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1. Einfuhrung in die intrazellulare T-Zell-Signaltransduktion

Normalerweise befinden sich die T-Lymphozyten der peripheren lymphatischen
Organe in ,ruhendem” Zustand. Durch verschiedene Stimuli kann ihre
Aktivierung und darauffolgende Differenzierung initiiert werden.

Innerhalb einiger Sekunden kommt es zur Aktivierung von Proteintyrosin-
kinasen (Samelson et al., 1986), daraufhin folgt eine Reihe biochemischer
Veranderungen, die sich Uber viele Stunden entwickeln: Expression von
Zytokinrezeptoren (innerhalb von ca. 2 h), Sekretion von Zytokinen (innerhalb
von ca. 6 h), Initiation der DNA-Replikation (innerhalb von ca. 24 h), Zellteilung
(innerhalb von ca. 48 h) und eine Veranderung des Zustandes der
Zelldifferenzierung (innerhalb von Tagen) (Crabtree, 1989). Nicht jede Bindung
eines Liganden und nicht jeder Ligand I6sen eine komplette Antwort der T-Zelle

aus.

1.1 Rezeptoren und Liganden

Zwei verschiedenartige Signale durch antigenprasentierende Zellen (APC) sind
notwendig, damit diese naive T-Zellen aktivieren und deren darauffolgende
Ausbildung von Effektorfunktionen auslosen kdnnen: ein antigenspezifisches
Signal, das durch den Kontakt zwischen TCR/CD3-Komplex (TCR = T Cell
Receptor; CD = Cluster Domain) und an MHC-Molekile (MHC = Major
Histocompatibility Complex) gekoppeltem, spezifischem Antigen auf der
Oberflache der APC vermittelt wird (Shapiro et al., 1985; Bjorkman et al., 1987),
und ein antigenunabhangiges Signal, das zum Beispiel durch die Interaktion der
T-Zell-Oberflachenmoleklle CD28/CTLA-4 mit Mitgliedern der B7-Proteinfamilie
(B7-1, CD80, B7-2, CD86) auf der APC zustande kommen kann (Linsley et al.,
1991; Allison, 1994; June et al., 1994). Der TCR erkennt das Antigen in einer
Hoéhlung an der Oberflache des MHC-Molekils, die die variablen und
hypervariablen, fir die Antigenbindung zustandigen Regionen des MHC-
Molekuls enthalt (Kourilsky and Claverie, 1989). Zusatzlich binden CD4- bzw.
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CD8-Proteine an die konstante Region der MHC-Molekule und verstarken so
die zellulare Interaktion (Robey and Axel, 1990).

Auch das auf T- und B-Zellen exprimierte CD73 (Ecto-5"-Nucleosidase) kann
unter Beteiligung von CD45 und TCR als antigenunabhangiger Koaktivator zur
T-Zellaktivierung beitragen (Resta and Thompson, 1997), ebenso das
integrinassoziierte Protein CD47 (Reinhold et al., 1997) (weitere Koaktivatoren
s. Dubey and Croft, 1996, und Croft and Dubey, 1997). Expression von CD40L
auf der Oberflache aktivierter T-Zellen und Bindung an CD40 auf der APC
induzieren die Prasentation kostimulatorisch wirksamer Molekile auf der APC-
Oberflache (Grewal and Flavell, 1996).

Eine T-Zellaktivierung kann auch antigenunabhangig Uber das CD2-
Oberflachenmolekul erfolgen (Meuer et al., 1984). Zwischen CD2 und dem TCR
wurde eine strukturelle und funktionelle Interaktion dokumentiert (Brown et al.,
1989), ebenso zwischen CD2 und CD45 (Schraven et al., 1989; Verhagen et
al., 1996).

In vitro-Stimulation von T-Zellen mit anti-CD3e-Antikorpern imitiert die
wahrscheinlich physiologische Oligomerisierung von TCRs (Fields et al., 1995;
Plaksin et al., 1997) und fihrt zur T-Zellaktivierung (Kolanus et al., 1993;
Abastado et al., 1995).

1.2 Proteintyrosinkinasen (PTK)

Alle Antworten der T-Zelle auf verschiedene Arten der Stimulierung scheinen
mit einer katalytischen Aktivierung der nicht-rezeptorgebundenen Protein-
tyrosinkinasen (PTK) zu beginnen.

Drei verschiedene PTKs sind in ihrer Involvierung in die frihe T-Zellaktivierung
bisher naher untersucht. Als erste wurde die Src-Kinase p56ICk identifiziert, die
mit CD4- und CD8-Korezeptoren interagiert (Shaw et al., 1990; Turner et al.,
1990). Ihre Bedeutung zeigt sich beispielsweise in der Beobachtung, dal} T-
Zellen, die keine funktionell aktive Lck besitzen - sei es als Resultat gezielter
Zerstorung des Lck-Gens in der Maus, sei es durch lIsolation mutierter

transformierter Zellinien -, keine biochemische Antwort auf Stimulierung durch



Antikorper zeigen, die die Quervernetzung der Antigen-Rezeptoren bewirken
(Molina et al., 1992; Straus and Weiss, 1992).

Als weiteres Mitglied der Src-Familie von PTKs ist die Fyn-Kinase an der T-
Zellaktivierung beteiligt. Obwohl eng verwandt mit Lck und in denselben Zellen
exprimiert, kann die Fyn-Kinase Lck nicht ersetzen. Sie besitzt eine essentielle
Rolle in der Regulierung der Immunantwort reifer Thymozyten (Appleby et al.,
1992).

Ein zusatzlicher Hinweis darauf, daR die Ubertragung von Phosphatresten
durch diese beiden Src-Kinasen spatere Ereignisse in der T-Zellaktivierung
stimuliert, wurde durch Experimente mit hochselektiven Kinaseinhibitoren
gewonnen, die die TCR-induzierte IL-2-Sekretion und die Zellproliferation
verhindern (Hanke et al., 1996).

Lek/Fyn
TCRE ITAM
T —lE— e
/ ZAP-70

ITAM- ZAP-70-
Phosphorylierung Bindung

Potcntldlc Protein-

GE ? Lek/Fyn a% ? s bindungsstelle

ZAP-70-
Aktivierung

Suhatratnhnsphor)Iu,rung.

Aktivierung
distaler Signalwege

Abb. 1: Die Aktivierung nicht-rezeptorgebundener Proteintyrosinkinasen ist ein

frither Schritt der T-Zellaktivierung (nach Wange and Samelson, 1996).

Die dritte nicht-rezeptorgebundene PTK, die eine Rolle in der frihen T-
Zellaktivierung spielt und bereits naher untersucht wurde, ist ZAP-70, ein

Mitglied der Syk-Familie von PTKs. Ursprunglich wurde diese Kinase
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identifiziert durch ihre Assoziation mit dem TCR{-Homodimer, die durch eine
Bindung der beiden SH2-Domanen von ZAP-70 an tyrosinphosphorylierte
Motive im (-Protein vermittelt wird (Chan et al., 1992; Wange et al., 1992;
Labadia et al., 1997). Patienten mit Mutationen im ZAP-70-Gen zeigen eine
schwere, kombinierte Immundefizienz, die mit ihrem Unvermdgen, zirkulierende
T-Lymphozyten zu produzieren, und der Unfahigkeit derjenigen T-Zellen, die
den Thymus noch verlassen, auf eine Stimulierung des TCR zu reagieren,
zusammenhangt (Arpaia et al., 1994; Chan et al., 1994). Ein noch schwereres
Krankheitsbild wurde bei Mausen gefunden, in denen das ZAP-70-Gen mutiert
war und bei denen die T-Zellproduktion im Thymus zum Stillstand kommt
(Negishi et al., 1995).

Das Angriffsziel der beiden angesprochenen Src-Kinasen sind ITAMs
(Immunoreceptor Tyrosine-based Activation Motifs) (Gauen et al., 1994; Watts
et al., 1994), die je ein Paar Tyrosin-X-X-Leucin/Isoleucin(Y-X-X-L/I)-Phospho-
akzeptor-Sequenzen enthalten, die durch eine Linkerregion von ca. 11 AS
voneinander getrennt sind. ITAMs treten dreimal im TCR(-Protein und einmal in
jeder der CD3-Untereinheiten (y, 8 und &) auf (Weiss, 1993). Da jeder TCR ein
TCRC-Dimer und zwei CD3-Dimere (¢ und gy) enthalten kann, kann jeder
TCR/CD3-Komplex insgesamt zehn ITAMs enthalten. Gleichzeitige Phospho-
rylierung beider Tyrosinreste innerhalb der ITAMs scheint flr die Signal-
weiterleitung essentiell zu sein (Letourneur and Klausner, 1992). Eine Folge der
ITAM-Phosphorylierung durch Lck und Fyn ist die Rekrutierung von ZAP-70 zu
den phosphorylierten ITAMs und die Aktivierung dieser Kinase (Iwashima et al.,
1994; van Oers and Weiss, 1995; Wange et al., 1995). Phosphorylierung von
ZAP-70 durch Lck und/oder Fyn verstarkt dessen enzymatische Aktivitat
erheblich (Chan et al., 1995), wahrend es umgekehrt auch Hinweise dafur gibt,
dall ZAP-70 Lck an einer Stelle innerhalb der SH2-Domane phosphorylieren
konnte, dabei die Aktivitat der Src-Kinase steigernd (Couture et al., 1994). Die
ITAMs, die ZAP-70 enthalt, stellen mdgliche Andockstellen flr andere Proteine
dar, die SH2-Doméanen besitzen (Wange and Samelson, 1996).

Eine Ubersicht Uber die skizzierten Ablaufe gibt Abb. 1 (S. 3).



1.3 Adapterproteine

Ldsliche, intrazellulare Polypeptide, die zum Beispiel an den TCR-Komplex
binden konnen, Interaktionsdomanen und Tyrosin-Phosphorylierungsmotive
besitzen und keine enzymatische Aktivitat entfalten, werden Adapterproteine
genannt. Sie konnen eine wichtige Rolle in der Regulierung der Kopplung
verschiedener intrazellularer Signalwege an den aktivierten TCR spielen.

Der bestcharakterisierte Adapter, Grb2, enthalt eine SH2-Domane, die von zwei
SH3-Domanen flankiert wird, die auf T-Zellstimulierung hin den GTP/GDP-
Austauschfaktor Sos binden (Buday et al., 1996).

Der ubiquitare Adapter Shc ist fahig, an diesen Komplex zu binden, nachdem er
phosphoryliert worden ist (Ravichandran et al., 1993). Die Bedeutung dieser
Bindung wird jedoch kontrovers diskutiert, bestenfalls scheint ein kleiner Teil
der Grb2-Molekule phosphorylierte Shc-Proteine auf TCR-Stimulierung hin zu
binden (Osman et al., 1995).

SLP-76 wurde durch seine in vitro-Bindung an die Grb2-SH3-Doméanen
identifiziert (Jackman et al.,, 1995). Es enthalt viele potentielle Tyrosin-
Phosphorylierungsstellen, eine SH2-Doméane und eine prolinreiche Domane,
die mit Proteinen, die SH3-Domanen enthalten, interagieren kann. TCR-
Aktivierung stimuliert die Phosphorylierung von SLP-76, und Uberexpression
von SLP-76 fuhrt in Jurkat-T-Zellen auf TCR-Stimulierung hin zu einer
gesteigerten Translokation von NF-AT (Nuclear Factor of Activated T cells) in
den Zellkern, einem Schlusselereignis der Regulation der IL-2-Expression
(Motto et al., 1996).

Das Protoonkogen Vav, als ein Kofaktor von SLP-76 beschrieben, wird auf
TCR-Aktivierung hin phosphoryliert und interagiert Uber seine SH2-Domane
auch mit der tyrosinphosphorylierten ZAP-70-PTK (Katzav et al., 1994). Die
genaue Bedeutung von Vav bleibt noch unklar, auch wenn man weil3, daf’ eine
Zerstoérung des Vav-Gens zu einem Defekt in der Lymphozytenentwicklung und
zu Storungen in der Signalweiterleitung vom TCR fuhrt (Fischer et al., 1995;
Tarakhovsky et al., 1995; Zhang et al.,, 1995). Man weil} allerdings, dal3 die
Uberexpression von Vav und/oder SLP-76 die basale und die nach TCR-



Stimulierung erfolgende NF-AT-abhangige Reportergenexpression in Jurkat-
Zellen verstarkt (Wu et al., 1995; Wu et al., 1996). Es gibt Hinweise, dal} Vav
als GDP-GTP-Austauschfaktor fur Mitglieder der Rho-Proteinfamilie fungieren
kann (Crespo et al., 1996; Han et al., 1997).

TCR

Phosphatidylinositol-
Metabolismus

Calcium/PKC-Signale

Ras-Signalwege

Abb. 2: Die Aktivierung von Proteintyrosinkinasen fiihrt zur Rekrutierung
verschiedener Adaptermolekiile (nach Cantrell,1996).

Als weitere Adapterproteine, die in der T-Zellaktivierung offensichtlich eine Rolle
spielen, waren das membranassoziierte p36-38, das unter anderem mit Grb2
(Buday et al., 1994), Phospholipase C-y1 (PLC-y1) (Sieh et al., 1994) und
Phosphatidylinositol3-Kinase (P13-K) (Fukazawa et al., 1995) assoziieren kann,
zu nennen, des weiteren das in Struktur und Bindungseigenschaften sehr
ahnliche 38 kDa-Protein Lnk (Huang et al., 1995), auRerdem p120°, das in
vitro mit einer Vielzahl von Molekilen interagiert, so unter anderem mit Grb2,
Fyn, Lck, Ras-GAP (GTPase-Activating Protein), PLC-y, PI3-Kinase und ZAP-
70 (Donovan et al.,, 1994; Fournel et al., 1996). Weitere Adapterproteine, die
fahig sind, an die SH3-Domanen von Grb2 zu binden, Uber deren genauere

Funktion aber noch nichts bekannt ist, sind p75 (Jackman et al., 1995) und
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p116 (Motto et al., 1994).
Eine Ubersicht Uber verschiedene Adaptermolekile und deren Bindungs-
eigenschaften gibt Abb. 2 (S. 6).

