukleotid-Austauschfaktoren (Guanine nucleoti-
de Exchange Factor, GEF) fiir kleine ADP-Ribosylierungsfaktoren (ADP Ribosylation
Factors, ARFs). Mit einem Molekulargewicht von ca. 47 kDa gehoren sie zu der Gruppe
der kleinen BFA-unempfindlichen GEFs. Im murinen und humanen System wurden bisher
vier verschiedene Cytohesine, Cytohesin-1 bis -4, identifiziert; in D. melanogaster ist da-
gegen ein Vertreter der Cytohesine, steppke, bekannt. Alle Cytohesin-Familienmitglieder
bestehen aus ca. 400 Aminosduren und weisen eine stark konservierte Doménenstruktur
auf, die in Abbildung 1.5 schematisch dargestellt ist. N-terminal findet sich eine Coiled-coil
Doméne, ein weit verbreitetes Protein-Protein-Interaktionsmotiv, von dem angenommen
wird, bei der Dimerisierung von Cytohesin-1 beteiligt zu sein (Moss et al. 2002). Daran
schliet sich mit 200 Aminosduren die fiir die GEF-Aktivitdt an ARFs essentielle Sec-7
Doméne an (Meacci et al. 1997). Die nur in GTP-gebundener Form aktiven ARFs sind
monomere GTPasen und am zelluldren Vesikeltransport und der Regulation des Aktin-
Zytoskeletts beteiligt. Sie werden in drei Gruppen unterteilt: Zur Gruppe 1 gehoren die
zytoplasmatischen ARF1 und ARF3, die den Vesikeltransport zum Golgi Apparat und
zum Endoplasmatischen Retikulum ermoglichen. ARF4 und ARF5 gehoren der Gruppe
2 an und sind mit dem Trans-Golgi-Netzwerk assoziiert. ARF6 bildet die dritte Gruppe
der ARF's und ist an der Plasmamembran lokalisiert, wo es an endo- und exozytotischen
Prozessen beteiligt ist (Pacheco-Rodriguez et al. 1999). Die der Sec-7 Doméne folgende
Pleckstrin-Homologie-Doméne (PH-Doméne) ermoglicht die Rekrutierung der Cytohesi-
ne an die Plasmamembran. Die Membranrekrutierung entsteht durch die Bindung der
PH-Doméne an die Phospholipide PIP2 und PIP3 (Nagel et al. 1998). Die Affinitédt der
Cytohesine fiir PIP2 oder PIP3 wird in erster Linie durch ein Di- bzw. Tri-Glyzin-Motiv in-
nerhalb der PH-Doméne determiniert (Klarlund et al. 2000; Cronin et al. 2004). Klarlund

et al. konnten zeigen, dass Cytohesine mit einem Di-Glyzin Motiv in ihrer PH-Doméne ei-



1. Einleitung 18

ne vergleichsweise hohere Affinitdt zu PIP3 als zu PIP2 aufweisen. Die Tri-Glyzin Motive
unterscheiden sich dagegen in ihrer Affinitédt fiir PIP3 und PIP2 nur wenig voneinander.
Der PH-Doméne folgt die C-terminale polybasische Doméne mit einer fiir die einzelnen
Cytohesine unterschiedlichen Anzahl an Proteinkinase C-Phosphorylierungsstellen.
Durch die Generierung und Untersuchung einer transheterozygoten steppke-Mutante, dem
einzigen in Fliegen exprimierten Cytohesin, konnte steppke als eine essentielle Kompo-
nente der PI3-Kinase abhéngigen Insulin-Signalkaskaden identifiziert werden (Fuss et
al. 2006). Die verringerte steppke-Expression in diesen Fliegen hatte eine Reduktion
der Korpergrofle und des Gewichts in allen Entwicklungsstadien von D. melanogaster
zur Folge. Zeitgleich wurden von Hafner et al. durch die Verwendung des Cytohesin-
spezifischen GEF-Inhibitors SecinH3 auch eine Beteiligung der Cytohesine in der Insulin-
Signaltransduktionskaskade von Vertebraten gezeigt (Hafner et al. 2006). Beide Gruppen
konnten einen Einfluss von Cytohesin auf die PI3-Kinase und damit auf frithe Ereignisse
des Insulin-Signalweges nachweisen.

Trotz der hohen Sequenzhomologie scheinen die verschiedenen Vertreter der Cytohesin-
Familie nicht redundant in Zellen exprimiert zu sein. Die im Folgenden néaher dargestellten
strukturellen Unterschiede zwischen den verschiedenen Cytohesinen kénnten dabei fiir eine
differentielle Funktion essentiell sein. In dem dieser Arbeit angefiigten Anhang findet sich

unter Abbildung 6.2 ein Sequenzvergleich der verschiedenen humanen Cytohesine.

1.5.1 Cytohesin-1

Das zytoplasmatische Protein Cytohesin-1 wird {iberwiegend in Zellen des hdmatopoe-
tischen Systems exprimiert und wurde als spezifischer Interaktionspartner der beta2-
Untereinheit (CD18) des Integrins LFA-1 identifiziert (Kolanus et al. 1997). Die Inter-
aktion von Cytohesin-1 mit CD18 reguliert die Affinitdt von LFA-1 gegeniiber seinem Li-
ganden ICAM-1 und wird als “inside-out signaling“ bezeichnet. Die Interaktion mit CD18
wird, wie die GEF-Funktion, von der Sec-7 Doméne vermittelt (Geiger et al. 2000). Eine
GEF-Funktion von Cytohesin-1 gegeniiber ARF-1 konnte sowohl in-vitro als auch in-vivo
nachgewiesen werden (Meacci et al. 1997; Franco et al. 1998; Meacci et al. 1997). Eine
GDP/GTP-Austauschfunktion von Cytohesin-1 an ARF6 ist hingegen weitgehend um-
stritten (Frank et al. 1998; Langille et al. 1999; Knorr et al. 2000; Weber et al. 2001). Die
Expression einer dominant-negativen Cytohesin-1 Sec-7 Mutante (Cytohesin-1 E157K)
in Jurkat E6 T-Zellen unterbindet nicht nur den GDP/GTP-Austausch an ARF1, son-
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Membran
Protein-Protein- Rekrutierung
Interaktion 2G/3G-Mctive
N PH SC
GEE.Funktion Phosphorylierungsstellen

Cytohesin-1: SS(393,394)
Cytohesin-2: S(391)
Cytohesin-3. ---
Cytohesin-4. multiple ?

Abbildung 1.5: Schematische Darstellung der Cytohesin-Dominenstruktur. Die vier
Cytohesin-Familienmitglieder weisen N-terminal eine Coiled-coil Doméne und eine zentrale Sec-7 Doméne

auf. Die PH-Domiine wird gefolgt von der C-terminalen polybasischen Doméne.

dern auch die LFA-vermittelte Adhésion an ICAM-1 (Geiger et al. 2000). Cytohesin-1
weist in der polybasischen Doméne zwei Serine auf (5393, S394), die durch verschiedene
PKC Isoformen nach PMA-Stimulation von Jurkat E6 T-Zellen phosphoryliert werden
[Kellersch und Obrusnik, unverdffentlicht]. Dierks et al. zeigten, dass phosphoryliertes
Cytohesin-1 mit dem kortikalen Aktinzytoskelett assoziiert (Dierks et al. 2001). Es sind
zwei Spleissvarianten von Cytohesin-1 bekannt, die sich lediglich durch ein zusétzliches,
fiir ein Glyzin kodierendes Triplet innerhalb der PH-Doméne unterscheiden. Da in Zellen
iiberwiegend die Tri-Glyzin Variante von Cytohesin-1 nachgewiesen werden kann, wur-
de in dieser Arbeit ausschliellich, bis auf gesondert gekennzeichnete Experimente, die
Tri-Glyzin-Variante von Cytohesin-1 verwendet.

Untersuchungen der durch das Herpes-Virus kontrollierten zelluldren Signalwege zeigten
einen Einfluss von Cytohesin-1 auf die Aktivierung der ERK1/2 MAP-Kinase (Kliche
et al. 2001). Eine Beteiligung von Cytohesin-1 an Signalkaskaden der T-Zellaktivierung
wurde erstmals 2003 beschrieben (Perez et al. 2003). Die Gruppe zeigte eine Beteiligung
von Cytohesin-1 an der ICAM-2 induzierten Aktivierung von T-Zellen. Phosphorylier-
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tes Cytohesin-1 soll hier als positiver Signalfaktor oberhalb von ERK1/2 in der MAP-
Kinasekaskade lokalisiert sein (Perez et al. 2003).

1.5.2 Cytohesin-2

Cytohesin-2, auch als ARNO (ARF Nucleotide-binding site Opener) bezeichnet, weist
eine 83 %ige Sequenzhomologie zu Cytohesin-1 auf und ist im Gegensatz zu Cytohesin-1
ubiquitér exprimiert. Analog wie fiir Cytohesin-1 beschrieben, gibt es auch fiir Cytohesin-2
zwei verschiedene Spleissvarianten, die fiir ein Di- oder ein Tri-Glyzin Motiv innerhalb der
PH-Domiéne kodieren (Ogasawara et al. 2000; Klarlund et al. 2000). In-vitro konnte sowohl
eine GEF-Funktion von Cytohesin-2 an ARF1 als auch an ARF6 nachgewiesen werden
(Chardin et al. 1996). Uberexprimiertes Cytohesin-2 ist sowohl an der Plasmamembran
als auch im Zytoplasma zu finden und ist in der Lage, das Aktin Zytoskelett zu modulieren
(Frank et al. 1998). Theis et al. zeigten, dass Cytohesin-2 im Gegensatz zu Cytohesin-1
an der MAP-Kinasekaskade in Nicht-Immunzellen beteiligt ist (Theis et al. 2004).

1.5.3 Cytohesin-3

Klarlund et al. beschrieben das murine Cytohesin-3-Homolog GRP1 (General Receptor
for Phosphoinositdes, GRP1) als Interaktor fiir PIP3 (Klarlund et al. 1997). Das auch
als ARNO3 bezeichnete humane Cytohesin-3 weist eine 88 %ige Sequenzhomologie zu
Cytohesin-1 auf und ist, mit Ausnahme von Leber und Thymus, in nahezu allen Korper-
zellen exprimiert (Franco et al. 1998). Die Sequenzen des murinen GRP1 und des humanen
Cytohesin-3 sind, bis auf vier Aminosduren, zueinander vollstindig identisch (Sequenz-
vergleich siehe Anhang, Abbildung 6.1). Aufgrund der geringen Sequenzunterschiede zwi-
schen GRP1 und dem humanen Cytohesin-3 wird GRP1 in dieser Arbeit in allen Experi-
menten verwendet und als Cytohesin-3 bezeichnet. Im Gegensatz zu den bisher bekannten
Cytohesinen ist iiberexprimiertes Cytohesin-3 fast ausschliefSlich an der Plasmamembran
von Zellen zu finden. Cytohesin-3 reguliert ebenfalls die Adhésion von LFA-1 zu seinem
Bindungspartner ICAM-1 und beeinflusst somit die Adh&sion von Lymphozyten an Endo-
thelien (Korthéuer et al. 2000). Eine GEF Aktivitéit von Cytohesin-3 konnte zunéchst nur
fiir ARF1 nachgewiesen werden, spéter wurde jedoch auch in-vitro eine Austauschfunk-
tion von Cytohesin-3 an ARF6 gezeigt (Franco et al. 1998; Klarlund et al. 1998; Langille
et al. 1999).



1. Einleitung 21

Cytohesin-3 unterscheidet sich in zwei fiir diese Arbeit wesentlichen Punkten von den an-
deren bekannten Cytohesinen: Zum Einen ist Cytohesin-3 das einzige Familienmitglied,
das in der C-terminalen, polybasischen Doméne keine Phosphorylierungsstellen aufweist.
Wie von verschiedenen Gruppen bereits gezeigt, ist die durch verschiedene Stimuli her-
vorgerufene Cytohesin-1-Phosphorylierung fiir unterschiedliche zelluldre Signalwege von
Bedeutung (Perez et al. 2003; Dierks et al. 2001). Zum Anderen wird Cytohesin-3, im
Unterschied zu Cytohesin-1 und Cytohesin-2, nur als Di-Glyzin-Transkriptionsvariante
exprimiert und hat damit eine hohere Affinitdt zu PIP3 als die Cytohesine mit einem
Tri-Glyzin-Motiv (Ogasawara et al. 200; Klarlund et al. 2000).

Korthéuer et al. beschreiben eine selektiv verstiarkte Expression von Cytohesin-3-mRNA
in in-vitro generierten anergen Tyj-Zellen. Eine verdnderte IL-2 Produktion der Tpy-
Zellen nach retroviraler Expression von Cytohesin-3 konnte jedoch nicht gezeigt werden
(Korth&uer et al. 2000). Daher konnte bisher kein funktioneller Zusammenhang zwischen

Cytohesin-3 und Anergie-Induktion oder -Erhalt hergestellt werden.

1.5.4 Cytohesin-4

Das im Jahr 2000 von Ogasawara et al. identifizierte Cytohesin-4 ist als jiingster Ver-
treter der Cytohesin-Familie bisher kaum charakterisiert. Es hat von allen Mitgliedern
der Familie mit 69 % die geringste Sequenzhomologie mit Cytohesin-1 und wird fast aus-
schlieflich in peripheren Leukozyten exprimiert (Ogasawara et al. 2000). Es katalysiert
den GDP/GTP-Austausch an ARF1 und ARF5, nicht aber an ARF6. In der polybasischen
Doméne weist Cytohesin-4 mehrere mégliche Phosphorylierungsstellen auf, die allerdings
nicht experimentell nachgewiesen sind. Interessanterweise wird Cytohesin-4, genau wie
Cytohesin-3, ausschliellich in der Di-Glyzin-Variante exprimiert und weist somit eine ho-

he Bindungsaffinitit zu dem “second-messenger* PIP3 auf.



2 Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Gerate

Agarosegeldokumentation

Agarosegelelektrophoresekammer

Autoklav
Bakterien-Schiittler

Durchflufizytometer
Drehrad
Elektrophoresekammer

Elektroporationsapparatur

Elektrowaage
Entwicklermaschine
Feinwaage
Fluoreszenz- und
Absorptionsmefigerit
Heizblock

Konfokales Laser-
Scanning-Mikroskop
Lichtmikroskop

Magnetriihrer

Netzgerit fiir Elektrophorese

PCR-~Maschine
Real-Time PCR Cycler
pH-Meter

Photometer

Gel Max, INTAS

Polymehr

Model 135T, H+P

Edmund Biihler VKS-75 control, Johanna
Otto GmbH

Epics XL, Beckman Coulter
Rotator, Neolab

Mini Trans-Blot Cell, Biorad
GenePulser Xcell, Biorad
Nucleofector, Amaxa

College, Mettler Toledo

Optimax Typ TR, MS Laborgerite
Mettler Toledo

Synergy HT, MWG

Thermomixer compact, Eppendorf
FV-1000, Olympus

DMIL, Leica

ARE, VELP scientifica
Elite300Plus, Schiitt Labortechnik
Mycycler, Biorad

iCycler iQ5, Bio-Rad

MP220, Mettler Toledo
Biophotometer, Eppendorf

22
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Pipetten

Pipettierhilfe
Protein-Minigel-Apparaturen
Stabsonifikator

Sterilbank fiir Zellkulturarbeiten
Vortex

Wasserbad

Wippe

Zellkulturinkubator

Zentrifugen

P2, P10, P100, P1000, Eppendorf
Pipetus-Akku, Hirschmann Laborgerite
Mini-Protean, BioRad

UW/HD 2070, Bandelin Elektronik
Euroflow, Thermolife

7x3, VELP scientifica

Typ 1004, GFL

Rocky, Frobel Labortechnik

Model 381, ThermoForma
Multifuge 4KR, Heraeus instrument
Biofuge pico, Heraeus instrument
Biofuge fresco, Heraeus instrument
Avanti J-20XP, Beckman Coulter
Optima LE-80K Ultracentrifuge,

Beckman Coulter
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2.1.2 Chemikalien

Alle nicht hier aufgefithrten Chemikalien wurden von der Firma Roth (Karlsruhe) bezogen.

Acrylamid/Bisacrylamid-Mix (29:1) 30 %

Agarose

Agarose (LMP-Agarose)
Alkalische Phosphatase
Ammoniumacetat
Ammoniumperoxodisulfat (APS)
Ampicillin

Aprotinin
BCA-Reagenzlosungen
Bromphenolblau

n-Butanol

Césiumchlorid
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dithiothreitol (DTT)
DNS-Auftragspuffer 6x Loading Dye
dANTP-Mix

EDTA

EGTA

Ethidiumbromid

Gentamicin

Glycerin

Glycerolphosphat

HEPES

ECL Western Blotting Reagenz
Igepal

Imidazol

Kanamyzin

Roth
Invitrogen
NuSieve, Biozym
MBI Fermentas
Merck

Roth

Roth

Sigma

Pierce

Roth

Roth

Roth

Roth

Roth

MBI Fermentas
MBI Fermentas
Roth

Roth

Roth

Gibco

Roth

Sigma

Roth

Pierce

Sigma

Roth

Roth
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LB-Agar

Leupeptin

Lithiumchlorid

LMP-Agarose NuSieve

Luciferase assay reagent
2-Mercaptoethanol

Methanol

Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumorthovanadat (Na3VO4)
Nitroblau-Tetrazoliumchlorid (NBT)
12-O-Tetradecanoylphorbol-13-acetat (PMA)
Paraformaldehyd

Phenol

Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF')
Phorbolester
Phosphatase-Inhibitor-Cocktail
2-Propanol

Protein A SepharoseTM 6MB
Protein G SepharoseTM, 4 fast flow
Restriktionsendonukleasen
RNAaseA

Reporter lysis buffer
Rinderserumalbumin (BSA)

T4 DNA Ligase

T4 Polynukleotidkinase

TEMED (N,N,N’N’-Tetramethylendiamin)
Tris-[hydroxymethyllaminomethan (Tris)
TRIzol

Triton X-100
Trypsin/EDTA-Losung

Tween-20

Vent Polymerase

Difco

Sigma

Roth

GTG Agarose, Biozym
Promega

Roth

Roth

Roth

Sigma

Sigma

Sigma

Merck

Roth

Sigma

Sigma

Sigma

Roth
Amersham Biosciences
Amersham Biosciences
MBI Fermentas
MBI Fermentas
Promega

Roth

MBI Fermentas
MBI Fermentas
Roth

Roth
Invitrogen
Roth

Gibco

Roth

NEB
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2.1.3 Verbrauchsmaterialien

Elektroporationskiivetten, 4 mm Spalt

Reaktionsgefifie (0,5/1,5/2,0 ml)
Filterpapier Whatman Nr.4
Magnetic beads

Mikrotiterplatten (96 Loch)
Mikrotiterplatten (96 Loch)

weiss opaq

Nitrozellulosemembran PROTRAN
PCR-Reaktionsgefafie 200 pul
PCR-Multititerplatten (96 Loch)
Rontgenfilm HyperfilmTM MP
Sterilfilter (0,2 ym/0,45 pm)
Ultrafiltrationsmembran
(AusschluBvolumen 10kDa)
Ultrazentrifugationsréhrchen
Verbandmull

Zellkulturflaschen 175/75/25 cm?)
Zellkulturschalen

(145/20 mm;100/20 mm; 60/15 mm)

BioRad

Starlab

Schleicher und Schuell
Dynal Biotech

Nunc

Greiner Bio-one

Schleicher und Schuell
Thin Wall Tubes Biorad
Biorad

Amersham Biosciences
Schleicher und Schuell
Millipore

Beckman
Hartmann
Greiner Bio-one

Greiner Bio-one

2.1.4 Kulturmedien, Seren und Puffer

DMEM

FCS

Ficoll

HBSS

Optimem

PBS

RPMI 1640
Trypsin/EDTA
VLE-RPMI 1640

Invitrogen
Invitrogen
Pan Biotech
PAA
Invitrogen
PAA

PAA
Invitrogen

Biochrom
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2.1.5 Kommerzielle Reaktionssysteme

BCA Reagenz
cDNA Archive Kit

HRP Detektionssystem

iQ Supermix

Human T-cell Nucleofector Kit

Metafectene

Reporter Lyse Puffer

Luziferase Substrat

Pierce

Applied Biosystems
Amersham

Bio-Rad

AMAXA

Biontex

Promega

Promega

2.1.6 Lo6sungen und Puffer

50x TAE:

10x PBS:

3 x Proben
-puffer

242 g Tris

57ml 100% Essigsdaure

50mM EDTA
ad 1 HQO

80g NaCl

2g KCI

14,4 g NagHPOy
2,4¢ KHyPOy
ad 1H,O pH 7.4

150 mM Tris/HCI,
pH 6.8

6% SDS (w/v)
30% Glycerin (v/v)
300mM DTT

0,3% Bromphenolblau

(w/v)

10x TBST:

[gepal-Lysepuffer:

TritonX-100
Lyseputffer:

121,1g Tris pH7.5
87,66 g NaCl

0,05 %Tween

ad 11 H,O

1mM Hepes pH7.5
10mM KCI

10mM MgCl

150 mM NaCl

1% Igepal

150 mM NaCl
1mM EDTA
1mM EGTA
20mM Tris pH 7.5
1% TritonX-100
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Lammli- Blotpuffer
Puffer 25 mM Tris

192 mM Glycin

0,1% SDS (w/v)

ad 11 A. bidest.

Sammelgel 5 %ig
A. bidest
1 M Tris/HCI (pH 6.8)
10 %SDS
10% APS
Temed
30 % Acrylamid/Bisacrylamid-Mix (37,5:1)

Trenngel 10 %ig
A. bidest
1 M Tris/HCI (pH 6.8)
10 %SDS
10% APS
Temed
30 % Acrylamid/Bisacrylamid-Mix (37,5:1)

192mM Glycin

25 mM Tris-Base

20 % Methanol (v/v)
0,002 % SDS (w/v)

2,05 ml
375 ul
30 ul
30 pl
3l
0,5ml

2ml
1,25 ml
50 pl

50 pl

2 ul
1,515 ml
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2.1.7 Antikorper

Priméire Antikorper

Bezeichnung Verdiinnung Spezies Herkunft
CAD9Y 1:20 (WB) Ratte E. Kremmer,
GSF (Miinchen)

Okt3 a-TCRe 3 pg/ml Maus LGC Promochem,
(T-Zellaktivierungsstudien) ATCC

a-CD28 10 pug/ml Maus Beckton Dickinson
(T-Zellaktivierungsstudien)

TH2 1:20 (WB) Ratte E. Kremmer,

a-Cytohesin-1 Hybridomiiberstand GSF (Minchen)

8B4 1:50 (WB) Ratte E. Kremmer,

a-Cytohesin-3 Hybridomiiberstand GSF (Minchen)

a-Human IgG 1:1000 (WB) Ziege Dianova

a-phospho- 1:1000 (WB) Kaninchen | BioSource

Cytohesin-1

a-Flag 1:1000 (WB) Maus Sigma

a-Aktin 1:300 (WB) Kaninchen | Sigma

a-Hsc70 1:1000 (WB) Maus Stressgen

a-GRP1 1:300 (WB) Ziege Santa-Cruz

a-Cytohesin-1 1:300 (WB) Ziege Santa-Cruz

a-phospho AKT | 1:1000 (WB) Kaninchen | Cell Signaling

(T308)

a-PD-L1 Blocking- Ratte eBiosiences
Experimente

a-Tubulin 1:1000 (IFL) Ratte Chemicon

a-Prohibitin 1:300 (IFL) Kaninchen | Abcam
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Sekundire Antikorper

Bezeichnung Verdiinnung Spezies | Herkunft
HRP a-Ratte 1:5000 (WB) Ziege | Dianova
HRP a-Maus 1:5000 (WB) Ziege | Dianova
HRP a-Ziege 1:5000 (WB) Ziege | Santa Cruz
HRP a-Kaninchen 1:5000 (WB) Ziege | Dianova
TRITC a-Maus 1:400 (IFL Ziege | Dianova
Cy3 a-Ratte 1:400 (IFL Ziege Dianova
2.1.8 Bakterienstaimme
Stamm Genotyp Verwendung Referenz
MC1061 araD139,A(ara-leu)7696, Plasmid- Casadaban
galE15, galK16, A(lac),74, | amplifikation et al., 1980
rpsL(Str”), hsdRR2(m; my ™),
mcrA, merB
DH5« endAl, hsdR17(ry " m,"), su- | Plasmid- Casadaban
pE44, thil, recAl, gyrA, | amplifikation et al., 1980
(Nal"), relA1l
2.1.9 Eukaryotische Zellinien
Bezeichnung | Phénotyp Verwendung Referenz
Jurkat E6 humane T-Zell-Linie aus | Transiente Expression | Weiss et al.,
Patient ~ mit  akuter | von Fusionsproteinen | 1984
Leuké&mie
Jurkat LT SV-40 LT-Antigen Reporter-Gen Clipstone
exprimierendes Jurkat Versuche und Crabtree
E6-Derivat et al., 1992
HeLa fibroblastenartige Transiente Expression | Tyndall et al.,
Zellinie aus von Fusionsproteinen | 1965
Zervixkarzinom
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2.1.10 Léangenstandards

bp

— 21226*

/348

— 250kD
- 150

- 100

- 87

Abbildung 2.1: Verwendete Standards fiir die DNA- und Protein-Lingenabschitzung. a:
A/EcoRI+HindIIT Marker 3 DNA-Léngenstandard der Firma MBI Fermentas, b: Precision Plus Protein-

Léngenstandard (prestained) All blue der Firma Biorad.

2.1.11 Plasmide

Bezeichnung | Resistenz Verwendung Referenz
pRKS Ampizillin eukaryotische Eaton et al., 1986,
Expression modifiziert durch W. Kolanus
pN1 Kanamyzin eukaryotische Sangameswaran et al., 1997,
Expression modifiziert durch W. Kolanus
pGL-IL2:Luc | Ampizillin Reporter-Gen Zeitlman et al., 1998
Studien
pEG202 Ampizillin, Hefe-2-Hybrid Ruden et al., 1991
Histidin Versuch
pJG4-5 Ampizillin, Hefe-2-Hybrid Gyuris et al., 1993
Tryptophan Versuch
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2.1.12 Proteinfusionsanteile
Bezeichnung | Aufbau Verwendung | Referenz
Ig CH2- und CH3-Doméne Detektion Kolanus et al., 1996
der humanen IgG;-cDNA (WB)
eGFP modifizierte cDNA des GFP | Detektion Chalfie et al., 1994
aus Aequoria victoria (IFL)
Flag MDYKDDDDK Detktion Hopp et al., 1988
(WB)
2.1.13 Oligonukleotide
Bezeichnung Sequenz Verwendung
psCyh3-for 5'- GATCCCCGCATGTTGTGCTCGGAC pSUPER
AATTCAAGAGATTGTCCGAGCACAAC Cytohesin-3
ATGCTTTTTGGAAA-3 Konstrukt
psCyh3-rev 5-GATCCCCGCATGTTGTGC pSUPER
TCGGACAATTCAAGAGATTGTCCGAGC Cytohesin-3
ACAACATGCTTTTTGGAAA-3 Konstrukt
pSUPER- 5- GATCCCCAAACATGCAGAA pSUPER
RL-121s AATGCTGTTCAAGAGACAGCATTTT Renilla
CTGCATGTTTTTTTTGGAAA-3 Konstrukt
pSUPER- 5-AGCTTTTCCAAAAAAAA pSUPER
RL-121as CATGCAGAAAATGCTGTCTCTTGA Renilla
ACAGCATTTTCTGCATGTTTGGG-3’ Konstrukt
Cyh3 Mlu for 5-GGGGCGACGCGTATGGA Cytohesin-3
CGAAGGCGGTGGC-¥ Amplifikation
Cyh3 Mlu rev 5-GGGGCGGCGGCCGCCT Cytohesin-3
ATTTCTTATTGGCAAT-3’ Amplifikation
Cyh3E161K-for | 5-CTTCCTGGGAAGGCAC Cytohesin-3
AGAAGATCGACCGC-3 Mutagenese
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Bezeichnung Sequenz Verwendung
Grpl-E161K- 5-CTTCTGTGCCTTCCCGGG Cytohesin-3
rev-new AAGTCTGAAGCTCCATAGG-3 Mutagenese
mCyh1PCR for | 5 CATCAACGACGGAGGAGACC 3/ Cytohesin-1

Amplifikation
aus PCR
mCyh3PCR for | 5-CTTGCACAACAACAACGTGC-3 Cytohesin-3
Amplifikation
aus PCR
mCyh3PCR rev | 5-CTTGACCTTTGTGACTGGGG-3’ Cytohesin-3
Amplifikation
aus PCR
pSUPER 5-GATCCCCTGACCTCACTCACA pSUPER
Cyt-1-s1 CTTTCTTCAAGAGAGAAAGTGTGA Cytohesin-1
GTGAGGTCATTTTTGGAAA-3 Konstrukt
pSUPER 5-AGCTTTTCCAAAAATGACCTC pSUPER
Cytl-asl ACTCACACTTTCTCTCTTGAA Cytohesin-1
GAAAGTGTGAGTGAGGTCAGGG-3 Konstrukt
2.1.14 siRNAs

SiRNAs sind 19 Basen-umfassende, doppelstringige RNA-Molekiile mit einem Uberhang
aus zwei Desoxynukleotiden am 5-Ende. Durch Anlagerung an ihre Zielsequenz fiithren
diese siRNAs zu einer sequenzspezifischen Degradation von eukaryotischer mRNA. Dieser
evolutionér konservierte Prozess wird von dem Enzymkomplex RISC katalysiert und fiihrt

zu einem selektiven Abbau, oder “knock-down* der Ziel-mRNA.

Zielsequenz
5-AAACAUGCAGAAAAUGCUGHtt-3
5-UGACCUCACUCACACUUUCtt-3
5-GCAUGUUGUGCUCGGACAA¢tt-3

Zielgen

Renilla(7)
Cytohesin-1(t)
Cytohesin-3(1)(1)

Die in dieser Arbeit verwendeten siRNAs wurden von der Firma Dharmacon (1) oder Qia-

gen (I) synthetisiert und in RNAse-freiem Wasser bzw. dem mitgeliferten Puffer zu einer
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Konzentration von 20 uM gelést. Die Hybridisierung der sense- und anti-sense Strénge

wurde durch das Erhitzen der Proben fiir 1 min bei 90 °C und anschlieineder Inkubation

fiir 30 min bei 37°C erreicht.

2.1.15 Sonden

Samtliche in dieser Arbeit verwendete Sonden zur Quantifizierung der mRNA Expression

verschiedener Gene wurden von der Firma Applied Biosystems bezogen.

Bezeichnung Spezies Sondennr. Verwendung

beta-2 Microglobulin | human/murin | Hs99999907m1 Referenzgen

18S human pre-developed Referenzgen

HPTR murin/human | pre-developed Referenzgen

GAPDH human Hs01922876ul Referenzgen

Thp human pre-developed Referenzgen

PSCD1 human/murin | Hs00245092m1 | Quantifizierung der
Cytohesin-1 mRNA

PSCD3 human/murin | Hs00188456m1 | Quantifizierung der
Cytohesin-3 mRNA

PSCD4 human/murin | Mm00511435 Quantifizierung der
Cytohesin-4 mRNA

IL-2 human Hs00174114m1 Quantifizierung der
IL-2 mRNA

p27/kip human Hs00153277 Quantifizierung der
p27/kip mRNA

Rb/p130 human Quantifizierung der

Rb/p130 mRNA
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2.2 Molekularbiologische Arbeitstechniken

2.2.1 PCR

Bei der Polymerasekettenreaktion (PCR) handelt es sich um eine enzymatische Kettenre-
aktion zur gezielten, exponentiellen Amplifikation gewiinschter DNA-Sequenzen (Saiki et
al. 1985; Mullis et al. 1987; Saiki et al. 1988). Sie beruht auf der Eigenschaft thermosta-
biler DNA-Polymerasen aus einem einzelstrangigen DNA-Abschnitt doppelstingige DNA
zu amplifizieren. Dazu muss ein kurzes doppelstriangiges DNA-Stiick vorhanden sein.
Dieses doppelstrangige Stiick wird durch die Anlagerung eines einzelstrangigen Primers
ermoglicht. Das Produkt eines Reaktionszyklus kann dabei erneut als Substrat der Poly-
merase fungieren. Wegen der hoheren Amplifikationsgenauigkeit wurde in dieser Arbeit
die Vent-Polymerase der Firma NEBiolabs verwendet. Ein typischer PCR-Ansatz setzt

sich wie folgt zusammen:

200 ng Template

5 ul 10-fach Thermopolpuffer
5l 2,5mM dNTP-Mix

1pl 100 pmol Vorwéartsprimer
1pl 100 pmol Riickwértsprimer
0,75 ul Vent-Polymerase

ad 50 ul H,O

10x Vent-Polymerase-Puffer: 100 mM KC1
200 mM Tris/HCI pH 88
100mM (NH,4)2SO4
20mM MgSO,
1% (v/v)Triton X-100

2.5mM dNTP-Mix 2,5mM dGTP
2,5mM dCTP
2,5mM dATP
2,5mM dTTP
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Die PCR Reaktionen wurden in einem Block-PCR-Gerét (Bio-Rad) mit den entspre-
chenden Temperaturen fiir Strangtrennung (Denaturierung), Primeranlagerung (Hy-
bridisierung) und Produktverlingerung (Elongation) durchgefiihrt. Fiir eine typische
PCR-Reaktion wurden folgenden Bedingungen gewéhlt:

Denaturierung: 95°C 5 min
Denaturierung:  95°C 30sec
Hybridisierung:  55°C 45 sec
Elongation: 72°C 60 sec 25x Schritt 2-4
Elongation: 72°C 10 min
4°C 00

2.2.2 RNA Isolation

Um die Expression verschiedener Zielgene in PBLs zu untersuchen wurde zunéchst die
Gesamt-RNA mit Hilfe von TRIzol in Anlehnung an das Herstellerprotokoll isoliert. Zur
Vermeidung unerwiinschter Kontaminationen mit RNasen wurden als vorbeugende Maf3-
nahmen grundsétzlich Handschuhe getragen sowie RNase/DNase-freie Pipettenspitzen
und Reaktionsgefifie verwendet. 1-10-10° humane PBLs bzw. murine CD8* T-Zellen wur-
den nach entsprechender Stimulation bei 900 x g sedimentiert, einmal mit PBS gewaschen
und in 1000 ul TRIzol resuspendiert. Zur vollstdndigen Lyse wurden die Proben 5 min bei
RT inkubiert und anschlieend mit 200 pl Chloroform versetzt. Die Probe wurde danach
etwa 15 Sekunden geschiittelt, iber 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und an-
schlieBend zur Phasentrennung fiir 15 Minuten bei 4°C und 11000 x g zentrifugiert. Die
in der oberen (wasserigen) Phase befindliche RNA wurde abgenommen und in ein 2ml
Eppendorf- Reaktionsgefafl iiberfithrt. Der Rest der Probe wurde verworfen. Zur Prézi-
pitation der RNA wurde die Probe mit 500 ul Isopropanol vermischt und fiir 15 min bei
RT inkubiert. Durch eine Zentrifugation bei 4°C, 11000 x g fiir 10 min wurde die RNA
pelletiert und anschlieBend durch Zugabe von 1 ml 75 %igen Ethanol gewaschen. Der Uber-
stand wurde verworfen und das Pellet etwa 10 Minuten bei Raumtemperatur getrocknet
bis es ein glasiges Aussehen angenommen hatte. Danach wurde das Pellet in 30 4l RNase-
freiem Wasser resuspendiert, dem 1 U/ul RNase-Inhibitor zur Unterdriickung der RNase-
spezifischen Enzymaktivitat zugegeben worden war. Eine Behandlung der gewonnenen

RNA-Proben mit DNase wurde vor jeder RT-PCR durchgefiihrt, um eine Amplifikation
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von eventuell in der Probe vorhandenen genomischen Sequenzen. Die Konzentration der

RNA wurde photometrisch bestimmt.

2.2.3 RT-PCR

Ribonukleinsduren kénnen nicht als Template fiir eine Polymerasenkettenreaktion (PCR)
dienen, so dass diese zuerst in komplementire DNA (cDNA) umgeschrieben werden
miissen. Hierzu bedient man sich einer reversen Transkriptase (RT), einer RNA-abhéngi-
gen DNAPolymerase. Fiir diese Reaktion wurde das cDNA-Archive Kit der Firma Applied
Biosystems verwendet. Da die hierzu verwendeten Primern eine Zufallsquenz aufweisen
kann davon ausgegangen werden, dass die synthetisierte cDNA reprisentativ fiir die

eingesetzte RNA ist. Die Reaktion wurde nach Herstellerangaben durchgefiihrt.

2.2.4 Quantitative PCR

Die quantitative oder “Real-Time PCR* (qPCR) représentiert eine spezifische und sensi-
tive Methode zur Quantifizierung von Nukleinsduren (Freeman et al. 1999; Wilhelm et al.
2003). Im Vergleich zur Endprodukt-PCR (konventionelle PCR), bei der DNA-Produkte
nach Beendigung aller Amplifikationszyklen durch Gelelektrophorese nachgewiesen wer-
den, ermoglicht es die qPCR, bei welcher jedem Amplifikationszyklus der Gehalt an
doppelstringiger DNA gemessen, Aussagen iiber die Ausgangsmenge an DNA treffen
(Higuchi et al. 1993). Das Verfahren der quantitativen PCR dient zur Bestimmung der
Menge einer Ziel-DNA aus einer cDNA Probe. Bei dem hier verwendeten Tag-man System
wird zusétzlich zu den sequenzspezifischen 3’- und 5'- Primern eine Oligonukleotid-Sonde
benutzt. Diese Sonde triagt einen fluoreszierenden Reporterfarbstoff an seinem 5-Ende,
sowie einen Quencher an dem 3’-Ende. Bei der Hybridisierung der Sonde an das Template
befinden sich Farbstoff und Quencher in rdumlicher Nédhe zueinander, so dass die durch
die Anregung des Farbstoffs entstehende Fluoreszenz von dem Quencher absorbiert wird.
Erst in der Elongations-Phase der fithrt die 3'-Exonukleaseaktivitat der Polymerase zur
Hydrolyse der Sonde und hebt so die rdumliche Nihe des Farbstoffs zum Quencher auf.
Das hierbei detektierte Licht ist dabei direkt proportional zu der Menge an amplifizier-
ten PCR-Produkt. Zur Quantifizierung der cDNA-Menge wurden verschiedene Gene zur
Normalisierung verwendet. Die quantitative PCR wurde in dem iQ5 der Firma Bio-Rad

in einer 96-Loch Platte durchgefiihrt. Eine typische Reaktion setzte wie folgt zusammen:
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cDNA 1:10 verdiinnt 2,5 ul
IQ Supermix 2x 5ul
A bidest 2 ul
Primer/Sonde Mix 0,5 ul

Um eine aussagekriftige statistische Auswertung vornehmen zu kénnen wurden alle Re-
aktionen in Triplikaten durchgefiihrt.

Fiir das PCR Programm wurden folgende Parameter gewihlt:

Denaturierung 95°C 3 min
Denaturierung 95°C  15sec Schritt 2-3 35x
Hybridisierung 60°C 1min Messung

Die gemittelten CT-Werte einer Probe werden zur Bestimmung der Expressionsrate des
GOI (Gene Of Interest) mit Hilfe der ddCt-Methode zur relativen Quantifizierung un-
tersucht (Livak et al. 2001). Bei diesem Berechnungsschema wird der gemittelte Ct-Wert
des GOI jeder Probe zunéchst gegen den gemittelten Ct-Wert des Referenzgens (siehe
2.7.5) normalisiert. Optional kénnen anschlieend die normalisierten Ct-Werte des GOI
unterschiedlicher Proben miteinander verglichen werden, um die Abweichung in der Ex-

pressionsrate des GOI zwischen den Proben zu ermitteln.

2.2.5 Agarose-Gelelektrophorese

Zur Groflen- und Mengenabschétzung von PCR-Produkten kénnen diese auf ein Agaro-
segel aufgetragen werden. Agarose ist ein Polysaccharid aus verschiedenen verkniipften
Galactoseeinheiten und bildet die Gelmatrix in der DNA Fragmente aufgetrennt wer-
den. Die Wanderungsgeschwindigkeit der Nukleinsduremolekiile im Gel ist proportional
zur negativen Eigenladung der DNA Fragmente und der angelegten Spannung. Die DNA
Fragmente konnen mittels des interkalierenden DNA Farbstoff Ethidiumbromid durch UV
Bestrahlung detektiert werden. TAE-Puffer dient zum einen zur Lésung der Agarose und
zum anderen als Laufpuffer fiir die Elektrophorese. Die PCR-Produkte werden mit 6x
Probenpuffer versetzt, auf ein 1% Agarosegel aufgetragen und bei 100V aufgetrennt.
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6x Probenpuffer 0,25 % (w/v) Bromphenolblau
0,25 % (w/v)Xylencyanol
30% (w/v) Glycerin
50mM EDTA

2.2.6 In-vitro Mutagenese

Die PCR kann, durch den Einsatz entsprechend modifizierter Primer, dazu genutzt wer-
den gezielte Verdnderungen einer bestimmten DNA Sequenz vorzunehmen. Dieses Ver-
fahren erlaubt Riickschliisse auf die Funktion einer Aminosaure-Sequenz, oder aber auf
die Funktion eines ganzen Proteins. In dieser Arbeit wurden mehrere Punkt-und Deleti-
onsmutanten von Cytohesin-1, -3 und -4 mit Hilfe der PCR-Mutagenese hergestellt. In
zwei unabhéngigen PCR-Reaktionen wurden mit Hilfe von internen Primern, welche die
einzufithrende Mutation enthielt, zueinander iiberlappende Zwischenprodukte hergestellt.
In einer dritten PCR-Reaktion kommt es zur Anlagerung der beiden Zwischenprodukte

und so zur Amplifikation des gewiinschten mutierten DNS Stranges.

2.2.7 DNA-Fallung

Zur Erhohung des Reinheitsgrads wurden DNA-haltige Losungen geféllt. Hierfiir wurde
die Losung mit 1/10 Volumenteil 3M Natriumacetat (pH 4.8) und 2,5 Volumenteilen
100 % Ethanol(pa) versetzt 10 min lang bei 14.000 rpm und 4 °C zentrifugiert (Eppendorf
Tischzentrifuge) um die DNA zu pelletieren. Das Pellet wurde mit 70%-igem Ethanol
gewaschen und getrocknet. Die DNA wurde dann in einem geeigneten Volumen A.bidest

aufgenommen.

2.2.8 DNA Restriktionsanalysen

Zur Charakterisierung und Klonierung von Plasmid -DNA und PCR Fragmenten wurde
eine enzymatische Spaltung der DNA mittels Restriktionsenzymen durchgefiihrt. Dazu
wurden 2 ug Plasmid-DNA, bzw. der gesamte PCR-Ansatz eingesetzt und mit der jeweils
benétigten Restriktionsendonuklease unter den vom Hersteller empfohlenen Bedingungen
gespalten. Waren Restriktionen mit zwei Enzymen gleichzeitig notig, so wurde ebenfalls
nach Angaben des Herstellers verfahren und der jeweils fiir beide Restriktionsendonuklea-

sen giinstigste Reaktionspuffer gewéhlt. Die Restriktion von Plasmid-DNA erfolgte in der
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Regel iiber eine Stunde bei 37 °C, wahrend PCR-Fragmente einer 2 stiindigen Inkubation

bei 37 °C unterzogen wurden.

2.2.9 Aufreinigung von DNA-Fragmenten aus Agarose-Gelen

Zur Reinigung und Abtrennung unerwiinschter Fragmente und Enzyme nach Restrik-
tionsspaltung von DNA wurde diese vor der Weiterverarbeitung (z.B.Ligation) auf ein
niedrigschmelzendes Agarosegel (NuSieve-Agarose, FMC) aufgetragen und elektrophore-
tisch aufgetrennt. Die gewiinschten Fragmente wurden anschlieBend unter UV-Licht (A =
366 nm) aus dem Gel ausgeschnitten. Durch Erhitzen auf 65°C wurde der DNA-haltige
Agaroseblock geschmolzen und Aliquots konnten so fiir weitere Klonierungstechniken ein-

gesetzt werden.

2.2.10 Entfernung der 5-Phosphatenden von dem geschnittenen
Vektor

Um eine unspezifische Selbstligation von geschnittener Vektor-DNA zu verhindern, wur-
den die 5'-Phosphatgruppen entfernt. Dazu wurde die Shrimp-alkalische Phosphatase ver-
wendet. Nach dem Restriktionsverdau der DNA-Probe wurde dem Ansatz 1 U alkalische
Phosphatase zugesetzt und fiir 10 min bei 37 °C inkubiert. Das Enzym wurde anschlieSend

durch eine Inkubation der Probe fiir 15 min bei 70 °C inaktiviert.

2.2.11 Ligation und Transformation

Bei der Ligation werden die zueinander komplementéren Restriktionschittstellen des Vek-
tors und des PCR-Produktes miteinander verkniipft. Diese Reaktion wird durch die T4-
Ligase katalysiert, welche die 3’-Hydroxyl-Gruppen des Vektors mit den 5-Phosphat-
Gruppen des PCR-Produktes kovalent verkniipft. Fiir den optimalen Verlauf der Liga-
tion sollte das zu inserierenden Fragments im 3-fach molaren Uberschuf8 gegeniiber der
Vektor-DNA vorliegen. Aus diesem Grund wurden jeweils die beiden Restriktionsansétze
in dquimolaren Menge auf das priaparative Gel aufgetragen und die isolierten Fragmente

folgendermaflen in die Ligationsreaktion eingesetzt:
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Ligationsansatz: 1 pl geschnittener Vektor
3 ul geschnittenes PCR-Produkt
2 ul 10x Ligationspuffer
1 pul T4-Ligase
ad 20 ul A.bidest

Die Ligation erfolgt iiber 4 Stunden bei Raumtemperatur oder iiber Nacht bei 16 °C.

2.2.12 Herstellung kompetenter E.coli nach Scott

Bei dem Verfahren zur Gewinnung kompetenter E.coli nach Scott kénnen durch die
Verwendung von CaCl, bis zu 10° transformierte Bakterien-Kolonien pro ug eingesetzter
Plasmid-DNA erzielt werden. Der gewiinschte Bakterienstamm wurde dazu auf einer
Antibiotika-freien LB-Agarplatte vereinzelt und iiber Nacht bei 37°C inkubiert. 20 ml
TYM wurden mit einer Bakterieneinzelkolonie inokuliert und bei 37°C unter Schiitteln
bei 200 rpm in einem Schiittelinkubator bis zu einer ODgyo von 0,4 - 0,9 kultiviert. Diese
Vorkultur wurde in einem 2L Erlenmeyer-Kolben {iiberfiihrt, in dem 100ml TYM auf
37°C temperiert wurde. Nach einer weiteren Inkubation unter gleichen Bedingungen wur-
de nach Erreichen einer ODgyo von 0,5 - 0,9 diese Kultur mit 380 ml vorgewéarmtem TYM
auf 500 ml verdiinnt. Anschliefend wurde bis zu einer ODgg von 0,6 weiterinkubiert und
die Bakterienkultur durch Schwenken in einem Eis-Wasser-Bad moglichst rasch auf 4°C
abgekiihlt und 10 min bei 3000 x g, 4°C abzentrifugiert. Der Uberstand wurde entfernt
und die sedimentierten Bakterien in 100 ml kaltem TfB II resuspendiert. Nach einer
weiteren Zentrifugation unter gleichen Bedingungen, wurden die Zellen in 20 ml TfB II
aufgenommen. Die Bakteriensuspension wurde in 200 ul Aliquots aufgeteilt und schnell
in fliissigem Stickstoff schockgefroren. Die Lagerung kompetenter E.coli-Stdmme erfolgt
bei -80 °C.

TYM: 2% (w/v) Bacto-Trypton
0,5 %(w/v) Hefe Extrakt
0,1 M NaCl
10mM MgSO4

Sterilisation
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T{BI: 30mM KoAc TfBII 10mM HEPES (pH7,0)
100 mM KCI 75 mM CaCl,
10mM CaCl, 10mM KCl1
15% (v/v) Glycerin 15% (v/v) Glycerin
Sterilisation Sterilisation
50 mM MnCl,

2.2.13 Transformation kompetenter E.coli

Die Transformation dient der in-vivo Amplifikation eines DNA-Konstrukts in E.coli. Da-
zu wurden 100 pl einer kompetenten E. coli-Suspension auf Eis aufgetaut und mit einem
Ligationsansatz bzw. 1 ug einer Plasmid-DNA-Préparation vermischt. Die Bakterien wur-
den anschlieBend weitere 5 min auf Eis und danach 5 min bei 37 °C inkubiert. Der Trans-
formationsansatz wurde auf LB-Agarplatten mit den Antibiotika der Plasmidresistenz
ausgestrichen und iiber Nacht bei 37 °C inkubiert.

2.2.14 Isolierung von Plasmid-DNA aus E.coli

Minipraparartion

Die Isolation von Plasmid-DNA aus E.coli (Mini-Priparation) wurde zur schnellen Uber-
priifung der Transformanten auf das gewiinschte DNA-Fragment angewendet. Dazu wurde
eine 5 ml LB-Ubernachtkultur mit dem entsprechenden Selektions-Antibiotikum bei 37 °C
auf dem Bakterienschiittler inkubiert. 2 ml dieser Kultur wurden bei 20000 x g pelletiert
und in 250 pl Puffer I resuspendiert. Durch Zugabe von 250 ul Puffer 11 erfolgte eine alka-
lische Lyse der Bakterien. Eine Prézipitation der chromosomalen-DNA wurde durch die
Zugabe von 250 ul Puffer III erreicht. Zur Abtrennung chromosomaler DNA, von RNA
und Proteinen, wurde 15 min bei 20000 x g und 4°C zentrifugiert. Aus dem ca 700 pul
Uberstand, der die Plasmid-DNA enthielt, wurden noch vorhandene Proteine mit dem
gleichen Volumen Phenol extrahiert (Zentrifugation: 5 min bei 20000 x g und RT) und die
DNA anschlieend durch Zugabe von 0,8 Vol. Isopropanol geféllt und pelletiert (15 min,
20800 x g, 4°C). Das Pellet wurde in 70 % EtOH gewaschen, getrocknet und anschlie-
Bend in 50 ul A. bidest gelost. Die noch vorhandene RNA wurde durch Zugabe von 10 ug
RNaseA hydrolysiert.
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Puffer 1 10mM EDTA (pHS.0)

Puffer 11 2M NaOH
1%(w/v) SDS

Puffer ITI ~ 2,5M KOAc
2,5M HOAc (pH4.7)

Maxipraparation

Zur Isolation von Plasmid-DNA im groflen Mafistab wurde eine Maxi-Praparation durch-
gefiihrt. Dazu wurde eine 11 LB-Ubernachtkultur bei 5000 x g pelletiert und die Bakterien
in 40 ml Puffer I resuspendiert. Die Zellyse erfolgte &hnlich der Mini- Prédparation alka-
lisch, durch Zugabe von 80 ml Puffer II. Nach Zugabe von 40 ml Puffer III und kraftigem
durchmischen, wurden Bakterienzellreste 10 min bei 5000 x g abgetrennt. Der Uberstand
wurde durch mehrlagigen Verbandmull in einen 500 ml-Zentrifugenbecher filtriert und die
Plasmid-DNA durch Zugabe von 250 ml Isopropanol ausgeféllt und anschliefend 10 min
bei 5000 x g und 4 °C abzentrifugiert. Das getrocknete Pellet wurde in 4 ml Puffer I gelost,
mit 5,5g CsCl und 4,4 g EtBr versetzt. Ungeloste Substanzen wurden 5min bei 12300 x
g abzentrifugiert und der Uberstand in ein Ultrazentrifugationsrohrchen iiberfithrt. Die
Gradientenzentrifugation im NVT90-Rotor erfolgte bei 50900 x g fiir vier Stunden. Nach
erfolgter Zentrifugation war die DNA-Bande im CsCl Gradienten sichtbar und konnte mit
Hilfe einer Spritze abgezogen werden. Das EtBr wurde anschlieBend durch mehrmaliges
Ausschiitteln mit n-Butanol (geséttigt mit 1 M NaCl) entfernt. Zur DNA-Fallung wurde
die Losung mit dem dquivalenten Volumen einer 1 M Ammoniumacetat- Losung und mit 2
Vol. absolutem EtOH versetzt und gut durchmischt. Nach einer Zentrifugation fiir 10 min
bei 6700 x g und 4 °C wurde das Pellet mit 70 % kaltem EtOH gewaschen, getrocknet und
je nach Ausbeute in 1 - 1,5ml A.bidest gelost.

2.2.15 DNA-Konzentrationsbestimmung

Die Bestimmung der DNA-Konzentration einer Losung erfolgt durch photometrische Mes-
sung bei einer optischen Dichte (OD) von 260 nm nach Warburg und Christian. Die DNA-
Losung wurde hierzu 1:50 in 100 pl HoO verdiinnt und in eine geeignete Kiivette iiberfiihrt.

Fiir langere, doppelstrangige DNA-Molekiile wurde eine ODygp=1 von 50 p/ml angenom-
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men (Sambrook et al., 1989). Folgender Bezug wurde zugrunde gelegt:

. ODygp - k
e-d
c= Konzentration in mM/1
k= Verdiinnungsfaktor
e= Extinktionskoeffizient in mM~! cm™!

d= Kuvettenschichtdicke in cm

Wurde bei einer Wellenldnge von 280 nm ein weiteres Absorptionsmaximum gemessen,
deutete dies auf die Anwesenheit von Proteinen in der Losung hin. Das Abschétzen des
Proteingehalts bei ODygg beruht in erster Linie auf seinen Tyrosin- und Tryptophangehalt.
Der Koeffizient ODggg/ODagg beschreibt den Reinheitsgrad der DNA und liegt im Idealfall
bei 1,8. Niedrigere Werte sind ein Hinweis auf eine Verunreinigung mit Proteinen , héhere
Werte dagegen konnen ein auf groflere Mengen RNA in der Probe hindeuten. Messbare

Absorption bei ODg3sy deutet auf partikulare Bestandteile in der Lésung hin.

2.3 Zellkulturtechniken

Alle Arbeiten wurden unter einer sterilen Werkbank, mit sterilen Glas- und Plastikmate-

rialien durchgefiihrt. Biologisches Material wurde durch Autoklavieren inaktiviert.

2.3.1 Stammbhaltung eukaryotischer Zellen

Eukaryontische Suspensionszellen wurden in sterilen Plastikzellkulturflaschen in RPMI
1640-Medium, supplementiert mit 10 % hitzeinaktiviertem FCS (56 °C fiir 30 min) und
13 ug/ml Gentamycinsulfat in einem Begasungsbrutschrank (37°C, 5 % COs, 96 % relative
Luftfeuchtigkeit) kultiviert. Die Zellen wurden jeweils in einer Dichte von 0,2 bis max.
1,5 x 10% Zellen/ml kultiviert und zur Verdiinnung mit vorgewiirmtem (37°C) Medium

(mit Zusétzen, siehe oben) versetzt.
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2.3.2 Préaparation von peripheren Blut Lymphozyten (PBL) aus
buffy-caots

Die Isolation der Lymphozyten aus peripherem Blut (PBL) erfolgte aus Leukozyten an-
gereicherten buffy-coats gesunder Spender. Durch Dichte-Gradientenzentrifugation auf
Ficoll-Hypaque werden zunichst mononukleire Zellen (PBMC) isoliert. Dazu werden 10
ml Ficoll (Dichte 1,077 g/1) in 50 ml-Zentrifugengefée vorgelegt. Das Ficoll wird nun
langsam mit 40 ml einer 1:1 Blut/PBS Mischung iiberschichtet. Es folgt eine 30-miniitige
Zentrifugation mit 900 x g bei RT ohne Bremse. Erythrozyten und Granulozyten sam-
meln sich bei der Zentrifugation am Boden des Réhrchens, da sie eine héhere Dichte als
Ficoll besitzen. Mononukledre Zellen und Blutplédttchen wandern nicht in die Ficoll-Phase
ein, da sie geringerer Dichte sind. Die mononukleéren Zellen bilden bei der Zentrifugation
einen weisse Ring aus. Nach erfolgter Zentrifugation werden die PBMC-Schicht vorsichtig
mit einer Pipette abgenommen und in ein neues 50 ml-Zentrifugengefafl iiberfiithrt. Um
enthaltene Blutpliattchen und Erythrozyten abzutrennen, werden die Zellen 3 - 4 mal in
einem Volumen von 50 ml mit PBS/2mM EDTA gewaschen. Die Zentrifugation der ein-
zelnen Waschschritte erfolgt bei RT fiir 7 min mit 640 x g beim ersten, 500 x g beim
zweiten und 400 x g beim dritten und 300 x g beim vierten Waschschritt. Danach sollte
der Uberstand klar und das Zellpellet weiss erscheinen. Die so isolierten PBMC werden
in VLE-RPMI 1640/10 % FCS/10 ug/ml Gentamicinsulfat resuspendiert, gezahlt und im
gleichen Medium auf eine Dichte von 2 x 10°/ml eingestellt. Je 50 ml der Zellsuspensi-
on werden in 175 cm? Zellkulturflaschen iiberfiihrt. Wihrend einer Inkubation fiir 1 h
bei 37°C adhérieren die enthaltenen Monozyten auf dem Plastik. Anschliefend werden
nicht-adhérente Zellen (PBL) abgenommen, in eine neue Zellkulturflasche tiberfiihrt und

bis zur Verwendung, maximal 3 Tage, bei 37°C inkubiert.

2.3.3 Zellstimulation

Zur Induktion der PI3-Kinase Zielgene wurden die PBLs nach Transfektion fiir 16 Stunden
mit plattengebundenem Antikorper stimuliert. Die Kopplung der Antikorper an die Plas-
tikoberfliche der Multiwell-Zellkulturschalen erfolgte durch eine zweistiindige Inkubation
einer PBS/Antikorperverdiinnung bei 37 °C in einem Volumen von 100-200 pl. Alternativ
kann die Kopplung auch iiber Nacht bei 4 °C erfolgen. Okt3 wurde in einer Konzentration

von 10 pg/ml, CD28 in einer Konzentration von 20 ug/ml eingesetzt. Die Inkubation mit
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dem pan-Cytohesin Inhibitor SeciH3 erfolgte entweder iiber nacht oder 2 Stunden vor der
eigentlichen Stimulation mit einer Konzentration von 12,5 und 25 gM. Die Stimulation der
sortierten humanen CD4%T-Zellen erfolgte mit Hilfe Antikérper-gekoppelter magnetischer
Kugeln (aAPCs) in der AG Schultze (Universitatsklinik Ko6ln). Dazu wurden suboptimale
Konzentrationen Okt3 (5 %), a-CD28 (14 %), a-MHCI (14 %) und a-PD-1 verwendet. Die
Zellen wurden in einem Verhéltnis Kugeln/Zellen von 3:1 fiir ca. 5 Stunden stimuliert.

Der genaue Ablauf ist nachzulesen unter Parry et al. 2005.

2.3.4 Transfektionsmethoden

Fiir sdmtliche, im Verlauf dieser Arbeit hergestellten transient transfizierte Zellen wur-
den mit Hilfe der Elektroporation hergestellt. Diese Technik beruht auf der kurzfristigen
Permeabilisierung der Zellmembran durch das Anlegen starker elektrische Felder, so das
grofle Molekiile, wie beispielsweise DNA, in die Zelle aufgenommen werden kénnen. Fiir
den Transfer von DNA wurde ein exponentieller Spannungsverlauf, fiir die Transfektion
von siRNA ein rechteck-Puls gewé#hlt. Die genauen Elektroporations-Parameter wurden
fiir jede Zellinie empirisch ermittelt und sind in der folgenden Tabelle zusammengefasst:
Die entsprechende Zellzahl wurde bei 900 x g sedimentiert, das Pellet einmal mit PBS
gewaschen und in entsprechenden Volumen des geeigneten Elektroporationsmedium auf-
genommen. Die zu transfizierende DNA oder siRNA wurde in einer 4 mm Elektroporati-
onskiivette mit den Zellen vermischt und mit unten angebenen Bedingungen in die Zellen

transfiziert.

Elektroporations-Parameter fiir exponentielle Spannungsverlaufe

Zellinie Zellzahl | Medium pug DNA Spannung [V] | Feldstéirke
[1F]

Jurkat E6 | 1-107 50%FCS/RPMI | bis 40 ug 240 1500

Jurkat LT | 0,9-10" | 50%FCS/RPMI | bis 40 ug 250 1500

Elektroporations-Parameter fiir rechteckige Spannungsverléufe

Zellen Zellzahl | Medium pg siRNA | Spannung [V] | Zeit [ms]
Jurkat E6 | 1-107 Optimem 2 g 300 25
PBL 4107 | Optimem 1,5 g 1000 2.5
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Nach erfolgter Elektroporation wurden die Zellen in 10 ml RPMI11640/10 %FCS/13 pg/ml
Gentamycin aufgenommen und fiir ca. 16 Stunden im Inkubator bei 37°C/ 5 %CO4 kul-
tiviert.

Neben den empirische ermittelten Elektroporationsprotokollen wurden fiir die Transfek-
tion von PBLs mit DNA oder siRNA auch das Nukleofektionssytem der Firma AMAXA
verwendet. Dabei wurde das fiir die Transfektion von PBL optimierte T-cell Nucleofection-
Kit verwendet. 1-10” Zellen wurden zuniichst einmal mit PBS gewaschen, in 100 ul
Nucleofection-Reagenz aufgenommen und mit 10 ug DNA bzw. RNA vermischt. Nach
erfolgter Elektroporation mit Programm U14 wurden die Zellen in 5 ml RPMI iiberfiihrt
und wie oben beschrieben weiterkultiviert. HeLa-Zellen wurden mit dem Lipofektionsrea-
genz Metafectene transfiziert. Die am Vortag auf Deckgléschen ausgeséiten Zellen wurden
bei einer optischen Konfluenz von ca. 80% fiir die Lipofektion verwendet. Dazu wur-
den 1pug DNA in 400 ul DMEM mit 4 ul Metafectene fiir 30 min bei RT inkubiert und

anschliefined tropfenweise auf die Zellen gegeben.

2.4 Proteinbiochemische Arbeitstechniken

2.4.1 Herstellung von Total-Zellysaten

Die Untersuchung von Proteinphosphorylierungen erfordert wegen der hohen Akti-
vitéit zellularer Phosphatasen eine schnelle Lyse der Zellen. Fiir die Analyse der AKT-
Phosphorylierung wurden die Zellen unmittelbar nach der Stimulation einmal mit PBS
gewaschen und das Zellpellet in 5 ul 6x Probenpuffer und 25 pul PBS aufgenommen. Nach
dem Kochen der Proben fiir 5 min bei 99 °C wurden die Lysate sonifiziert und anschlieBend
auf einem SDS-PAGE Gel analysiert.

2.4.2 Detergenz-basierte Zellyse

Fiir alle Immunprézitptationsversuche und Expressionsanalysen wurden die Zellen nach
Stimulation zunéchst gewaschen und anschlieBend in Igepal- oder TritonX-100 Lysepuf-
fer mit den Proteaseinhibitoren bzw. Phosphataseinhibitoren fiir 10 min auf Eis lysiert.
Kerne und nicht lysierte Zellen wurden mit einer Zentrifugation bei 13000 x g und 4°C
abgetrennt. Der Uberstand wurde einer Proteinbestimmung unterzogen. Entsprechende

Proteinmengen wurden mit 6x Probenpuffer versetzt und in der SDS-PAGE aufgetrennt.
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Proteaseinhibitoren Konzentration
Aprotinin 10 pg/ml
Leupeptin 10 pg/ml
PMSF 1:1000

aus gesattigter

Stammlésung

Phosphataseinhibitoren | Konzentration

NazVOy 1mM
Glycerolphosphat 1 mM
Phosphataseinhibitor- 1:100
coctail

2.4.3 Proteinbestimmung

Die Proteinkonzentrationsbestimmung erfolgte durch einen BCA-Test (Smith et al., 1985).
Die Methode beruht auf der Biuretreaktion: Proteine bilden mit Cu?* in alkalischer
Losung einen Komplex, in dem die Ionen durch Cystein-, Cystin-, Tyrosin-, Tryptophan-
reste und Peptidbindungen zu Cu™ reduziert werden. Diese bilden mit BCA (bicinchoni-
nic acid) einen violetten Farbkomplex mit einem Absorptionsmaximum bei 562 nm. Zur
Bestimmung der Proteinkonzentration werden 6 ul einer Proteinlésung mit 200 1 BCA-
Reagenz in einer 96-Loch-Platte fiir 15 min bei 65°C inkubiert. Anschliefend wird die
Absorption bei 562 nm gemessen. Durch den Vergleich des Messwerts mit einer Eichkurve
bekannter Konzentrationen des Standardproteins BSA (0,05; 0,25; 0,5; 1; 1,5; 2 ug/ul)

wird die Proteinkonzentration der Probe ermittelt.

2.4.4 Immunprizipitation

Die Isolation eines spezifischen Protein aus einem Gesamtzell-Lysat erfolgt mit Hilfe der
Immunprézipitation. Hierfiir wird dem Lysat zunéchst ein, fiir das zu analysierende Pro-
tein oder einen Fusionsanteil, spezifischer Antikorper zugefiigt. Der Antikérper-Antigen-
Komplex wird anschliefend mittels, an Seharose-Kiigelchen gekoppeltes Protein A oder
G immobilisiert. Fiir die Prazipitation mit Antikérpern aus Ratte, Maus oder Ziege wird

Protein G-Sepharose verwendet. Die Préazipitation eines Ig-Fusionsproteins erfolgte ohne
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Antikorper, direkt an Protein-A Sepharose. Zu 500 ul Zellysat werden 300 1 Hybridoma-
Uberstand oder 8 ug eines gereinigten Antikorpers gegeben. Der Ansatz wird fiir 1h bei
4°C auf einem Drehrad inkubiert. 40 ul einer mit PBS &quilibrierter Protein A- bzw. Pro-
tein G-Sepharose-Kiigelchen werden zugefiigt und der Ansatz wird fiir eine weitere Stunde
bei 4°C auf dem Drehrad inkubiert. Im Anschluss werden die Sepharose-Kiigelchen 2 min
mit 900 x g in der Kiihlzentrifuge abzentrifugiert, 3 x mit 1ml eiskaltem Lysispuffer

gewaschen, mit 5 x SDS-Probenpuffer versetzt und 5 min bei 99 °C gekocht.