1.4 Effektorsignalkaskaden

Eine Reihe von Effektorsignalkaskaden wird auf die Stimulierung des TCR hin
aktiviert. Die dabei vorherrschenden Signalmolekule ahneln denen anderer
Zelltypen: calciumabhangige Kinasen und Phosphatasen sowie Serin/Threonin-
Kinasen vom MAPK-Typ (MAPK = Mitogen Activated Protein Kinase). Die

wichtigsten Signalwege werden im folgenden besprochen.

1.4.1 Der Phosphatidylinositol (Pl)-Signalweq

Der erste PTK-kontrollierte TCR-Signalweg, der detailliert charakterisiert
werden konnte, wird von PLC-y1 (PLC = Phospholipase C) vermittelt. PLC-y1
wird in aktivierten T-Zellen tyrosinphosphoryliert, ein Prozel3, der fur ihre
Aktivierung wichtig ist (Weiss and Littman, 1994). Der TCR induziert auf3erdem
die Assoziation zwischen den SH2-Domanen von PLC-y1 und dem
membranstandigen p36 (Sieh et al., 1994), ein Prozef, der insofern von
Bedeutung sein konnte, als die Substrate der PLC-y1, die Inositolphospholipide,
sich in der Plasmamembran befinden, weswegen die Rekrutierung der PLC-y1
zur Plasmamembran von grof3er Bedeutung ist.

Die aktivierte PLC-y1 hydrolysiert namlich Phosphatidylinositol-4,5-Bisphosphat
(PIP2) zu Inositol-1,4,5-Trisphosphat (IP3) und 1,2-Diazylglycerol (DAG), die als
parallele ,Second messenger” unterschiedliche Wirkungen haben.

In vitro konnte gezeigt werden, dal® PIP; Mitglieder der Proteinkinase C(PKC)-
Familie aktivieren kann, speziell PKCe und ¢ (Liscovitch and Cantley, 1994).
Eine wesentlich gréRere Bedeutung flr die Aktivierung der PKC scheint jedoch
DAG zu besitzen, das eine grolde Anzahl verwandter Serin/Threonin-Kinasen
direkt aktivieren kann (Szamel and Resch, 1995).

Fir verschiedene Isoformen der PKC konnten in den letzten Jahren u.a.
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wichtige Funktionen bei der T-Zellentwicklung (Michie et al., 2001), -aktivierung
(Bi et al., 2001), -migration (Volkov et. al, 2001) und Regulation des Zelltods
(Bertolotto et al., 2000) nachgewiesen werden. Eine besonders wichtige Rolle
unter den verschiedenen PKC-Isoformen kommt in T-Zellen der PKCO zu, die
als einzige Isoform nach TCR-Aktivierung rasch an den Rezeptorkomplex
bindet (fir eine Ubersicht s. Altman et al., 2000). Sie vermittelt unter anderem,
wie in PKCO-defizienten Mausen nachgewiesen wurde, in reifen T-Zellen die
vom TCR ausgehende NF-kB-Aktivierung (Sun et al., 2000).

Die Hauptfunktion des zweiten - neben DAG - bei der Hydrolyse von PIP;
entstehenden ,Second messenger”, IP;, ist die Freisetzung von Ca®* aus
intrazellularen Speichern (Imboden and Stobo, 1985; Berridge, 1993), worauf

im nachsten Abschnitt naher eingegangen werden wird.

1.4.2 Calciumsignale

Die Erhdhung des intrazelluldren Ca**-Spiegels ist von essentieller Bedeutung
fur viele Ereignisse der T-Zellaktivierung (Goldsmith and Weiss, 1988;
Negulescu et al., 1994). Diese schlieen frih nach APC-Kontakt auftretende
Veranderungen in Motilitat und Zellform ein (Donnadieu et al., 1992; Donnadieu
et al., 1994), die Transkription verschiedener Lymphokin-Gene (Crabtree, 1989;
Rao, 1994), die Zelltdtung durch zytotoxische T-Zellen (Poenie et al., 1987;
Haverstick et al., 1991), die Apoptose autoreaktiver T-Zellen wahrend ihrer
Entwicklung im Thymus (McConkey et al., 1992; Nakayama et al., 1992) und die
Induktion von Selbsttoleranz in reifen peripheren T-Zellen (Schwartz, 1990;
Nghiem et al., 1994).

IP; bindet nach Aktivierung durch die im vorigen Abschnitt besprochene
Signalkaskade an seinen Rezeptor in der Membran des endoplasmatischen
Retikulums (ER) und &ffnet so einen Kanal, der im ER gespeichertes Ca** ins
Zytosol entlalRt (Imboden and Stobo, 1985). Dieser Kanal kann auch die PTK
Fyn direkt binden und wird auf TCR-Stimulierung hin an Tyrosinresten
phosphoryliert, was die Ca?*-Freisetzung zu erleichtern scheint (Jayaraman et
al., 1996). Die PTKs Lck und ZAP-70 (s. Abschnitt 1.2, S. 2) sind fir die
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Calciummobilisierung in T-Zellen ebenfalls notwendig (Howe and Weiss, 1995).
Die Freisetzung von Ca?* aus intrazellularen Kompartimenten ist verantwortlich
fir die frihe Erhdhung des Ca®*-Spiegels nach T-Zellaktivierung, sie ist
allerdings auf Grund der begrenzten Kapazitat intrazelluldrer Ca**-Speicher
nicht ausreichend und wohl auch nicht notwendig, um eine T-Zellaktivierung
auszulésen (Goldsmith and Weiss, 1988).

Der Ca®*-Einstrom ins Zytosol und die Erhéhung des intrazelluldren Ca®'-
Spiegels mussen fur mehr als 30 min. aufrechterhalten werden, damit es zur T-
Zellaktivierung und zur Transkription des IL-2-Gens kommt (Crabtree and
Clipstone, 1994; Negulescu et al., 1994). Dies geschieht durch Einstrom von
Ca®*" aus dem Extrazelluldrraum (iber Kanale in der Plasmamembran (Lewis
and Cahalan, 1989). Diese Kanale erhalten nach einer Hypothese Putneys
(Putney, Jr., 1990), die in neueren Arbeiten immer weitere Bestatigung findet
(Mason et al., 1991; Zweifach and Lewis, 1993; Premack et al., 1994), ihr
Signal zur Offnung durch die Leerung intrazelluldrer Ca**-Speicher und werden
deswegen CRAC(Ca?* Release-Activated Ca®*)-Kandle genannt. Uber die
genauen Steuerungsmechanismen herrschen noch Zweifel (Lewis and
Cahalan, 1995), allerdings lieR sich eine direkte Offnung durch Depolarisation
(Lewis and Cahalan, 1989; Hoth and Penner, 1992), IP; oder IP4 (Hoth and
Penner, 1992; Premack et al., 1994) ausschlieRen.

Der bestcharakterisierte Mediator von Ca®*-Signalen wahrend der T-
Zellaktivierung ist die Calcium/Calmodulin-abhéangige Serinphosphatase
Calcineurin  (Crabtree and Clipstone, 1994). Sie besteht aus einer
calmodulinbindenden 59 kDa-Untereinheit A und einer Ca?*-bindenden 19 kDa-
Untereinheit B (Klee et al., 1988). Damit unterliegt Calcineurin in seiner
enzymatischen Aktivitat einer doppelten Kontrolle durch den intrazellularen
Ca**-Spiegel: Ca®*-Bindung an Calmodulin filhrt zu dessen Assoziation mit
Calcineurin A, was die Verdrangung einer autoinhibitorischen Domane
(Hubbard and Klee, 1989) des Calcineurin A und damit verstarkte enzymatische
Aktivitat dessen katalytischer Domane zur Folge hat; auf der anderen Seite
erhoht die Ca?*-Bindung an das Calmodulinhomolog Calcineurin B, das auch

bei niedrigem Ca*-Spiegel fest an Calcineurin A gebunden ist, die



Substrataffinitat von Calcineurin (Stemmer and Klee, 1994). Die Bildung eines
Komplexes aus Ca®*, Calmodulin, Calcineurin A und Calcineurin B ist zur
Aktivierung der Phosphataseaktivitat des Calcineurin notwendig (Manalan and
Klee, 1983; Ueki and Kincaid, 1993).

Das bekannteste Substrat des Calcineurin ist die Familie der NF-AT-
Transkriptionsfaktoren (Ruff and Leach, 1995; Loh et al., 1996a), auf die spater
naher eingegangen werden wird. Ein anderes Calcium/Calmodulin-abhangiges
Enzym, das auf TCR-Stimulierung hin aktiviert wird, ist die CaM-Kinase II, die
eindeutig eine inhibitorische Rolle bei der IL-2-Induktion spielt (Nghiem et al.,
1994; Hama et al., 1995). Deren Interaktionen mit dem IL-2-induzierenden NF-
AT-Signalweg sind noch nicht geklart.

Doch nicht nur die Aktivierung bereits bestehender Signalfaktoren, sondern
auch die Synthese von mRNAs einer Reihe nuklearer Faktoren, die an der IL-2-
Transkription beteiligt sind - unter ihnen NF-AT2, Oct-2 und p105/NF-xB1 -,
wird, wie durch Experimente mit den Immunsuppressiva Cyclosporin A (CsA)
(Shevach, 1985) und FK506 (Tanaka et al., 1987), die inhibierend auf
Calcineurin wirken (Liu et al., 1991; Liu et al., 1992; Swanson et al., 1992),

gezeigt werden konnte, durch Calcineurin veranlaf3t (Northrop et al., 1994).

1.4.3 G-Proteine

Die fundamentale Rolle des GTP-bindenden Proteins p21® bei der
Lymphozytenaktivierung wurde in zahlreichen Studien an verschiedenen
Zellinien und genetisch veranderten Tieren nachgewiesen (lzquierdo et al.,
1995; Swan et al., 1995), jedoch ist der Mechanismus, durch den es von der
Ligandenbindung an den TCR zur Aktivierung von p21™° kommt, bis heute nicht
sehr gut verstanden. Sowohl die Inhibition von Ras-GAPs, wie p120-GAP oder
Neurofiboromin (Downward, 1992; Izquierdo et al., 1995), als auch die
Aktivierung von Guaninnukleotid-Austauschfaktoren tragen hoéchstwahrschein-
lich dazu bei. Insbesondere bei Sos, das Grb-2-vermittelt (s.a. Abschnitt 1.3, S.
5) tyrosinphosphorylierte Molekile bindet, nimmt man eine Beteiligung an der

Regulierung von p21™@ an (Buday et al., 1994) (fur eine Ubersicht Uber die
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Aktivierung von p21™° s. McCormick, 1993, und McCormick, 1994).
GTP-gebundenes p21™ kann eine ganze Reihe von Effektoren direkt aktivieren
(Marshall, 1995); besonders hervorzuheben ist die direkte Interaktion mit der
Serin/Threonin-Kinase Raf-1, die der wichtigste Aktivator einer MAPK-Kaskade
ist (Crews and Erikson, 1993), die Uber die Aktivierung von Erks zur
Stimulierung verschiedener Transkriptionsfaktoren flhrt (s. nachster Abschnitt).
Auch Mitglieder der Rho-Familie von GTP-bindenden Signalmolekulen, unter
ihnen Rac und Cdc42, deren Hauptfunktion man zunachst in der Regulation des
Aufbaus des Zytoskelets sah (Stowers et al., 1995), konnen uUber die MAPKKKK
PAK Serin/Threonin-Kinasen-Kaskaden aktivieren, die bei der T-Zellaktivierung
eine wichtige Rolle spielen, namlich den SAPK- und den p38-Kinase-Signalweg
(Vojtek and Cooper, 1995; Teramoto et al., 1996a; Teramoto et al., 1996b). In
einigen Fallen hat sich Rac als Ziel von p21™° in einem Signalweg erwiesen,

der eine maligne Zelltransformation vermittelt (Qiu et al., 1995).

1.4.4 Serin/Threonin-Kinasen-Kaskaden

Die MAPK-Kaskaden (MAPK = Mitogen-Activated Protein Kinase) stellen eine
Gruppe von Signaltransduktionswegen dar, die charakterisiert sind durch die
sukzessive Phosphorylierung von Serin/Threonin-Kinasen oder von Kinasen
dualer Spezifitat. Das im Prinzip allen gemeinsame Signalmodul besteht aus
einer MAP-Kinase, einer MAPK-Kinase (MAPKK), die normalerweise eine
Kinase dualer Spezifitat ist, indem sie die MAPK an Threonin- und
Tyrosinresten phosphoryliert, und einer MAPKK-Kinase (MAPKKK), die die
MAPKK serinphosphoryliert und so aktiviert (Graves et al., 1995; Waskiewicz
and Cooper, 1995). Zur Zeit sind in Saugerzellen drei Signalketten detailliert
beschrieben, die diese Strukturmerkmale aufweisen. Die terminalen Elemente
sind dabei die Erks (Extracellular-regulated kinases), die SAPKs (Stress-
Activated Protein Kinases) und die p38-Kinase. In Hefen sind bereits sechs
derartige Signalmodule beschrieben (Herskowitz, 1995).

Die Aktivierung der MAP-Kinasen resultiert in der raschen Induktion einer

Familie von Phosphatasen dualer Spezifitat, unter ihnen Pac-1, Mkp-1 und
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Mkp-2 (Sun et al., 1993; Misra-Press et al., 1995), die die MAP-Kinasen selbst
als Ziel besitzen (Rohan et al., 1993; Bokemeyer et al., 1996; Grumont et al.,
1996) und so zur Terminierung des Signals beitragen (Sun et al., 1994).

Sehr vieles spricht fur eine fundamentale Rolle der Erks in der vom TCR
ausgehenden Signaltransduktion. Der Signalweg, der zu ihrer Stimulierung
fuhrt, wird hauptsachlich durch GTP-gebundenes p21™° aktiviert, das direkt an
Raf-1, die MAPKKK in dieser Kaskade, bindet. Raf-1 wird durch seinen Kontakt
mit Ras an die Plasmamembran gebunden und durch einen bisher
unbekannten Mechanismus, bei dem Tyrosinphosphorylierung eine Rolle spielt,
in seiner Kinaseaktivitat stimuliert (Marais et al., 1995). Es phosphoryliert und
aktiviert Mek-1 und Mek-2 (die MAPKK), die ihrerseits Erk-1 und Erk-2
phosphorylieren. Aktivierte Erks werden in den Zellkern transloziert und
phosphorylieren direkt verschiedene Transkriptionsfaktoren, unter ihnen c-Fos,
c-Jun und Mitglieder der Ets-Familie (Graves et al., 1995; Karin, 1995;
Waskiewicz and Cooper, 1995).

Die SAPKs werden aktiviert durch Inhibitoren der Proteinsynthese,
inflammatorische Zytokine, wie zum Beispiel TNF-o und IL-1, und, im
allgemeinen, durch starken zellularen Strel3 (Davis, 1994; Kyriakis et al., 1994).
Urspringlich beschrieben als Kinasen, die den Transkriptionsfaktor c-Jun an
seiner Aktivationsdomane binden und phosphorylieren kdnnen, und deswegen
auch JNKs (Jun NH2-terminal Kinases) genannt, sind sie als MAPKs
eingebunden in eine Signalkaskade, die MKK1 als MAPKKK und MKK4/Sek-1
als MAPKK involviert (Davis, 1994). Die SAPK-Kaskade wird blockiert bei TCR-
Stimulierung ohne Korezeptorsignal (DeSilva et al., 1996), allerdings reflektiert
deren Aktivierung nicht spezifisch eine Stimulation durch CD28 und andere
Korezeptoren, da zum Beispiel Fas nach Bindung des Fas-Liganden ebenfalls
die SAPK-Stimulierung triggern kann (Wilson et al., 1996), was deren bereits in
anderen Systemen beobachtete Bedeutung in der Induktion stressinduzierter
Apoptose unterstreicht (Verheij et al., 1996). Die SAPK-Kaskade kann uber die
Aktivierung von Pak-1 und in einigen Fallen Uber Ras-Aktivierung durch die
kleinen GTP-bindenden Proteine Rac1 und Cdc24 reguliert werden (Minden et

al.,, 1994). Zu den Zielen dieses Signalweges gehoéren die Transkriptions-
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faktoren c-Jun (Derijard et al., 1994) und ATF-2 (Gupta et al., 1995).
Inflammatorische Zytokine und zellularer Stref3 stimulieren auch die Aktivitat der
p38-Kinase (Lee et al., 1994; Raingeaud et al., 1995), die ein Saugeraquivalent
der in Hefen vorkommenden Hog-Kinase zu sein scheint, einem Molekul, das
die Antwort auf osmolaren Strel3 vermittelt (Brewster et al., 1993). Als MAPKKs
fungieren in der vorgeschalteten Signalkaskade MKK3, MKK6 und - unter
gewissen Umstanden - MKK4 (Raingeaud et al., 1996). Das MAPKKK-Enzym
dieses Signalweges ist noch nicht bekannt. Die physiologischen Substrate von
p38 sind noch nicht genau bekannt, man weil3 allerdings, da® p38 ATF-2 und
eine Kinase, MAPK-activated protein kinase 2, phosphorylieren kann, und seine
Aktivierung konnte mit dem programmierten Zelltod in Zusammenhang gebracht
werden (Xia et al., 1995).

1.5 Die Familie der NF-AT-Transkriptionsfaktoren

Unter Transkriptionsfaktoren versteht man durch Regulatorgene Kkodierte
Proteine, die mit steuernden DNA-Sequenzen, den Promotoren, in
Wechselwirkung treten und so die Transkription regulieren. Zum einen gibt es
sogenannte generelle Transkriptionsfaktoren (GTFs): Zu ihnen gehodren die
RNA-Polymerase Il, die in eukaryotischen Zellen die Transkription aller mRNAs
katalysiert, die Strukturproteine kodieren, und die mit ihr assoziierten Faktoren
TFIA, TFIIB, TFIID, TFIIE, TFIIF, TFIIH und TFIlJ (Conaway and Conaway,
1993; Zawel and Reinberg, 1993), die fur die Promotorerkennung und die
korrekte Transkriptionsinitiation notwendig sind. Andererseits gibt es
Transkriptionsfaktoren, die nur in die Transkription derjenigen Gene eingreifen,
deren Promotoren spezifische Bindungsstellen fir diese Faktoren besitzen.
Neben den DNA-bindenden Domanen (Nelson, 1995) sind fur die Funktion
dieser spezifischen Transkriptionsfaktoren deren transaktivierende Domanen
(TADs) (Blau et al., 1996), die mit GTFs interagieren (Goodrich et al., 1993; Gill
et al.,, 1994; Zhu et al.,, 1994) und so die Aktivitat des RNA-Polymerase II-
Holoenzyms modulieren konnen (Ghosh, 1993), von entscheidender

Bedeutung.
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Eine vor allem in T-Lymphozyten wichtige Gruppe solcher spezifischen

Transkriptionsfaktoren ist die Familie der NF-AT-Proteine.

1.5.1 Familienmitglieder

NF-AT (Nuclear Factor of Activated T cells) wurde zunachst als rasch
induzierbarer, T-zellspezifischer Kernfaktor beschrieben, der an das ARRE-2
(Distal Antigen Receptor Response Element) des humanen IL-2-Promotors
bindet (Shaw et al., 1988). Spater zeigte sich, da® NF-AT-Faktoren in vielen
hamatopoetischen Zellinien vorkommen, so in B-Lymphozyten, NK-Zellen,
Mastzellen, Monozyten bzw. Makrophagen, aber auch in Nervenzellen (Verweij
et al., 1990; Brabletz et al., 1991; Yaseen et al., 1993; Wang et al., 1995), und
dall sie eine ganze Familie von Transkriptionsfaktoren bilden: NF-AT1 (auch
NF-ATp, ,p” fur ,preexisting”) wurde mit Hilfe der distalen NF-AT-Bindungsstelle
des murinen IL-2-Promotors (Pu-byq) aus zytoplasmatischen Extrakten eines
murinen T-Zellklons isoliert und aus murinen (Ar-5) und humanen Jurkat-T-Zell-
cDNA-Bibliotheken kloniert (McCaffrey et al., 1993); NF-AT2 (auch NF-ATc, ,c”
fur ,cytoplasmic”) wurde auf ahnliche Weise aus bovinem Thymusgewebe
gewonnen und aus einer Jurkat-cDNA-Bibliothek kloniert (Northrop et al., 1994).
cDNA-Klone, die fur NF-AT3 und NF-AT4 kodierten, wurden aus Jurkat-T-Zell-
und humanen PBL(Peripheral Blood Lymphocyte)-cDNA-Bibliotheken durch
Kreuzhybridisierung mit einer NF-ATp-Probe isoliert (Hoey et al., 1995).
Mehrere Isoformen, die durch alternatives Spleilien zustandekommen, wurden
fur NF-AT1, NF-AT2 und NF-AT4 beschrieben.

1.5.2 Struktur

Die beiden Hauptregionen von Sequenzhomologie, die DNA-bindende Domane
(DBD) und die NF-AT-Homologie-Region (NHR) (Luo et al., 1996a), kommen in
allen lIsoformen vor. Die DNA-bindende Doméane, die in den bekannten
Isoformen ungefahr zwischen den AS 400 und 700 liegt, ist hochkonserviert (ca.

70% Homologie zwischen den NF-AT-Proteinen) und zeigt im paarweisen
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Vergleich eine gewisse Sequenzhomologie mit der DNA-bindenden Domane
von Mitgliedern der Rel-Proteinfamilie (ca. 18%) und wird deswegen auch als
,Rel-Homologie-Domane (RHD)” bezeichnet (Jain et al., 1995). Die NHR, die
ca. 300 AS umspannt und direkt an das N-terminale Ende der DBD angrenzt,
zeigt eine geringere Sequenzhomologie unter den NF-AT-Faktoren, weist aber
einige fur die NF-AT-Familie typische, stark konservierte Sequenzmotive auf
(Ho et al., 1995; Masuda et al., 1995). Diese Doméane bindet Calcineurin und
wird nach Aktivierung von Calcineurin dephosphoryliert; sie kontrolliert die
calcineurinregulierte nukleare Translokation von NF-ATp (Luo et al., 1996b).
Vermutlich enthalten sowohl N-terminale als auch C-terminale Bereiche von
NF-AT transaktivierende Domanen (TADs) (Luo et al., 1996a). Die N-terminale
TAD von NF-AT1 wurde in den ca. 100 N-terminalen AS-Resten lokalisiert, die
ebenso wie die korrespondierenden Bereiche von NF-AT2b, NF-AT3 und NF-
AT4 reich an sauren AS und an Prolin ist (Hoey et al.,, 1995; Masuda et al.,
1995; Luo et al., 1996a). Wenn sie als Gal4-Fusionsprotein exprimiert wird, ist
die Region von NF-AT1c, die der DBD C-terminal benachbart liegt, ebenfalls

zur Transaktivierung fahig (Luo et al., 1996c¢).

1.5.3 Requlation der transkriptionellen Aktivitait

Die NF-AT-Aktivitat wird in T-Zellen von vielen Signalwegen und -molekilen
moduliert. Da in den meisten Experimenten die Expression eines Reportergens
gemessen wurde, das unter der Kontrolle einer zusammengesetzten NF-
AT/AP-1-Bindungsstelle steht, ist die Interpretation der Ergebnisse solcher
Versuche notwendigerweise kompliziert, da nicht immer klar ist, ob NF-AT-
Proteine oder die AP-1-Faktoren c-Jun und c-Fos flir den gemessenen Effekt
verantwortlich sind. Das bisherige Wissen uber die Regulation der NF-AT-
Aktivitat wird zusammenfassend in Abb. 3 (S. 17) dargestellt.

Signalmolekile, die in der Fruhphase der T-Zellaktivierung eine Rolle spielen
und die die Aktivierung von NF-ATs auslésen kénnen, sind Lck, ZAP-70 (s.
Abschnitt 1.2, S. 2) und Vav (s. Abschnitt 1.3, S. 5). Die Uberexpression von
Wildtyp- oder konstitutiv aktiver Lck verstarkte die NF-AT-abhangige
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Reportergenexpression in Lck JCam.1-Zellen (Carrera et al.,, 1995).
Uberexpression einer ZAP-70-Mutante ohne Kinaseaktivitdt verhinderte in
Jurkat-Zellen die durch anti-TCR-Antikorper stimulierte Aktivierung von NF-AT
(Qian et al., 1996), Uberexpression von Vav und/oder SLP-76 in Jurkat-Zellen
verstarkte die basale und die TCR-stimulierte NF-AT-abhangige
Reportergenexpression (Wu et al., 1995; Wu et al., 1996). Keine Verstarkung
wurde in Zellen beobachtet, denen Lck, CD45 oder die TCRp-Kette fehlte, und
sie wurde blockiert durch die Calcineurininhibitoren CsA und FK506 sowie
durch Uberexpression dominant negativer Formen von Ras und Raf. Dies ist
ein Indiz dafur, da} Vav proximal dieser Molekile oder in einem parallelen
Signalweg wirkt.

TPA, dessen Haupteffekt in T-Zellen in der Aktivierung von Proteinkinase C,
Ras und Raf besteht, aktiviert die NF-AT-abhangige Genexpression (Cantrell,
1996). Ras ist fur die NF-AT-Aktivierung unentbehrlich: Aktiviertes Ras kann
TPA voll ersetzen, und zusammen mit konstitutiv aktivem Calcineurin stimuliert
es stark die NF-AT-abhangige Reportergenexpression, wohingegen dominant
negatives Ras die TCR-stimulierte NF-AT-Aktivierung verhindert (Woodrow et
al., 1993; Genot et al.,, 1996). In T-Zellen waren konstitutiv aktives Raf oder
MEK1 nicht in der Lage, im Synergismus mit lonomycin die NF-AT-abhangige
Transkription in gleichem Malle zu stimulieren; dominant negative Formen
dieser Proteine verhinderten nur partiell die Ras-vermittelte Aktivierung (Genot
et al., 1996; Whitehurst and Geppert, 1996). Nach den Ergebnissen von Genot
et al. (1996) aktivierte eine konstitutiv aktive Form von Rac-1, hochstwahr-
scheinlich einem Effektor von Ras (s. Abschnitt 1.4.3, S. 10), die AP-1-
kontrollierte Expression eines Reportergens Uber einen Signalweg, der Erk
nicht involviert, maximal, konnte aber ein NF-AT-abhangiges Reportergen nicht
effizient aktivieren, auch nicht in Kombination mit lonomycin und konstitutiv
aktiver MEK1. So wurde vorgeschlagen, dal} ein dritter Ras-Effektorsignalweg
existieren solle, der fur die maximale Expression eines NF-AT/AP-1-
kontrollierten Reportergens notwendig sei.