2.4.5 SDS-PAGE und Western Blot

In der SDS-PAGE erfolgt eine Trennung von Proteinen aufgrund ihres Molekulargewichts.
Das proteinhaltige Gesamtzellysat oder ein Immunprézipitationsansatz wird zunéchst in
SDS-haltigem Ladepuffer fiir 5min bei 99 °C aufgekocht. Das stark anionische Detergens
SDS bindet dabei an hydrophobe Regionen und positiv geladene Reste der Proteine,
denaturiert diese dadurch und bringt gleichzeitig iiber seine anionischen Kopfgruppen ei-
ne hohe negative Gesamtladung in die entstandenen SDS-Protein-Komplexe ein, so dass
die urspriingliche Eigenladung des nativen Proteins vernachldssigbar wird. Da etwa ein
SDS-Anion pro zwei Aminosaurereste gebunden wird, ist die negative Ladung der SDS-
Proteinkomplexe der Masse des Proteins ungefdhr proportional. In Polyacrylamid-Gelen
ist die Beweglichkeit der SDS-Proteinkomplexe umgekehrt proportional zum Logarithmus
ihres Molekulargewichts und kann iiber den Vernetzungsgrad des Gels kontrolliert werden.
Daher wird abhéngig vom erwarteten Molekulargewicht der Proteine beim Trenngel un-
terschiedliche Acrylamid/Bisacrylamid- Verhéltnisse gewihlt. Um die Proteine in scharfe
Banden aufzutrennen, fiihrte Laemmli 1970 die diskontinuierliche SDS-Gelelektrophorese
ein. Hierbei wird eine Bandenschérfung durch Einsatz eines Sammelgels erreicht, das ei-
ne niedrigere Polyacrylamidkonzentration als das Trenngel und einen leicht sauren pH
besitzt. In diesem Sammelgel werden die negativ geladenen Protein-SDS-Komplexe im
Bereich hoher elektrischer Feldstédrke zwischen Glycin-Folgeionen und der Chloridionen-
Lauffront fokussiert. Beim Eintritt in das kleinporige, basische Trenngel erfolgt dann die
Auftrennung nach der Masse der Proteine. Anhand eines parallel aufgetragenen Prote-
instandards kann das Molekulargewicht eines Proteins spéter abgeschétzt werden. Die

elektrophoretische Auftrennung erfolgt fiir ca. 1,5h bei 110V.

Im Western Blot Verfahren werden die durch die SDS-PAGE aufgetrennten, stark negati-
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ven SDS-Protein Komplexe entlang eines elektrischen Feldes von dem Gel auf eine Nitro-
zellulosemembran {ibertragen. Bei dem verwendeten Nafiblot-Verfahren werden zunéchst
die Membran, das Gel und sechs Filterpapiere sowie zwei porose Schwammchen kurz in
Transferpuffer getréinkt. Dann werden ein Schwammchen, drei der Filterpapiere, das zu
blottende Gel, die Membran, die iibrigen drei Filterpapiere und das zweite Schwamm-
chen in dieser Reihenfolge luftblasenfrei iibereinandergelegt. Diese Anordnung wird in
eine mit Transferpuffer gefiillte Nafiblotkammer eingesetzt, so dafl die Membran auf Seite
der Anode zu liegen kommt. Der Transfer erfolgt nun bei einer konstanten Spannung von
75V iiber 2 Stunden oder bei 12 Volt iiber Nacht, wobei negativ geladene Proteine bzw.

Protein-SDS-Komplexe aus dem Gel in Richtung Anode zur Membran wandern.

2.4.6 Immunmarkierung von Western Blot

Nach dem Transfer auf Nitrozellulosemembran wurden die Protein mit Hilfe spezifischer
Antikérper und dem, auf dem HRP-System basierenden ECL-Verfahren detektiert. Um
noch freie Proteinbindungsstellen auf der Membran abzusattigen, wurde die Nitrozellulose
anschliefend 30 min oder tiber Nacht in TBST /1 %Milchpulver geschwenkt. Nach 3x 5 min
Waschen mit 1x TBST, inkubierte man die Membran mit dem spezifischen Antikorper,
der in geeigneter Weise in 10 ml 1x TBST verdiinnt wurde 1 Stunde oder iiber Nacht unter
leichtem Schwenken auf einer Wippe. Nach der Inkubation wurde die Membran erneut
3 x 5min mit 1x TBST gewaschen und mit einem sekundéren, Peroxidase-gekoppelten
Antikorper (gerichtet gegen den ersten Antikorper) fiir 1 h bei RT auf der Wippe inku-
biert. Zum Abschluss wurde die Membran abermals 3x 5 min mit 1x TBST gewaschen.
Zur Detektion der spezifischen Proteine wurde anschliefend ein ECL-Reagenz verwendet
und nach den Angaben des Herstellers verfahren. Entsprechend der Intensitédt der Che-
milumineszenz wurde ein Rontgenfilm fiir 1sek bis 10 min exponiert und anschlieend

entwickelt.

2.5 Funktionelle Versuchsansatze

2.5.1 T-Zell Aktivierungsstudien

Fiir die T-Zellaktivierung ist die transskriptionelle Aktivitdt des IL-2 Promotors von

zentraler Bedeutung. Die Expression des autokrinen Wachstumsfaktors Interleukin-2 lei-
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tet den Eintritt der Zellen in den Teilungszyklus ein und fithrt zur Entwicklung von
Effektorfunktionen. Daher kann die Aktivitdt des IL-2 Promotors als Mafl fiir die T-
Zellaktivierung herangezogen werden. Die Quantifizierung der Promotoraktivitdt wird
mit Hilfe eines Reporter-Gens, hier Luziferase, ermoglicht. In dieser Arbeit wurden so-
wohl Reporter-Gen Konstrukte mit dem vollstdndigen als auch mit isolierte Kassetten
des IL-2 Promotors verwendet. Dazu wurden Jurkat LT-Zellen mit 15 ug Reporter-Gen,
20 pg Expressionsplasmid und 5 pug Markerplasmid (N1: GFP) transient transfiziert. Etwa
12h nach Elektroporation wurden die Zellen mit verschiedenen Substanzen fiir 6-7h bei

37°C stimuliert und anschlieend geerntet. Folgende Reagenzien wurden zur Stimulation

verwendet:

Reagenz Konzentration
PMA 50 ng/ml
anti-CD3 (Okt3) 3 pg/ml
anti-CD28 10 pg/ml
SecinH3 12,5-25 uM

Die Zelllyse erfolgte durch Zugabe von 200 ul 1x Reporter Lysis Buffer (Promega) und
Lagerung der Proben bei -20°C. Fiir die Bestimmung der Luziferase-Expression wurden
100 pl des Lysates mit 100 ul Luziferase-Reagenz in einem 96-Loch Platten-Luminometer
vermischt und analysiert. Um einen Effekt der Expressionskonstrukte auf die IL-2 Pro-
motoraktivitdt untersuchen zu konnen musste die Transfektionseffizienz ermittelt werden.
Diese wurde im Durchflusszytometer anhand der Expression des Markerplasmids analy-
siert und in die Auswertung der Daten miteinbezogen. Indem zusétzlich die Proteinkon-
zentration der Proben bei der Auswertung mit beriicksichtigt wurde kann Schwankung
der Luziferase-Aktivitat aufgrund von unterschiedlichen Zellzahlen in den Proben ausge-

schlossen werden.

2.5.2 Immunfluoreszenzuntersuchungen

Die mikroskopische Analyse der subzellularen Lokalisation von Proteinen wird mittels
Immunfluoreszenz-Markierungen fixierter Zellen durchgefiihrt. Sowohl die Absorption als
auch die Emission der verschiedenen Fluorochromome ist Farbstoffabhéingig und wird je

nach Fragestellung ausgewéhlt. HeLa Zellen werden am Vortag auf Deckglidschen ausgesit
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und am folgenden Tag bei einer optischen Konfluenz von ca. 50-80 % weiterverwendet. Die
Zellen werden mit eiskaltem Methanol fiir 10 min bei -20°C fixiert und anschliefend mit
PBS bei RT rehydriert. AnschlieBend erfolgte das Abséttigen unspezifischer Bindungs-
stellen durch Inkubation mit 1 %BSA/PBS fir 30 min bei RT. Die Immunfluoreszenz-
Markierung erfolgt durch 1-stiindige Inkubation mit einer geeigneten Verdiinnung eines
priméren Antikorpers in 100l PBS/1% BSA (w/v) bei RT. Nach dreimaligem Waschen
mit PBS werden die Zellen mit einer 1:200 Verdiinnung eines sekundéren, Fluorochrom-
gekoppelten Antikorpers in PBS/1% BSA (w/v) fiir 1 h bei RT im Dunkeln inkubiert.
AnschlieBend 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 Deckgléschen
luftblasenfrei bedeckt. Die Analyse der Priaparate erfolgte am konfokalen Laserscanning-
Mikroskop (FV-1000, Olympus).

2.5.3 Durchflusszytometrie

Die Technik der Durchflusszytometrie erméglicht die Expressionsanalyse von Oberfliachen-
antigenen oder intrazelluldren Proteinen auf Einzelzellebene, wobei gleichzeitig zwischen
verschiedenen Zellpopulationen unterschieden werden kann. Bei diesem Verfahren werden
Zellen einzeln mit einem Laser angeregt und das abgelenkte Licht bzw. die emittier-
te Fluoreszenz verschiedener Wellenldngen analysiert. Die Messungen erlauben dadurch
Aussagen iiber Grofle und Granularitdt der analysierten Zellen, iiber den Anteil fluo-
reszierender Zellen in einer Population und anhand der Fluoreszenz-Intensitat iiber die
Expressionsstéirke 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. Fiir die Markierung eines
Oberflachen-Antigens miissen die Zellen ebenfalls nicht fixiert werden. Um jedoch zu ver-
meiden, dass gebundene Antikérper endozytiert werden, werden alle Schritte auf Eis und
mit eiskalten Losungen durchgefiihrt. Die Zellen werden mit PBS gewaschen, in 100 ul
PBS mit in der Regel 10 ug/ml des primérem Antikorpers resuspendiert und fiir 30 min
inkubiert. Nach zweimaligem Waschen mit PBS werden die Zellen in 100 ul einer geeigne-
ten Verdiinnung des entsprechenden sekundéaren, Fluorochrom-gekoppelten Antikorpers
in PBS resuspendiert und fiir 20 Minuten im Dunkeln inkubiert. Anschlieflend werden die

Zellen zweimal mit PBS gewaschen, in PBS aufgenommen und eingemessen.
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2.5.4 Ca?"-Fluxexperimente

Die Erhohung des intrazelluliren Ca?t Spiegels durch das Offnen von Ca?t-Kanilen in
den zelluldren Speicherkompartimenten und der Plasmamembran kann durch einen Ca?*-
sensitiven Farbstoff Fluo-3 im FACS sichtbar gemacht werden. Dazu werden pro Messung
3*105 Jurkat E6.1-Zellen in 1ml HBSS aufgenommen und mit 1 ul Fluo-3 fiir 30 min bei
RT im Dunkeln inkubiert. Anschlieflend werden die Zellen einmal mit HBSS gewaschen
und in 1ml HBSS aufgenommen. Die Zellen werden in FACS eingemessen und nach ca
10-20 sec wird 3 ug Okt3 hinzupippetiert. Dies 16st das Offnen der Ca?*-Kanile aus und

wir im FACS als ein Anstieg der Fluoreszenz in Kanall sichtbar.

2.5.5 Ex-vivo Toleranz Model

Die Generierung anerger und aktivierter muriner CD8"T-Zellen wurden ausschliefSlich
von der AG Knoll (IMMEI, Universitatsklinik Bonn) durchgefiihrt.

2.5.6 native Mitochondrienisolation

Die native Mitochondrianisolation erfolgte aus HeLa Zellen. Alle Schritte erfolgten bei
4°C. Zellen aus 4-8 75 cm? Zellkulturflaschen werden zunichst mit PBS gewaschen und
durch die Zugabe von 1ml Trypsin/EDTA vom Flaschenboden abgelost. Die trypsini-
sierten Zellen werden in DMEM /10 %FCS aufgenommen und bei 1000 x g fiir 10 min
pelletiert. Nach einem erneuten Waschschritt mit 5ml PBS werden die Zellen wie oben
zentrifugiert und anschliefend in 5 ml Homogenisationspuffer aufgenommen. Die Zellen
werden in einem 10 ml Homogenisator durch 35 Plestierbewegungen homogenisiert. Kerne
und intakte Zellen werden durch eine Zentrifugation bei 4500 x g fiir 10 min sedimentiert.
Vom Uberstand wird ein 40 ul Aliquot zur SDS-PAGE Analyse entnommen. Optional
kann das Pellet erneut in 5ml Homogenisationspuffer mit 35 Plestierbewegungen homo-
genisiert und wie oben zentrifugiert werden. Die Uberstéinde werden gesammelt und in
2ml Reaktionsgefiafle iiberfithrt. Die Mitochondrien werden fiir 20 min bei 16000 x g in
einer gekiihlten Tischzentrifuge pelletiert. Vom Uberstand (zytosolische Fraktion) wird
ein 100 pl Aliquot entnommen. Das mitochondrienreiche Pellet wird mit einer abgeschnit-
tenen gelben Spitze in 200 ul Suspensionspuffer aufgenommen und fiir 20 min bei 16000 x
g gewaschen. Die sedimentierten Mitochondrien werden in 200 ul Suspensionspuffer auf-

genommen und die Proteinkonzentration in einem BCA-Test gemessen. 20 ug des Isolats
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werden mit 20 ug Proteinase K fiir 30 min auf Eis inkubiert. Die Reaktion wir durch Zu-
gabe von 2mM PMSF abgestoppt. Die Proben werden mit 6 ul 5x Probenpuffer versetzt
und gekocht. Es erfolgt eine Analyse auf einem 10% SDS PAGE Gel.

Homogenisationspuffer 250 mM Sucrose
5mM Tris-HCI pH7.5
0,1 mM PMSF

Suspensionspuffer 250 mM Sucrose
5mM Tris-HCI1 pH7.5
1mM EDTA

2.6 Elektronische Datenverarbeitung

Die vorliegende Arbeit unter Verwendung des Textsatzprogramm KTEX 2¢ erstellt. Quel-
lenverweise wurden mit Bibliographixb eingefiigt. Die Bildbearbeitung erfolgte mit Pho-
toshop 7.0 (Adobe). Schemata wurden mit PowerPoint 2003 (Microsoft) oder Adobe Illus-
trator angefertigt. Fiir 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
VektorNTT erstellt. Quantifizierung von Bandenstéirken erfolgte mit Hilfe des Programms

ImagelJ.
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3 Ergebnisse

3.1 Cytohesin-3 ist mit peripherer, T-Zell-vermittelter

Immuntoleranz assoziiert

Die Induktion und der Erhalt peripherer, T-Zell-vermittelter Toleranz ist von zentraler
Bedeutung fiir die Vermeidung von Immunreaktionen gegen korpereigene oder oral auf-
genommene Antigene. Ein Mechanismus der peripheren Toleranz ist die Erzeugung der
T-Zell Anergie. Anerge T-Zellen befinden sich in einem refraktédren Zustand und sind nicht
in der Lage, nach Restimulation durch eine APC den autokrinen Wachstumsfaktor I1L.-2 zu
synthetisieren oder zu proliferieren. CTLA-4 und PD-1 sind negativ-regulatorische Ober-
flichenmolekiile, deren Expression und Stimulation einen anergen Zustand von T-Zellen
induzieren konnen (Phan et al. 2003; Bennett et al. 2003). Parry et al. zeigten, dass
die Stimulation von PD-1 bzw. CTLA-4 eine verminderte IL-2 Expression, sowie einen
eingeschrinkten Glukosemetabolismus der T-Zellen zur Folge hat (Parry et al. 2005). Es
ist jedoch weitgehend unbekannt, welche intrazelluldren Signalvorgéinge der verminder-
ten IL-2 Synthese in anergen Zellen zugrunde liegen. Korthéduer et al. zeigten in einem
“Differential-Display* von aktivierten und anergen T-Zellen eine verstiarkte Expression
des Cytohesin-3 Maus-Homolog GRP1. Hierbei wurde durch die Stimulation des TCR in
Abwesenheit von Kostimulation in-vitro ein anerger Zustand von T-Zellen erzeugt. Aller-
dings konnte die Gruppe keinen Einfluss von GRP1 auf die Synthese von IL-2 nachweisen
(Korthauer et al. 2000).

In der vorliegenden Arbeit wurde die Expression von Cytohesin-3 in toleranten T-Zellen
mit Hilfe eines antigenspezifischen murinen ez-vivo Anergie-Modells in Kollaboration mit
der AG Knolle (IMMEI, Universitatsklinik Bonn) untersucht. In diesem Modell wer-
den leberresidente sinusoidale Endothelzellen (Liver Sinusoidal Endothelial Cells) zur
Toleranzinduktion in T-Zellen verwendet. Diese Endothelzellen sind in der Lage, 16sli-
che Antigene aufzunehmen und sie CD4% oder CD8" T-Zellen zu prisentieren (Knolle et
al. 2003). Die Kreuzprasentation von antigenbeladenen MHCI Molekiilen auf LSECs ge-
geniiber CD81T-Zellen fithrt ex-vivo zu toleranten CD8'T-Zellen, gekennzeichnet durch
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eine signifikant verringerte Produktion der Zytokine IL-2 und IFN-v, sowie durch das
Fehlen zytotoxischer Effektorfunktionen (Limmer et al. 2000).

Zur Generierung der toleranten und aktivierten T-Zellen werden naive CD8'T-Zellen
mit DCs (Dendritic Cells, Dendritische Zellen) oder LSECs in Anwesenheit des Antigens
Ovalbumin kultiviert. Der T-Zellstatus wird anhand der Zytokinkonzentration im Kul-
turiiberstand mit Hilfe einer ELISA-Messung (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)
festgestellt. Das Expressionsmuster der Zytokine IL-2 und IFN-v anerger und aktivierter
T-Zellen ist exemplarisch in Abbildung 3.1 gezeigt. Die durch DCs aktivierten T-Zellen
synthetisieren nach anschlieBender Restimulation mit einem a-CD3 Antikoérper deut-
lich messbare Mengen der Zytokine IL-2 und IFN-v. Dagegen produzieren die anergen,
mit LSECs kultivierten T-Zellen nach Restimulation vergleichsweise geringe Mengen der
gemessenen Zytokine IL-2 und IFN-v. Die Generierung der toleranten und aktivierten
T-Zellen, sowie die ELISA- und Zytotoxizitéits-Versuche zur Uberpriifung des T-Zell Sta-
tus wurden sémtlichst von Linda Diehl, AG Knolle (IMMEI, Universitétsklinik Bonn)
durchgefiihrt.

CD8'T-Zellen + CD8'T-Zellen +
LSEC [— LSEC
DC — DC —
0,0 0,1 0,2 03 0.4 0,5 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
IL-2 (ng/ml) IFNg (ng/ml)

Abbildung 3.1: IL-2 und IFN-v Produktion von toleranten (LSEC) und aktivierten (DC)
CD871T-Zellen. Nach Restimulation mit einem a-CD3 Antikérper wurde die IL-2 und IFN-v Produktion
der toleranten (LSEC) bzw. aktivierten (DC) T-Zellen mit Hilfe eines ELISAs quantifiziert. Verglichen
mit aktivierten T-Zellen wird nach Kokultur der T-Zellen mit LSECs eine deutlich verringerte Produktion
der beiden Zytokine detektiert. Die Daten wurden freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von L. Diehl,
IMMEI, Universitétsklinik Bonn.

Die Cytohesin-1 und -3 Expression in den ex-vivo generierten aktivierten bzw. toleran-
ten T-Zellen wurde mit Hilfe der SDS-PAGE und quantitativer PCR analysiert. Fiir
die Analyse der Proteinexpression wurden die CD8"T-Zellen lysiert, mittels SDS-PAGE

aufgetrennt und die Proteine auf eine Nitrozellulosemembran transferiert. Die Detektion
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erfolgte mit den monoklonalen, Cytohesin-1 spezifischen Antikorper TH2 bzw. Cytohesin-
3 spezifischen Antikorper der Firma Santa Cruz und ist in Abbildung 3.2(a) dargestellt.
Die Antikérpermarkierung zeigt eine differentielle Expression von Cytohesin-1 und -3 in
toleranten und aktivierten T-Zellen. Cytohesin-3 ist in toleranten T-Zellen im Vergleich
zu aktivierten T-Zellen verstarkt exprimiert (oberer Blot, linke Spur). Dagegen unter-
scheidet sich die Expression von Cytohesin-1 in toleranten und aktivierten T-Zellen nicht
voneinander (mittlerer Blot). Eine differentielle Expression von Mitgliedern der Cytohesin
Familie wurde auch in anergen Tpj-Zellen aus einem murinen in-vitro Toleranz-Modell
beschrieben. Hier wurde ebenfalls eine selektiv verstdrkte Expression von Cytohesin-3
in toleranten T-Zellen beobachtet, wiahrend die Proteinmenge der anderen untersuchten

Cytohesine durch die Toleranzinduktion nicht reguliert wurde (Korthduer et al. 2000).

Neben der Proteinmenge wurde auch die mRNA von Cytohesin-1 und Cytohesin-3
in toleranten und aktivierten T-Zellen untersucht. Dazu wurde zunéchst total-RNA
aus CD8TT-Zellen isoliert und die mRNA anschlieflend in einer RT-PCReaktion in
cDNA transformiert. Die Quantifizierung der Cytohesin mRNA erfolgte mittels einer
“quantitativen Real-Time“-PCR. Wie schon fiir die Proteinexpression von Cytohesin-3
gezeigt, ist auch die Cytohesin-3 mRNA Menge in toleranten CD8%T-Zellen im Vergleich
zu der in aktivierten T-Zellen deutlich erhéht. Die Cytohesin-1 mRNA Expression in akti-
vierten und toleranten T-Zellen unterscheidet sich dagegen nicht signifikant voneinander.
Somit ist gezeigt, dass Cytohesin-3 nicht aber Cytohesin-1, in anergen CD8'T-Zellen
aus einem ex-vivo Toleranz Modell signifikant verstdarkt exprimiert wird. Dabei wird
die erhohte Proteinexpression durch eine verstéirkte Transkription und Translation der
Cytohesin-3 mRNA erreicht.

Da die Transkription von GAPDH nicht durch T-Zellstimulation reguliert wird, diente
GAPDH hier als Referenzgen (J. Schultze, unveroffentlichte Daten). Die in Abbildung
3.2(b) dargestellten Werte stellen relative Verdnderungen gegeniiber dem Referenzgen
GAPDH dar.



3. Ergebnisse

58

T-Zell Status:

(a) Proteinexpression

500
450
400 T
350
300
250
200
150
100

50

rel. mRNA Induktion

0 e
CD8+T-Zellen+LSEC

(b) mRNA Expression

<
3% O
g\’% Ky
& >
x«) x«’
o) D
& &
S Cyh3
- Cyh1

——am— A Hin

tolerant aktiviert

OCyh3 mRNA
BCyh1 mRNA

CD8+T-Zellen+DC

Abbildung 3.2: Cytohesin-3 ist in toleranten T-Zellen selektiv erhtht. Die endogene Expression
von Cytohesin-1 bzw. Cytohesin-3 in toleranten und aktivierten T-Zellen wurde mittels SDS-PAGE und

Immunmarkierung der Western-Blots analysiert (a). Mit Hilfe eines a-Cytohesin-3 Antikérpers konnte

gezeigt werden, dass Cytohesin-3 in aktivierten T-Zellen nur schwach exprimiert wird, wéhrend eine deut-

lich stirkere Proteinmenge in toleranten T-Zellen detektiert werden kann (Cyh3, oberer Blot). Dagegen

ist die Expression von Cytohesin-1 in toleranten und aktivierten T-Zellen gleich (Cyhl, mittlerer Blot).
Der Nachweis von Aktin diente als Ladekontrolle (Aktin, unterer Blot). Mittels quantitativer PCR wurde

in toleranten T-Zellen auch eine verstirkte Cytohesin-3 mRNA Transkription festgestellt (b). Die Men-

gen an Cytohesin-1 mRNA in toleranten und aktivierten T-Zellen unterscheiden sich nur unsignifikant

voneinander. Die dargestellten Werte wurden auf die fiir das Referenzgen GAPDH gemessenen Ct-Werte

normiert.
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Die Kinetik der Cytohesin-3 Expression korreliert mit dem Verlust von T-Zell

Aktivierungsmarkern

Die T-Zell Toleranzinduktion in dem hier verwendeten murinen ez-vivo Anergie-Modell
erfolgt wihrend einer fiinftagigen Kokultur der CD8%T-Zellen mit Leberendothelzellen.
Auf den CD8"T-Zellen wird wihrend dieses Zeitraums die Proteinmenge verschiedener
Aktivierungsmarker wie beispielsweise die a-Kette des IL-2 Rezeptor (CD25) deutlich re-
duziert.

Um eine Expressionskinetik von Cytohesin-3 wéhrend der Toleranzinduktion zu untersu-
chen, wurde die Protein- (Abbildung 3.3 a) und die mRNA-Menge (Abbildung 3.3 b) von
Cytohesin-3 in CD8"T-Zellen an Tag 1 bis Tag 5 der Kokultur analysiert. Zur Detektion
der Cytohesin-3 Proteinexpression wurden die Zellysate in der SDS-PAGE aufgetrennt
und auf einer Nitrozellulosemenbran mit dem a-Cytohesin-3 spezifischen Antikorper 8B4
detektiert. Die Cytohesin-3 Proteinmenge in CD8%T-Zellen ist nach 24 und 48 Stunden
Kokultur mit DCs und LSECs zunéchst vergleichbar. Nach 72 Stunden Kokultur ist in
mit DCs kultivierten T-Zellen nur eine sehr schwache Cytohesin-3 Expression detektier-
bar. Zum gleichen Zeitpunkt ist in mit LSECs kultivierten T-Zellen dagegen ein An-
stieg der endogenen Cytohesin-3 Menge nachweisbar. Die Kinetik der Cytohesin-3 mRNA
Transkription wurde, wie oben beschrieben, mittels quantitativer PCR untersucht. Wie
in Abbildung 3.3 b dargestellt, wird an allen untersuchten Zeitpunkten in den mit LSEC
kultivierten T-Zellen vergleichsweise mehr Cytohesin-3 mRNA gebildet als in den mit DCs
kultivierten T-Zellen. Diese ist bereits nach 24 Stunden Kokultur mit LSECs zu beobach-
ten. Allerdings ist die Cytohesin-3 mRNA Menge in mit DC kokultivierten T-Zellen im
Gegensatz zu der untersuchten Proteinexpression nach 72 Stunden nicht minimal, sondern
steigt bis 96 Stunden Kokultur weiter an. In beiden untersuchten CD8*1T-Zellpopulationen
ist eine maximale Cytohesin-3 mRNA Transkription nach 96 Stunden Kokultur erreicht,
die nach 120 Stunden wieder leicht abfallt.

Diese Ergebnisse sind im Einklang mit der von Korthiuer et al. beschriebenen Cytohesin-
3 Expressionskinetik in in-vitro generierten anergen Tpq-Zellen. Hier wurde ebenfalls im
Verlauf der Kultivierung ein Expressionsmaximum der Cytohesin-3 mRNA und Prote-
inmenge detektiert, das im weiteren Verlauf der Kultivierung wieder abfallt. Auch hier
liegt die mRNA-Expression am letzten Messpunkt (200 Stunden) der in-vitro Anergie
Induktion deutlich iber dem der Kontrollzellen (Korthéuer et al. 2000).
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Abbildung 3.3: Kinetiken der Cytohesin-3 Protein- und mRNA-Menge wihrend der Akti-
vierung bzw. Toleranzinduktion in CD8'T-Zellen. Die Kinetik der Cytohesin-3 Expression wurde
wihrend der fiinftigigien Kokultur der CD8VT-Zellen mit DCs oder LSECs untersucht. Die Analyse
der Zellen in der SDS-PAGE zeigt eine verstéirkte Proteinexpression von Cytohesin-3 nach 72 Stunden
Kokultur mit LSECs, wiahrend die Kokultur von T-Zellen mit DCs nach 72 Stunden zu einer deutlichen
Verringerung der Proteinmenge fithrt (a). Die Quantifizierung der mRNA-Menge mittels “Real-Time“-
PCR zeigte, dass die Cytohesin-3 mRNA Transkription nach 72 Stunden und 96 Stunden Kokultur mit
LSECs maximal ist (b). Eine der Proteinexpression entsprechende Reduktion der Cytohesin-3 mRNA
nach 72 Stunden Kokultur mit DCs wurde nicht detektiert. Die dargestellten Werte verstehen sich relativ

zu den fiir das Referenzgen Tbp gemessenen Ct-Werten.
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Die hier beschriebene Expressionskinetik der Cytohesin-3 Proteinmenge in anergen
CD8*T-Zellen korreliert stark mit der Reduktion der Oberflichenexpression des Ak-
tivierungsmarkers CD25. Wie in Abbildung 3.4 dargestellt, kann auf CD8"T-Zellen nach
72 Stunden Kokultur mit LSECs eine signifikant reduzierte Expression der a-Kette des
IL-2 Rezeptors (CD25) auf der Zelloberfliche nachgewiesen werden (L. Diehl, unversffent-
licht). Die Féhigkeit zu zytotoxischen Effektorfunktionen der CD8 T-Zellen ist erstmals
nach 72 Stunden Kokultur mit LSECs reduziert. Somit ist nach 72 Stunden der Kokultur
ein fiir die ex-vivo Toleranzinduktion kritischer Zeitpunkt erreicht, an dem auch erstmals
die Cytohesin-3 Expression in aktivierten und toleranten T-Zellen differentiell reguliert
wird. Die Expression von Cytohesin-3 ist daher nicht nur mit Anergie in CD8%T-Zellen

assoziiert, sondern korreliert auch mit dem Verlust von Effektorfunktionen der anergen

T-Zellen.
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Abbildung 3.4: Kinetik der CD25-Oberflichenexpression wihrend der Toleranzindukti-
on in CD81T-Zellen. FACS-Analyse der CD25-Oberflichenexpression auf CD8TT-Zellen. Die CD25
Expression auf der Zelloberfliiche von CD81T-Zellen ist erstmals nach 72 Stunden Kokultur mit LSEC re-
duziert. Minimale Expression wird nach 120 Stunden Kokultur detektiert. Schwarze Linie: CD8VT-Zellen
+ LSEC, gestrichelte Linie: CD8VT-Zellen + DC, gefiillte Kurve: Isotypkontrolle. Daten zur Verfiigung
gestellt von L. Diehl, IMMEI, Universitétsklinik Bonn.
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3.1.1 Die Stimulation der Oberflichenproteine CD28 und PD-1
reguliert die Aktivierung von T-Zellen und die Cytohesin-

3 Expression

Kostimulation von CD28 fiihrt zu einer Reduktion der Cytohesin-3 Protein-

expression in CD8"T-Zellen

In verschiedenen experimentellen Systemen wurde gezeigt, dass eine TCR-Ligation ohne
positiv-kostimulatorische Signale nicht zur Aktivierung naiver T-Zellen fiihrt, sondern
Zelltod oder Anergie auslost (Schwartz 1996). Der bekannteste Rezeptor fir positiv-
kostimulatorische Interaktionen ist CD28. CD28 ist als Homodimer auf ruhenden T-Zellen
exprimiert und wird durch die Bindung an seine auf APCs exprimierten Liganden B7-1
und B7-2 aktiviert (Aruffo et al. 1987; Lenschow et al. 1996). Zusammen mit den
vom TCR/MHC-Komplex ausgehenden Signalkaskaden fiithrt dies zu einer vollstandigen
T-Zellaktivierung und IL-2 Produktion. Entsprechend unterdriickt in dem hier verwen-
deten ez-vivo Toleranz-Modell die Zugabe eines stimulierenden «-CD28 Antikorpers
in der fiinftigigen Kokultur von CD8TT-Zellen mit LSECs eine Toleranzinduktion in
T-Zellen (L. Diehl, unveroffentlichte Daten). Die mit dem a-CD28 Antikorper inkubierten
T-Zellen aus der LSEC-Kokultur produzieren, im Vergleich zu den mit der Isotypkon-
trolle behandelten T-Zellen, wieder verstirkt IL-2 sowie IFN-v und iiben zytotoxische
Effektorfunktionen aus.

Ob durch die Zugabe eines Kostimulus die verstérkte Cytohesin-3 Expression nach Kokul-
tur von CD8"T-Zellen mit LSECs ebenfalls unterdriickt werden kann, wurde proteinbio-
chemisch untersucht. Zellysate wurden dazu in der SDS-PAGE separiert und im Western
Blot mit dem Cytohesin-3 spezifischen Antikérper 8B4 analysiert. In Abbildung 3.5 ist zu
erkennen, dass die Zugabe des stimulierenden a-CD28 Antikorpers zu der LSEC-Kokultur
(zweite Bande) im Vergleich zu der Inkubation mit einer Isotypkontrolle (erste Bande)
zu einer Reduktion der Cytohesin-3 Expression in CD8*T-Zellen fithrt. Ubertragen auf
eine physiologische Situation verhindert die Stimulation von CD28 durch die Bindung an
einen entsprechenden Liganden auf den APCs somit nicht nur einen anergen Zustand von
T-Zellen, sondern verhindert auch aktiv eine verstiarkte Expression von Cytohesin-3 in

aktivierten T-Zellen.
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Abbildung 3.5: Die Aktivierung von CD28 reprimiert die Cytohesin-3 Expression wihrend
der Toleranzinduktion. SDS-PAGE und Western-Blot Analyse der Cytohesin-3 Proteinexpression
in toleranten und aktivierten CD8VT-Zellen nach CD28 Stimulation. Die Zugabe eines stimulierenden
a-CD28 Antikérpers zu der fiinftéigigen Kokultur von CD8FT-Zellen mit LSECs reduziert die Cytohesin-
3 Proteinexpression und verhindert die Toleranzinduktion. Die Detektion des endogenen Cytohesin-3
erfolgte mit dem monoklonalen a-Cytohesin-3 Antikérpers 8B4. Die Markierung von Aktin diente als
Ladekontrolle.