Die Aktivierung von NF-AT-Proteinen folgt prazise der Aktivierung von

Calcineurin. In T-Zellen bleibt, wenn der intrazellulare Calciumspiegel gesteigert
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bleibt, die Calcineurinaktivitat erhoht, und NF-AT1 bleibt fir viele Stunden
aktiviert und im Zellkern lokalisiert. Wenn die Calcineurinaktivitat durch

Entfernung des calciummobilisierenden Stimulus oder durch Zugabe von CsA
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Abb. 3 falit vereinfachend das Wissen tiber die NF-AT-Regulation, insbesondere
durch eine Bindungsstelle des distalen IL-2-Promotors, zu Beginn unserer
experimentellen Arbeiten zusammen. Beachte insbesondere, dafl nicht NF-AT,
sondern nur die AP-1-Faktoren c-Jun und c-Fos als Ziel fir MAP-Kinasen zur
Darstellung gelangen. Auch die Beteiligung von p300/CBP an der Regulation
der transkriptionellen NF-AT-Aktivitdt war zu diesem Zeitpunkt nicht bekannt
(Rao, 1997).

oder FK506 zu stimulierten T-Zellen inhibiert wird, kommt es innerhalb von 5-15
min. zur Rephosphorylierung von NF-AT1 und zu dessen Ruckkehr ins

Zytoplasma. Der Dephosphorylierungs/Rephosphorylierungs- und der nukleare
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Import/Export-Zyklus kdénnen viele Male wiederholt werden, was man als
Hinweis auf ein dynamisches Wechselspiel zwischen Calcineurin und konstitutiv
aktiven Kinasen werten darf (Ruff and Leach, 1995; Loh et al., 1996a; Loh et
al., 1996b). Konstitutiv aktives Calcineurin konnte partiell das fur die NF-AT-
abhangige Genexpression notwendige Calcium ersetzen (Clipstone and
Crabtree, 1992; O'Keefe et al., 1992; Kubo et al.,, 1994). Zusatzlich zur
nuklearen Translokation scheint Calcineurin auch die DNA-Bindung von NF-AT-
Faktoren zu beeinflussen. Wahrend Hyperphosphorylierung die DNA-Bindung
von NF-AT1 inhibierte, stimulierte die Dephosphorylierung durch Calcineurin
(oder andere Phosphatasen) die DNA-Bindung von NF-AT1 in starkem Male
(Park et al., 1995).

Zusatzlich zur Aktivierung von Calcineurin  fuhrt die Erhdhung des
intrazellularen Ca**-Spiegels zur Aktivierung anderer calmodulinabhangiger
Enzyme (James et al., 1995). Dabei scheinen zwei Ca®*/Calmodulin-abhéngige
Proteinkinasen, CaMKIlyB und CaMKIV/Gr, antagonistische Rollen in der NF-
AT-Regulation zu spielen (Nghiem et al., 1994; Hama et al., 1995; Ho et al.,
1996).

Eine weitere Ebene, auf der die Aktivitdt von NF-AT-Faktoren kontrolliert
werden konnte, ist die Ebene der Transaktivierung. Induzierbare
transaktivierende Domanen (TADs), deren Aktivitat auf Stimulation der Zellen
hin rasch zunimmt, wurden in den meisten eukaryotischen Transkriptions-
faktoren identifiziert. Im Detail wurde das zum Beispiel nachgewiesen fur die C-
terminale TAD von EIk-1/TCF-1 (Treisman, 1996) und fir den cAMP-
induzierbaren Faktor CREB (Torchia et al., 1998).

1.5.4 Gewebeverteilung und Zielgene

NF-AT2- und NF-AT1-Proteine werden - je nach Zellinie in unterschiedlichem
Ausmald - in peripheren T-Zellen und -Zellinien exprimiert, NF-AT1 auch in
anderen Immunzellen, so zum Beispiel B-Zellen, Mastzellen, NK-Zellen,
Monozyten und Makrophagen (Cockerill et al., 1995a; Wang et al., 1995; Weiss
et al., 1996). Aulierdem findet sich NF-AT1 in olfaktorischem Epithel (Ho et al.,
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1994) und in Endothelzellen (Cockerill et al., 1995b; Wang et al., 1995).
Eindeutig und mehrfach belegt ist die Beteiligung von NF-AT bei der Aktivierung
der IL-2- (Serfling et al., 1995), IL-4- (Chuvpilo et al., 1993), GM-CSF- (Jenkins
et al.,, 1995) und TNF-a-Cytokingene (McCaffrey et al., 1994) in T-Zellen.
Aulerdem gibt es gute, aber quantitativ geringere Evidenz fur die Beteiligung
von NF-AT in der Regulation der IL-3- (Duncliffe et al., 1997), IL-5- (Karlen et
al., 1996), IL-8- (Okamoto et al., 1994), Interferon-y- (Campbell et al., 1996) und
CD40L-Gene (Tsytsykova et al., 1996) (s.a. Abschnitt 1.1, S. 1) in T-Zellen, des
TNF-a-Gens (Tsai et al., 1996) in B-Zellen und der IL-4- (Weiss et al., 1996)
und IL-5-Gene (Prieschl et al., 1995) in Mastzellen.

1.6 Die transkriptionellen Kofaktoren p300 und CBP

Eine Sonderstellung nehmen die hochstwahrscheinlich ubiquitar in
Saugerzellen vorkommenden Kofaktoren p300 und CBP ein, die nicht zu den
eigentlichen Transkriptionsfaktoren zu rechnen sind, da sie nicht in der Lage
sind, direkt an spezifische DNA-Regulationssequenzen zu binden; ihre Aufgabe
besteht vielmehr darin, die Interaktion zwischen speziellen und generellen
Transkriptionsfaktoren zu modulieren. Sie werden deswegen auch als
transkriptionelle Adapterproteine bezeichnet. Sie gehdren zu den Faktoren mit
spezifischen Zielen (Bindungsregionen an verschiedenen Transkriptionsfak-
toren und nukledaren Rezeptoren) und sind nicht als Bestandteile des
allgemeinen Transkriptionsapparates zu betrachten.

CBP wurde kloniert bei einem Expressions-Screeningversuch, der darauf
abzielte, Proteine zu finden, die in der Lage sind, an den durch Proteinkinase A
(PKA) phosphorylierten Transkriptionsfaktor CREB zu binden (daher CREB
Binding Protein) (Chrivia et al., 1993). Eine cDNA von p300 wurde erstmals
isoliert auf Grund der Fahigkeit des Proteins, das adenovirale E1A-Protein zu
binden (Eckner et al., 1994). Die beiden Proteine sind in ihrer AS-Sequenz
nahe verwandt, am starksten in finf Regionen, die (von N- nach C-terminal
aufgezahlt) als C/H 1-, CREB-bindende, Bromo-, C/H 2- und C/H 3-Domane

bezeichnet werden.
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Zu den Transkriptionsfaktoren, die p300 und CBP binden kdnnen, gehoéren die
Leucin-Zipperproteine c-Jun, JunB und c-Fos (Bannister et al., 1995; Bannister
and Kouzarides, 1995; Lee et al., 1996; Smits et al., 1996). Weitere
transkriptionelle Aktivatoren, die mit p300 oder mit CBP interagieren, sind unter
anderen NF-«xB (Gerritsen et al., 1997; Perkins et al., 1997), YY-1 (Lee et al.,
1995), c-Myb (Dai et al., 1996; Oelgeschlager et al., 1996), myogene bHLH-
Proteine (Eckner et al., 1996a; Yuan et al., 1996), nukleare Rezeptoren (Horlein
et al., 1995; Hanstein et al., 1996; Kamei et al., 1996; Yao et al., 1996), Sap-1
(Janknecht and Nordheim, 1996a) und die Koaktivatoren SRC-1 (Kamei et al.,
1996) und p/CIP (Torchia et al., 1997). In vitro konnten Interaktionen mit dem
generellen Transkriptionsfaktor TFIIB (Kwok et al., 1994) und mit der
Histonenacetylase P/CAF (Yang et al., 1996) gezeigt werden. Auch wurden
Bindungen an TBP (TATA-box Binding Protein) (Yuan et al., 1996) und RNA-
Polymerase Il (Kee et al., 1996) nachgewiesen. Das verdeutlicht die Funktion
von p300 und CBP als nukleare Adapterproteine (Janknecht and Hunter, 1996).
Die Zahl der bekannten Molekule, die mit p300/CBP interagieren, ist in den
vergangenen Jahren rasch gewachsen. In den allermeisten Fallen scheint
p300/CBP die Aktivierung der Transkription durch die oben genannten
Transkriptionsfaktoren zu verstarken. Es wurde als Modell vorgeschlagen, daf
p300 und CBP als Integratoren verschiedener extrazellularer Stimuli im Zellkern
wirken, indem Transkriptionsfaktoren und nukleare Rezeptoren um limitierte
Mengen von p300/CBP kompetitieren (Kamei et al., 1996). Ein gemeinsames
Merkmal der meisten an p300/CBP bindenden Transkriptionsfaktoren ist
namlich, dal® sie durch Signalwege aktiviert werden, die durch verschiedene
extrazellulare Stimuli getriggert werden.

Uber die Regulierung der Aktivitdt von p300/CBP ist noch wenig bekannt; es
gibt Hinweise, dal} eine Phosphorylierung von p300/CBP, vielleicht durch eine
phosphorylierungsabhangige Maskierung bzw. Demaskierung von Aktivations-
domanen, dessen Aktivitat regulieren konnte (Brindle et al., 1995; Kitabayashi
et al., 1995).

Dafl p300 und CBP eine wichtige Aufgabe in der Kontrolle der Zellproliferation

erfullen, wird zum einen daraus ersichtlich, dal3 die Zahl der zellularen
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Protoonkogene, von denen man weil3, daf} sie mit p300/CBP interagieren, unter
ihnen c-Fos, c-Jun und c-Myb, standig wachst. Zum anderen zeigt sich ihre
Bedeutung in der Tatsache, dal} inzwischen mehrere virale Onkoproteine, die in
der Lage sind, Saugerzellen zu immortalisieren, bekannt sind, die mit p300/CBP
in Wechselwirkung treten, namlich das adenovirale E1A-Onkoprotein (Eckner et
al., 1994; Arany et al., 1995; Lundblad et al., 1995), das grof3e T-Antigen des
SV40-Virus (Avantaggiati et al., 1996; Eckner et al., 1996b) und das tax-Protein
des HTLV I-Virus (Kwok et al., 1996).

1.7 Problemstellung

Ziel dieser Arbeit war es, neue Erkenntnisse Uber die Signallbertragungs-
mechanismen, die zur Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-ATc in T-
Lymphozyten fuhren, zu gewinnen. Fur die Experimente wurden DNA-
Konstrukte verwendet, deren Reportergene unter der Kontrolle der Transakti-
vierenden Domane A (TAD-A) von NF-ATc stehen. Bisherige Arbeiten hatten
meist Konstrukte benutzt, die unter der Kontrolle einer zusammengesetzten NF-
AT/AP-1-Bindungsstelle stehen. Aus letzteren Experimenten erhaltene Ergeb-
nisse waren notwendigerweise schwer interpretierbar, da mit diesem Ansatz
nicht differenziert werden kann, ob die Wirkung auf das Reportergen Uber NF-
AT oder die AP-1-Faktoren vermittelt wird.

Es konnte gezeigt werden, dal} die TAD-A von NF-ATc durch konstitutiv aktive
Mutanten der MAP-Kinase Raf und des GTP-bindenden Proteins Rac aktiviert
wird. Daruber hinaus stellte sich heraus, dal® TAD-A durch die MAP-Kinase
Erk2 in vivo und in vitro phosphoryliert wird. Um die physiologische Relevanz
dieser Phosphorylierung zu untersuchen, wurde eine Mutante von TAD-A, in
der alle funf Serinreste, die durch MAP-Kinasen theoretisch phosphoryliert
konnen, durch Alaninreste ersetzt sind, in Kotransfektionen untersucht. Es
zeigte sich, dal} die Mutante ebenfalls durch Raf und Rac aktiviert wird.

Es stellte sich somit die Frage nach einem potentiellen Kofaktor, der die
Raf/Rac-Wirkungen vermittelt, da die direkte Phophorylierung von TAD-A

offensichtlich nicht essentiell ist fur ihre Aktivierung. Fuar immer mehr
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Transkriptionsfaktoren konnte in den letzten Jahren eine Modulierung der
Aktivitat durch die transkriptionellen Kofaktoren CBP und p300 nachgewiesen
werden. Ein weiterer Schwerpunkt dieser Arbeit war es, der Frage auf den
Grund zu gehen, ob auch die Aktivitat von NF-AT-Faktoren durch die beiden
genannten Koaktivatoren moduliert wird.

Als sich schliel3lich herausstellte, dall CBP/p300 tatsachlich die N-terminale
Transaktivationsdomane von NF-ATc stimuliert, ergab sich die Frage, ob
CBP/p300 der gesuchte Kofaktor ist, der die Raf/Rac-Wirkungen auf die TAD-A
von NF-ATc vermittelt. Es konnte gezeigt werden, dal} dies tatsachlich der Fall

ist.
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2. Material

2.1 Gerate und Verbrauchsmaterialien

Autoklav
Blotgerat TransphorLid

Brutschrank

DE81-Papier (DEAE-Zellulose)

Einmalkuvetten
Eismaschine
Gelkammern
Geltrockner
Glaspipetten
Glaswaren
Mikroskop
3MM-Papier
Netzgerate
Nitrozellulose
pH-Meter
Phosphor Imager
Pipetten und Pipettenspitzen
Plastikmaterial
Quarzkivetten
Rontgenfilme: BioMax
Rotoren
Schuttler fur:
Mikroreaktionsgefalie
Bakterienkulturen
Speed Vac
Spektralphotometer
Sterilbank
Sterilfilter
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Stiefenhofer

Hoefer

Heraeus

Whatman
Hartenstein
Sunbeam

eigene Werkstatt
BioRad

Brandt

Schott

Olympus

Whatman

BioRad, Pharmacia
Schleicher & Schuell
Ingold

Molecular Dynamics
Eppendorf

Falcon, Nunc, Greiner
Helma

Kodak

Sorvall, Beckmann

Witeg Electrics
Infors AG

Uniequip

Beckmann

Flow Laboratories
Schleicher & Schuell



UV-Stimulationsgerat
UV-Handlampe
Verstarkerfolien
Vortexer
Waagen:

bis 250 g

bis 100 g
Zahlkammer (Neubauer)
Mikrozentrifuge
Hochleistungszentrifuge
Ultrazentrifuge

Kuhlzentrifuge

2.2 Chemikalien und Losungen

Bachofer
Bachofer
DuPont

Hartenstein

Precisa 300 MC
Sartorius, Sauter
Hartenstein
Eppendorf
Hettich, Sorvall
Beckmann

Heraeus

Chemikalien wurden hauptsachlich von folgenden Firmen bezogen: Gibco,

Roche, Roth, Sigma. Alle L6sungen wurden mit doppelt destilliertem Was-

ser bereitet sowie in der Regel autoklaviert oder sterilfiltriert. Nicht separat
angegebene Standardreagenzien (z.B. NaCl, RbCI, CaCl, EDTA, usw.)

wurden Uber die Firma Sigma bezogen.

Acrylamid/Bisacrylamid
Agar-Agar
Agarose

Ammoniumperoxysulfat (APS)

Antibiotika
Bacto-Tryptone
2-Butanol

Borsaure

Bradford-Reagenz (5-fach konzentriert)

Bromphenolblau
BSA (Fraktion V)
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Roth
Roth
Sigma
Sigma
Sigma
Gibco
Roth
Roth
BioRad
Merck

Roche



Casiumchlorid

Cyclosporin A (CsA)

DEPC

Dimethylsulfoxid (DMSOQO)
Dithiothreitol (DDT)

DMEM

DMRIE-C™ Reagent
Essigsaure

Ethanol

Ethidiumbromid

Ethylacetat

FCS

Formamid

Glutamin

Glycerol

Glycin

Hefeextrakt

Isopropanol

lonomycin

Lithiumchlorid
Magermilchpulver

MBP

Methanol

MMS (Methyl-Methan-Sulfonat)
Natriumacetat

OPTI-MEM®

PD098059
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)
RPMI-1640

SDS (Sodium-Dodecyl-Sulfat)
TEMED

TPA (12-O-Tetradecanoyl-phorbol-13-acetat)
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Roth
Sandoz
Sigma
Roth
Sigma
Seromed
Gibco
Roth
Roth
Sigma
Sigma
Hyclone, Gibco
Roth
Gibco
Roth
Roth
Gibco
Roth
Sigma
Roth
Schlecker
Sigma
Roth
Merck
Roth
Gibco
Sigma
Sigma
Roth
Gibco
Sigma
Sigma



Tris (Hydroxymethyl-aminomethan) Sigma
Trypanblau Roth
Xylencyanolblau Gibco

2.3 Enzyme

Klenow-Fragment der DNA-Polymerase | von E.coli Biolabs
Restriktionsendonukleasen Biolabs
RNase A Pharmacia
T4-DNA-Ligase Biolabs
2.4 Reaktionssysteme

ECL Western Blotting Analysis System Amersham
Jetsorb-Gel-Extraktions-Kit Genomed
2.5 GroBRenmarker

2.5.1 DNA-Marker

Lambda-Phagen DNA, Hindl- L-Marker: pUC18, Alul gespal-
ll/EcoRI gespalten, ergibt fol- ten, ergibt folgende Fragmente:

gende Fragmente:

21.221 bp
5.150 bp
4.974 bp
4.271 bp
3.538 bp
2.024 bp
1.906 bp
1.584 bp

682 bp
521 bp
257 bp
245 bp
226 bp

100/96/95 bp
64/63 bp
45/43 bp
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1.374 bp
947 bp
832 bp
564 bp
125 bp

2.5.2 Proteinmarker

(**C)- Rainbow-Marker, Mol. WT 14.300-200,37 kBq Amersham

2.6 Radioaktivitat

y¥2-P-ATP, (3000 Ci/mMol) Amersham

2.7 Bakterien

HB101: Dieser Stamm, eine Kreuzung aus E.coli K12 und E.coli B, wird haufig
in der Gentechnologie verwendet, da das rec-A-Gen mutiert ist. Ohne ein akti-
ves Rec-A-Protein findet keine genetische Rekombination statt, was diesen

Stamm als Klonierungsvektor geeignet macht.

2.8 Gewebekulturzellen

Jurkat humane T-Zell-Leukamielinie

293 humane embryonale Nieren-Zellen

2.9 Antikorper

Erk1 Santa Cruz (sc-93)
Erk2 Santa Cruz (sc-154)
Erk3 Santa Cruz (sc-155)
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JNK1/2 Santa Cruz (sc-474)

CBP Santa Cruz (sc-369)
p300 Santa Cruz (sc-584)

GST Santa Cruz (sc-459)

HA BAbCO (mAb HA.11)
NF-ATc Affinity Bioreagants (7AG)
Sekundarantikorper Amersham

2.10 Plasmide

2.10.1 Luciferase-Plasmide

Plasmid Erlduterung Quelle

5*GRE-E1b enthalt 5 hintereinandergeschaltete Bin- A.Avots
dungsstellen des Hefefaktors Gal4

4xPubd-Luc enthalt Tetramer der distalen NFAT- S.Chuvpilo
Bindungsstelle des IL-2-Promotors

IL-2-Luc enthalt AS +5 - -499 des humanen IL-2- S.Chuvpilo
Promotors

2.10.2 Expressionsplasmide

Plasmid Erlauterung Quelle
Gal4 AS 1-147 des Hefefaktors Gal4 Baniahmad, 1992
Gal4/TAD-A AS 113-205 von NF-ATc A.Avots

Gal4/TAD-Asq  wie Gal4/TAD-A, jedoch Serin 117, 151,  A.Avots
172, 199 und 203 durch Alanin ersetzt

Raf-BXB-CAAX konstitutiv aktive Form von Raf-1 Whitehurst, 1995
RacV12 konstitutiv aktive Form von Rac Genot, 1996
CBP-HA HA-gekoppeltes CBP voller Lange A.Avots; Martinez-
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Balbas, 1998

p300 p300 voller Lange Eckner, 1996
p300-HA HA-gekoppeltes p300 voller Lange A.Avots; Eckner, 1996
E1A Adenovirales E1A-Protein Eckner, 1996
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3. Methoden

3.1 Bakterienkultur

LB-Medium
Bacto-Tryptone 10¢g
Hefeextrakt 5¢
NaCl 5¢

Agar fur Platten 1.5%

Ubernachtkultur

Fiir eine Ubernachtkultur werden 5 ml LB-Medium mit einer Bakterienkolonie

von einer Agarplatte oder mit 100 ul Kultur angeimpft und tber Nacht bei 37°C

geschuttelt.

Erhaltungskultur

Zu einer frischen Ubernachtkultur werden 0.5 Vol 86% Glycerol gegeben, nach

der Mischung wird die Suspension bei -20°C gelagert.

3.1.1 Praparation kompetenter Bakterien (RF1/RF2-Protokoll)

RF1 RF2

RbClI 100 mM | RbClI 10 mM
CaCl, 2H,0 10 mM | CaCl, 2H,0 75 mM
Glycerol 15 % | Glycerol 15 %
MnCl; 4H,0 50 mM | MOPS 10 mM
Kaliumazetat 30 mM

pH 5,8 (mit 0,2 M Essigsaure zu pH 6,8 (mit 0,2 M NaOH zu titrieren)
titrieren)
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Eine 5 ml-Ubernachtkultur wird mit LB-Medium 1:100 verdiinnt und bis zum
Erreichen einer optischen Dichte von 0.50-0.55 bei 550 nm ca. 2-2,5 Stunden
im 37°C-Inkubator bei 250 UpM geschuittelt. Die Zellen werden dann ca. 30 min.
auf Eis abgekuhlt und schlieBlich 12-15 min. bei 2500 UpM und 4°C im
vorgekuhlten GSA-Rotor abzentrifugiert.

Das Pellet wird in 40 ml eiskaltem RF1 vorsichtig resuspendiert, 1-2 Stunden
auf Eis stehengelassen und dann 9 min. bei 2500 UpM erneut abzentrifugiert.
Die Zellen werden nun in 7 ml eiskaltem RF2 resuspendiert und 15 min. auf Eis
stehengelassen. Jetzt kann die Bakterien-Suspension in Aliquots von 0,5 ml in
vorgekihlte Eppendorf-Réhrchen abgefillt und in flissigem Stickstoff
schockgefroren werden. Die Aufbewahrung kann bei -70 °C uber Monate
erfolgen.

Die Transformationseffizienz kann durch Probetransformation mit einer
definierten Menge eines Referenzplasmids (beispielsweise 0,1 ng pUC-
Plasmid-DNA auf 100 ul Bakteriensuspension) getestet werden. Verschiedene
Mengen der transformierten Bakteriensuspension werden auf Ampicillinplatten
ausgestrichen, und nach Auszahlen der Kolonien am nachsten Tag wird die
Transformationsrate errechnet. Sie sollte bei 10°-10” Kolonien pro pug DNA

liegen.

3.1.2 Transformation kompetenter Bakterien

TE
Tris/HCI, pH 8.0 10 mM
EDTA, pH 8.0 1 mM

Die kompetenten Bakterien laldt man langsam auf Eis auftauen und mischt dann
je 100 pl Zellen mit der mit TE auf 30 ul aufgeflllten DNA (10-50 ng). Nach 30-
minutiger Inkubation auf Eis werden die Zellen fur 2 min. im 42°C-Wasserbad
schockartig erwarmt. Nachdem die Bakterien danach fur 2 min. auf Eis wieder
abgekuhlt wurden, werden sie mit 1 ml auf 37°C erwarmtem LB-Medium

versetzt und dann 1 h bei 37°C geschittelt.
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Je 200 pl dieser Suspension werden auf leicht vorgetrocknete ampicillinhaltige
LB-Agarplatten ausgestrichen und Uber Nacht im Brutschrank bei 37°C
inkubiert. Alle Bakterien, die mit dem Plasmid das Ampicillin-Resistenzgen

aufgenommen haben, kdnnen wachsen und auf der Agarplatte Kolonien bilden.

3.1.3 Plasmidisolation aus Bakterienkultur

Ish | Ish ll Ish 1l
EDTA, pH 8.0 10 mM | SDS 1,0 % | Essigsaure 2M
Tris/HCI, pH 8.0 25 mM | NaOH 0,2 N | Kaliumazetat 3M
Glukose 50 mM

1 | doppelt konzentriertes LB-Medium mit 40 mg Ampicillin wird mit 3 ml einer
Ubernachtkultur angeimpft und ca. 40 h bei 37°C geschittelt. Die
Bakterienkultur wird bei 5.000 UpM und RT 10 min. abzentrifugiert.

Das Pellet wird in 20 ml Ish | resuspendiert und 10 min. bei RT inkubiert. Nach
Zugabe von 40 ml Ish Il, sanftem Mischen und 10-minutiger Inkubation auf Eis
werden 30 ml eiskaltes Ish Il zugegeben und die Suspension wird kraftig
geschuttelt. Nach 20 min. bei -20°C wird 10 min. bei 4°C und 9.000 UpM
zentrifugiert.

Der Uberstand wird durch ein Faltenfilter filtriert und mit dem gleichen Volumen
Isopropanol 10 min. bei RT gefallt. Das Prazipitat wird bei 9.000 UpM und 20°C
10 min. abzentrifugiert.

Das Pellet wird in 3 ml TE aufgenommen und mit dem gleichen Volumen
gesattigtem NaOAc werden 20 min. bei -20°C RNA und Lipopolysaccharide
ausgefallt. Nach einer 15-mindtigen Zentrifugation bei 7.500 UpM wird der
Uberstand mit dem gleichen Volumen Isopropanol versetzt, und das Préazipitat
wird 15 min. bei 6000 UpM abzentrifugiert.

Das nun erhaltene Pellet wird in 8 ml TE aufgenommen und mit 100 ul
Ethidiumbromid versetzt. 9 g CsCl werden in 8.1 g dieser Losung aufgelost und
in Ultrazentrifugen-Rohrchen gefulit.

Wahrend der nun folgenden mindestens zwdlfstliindigen Zentrifugation bei 20°C
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und 50.000 UpM wird ein Dichtegradient ausgebildet, in dem sich die Plasmid-
DNA in einer definierten Bande ansammelt. Diese Bande kann mit Hilfe einer
Kanule abgezogen werden. Die DNA-L6sung wird dann mit einer Losung, die
zu 50% ihres Gewichtsanteils aus CsCl und zu 50% aus TE besteht, aufgeflllt
und erneut Uber Nacht zentrifugiert. Die entstehende Bande wird wieder
abgezogen.

Das Ethidiumbromid wird aus der DNA-L6sung entfernt, indem mehrmals mit 1
Vol. NaCl-gesattigtem Isopropanol ausgeschuttelt wird. Durch Zugabe von
A.dest. bis zum Erreichen des Ausgangsvolumens I6st sich eventuell
ausgefallenes Salz wieder.