Die Expression von Cytohesin-3 wird von der Stimulation des Membranrezep-

tors PD-1 durch die Bindung seines Liganden B7-H1 reguliert

Der negativ regulatorische Korezeptor PD-1 gehort zu der Familie der B7/CD28 kosti-
mulatorischen Oberflichenmolekiile und wird in-vivo nach Stimulation von CD3 auf pe-
ripheren T-Zellen exprimiert (Agata et al. 1996). PD-1 wird durch die Bindung an B7-H1
(PD-L1) oder B7-DC (PD-L2) stimuliert. Wahrend B7-H1 sowohl auf Makrophagen und
DCs, als auch auf B- und T-Zellen exprimiert ist, findet sich B7-DC lediglich auf Ma-
krophagen und DCs. Die Bindung von PD-1 an seine Liganden unterbindet die IL-2
Synthese sowie Proliferation von CD41 und CD8"T-Zellen und ruft damit einen anergen
T-Zell Phénotypen hervor (Freeman et al. 2000). Der einzige fiir PD-1 bisher bekannte
molekulare Mechanismus beschreibt eine durch PD-1 Ligation induzierte Inhibition der
PI3-Kinase (Phosphatidylinositol-3-Kinase) und somit eine Blockade der kostimulatori-
schen Signalkaskade (Parry et al. 2005).
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Eine Beteiligung von PD-1 an der differentiellen Cytohesin-3 Expression in anergen
CD8*T-Zellen wird hier durch die Zugabe eines blockierenden o-PD-L1 Antikérpers zu
der fiinftdgigen Kokultur von CD8%T-Zellen und LSECs untersucht. Durch die Bindung
des Antikorpers an den auf LSECs exprimierten PD-L1 wird eine Stimulation von PD-1
durch PD-L1 und die damit induzierte Signalkaskade inhibiert. Die Zugabe des blockie-
renden PD-L1 Antikorpers zu der LSEC/CD8" T-Zell Kokultur verhindert die Induktion
eines anergen T-Zell Phanotypen. Die so generierten T-Zellen synthetisieren mehr IL-2
und IFN~ als die mit wild-typ LSEC kultivierten T-Zellen und weisen auflerdem zyto-
toxische Effektorfunktionen auf (L. Diehl, unversffentlicht). Die Cytohesin-3 Expression
in diesen CD8" T-Zellen wurde mittels SDS-PAGE und Immunmarkierung von Western-
Blots mit dem Cytohesin-3 spezifischen Antikérper 8B4 untersucht. Wie in Abbildung 3.6
dargestellt, fiihrt die Blockade von PD-L1 zu einer verringerten Cytohesin-3 Expression
in CD8"T-Zellen (Bande 2) im Vergleich zu den unbehandelten (Bande 3) oder mit einem
Isotyp-Kontrollantikérper behandelten T-Zellen (Bande 1).

Abbildung 3.6: a-PD-L1 reprimiert die Hochregulation von Cytohesin-3 in anergen T-Zellen.
SDS-PAGE Analyse der Cytohesin-3 Proteinexpression in T-Zellen nach fiinftédgiger Kokultur mit LSECs
bzw. DCs in Anwesenheit eines blockierenden PD-L1 Antikorpers bzw. eines Isotyp Kontroll-Antikorpers.
Die Zugabe des blockierenden PD-L1 Antikorpers zu der Kokultur von T-Zellen und LSECs fiihrt zu einer
geringen Cytohesin-3 Expression (oberer Blot, zweite Spur) verglichen mit der Cytohesin-3 Expression in
der Isotypkontrolle (oberer Blot, dritte Spur). Der Nachweis von Aktin diente als Ladekontrolle (unterer
Blot).
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Um auszuschlieBen, dass in dem oben beschriebenen Versuchsansatz die beobachtete
Reduktion der Cytohesin-3 Expression durch eine unspezifische Bindung des a-PD-L1
(B7-H1) Antikorpers hervorgerufen wird, wurde in weiterfiithrenden Experimenten die
von Dong et al. beschriebene B7-H1 “knock-out“ Maus verwendet (B7-H1~/~) (Dong et
al. 2004). Der Phénotyp dieser Maus ist gekennzeichnet durch eine Akkumulation von
CD8*T-Zellen in der Leber und durch eine erhéhte Anfilligkeit und Letalitéit fiir eine
experimentell-induzierte Autoimmun-Hepatitis.

Aus diesen Miusen wurden LSECs (LSECE™1=/=) isoliert und fiir die folgenden Experi-
mente verwendet. Die Kultivierung von CD8*tT-Zellen mit LSECE™1~/~ resultiert nicht
in der Induktion anerger CD8%T-Zellen. Vielmehr weisen diese CD8*T-Zellen einen ak-
tivierten T-Zellphénotyp auf. Die in Abbildung 3.7 gezeigten ELISA Messungen der 1L-2
und IFN-v Konzentration in den Kulturiiberstinden zeigen, dass die mit LSECB™H1~/~
kultivierten CD8"T-Zellen deutlich mehr IL-2 und IFN-v produzieren, als die mit wild-
typ LSEC kultivierten T-Zellen. Fiir das Zytokin IL.-2 wird sogar eine stiarkere Produktion
von T-Zellen aus LSECP™H1~/= Kokultur beobachtet, als bei aktivierten T-Zellen.

CD8*T-Zellen + CD8*T-Zellen +
LEELBH: = LSECEM14- I
Lsec| T} LSEC
DCETHI-- I‘. DCEB7HI- H
bc El Dc |_.
0 02 04 06 08 1 12 14 16 18 0 20 40 60 80 100 120
IL-2 (ng/ml) IFNg (ng/mi)

Abbildung 3.7: ELISA basierte Konzentrationsbestimmung von IL-2 und IFN-v in Kultur-
medien von CD81T-Zellen nach Kokultur. Im Vergleich zu den mit wild-Typ LSECs kultivier-
ten CD8VT-Zellen sind die Zytokinekonzentrationen von IL-2 und IFN-v in den Kulturiiberstiinden der
LSECB7H1=/= 4 CD8*+T-Zellen Kokulturen deutlich erhéht. Abbildung zur Verfiigung gestellt von L.
Diehl IMMEI, Universitétsklinik Bonn.

Die mit Hilfe des blockierenden PD-L1 Antikorpers gezeigte PD-1 abhéngige Expres-
sion von Cytohesin-3 wurde durch die Verwendung von LSECZ7H!=/~ fiir die Kokul-
tur mit CD8'T-Zellen bestéitigt. Die Analyse der Cytohesin-3 Proteinexpression in mit
LSECB™ 1=/~ kultivierten CD8TT-Zellen zeigt, dass die fehlende PD-1 Stimulation der

T-Zellen durch Verwendung von LSECE7#1~/= zu einer reduzierten Cytohesin-3 Expres-
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sion fithrt (Abb. 3.8). Die Menge an Cytohesin-3 in T-Zellen aus LSECE™71~/~ Kokultur
(Bande 3) ist dabei vergleichbar mit den Mengen in naiven oder aktivierten CD8%T-Zellen
(Bande 1 bzw. Bande 4). Damit ist eine klare Abhéngigkeit der Cytohesin-3 Expression
in anergen T-Zellen von der Aktivierung der T-Zelle durch den PD-1 Liganden B7-H1
gezeigt. In dem hier verwendeten ez-vivo Anergie Modell ist die Stimulation von PD-1
durch seinen Liganden eine essentielle Voraussetzung fiir die LSEC-vermittelte Toleran-
zinduktion in CD8"T-Zellen (L. Diehl, unverdffentlicht). Die verstiarkte, PD-1 abhéngige
Expression von Cytohesin-3 in anergen T-Zellen ist somit eine direkte Konsequenz der

von PD-1 ausgehenden Signalwege und koppelt die Expression von Cytohesin-3 an die
PD-1 abhingige Anergie-Induktion in CD8*T-Zellen.

— Cyh3
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Abbildung 3.8: Die verstirkte Expression von Cytohesin-3 in toleranten T-Zellen ist
abhingig von der PD-1 Stimulation durch B7-H1 (PD-L1). T-Zellen aus Kokultur mit wild-Typ
LSECs, LSECE7H1-/= und DCs wurden nach SDS-PAGE und Western-Blot mit Hilfe des Cytohesin-3
spezifischen Antikorpers 8B4 hinsichtlich der Cytohesin-3 Expression untersucht. Eine hohe Expression
von Cytohesin-3 konnte in den T-Zellen nachgewiesen werden, die mit wild-Typ LSECs kultiviert wurden
(oberer Blot, zweite Spur). In T-Zellen aus LSECP7H 1=/~ Kokultur ist nur eine sehr schwache Expression
von Cytohesin-3 zu detektieren (oberer Blot, dritte Spur), vergleichbar mit der in aktivierten T-Zellen
nachgewiesen Menge (oberer Blot, vierte Spur). Der Nachweis von Aktin diente als Ladekontrolle (untere
Blot).
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3.1.2 Die Expression von Cytohesin-3 in T-Zellen wird von der

PI3-Kinase reguliert

Die genauen Signalwege, die durch negative und positive Kostimulation in T-Zellen aus-
gelost werden, sind nur unvollstdndig verstanden. Als sicher gilt jedoch, dass die Ak-
tivierung der B7-CD28 Familie durch entsprechende Stimulation zu einer differentiellen
Aktivierung der PI3-Kinase fithrt (Appleman et al. 2002). Eine T-Zell Kostimulation
durch Bindung von CD28 an den Liganden CD86 bewirkt beispielsweise eine Aktivierung
der PI3-Kinase und damit verbunden eine verstirkte Synthese von Phosphatidylinosi-
tol(3,4,5)Phosphat (PIP3) (Stokoe et al. 1997). Die vermehrte Synthese dieses Phospho-
lipids hat unter anderem die Aktivierung der Proteinkinase AKT/PKB zur Folge und
ermoglicht schlussendlich den Eintritt in den Zellzyklus (Appleman et al. 2002).

Die Stimulation des negativ-regulatorischen Signalfaktors PD-1 hemmt die
Phosphorylierung von AKT/PKB

Der von Parry et al. vorgeschlagene molekulare Mechanismus zur inhibitorischen Funkti-
onsweise von PD-1 beschreibt eine durch PD-1 Stimulation hervorgerufene Hemmung der
PI3-Kinase Aktivitét (Parry et al. 2005). In dem von dieser Gruppe angewendeten in-vitro
Anergie Modell resultiert die Hemmung der PI3-Kinase in einer reduzierten Phospho-
rylierung von AKT/PKB und entsprechend in einer verringerten I11-2 Produktion sowie
reduziertem Glukosemetabolismus. Dieser Mechanismus wurde mit dem in dieser Arbeit
verwendeten ez-vivo Anergie Modell nachvollzogen.

Dazu wurden SDS-Totallysate toleranter und aktivierter CD8'T-Zellen hinsichtlich
der AKT/PKB Phosphorylierung (p-AKT/PKB) untersucht (Abb. 3.9). In aktivier-
ten CD8TT-Zellen ist eine deutliche AKT/PKB Phosphorylierung an Threonin(308)
detektierbar (linker Blot, erste Spur) In toleranten CD8%T-Zellen kann dagegen keine
Phosphorylierung von AKT/PKB nachgewiesen werden. Der Nachweis von phospho-
AKT/PKB in mit LSECB™1~/~ kultivierten CD8FT-Zellen zeigt, dass AKT/PKB in
diesen Zellen stérker als in toleranten T-Zellen phosphoryliert wird (rechter Blot, zweite
Spur). Damit fiihrt die Stimulation von PD-1 durch B7-H1 auch in-vivo zu einer Hemmung
der PI3-Kinase Aktivitdt, und bestétigt das Ergebnis von Parry et al. Durch welche mo-
lekularen Mechanismen eine PD-1 Stimulation die Hemmung der AKT-Phosphorylierung

induziert und damit eine reduzierte IL-2 Synthese und einem anergen Zustand der
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CD8*T-Zellen bewirkt, ist allerdings unbekannt.
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Abbildung 3.9: PD-1 abhiingige AKT/PKB Phosphorylierung in toleranten und aktivier-
ten CD8'T-Zellen. SDS-Totallysate wurden in der PAGE aufgetrennt und phosphoryliertes AKT mit
einem monoklonalen Phospho-Threonin(308) spezifischen AKT-Antikérper im Western-Blot detektiert.
In aktivierten T-Zellen ist eine starke AKT-Phosphorylierung detektierbar (Blot oben links, linke Spur),
in toleranten T-Zellen dagegen ist kein phosporyliertes AKT nachweisbar (Blot oben links, rechte Spur).
Die Kultivierung von CD8*T-Zellen mit LSECE7H1~/~ zeigt, dass die fehlende Stimulation von PD-1
durch seinen Liganden B7-H1 zu einer reduzierten Threonin-Phosphorylierung von AKT fiihrt, vergleich-
bar mit der in aktivierten Zellen nachgewiesenen Menge. Der Nachweis von Hsc70 bzw. Aktin diente der
Ladekontrolle.

Nachdem ein Zusammenhang von PD-1 Stimulation durch PD-L1 und Cytohesin-3 Ex-
pression sowie AKT/PKB Phosphorylierung gezeigt wurde (vergl. Abb. 3.8 und Abb.
3.9), konnte durch die Verwendung eines PI3-Kinase-Inhibitors eine direkte Abhéngigkeit
der Cytohesin-3 Expression von der Aktivitdt der PI3-Kinase nachgewiesen werden. Als
PI3-Kinase Inhibitor wurde die zellgéingige Substanz LY294002 verwendet, die spezifisch
und reversibel die ATP-Bindung an der katalytischen Untereinheit (p110) der PI3-Kinase
inhibiert. Humane periphere Blutlymphozyten (PBL) wurden fiir 24 bzw. 48 Stunden
mit LY294002 inkubiert und die Cytohesin-3 Expression anschlieBend sowohl auf Protein-
(Abb.3.10 a) als auch auf mRNA-Ebene (Abb.3.10 b) untersucht.

Die Inkubation der PBLs mit LY294002 fiir 48 Stunden (rechter Blot, Bande 2) fiihrte
sowohl im Vergleich mit den unbehandelten Zellen (Bande 3) als auch mit den DMSO-
Kontrollzellen (Bande 1) zu einer deutlich verstérkten Cytohesin-3 Proteinexpression. Die
Aktivierung der PI3-Kinase durch Stimulation der PBLs mit a-CD3/CD28 Antikérpern
bewirkt entsprechend eine Reduktion der Cytohesin-3 Proteinmenge (Bande 5). Anders
als von Korthéuer et al. beschrieben, fithrte die Stimulation der PBLs mit dem a-CD3 An-
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tikorper nach 48 Stunden nicht zu einer verstarkten Cytohesin-3 Expression (Bande 4). Ei-
ne PI3-Kinase abhédngige Expression von Cytohesin-3 wurde ebenfalls nach 24 Stunden In-
kubation mit LY294002 bzw. Wortmannin, einem weiteren verwendeten PI3-Kinase Inhi-
bitor, beobachtet (linker Blot). Bereits nach 24 Stunden hat die Inhibition der PI3-Kinase
eine erhohte Cytohesin-3 Proteinmenge in den Zellen zur Folge. Wie die Markierung mit
dem Cytohesin-1 spezifischen Antikérper 7TH2 zeigt, ist die Expression von Cytohesin-1
durch die Inhibition der PI3-Kinase nicht signifikant beeinflusst, da weder nach 24 noch
nach 48 Stunden Inkubation mit LY294002 eine verdnderte Cytohesin-1 Proteinexpression
detektiert werden konnte.

Durch die Analyse der Cytohesin-3 mRNA Menge nach Inkubation mit LY294002 wur-
de gepriift, ob die PI3-Kinase direkt die Transkription des Cytohesin-3 Gens beeinflusst.
Die Quantifizierung der Cytohesin-3 mRNA wurde mittels “Real-Time*“-PCR, vorgenom-
men und ist in Abbildung 3.10 b dargestellt. Wie bereits proteinbiochemisch beobachtet,
fithrt eine a-CD3/CD28 Stimulation von PBLs zu einer deutlich verringerten Cytohesin-3
mRNA Transkription im Vergleich zu unstimulierten Zellen. Die Inhibition der PI3-Kinase
durch LY294002 fiihrt dagegen zu einer signifikant verstidrkten Cytohesin-3 mRNA Tran-
skription in unstimulierten PBLs und revertiert die durch die a-CD3/CD28 Stimulation
hervorgerufene Reduktion der Cytohesin-3 mRNA Menge vollstéindig (Abb.3.10 b). Da-
her bewirkt die Inhibition der PI3-Kinase durch L.Y294002 nicht eine Stabilisierung von
Cytohesin-3 auf Proteinebene, sondern induziert eine verstdrkte mRNA-Transkription
des Cytohesin-3 Gens. Durch die Verwendung des pan-Cytohesin-spezifischen GEF In-
hibitors SecinH3 konnte kein spezifischer Effekt auf die Cytohesin-3 Gentranskription
festgestellt werden. Damit unterliegt die Cytohesin-3 Expression in T-Zellen nicht dem
fiir das D. melanogaster Cytohesin Homolog steppke beschriebenen negativen Riickkopp-

lungsmechanismus (Fuss et al. 2006).
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Abbildung 3.10: Einfluss der PI3-Kinase-Aktivitit auf die Cytohesin-3 Protein- und mRNA-
Expression. 48 Stunden Inkubation von PBLs mit dem PI3-Kinase Inhibitor LY294002 fiihrt sowohl
auf Proteinebene (a, zweite Bande) als auch auf mRNA Ebene (b) zu einer verstirkten Cytohesin-3
Expression. Der Nachweis von Cytohesin-3 erfolgte durch Immunmarkierung des Western-Blots mit dem
spezifischen Antikérper 8B4. Die Markierung von Aktin diente der Ladekontrolle. Die Quantifizierung
der Cytohesin-3 mRNA erfolgte relativ zu dem Referenzgen beta-2-Mikroglobulin.
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3.1.3 Cytohesin-3 ist ein Zielgen des Forkhead Transkriptions-
faktors FoxO-1

Fiir verschiedene negativ regulatorische Proteine, wie beispielsweise p27 /kip und Rb/p130,
ist eine von der PI3-Kinase regulierte Expression bekannt (Collado et al. 2000). Die Ak-
tivierung der PI3-Kinase durch ein positiv kostimulatorisches Signal fiihrt zu einer Phos-
phorylierung und damit zu einer Aktivierung der Proteinkinase AKT/PKB. Aktivierte
AKT/PKB ist nun ihrerseits in der Lage, den Transkriptionsfaktor FoxO-1 zu phospho-
rylieren und ihn damit aus dem Kern auszuschliefen. Die zytoplasmatische Lokalisation
von FoxO-1 verhindert die weitere Transkription der Zellzyklusinhibitoren p27/kip und
Rb/p130 (Birkenkamp et al. 2003). Neben anderen Faktoren sorgt der Wegfall von
p27/kip und Rb/p130 fiir einen Wiedereintritt in den Zellzyklus. Bleibt eine PI3-Kinase
Aktivierung durch ein kostimulatorisches Signal aus oder wird durch eine PD-1 Sti-
mulation unterdriickt, liegt AKT/PKB weiterhin in der unphosphorylierten Form vor.
Demnach bleibt FoxO-1 kernlokalisiert und erméglicht weiterhin die Transkription von
p27/kip und Rb/p130. Damit ist die Expression dieser Zellzyklus-Inhibitoren direkt an
eine Kostimulation der T-Zelle durch CD28 gekoppelt.

Durch eine Uberexpression von GFP-Fusionsproteinen wurde hier eine durch FoxO-1 re-
gulierte Cytohesin-3 Expression in PBLs untersucht. Abbildung 3.11 zeigt einen Western
Blot auf dem durch Immunmarkierung mit dem monoklonalen Antikérper 8B4 Cytohesin-
3 detektiert wurde. Im Vergleich zu den mit GFP transfizierten Kontrollzellen ist in Spur
3 und 4 des Blots eine durch GFP-FoxO-1 bedingte, verstirkte Cytohesin-3 Expressi-
on zu erkennen. Die Zugabe des PI3-Kinase Inhibitors LY294002 fiithrt nach 24 Stunden
sowohl in den mit GFP transfizierten Kontrollzellen, als auch in den mit GFP-FoxO-1
transfizierten Zellen zu einer Zunahme der Cytohesin-3 Expression (Spur 2 und 4).
Damit ist gezeigt, dass Cytohesin-3, wie andere negativ regulatorische Proteine, ein Ziel-
gen des FoxO-1 Transkriptionsfaktors ist. Zusammenfassend lédsst sich feststellen, dass
die Expression von Cytohesin-3 an die Stimulation der B7-CD28 Familie kostimulatori-
scher Oberflichenproteine gekoppelt ist und direkt von der Aktivierung der PI3-Kinase
abhéngt.
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Abbildung 3.11: Der Transkriptionsfaktor FoxO-1 reguliert die Cytohesin-3 Expression.
Uberxpression von FoxO-1 GFP in PBLs und anschlieBende Analyse der Cytohesin-3 Expression nach
SDS-PAGE und Western Blot zeigt, dass die erhohte Menge an FoxO-1 eine verstérkte Cytohesin-3 Ex-
pression zur Folge hat. Eine Quantifizierung der Signalstérke weist eine bis zu 3-fach verstérkte Cytohesin-
3 Expression in FoxO-1-GFP transfizierten Zellen nach (Histogramm). Diese Expressionsteigerung ent-
spricht der durch den Einsatz des PI3-Kinase Inhibitors LY294002 erreichten Signalsteigerung. Die Si-

gnalquantifizierung wurde mit dem Programm ImageJ vorgenommen.

3.2 Cytohesine sind zentrale Signalkomponenten der

T-Zellaktivierung

Bei der Familie der Cytohesine handelt es sich um zytoplasmatische Proteine, die bisher
hauptséchlich als wichtige Regulatoren der LFA-1 vermittelten Adhésion von Leukozyten
beschrieben wurden (Kolanus et al. 1996; Dierks et al. 2001; Geiger et al. 2000; Weber et
al. 2001). Perez et al. identifizierte Cytohesin-1 erstmals als eine Signalkomponente der
LFA-1 vermittelten Aktivierung von Leukozyten (Perez et al. 2003). Mit Hilfe eines domi-
nant negativen Cytohesin-1 Peptids zeigte die Gruppe, dass Cytohesin-1 die MAP-Kinase
ERK1/2 aktiviert und die IL-2 Synthese von T-Zellen positiv beeinflusst. Eine Beteili-

gung von Cytohesin-1 oder anderen Mitgliedern der Cytohesin-Familie an der klassischen,
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durch Stimulation von TCR und CD28 induzierten T-Zellaktivierung wird erstmals in der
vorliegenden Arbeit beschrieben. Der Einfluss der Cytohesine auf die Aktivierung oder
Attenuation von T-Zellen wurde im Folgenden durch Verwendung humaner T-Zellinien
sowie humaner PBLs charakterisiert und eine Positionierung der Cytohesine in den Si-

gnalkaskaden der T-Zellaktivierung vorgenommen.

3.2.1 Cytohesin-3 ist ein negativer Faktor der T-Zellaktivierung,
wihrend Cytohesin-1 die T-Zellaktivierung positiv regu-

liert

Als klassischer Ansatz zur Untersuchung der T-Zellaktivierung dient die Analyse der trans-
skriptionellen Induktion T-Zellspezifischer Gene, wie beispielsweise 1L-2. Hierfiir wurde
ein Modellsystem etabliert, in dem durch den Einsatz eines IL-2 Luziferase Reporter-Gens
die transkriptionelle Aktivitdt des IL-2 Promotors quantifiziert werden kann. Durch die
transiente Transfektion von Jurkat-L'T Zellen mit verschiedenen Cytohesin Plasmiden und
dem Reporter-Konstrukt konnte der Einfluss der Cytohesine auf die T-Zellsignalkaskade
analysiert werden (siche Kapitel 2.5.1). Eine Induktion des IL-2 Reportergens wurde
durch die Stimulation der transfizierten T-Zellen mit PMA/OKT3 bzw. a-CD28/0KT3
erreicht. Bei dem Phorbolester PMA handelt es sich um ein Diacylglycerol (DAG) Analo-
gon, das zu einer Aktivierung aller Protein Kinase C (PKC) Isoformen fiihrt. Die Zugabe
des monoklonalen Antikérpers OKT3 (im weiteren als a-CD3 Antikoérper bezeichnet)
fithrt durch die Bindung an die e-Kette des CD3 Komplexes zu einer Quervernetzung der
TCRs und damit zu einer Aktivierung der vom TCR ausgehenden Signalkaskaden. Daher
induziert die Stimulation der Jurkat LT-Zellen mit a-CD3/CD28 in-vitro eine vollsténdi-
ge T-Zell Aktivierung. Im Folgenden versteht sich die Darstellung der Luziferaseaktivitit,
und damit der IL-2 Promotoraktivitit als prozentuale Darstellung der gemessenen Licht-
einheiten (Relative Light Units, RLU) relativ zu den gemessenen Werten der stimulierten

Kontrollzellen.

Wie aus Abbildung 3.12 hervorgeht, fithrt die Stimulation der Jurkat LT-Zellen mit
PMA/a-CD3 (Abb.3.12 a) bzw. a-CD3/CD28 (Abb.3.12 b) zu einer ca. 20-30 fach
verstiarkten Aktivierung des IL-2 Promotors im Vergleich zu der basalen IL-2 Promotorak-

tivitét in den unstimulierten Kontrollzellen. Die Uberexpression von Cytohesin-1 hat eine
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weitere Steigerung der Promotoraktivitdt um das 2-3 fache der fiir die Kontrollpopulation
gemessenen Werte zur Folge. Dieser Effekt konnte fiir beide verwendeten Stimulationen
beobachtet werden. Im Gegensatz dazu reduziert die Uberexpression von Cytohesin-3 die
Induktion des IL-2 Promotors auf ca. 25-30% der Kontrollpromoteraktivitit, ebenfalls
unabhéngig von der eingesetzten Stimulation. Die in Abschnitt 3.5 beschriebene Reduk-
tion des endogenen Cytohesin-3 durch die verwendete CD28 Stimulation kann aufgrund
des konstitutiv aktiven Promotors der transfizierten Expressionsplasmide vernachléssigt
werden.

Durch eine Reduktion der endogenen Cytohesin-1 bzw. Cytohesin-3 Proteinexpression
konnte eine Modulation der IL-2 Promotoraktivitdt durch die Cytohesine bestétigt wer-
den. Dazu wurden Jurkat LT-Zellen mit einem Vektorsystem transient transfiziert, das die
Synthese von shRNAs in Séugerzellen erlaubt. Dieser Vektor enthélt einen Polymerase-
IIT H1-RNA Promotor, der die Transkription haarnadelartiger RNA (shRNA) Molekiile
ermoglicht. Nach enzymatischer Spaltung resultiert daraus ein 19-mer siRNA-Duplex
(Brummelkamp et al. 2002), der durch die bekannten Mechanismen zu einer Reduktion
der entsprechenden zelluldren mRNA fiihrt (Elbashir et al. 2001). Abbildung 3.13 zeigt,
dass die Reduktion des endogenen Cytohesin-1 in Jurkat LT-Zellen nach Stimulation zu
einer Reduktion der Promotoraktivitat um iiber 50% fiihrt. Entsprechend den oben dar-
gestellten Ergebnissen hat eine Verringerung der Cytohesin-3 Menge einen Anstieg der

IL-2 Promotorinduktion auf ca. 150% der Kontrollpromoteraktivitiat zur Folge.
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Abbildung 3.12: Cytohesin-1 und Cytohesin-3 modulieren die Aktivitit des IL-2 Promo-
tors im Reportergen-Versuch. Die Uberexpression von Cytohesin-1 in LT-Jurkat Zellen fithrt nach
Stimulation der T-Zellen mit PMA/a-CD3 (a) oder a-CD3/CD28 (b) zu einer Verstiirkung der IL-2
Promotoraktivitit. Dagegen induziert die Uberexpression von Cytohesin-3 eine deutliche Repression der
IL-2 Promotoraktivitéit, unabhéngig von der verwendeten T-Zell Stimulation (a, b). Die Quantifizierung
der Promotoraktivitéit erfolgte durch die Expression des Luziferase-Reportergens. Aufgetragen sind die
Luziferaseaktivitéiten in RLUs relativ zur Kontrolle. Eine Normierung der gemessenen RLUs erfolgte auf
die Transfektionseffizienz und Proteinkonzentration. Die Expression der Flag-Fusionsproteine wurde nach

SDS-PAGE und Western Blot mit einem «-Flag Antikérper nachgewiesen (c).
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Abbildung 3.13: Die endogene Cytohesin-1 und Cytohesin-3 Expression beeinflusst die In-
duktion des IL-2 Promotors nach Stimulation. Die Reduktion der endogenen Cytohesin-1 oder
Cytohesin-3 Menge mittels siRNA Technik moduliert die Aktivitdt des IL-2 Promotors. Die Reduktion
des endogenen Cytohesin-1 resultiert nach Stimulation in einer verringerten Aktivitéit des IL-2 Promotors.
Dagegen bewirkt eine Reduktion des zelluldren Cytohesin-3 eine verstidrkte Induktion des IL-2 Promo-
tor Elementes. Die Quantifizierung der Promotoraktivitit erfolgte auch hier durch die Expression des
Luziferase-Reportergens. Aufgetragen sind die Luziferaseaktivititen in RLU relativ zur Kontrolle. Eine

Normierung der gemessenen RLUs erfolgte auf die Transfektionseffizienz und Proteinkonzentration.
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Die GEF-Funktion von Cytohesin-1, nicht aber von Cytohesin-3 ist ein kriti-

scher Faktor in der Aktivierung von T-Zellen

Knorr et al. zeigten, dass die Aminosédure Glutamin an Position 157 in der Sec-7 Doméne
von Cytohesin-1 essentiell fiir den GDP/GTP Austausch an ARF1 und ARF6 ist (Knorr et
al. 2000). Die Uberexpression einer GEF-defekten Mutante Cytohesin-1 E157K blockiert
nicht nur den GDP-GTP Austausch an ARF1 und ARF6, sondern inhibiert auch die
LFA-1 vermittelte Adhédsion von T-Zellen an ICAM-1 dominant (Geiger et al. 2000).
Nachfolgend wurde der Einfluss der dominant negativen Cytohesin-1 Sec-7 Mutante auf
die T-Zellaktivierung mit Hilfe des IL-2 Luziferase Reportersyszems getestet. Dazu wurden
steigende Mengen eines Ig-Fusionsproteins von Cytohesin-1 E157K in Jurkat LT-Zellen
transient exprimiert und die Zellen wie oben beschrieben mit PMA/a-CD3 stimuliert.
Wie in Abbildung 3.14 dargestellt, fithrt die zunehmende Menge der dominant negativen
Sec-7 Cytohesin-1 Mutante in den T-Zellen zu einer abnehmenden Aktivitdt des IL-2
Promotors. Die Reduktion der Promotoraktivitéit korreliert dabei mit der zunehmenden
Expression von Cytohesin-1 E157K. Dieses Ergebnis deutet darauf hin, dass die GEF
Aktivitdt von Cytohesin-1 eine wichtige Rolle in der Aktivierung von T-Zellen spielt.
Wie Cytohesin-1 katalysiert auch Cytohesin-3 den Guanosin-Nukleotid Austausch an
ARF1 und ARF6 (Klarlund et al. 1998; Langille et al. 1999). Daher wurde fir die-
se Arbeit eine E161K Mutante von Cytohesin-3 generiert und deren Einfluss auf die
T-Zellaktivierung in einem Reporter-Gen Versuch getestet. Da es sich bei der fiir die
GEF Aktivitat kritische Glutaminsdure um eine zwischen den verschiedenen Cytohesi-
nen konservierte Aminosdure handelt, ist davon auszugehen, dass die hier hergestellte
Mutante E161K keine GEF Aktivitit an ARF1 und ARF6 vermittelt. Jurkat LT-Zellen
wurden transient mit steigenden Mengen des Cyh3 E161K Plasmids tranfiziert und die
Induktion des IL-2 Promotors nach PMA /a-CD3 Stimulation gemessen. Die zunehmende
Expression der Sec-7 Mutante von Cytohesin-3 korreliert wie die transiente Expression
des wild-Typ Proteins mit einem Riickgang der I1.-2 Promotoraktivitit (Abbildung 3.15).
Der Verlust der GEF-Aktivitit ist somit, anders als bei Cytohesin-1, nicht verantwortlich
fiir den Effekt auf die Initiation des 1L-2 Promotors.
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Abbildung 3.14: Der Verlust der Guaninnukleotid Austauschfunktion von Cytohesin-1 inhi-
biert die Induktion des IL-2 Promotors. IL-2 Reporter Gen Versuch mit LT-Jurkat Zellen (a). Die
zunehmende Expression der dominant negativen Sec-7 Cytohesin-1 Mutante E157K korreliert mit einer
dosisabhéngigen Verringerung der IL-2 Promotoraktivitéit. Die Quantifizierung der Promotoraktivitéit er-
folgte hier durch die Expression des Luziferase-Reportergens. Aufgetragen sind die Luziferaseaktivitéiten
in RLU relativ zur Kontrolle. Fine Normierung der gemessenen RLUs erfolgte auf die Transfektions-
effizienz und Proteinkonzentration. (b) Western Blot zur Expressionskontrolle der steigenden Protein-
mengen von Cytohesin-1 E157K. Der Nachweis des Proteins erfolgte durch die Immunmarkierung der
an Cytohesin-1 fusionierten Immunglobulin Doméne mittels eines a- Ig-Antikorpers. Das abgebildete