Die Plasmid-DNA wird mit 2 Vol. TE verdinnt und mit 1 Vol. Isopropanol 30
min. bei 4°C gefallt und anschlieRend bei 7500 UpM 15 min. abzentrifugiert.
Das Pellet wird in 3 ml TE gel6st, es wird NaCl bis zu einer Konzentration von
50 mM hinzugefligt, dann wird die DNA mit 2.5 Vol. Ethanol 30 min. bei -20°C
gefallt. Das Prazipitat wird 15 min. bei 7500 UpM abzentrifugiert.

Das Pellet wird in 200-1000 ul TE aufgenommen, und die DNA-Konzentration
wird spektralphotometrisch bestimmt. Die Qualitat der DNA wird - insbesondere

auf das Fehlen von RNA hin - am Agarosegel Uberpruft.

3.2 Zellkultur

3.2.1 Bestimmungq der Zahl kultivierter Zellen

Die Zahl lymphoider Suspensionszellen wurde mit Hilfe der Neubauer-
Zahlkammer bestimmt. Zu 20 ul Zellsuspension werden 20 ul Trypanblau gege-
ben, ein Farbstoff, der die toten Zellen anfarbt, wahrend lebende Zellen unter
dem Mikroskop hell leuchten. Die Suspension wird in die Zahlkammer gegeben
und die Zahl der lebenden Zellen unter dem Mikroskop bestimmt. Man addiert
die Zahl der Zellen in beiden Zahlfeldern und multipliziert mit 10*. Dies ergibt
die Zahl der Zellen pro Milliliter.
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3.2.2 Kultivierunqg der Zellen

Die verwendeten Zellinien wurden im Brutschrank bei 37°C und 5% CO, in Zell-

kultur gehalten.

Verwendete Kulturmedien

RPMI (+):  Jurkat-Suspensionszellen
DMEM (+): adharente 293-Zellen

RPMI(+)-Medium DMEM(+)-Medium
RPMI-Medium 500 ml e
DMEM-Medium - 500 ml
nicht essentielle Aminosauren 5ml 5ml
Na-Pyruvat 5ml 5ml
Glutamin (200 mM) 7 ml 7ml
Antibiotikamischung:
5 g Streptomycin + 5 g Penicil-
lin in 50 ml H,O 1ml 1 ml
FCS (30 min. 56°C) 5% 5%
Na;HCO; (10%) 12.5 ml ----
25% HCI 5 ml pro 10 Itr -

Suspensionszellen

Um die Zellkulturen mit frischen Nahrstoffen zu versorgen, wurden sie regel-
mafig umgesetzt. Dazu wurden die Zellen abzentrifugiert, mit RPMI(+) gewa-
schen und mit frischem RPMI(+) verdinnt in die Kulturgefalle zurlickgegeben.

Suspensionszellen sollten maximal bis zu einer Dichte von 3-6x10° wachsen.
Adharente Zellen

Adharente Zellen wuchsen in DMEM(+)-Medium bis zu einer konfluenten
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Schicht heran. Beim Umsetzen der Zellen wurde das Medium abgesaugt, die

Zellen wurden mit 5 ml ATV-Lésung uberschichtet und 5 min. im Brutschrank

inkubiert, abzentrifugiert, in 10-20 ml DMEM(+) gewaschen, erneut abzentrifu-

giert, zur Verdinnung in ein entsprechendes Volumen DMEM(+) aufgenommen

und in frische Schalen ausplattiert, welche nachfolgend bis auf 10 ml mit
DMEM(+) aufgefullt wurden.

ATV-Losung (1 Itr.)

NaCl 8.00¢g
KCI 0.27g
NaHPO, 1159
KH,PO, 0.20g
MgSOQO, x 7 H,O 0.10g
Na,-EDTA 1.25¢g
Trypsin 1.25¢

pH 7.2 (+/- 0.1)

sterilfiltrieren

3.2.3 Transfektion der Zellen

3.2.3.1 Calciumphosphat-Kopréazipitation

2xHBS Ca-Mix
Hepes, pH 7.05 0.05 M 0.1 M
NaCl 0.28 M -
Na;HPO, 0.75 mM -
NaH,PO, 0.75 mM -
CaCl, - 0.5M

Die adharenten 293-Zellen wurden nach der Calciumphosphat-Koprazipitations-

Methode transfiziert. Diese Methode des DNA-Transfers in Saugerzellen wurde

ursprunglich von Graham und Van der Eb entwickelt und im Laufe der Jahre

von verschiedenen Autoren optimiert.
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Die Zellen werden am Tag vor der Transfektion so verdinnt, dal3 sie am
Transfektionstag zu einer 70%ig konfluenten Schicht herangewachsen sind. Pro

Schale (10 ml) wird die folgende Transfektionslésung zugegeben:

2-10 ug DNA in 240 ul TE (gut mischen)
240 ul Calcium-Mix (gut mischen, 5 min. bei RT stehen lassen)
480 pl 2 x HBS (gut mischen, 30 min. bei RT stehen lassen)

Die Transfektionsldsung wird mit dem Medium leicht gemischt, die Zellen wer-
den zur Koprazipitation des Calciumphosphat und der DNA Uber Nacht im Brut-
schrank bei 37°C und 5% COz inkubiert. Am nachsten Morgen werden die Zel-

len mit TBS gewaschen und mit frischem Medium versehen.

3.2.3.2 Transfektion von Zellen mit "DMRIE-C™-Reagenz"

Diese Methode bietet sich an, wenn aulder der Reporter-DNA weitere Expressi-
onsplasmide in die Zellen transfiziert werden sollen. Da diese Methode sehr ef-
fizient ist, liegt die Wahrscheinlichkeit, dal® alle zu transfizierenden DNAs von
einer Zelle gleichzeitig aufgenommen werden, um ein Vielfaches hoher als bei
der DEAE-Dextran-Methode. AulRerdem ist diese Methode schonender fur die
Zellen und relativ zlgig durchzufthren.

Die DMRIE-C-L6ésung (DMRIE = 1,2-Dimyristyloxypropyl-3-Dimethyl-Hydroxy-
Ethyl-Ammonium-Bromid) ist eine 1:1 (M/M) Liposomen-L6sung von kationi-
schen DMRIE-Lipiden und Cholesterol in gefiltertem A.dest..

Fir eine Transfektion werden 1-2x10° Zellen in 1.5 ml Kulturmedium eingesetzt.
Die optimale DNA-Konzentration sollte jeweils austitriert werden. Gewdhnlich
sind weniger als 1 ug DNA pro Ansatz ausreichend. Die entsprechende Menge
DNA wird in 500 pl Kulturmedium ohne FCS (z.B. OPTI-MEM®) verdunnt. Pro
Napf werden 4.5 pl DMRIE-LAsung in 500 ul OPTI-MEM® gel6st. Danach wer-
den die beiden Losungen vereinigt und griindlich gemischt. In jeden Napf wird 1
ml dieser Mischung pipettiert, und nach sorgfaltiger Verteilung auf dem Napfbo-
den durch Schwenken werden die Platten 30-45 min. bei RT inkubiert. Wahrend

36



dieser Zeit werden die Zellen mit OPTI-MEM® gewaschen und anschliel3end so
mit OPTI-MEM® resuspendiert, dal} sich rechnerisch eine Zelldichte von 2x10°
pro 0.5 ml ergibt, schlieBlich erfolgt die sanfte Mischung. In jeden der Napfe
werden 0.5 ml der Zellsuspension gegeben, wieder wird sanft gemischt. Nach
einer Inkubationszeit von 5 h im Brutschrank wird zu den Zellen 1.5 ml
RPMI(+)-Zellkulturmedium, das 10% FCS enthalt, gegeben. Die Zellen kénnen

24-72 h nach der Transfektion geerntet werden.

3.2.4 Induktion der Zellen

Stammlosun- T-Zellen adharente Zel-
gen len
TPA 100 pg/ml in rein- 20 ng/ml 20 ng/ml
stem Ethanol
PD098059 10 mM in reinstem 30 uM 30 uM
Ethanol
lonomycin 5 mM in reinstem 30 uM 30 uM
Ethanol
uv 1 Jlem? 1 Jlem?

Behandlung der Zellen

Das genaue Zeitschema fur die Induktion ist im Ergebnisteil beim jeweiligen

Versuch angegeben.

3.2.5 Ernten der Zellen

1xPBS
NaCl 140.0 mM
KCI 2.7 mM
Na,HPO, 8.1 mM
KH-PO, 1.5mM
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Suspensionszellen werden mit dem Medium in entsprechende Zentrifugations-
gefalRe Uberflhrt. Ein leichtes Nachspllen mit der Pipette kann nétig sein, um
an den Wanden der Kulturgefalie anhaftende Zellen abzulosen.

Adharente Zellen kénnen nicht so leicht vom Untergrund gelést werden. Das
Medium wird zunachst abgesaugt, die Zellen werden mit ATV (s. S. 35) gewa-
schen und anschlief3end fur 5 min. damit Uberschichtet und in den Brutschrank
gestellt. Die Proteasen |0sen die Zellen von den Wanden der Kulturgefalle, sie
konnen dann mit PBS abgespult werden. Die Zellen werden 5 min. bei 1.200
UpM abzentrifugiert und in 10 ml PBS gewaschen. In welchen Puffer das Pellet
nach dem Waschen aufgenommen wird, hangt vom nachfolgenden Experiment
ab.

3.3 Ganzzellextrakt

KLBM
Hepes, pH 7.9 20 mM
EGTA 2mM
a-Glycero-Phosphat 50 mM
NaN; 0.02 %
NaF 50 mM
Triton X-100 1%
Glycerol 10%
direkt vor Gebrauch hinzuzufiigen:
DTT 1 mM
Na-ortho-Vanadat 5 mM
Leupeptin 0.2 pl/ml
PMSF 5 pl/ml

Die geernteten und in PBS gewaschenen Zellen werden - je nach gewunschter
Proteinkonzentration fur den nachfolgenden Versuch - in 50 bis 1000 pl KLBM
lysiert.

Das Lysat kann nun, wenn eine Unterbrechung gewtnscht wird, bei -70°C
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gelagert werden. Ansonsten werden die Proben fir 10 min. bei 4°C auf dem
Rotator gemischt und anschlielRend fir 20 min. bei 14000 UpM im Kuihlraum
zentrifugiert. Die Uberstande werden in neue MikroreaktionsgefaRe Uberfiihrt

und der weiteren Verarbeitung zugefuhrt.

3.4 Konzentrationsbestimmung von DNA und Proteinen

3.4.1 Konzentrationsbestimmung von DNA

3.4.1.1 Spektralphotometrische Bestimmung

Durch Messung der optischen Dichte bei einer Wellenlange von 260 nm kann
die Konzentration einer verdunnten DNA-LOsung bestimmt werden. 50 pg/ml
doppelstrangige (ds) DNA haben eine optische Dichte (OD) von 1, wahrend
einzelstrangige (ss) DNA schon bei 40 pg/ml diese optische Dichte erreicht.
Somit wird die DNA-Konzentration mit der Formel

ODgys0 x 50 x Verdunnungsfaktor = [mg/ml] (fir dsDNA)  berechnet.

3.4.1.2 Vergleich mit DNA-Standards auf Mini-Agarosegelen

DNA-Farbpuffer
(Gelauftragspuffer)
Glycerol 80.00%
Bromphenolblau 0.025%
Xylencyanol 0.025%
EDTA 1.0 mM

DNA-Konzentrationen kénnen auch auf einem 1%igen Agarose-Minigel (s. Ab-
schnitt 3.5.1, S. 40) abgeschatzt werden. Neben einer bekannten Menge eines
DNA-Markers werden je 1 ul einer Verdunnungsreihe der DNA-LOsung aufge-
tragen. Nach dreiBigminttigem Lauf bei 100 V wird die DNA-Konzentration

durch Intensitatsvergleich mit der bekannten Konzentration der Marker-DNA
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abgeschatzt.

3.4.2 Konzentrationsbestimmung von Proteinen nach Bradford

Bradford-Reagenz wird 1:5 mit A.dest. verdinnt. Zur Erstellung einer
Eichgeraden werden definierte Mengen BSA (1, 2.5, 5, 7.5, 10 ug ) zu jeweils 1
ml der verdunnten Bradford-Losung gegeben, die Proben werden gut gemischt
und die Absorption wird bei 595 nm gemessen. Aus den erhaltenen Werten wird
eine Eichgerade erstellt. Von der zu messenden Proteinldsung werden 2-5 ul zu
1 ml verdinntem Bradford-Reagenz gegeben, und die Absorption dieser
Losung wird bestimmt. Durch Vergleich mit der Eichgeraden kann die

Proteinkonzentration ermittelt werden.

3.5 Gelelektrophoresen

3.5.1 Agarosegele

10xTAE (pro lItr.)
Tris-Base 4840 g
EDTA 3.72g
Eisessig 11.4 mi

DNA-Fragmente kdnnen je nach ihrer Grofde auf 0.7-2.5%igen Agarosegelen
aufgetrennt werden. Die Agarose wird in 1XTAE durch kurzes Aufkochen geldst
und mit Ethidiumbromid (1 pg/ml) versetzt. Nach dem Erharten in einer ent-
sprechenden Form wird das Gel in einer Elektrophoresekammer mit 1xXTAE mit
Ethidiumbromid (1 pg/ml) Uberschichtet. Die DNA wird mit 1/10 Vol. DNA-
Farbpuffer gemischt und in die Geltaschen pipettiert. Die Auftrennung erfolgt bei
50-200 V parallel zu DNA-Markern bekannter Grofe. Unter UV-Bestrahlung
kann die DNA sichtbar gemacht und photographiert werden.

Fir Minigele, die man fir Restriktionsanalysen und zur DNA-

Konzentrationsabschatzung benutzt, wurden jeweils 16 ml flissige Agarose auf
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6 x 8 cm grolde Glasplatten gegossen. Die elektrophoretische Auftrennung der
DNA erfolgte bei 100-150 V in 1xTAE als Laufpuffer.

FUr praparative Gele, aus denen individuelle DNA-Fragmente aus komplexen
Fragment-Gemischen (z.B. nach Restriktionsspaltungen) isoliert werden kon-
nen, giet man die Agarose (0.8-2.5%) in spezielle Kammern der jeweils beno-

tigten GroRRe. Die Auftrennung fand bei maximal 60 V statt.

3.5.2 SDS-Polyacrylamid-Gele nach Laemmli

5% Sammel- | 10% Trenn-

gel gel
Acrylamid/Bisacrylamid 29:1 (30%) 3.22 ml 16.0 ml
1.5 M Tris, pH 8.8 ---- 12.0 ml
1.5 M Tris, pH 6.8 5.0 ml ----
A. dest. 11.2 ml 19.0 ml
SDS (10%) 200 pl 480 pl
direkt vor dem Giel3en hinzuzufii-
gen:
TEMED 100 pl 100 pl
APS (10%) 300 wl 500 pl

Die Auftrennung von Proteingemischen erfolgt durch vertikale SDS-
Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese (SDS-PAGE) nach Laemmli.

Ein Proteingel besteht aus einem 5%igen Sammelgel und einem 6-15%igen
Trenngel mit unterschiedlichen pH-Werten. Zunachst wird das Trenngel zwi-
schen zwei senkrecht stehende Glasplatten gegossen, bis der Zwischenraum
etwa zu 3/4 gefillt ist, und mit A.dest.-gesattigtem 2-Butanol Gberschichtet, da-
mit die Oberflache gleichmalig polymerisiert. Nach der Polymerisierung gief3t
man das Butanol ab, fullt mit Sammelgel auf, setzt den Kamm zur Erzeugung
von Geltaschen zum Laden der Proben ein und laf3t auch die obere Gelschicht
polymerisieren.

Der Laufpuffer enthalt Glycin, das bei niedrigem pH-Wert protoniert oder zwitte-

rionig, bei hohem pH-Wert anionisch vorliegt (isoelektrischer Punkt ca. pH 6.0).
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Im Sammelgel mit seinem niedrigen pH wandern deshalb die Chlorid-lonen
(Leitionen) schneller als das Glycin (Folgeionen). Durch diese Ladungstrennung
kommt es lokal zu erhdhter Spannung. Die Proteine werden beschleunigt und
kommen so fast gleichzeitig, unabhangig von ihrer Grol3e, am engmaschigeren
Trenngel an. Durch die pH-Anderung im Trenngel wird das Glycin zum Anion
und kann somit genauso schnell wie das Chlorid-lon im elektrischen Feld wan-
dern. Die Proteine werden nun nach ihrer Groflze aufgetrennt.

Die Proteinproben wurden, bevor sie auf das Gel geladen wurden, mit gleichen
Volumina 2xLaemmli-Puffer versetzt und 5 min. bei einer Temperatur von 95°C
denaturiert. Das SDS (Sodiumdodecylsulfat) bewirkt eine Auftrennung der Pro-
teine ausschlieBlich nach der Molekulgrof3e. Durch Beladung mit dem anioni-
schen Detergenz SDS werden die Eigenladungen von Proteinen so effektiv
uberdeckt, dal anionische Mizellen mit konstanter Nettoladung pro Massenein-
heit entstehen (mit ca. 1.4 g SDS pro g Protein). Zudem werden die unter-
schiedlichen Molekllformen ausgeglichen, indem die Tertiar- und Sekundar-
strukturen durch Aufspalten der Wasserstoffbricken und durch Streckung der
Molekule aufgelost werden. Schwefelbriicken bleiben durch SDS unbeeinfluf3t.
Der Lauf erfolgt, solange sich die Probe noch im Sammelgel befindet, bei 8
V/cm, danach bei 15 V/cm. Als Laufpuffer dient Elektrophorese-Puffer mit 0.1%
SDS.

10xElektrophoresepuffer

Tris-Base 0.25M
Glycin 1.92 M
SDS 1.0%

2xLaemmli-Puffer

SDS (10%) 400 pl
Glycerol (87%) 200
-Mecaptoethanol 100 Wl

Tris/HCI, pH 6.8 (1 M) 125 pl
Bromphenolblau (0.1%) 20 ul
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3.6 Western-Blot

Proteine, die Uber ein SDS-Polyacrylamid-Gel aufgetrennt wurden, werden auf
eine Nitrozellulose-Membran Uberflhrt (geblottet) und somit immobilisiert. An
die Nitrozellulose gebunden, kdnnen die Proteine mit anderen Reagenzien rea-
gieren, z.B. kdnnen spezifische Antikorper binden. Gibt man anschliel3end ei-
nen enzymgekoppelten Antikorper gegen den spezifischen Antikdrper zu, kann
durch Umsetzung eines Substrats (meist eines Farbsubstrats) durch das Enzym

die genaue Lage des entsprechenden Proteins bestimmt werden.

20x TBS (pro 1 Itr.)

Tris 48.4 g

NaCl 160.0 g
20x Tween

Tween 10 g/l
TBS-Tween

1x TBS + 0.5 % Tween

Transfer-Puffer

Tris 0.48 M
Glycin 0.38 M
Methanol 20 %

Block-Lésung

5 % (w/v) Magermilchpulver in TBS-Tween

Die zu untersuchenden Proteine werden in einem SDS-Polyacrylamid-Gel auf-
getrennt. Das Gel wird Uber Nacht bei 400 mA auf eine Nitrozellulose-Membran
geblottet. Die Membran wird getrocknet und die unpezifische Proteinbindung
durch einstundige Behandlung der Membran mit 5% Milchpulver (Block-Losung)
in TBS-Tween geblockt. Ebenfalls 1 h lal3t man den ersten, spezifischen Anti-
korper, entsprechend in Milchlésung verdinnt, unter standigem Schwenken bei
RT einwirken. Nach viermal 5 min. Waschen der Membran in TBS-Tween wird

mit dem zweiten, gegen den ersten gerichteten, Antikorper inkubiert. Nach ein-
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stiindiger Inkubation und erneutem Waschen (3x5 min., 2x10 min.) mit TBS-
Tween wird mit dem ECL-System gefarbt. Dazu wird die Membran leicht ange-
trocknet und zwischen Folien gelegt. Man laldt eine 1:1-Mischung der beiden
ECL-Komponenten 1 min. lang auf die Membran einwirken, dann wird ein Ront-

genfilm aufgelegt.

3.7 Klonierungstechniken

3.7.1 Restriktionsspaltung

0.3 bis 10 ug DNA - die Menge ist davon abhangig, ob die Spaltung zu analyti-
schen oder zu praparativen Zwecken durchgefuhrt wird - werden mit der geeig-
neten Menge einer oder mehrerer Restriktionsendonukleasen versetzt. Mit
10xRestriktionspuffer, dessen Salzkonzentration je nach Enzym gewahlt wer-
den mul3, und A.dest. wird das Volumen so eingestellt, dal} die Enzymmenge
nicht mehr als 1/10 des Endvolumens ausmacht. Der Enzympuffer enthalt nam-

lich Glycerol, das in zu hoher Konzentration die Reaktion storen kdnnte.

10xRestriktionspuffer
niedrig- mittel-Salz | hoch-Salz extrem-

Salz Salz
Tris, pH 7.5, [mM] 100 100 100 100
NaCl,, [mM] - 500 1.000 1.500
MgCl,, [mM] 100 100 100 100
DTT, [mM] 10 10 10 10
BSA, [mg/mi] 1 1 1 1

Nach einer Inkubation von 1-2 h (zu praparativen Zwecken, wenn eine mog-
lichst vollstandige Spaltung gewlnscht wird, auch Ianger) bei einer Temperatur,
die abhangig vom verwendeten Enzym zu wahlen ist, wird der Reaktionsansatz

zur Analyse auf einem Agarosegel aufgetrennt.
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Typischer Reaktionsansatz
0.3-10 mg DNA (in TE)
1/10 Vol. 10xRestriktionspuffer
1/10 Vol. Enzym
add. A.dest. auf 20 ml Endvolu-

men
3.7.2 Ligation

10xLigationspuffer A | 10xLigationspuffer B
Tris/Hcl, ph 7.8 0.5M | DTT 0.2M
MgCl, 0.1 M| ATP 10 mM
BSA 0.5 mg/mi

Zur DNA gibt man je 1.5 pl Ligationspuffer A und B und 40 Einheiten T4 DNA-
Ligase. Das Volumen wird mit A.dest. auf 15 pl eingestellt. Von der Vektor-DNA
setzt man ca. 20-100 ng ein, das Insert sollte im 10 bis 20fachen molaren Uber-
schuld vorliegen. Der Reaktionsansatz wird Uber Nacht bei 14°C ("sticky-end"-
Ligation, d.h. 3°- oder 5°-Uberhangende Enden) oder mindestens 4 h bei RT

("blunt-end"-Ligation, ohne Uberhangende Enden) inkubiert.

Typischer Reaktionsansatz
2-15 ng Vektor-DNA

Insert-DNA entsprechend dem molaren Verhaltnis

1 wl 10xLigationspuffer A

1 ul 10xLigationspuffer B

1 ul T4-DNA-Ligase (=40-400 U)

mit A.dest. auf auf 10 ul Endvolumen auffullen

3.8 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

DNA-Fragmente wurden in dieser Arbeit mit Hilfe der "Jet-Sorb"-Reagenzien
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(Genomed) aus praparativen Agarose-Gelen isoliert, nachdem vorher die ge-
wunschte Bande unter UV-Licht, moglichst nur bei Benutzung einer UV-
Handlampe, aus dem Gel ausgeschnitten worden war.

100 mg eines Gelstuckes werden mit 300 ul des Puffers A1 und 10 ul der DNA-
Adsorptions-Kugelchen versetzt und bei 50°C 15 min. geschmolzen. Die Klgel-
chen werden mit 300 pl Puffer A1 und dann zweimal mit je 300 ul des Puffer 2
gewaschen und anschliefend getrocknet. Werden die Kuagelchen mit 20 pyl TE
erneut 5 min. auf 50°C erhitzt, |6st sich die DNA wieder und kann nach Zentri-

fugation mit dem Uberstand abgenommen werden.

Jet-Sorb-Losungen
A1 A2
NaClO,4 7M | NaCl 100 mM
Sorbit 66 MM | EDTA 1mM
NaOAc, pH5.1 30 mM | Tris, pH 7.5 10 mM

3.9 Immunprazipitation

Zunachst wird die Proteinkonzentration jeder Probe nach Bradford bestimmt.
100 ug Protein je Probe werden mit KLBM auf 500 ul Volumen aufgefullt. Zu
jeder Probe werden nun 100 pul des 1:100 mit KLBM verdinnten Antikdrpers
pipettiert. Anschlieend werden die Proben 1 h auf Eis inkubiert.
Wahrenddessen werden 50 ul Protein A-Sepharose pro Probe in ein
Mikroreaktionsgefal® geflllt und dreimal mit KLBM gewaschen, schliefdlich mit
KLBM wieder auf das Ausgangsvolumen aufgefllit.

Mit einer zur Erweiterung der Offnung abgeschnittenen gelben Pipettenspitze
werden 50 pl Sepharose zu jeder Probe pipettiert. Die Proben werden im
Kdhlraum 2-3 h auf dem Rotator inkubiert.

AnschlieRend werden die Sepharose-Klgelchen je dreimal mit KLBM, LiCl-
Waschpuffer und zuletzt JNKA-Puffer gewaschen. Verbleibende Flissigkeit
wird mit Hilfe einer Spritze mit sehr feiner Kanule maoglichst vollstandig entfernt.

Die Proben kdnnen nun bei -70°C gelagert werden.
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LiCl-Waschpuffer

Tris, pH 7.8 1™
LiCl 5 mM
Triton X-100 0.1%

JNKA-Puffer
Hepes, pH 7.6 20 mM
EGTA 2 mM
MgCl, 10 mM
Triton X-100 0.1%
unmittelbar vor Gebrauch
hinzuzufiigen:
a-Glycero-Phosphat 20 mM
NaF 5 mM
Na-ortho-Vanadat 0.5mM
DTT 1mM
PMSF 5 pl/ml

3.10 Kinase-Assay

Kinase-Assay-Puffer
MgCl, 50 mM
ATP 0.25 mM

Zu den trockenen Sepharose-Kigelchen mit den Immunprazipitaten werden je
30 pl JNKA-Puffer und 5 ul des Substrats fur die Kinase hinzupipettiert (fur Erk2
0.5 pg/ul MBP und fir JNK1/2 0.5 pg/ul GST-Jun).

Zum Kinase-Assay-Puffer (7.5 ul pro Probe) wird 1uCi y*?-ATP hinzugegeben.
Nach grundlichem Mischen werden zu jeder Probe 7.5 ul des ATP-Mix
pipettiert. Dann werden die Proben 30 min. bei 30°C unter standigem Schutteln
inkubiert.
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Die Kinasierungsreaktion wird durch Hinzufugen von jeweils 16ul 4xLaemmli-
Puffer und finfminatiges Erhitzen auf 100°C angehalten.

Nach dem Abkuhlen kénnen die Proben auf ein 12%iges SDS-Polyacrylamid-
Gel zur Fraktionierung geladen werden.