Experiment wurde durchgefiithrt von A. Knorre und B. Kellersch.
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Abbildung 3.15: Die Guaninnukleotid Austauschfunktion von Cytohesin-3 ist nicht verant-
wortlich fiir die Repression der IL-2 Promotoraktivitéit. IL-2 Reporter Gen Versuch mit LT-Jurkat
Zellen (a). Die zunehmende Expression der dominant negativen Sec-7 Cytohesin-3 Mutante E161K indu-
ziert, wie der wild-Typ von Cytohesin-3, eine Repression der IL-2 Promotoraktivitdt. Die Quantifizierung
der Promotoraktivitit erfolgte ebenfalls durch die Expression des Luziferase-Reportergens. Aufgetragen
ist die Luziferaseaktivitédten in RLU relativ zur Kontrolle. Eine Normierung der gemessenen RLUs erfolg-
te auf die Transfektionseffizienz und Proteinkonzentration. (b)Western Blot zur Expressionskontrolle der
steigenden Proteinmengen von Cytohesin-3 E161K. Der Nachweis des chiméren Proteins erfolgte durch

die Immunmarkierung der an Cytohesin-3 fusionierten Flag-Doméne mittels eines a-Flag Antikorpers.
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Der Phosphorylierungsstatus von Cytohesin-1 ist essentiell fiir die Aktivierung

von T-Zellen

Ein wichtiger struktureller Unterschied zwischen Cytohesin-1 und Cytohesin-3 besteht
in der Anzahl der phosphorylierbaren Aminoséuren in der carboxyterminalen, polybasi-
schen Doméne der Proteine. Wahrend Cytohesin-3 keine phosphorylierbaren Seitenketten
innerhalb des C-terminus aufweist, kann Cytohesin-1 nach PMA-Stimulation durch ver-
schiedene PKC Isoformen an mehreren Seitenketten phosphoryliert werden. Dierks et al.
identifizierte zundchst die Aminosauren Serin(394) und Threonin(395), welche nach PMA-
Stimulation phosphoryliert werden, spéter erfolgte eine weitere Eingrenzung auf die Seri-
nen 393 und 394 innerhalb der polybasischen Region. (siche Abbildung 1.5) (Obrusnik, un-
veroffentlicht). Die Phosphorylierung von Cytohesin-1 kann mittels nicht-denaturierender
PAGE nachgewiesen werden, in der die phosphorylierte Form als schneller migrierende
Bande detektiert werden kann (siehe Abbildung 3.16, linker Blot) (Dierks et al., 2001).
Durch die Substitution der Aminosduren SST(393/394/395) gegen Alanine und Glycin
wurde eine Phosphomutante von Cytohesin-1 generiert (Cytohesin-1 SST/AAG), die nach
PMA Stimulation nicht phosphoryliert werden kann. Wird diese Mutante in T-Zellen ex-
primiert, verdrangt sie das endogene Cytohesin-1 von seinen Bindungspartnern. Dement-
sprechend kann in der nicht-denaturierenden PAGE nur eine unphosphorylierte Form
von Cytohesin-1 detektiert werden (siehe Abbildung 3.16, rechter Blot). Der Einfluss des
Phosphorylierungs-Status von Cytohesin-1 auf die Aktivitéit des IL-2 Promotors wurde
durch die transiente Expression von Cytohesin-1 SST/AAG zusammen mit dem oben
beschriebenen IL-2 Reportergen in Jurkat LT-Zellen getestet. In Abbildung 3.16 ist er-
kennbar, dass der Verlust der Phosphorylierungstellen zu einer Reprimierung der IL-2
Promotor Aktivitdt um ca. 60 % fiithrt. Dieser Effekt kann sowohl nach PMA /a-CD3 als
auch nach a-CD3/CD28 Stimulation beobachtet werden. Dabei entspricht die Stérke der

Repression der, die auch durch eine Uberexpression von Cytohesin-3 erzeugt werden kann.
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Abbildung 3.16: Phosphorylierungsstatus von Cytohesin-1 ist kritisch fiir die T-Zell Aktivie-
rung. Reporter-Gen Versuch in LT-Jurkat Zellen (a, Histogramm). Die Uberexpression der Cytohesin-1
Phosphomutante Cyhl SST/AAG reprimiert die Induktion des IL-2 Promotors nach Stimulation mit
PMA/a-CD3 oder a-CD3/CD28 . Mittels einer nativen PAGE und Western Blot (b) konnte durch die
Immunmarkierung von Cytohesin-1 mit dem monoklonalen Antikérper 7TH2 gezeigt werden, dass wild-
typ Cytohesin-1 durch PMA Stimulation phosphoryliert wird (p-Cytohesin-1 untere Bande). Von der
Cytohesin-1 Punktmutante SST/AAG kann jedoch keine phosphorylierte Form nachgewiesen werden
(obere Bande).
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Cytohesin-1 und -3 regulieren antagonistisch die Aktivierung der IL-2 Tran-
skriptionsfaktoren NFxB und AP-1

Der IL-2 Promotor enthélt viele hochkonservierte Bindungsstellen fiir verschiedene Tran-
skriptionsfaktoren, sogenannte responsive Elemente. Zu den wichtigsten zéhlen die Tran-
skriptionsfaktoren AP-1, NFxB, NFAT, CD28RE und Oct (Serfling et al. 1995). In Ab-
bildung 3.17 ist die Architektur des IL-2 Promotors mit den Bindungstellen der oben

genannten Transkriptionsfaktoren schematisch dargestellt.

AP-1 NF«B AP-1 AP-1 AP-1
NFAT Oct CD28RE NFAT NFAT Oct NFAT | > IL2

=1k HONOH -0—

-280 +1

Abbildung 3.17: Schematische Darstellung des IL-2 Promotors. Dargestellt ist die Anordnung
der Transkriptionsfaktoren, die an den IL-2 Promotor binden. Abbildung verdndert nach Serfling et al.
1995.

Um zu untersuchen, welche dieser Elemente bei der IL-2 Induktion durch Cytohesine
beeinflusst werden, wurden Reporterplasmide verwendet, bei denen mehrere Kopien des
NFAT, AP-1 und NF&B -responsiven Elements vor ein Luziferase Reporter-Gen geschaltet
sind. Diese sind schematisch in Abbildung 3.18 dargestellt.

AP-1 Kassetten
—IIIII-I-IMEI_-

NFxB Kassetten
T T T T T MPET — Luziferase [

NFAT Kassetten
—IIIIIII-IM]EI——

Abbildung 3.18: Aufbau der verwendeten Reporterplasmide AP-1-Luc, NFxB-Luc und
NFAT-Luc. Mehrere hintereinander geschaltete Kassetten des jeweiligen responsiven Elements kon-

trollieren zusammen mit einem Minimalpromoter (MP) die Expression des Luziferase-Gens.
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In Abbildung 3.19 ist der Einfluss von Cytohesin-1 und -3 auf die Aktivierung des AP-1
Transkriptionsfaktors gezeigt. Verglichen mit der Promotoraktivitdt der Kontrollzellen
fiihrt die Expression des Cytohesin-1 Fusionsproteins nach Stimulation mit PMA /a-CD3
zu einer ca. 2,5-fach verstarkten Induktion des AP-1 Transkriptionselements. Die transi-
ente Expression von Cytohesin-3 verursacht dagegen eine Repression des AP-1 Elements

auf ca. 50 % des Kontrollzelleniveaus.
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Abbildung 3.19: Cytohesin-1 und Cytohesin-3 sind antagonistische Komponenten des AP-1
Signalweges. Reporter-Gen Versuch in LT-Jurkat Zellen. Die Verwendung von isolierten AP-1 Promo-
tor Kassetten in einem Reporter-Gen Versuch zeigte, dass die Uberexpression von Cytohesin-1 das AP-1
Promotorelement positiv reguliert. Dagegen resultierte die Uberexpression von Cytohesin-3 in einer re-
duzierten Aktivitit der AP-1 Promotor Kassette (a). Aufgetragen ist die Luziferaseaktivitdten in RLU
relativ zur Kontrolle. Eine Normierung der gemessenen RLUs erfolgte auf die Transfektionseflizienz und

Proteinkonzentration.

Der AP-1 Transkriptionsfaktor ist ein Heterodimer, bestehend aus den Signalkompo-
nenten c-Jun und c-fos. Diese Komponenten werden durch die Aktivitat der Mitogen-
aktivierten Proteinkinasen (MAP-Kinasen) kontrolliert. Diese Gruppe der MAP-Kinasen
werden auch als extrazellulédr regulierte Kinasen (ERK) bezeichnet, zu der die p44/p42
MAP-Kinase (ERK-1/2) gehort. Durch Aktivierung von ERK1/2 erfolgt die Translo-
kation der ERK-Proteine in den Zellkern (Lenormand et al. 1993). Dort aktivieren sie
Transkriptionsfaktoren wie c-jun (Pulverer et al. 1991), c-myc, c-fos, Elk-1, SAP-1 und
CREB, die notwendig sind fiir die Induktion des AP-1 Elements (Kovary et al. 1991).
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Durch die Bestimmung der ERK1/2 Aktivitat wurde im Folgenden der Effekt der Cyto-
hesine -1 und -3 auf die MAP-Kaskade untersucht. Dabei korreliert die nach Stimulation
detektierte Phosphorylierung des ERK1/2 Substrates Elk1l mit der Aktivitdt der p44/42
MAP-Kinase. In Abbildung 3.20 ist der ERK1/2 Aktivierungs Versuch dargestellt. Elk1
liegt im unstimulierten Zustand in der nichtphosphorylierten Form vor (Spur 1), erst
die Stimulation der Jurkat E6 Zellen fiihrt zu einer detektierbaren Elk-Phosphorylierung
(Spur 3, Blot a). Die Reduktion der endogenen Cytohesin-1 Proteinmenge, durch stabile
Transfektion mit einem fiir Cytohesin-1 shRNA kodierenden Vektor, hat eine deutliche
Reduktion der Elkl-Phosphorylierung im Vergleich zu den Kontrollzellen zur Folge (ver-
gleiche Spur 5 und 6, Blot a). Die Hemmung der MAP-Kinasen MEK1 und MEK2 durch
den chemischen Inhibitor U0126 verhindert eine Elk1 Phosphorylierung nach Stimulation
der T-Zellen (Spur 4). Ebenso resultiert die Uberexpression eines Cytohesin-3 Fusionspro-
teins, verglichen mit den Kontrollzellen, in einer reduzierten Elk-Phosphorylierung (siehe
Spur 9 und 10, Blot a). Diese Ergebnisse erlauben eine Positionierung von Cytohesin-1
und Cytohesin-3 oberhalb der MAP-Kinase ERK-1/2 in der MAP-Kinase Kaskade.
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Abbildung 3.20: Cytohesin-1 und Cytohesin-3 sind in der M AP-Kinase Kaskade oberhalb
von ERK1/2 positioniert. Durch die Detektion des phosphorylierten ERK1/2 Substrates Elk1 konnte
in einem ERK1/2 Aktivierungsversuch gezeigt werden, dafl sowohl Cytohesin-1 als auch Cytohesin-3 in
der MAP-Kinase Kaskade oberhalb von Erk1/2 positioniert werden konnen (a). positiv Kontrolle: Zusatz
von aktiven, bakteriell exprimierten ERK1/2 zum Priziptationsansatz. Die erfolgreiche Reduktion der en-
dogenen Cytohesin-1 Proteinmenge durch shRNA Technologie, bzw. die Expression des Flag-Cytohesin-3
Fusionsproteins wurde durch SDS-PAGE und Western Blotting iiberpriift (b).
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Analog zu dem oben verwendeten AP-1 Luziferase Reporter-Gen, wurde auch die Be-
einflussung des NFxB Promotorelements durch Cytohesin-1 und Cytohesin-3 untersucht.
LT Jurkat T-Zellen wurden dazu mit dem oben beschriebenen NFxB-Luc Reporter Gen
Konstrukt sowie Plasmiden kodierend fiir Cytohesin-1 und -3 Fusionsproteine transfiziert
(siche Abb. 3.21).

Nach Stimulation mit PMA /a-CD3 oder a-CD3/CD28 zeigten die mit Cytohesin-1 trans-
fizierten Zellen eine verstiarkte Expression des Reportergens, und damit NFxB Promoto-
raktivitdt. Die Cytohesin-3 iiberexprimierenden Zellen wiesen dagegen eine verminderte
Aktivitdt des NFrxB-Reportergens auf. Dieser Effekt konnte ebenfalls fiir beide verwen-
deten Stimulationen beobachtet werden. Damit entspricht der Einfluss von Cytohesin-1
und -3 auf die AP-1 und NFxB responsiven Elemente dem, fiir den vollstandigen IL-2
Promotor beschriebenen Effekt. Damit kann die aktivierende Wirkung von Cytohesin-1
auf den IL-2 Promotor durch eine verstiarkte Induktion der Transkriptionsfaktoren AP-1
und NFxB erklirt werden. Entsprechend resultiert die durch Cytohesin-3 Uberexpression
hervorgerufene Repression der IL-2 Promotor Initiation in einer verringerten Aktivitéit
von AP-1 und NFxB.
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Abbildung 3.21: Die Effekte von Cytohesin-1 und Cytohesin-3 Uberexpression auf das
NFxB Promotorelement sind entgegengesetzt. Reporter-Gen Versuch in LT-Jurkat Zellen. Nach
PMA /a-CD3 Stimualtion induziert die Uberexpression von Cytohesin-1 eine deutlich verstirkte Promo-
toraktivierung. Die Uberexpression von Cytohesin-3 wirkt sich dagegen reprimierend auf die Aktivitit
der NFxB Promotorkassette aus (a). Entsprechende Beobachtungen wurden auch nach «-CD3/CD28
Stimulation gemacht (b). Aufgetragen ist die Luziferaseaktivitdten in RLU relativ zur Kontrolle. Eine

Normierung der gemessenen RLUs erfolgte auf die Transfektionseffizienz und Proteinkonzentration.
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Die Ca’?"-Mobilisation nach T-Zellaktivierung wird durch Cytohesin-1 und
Cytohesin-3 nicht beeinflusst

Die Freisetzung von Ca?* aus intrazelluliren Speicherkompartimenten wie dem Endo-
plasmatischen Retikulum oder das Offnen von Ca?t-Kanilen in der Plasmamembran,
sind zentrale Vorgéinge der durch TCR-Stimulation verursachten T-Zellaktivierung. Bei-
de Mechanismen fiihren zu einer kurzzeitigen Anhebung des intrazelluliren Ca?*-Spiegels
und letztendlich zu der Aktivierung des NFAT-Transkriptionselements (Nuclear Factor
for Activated T cells). Ein moglicher Einfluss von Cytohesin-1 und Cytohesin-3 auf den
intrazelluliren Ca?*-Spiegel wurde mittels eines Ca?"-Flux Experiments untersucht. Da-
zu wurden Jurkat E6.1 T-Zellen mit dem kalziumsensitiven Fluoreszenzfarbstoff Fluo-3
markiert. Die durch Zugabe des a-CD3e-quervernetzenden Antikoérpers OKT3 stimulier-
te Erhohung der intrazelluliren Ca?t Konzentration kann durchflusszytometrisch als ein
Anstieg der Fluoreszenzintensitit in Kanal FL1 detektiert werden. Wie in Abbildung 3.22
dargestellt, hat die Reduktion der endogenen Cytohesin-1 oder Cytohesin-3 Menge durch
die Transfektion der Jurkat E6.1 T-Zellen mit Cytohesin-spezifischen siRNAs keinen Ef-
fekt auf die intrazelluldren Kalzium Mobilisation nach Applikation des OKT3 Antikorpers.
Damit bleibt die Ca?*-Mobilisation als ein kritisches Ereignis der T-Zellaktivierung von
der Expressionsmenge der Cytohesine-1 und -3 unbeeinflusst. Ein Einfluss der Cytohesine
auf spitere Ereignisse des Ca?*-abhingigen Signalweges, wie Calcineurin, kann an dieser

Stelle nicht ausgeschlossen werden.
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Abbildung 3.22: Die untersuchten Cytohesine -1 und -3 haben keinen Einfluss auf die Ca?*
Mobilisation in T-Zellen. FACS-Analyse der Ca?t Mobilisation mit Hilfe des Ca?T-sensitiven Farb-
stoffes Fluo-3. Die durch die Zugabe des a-CD3 Zugabe wird die Freisetzung des intrazelluldren Kalziums
aus dem ER und die Offnung der Ca?t-Kanile in der Plasmamembran induziert. Dies fiithrt zu einer An-
regung des Farbstoffes Fluo-3 und somit zu einer Erhohung der Fluoreszenzintensitéit, dargestellt auf
der Y-Achse der Histogramme. Die Erhhung der Fluozeszenzintensitdt nach Antikérperzugabe ist nicht
von der Expression von Cytohesin-1 oder -3 beeinflusst. Gemessene und dargestellte Parameter sind die
Zeit (X-Achse) und die Fluoreszenzintensitét (Y-Achse) (a). Western Blot zur Expressionskontrolle der
endogenen Cytohesin Proteinmengen nach siRNA Transfektion (b).
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Ein dominant negatives Cytohesin-1 Peptid blockt die T-Zellaktivierung

Perez et al. zeigten eine Beteiligung von Cytohesin-1 an der ICAM-2 induzierten
T-Zellaktivierung (Perez et al. 2003). Mit Hilfe eines zellgdngigen, dominant-negativen
Cytohesin-1 Peptids positionierte die Gruppe Cytohesin-1 als Signalmolekiil in der MAP-
Kinase Kaskade. Im Rahmen dieser Arbeit wurde versucht, eine durch ICAM-2 sti-
mulierbare T-Zellaktivierung in dem IL-2 Reporter-Gen Versuch zu reproduzieren. In
Einzelfillen konnte eine ICAM-2 stimulierte Aktivierung des IL-2 Promotors detektiert
werden, eine konsistente Reproduktion des von Perez et al. beschriebenen ICAM-2 Ein-
flusses auf die T-Zellaktivierung konnte jedoch nicht gezeigt werden.

Die Verwendung des in Perez et al. beschriebenen dominant-negativen Cytohesin-1 Pepti-
des in einem Reporter-Gen Versuch bestitigte allerdings den in dieser Arbeit durch Uber-
expressionsexperimente beobachteten Einflusses von Cytohesin-1 auf die Aktivierung des
IL-2 Promotors (siehe Kapitel 3.12). Des Weiteren konnte der in den Abbildungen 3.19,
3.21 und 3.22 gezeigte Einfluss von Cytohesin-1 auf die Transkriptionsfaktoren AP-1 und
NFkB, nicht aber auf die NFAT Transkriptionsfaktoren bestéitigt werden. Bis auf das
NFAT-Reporterkonstrukt konnte fiir alle untersuchten Reporter-Genkonstrukte eine Inhi-
bition der Promotoraktivitat, bedingt durch eine Inkubation mit dem dominant-negativen
Cytohesin-1 Peptid, beobachtet werden (siehe Abbildung 3.23). Somit kann auch eine Be-
teiligung von Cytohesin-1 an spiten Ereignissen der Ca?-abhiingigen Signaltransdukti-

onskaskade die zu einer Aktivierung von NFAT fiihren ausgeschlossen werden.
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Abbildung 3.23: Dominant-negatives Cytohesin-1 Peptid blockt T-Zellaktivierung nach
PMA /a-CD3 Stimualtion. Reporter-Gen Versuch in LT-Jurkat Zellen mit verschiedenen Reporter-
Gen Konstrukten. Die Inkubation der Zellen mit einem dominant-negativen (dn) Cytohesin-1 Peptid
fiihrt zu einer verminderten Promotoraktivitit der verwendeten IL-2, AP-1 und NFxB Reportergene
im Vergleich zu den Kontrollansiitzen (Kontroll-Peptid). Die Aktivitdt des NFAT-Promotors ist jedoch

unbeeinflusst von der Anwesenheit des dominant negativen Cytohesin-1 Peptids.

Der “knock-down“ von Cytohesin-3 fiihrt in primiren, humanen CD4"T-

Zellen nach Stimulation zu einer verstirkten IL-2 Synthese

Die mit Hilfe des Luziferase-Reportersystems gezeigten reprimierenden Effekte von
Cytohesin-3 auf den IL-2 Promotor wurden bisher in der Jurkat-LT Zellinie gezeigt.
Obwohl diese Zellen fiir die Analyse der Signalvorgéinge in T-Zellen vielfach verwen-
det und akzeptiert werden, gelten Versuchsergebnisse aus priméren T-Zellen als noch
verldsslichere Daten. Da bisher keine Cytohesin-3 “knock-out* Maus generiert wurde
und primére T-Zellen murinen Ursprungs schwer transfizierbar sind, wurden primére hu-
mane T-Zellen fiir das folgende Experiment verwendet. Humane PBLs wurden zunéchst
mit Cytohesin-3 spezifischer siRNA bzw. Kontroll-siRNA transfiziert. Bei PBLs handelt
es sich haupséchlich um eine Mischpopulation von naiven T-Zellen, NK-Zellen, Mono-
zyten und wenigen B-Zellen. Um eine unkontrollierte Aktivierung der T-Zellen durch
die spendereigenen APCs zu vermeiden, wurde in Kolaboration mit der AG Schultze
(Universitédtsklinikum Koéln) CD4TT-Zellen isoliert und im Folgenden weiterverwendet.
Die Reinheit dieser CD4" Zellpopulation betrug ca. 95%. Diese Zellen wurden 48 Stunden
nach Transfektion mit artifiziellen APCs (aAPCs) fir weitere 24 Stunden stimuliert.
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Bei diesen aAPC handelt es sich um magnetische “beads® an die a-CD3/CD28 bzw.
a-CD3/CD28/PD-1 Antikérper kovalent gekoppelt sind. Dies ermdglicht eine effiziente
und fokussierte Stimulation der Rezeptoren auf der T-Zelloberflache. Im Anschluss an die
Stimulation erfolgte die mRNA Isolation, cDNA Synthese und eine quantitative Analyse
der IL-2 mRNA Expression. Wie in Abbildung 3.24 dargestellt, fiihrt die Stimulation der
CD4%T-Zellen mit a-CD3/CD28 aAPCs zu einer effizienten T-Zellaktivierung, da eine
deutlich verstarkte IL-2 mRNA Transkription nach Stimulation detektiert werden kann.
Die Stimulation des negativ-kostimulatorischen Oberflicherezeptors PD-1 hat dagegen
eine Reduktion der IL-2 mRNA Transkription zur Folge, verglichen mit den a-CD3/CD28
stimulierten T-Zellen. Die Reduktion der endogenen Cytohesin-3 Menge fiihrt, verglichen
mit der Kontroll-siRNA, bei allen verwendeten Stimulationen zu einer deutlichen Induk-
tion der IL-2 mRNA Menge. Damit ist ein negativ regulatorischer Effekt von Cytohesin-3

auf die Transkription des I1L.-2 Promotors in priméren humanen T-Zellen gezeigt.
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Abbildung 3.24: Cytohesin-3 moduliert die IL-2 mRNA Transkription in primiren CD4"T-
Zellen. Quantitavive PCR Analyse der IL-2 mRNA Menge in priméren, CD4 " T-Zellen nach Cytohesin-
3 “knock-down“. Die Reduktion der Cytohesin-3 mRNA Menge hat einen deutlichen Einfluss auf die
Transkription der 11-2 mRNA Expression. Fiir alle untersuchten Stimulationen hat die Reduktion des
endogenen Cytohesin-3 eine signifikante Induktion der IL-2 mRNA Menge zur Folge. Die Quantifizierung
der mRNA Mengen erfolgte relativ zu den fiir das Referenzgen GAPDH gemessenen Ct-Werten. Der
Nachweis der Cytohesin-3 Proteinreduktion nach siRNA Transfektion erfolgte anhand SDS-PAGE und
Western-Blot Nachweis.
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Die Aktivitiat der PI3-Kinase ist durch Cytohesin-3 nicht beeinflusst

Wie schon in Abschnitt 3.1.1 erwéhnt, ist die Kostimulation von CD28 durch eine APC
essentiell fiir eine vollstdndige T-Zellaktivierung. Die von CD28 ausgehende Signalkas-
kade fithrt unter anderem zu einer Aktivierung der PI3-Kinase, deren Aktivitdt in einer
reduzierten Transkription verschiedener Zellzyklusinhibitoren, wie p27/kip und Rb/p130,
resultiert.

Die Beteiligung von Cytohesin-3 an dem PI3-Kinase-Signalweg soll hier durch Quantifizie-
rung der p27/kip und Rb/p130 mRNA analysiert werden. Die mit Cytohesin-3 spezifischer
siRNA transfizierten PBLs wurden fiir 16 Stunden mit plattengebundenen a-CD3/CD28
Antikorpern stimuliert und die p27/kip und p130/Rb mRNA Menge mittels “Real-Time*-
PCR quantifiziert. Es wurde festgestellt, dass die Reduktion der endogenen Cytohesin-3
Menge keinen Effekt auf die Transkription der PI3-Kinase Zielgene p27/kip und Rb/p130
hat (Abb. 3.25, obere Diagramme). Im Gegensatz dazu kann durch die Inkubation der
PBLs mit einem PI3-Kinase Inhibitor eine deutlich verstarkte mRNA Transkription von
p27/kip detektiert werden (Abb. 3.25, unteres Diagramm). Auch die Verwendung des Mo-
lekiils SecinH3, welches in-vitro die GEF-Aktivitdt von Cytohesin-1, -2 und -3 an ARF1
inhibiert (Hafner et al. 2006), zeigt keinen Effekt auf die Transkription der PI3-Kinase
Zielgene. Somit scheint Cytohesin-3, anders als in Hepatozyten beobachtet, kein essenti-

eller Faktor in der PI3-Kinase Signalkaskade zu sein.
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Abbildung 3.25: Die Transkription von PI3-Kinase Zielgenen p27/kip und Rb/p130 ist
unabhingig von der Cytohesin-3 Expression. Quantitative PCR Analyse der p27/kip und Rb/p130
mRNA Menge in PBL nach Cytohesin-3 “knock-down*. Die Reduktion der Cytohesin-3 mRNA Menge
hat keinen Einfluss auf die Transkription der PI3-Kinase Zielgene (obere Diagramme). Dagegen hat die
Inkubation mit dem PI3-Kinase Inhibitor LY294002 eine Reduktion der p27/kip mRNA Transkription
zur Folge (unteres Diagramm). Die Quantifizierung der mRNA Mengen erfolgte relativ zu den fiir das
Referenzgen GAPDH gemessenen Ct-Werten. Nachweis der Cytohesin-3 Proteinreduktion nach siRNA
Transfektion erfolgte anhand SDS-PAGE und Western-Blot Nachweis.
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3.2.2 Cytohesin-4 reprimiert die T-Zell Aktivierung

Ein weiteres, bisher kaum charakterisiertes Mitglied der Cytohesin Familie ist das von
Ogasawara 2000 identifizierte Cytohesin-4. In-vitro konnte die Gruppe eine GEF Aktivitét
von rekombinantem Cytohesin-4 an ARF-1 und ARF-5, nicht aber an ARF-6 nachweisen
(Ogasawara et al. 2000). Aufgrund der streng himatopoetischen Expression wurde in der
vorliegenden Arbeit die Beteiligung von Cytohesin-4 an der T-Zellaktivierung mit Hilfe
von Reporter-Gen Versuchen untersucht. In Abbildung 3.26 ist deutlich zu erkennen,
dass eine Uberexpression von Cytohesin-4 zu einer starken Repression des IL-2 Reporter-
Gens fithrt. Dabei ist der inhibierende Effekt von Cytohesin-4 deutlich stérker als der
fiir Cytohesin-3 beobachtete und liegt im Versuchsdurchschnitt nur wenig oberhalb der
Grundaktivitét des IL-2 Promotors.
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Abbildung 3.26: Cytohesin-4 blockiert die Aktivierung von T-Zellen. IL-2 Reporter-Gen
Versuch in transient transfizierten Jurkat-LT Zellen. Die Uberexpression von Cytohesin-4 hat nach
PMA/a-CD3 Stimulation eine starke Repression der Aktivitidt des IL-2 Reporter Gens zu Folge. Die
Reduktion der endogenen Cytohesin-4 Proteinmengen resultiert dagegen nach Stimulation in einer In-
duktion des IL-2 Luziferase Reporters. Aufgetragen sind die Luziferaseaktivititen in RLU relativ zur
stimulierten Kontrolle. Eine Normierung der gemessenen RLUs erfolgte auf die Transfektionseffizienz

und Proteinkonzentration.
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Wie fiir Cytohesin-1 und Cytohesin-3 wurde auch der Effekt von Cytohesin-4 auf die ein-
zelnen Elemente des IL-2 Promotors getestet. Die in Abschnitt 3.2.1 verwendeten AP-1
und NFxB-Luziferase Reporterkonstrukte wurden zusammen mit einem Cytohesin-4 Fu-
sionsprotein transient in Jurkat LT-Zellen exprimiert und die Aktivitidt der einzelnen
Promotorkassetten nach Stimulation anhand der Luziferase-Aktivitat bestimmt. Aus Ab-
bildung 3.27 ist zu entnehmen, dass die Uberexpression von Cytohesin-4 nach der Sti-
mulation der T-Zellen einen stark reprimierenden Effekt auf die isolierte AP-1 sowie auf
die NFxB Kassette des IL-2 Promotors hat. Damit entspricht der Effekt von Cytohesin-4
auf das AP-1 und NFxB Promotor Element dem fiir den vollstindigen IL-2 Promotor
beobachteten Effekt.
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Abbildung 3.27: Cytohesin-4 blockiert die AP-1 und NFxB Elemente des IL-2 Promotors.
Reporter-Gen Versuch in LT-Jurkat Zellen. Die Verwendung einer isolierten AP-1 und NFxB Promotor
Kassette in einem Reporter-Gen Versuch zeigte, dass die Uberexpression von Cytohesin-4 sowohl den
AP-1 als auch den NFxB Promotor stark reprimiert. Aufgetragen ist die Luziferaseaktivitdten in RLU
relativ zur Kontrolle. Eine Normierung der gemessenen RLUs erfolgte auf die Transfektionseffizienz und

Proteinkonzentration.

Da es sich bei Cytohesin-4 um einen sehr potenten Repressor des IL-2 Promotors handelt,
wurde im Folgenden die Expression von Cytohesin-4 in naiven, toleranten und aktivierten
murinen CD8"T-Zellen analysiert. Da zu diesem Zeitpunkt kein spezifischer Cytohesin-4
Antikorper zur Verfiigung stand, wurde die mRNA Expression von Cytohesin-4 in der
“Real-Time“PCR quantifiziert. Im Vergleich zu der Cytohesin-4 Expression in toleran-
ten und aktivierten CD8'T-Zellen konnte eine ca. 30-fach stirkere Cytohesin-4 mRNA
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Expression in naiven T-Zellen detektiert werden (Abb. 3.28). Dagegen unterscheiden sich
die Mengen an Cytohesin-4 mRNA in aktivierten oder toleranten CD8"T-Zellen nicht
signifikant voneinander. Die gezeigte inhibitorische Wirkung von Cytohesin-4 auf die Ak-
tivierung von T-Zellen zusammen mit der auf ruhende CD8"T-Zellen beschriankte mRNA
Expression, legen die Vermutung nahe, dass es sich bei Cytohesin-4 um ein starken Inhi-
bitor der T-Zellaktivierung handelt, der naive Zellen bis zur vollstdndigen Stimulation in

einem ruhenden Zustand halt.
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Abbildung 3.28: Cytohesin-4 ist ein Markerprotein fiir naive CD8"T-Zellen. Quantitavive PCR
Analyse der Cytohesin-4 mRNA Transkription in ruhenden (naiven), aktivierten und toleranten CD8%T-
Zellen. Die mRNA Transkription in naiven CD8TT-Zellen ist um das 30-fache hoher als in aktivierten oder
toleranten T-Zellen. Die Normierung der gemessenen Werte erfolgte relativ zu den fiir das Referenzgen

beta-2 Mikroglobulin gemessenen Ct-Werten.
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3.3 Mechanismen der Cytohesin-abhingigen
T-Zellaktivierung

Die geringen Sequenzunterschiede zwischen den Cytohesin-1 und Cytohesin-3 lassen
zunéchst eine redundante Funktion dieser Familienmitglieder fiir die Aktivierung von
T-Zellen vermuten. Die in dieser Arbeit nachgewiesenen antagonistischen Effekte von
Cytohesin-1 und Cytohesin-3 auf die T-Zellaktivierung miissen also auf die geringen
strukturellen Unterschiede der beiden homologen Proteine zuriickzufiihren sein. Ausge-
hend von dieser Hypothese wurde im Folgenden eine Kompetition von Cytohesin-1 mit

Cytohesin-3 um eine Interaktion mit PKCs untersucht.

3.3.1 Cytohesin-3 kompetiert mit Cytohesin-1 um eine Interak-
tion mit PCKs

PKCs bilden essentielle Schaltelemete in der T-Zellaktivierung, von denen die verschiede-
nen Aste der T-Zell Signalkaskade aktiviert werden kénnen. K. Obrusnik konnte zeigen,
dass Cytohesin-1 nach PMA-Stimulation an Serin(394/395) phosphoryliert wird. Diese
Phosphorylierung wird von der Klasse der nPKCs katalysiert, zu denen die Isoformen 9,
e, n, 6 und p gehoren (B.Kellersch, unveréffentlicht). Cytohesin-3 weist dagegen keine
phosphorylierbaren Aminoséureseitenketten auf und kann daher durch PKCs nicht phos-
phoryliert werden. Ausgehend von der in dieser Arbeit nachgewiesenen zentralen Rolle der
Cytohesin-1 Phosphorylierung fiir die Induktion des IL-2 Promotors (vergleiche Abbildung
3.16), ist davon auszugehen, dass die Phosphorylierung von Cytohesin-1 zu einer Aktivie-
rung noch unbekannter Signalfaktoren fiihrt. Die verstiarkte Expression von Cytohesin-3
in anergen T-Zellen konnte daher zu einer verringerten Cytohesin-1 Phosphorylierung
fithren und somit eine Aktivierung von folgenden Signalfaktoren verhindern. Dieses Mo-
dell der Cytohesin-3 induzierten T-Zellreprimierung wurde anhand von Jurkat E6.1 Zellen
getestet. Die Zellen wurden entweder mit einem Flag-Kontrollkonstrukt oder einem Flag-
Cytohesin-3 Konstrukt transient transfiziert. Nach einer 30-miniitigen PMA Stimulation
erfolgte eine Prézipitation von Cytohesin-1 mit Hilfe des Ratte-a-Cytohesin-1 Antikorpers
7TH2 an Protein-G Sepharose. Nach SDS-PAGE und Western-Blotting wurde phosphory-
liertes Cytohesin-1 durch den einen phospho-spezifischen Cytohesin-1 Antikérper nach-
gewiesen (Spezifitdt charakterisiert durch K. Obrusnik, unveroffentlicht). Wie aus Abbil-
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dung 3.29 hervorgeht, kann in unstimulierten Zellen keine Cytohesin-1 Phosphorylierung
nachgewiesen werden (Bande 1, oberer Blot). Eine Stimulation der Zellen mit PMA fiihrt
in den Kontroll-Zellen zu einer deutlichen Cytohesin-1 Phosphorylierung (Bande2, oberer
Blot). Dagegen verhindert die Uberexpression von Cytohesin-3 eine Phosphorylierung von
Cytohesin-1 nach PMA-Stimulation (Bande 3, oberer Blot). Eine vergleichbare Prizipita-
tionseffizienz in den verschiedenen Proben wurde durch eine Markierung des préazipitierten
Cytohesin-1 nachgewiesen (mittlerer Blot). Damit kénnte die durch Cytohesin-3 vermit-
telte Repression des IL-2 Promotors durch eine verminderte Cytohesin-1 Phosphorylierung

in anergen T-Zellen begriindet sein.
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Abbildung 3.29: Eine verstirkte Cytohesin-3 Expression reduziert die Cytohesin-1 Phospho-
rylierung. Immunprézipitation von Cytohesin-1 in transient transfizierten Jurkat E6.1 T-Zellen. Nach
PMA- Stimulation und Lyse erfolgte die Prézipitation des endogenen Cytohesin-1 mit Hilfe des mon-
klonalen Cytohesin-1 spezifischen Antikorpers 7TH2. Nach SDS-PAGE und Western Blotting wurde die
Detektion des phosphorylierten Cytohesin-1 mit Hilfe eines phospho-spezifischen Cytohesin-1 Antikorpers
durchgefiihrt. Die Uberexpression von Cytohesin-3 resultiert in einer reduzierten Phosphorylierung von
Cytohesin-1 (oberer Blot). Der Nachweis von unphosphoryliertem Cytohesin mit dem Antikérper 7H2
weist eine einheitliche Effizienz der Immunprézipitation fiir alle Proben nach (mittlerer Blot). Mit Hilfe
eines a-Flag Antikoérpers wurde die Expression des Cytohesin-3 Fusionsproteins nachgewiesen (unterer
Blot).
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3.3.2 Die PIP-Bindungsaffinitéit vermittelt die antagonistischen
Effekte von Cytohesin-1 und Cytohesin-3

Die Membranrekrutierung der Cytohesine wird durch die Bindung der Pleckstrin-
Homologie-Doméne (PH-Doméne) an die Phospholipide PIP2 und PIP3 vermittelt (Nagel
et al. 1998). Klarlund et al. zeigten, dass verschiedene Spleifivarianten innerhalb der PH-
Domaéne von Cytohesin-1 und Cytohesin-3 existieren, die sich lediglich in der Expression
eines zusétzlichen Glyzins unterscheiden (Klarlund et al. 2000). Wéhrend Cytohesin-1
hauptséchlich in der Tri-Glyzin Variante exprimiert wird, konnte von Cytohesin-3 bisher
nur eine Di-Glyzin Form identifiziert werden. Die daraus resultierenden Di- bzw. Tri-
glyzinmotive weisen eine deutlich unterschiedliche Affinitdt zu PIP2 oder PIP3 auf. Die
Gruppe zeigte, dass das Di-Glyzinmotiv innerhalb der PH-Doméne von Cytohesin-3 fiir
dessen besonders hohe Bindungsaffinitdten zu PIP3 verantwortlich ist. Da das Phospho-
lipid PIP3 in vielen zelluldren Signalprozessen als “second-messenger® dient und erst
durch Stimulation der PI3-Kinase aus PIP2 gebildet wird kénnten die unterschiedlichen
Bindungsaffinititen von Cytohesin-3 und Cytohesin-1 zu PIP3 von zentraler Bedeutung
fiir ihre antagonistischen Effekte fiir die T-Zellaktivierung sein. Um diese Theorie zu
iiberpriifen, wurde im Rahmen dieser Arbeit zunéchst die Expression der verschiedenen
Cytohesine hinsichtlich ihrer Glyzin-Motive untersucht. Dazu wurde zunéchst total-RNA
aus anergen und aktivierten CD8"T-Zellen isoliert und die mRNA in einer reversen
Transkription in cDNA umgeschrieben. In einer anschliefenden PCReaktion wurden mit
Cytohesin-1 und Cytohesin-3 spezifischen Primern ca. 200 bp Fragmente amplifiziert, die
das beschriebene Di- bzw. Tri-Glyzinmotiv enthalten. Diese Fragmente wurden von der

Firma MWG sequenziert.
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Wie in Abbildung 3.30 und 3.31 dargestellt, wurden in allen Sequenzierungsreaktionen nur
eindeutige Signale detektiert. Daher kann davon ausgegangen werden kann, dass nur eine
Glyzinvariante in den untersuchten Zellpopulationen exprimiert wird. Von dem in toleran-
ten (CD8*T-Zellen + LSEC) und aktivierten (CD8*T-Zellen + DC) CD8*T-Zellen unter-
suchten Cytohesin-1 konnte in beiden Fiéllen die Tri-Glyzinvariante nachgewiesen werden.
Dagegen wurde von Cytohesin-3 in beiden Fillen ausschliellich die Di-Glyzinvariante am-
plifiziert. Es ist denkbar, dass diese differentielle Expression der Glyzinmotive innerhalb
der PH-Doméne eine selektive Rekrutierung von Cytohesin-1 und Cytohesin-3 an die

Plasmamembran ermoglicht.

Cytohesin-1 in CD8*T-Zellen + LSEC
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Abbildung 3.30: Cytohesin-1 wird in toleranten und aktivierten T-Zellen nur in der Tri-
Glyzin Version exprimiert. Sequenzierung Cytohesin-1 spezifischer PCR Produkte aus toleranten
(CD8"T-Zellen + LSEC) und aktivierten (CD8tT-Zellen + DC) T-Zellen. Wie aus der Sequenz zu
entnehmen ist, liegt Cytohesin-1 in beiden untersuchten T-Zellpopulationen in der Tri-Glyzin-Variante

(rot) vor.
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Cytohesin-3 in CD8*T-Zellen + LSEC
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Abbildung 3.31: Cytohesin-3 wird in toleranten und aktivierten T-Zellen nur in der Di-
Glyzin Version exprimiert. Sequenzierung Cytohesin-3 spezifischer PCR Produkte aus toleranten
(CD8*T-Zellen + LSEC) und aktivierten (CD8%T-Zellen + DC) T-Zellen. Die Sequenzierreaktion weist

in beiden analysierten T-Zellpopulatioenen eindeutig eine Di-Glyzinvariante von Cytohesin-3 auf (rot

markiert).
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3.4 Identifikation und Charakterisierung der mit
Cytohesin-1 interagierenden mitochondrialen

ATPase CYMA

Fiir die Suche nach neuen Interaktionspartnern des mit Cytohesin-1 interagierenden Pro-
teins CYTIP wurden “Pull-Down“ Experimente mit einer kovalent an Ni-NTA Agaro-
se gebundenen PDZ Doméne von CYTIP durchgefiihrt. Lysate reifer und unreifer DCs
wurden dazu mit der His-PDZ-CYTIP Agarose inkubiert und mogliche Interaktionspart-
ner auf einem Silbergel visualisiert. Die MALDI-TOF Analyse identifizierte dabei ein ca.
70 kDa schweres Protein (Gene Bank Eintrag FL.J10709), das zu ca. 95% homolog zu dem
als AAA-ATPase beschriebenen TOB3 Protein ist (C.Geiger, unverdffentlicht). Im Fol-
genden wird das hier identifizierte und charakterisierte Protein als CYMA (Cytohesin-1
interacting mitochondrial AAA-ATPase, CYMA) bezeichnet.

Zur weiteren Charakterisierung und Funktionsanalyse wurden im Verlauf dieser Arbeit
verschiedene Fusionsproteine von CYMA hergestellt. Die gezeigte Interaktion von CYMA
mit der PDZ-Doméne von CYTIP wurde mittels des oben beschriebenen “Pull-Down*
Experiments bestétigt. Hierzu wurde die Bindung des in Jurkat Zellen transient expri-
mierten CYMA-Ig mit einer sdulengebundenen CYTIP-PDZ analysiert. Die Bindung von
CYMA-Ig an die His-Fusionsproteine konnte nach SDS-PAGE und anschlieSender Immun-
markierung der Western Blot mit einen a-human Ig Antikorper nachgewiesen werden. Aus
Abbildung 3.32 geht hervor, dass CYMA-Ig spezifisch mit der PDZ Doméne von CYTIP
interagiert. Keine Interaktion mit der CYTIP PDZ-Doméne wurde fiir die verwendeten
Kontrollproteine Cytohesin-1 oder ARF6 beobachtet. Diese Ergebnisse bestétigen die von
C. Geiger gezeigte Interaktion von CYMA mit der PDZ Doméne von CYTIP.
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Abbildung 3.32: Pull-down Experiment von CYMA (FLJ) an der His-PDZ Domiine von
CYTIP. “Pull-Down“ Experiment in Jurkat E6-Zellen mit CYMA und der PDZ-Doméne von CYTIP.
Die Interaktion der Proteine wurde durch SDS-PAGE Analyse der Proteinkomplexe und Immunmarkie-
rung der Western Blots mit einem a-human Ig Antikérper nachgewiesen. Eine spezifische Interaktion
mit der CYTIP PDZ-Doméne kann nur fiir CYMA-Ig detektiert werden (Pfeil, erster Blot). Es konnten
keine spezifischen Interaktionen der exprimierten Fusionsproteine mit dem viralen Kontrollprotein AD5
nachgewiesen werden (mittlerer Blot). Die Expressionskontrolle erfolgte anhand einer Immunmarkierung
der Ig-Fusionsanteile der exprimierten Proteine (rechter Blot). Abgebildetes Experiment durchgefiihrt

von C. Geiger.
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3.4.1 Lokalisierung von CYMA

Zur Charakterisierung von CYMA wurden Lokalisationsstudien mit N- und C-terminalen
GFP-Fusionsproteine von CYMA durchgefiihrt. In Abbildung 3.33 sind die Immunfluo-
reszenzuntersuchung von transient exprimiertem GFP-CYMA und CYMA-GFP in HeLa-
Zellen dargestellt. Zellen, die das CYMA-Fusionsprotein exprimieren weisen zahlreiche,

“vesikelartige®, zytoplasmatische Strukturen von 0,3-1 pm Durchmesser auf.

CYMA-GFP GFP-CYMA

Abbildung 3.33: Expression von GFP-CYMA und CYMA-GFP in HeLa-Zellen. Immunfluo-
reszenzuntersuchungen von CYMA-GFP und GFP-CYMA exprimierenden HeLa -Zellen. Beide Fusions-

proteine sind auf der Oberfliche “vesikelartiger Kompartimente lokalisiert.

Die Identifizierung der “vesikelartigen“ Strukturen gelang durch Kolokalisationsstudien
von CYMA-GFP und kompartimetspezifischer Proteine in der Immunfluoreszenz. Auf-
grund der Morphologie der CYMA-positiven Strukturen wurden lysosomale, frithe und
spite endosomale Kompartimente, Golgi und post-Golgi Stukturen sowie mitochondriale
Proteine hinsichtlich einer Kolokalisation mit CYMA untersucht. Es konnte eine Kolokali-
sation von CYMA-GFP mit dem mitochondrialen Protein Prohibitin (Phb) nachgewiesen
werden (Abb. 3.34). Bei Prohibitin handelt es sich um ein integrales Membranprotein der
inneren mitochondrialen Membran und wurde mit einem monoklonalen Maus-Antikorper
nachgewiesen. Die Uberlagerung von Prohibitin (roter Kanal, A) mit CYMA-GFP (griiner
Kanal, B) fiihrt bei gleicher Lokalisation der Fluoreszenzen zu einem gelben Signal (Uber-
lagerung, C). Auch die graphische Darstellung der Fluoreszenzprofile von CYMA-GFP
und Prohibitin weist eine Kolokalisation der beiden Proteine nach (D). Eine Mislokalisa-

tion des GFP-Fusionsproteins von CYMA konnte durch die Generierung und Charakteri-
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sierung eines CYMA-spezifischen Antikorpers ausgeschlossen werden. Die Untersuchung
verschiedener Zellinien zeigte immer eine mitochondriale Lokalisation von CYMA. Somit
handelt es sich bei der AAA-ATPase CYMA um ein ubiquitédr exprimiertes, mitochon-

driales Protein.

Uberlagerung

Abbildung 3.34: CYMA kolokalisiert mit dem mitochondrialen Protein Prohibitin. Immun-
markierung von HeLa Zellen. HeLa Zellen, transient transfiziert mit einem fiir CYMA-GFP kodierenden
Plasmid wurden fixiert und mit einem a-Prohibitin (Phb) Antikérper immunmarkiert (rot). Die Uber-
lagerung des roten und griinen Kanals zeigt durch Bildung eines gelben Signals eine Kolokalisation von
Phb und CYMA an (C). Auch die Darstellung der Fluoreszenzprofile der beiden Kanéle weiit eine mit-
ochondriale Lokalisation von CYMA nach (D).

Mitochondrien sind dynamische Zellorganellen, deren Bewegungen sich innerhalb der Zel-
le entlang des zelluldren Zytoskeletts richten. In mehreren zelluldren Systemen wurde

eine Bewegung der Mitochondrien entlang von Mikrotubuli beobachtet (Hollenbeck et



3. Ergebnisse 107

al. 2005). Dabei scheint die Regulation und Richtung der Mitochondrienbewegung im
Zusammenhang mit intrazelluldren Kalziumkonzentrationen zu stehen (Yi et al. 2004).
Eine Immunmarkierung von Mikrotubuli in CYMA-GFP transfizierten HeLa-Zellen zeig-
te, dass auf der Oberfliche von Mitochondrien eine Konzentration von CYMA proximal
zu den umliegenden Mikrotubuli detektierbar ist (Abb. 3.35, Pfeil). Ob diese Signalkon-
zentration eine physiologische Bedeutung hat, ist an dieser Stelle unklar. Eine durch die
AAA-ATPase Funktion von CYMA katalysierte Fortbewegung der Mitochondrien entlang
der Mikrotubuli ist denkbar und kénnte durch die Verwendung von WalkerA /B Mutanten
in der lebend-Mikroskopie untersucht werden. Aulerdem konnte so eine durch Fixierung
bedingte Konzentration des CYMA Signals ausgeschlossen werden. Diese Experimente

wurden im Rahmen dieser Arbeit nicht mehr durchgefiihrt.

Abbildung 3.35: CYMA ist auf der Mitochondrienoberfliche in unmittelbarer Nihe zu
Mikrotubuli konzentriert. Konfokale Immunfluoreszenzuntersuchung von Mikrotubuli (B, rot) und
CYMA-GFP (A, griin) in HeLa-Zellen. In unmittelbarer Nihe zu den Mikrotubuli kann eine Konzentra-
tion von CYMA-GFP auf der Oberfliche von Mitochondrien detektiert werden (C, Pfeil).
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3.4.2 CYMA interagiert mit der Sec-7 Doménen von Cytohesin-
1 und ARNO

Der Nachweis einer Interaktion von CYMA mit CYTIP beschrénkt sich auf die Verwen-
dung des rekombinanten His-PDZ-CYTIP Proteins. Dabei handelt es sich um ein Teilfrag-
ment von CYTIP, das neben der PDZ-Doméne auch Teile der angrenzenden Coiled-coil
Doméne umfasst. Eine direkte Interaktion von CYMA und dem vollstdndigen CYTIP
konnte bisher nicht nachgewiesen werden. Mit Hilfe eines Hefe-2-Hybrid Versuchs soll-
ten weitere Interaktionspartner von CYMA identifiziert werden. Diese Untersuchungen
wurden von C. Krings-Rocha durchgefiihrt. Hefe-2-Hybrid Koder-Konstrukte fiir den
N-terminalen Bereich und den C-terminalen Abschnitt wurden erstellt und mogliche In-
teraktionspartner aus einer DC ¢cDNA Bank isoliert. Als Interaktionspartner wurde unter
anderem die Sec-7 Doméne von Cytohesin-1 identifiziert und die Interaktion mit verschie-
denen experimentellen Ansdtzen bestétigt.

Ob es sich bei der Interaktion von CYMA und der Sec-7 Doméne um eine fiir Cytohesin-
1 spezifische Interaktion handelt oder ob es sich um eine fiir die Sec-7 Doménen ver-
schiedener GEF Proteine konservierte Interaktion handelt konnte ebenfalls mit Hilfe des
Hefe-2-Hybrid Systems geklart werden. Dazu wurden folgende Sec-7 Doménen in die Hefe-
2-Hybridvektoren kloniert und getestet:

GEF-Protein Spezies
Cytohesin-1 H. sapiens
Cytohesin-1 D. melanogaster
Cytohesin-2 H. sapiens
Cytohesin-3 M. musculus
Gea-2 S. cerevisiae

Die Sec-7 Doménen der oben aufgefiihrten Proteine wurden sowohl in den Beute-Vektor,
als auch in den Koéder-Vektor kloniert und in der Hefe zusammen mit dem N-terminalen
CYMA-Konstrukt exprimiert. Eine Interaktion konnte durch die Blaufarbung der He-
fekolonien, bedingt durch die Expression des Reportergens X-Gal, identifiziert werden.
Die Ergebnisse sind in Tabelle 3.36 zusammengefasst. Die Interaktion von CYMA und
der Sec-7 Doméne konnte nur fiir humanes Cytohesin-1 und Cytohesin-2 nachgewiesen

werden. Keine Interaktion konnte mit der Sec-7 Doméne von Cytohesin-3 oder scGea?2
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detektiert werden. Die humane und murine Sec-7 Doméne von Cytohesin-3 unterschei-
det sich durch eine Aminosédure an Position 125. In der humanen Sequenz wird dort
Glutaminséure, in der murinen Sequenz Asparaginsiure exprimiert. Da es sich hierbei um
eine konservative Substitition handelt scheint eine Interaktion von CYMA mit der hu-
manen Sec-7 Doméne von Cytohesin-3 ebenfalls unwahrscheinlich. Auch die Cytohesin-1
Sec-7 Doméne aus D. melanogaster interagierte nicht mit CYMA, so dass hier von einer

spezies-spezifischen Interaktion gesprochen werden kann.

Sec7 Sec7 Sec7 Sec7 Sec7 CYTIP
h-Cyh1 d-Cyht h-Arno m-Cyh3 | S.c.Gea2
CYMA 1-273 + _ £ _ _ _
Cytohesin-1 +++

Abbildung 3.36: Tabellarische Darstellung des Interaktionstest von CYMA mit verschiede-
nen Sec7 Dominen in der Hefe. CYMA interagiert selektiv mit den humanen Sec-7 Doménen von
Cytohesin-1 und -2. Eine Interaktion von CYMA mit der PDZ-Doméne von CYTIP konnte im Hefe-2-

Hybridversuch nicht nachgewiesen werden.

3.4.3 Topologie und Doménenstruktur von CYMA

CYMA besteht aus 586 Aminosduren und besitzt vier putative Doménen (Abb. 3.37).
An dem aminoterminalen Ende von CYMA liegen zwei coiled-coil-Doménen (ermittelt
mit dem Programm Paircoil, paircoil.lcs.mit.edu/cgi-bin/paircoil), etwa in der Mitte
des Proteins wird eine 16 Aminosduren lange Transmembran-Doméne vermutet (DAS-
Transmembrane Prediction Server, www.sbc.su.se/~ miklos/DAS) und im C-terminalen
Bereich ist das fiir die ATP-Hydrolyse verantwortliche Walker A /B-Motiv und die Antigen
Bindungstelle des CYMA-spezifischen monoklonalen Ratten Antikérpers 4D5 lokalisiert.
Die zytoplasmatische Orientierung des N-Terminus von CYMA ist eine Voraussetzung fiir
die oben beschriebene Interaktion von CYMA mit der Sec-7 Doméne von Cytohesin-1.
Daher wurde die mitochondriale Topologie von CYMA anhand eines analytischen Verd-
aus einer intakten Mitochondrien-Fraktion mit Proteinase K untersucht. Mitochondrien
wurden dazu in einem nativen und intakten Zustand aus HeLa Zellen isoliert (siehe Ab-
schnitt 2.5.6) und die aus der &uBeren mitochondrialen Membran herausragenden Proteine

wurden durch Inkubation mit Proteinase K abgedaut. Die so behandelten Mitochondrien
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Abbildung 3.37: Schematische Darstellung der CYMA Doménenstruktur Dargestellt sind die
N-terminalen Coiled-coil Doméne (cc), die zentralen Transmembrandoméne (TM) und die C-terminalen
Walker A/B Motive (Wa A/B). Ebenfalls C-terminal befindet sich die Bindungsstelle des CYMA-

spezifischen monoklonalen Antikérpers 4D5.

wurden anschlieend auf ein SDS-PAGE Gel aufgetragen und die Proteine auf Nitrozel-
lulosemembran transferiert. Durch Detektion des endogenen CYMAs mit Hilfe des mo-
noklonalen Antikorpers kénnen so Riickschliisse auf die Topologie von CYMA gezogen
werden. Wie in Abbildung 3.38 dargestellt, ist CYMA sowohl in dem verwendeten To-
tallysat und der mitochondrialen Fraktion, nicht aber in der zytoplasmatischen Fraktion
nachweisbar (Spuren 1-3, oberer Blot). Dies spricht fiir eine streng mitochondriale Lokali-
sation von CYMA. Wird die mitochondriale Fraktion mit Proteinase K (PK) behandelt, so
detektiert der CYMA-spezifische Antikorper ein kleineres, ca. 35 kDa schweres Fragment
(Spur 4, oberer Blot). Die Grofle des Fragmentes entspricht den Aminoséuren 265-586 des
vollsténdigen C-terminalen Bereichs von CYMA bis zur Transmembrandoméne. Dieses
Fragment ist nicht mehr nachweisbar in mit TritonX-100 und Proteinase K behandel-
ten Zellen, da durch die Permeabilisierung auch der zum Intermembranraum orientierte
C-Terminus des Proteins fiir den Proteinase K Verdau zugénglich wird (Spur 5 oberer
Blot). Die Integritdt der mitochondrialen Membran wurde ebenfalls durch den Nachweis
von Prohibitin, einem Protein der inneren mitochondrialen Membran, bestétigt (unterer
Blot).

Damit ist gezeigt, dass CYMA ein Transmembranprotein der &ufleren mitochondrialen
Membran ist und dass der N-Terminus von CYMA eine zytosolische Orientierung aufweist.
Daher ist eine direkte Interaktion von CYMA mit der Sec-7 Doméne von Cytohesin-1 und

-2 moglich. Diese Ergebnisse sind schematisch in Abbildung 3.39 zusammengefasst.
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Abbildung 3.38: Untersuchung zur Topologie von CYMA in Mitochondrien. Native Mitochon-
drienaufreinigung und analytischer Verdau mit Proteinase K zeigen, dass CYMA ein Transmembranpro-
tein der dufleren mitochondrialen Membran ist und dass der N-terminus von CYMA eine zytoplasmatische
Orientierung aufweist (oberer Blot). Die Integritét der mitochondrialen Membranen wurde durch die Im-
munmarkierung von Prohibitin nachgewiesen (unterer Blot). TL: Total Lysat, ZF: zytosolische Fraktion,

MF: mitochondriale Fraktion.
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Abbildung 3.39: Schematische Darstellung der Topologie von CYMA in Mitochondrien.
Wiihrend Prohibitin ein integrales Protein der inneren mitochondrialen Membran ist, ist CYMA in der
duBeren Membran des Mitochondriums lokalisiert. Die Orientierung des N-Terminus von CYMA Richtung

Zytosol ermoglicht die Interaktion mit den Interaktionspartnern hUbc9 und Cytohesin-1
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4 Diskussion

4.1 Cytohesin-3 ist ein PD-1 reguliertes Zielgen der
PI3-Kinase

Die homologe Familie der Cytohesine ist in der Literatur iiberwiegend als GDP-GTP Aus-
tauschfaktoren fiir kleine ARF's charakterisiert, die aulerdem an der Regulation der LFA-
1 vermittelten Adhésion von Lymphozyten beteiligt sind. Korthéuer et al. beschreiben
erstmals in einem Antikorper-basierten murinen Anergie-System eine selektive Expressi-
on von Cytohesin-3 in anergen T-Zellen. Eine funktionelle Relevanz dieses Phénomens,
wie einen Einfluss von Cytohesin-3 auf die IL-2 Synthese oder auf die Proliferation der

T-Zellen, konnte jedoch nicht gezeigt werden (Korthéuer et al. 2000). Die Beteiligung von

Cytohesinen an Mechanismen der peripheren Toleranz wird erstmals in der vorliegenden
Arbeit beschrieben. Ausgehend von einem ez-vivo Antigen-abhéngigen Toleranz-Modell
konnte hier eine differentielle Expression von Cytohesin-1 und Cytohesin-3 in aktivierten
bzw. anergen CD8"T-Zellen nachgewiesen werden. Wihrend Cytohesin-1 in anergen und
aktivierten T-Zellen in vergleichbaren Mengen detektiert wird, ist Cytohesin-3 in aner-
gen im Vergleich zu aktivierten T-Zellen deutlich stiarker exprimiert. Die hier beschrie-
bene differentielle Cytohesin-1 und Cytohesin-3 Expression in aktivierten und anergen
T-Zellen konnte auch in anderen Toleranz-Modellen beobachtet werden. In Kolabora-
tion mit der AG Schultze (Universitdtsklinikum Kéln) wurde durch die Kokultur von
priméren humanen CD4"T-Zellen mit regulatorischen T-Zellen (Tregs) anerge T-Zellen
generiert und diese hinsichtlich ihrer Cytohesin-3 Expression untersucht. Vorlaufige Er-
gebnisse der Arbeitsgruppe zeigen eine durch Tyegs induzierte, selektive Induktion von
Cytohesin-3 mRNA in den anergen CD4"T-Zellen. Dieselbe Gruppe konnte auch in den
Tregs selbst eine verstdrkte Cytohesin-3 mRNA Expression im Vergleich zu naiven T-
Zellen nachweisen. Interessanterweise wurde in diesen Tregs, anders als in dieser Arbeit
und von Korthéuer et al. beschrieben, eine Reduktion der Cytohesin-1 mRNA Expressi-
on beobachtet. Da Tregs nicht in der Lage sind, in Anwesenheit eines Peptid-beladenen

MHC Komplexes und Kostimulation IL-2 zu synthetisieren, entspricht ihr Phénotyp dem
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wichtigsten Kriterium einer anergen T-Zelle. Damit wurde in dieser Arbeit, sowie in Ko-
laboration mit anderen Arbeitsgruppen eine differentielle Regulation von Cytohesin-3 in
anergen T-Zellen aus verschiedenen Toleranzmodellen und Spezies nachgewiesen. Daher

handelt es sich bei Cytohesin-3 um ein verldssliches Markerprotein anerger T-Zellen.

Im Weiteren wurde durch biochemische Ansétze und der Verwendung von B7-H1 defizien-
ten Méausen eine Kopplung der Cytohesin-3 Expression an die Stimulation von PD-1 durch
seinen Liganden B7-H1 gezeigt. Die Stimulation des negativ-regulatorischen Faktors PD-1
durch B7-H1 gilt mittlerweile als ein Hauptkriterium zur Induktion von klonaler T-Zell
Anergie in peripheren Geweben (Okazaki et al. 2001; Tsushima et al. 2007). Die Verwen-
dung B7-H1 defizienter LSECs in einer CD8" T-Zellkokultur zeigte deutlich, dass die Inter-
aktion von PD-1 mit B7-H1 nicht nur fiir die Schaffung eines anergen T-Zellphéanotyps (L.
Diehl, unverdffentlicht), sondern auch fiir eine verstarkte Cytohesin-3 Expression essentiell
ist (sieche Abbildung 3.8). Parry et al. zeigten, dass eine PD-1 Stimulation zusammen mit
einer TCR/MHC Ligation die Aktivierung der frithen Schritte in der T-Zell-Signalkaskade
unterbindet. PD-1 unterdriickt dabei direkt die Aktivitdt der PI3-Kinase und reprimiert
so nachfolgende zentrale zelluldre Vorgénge, wie die IL-2 Synthese oder den Glukoseme-
tabolismus von T-Zellen (siche Abbildung 4.1) (Parry et al. 2005). In dieser Arbeit zeigte
die Verwendung verschiedener PI3-Kinase Inhibitoren eine von der PI3-Kinase Aktivitét
abhéngige Cytohesin-3 Proteinexpression in T-Zellen. Die Hemmung der PI3-Kinase 16st
bereits nach 24 Stunden eine deutlich verstiarkte Cytohesin-3 Proteinexpression in huma-
nen PBLs aus. Wie in Abbildung 3.10 dargestellt konnte eine Akkumulation des bereits
vorhandenen endogenen Cytohesin-3 Proteins nach Inhibition der PI3-Kinase durch stabi-
lisierende Proteinmodifikationen mit dem Nachweis einer verstéirkten Cytohesin-3 mRNA
Induktion ausgeschlossen werden. Entsprechend dem von Parry et al. postulierten Mo-
dell, verhindert in dem hier verwendeten ez-vivo Toleranz-System die Aktivierung der
PI3-Kinase durch Stimulation des positiv-kostimulatorischen Rezeptors CD28 nicht nur
die Induktion eines anergen T-Zell Phianotypen (L. Diehl, unveroffentlicht), sondern unter-
driickt ebenfalls die verstéirkte Expression von Cytohesin-3 (siehe Abbildung 3.5). Somit
ist gezeigt, dass die Cytohesin-3 Expression in T-Zellen von der PD-1 Stimulation durch
B7-H1 und damit direkt von der Aktivitdt der PI3-Kinase abhéngt. Diese Abhéngigkeit
der Cytohesin-3 Expression von der PI3-Kinaseaktivitdat erlaubt der T-Zelle eine direkte

Kopplung der Cytohesin-3 Menge an das Vorhandensein negativ- oder positiv kostimula-
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torischer Signale. Obwohl fiir B7-H1 bisher nur PD-1 als Interaktionspartner identifiziert
wurde, kann an dieser Stelle nicht ausgeschlossen werden, dass durch B7-H1 neben PD-1
noch andere Oberflichenrezeptoren stimuliert werden. Durch die Verwendung von PD-1
defizienten T-Zellen oder eines PD-1-blockierenden Antikorpers kénnte eine zweifelsfreie

Beteiligung von PD-1 an der Cytohesin-3 Expression bewiesen werden.

APC
B7-2
B7H1 MHC
extrazellular
PRA | CTLA4

I~
T-Zell \ \l/ /

zytoplasmatisch

L A

IL-2-Synthese l Apoptoseinhibition
Zellzyklusprogression
Glukose

metabolismus

Abbildung 4.1: Schematische Darstellung der durch Kostimulation beeeinflussten Signalwe-
ge. TCR~ und CD28-Stimulation fithren zu einer Aktivierung der P13-Kinase, die ihrerseits AKT aktiviert.
Die von AKT ausgehenden Signalwege betreffen sowohl die Synthese von I1.-2; als auch die Stoffwechsel-
regulation und Proliferation der T-Zellen. PD-1-Aktivierung reprimiert AKT-Phosphorylierung, indem
die CD28-induzierte PI3-Kinase Aktivierung unterbunden wird. Abbildung veréndert nach Parry et al.
2005.

Die Expression verschiedener negativ-regulatorischer Proteine wird iiber die Aktivitét
der PI3-Kinase direkt an das Vorhandensein eines positiv-kostimulatorischen Signals ge-
koppelt. Dieser Mechanismus stellt sicher, dass die Abwesenheit eines positiv-kostimula-

torischen Signals (z.B. CD28) bzw. die Anwesenheit negativ-kostimulatorischer Signale
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(z.B. PD-1/CTLA-4) unter anderem den fiir die klonale Expansion von T-Zellen not-
wendigen Wiedereintritt in den Zellzyklus verhindert (Appleman et al. 2002; Collado et
al. 2000). Einige dieser PI3-Kinase regulierten Gene werden durch die Transkriptionsfak-
toren der Forkhead-Familie kontrolliert. In ruhenden oder anergen T-Zellen liegt FoxO
kernlokalisiert vor und ermoglicht so unter anderem die Transkription des Zellzyklus-
inhibitors p27/kip. Kommt es zu einer produktiven T-Zellaktivierung, fithrt die CD28
Stimulation zu einer Aktivierung der PI3-Kinase. Dies fiithrt zu der Aktivierung der Pro-
teinkinase AKT/PKB, die FoxO phosphoryliert, damit aus dem Kern ausschliefit und
so eine weitere Transkription von p27/kip verhindert. Dies ermoglicht, zusammen mit
anderen Faktoren, den Wiedereintritt der Zelle in den Zellzyklus. Zu den am besten cha-
rakterisierten Forkhead-Transkriptionsfaktoren in Immunzellen zéhlt FoxP3. FoxP3 gilt
momentan als der einzige verlédssliche Marker fiir Tyegg, die fiir eine Abschwéchung der
Immunantwort naiver CD4"CD25"T-Zellen in der Peripherie essentiell sind. Der Verlust
von FoxP3 fiihrt zu schweren Autoimmunerkrankungen, bedingt durch eine Dysregulation
der T-Zellaktivierung und den Verlust der T-Zell Homdoostase (Hori et al. 2003; Shevach
2000). Ein weiteres Familienmitglied, FoxO-1, reguliert in nicht-haematopoetischen Zellen
den Insulin-Signalweg, in Immunzellen ist FoxO-1 dagegen fiir die Inhibition von Prolife-
ration und die Induktion von Apoptose verantwortlich (Medema et al. 2000; Charvet et
al. 2006).

Die Expression eines FoxO-1 Fusionsproteins in PBLs fiithrt, wie unter Abschnitt 3.1.3
dargestellt, zu einer ca. 3-fach verstarkten Cytohesin-3 Proteinexpression. Damit gehort
Cytohesin-3 zu den FoxO-1 kontrollierten Zielgenen der PI3-Kinase. Ob andere Mitglieder
der Forkhead-Familie ebenfalls die Transkription von Cytohesin-3 beeinflussen, kann an
dieser Stelle nicht ausgeschlossen werden. In D. melanogaster wurde vor Kurzem eben-
falls eine FoxO-1 regulierte Expression des Cytohesin-3 Homologs steppke nachgewiesen.
AuBlerdem konnten die Autoren FoxO-1 Konsensus-Sequenzen innerhalb der steppke Pro-
motorregion nachweisen (Fuss et al. 2006). Im Rahmen dieser Arbeit wurden auch Kon-
sensussequenzen fiir FoxO-1 im humanen Cytohesin-3 Promotor identifiziert. Ob es sich
hierbei um eine signifikante Haufung von Bindungstellen fiir FoxO-1 in der Promotorre-
gion von Cytohesin-3 handelt oder dem normalen Vorkommen dieser Bindungsmotive im

humanen Genom entspricht, wurde im Laufe dieser Arbeit nicht ndher untersucht. In Ab-



4. Diskussion 116

bildung 4.2 ist schematisch die in dieser Arbeit gezeigte P13-Kinase abhingige Regulation
der Cytohesin-3 Expression dargestellt. Die durch dieses Modell geforderten unterschiedli-
chen Cytohesin-3 Expressionsmengen in naiven, aktivierten und anergen T-Zellen wurden
experimentell nachgewiesen (siehe z.B. Abbildung 3.8). Die geringste Cytohesin-3 Menge
wurde, aufgrund der voll aktivierten PI3-Kinase, in aktivierten T-Zellen detektiert. In
naiven T-Zellen kann, im Vergleich zu aktivierten T-Zellen, mehr Cytohesin-3 nachge-
wiesen werden. Dies konnte an einer schwachen TCR-Stimulation durch das Absuchen
der T-Zellen nach einer APC mit passendem Peptid-MHC Komplex bedingt sein. Diese
schwache TCR Stimulation konnte eine basale PI3-Kinase-Aktivitdt bewirken und so-
mit eine starke Cytohesin-3 Expression verhindern. In anergen T-Zellen kommt es durch
Stimulation von PD-1 mit B7-H1 zu einer Inhibition der PI3-Kinase und damit zu der

stiarksten Cytohesin-3 Expression in allen untersuchten Zellpopulationen.
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Abbildung 4.2: Schematische Darstellung der PI3-Kinase abhéingigen Cytohesin-3 Expres-
sion. In naiven T-Zellen kommt es vermutlich durch das Absuchen passender Peptid/MHC Komplexe
auf den APCs zu einer schwachen TCR- und damit PI3-Kinase-Stimulation (graue Pfeile). Dies hétte zur
Folge, dass FoxO sowohl im Kern, als auch im Zytoplasma lokalisiert und ist so nur geringe Cytohesin-3
Menge transkribiert werden kénnen. Eine Aktivierung einer T-Zelle durch eine APC hat die vollstédndige
PI3-Kinase Aktivierung und damit den Kernauschluss von FoxO zur Folge. Cytohesin-3 und verschiedene
negativ-regulatorische Proteine werden nicht mehr exprimiert und die Zelle beginnt IL-2 zu synthetisie-
ren und zu proliferieren. In anergen T-Zellen resultiert die Stimulation von PD-1 durch B7-H1 in einer
Hemmung der PI3-Kinase. Das somit ausschliellich kernlokalisierte FoxO ermoglicht die Expression von
Cytohesin-3 und verschiedener Zellzyklusinhibitoren und verhindert damit die IL-2 Synthese und die
Zellteilung.
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4.2 Cytohesin-3 ist ein zentraler, negativ regulatori-

scher Signalfaktor der T-Zellaktivierung

Der molekulare Mechanismus, der zu einer Blockade der T-Zellaktivierung fithrt und in
der Induktion eines anergen T-Zellphédnotypen miindet, ist weitgehend unbekannt. Intra-
zelluldre Signalfaktoren, die einen anergen Zustand von T-Zellen induzieren oder in der
Peripherie iiber ldngere Zeitrdume erhalten, sind in der Literatur nur wenig charakteri-
siert. In dieser Arbeit wurde mit Hilfe verschiedener experimenteller Anséitze ein repri-
mierender Effekt von Cytohesin-3 auf die Induktion des IL-2 Promotors und damit auf
die T-Zellaktivierung festgestellt. Dieser Einfluss konnte sowohl in T-Zellinien als auch
in primiren CD4"T-Zellen unter Verwendung verschiedener Stimulationen beobachtet
werden (vergleiche Abbildungen 3.12 und 3.24). Zusammen mit der oben dargestellten
PD-1/B7-H1 abhingigen Expression von Cytohesin-3 in anergen T-Zellen ist in dieser
Arbeit das negativ-regulatorische Oberflichenmolekiil PD-1 durch den intrazelluléren Si-
gnalfaktor Cytohesin-3 an eine I.-2 Promotor Repression in anergen T-Zellen gekniipft.
Dieses Modell zeigt somit erstmals einen moglichen Mechanismus, der in verschiedenen
Zellsystemen beobachteten PD-1 abhéngigen Repression von T-Zellen. Damit handelt es
sich bei Cytohesin-3 nicht nur um ein Markerprotein anerger T-Zellen, sondern um ein
negativ-regulatorisches Effektormolekiil, das zu einer Inhibition der IL-2 Synthese fiihrt.
Trotz aller experimenteller Hinweise kann an dieser Stelle noch nicht zweifelsfrei von
einer direkten Beteiligung von Cytohesin-3 an der Induktion oder dem Erhalt von klona-
ler Anergie ausgegangen werden. Wiirde in dem hier verwendeten Toleranzmodell durch
Cytohesin-3 “knock-down* in CD8"T-Zellen die Induktion des anergen Zustands nach
LSEC Kokultur verhindert werden, wire eine essentielle Beteiligung von Cytohesin-3 an

den Mechanismen der klonalen Anergie bewiesen.

Aufgrund der hohen Sequenzhomologie zwischen Cytohesin-1 und -3 erscheint eine red-
undante Funktion der Cytohesine in der T-Zellaktivierung zunéchst als wahrscheinlich. In
der vorliegenden Arbeit konnte aber interessanterweise gezeigt werden, dass Cytohesin-1
einen zu Cytohesin-3 entgegengesetzten, also aktivierenden, Effekt auf die Stimulierung
des IL-2 Promotors hat. Antagonistische Effekte homologer Proteine sind in der Lite-
ratur fiir mehrere Proteinfamilien beschrieben. Die Signalmolekiile STAT1 und STAT3
haben trotz hoher Sequenzhomologie entgegengesetzte Effekte auf Apoptose und Prolife-
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ration in verschiedenen Zelltypen (Stephanou et al. 2005). Auch H-Ras und N-Ras, kleine
GTPasen der Ras-Superfamilie, unterscheiden sich, bis auf konservative Substitutionen,
hauptséchlich in der Anzahl phosphorylierbarer Seitenketten. Neuere Untersuchungen zei-
gen, dass die verschiedenen Ras-Isoformen unterschiedliche Sperzifitéiten fiir GEFs, GAPs
sowie Zielmolekiile aufweisen und aufgrund von Proteinmodifikationen in unterschiedli-
chen Membrandoménen lokalisiert sind. Es gilt als wahrscheinlich, dass fiir diese diffe-
rentiellen Effekte von H-Ras und N-Ras die Expression phosphorylierbarer Seitenketten
relevant ist (Castellano et al. 2007).

Obwohl die Aminosauresequenz von Cytohesin-3 zu 88% der von Cytohesin-1 homolog ist,
scheinen geringfiigige Sequenzunterschiede zwischen den Cytohesinen fiir die antagonisti-
schen Effekte auf den IL-2 Promotor verantwortlich zu sein. Cytohesine unterscheiden sich
in der Expression von Di- und Tri-Glyzin Motiven innerhalb der PH-Doméne voneinan-
der. Wahrend 80-90% von Cytohesin-1 als Tri-Glyzin Variante vorkommt, ist Cytohesin-3
zu 80% als Di-Glyzin Variante exprimiert (Klarlund et al. 2000; Ogasawara 2000). Diese
Glyzinmotive determinieren die Affinitdt der PH-Doméne zu den Phospholipiden PIP2
und PIP3. Das Phospholipid PIP3 kommt in unstimulierten T-Zellen nur in geringen
Mengen vor. Erst durch die Aktivierung der PI3-Kinase wird der “second-messenger®
PIP3, ausgehend von PIP2, gebildet. Dieses Phospholipid PIP3 ermdoglicht einer Reihe
von essentiellen Signalmolekiilen der T-Zellaktivierung, wie VAV, Itk oder AKT/PKB,
iiber die Bindung ihrer PH-Domé&ne an PIP3 an die Plasmamembran zu gelangen. Erst
die korrekte zelluldre Lokalisation aller Signalkomponenten ermdoglicht dann letztlich eine
vollstdandige Aktivierung der T-Zelle. Klarlund et al. zeigten, dass das Maus Cytohesin-3
Homolog Grpl, bedingt durch die Di-Glyzinvariante in der PH-Doméne, eine deutlich
hohere Affinitdat zu PIP3 als zu PIP2 aufweist. Cytohesin-1 dagegen zeigt, aufgrund des
Tri-Glyzin Motivs, eine wesentlich geringere Affinitét zu PIP3 als Cytohesin-3 (siche Ab-
bildung 4.3). Interessanterweise unterscheidet sich die Affinitéit von Cytohesin-1 zu PIP2
und PIP3 nur geringfiigig voneinander (Klarlund et al. 2000).
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Abbildung 4.3: Glyzin-Motive innerhalb der PH-Doméine von Cytohesin-1 und Cytohesin-3
determinieren deren Affinitit zu PIP2 und PIP3. Das Cytohesin-3 Maus-Homolog GRP1 bindet,
aufgrund eines Di-Glyzinmotivs, mit einer héheren Affinitdt an PIP3 als Cytohesin-1, welches in einer
Tri-Glyzinvariante vorliegt. Die Insertion eines weiteren Glyzins in die PH-Doméne von GRP1 resultiert

in einer verringerten Affinitét zu PIP3. Abbildung aus Klarlund et al. 2000.

Dieser von Klarlund et al. entdeckte Zusammenhang der Glyzinmotive und PIP-Spezifi-
taten von Cytohesin-1 und Cytohesin-3 wurde im Folgenden als méglicher Mechanismus
fiir die antagonistischen Effekte der Cytohesine untersucht. In dieser Arbeit ergab die
Analyse der Glyzinmotive von Cytohesin-1 und Cytohesin-3 in aktivierten bzw. aner-
gen murinen CD8'T-Zellen, dass Cytohesin-1 in beiden Zellpopulationen stets in der
Tri-Glyzinvariante, Cytohesin-3 dagegen ausschliellich in der Di-Glyzinvariante expri-
miert wird (vergleiche Abbildungen 3.30 und 3.31). Eine Stimulus-abhéngige Plasma-
membranrekrutierung wurde bereits fiir ARNO und Cytohesin-1 nach Insulin- bzw.
EGF-Stimulation beobachtet (Verkateswarlu et al. 1998; Verkateswarlu et al. 1999). Ent-
sprechend den Ergebnissen von Klarlund et al. miisste damit die verstéarkte Cytohesin-3
Expression in anergen T-Zellen dazu fithren, dass nach Stimulation vermehrt Cytohesin-3

an die Plasmamembran rekrutiert wird. Diese selektive Membranlokalisierung von
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Cytohesin-3 muss dann zu einer negativen Modulation der T-Zellsignalkaskade fiihren.
Fiir den inhibitorischen Effekt von Cytohesin-3 miissen daher weitere Sequenzunterschiede

zu Cytohesin-1 verantwortlich sein.

Analog zu den oben beschriebenen Unterschieden zwischen H-Ras und N-Ras, zéhlt die
Phosphorylierbarkeit zu den offensichtlichsten Unterschieden der Cytohesine (verglei-
che Abbildung 6.2, Anhang). Wihrend Cytohesin-1 nach PMA-Stimulation von nPKCs
an Serin(393/394) phosphoryliert wird, weist Cytohesin-3 an dieser Stelle die nicht-
phosphorylierbaren Aminoséduren Alanin und Asparagin auf. Wie in Abbildung 3.16
dargestellt, hat der Phosphorylierungsstatus der Cytohesine eine essentielle Bedeutung
fiir die Aktivitét des IL-2 Promotors. Der Verlust der Phosphorylierungsstellen zusammen
mit der Expression eines Di-Glyzin-Motives in der PH-Doméne von Cytohesin-1, fithrt zu
einer starken Repression der IL-2 Promotor Induktion, die in der Stdrke dem inhibitori-
schen Effekt von Cytohesin-3 entspricht. Damit kann durch die Mutation von SST/AAG
und einer verdnderten PIP3 Affinitdt von Cytohesin-1 der Effekt von iiberexprimiertem

Cytohesin-3 auf den IL-2 Promotor nachgeahmt werden.

Die hier gezeigten Effekte der Glyzin-Motive und des Phosphorylierungsstatus auf die
Aktivitat des IL-2 Promotors legen die Vermutung nahe, dass die verstéirkte Expression
von Cytohesin-3 in anergen T-Zellen zu einer Kompetition mit Cytohesin-1 um PIP3
Bindungsstellen und schliefllich zu einer Verdringung von Cytohesin-1 von der Plas-
mamembran fiihrt. Diese Kompetition bzw. Verdringung kommt zum einen durch die
unterschiedliche Expressionsmenge der Cytohesine in anergen T-Zellen (siehe Abbildung
3.2) und einer damit einhergehenden Gleichgewichtsverschiebung zwischen den beiden
Cytohesinen zu Stande. Zum anderen fiithrt das Di-Glyzin-Motiv von Cytohesin-3 zu einer
hoheren Affinitét von Cytohesin-3 zu PIP3, und damit zu seiner bevorzugten Membran-
lokalisation. Diese Argumente erkléren auch die durch eine relativ moderate Cytohesin-3
Hochregulation ausgeloste Inhibition der T-Zellaktivierung in anergen T-Zellen. Diese
Hypothese konnte durch eine Visualisierung der Cytohesin-1 Verdrangung von der Plas-
mamembran durch Cytohesin-3 in der Immunfluoreszenz bestétigt werden. Ein solcher
Versuch muss, aufgrund des PTEN-Defektes der Jurkat-T-Zellinie, in priméren T-Zellen
durchgefiihrt werden. Dieser Ansatz wurde im Rahmen dieser Arbeit verfolgt. Aufgrund
der geringen Zellgréfle und des gestauchten Zytoplamas primérer T-Zellen erwies es

sich als sehr schwierig eindeutige Membranlokalisationen zu detektieren. Wegen dieser
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technischen Schwierigkeiten wire ein biochemischer Ansatz fiir zukiinftige Experimente

zu bevorzugen. Wie in dieser Arbeit gezeigt, hat eine Uberexpression von Cytohesin-3

eine verringerte Cytohesin-1 Phosphorylierung nach PMA Stimulation zur Folge (siehe
Abbildung 3.29). Diese Phosphorylierung wird durch eine Isoform der nPKCs (PKC-
J, -, -n, -0 oder -u) katalysiert (B.Kellersch, unveroffentlicht). In eigenen, vorldufigen
Experimenten konnte durch die Uberexpression einer konstitutiv-aktiven PKC- in un-
stimulierten Jurkat E6.1 Zellen eine Phosphorylierung von Cytohesin-1 nachgewiesen
werden (nicht gezeigt). Wie in dieser Arbeit nachgewiesen, ist die Phosphorylierung
von Cytohesin-1 fiir eine erfolgreiche Signalweiterleitung in der T-Zelle essentiell, da ihr
Verlust zu einer Inhibition der T-Zellaktivierung fithrt. Demnach ist es wahrscheinlich,
dass die Phosphorylierung von Cytohesin-1 durch nPKCs iiber direkte oder indirekte
Mechanismen zu einer Aktivierung von weiteren Signalmolekiilen fithrt. Da in dieser
Arbeit gezeigt wurde, dass der Verlust der GEF Funktion von Cytohesin-1 einen Ab-
bruch der T-Zellsignalkaskade zur Folge hat, kénnte es sich bei den durch Cytohesine
beeinflussten Signalmolekiilen um GTPasen handeln, deren Aktivitdt von GEFs wie
Cytohesine reguliert wird. Beide untersuchten Cytohesine weisen eine GEF-Aktivitét
fiir ARF1 und ARF6 auf, Austauschfunktion fiir andere GTPasen sind bisher allerdings
nicht beschrieben. Es erscheint als unwahrscheinlich, dass Cytohesin-3 den GDP/GTP
Austausch an einer negativ-regulatorischen GTPase vornimmt, Cytohesin-1 dagegen an
einer positiv-regulatorischen, da der Verlust der GEF-Aktivitdt von Cytohesin-3 nicht
zu einem Verlust des inhibitorischen Cytohesin-3 Effekts fiithrt (siche Abbildung 3.15).
Cytohesin-1 und -3 miissen sich nicht notwendigerweise in der GEF-Spezifitdt unterschei-
den. Vielmehr konnte in anergen T-Zellen die Verdréngung von Cytohesin-1 durch das
nicht-phosphorylierbare Cytohesin-3 die Rekrutierung einer GTPase verhindern, so dass
es schlieflich zu einem Abbruch der Signalkaskade kommt. Damit wiirde Cytohesin-3 in
anergen T-Zellen als eine dominant-negative Cytohesin-1 “Protein-Attrappe“ dienen und

so eine T-Zellaktivierung inhibieren.
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Abbildung 4.4: Modell der Cytohesin-3 induzierten Hemmung der T-Zellaktivierung.

A: In aktivierten T-Zellen bindet Cytohesin-1 iiber ein Tri-Glyzinmotiv an die Plasmamembran und wird

von der PKC-6 phosphoryliert. Diese Phosphorylierungen fithren zu der Rekrutierung eines unbekannten
GDP-gebundenen Faktor X. Durch die GEF Aktivitéit von Cytohesin-1 wird der Faktor X aktiviert und
kann die Transkriptionsfaktoren AP-1 und NF«xB aktivieren. B: Die starke Cytohesin-3 Expression in an-

ergen T-Zellen fiihrt bei Restimulation zu einer bevorzugten Membranlokalisation von Cytohesin-3. Eine
Phosphorylierung durch eine PKC kann nicht stattfinden, damit wiirde Faktor X nicht zu Cytohesin-3

rekrutiert werden und liegt weiterhin in der inaktiven GDP gebundenen Form vor. Die Transkriptions-

faktoren AP-1 und NFxkB werden nicht aktiviert und damit unterbleibt eine IL-2 Synthese. Bei dieser
Darstellung handelt es sich um ein hypothetisches Modell.
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In der vorliegenden Arbeit wurde mit Hilfe von Reporter-Gen Versuchen eine Positio-
nierung von Cytohesin-1 und Cytohesin-3 in der T-Zellsignalkaskade vorgenommen. Es
konnte gezeigt werden, dass die beiden untersuchten Proteine antagonistische Effekte
auf die Transkriptionsfaktoren AP-1 und NFxB ausiiben (Abbildungen 3.19, 3.20 und
3.21). AuBerdem konnte eine Veriinderung der Ca?*-Mobilisation durch Cytohesin-1 und
Cytohesin-3 ausgeschlossen werden. Mit Hilfe eines dominant-negativen Cytohesin-1 Pep-
tids konnte desweiteren nachgewiesen werden, dass Cytohesin-1 keinen Effekt auf den
NFAT Transkriptionsfaktor hat. Diese selektiven Effekte der Cytohesine auf die Tran-
skriptionsfaktoren AP-1 sowie NFxB, nicht aber auf NFAT, sprechen gegen einen ge-
nerellen, artifiziell-bedingten Effekt der Cytohesine auf die T-Zellaktivierung. Vielmehr
spiegelt diese Signalspezifitit die von verschiedenen Gruppen beschriebenen Beteiligungen
der einzelnen Transkriptionsfaktoren in anergen T-Zellen wieder. T-Zell Anergie ist nicht
gekennzeichnet durch eine generelle Blockade der T-Zellaktivierung, vielmehr handelt es
sich um selektive Defekte in der Aktivierung einzelner Signaliste (Isakov et al. 2002).
Verschiedene Studien zeigen, dass es in anergen T-Zellen zu einer stark verminderten Ak-
tivierung der Transkriptionsfaktoren AP-1 und NFxB kommt, wihrend die Aktivierung
von NFAT unbeeintrachtigt ist (Sundstedt et al. 1996; Kang et al. 1992).

Da zwei verschiedene Signaldste der T-Zellaktivierung durch Cytohesin-1 und -3 beein-
flusst werden, erscheint eine Positionierung an einem relativ zentralen Schritt der Si-
gnalkaskade als wahrscheinlich. Die selektiv in Lymphozyten exprimierte PKC-6 ist eines
der zentralsten Molekiile in der T-Zellaktivierung. Die PKC-6 fiihrt nach CD3/CD28-
Stimulation hauptséchlich zu einer Aktivierung der Transkriptionsfaktoren NFxB und
AP-1. Einige Arbeiten zeigen auflerdem einen Zusammenhang der PKC-0 mit Calcineu-
rin und der Ca?*- bzw. NFAT-Mobilisation (Spitaler et al. 2004; Coudronniere et al. 2000;
Dienz et al. 2000). PKC-6-defiziente T-Zellen weisen eine reduzierte Aktivitét des IL-2
Promotors und eine verringerte Expression der a-Kette des IL-2 Rezeptors auf. Dies geht
einher mit einer verringerten Proliferation und einer verstarkten Anergie-Induktion in die-
sen T-Zellen (Berg-Brown et al. 2004). Aufgrund dieser vielféltigen Beteiligung der PKC-6
an verschiedenen Asten der T-Zell Signalkaskade und einer maglichen Phosphorylierung
von Cytohesin-1 durch die PKC-6 ist es denkbar, dass Cytohesin-1 als ein Zielmolekiil der
PKC-0 an den AP-1 und NFxB Signalwegen beteiligt ist. Es wurden bisher verschiedene,
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durch die PKC-6 kontrollierte Signalfaktoren, mit einem direkten oder indirekten Einfluss
auf die AP-1 und NFxB Transkriptionsfaktoren, beschrieben. Das selektiv in Lymphozy-
ten exprimierte CARD-Protein CARMAT1 fiihrt nach seiner Phosphorylierung durch die
PKC-6 zu einer Aktivierung von NFxB und der JUN N-terminalen Kinase (JNK). JNK
stellt, zusammen mit ERK1/2, die beiden fiir die Bildung des AP-1 Transkriptionsfaktors
wichtigen Signaléste dar (Rawlings et al. 2006). Ein weiteres, sowohl NFxB als auch AP-1
betreffendes Signalmolekiil, ist RasGRP3. RasGRP3 ist ein GDP/GTP Austauschfaktor
fiir Ras und wird sowohl in-vitro als auch in-vivo durch die PKC-6 aktiviert. Es moduliert
direkt den AP-1 Signalweg iiber seine Interaktion mit Ras und ist iiber die Aktivierung
der PI3-Kinase durch Ras indirekt mit dem NFxB-Ast verbunden (Lorenzo et al. 2000;
Teixeira et al. 2003). Lui et al. konnten zeigen, dass die PKC-0 das Adapterprotein Cbl
phosphorylieren und damit aktivieren kann (Liu et al. 1999). Neben der Rolle von Cbl als
E3 Ubiquitin-Ligase dient es einer Reihe von verschiedenen Signalmolekiilen, wie Grb2,
p85, VAV und Rap als Adapterprotein (Liu et al. 1998). Dies fithrt zu der Aktivierung der
ERK/JNK Signalwege sowie zu der Aktivierung der PI3-Kinase. Der iiber die PI3-Kinase
laufende Riickkopplungsmechanismus an die PKC-6 kénnte somit wieder die NFxB Ak-
tivierung hervorrufen.

Eine Positionierung von Cytohesin-1 bzw. -3 in der Ndhe der PKC-6 abhéngigen Signalmo-
lekiile kénnte durch Analyse des Phosphorylierungsstatus von CARMA1, RasGRP3 oder
Cbl nach Cytohesin “knock-down® erfolgen. Mogliche Positionierungen von Cytohesin-1
und Cytohesin-3 in der T-Zellsignalkaskade sind in der folgenden Abbildung schematisch
dargestellt.
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Abbildung 4.5: Mogliche Positionierung von Cytohesin-1 und Cytohesin-3 in der
T-Zellsignalkaskade. Schematische Darstellung der T-Zellsignalkaskade. Neben den wichtigsten Si-
gnaldsten sind hier auch die bekanntesten Querverbindungen zwischen den Signalwegen dargestellt. Auf-
grund der Signalmodulation des AP-1 und NFxB-Astes ist eine Positionierung von Cytohesin-1 bzw.
Cytohesin-3 unterhalb der PKC-6 denkbar. Cytohesin-1 und -3 sind als rote Sterne dargestellt. Die Ab-
bildung erhebt keinen Anspruch auf Vollstdndigkeit und stellt nur die bekanntesten Signalwege dar.
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4.3 Funktion von Cytohesin-3 Funktion in
nicht-T-Zellen

Kiirzlich konnten von zwei unabhéngigen Arbeitsgruppen Cytohesine als essentielle
Komponenten des Insulinsignalweges identifiziert werden. Fuss et al. generierten von dem
einzigen in D. melanogaster exprimierten Cytohesin-Homolog steppke eine transgene Flie-
genlinie, die einen drastischen Groflenphénotyp aufweist. Diese transheterozygote steppke
Mutante ist gekennzeichnet durch eine signifikant verringerte Gréfle und ein reduziertes
Gewicht der Fliegen in allen Entwicklungstadien (Fuss et al. 2006). Dieser Gréfenphéno-
typ wurde ebenfalls in Fliegen, denen das Insulinrezeptorsubstrat chico fehlt, und die
damit einen defekten Insulinsignalweg aufweisen, beobachtet. Die Identifikation und Ver-
wendung des pan-Cytohesin spezifischen Sec-7 Inhibitors SecinH3 ermoglichte ebenfalls
eine Assoziation von Cytohesin-2 und Cytohesin-3 mit dem humanen Insulinsignalweg
(Hafner et al. 2006). Die Fiitterung von SecinH3 an Mé#use fithrte zu der Entwicklung einer
hepatischen Insulin-Resistenz, Symptomen die dem Krankheitsbild des Diabetes mellitus
Typll entsprechen. Beide Gruppen zeigten, dass die Transkription Insulin-abhéngiger
Gene durch Cytohesine reguliert werden. Cytohesine sind notwendig fiir die Bindung
von dem Insulin-Rezeptor Substrat (IRS) an den bereits autophosphorylierten Insulinre-
zeptor (IR). Diese Bindung fiihrt zu einer Aktivierung der PI3-Kinase, gefolgt von einer
AKT/PKB kontrollierten Hemmung glukoneogenetischer Gene (schematische Darstellung
des Insulinrezeptorsignalweges mit einer moglichen Cytohesin-Beteiligung siehe Abbil-
dung 4.6). Die durch die PI3-Kinase ausgeloste PIP3-Synthese fiihrt zu einer verstarkten
Membranrekrutierung weiterer Cytohesin-Molekiile und damit zu einer erhéhten Insulin-
sensitivitat. Sowohl in humanen Hepatozyten als auch in D. melanogaster gelang somit die

Identifikation von Cytohesinen als essentielle Signalkomponente des Insulinsignalweges.

Die Beteiligung von Cytohesin-3 an den PI3-Kinase kontrollierten Signalwegen wurde in
der vorliegenden Arbeit anhand verschiedener experimenteller Ansétze untersucht. Die
Transkription der PI3-Kinase abhingigen Zielgene p27/kip oder Rb/p130 in PBLs konn-
te zwar durch die Inkubation mit einem PI3-Kinase Inhibitor induziert werden, die Re-
duktion der endogenen Cytohesin-3 Menge mittels siRNA hatte dagegen keinen Effekt
auf die Transkription dieser Gene. Auch die Verwendung des pan-Cytohesin Inhibitors
SecinH3, der zu einer Inhibition der Sec-7 Aktivitéat aller Cytohesine fiithrt, hatte keinen
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signifikanten Einfluss auf die Expression der PI3-Kinase Zielgene (siche Abbildung 3.25).
Desweiteren konnte keine Veranderung der AKT/PKB Phosphorylierung nach Stimulati-
on in Cytohesin-3 “knock-down* PBLs im Vergleich zu Kontrollzellen festgestellt werden
(nicht gezeigt). Nach dieser Datenlage kann Cytohesin-3 in T-Zellen nicht oberhalb der
PI3-Kinase positioniert werden. Diese vermeintliche Diskrepanz der Cytohesin-3 Funktion
in der Insulin- und T-Zellsignalkaskade kénnte dadurch erklart werden, dass Cytohesine
in Hepatozyten nicht nur oberhalb der PI3-Kinase positioniert sind, sondern durch eine
direkte Interaktion die Aktivierung des Insulinrezeptors regulieren. Damit wiirden Cyto-
hesine nicht nur einen selektiven Effekt auf die PI3-Kinase haben, sondern eine generelle
Modulation des Insulinrezeptorsignalweges erméglichen. Da nachgewiesen wurde, dass die
Phosphorylierung des Insulinrezeptors durch SecinH3 unbeeinflusst bleibt, kénnte die fiir
die Aktivierung des Rezeptors ebenfalls wichtige Dimerisierung der Rezeptoruntereinhei-
ten durch Cytohesine beeinflusst werden. Diese Hypothese fordert aber ebenfalls einen
Effekt der Cytohesine auf den MAP-Kinase Ast des Insulinsignalweges (siehe Abbildung
4.6). Dies kann in mit SecinH3 behandelten Hepatozyten nach EGF bzw. FCS-Stimulation
beobachtet werden (AG Famulok, unveréffentlicht). Damit wiirde es sich nicht um einen
generellen Effekt von Cytohesin-3 auf den PI3-Kinase Signalweg handeln, sondern viel-

mehr um eine rezeptorspezifische Interaktion von Cytohesin-3 mit dem Insulinrezeptor.
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Abbildung 4.6: Schematische Darstellung des Insulinrezeptorsignalweges mit einer mogli-
chen Cytohesin-1 Beteiligung. Die Stimulation des Insulinrezeptors durch die Bindung seines Ligan-
den induziert sowohl die PI3-Kinase abhéngigen Signalwege als auch eine Aktivierung der Map-Kinase
Kaskade. Abbildung modifiziert, aus Biddinger et al. 2006.

Eine Beteiligung des Insulinsignalweges an dem Glukosemetabolismus von T-Zellen gilt als
unsicher. Auch die Regulation des Energichaushalts in T-Zellen ist weitgehend unbekannt.
Als wahrscheinlich gilt jedoch, dass energieintensive Prozesse wie Zellwachstum, Prolife-
ration und Differenzierung durch das kostimulatorische Molekiil CD28 reguliert werden
(Frauwirth et al. 2002). Dabei entsprechen die von CD28 aktivierten Signalmolekiile zum
Teil denen des Insulinsignalweges (siehe Abbildung 4.7). In T-Zellen fiihrt die Bindung
eines passenden MHC/Peptid-Komplexes an den TCR zu einer Aktivierung der Tyro-
sinkinasen Lck und Fyn. Lck oder Fyn phosphorylieren die zytoplasmatische Kette des
konstitutiv als Dimer vorliegenden CD28. Nach der Rekrutierung und Aktivierung ver-
schiedener Adapterproteine resultiert dies ebenfalls in der Aktivierung der PI3-Kinase. In
naiven T-Zellen, die bisher keine kostimulatorischen Signale durch CD28 erhalten haben,
wird die energetische Grundversorgung durch extrazelluldre Signale, z.B. von Zytokinen

oder schwacher TCR Stimulation, gewahrleistet (Frauwirth et al. 2004).
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Abbildung 4.7: Insulin- und Kostimulatorische-Signalwege kontrollieren #dhnliche metaboli-
sche Prozesse. Die Stimulation des Insulinrezeptors durch die Bindung seines Liganden induziert iiber
die PI3-Kinase und AKT die Glut4 Translokation zur Plasmamembran, den Glukosetransport und die
Glykolyse. Die vollstindige T-Zellstimulation reguliert iiber CD28 ebenfalls die Aktivierung der PI3-
Kinase und AKT. Daher ist in T-Zellen vermutlich CD28 fiir die Expression von Glutl auf der Plasma-
membran und die Glykolyse verantwortlich. Abbildung aus Frauwirth et al. 2004.

Neben der Identifikation von Cytohesinen als essentielle Faktoren des Insulinsignalweges,
zeigten Fuss et al., dass steppke iiber einen negativen Riickkopplungsmechanismus seine
eigene Expression reguliert. In diesem Modell bewirkt steppke, aktiviert durch Insulin iiber
PI3-Kinase, die Phosphorylierung von AKT /PKB. AKT /PKB bewirkt seinerseits eine zy-
toplasmatische Lokalisierung von FoxO, was eine weitere Transkription des Insulinrezep-
tors, aber auch von steppke selbst, verhindert. Ein PI3-Kinase abhéngiger Regulationsme-
chanismus wurde auch in dieser Arbeit nachgewiesen und diskutiert. Da aber Cytohesin-3
in T-Zellen nicht selbst an der PI3-Kinase Signalkaskade beteiligt ist, und die Inhibition
der Cytohesine durch SecinH3 keinen Einfluss auf die Transkription von Cytohesin-3 hat
(sieche Abbildung 3.25), handelt es sich hier nicht um einen selbst-limitierenden Expressi-
onsmechanismus. Die Expression von Cytohesin-3 in T-Zellen scheint vielmehr direkt an

die Stimulation von PD-1 durch B7-H1 gekoppelt zu sein.
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4.4 Cytohesin-3 als Faktor eines neuen, Anergie-

induzierenden Signalwegs

Seit T-Zell Anergie als ein Mechanismus der peripheren Toleranz gegeniiber kérpereigenen
Strukturen beschrieben wurde, gibt es verschiedene Modelle um dieses Phéanomen auf mo-
lekularer Ebene zu erkldren. Besondere Schwierigkeiten bereiteten die unterschiedlichen
experimentellen Systeme, mit denen in-vitro oder in-vivo T-Zell Anergie induziert wird.
Zu den populédrsten Methoden zéhlt die Quervernetzung von CD3 ohne Kostimulation, die
orale Gabe von Antigenen und die Inkubation mit Tonophor oder Superantigenen (Serf-
ling et al. 2006). Ein molekulares Schliisselereignis in der Induktion von klonaler Anergie
scheint ein Ungleichgewicht zwischen der Ca?"/NFAT und der AP-1/NFxB Aktivierung
zu sein. In vollsténdig aktivierten T-Zellen binden die AP-1 Komponenten Fos und Jun
zusammen mit NFAT als heteromerer Komplex an AP-1/NFAT Konsensuselemente und
ermoglichen so die Transkription verschiedener Gene (Macian et al. 2001). Daher kommt
es nur bei einer ausgewogenen Aktivierung der Transkriptionsfaktoren NFAT, AP-1 und
NF&B zu einer Aktivierung des IL-2 Promotors und anderer, fiir die T-Zellaktivierung
wichtiger Gene (Macian et al. 2002). In anergen T-Zellen bleibt durch eine fehlende Ko-
stimulation eine AP-1 und NFxB Aktivierung aus, und die alleinige NFAT Aktivierung
fiihrt zu der Induktion eines anergen Phénotypen. Fz-vivo fithrt eine alleinige NFAT
Aktivierung zu einer reduzierten Synthese von Ty Zytokinen und einer verstirkten Pro-
duktion von IL-10 (Macian et al. 2002). Auch in-vivo wurde eine Synthese des anti-
inflammatorischen Zytokins IL-10 von anergen T-Zellen nachgewiesen (Buer et al. 1998).
Heute geht man von einem mehrschrittigen Mechanismus aus, der nicht auf einem ge-
nerellen Defekt in der Signalkaskade von T-Zellen, sondern vielmehr auf der selektiven
Inhibition einzelner Schritte der T-Zellsignalkaskade basiert. Dabei ist nicht der Verlust
einzelner Signalkomponenten, sondern die Expression inhibitorischer Molekiile ausschlag-
gebend. Fusionsexperimente anerger muriner T-Zell Klone mit humanen T-Zellen zeigten,
dass das erzeugte Heterokaryon eine drastische Inhibition der IL-2-Synthese nach Stimu-
lation aufwies (Telander et al. 1999). Dieses Experiment zeigt, dass es in anergen T-Zellen
zu der Expression dominant negativ-wirkender Proteine kommt, die eine Aktivierung der

T-Zelle verhindern.
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Heissmeyer et al. zeigten, dass es in anergen T-Zellen, generiert durch Ionophor-Inkubation,
zu einer {iberschiefenden NFAT Aktivierung kommt, in deren Folge die E3 Ubiquitin-
Ligasen Itch, Cbl-b und GRAIL verstéirkt exprimiert werden. Kommt es zu einer Resti-
mulation der T-Zellen durch eine APC, werden diese E3-Ligasen zu Rafts rekrutiert und
damit zur Immunologischen Synapse (IS) transportiert. Dort kommt es zu einer spezi-
fischen Mono-Ubiquitinylierung zentraler Signalkomponenten, ndmlich PLC-v, RasGAP
und PKC-6. Die Degradation von PLC-y bewirkt durch den entstehenden Mangel des
“second-messenger® DAG, eine verringerte Interaktion von LFA-1 mit ICAM-1 und
damit eine Instabilitdt der IS in anergen T-Zellen. Die Abwesenheit der PKC-6 verhin-
dert schliellich eine Aktivierung der T-Zellsignalkaskade (Heissmeyer et al. 2004). Die
in dieser Arbeit nachgewiesene Cytohesin-3 Regulation wiahrend der Anergie-Induktion
und der negativ-regulatorische Effekt von Cytohesin-3 auf die IL.-2 Synthese, lassen
sich mit dem von Heissmeyer postulierten Modell in Einklang bringen: Als Antwort auf
TCR und PD-1 Stimulation wiirde Cytohesin-3 hierbei, wie Itch, Cbl-b und GRAIL,
verstéirkt exprimiert. Neben den oben aufgefiihrten Effekten der Ubiquitin-Ligasen, blo-
ckiert Cytohesin-3, wahrscheinlich durch Verdringung von Cytohesin-1, die Signalwege,
die zu einer Aktivierung der AP-1 und NF«xB Transkriptionsfaktoren fiithren. Neben der
Degradation der PLC-y und PKC-0 wiirde Cytohesin-3 somit ein weiteres Sicherungs-
element darstellen, um eine potentiell autoreaktive T-Zelle in einen anergen Zustand zu

bringen bzw. darin zu halten.

Posttranslationale Modifikationen dienen ebenfalls dazu, Signalkaskaden in anergen Zellen
zu modulieren. Verdnderungen der Palmitoylierung oder Myristoylierung kann zu einem
Funktionsverlust oder zu einer Mislokalisation von Signalfaktoren fithren. In anergen
T-Zellen kommt es, bedingt durch eine fehlende Palmitoylierung des Adapterproteins
LAT, zu einer verringerten Phosphorylierung von LAT (Hundt et al. 2006). Die Phospho-
rylierung von LAT wird von ZAP-70 katalysiert und findet ausschlieflich in der IS statt.
Aufgrund der rezeptorproximalen Position von LAT hat eine Mislokalisation und fehlende
Phosphorylierung entsprechend den Abbruch der Signalkaskade zu Folge (Zhang et al.
1998). Andere Beispiele verdnderter Signalkomponenten in anergen T-Zellen sind eine
verdnderte TCR Tyrosinphosphorylierung, die aberrante Expression und Aktivitéit von
Lck und Fyn, Ras und MAP-Kinase Aktivierung sowie die verdnderte Aktivierung der
Transkriptionsfaktoren AP-1 und NFxB (Boussiotis et al. 1996; Li et al. 1996; Sundstedt
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et al. 1996). Obwohl der Verlust oder die Verénderung einer einzelnen Signalkomponente
schon zu schweren Stérungen der Signalkaskade fiihren muss, macht die Vielfalt der De-
fekte deutlich, dass fiir die Etablierung der T-Zell Anergie die Verdnderung, Aktivierung
oder Inhibition mehrerer verschiedener Signalschritte gewéhrleistet sein muss. Cytohesin-
3 ist somit ein weiterer Sicherheitsmechanismus anerger T-Zellen, der wahrscheinlich im
Zusammenhang mit der PKC-6# zu einer Inhibition des AP-1 und NFxB Weges fiihrt.

Neben der Identifizierung und Inhibition autoreaktiver T-Zellen ist der Erhalt des anergen
Zustands in der Peripherie iiber grofie Zeitraume hinweg eine Notwendigkeit fiir die Ver-
meidung von Autoimmunreaktionen. Dieser bisher weitgehend unbekannte Bereich riickt
mehr in den Fokus aktueller Forschung. Ein wichtiger Mechanismus zur Erhaltung peri-
pherer Anergie scheinen epigenetische Verdnderungen darzustellen. Beispielsweise wurden
fiir den IFN-7- und IL4-Promotor wahrend der Ty / go-Differenzierung Verdnderungen in
der Histon-Acetylierung beschrieben. Auch fiir den IL-2 Promotor sind solche epigeneti-
schen Verdnderungen bekannt. In anergen T-Zellen kommt es zu einer selektiven Deace-
tylierung und damit Verstummung des IL-2 Promotors (Bandyopadhyay et al. 2006). Die
Deacetylierung des Histons H4 wird durch eine Interaktion des Transkriptions-Repressors
Icaros mit Histon-Deacetylasen hervorgerufen und ermdoglicht eine langfristige Repression
des IL-2 Promotors. Interessanterweise zéihlt Icaros zu den Genen, die, wie die oben be-
schriebenen E3-Ligasen, durch eine iiberschielende NFAT Aktivierung, ohne Anwesenheit
der Transkriptionsfaktoren AP-1 und NFxB vermehrt exprimiert werden.

Durch die in dieser Arbeit beschriebene PD-1 regulierte Cytohesin-3 Expression, ist auch
eine Beteiligung von Cytohesin-3 an den Prozessen des langfristigen Anergie-Erhalts denk-
bar. Chronische, virale Erkrankungen erzeugen in der Peripherie iiber ldngere Zeitraume
unreaktive, viruspezifische T-Zellen, die auch als “exhausted” oder “erschépft® bezeichnet
werden. Man geht davon aus, dass der Organismus durch diesen Mechanismus versucht,
sich selbst vor iiberstarken, chronischen Immunreaktionen zu schiitzen. “Erschopfte
T-Zellen sind sowohl im murinen System, aber auch im Menschen bei einer bestehenden
HIV, Hepatitis-B und -C Infektion bekannt. Wie andere refraktére T-Zellen sind auch
“erschopfte” T-Zellen nicht in der Lage nach Restimulation IL-2 zu synthetisieren. Bar-
ber et al. zeigten, dass diese T-Zellen auflerdem durch eine aufergewthnlich hohe PD-1
Expression auf ihrer Oberflache gekennzeichnet sind. Die Blockade dieses Oberflachenmo-

lekiils mit Hilfe eines Antikorpers fiithrt dabei zur Wiedererlangung der Immunkompetenz,
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wohingegen die Blockierung von CTLA-4 keinen Effekt auf die Immunantwort gegeniiber
der viralen Infektion hat. Daher scheint dieser Vorgang von einer direkten Interaktion
und Stimulation von PD-1 durch einen Liganden (B7-H1) in der Peripherie erreicht zu
werden (Barber et al. 2006). Die Gruppe konnte auflerdem zeigen, dass die Splenozyten in
chronisch infizierten Méusen eine deutliche verstiarkte Expression von B7-H1 aufweisen.
Durch die PD-1/B7-H1 Stimulation der “erschopften T-Zellen kénnte in der Peripherie
eine dauerhaft hohe Expression von Cytohesin-3, und damit eine langfristige Repression
des IL-2 Promotors gewihrleisted werden. Ob Cytohesin-3 in “erschopften” T-Zellen
tatsédchlich verstarkt exprimiert ist, und iiber welchen Zeitraum Cytohesin-3 ohne PD-1
Stimulation stabil in der Zelle exprimiert bleibt, miissten weiterfithrende biochemische

Untersuchungen zeigen.

Die T-Zell Homoostase in der Peripherie ist nicht nur kontrolliert durch die klonale Anergie
autoreaktiver T-Zellen, sondern auch durch Apoptose. Zwei Sonderformen der Apoptose
sind bei der Kontrolle aktivierter, autoreaktiver T-Zellen wichtig: der Activation-Induced
Cell Death (AICD) und der Activated T-Cell Autonomus Death (ACAD). Autoreaktive
T-Zellen werden nach TCR Stimualtion und Ligation von Fas und Fas-Ligand durch AICD
eliminiert (Zhang et al. 2004b). Im Gegensatz dazu beruht ACAD nicht auf einer TCR Sti-
mulation, sondern wird durch ein Ungleichgewicht von pro- und anti-apoptotischen Gen-
produkten der Bcel2 Familie ausgelost (Arnold et al. 2006). Wie in dieser Arbeit gezeigt,
interagiert die mitochondriale AAA-ATPase CYMA mit Cytohesin-1 und Cytohesin-2,
nicht aber mit Cytohesin-3. Weiterfithrende Studien zeigen eine eindeutige Beteiligung
von CYMA an apoptotischen Prozessen (B.Paul und B. Hoffzimmer, unversffentlicht). Der
“knock-down®“ von CYMA fiihrt sowohl in unstimulierten PBLs, als auch nach Apoptose-
Induktion durch oxidativen Stress zu einer verstiarkten Apoptose der T-Zellen. Die Be-
teiligung von Cytohesin-1 an den von CYMA kontrollierten anti-apoptotischen Prozessen
wurde durch die Verwendung des dominant-negativen Cytohesin-1 Peptids und durch
Cytohesin-1 “knock-down® untersucht. Sowohl die Verwendung des Peptids, als auch die
Reduktion der endogenen Cytohesin-1 Menge fiihrt zu einer verringerten Apoptosera-
te der T-Zellen. Aufgrund der selektiven Interaktion von CYMA mit den durch PKCs
phosphorylierbaren Cytohesinen-1 und -2 wurde ein Einfluss des Phosphorylierungsstatus
von Cytohesinen auf die CYMA-regulierte Apoptose untersucht. Die Phosphorylierung
von Cytohesin-1 kann nicht nur durch PMA, sondern auch durch CD3/CD28 Stimu-
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lation, hyperosmotischen Schock und oxidativen Stress ausgelost werden (K. Obrusnik,
unverdffentlicht). Die Verwendung einer Cytohesin-1 Phosphomutante zeigte, dass diese
zu einer verminderten Apoptose nach oxidativem Stress der T-Zellen fithrt. Zusammen
zeigen diese Ergebnisse eine Beteiligung von Cytohesin-1 an Vorgingen des durch Mit-
ochondrien gesteuerten Zelltod. Ob es sich hierbei um eine weitere, durch Cytohesine
kontrollierte Form der peripheren Toleranz handelt, wie der ober erwahnte ACAD, ist an

dieser Stelle spekulativ und muss durch weitere Untersuchungen bestétigt werden.
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5 Zusammenfassung

Fiir die Vermeidung von Autoimmunreaktionen ist die Fahigkeit des Immunsystems zur
Unterscheidung zwischen korpereigenen und korperfremden Strukturen von zentraler Be-
deutung. Diese Féhigkeit wird als immunologische Toleranz bezeichnet und beruht unter
anderem auf den Mechanismen der Anergie. T-Zell Anergie ist ein zelluldrer Zustand in
dem T-Zellen nicht mehr in der Lage sind nach Restimulation den autokrinen Wachs-
tumsfaktor IL-2 zu synthetisieren, zu proliferieren oder Effektorfunktionen auszubilden.
Fiir die Induktion eines anergen T-Zellphdnotyps ist die Stimulation der inhibitorischen
Oberflachenmolekiile CTLA-4 und PD-1 essentiell. Die molekularen Vorgéinge, die durch
eine PD-1 Stimulation ausgelost werden und zu eine anergen Zustand der T-Zellen fiihren,
sind jedoch nur unvollstdndig verstanden.

In dieser Arbeit wird erstmals eine Beteiligung von Cytohesin-3 an den Prozessen
der T-Zell Anergie gezeigt. Die homologe Familie der Cytohesine ist iiberwiegend als
GDP/GTP Austauschfaktoren fiir ARFs charakterisiert, die auBerdem an der Regulation
der LFA-1 vermittelten Adhésion von Lymphozyten beteiligt sind. Mit Hilfe eines anti-
genbasierten ez-vivo Toleranz-Modells konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden,
dass Cytohesin-3 in anergen und aktivierten T-Zellen differentiell exprimiert wird. Die
verstirkte Cytohesin-3 Expression in anergen T-Zellen ist dabei von der Stimulation
des inhibitorischen Oberflichenmolekiiles PD-1 durch seinen Liganden B7-H1 abhingig.
Weitere Experimente bewiesen, dass die Cytohesin-3 Expressionshohe direkt von der
PI3-Kinase Aktivitat und dem Transkriptionsfaktor FoxO-1 kontrolliert wird.

Dariiber hinaus konnte sowohl in einem murinen als auch in einem humanen Zellsystem
Cytohesin-3 als ein Repressor der IL-2 Synthese identifiziert werden. Uberraschenderweise
zeigte sich, dass das homologe Protein Cytohesin-1 ein positiv regulatorisches Element der
IL-2 Synthese und damit der T-Zellaktivierung ist. Beide Cytohesine modulieren die Ak-
tivitdt des IL-2 Promotors iiber die Transkriptionsfaktoren AP-1 und NFxB, wohingegen
die Ca?*-Mobilisation durch die Cytohesine nicht beeinflusst wird. Fiir die antagonis-
tischen Effekte von Cytohesin-1 und Cytohesin-3 auf die Aktivitdt des IL-2 Promotors
sind sowohl der Phosphorylierungsstatus als auch die Affinitdt der Cytohesine fiir das
Phospholipid PIP3 ausschlaggebend. Cytohesin-1 kann nach Stimulation der Zelle durch
Mitglieder der nPKCs phosphoryliert werden, wahrend Cytohesin-3 keine Phosphorylie-
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rungsstellen aufweist. Der Verlust der Phosphorylierungsstellen von Cytohesin-1 fiihrt zu
einem Abbruch der IL-2 Promotoraktivitdt und entspricht damit dem inhibitorischen Ef-
fekt von Cytohesin-3 auf die Aktivitéit des IL-2 Promotors. Die Affinitéit der Cytohesine zu
den Phospholipiden PIP2 und PIP3 wird durch Di- bzw. Tri-Glyzinmotive determiniert.
Es konnte gezeigt werden, dass Cytohesin-3 in den untersuchten T-Zellen ausschlieflich
als Di-Glyzin Variante exprimiert wird, die eine hohere Affinitat zu PIP3 als zu PIP2 auf-
weist. Cytohesin-1 dagegen konnte nur mit einem Tri-Glyzin Motiv nachgewiesen werden,
dass eine vergleichsweise geringere Affinitdt zu PIP3 hat.

Das aus diesen Daten entwickelte Modell zur Funktionsweise der Cytohesine sieht ei-
ne Kompetition von Cytohesin-1 mit Cytohesin-3 um PIP3 Bindungstellen vor. Eine
Verdringung des phosphorylierbaren Cytohesin-1 durch das nicht-phosphorylierbare
Cytohesin-3 von PIP3 Bindungstellen fithrt demnach durch die Inhibition der AP-1
und NFxB Transkriptionsfaktoren zu einem Abbruch der T-Zellsignalkaskade. Das in
anergen T-Zellen verstarkt exprimierte Cytohesin-3 agiert somit als eine funktionsunfahi-
ge Cytohesin-1-Protein-Attrappe, die eine Synthese von IL-2 unterbindet. Damit ist in
dieser Arbeit erstmals ein Modell der PD-1 regulierten Anergie-Induktion in T-Zellen
vorgeschlagen, das auf der antagonistischen Regulation des IL-2 Promotors durch die

homologen Proteine Cytohesin-1 und Cytohesin-3 beruht.
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6 Anhang

(1)1 10 20 30 49
Cytohesin-3 human (1) MDEDGGGEGGGVPEDLSLEEREELLDIRRRRKELIDDIERLRYEIAEVM
Cytohesin-3 murin (1) MDEGGGGEGGSVPEDLSLEEREELLDIRRRKKELIDDIERLRYEIAEVM

Cohsensus (1) MDE GGGEGG VPEDLSLEEREELLDIRRRKKELIDDIERLRKYEIAEVM
Section 2
(50) 50 60 70 80 98

Cytohesin-3 human (50) TEIDNLTSVEESKTTQRNRQIAMGRRKKFNMDPRRGIQFLIENDLLQSSP
Cytohesin-3 murin  (50) TEIDNLTSVEESKTTQRNRKQIAMGREKKFNMDPRRGIQFLIENDLLQSSP

Consensus (50) TEIDNLTSVEESKTTQRNKQIAMGRKKFNMDPKKGIQFLIENDLLQSSP
Section 3

(99) 99 110 120 130 147

Cytohesin-3 human (99) EDVAQFLYKGEGLNKTUIGDYLGERDIFNIKULQAFVELHEFADLNLVQ
Cytohesin-3 murin  (89) EDVAQFLYKGEGLNKTVIGDYLGERDDFNIRVLQAFVELHEFADLNLVQ
Consensus {99) EDVAQFLYKGEGLNKTVIGDYLGERDDFNIKVLQAFVELHEFADLNLVQ
Section 4

(148) 148 160 170 180 196

Cytohesin-3 human (148) ALRQFLWSFRLPGEAQKIDRMMEAFASRYCLCNPGVFQSTDTCYVLSFA
Cytohesin-3 murin (148) ALRQFLWSFRLPGEAQRIDRMMEAFASRYCLCNPGVFQSTDTCYVLSFA
Consensus (148) ALRQFLWSFRLPGEAQKIDRMMEAFASRYCLCNPGVFQSTDTCYVLSFA
Section 5

(197) 197 210 220 230 245

Cytohesin-3 human (197) IIMLNTSLHNHNVRDKPTAERFIAMNRGINEGGDLPEELLRNLYESIRKN
Cytohesin-3 murin (197) IIMLNTSLHNHNVRDKPTAERFITMNRGINEGGDLPEELLRNLYESIKN
Consensus (197) ITMLNTSLHNHNVRDKPTAERFI MNRGINEGGDLPEELLRNLYESIKN
Section 6

(246) 246 260 270 280 294

Cytohesin-3 human (246) EPFRIPEDDGNDLTHTFFNPDREGWLLELGGRVEKTWRKRRWFILTDNCLY
Cytohesin-3 murin (246) EPFRIPEDDGNDLTHTFFNPDREGWLLRLGGRVRTWKRRWFILTDNCLY

Consensus (246) EPFRIPEDDGNDLTHTFFNPDREGWLLRKLGGRVERTWKRRWFILTDNCLY
Section 7
(295) 295 300 310 320 330 343

Cytohesin-3 human (295) YFEYTTDKEPRGIIPLENLSIREVEDPREPNCFELYNP SHREGQVIKACK
Cytohesin-3 murin (295) YFEYTTDRKEPRGIIPLENLSIREVEDPREKPNCFELYNP SHRGQVIRACK

Consensus (295) YFEYTTDKEPRGIIPLENLSIREVEDPRKPNCFELYNP SHKGQVIRACK
Section 8

(344) 344 350 360 370 380 392

Cytohesin-3 human (344) TEADGRVVEGNHVVYRI SAPSPEEKEEWMKSIKASISRDEFYDMLATRE
Cytohesin-3 murin (344) TEADGRVVEGNHVVYRISAPSPEEREEWMKSIKASISRDPFYDMLATRE
Consensus (344) TEADGRVVEGNHVVYRISAPSPEEREEWMKSIRKASISRDPFYDMLATRK
Section 9

(393) 393 393
Cytohesin-3 human(393) RRIANER
Cytohesin-3 murin {393) RRIANER
Consensus (393) RRIANEKK

Abbildung 6.1: Sequenzvergleich zwischen dem humanen und murinen Cytohesin-3. Wie
aus dem Sequenzvergleich zu entnehmen unterscheiden sich das humane und murine Cytohesin-3 in vier

Aminosiuren an Position 4, 12, 126 und 220.
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human Cytohesin-
hurman Cytohesin-2

_______a_________E________E_______________
in-1 QEI. E
in- P E EI. E
in- GGEGGGIPE L LEE ELLDI IE L 2
human Cytohesin-4 (1) LCHEEP GETBELQRIKWH KQI.

human Cytohesin-3
Consensus (1) MDEDG YVPADLSAEEREELENIRRRKQELLDDIQRLKDEIAE

human Cytohesin-1

human Cytohesin-2 AMSEVE E TLQRNRKM

hurnan Cytohesin-3 T DN : F [AMGRRKEFNMDPRKGTI

hurman Cytohesin-4 [ A F IGREKEKFNMDPARGI
Consensus

110 130
AQFLYKGEGLNKTAIGDYLGER VLHAF
ARFLYKGEGLNKTAIGDYLGER VLHAF
AQFLYRGEGLNRKTVIGDYLGER KVI.'A

AF

DIARNFLYKGEGLNKTRIGTYLGERDPI
Consensus (95)|QNTPEDIARFLYRGEGLNKTAIGDYLGERDEFNIQVLQAFVDLHEFT

hurman Cytohesin-1
human Cytohesin-2
human Cytohesin-3
human Cytohesin-4

(142) 142 150 160 170 183

hurman Cytohesin-1 (138)| DPLNL UQALRQFLWERLPGEAQKIDWAF RYCQCNNGVFQSTD
human Cytohesin-2 (137) NLVQALRQFLWSFRLPGEAQRIDRMMEAF RYCE&GVPQSTD
L

human Cytohesin-3 (142) NLVQALRQFLWSFRLPGEAQRIDRMMEAFASRYC GVFQS3TD
human Cytohesin-4 (137)|NLNLVQALRQF LWSFRLPGEAQKIDRMMEAFATRYC GVFQSTD
Consensus (142)| DLNLVQALRQF LWSFRLPGEAQKIDRMMEAF AQRYCLCNPGVFQSTD

(189) 189 220
hurman Cytohesin-1 (185)|TCY VL SF, ERF MNRGI DLEE
human Cytohesin-2 (184)| TCY¥VLSF, ERF MNRGI DLPE
hurman Cytohesin-3 (189)|TeY VL 8 PAERFIAMNRGT DLEE
huran Cytohesin-4 (184)| TCYVLSF PPFERFVSMNRGINNGSDLPEDQ
Consensus (189)

(236) 236
human Cytohesin-1 (232) LRNL
human Cytohesin-2 (231) LRNL
human Cytohesin-3 (236) LRNL
hurman Cytohesin-4 (231) LRNL

Consensus (236) LRNLYDSIKNEPFRKIPEDD

hurman Cytohesin-2 (277) |R
human Oftohesm 3 (282) [

hurman Cytohesin-1 (373)
huran Cytohesin-2 (371) 3 A RIS :
human Cytohesin-3 (376) D T RRTANERE- - - -
human Cytohesin-4 (371) A VPFYDLYSTRKRE O——===
Consensus (377) |RAATBRDEFYDMLATRRKRTASKRK

Abbildung 6.2: Sequenzvergleich zwischen den humanen Cytohesinen. Zwischen den Proteinen

identische Aminoséduren sind gelb unterlegt, konservative Substitutionen in blau. Homologe Abschnitte

sind griin hinterlegt. Der rote Kasten markiert die Sec-7 Doméne und der blaue Kasten die PH Doméne.

Phosphorylierungsstellen sind durch roten Sterne gekennzeichnet.
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bidest.
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BSA
°C

CD
CsCl
Cyh-1
Cyh-3
D

DC
DF

dn
dNTP

D. melano-

anti

Abbildung

Arbeitsgruppe

antigen-préisentierende Zelle (engl.: antigen presenting cell)
Ammoniumperoxodisulfat

Aminoséure

bidestilliert

Basenpaare

Rinderserumalbumin (engl.: bovine serum albumin)

Grad Celsius

Zelloberflachenmarker (engl.: clustering of differentiation)
Céasium Chlorid

Cytohesin-1

Cytohesin-3

Dalton (1D = 1,7 %1072 g)

dendritische Zellen

Durchflusszytometrie

dominant negativ

2’deoxy-Nukleotid-5-Triphosphat

Drosophila melanogaster

Dithiothreitol

Extinktion bei einer Wellenldnge von 595 nm

engl.:.enhanced green fluorescent protein
Ethylendiamintetraacetat
Ethylenglycol-bis(-aminoethylether)-N,N,N’ N’-tetraacetat
Escherischia cols

engl.:Enzyme-Linked Immunosorbent Assay

Ethidium Bromid

Antigen-bindendes Fragment eines Immunglobulin
Fluoreszenzaktivierte Zellsortierung (engl.: fluorescence acti-

vated cell sorting)
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Fe konstante Region von Immunglobulinen

ff. folgende Seiten

FCS Fotales Kélberserum, hier immer hitzeinaktiviert

FITC Fluorescin-Isothiocyanat

FSC Lichtstreuung in gerader Richtung (engl.: forward scatter)

g Erdbeschleunigung

GEF Guanin-Nukleotid-Austauschfaktor (engl.: guanine nucleotide
exchange factor)

GOI zu untersuchendes Gen (engl.: gene of interest)

HRP Meerrettich-Peroxidase (engl.: horseradish peroxidase)

ICAM interzelluldres Adhésionsmolekiil (engl.: inter-cellular adhesi-

on molecule)

Ig Immunglobulin (z. B. IgE)

IL Interleukin (z. B. IL-4)

IP Immunprézipitation

IS Immunologische Synapse

kb Kilobasen

LFA-1 funktionelles Leukozytenantigen 1 (engl.: leucocyte function-

associated antigen-1)

LB Luria Broth

LSEC engl.: Liver Sinosoidale Liver Endothelial Cells

mM Millimolar

MCP-1 (engl.: monocyte/macrophage chemoatractant protein 1)
(-Me (-Mercaptoethanol

MHC Haupthistokompatibilitdtskomplex (engl.: major histocompa-

tibility complex)
n= Anzahl n der durchgefithrten Versuche
PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese
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PBS

PI3K
PI4K
PKC
PMA
PMSF
RLU
RNA
rpm
RT
rel.
SDS
spez.
SSC
stim.
TBS
TBST

TEMED
Tris
Tween 20
U

(engl.: peripheral blood mononuclear cell)

Periphere Blut Lymphozyten

Phosphat-gepufferte Kochsalzlosung (engl.: phosphate buffe-
red saline)

Phosphatidylinositol 3 Kinase

Phosphatidylinositol 4 Kinase

Proteinkinase C

12-O Tetradecanoylphorbol-13 Acetat
Phenylmethylsulfonylfluorid

Relative Lichteinheiten (engl.: Relative Light Units)
Ribonukleinséure

Umdrehungen pro Minute

Raumtemperatur

relativ

Natriumdodecylsulfat

spezifische

seitliche Lichtstreuung (engl.: sideward scatter)
stimuliert

Tris-gepufferte Kochsalzlosung (engl.: tris-buffered saline)
Tris-gepufferte Kochsalzlosung mit Tween 20 (engl.: tris-
buffered saline with Tween 20)

Tetramethylethyldiamin
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
Polyoxyethylensorbitan-Monolaurat

Unit(s): Einheit von Enzymaktivitét

vergleiche

Verhéltnis Volumen zu Volumen (engl.: volume to volume)
Volumen

Verhéltnis Masse zu Volumen (engl.: weight to volume)
Western-Blot

Wildtyp

Wechselwirkung(en)
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