3.11 Luciferase-Assay

Um die Promotorfunktion von DNA-Sequenzen zu testen, kloniert man sie vor
ein Reportergen und transfiziert dieses Konstrukt in Zellen. Das Reportergen
kodiert normalerweise flr ein Protein, das in diesen Zellen nicht vorkommt, oft
fir ein bakterielles Protein. Durch Quantifizierung des Genprodukts kdnnen
Aussagen uber die Aktivitat des DNA-Fragments als Promotor in diesen Zellen
gemacht werden. Auch Hemmung oder Forderung der Transaktivierungsfahig-
keit des untersuchten DNA-Abschnitts durch andere Faktoren kdnnen so fest-
gestellt werden.

Als Reporter wird im angewandten System das Luciferase-Gen verwendet. Der
Luciferase-Assay ist extrem sensitiv und in relativ kurzer Zeit durchzufihren.
Luciferase katalysiert die Oxidation von Luciferin, wodurch Photonen produziert
werden. Das so produzierte Licht erlischt schnell, nachdem Enzym und Substrat
zusammengetroffen sind, was automatische Injektionsluminometer fur die Mes-
sung der Photonenproduktion erforderlich macht. Um eine optimale Luciferase-
aktivitdt zu erzielen, missen grundsatzlich alle verwendeten Ld&sungen und
auch die zu untersuchenden Proben auf RT erwarmt werden. Die Luciferaseak-
tivitat ist bis zu einigen Stunden bei RT stabil, nachdem die Zellen in 1xLysis-
Puffer aufgenommen wurden. Die in Lysis-Puffer aufgenommenen Proben kon-
nen auch bis zu 12 h bei 4°C aufbewahrt werden, jedoch sinkt die enzymati-
sche Aktivitat dieser gekuhlten Proben um 5-10%.

Lysis- und Assay-Puffer sollten vor jedem Experiment unter Verwendung der
Stockldsungen frisch angesetzt werden.

FUr den Luciferase-Assay werden die Zellen geerntet, mit PBS gewaschen, in
100 ul Lysis-Puffer aufgenommen und in ein Mikroreaktionsgefal® Gberfuhrt.

Nach einer kurzen Inkubationszeit von 2-5 min. werden die Zelltrimmer 4 min.
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bei 12.000 UpM abzentrifugiert und je 50 pl des Uberstandes in die Vertiefun-
gen der Luminometerplatte, in die vorher je 50 ul Assay-Puffer gegeben wur-
den, pipettiert. Unter Verwendung des Luminometers, an welches die Lucife-
rinlésung angeschlossen wurde, kann nun die Luciferaseaktivitat gemessen
werden. Die produzierten Lichteinheiten werden Uber einen Zeitraum von 5 Se-
kunden pro Probe gemessen. Nach anschlielRender Messung der Proteinkon-
zentration kann die Lichtintensitat per mg Protein berechnet und die Luciferase-
aktivitat der Proben untereinander verglichen werden (relative Luciferaseaktivi-
tat). Vergleicht man die Luciferaseaktivitat von stimulierten und nichtstimulierten

Proben untereinander, so erhalt man die Induktionsrate (x-fache Stimulierung).

Stammlosung 1xLosung

Tris, pH 7.8 1M | Tris, pH 7.8 50 mM

Lysis-Puffer | MES 1M | MES 50 mM
DTT 1M | DTT 1 mM

Triton X-100 20 % | Triton X-100 0.1%

Tris, pH 7.8 1M | MES 125 mM

Assay-Puffer | MES 1M | Tris,pH 7.8 125 mM
Mg,OAc 1M | Mg,OAc 25 mM

ATP-Pulver ATP (2.5 mg/ml) 5 mM

Luciferin Luciferin in

5 mM KHPO,, pH 7.8 1 mM
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4. Ergebnisse

4.1 Die TAD-A von NF-ATc wird nach TPA-Stimulation in vivo
phosphoryliert

Sowohl NF-AT als auch die AP-1-Faktoren c-Jun und c-Fos binden an die di-
stale NF-AT-Bindungsstelle des IL-2-Promotors. Da AP1-Faktoren ein bekann-
tes Ziel fir MAP-Kinasen sind, lag es nahe anzunehmen, dal} die Aktivierung
des NF-AT/AP1-Komplexes durch MAP-Kinasen-Signalwege Uber die AP1-
Komponente erfolgt. Bisherige Arbeiten hatten meist DNA-Konstrukte unter-
sucht, die unter der Kontrolle einer zusammengesetzten NF-AT/AP-1-
Bindungsstelle stehen. Unser Ziel war es, herauszufinden, ob auch die N-
terminale Transaktivierende Domane A (TAD-A) von NF-ATc durch MAP-
Kinasen aktiviert wird.

- T30 las

32p.
in vivo

S —

Abb. 4: TPA induziert die TAD-A-Phosphorylierung in vivo.

Ein eukaryotischer Expressionsvektor, der fiir das GST-gekoppelte TAD-A-
Wildtypprotein kodiert, wurde in humane 293-Zellen transfiziert. Die Zellen, die
sich in **P-enthaltendem DMEM-Medium befanden, wurden entweder unstimu-
liert gelassen oder 30 oder 45 min. mit TPA (20 ng/ml) stimuliert. AnschlieBend
wurden die Proteine extrahiert und das GST-Protein wurde isoliert durch Inku-
bation des Extrakts mit Glutathion-Sepharose-Kiigelchen. Es folgten Elektro-
phorese, der Transfer auf eine Nitrozellulosemembran und die Detektion durch
Autoradiographie (oberer Teil, 2 Stunden Filmexposition). Als Ladungskontrolle
wurden auf derselben Membran GST-Proteine immundetektiert durch Inkubati-

on mit einem GST-spezifischen Antikorper (unterer Teil, 2 min. Belichtung).
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Um zunachst zu prifen, ob TAD-A in vivo ein Ziel induzierbarer Phosphorylie-
rung ist, wurde ein eukaryotischer GST/TAD-A-Protein-Expressionsvektor mit
Hilfe der Calcium-Phosphat-Prazipitationstechnik nach Standardprotokoll (s.
Abschnitt 3.2.3.1, S. 35) in 293-Zellen transfiziert. Diese Zellen zeichnen sich
durch ihre besonders hohe Transfektionseffizienz aus. Die Zellen, die sich in
%2pP_haltigem DMEM-Medium befanden, wurden 30 oder 45 min. mit TPA stimu-
liert, anschliefend wurden die Zellen geerntet, gewaschen und mit KLBM-Puffer
lysiert. Das GST-Protein wurde durch Inkubation des Ganzzellextrakts mit
Glutathion-Sepharose isoliert, gefolgt von ausfihrlichen Waschungen der Se-
pharose-Klgelchen. Mit dem erhaltenen GST-Protein wurden anschlie3end ei-
ne Elektrophorese, das Blotten auf eine Nitrozellulosemembran und abschlie-
Rend eine Autoradiographie durchgefihrt. Als Kontrolle wurde mit derselben
Membran ein Westernblot mit GST-spezifischen Antikdrpern durchgefuhrt.

Die TPA-Stimulation resultierte in einer raschen TAD-A-Phosphorylierung in vi-
vo (Abb. 4, S. 50).

4.2 Die TAD-A von NF-ATc wird in vitro durch Erk2 phosphoryliert

Da TPA ein bekannter Induktor der MAP-Kinasen-Aktivitat, insbesondere von
Erk-Kinasen, ist, war nun herauszufinden, ob die Phosphorylierung von TAD-A
durch MAP-Kinasen vermittelt wird. Wir pruften, ob die Erk-Kinasen Erk1, 2 und
3 und die JNK-Kinasen (JNK 1 und 2) in der Lage sind, TAD-A in vitro zu phos-
phorylieren.

Zu diesem Zweck stimulierten wir Jurkat-T-Zellen fur 30 min. mit TPA, zur Sti-
mulation der JNK-Kinasen-Aktivitit wurden die Zellen zusatzlich mit 1 J/cm?
UV-Licht bestrahlt. Anschlieiend wurden die Zellen geerntet, gewaschen und
mit KLBM-Puffer lysiert.

Es folgte die Immunprazipitation der zu untersuchenden Kinasen. Hierzu wur-
den die Ganzzellextrakte mit Antikdrpern gegen Erk1, Erk2, Erk3 oder JNK1/2
inkubiert. AnschlieRend wurden die Extrakte mit Protein A-beschichteten Aga-
rose-Kugelchen versetzt. Es folgte die Isolierung der prazipitierten Kinasen.

Mit diesen wurde dann ein Proteinkinase-Assay (s. Abschnitt 3.10, S. 47)
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durchgefuhrt. Als Substrate dienten in E. coli synthetisierte GST-Proteine von
TAD-A und - als Kontrolle der JNK-Aktivitat - c-Juns.gg; als Kontrolle der Erk-
Aktivitat wurde MBP verwendet.

TAD-A stellte sich als exzellentes in vitro-Substrat fur Erk2, nicht jedoch fur die
JNK1/2-Kinasen (Abb. 5), heraus.

Erkl Erk2 Erk3 JNK1/2

i < GST/TAD-A
. . .4 GST/e-Jung_gg
<4
@ =
1 2 3 4

Abb. 5: Erk2 phosphoryliert TAD-A in vitro.
Jurkat-T-Zellen wurden fiir 30 min. mit TPA (20 ng/ml) behandelt und auBer-
dem zur Stimulierung der JNK-Kinasen-Aktivitit mit 1 J/cm® UV-Licht be-

strahlt. Anschlieend wurden die Zellen geerntet und lysiert. Nun wurden Erk-
und JNK-Kinasen immunprézipitiert. Die Prézipitate wurden verwendet fiir In
vitro-Proteinkinase-Assays mit in E. coli hergestellten GST-TAD-A- und GST-

c-Juns_ge-Proteinen oder MBP als Substraten.

4.3 Transfizierte MAP-Kinasen stimulieren die transkriptionelle TAD-
A-Aktivitat

Um zu prufen, ob MAP-Kinasen in vivo zu einer Steigerung der transkriptionel-
len Aktivitat von TAD-A fuhren, wurde TAD-A, die die Aminosaurereste 113 bis
205 von NF-ATc umspannt, mit der Gal4-bindenden Domane fusioniert und in
transienten Transfektionen in Jurkat-T-Zellen untersucht. Dies erfolgte in
Kotransfektionen mit DNA-Konstrukten, die zur Uberexpression von Erk2, Raf-
BXB-CAAX, einer konstitutiv aktiven Mutante von c-Raf, und RacV12, einer
konstitutiv aktiven Mutante von Rac, fuhren (Abb. 7, S. 54). Sechs Stunden
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nach der Transfektion wurden die Zellen entweder uninduziert gelassen oder fur
20 Stunden mit TPA (20 ng/ml), in Ab- oder Anwesenheit des spezifischen
MEK-Inhibitors PD098059 (30 uM), der 45 min. vor Beginn der TPA-Stimulation
zugegeben wurde, induziert. Die Messung der transkriptionellen Aktivitat er-
folgte in anschlielfenden Luciferase-Assays mit Hilfe eines ebenfalls kotransfi-
zierten 5xGRE-E1b-Luciferase-Gens unter Kontrolle des Gal4-Response-
Elements.

Kotransfektion von Erk2, Raf-BXB-CAAX oder RacV12 steigerte die relative
transkriptionelle Aktivitat von TAD-A in unstimulierten und mit TPA stimulierten
Zellen um das zwei- bis funffache. Diese Effekte lieRen sich aufheben durch
Zugabe des MEK-Inhibitors PD098059. Ein Anstieg der basalen Gal4-Aktivitat
durch Kotransfektion von Erk2, Raf-BXB-CAAX oder RacV12 war hingegen
ebensowenig zu beobachten wie eine Verminderung der basalen Gal4-Aktivitat
duch PD098059. Die Steigerung der transkriptionellen Aktivitat wird also durch
TAD-A vermittelt. Diese Ergebnisse legen nahe, dal® MAP-Kinasen, die eine
wichtige Rolle in der T-Zellaktivierung spielen, die NF-ATc-vermittelte Tran-

skription zumindest teilweise Uber die Aktivierung der TAD-A stimulieren.

113 117 119 151
PALERJZRIEITSCLGLYHNNNQFFHDVEVEDVLPSSKREIESTATLSL...

1.67 1.72 }80 199 203 205
...PSLEAYRDPSCLEZASSLSSRSCNSEASSYESNYSYPYAFHZQTRHRW

Abb. 6: Aminosduresequenz der Transaktivierenden Domine A (TAD-A) von
NF-ATc

Die TAD-A von NF-ATc enthélt fiinf Serin-Prolin-Motive (schwarz unterlegte
Buchstaben) und damit fiinf mogliche Stellen, an denen eine Phosphorylierung

durch MAP-Kinasen theoretisch moglich wire.

In unserer Arbeitsgruppe durchgefuhrte Phospho-Aminosaure-Analysen zeigten

eine Phosphorylierung von Serin-, nicht jedoch von Threonin- und Tyrosinresten

innerhalb von TAD-A, und In-Gel-Kinase-Assays zeigten unter Verwendung von

GST/TAD-A als Substrat eine induzierbare Proteinkinase-Aktivitat bei 42 — 44

kDa, was der GroRe von Erk1 oder Erk2 entsprache (A. Avots, nicht gezeigt).
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TAD-A besitzt funf SP-Motive an den Aminosaurepositionen 117, 151, 172, 199
und 203 (s. Abb. 6, S. 53) und damit fuinf moégliche Angriffspunkte fur die Phos-
phorylierung durch MAP-Kinasen.
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Abb. 7: Die Aktivierung von MAP-Kinasen-Signalwegen stimuliert die tran-
skriptionelle Aktivitdit von TAD-Awr und TAD-Asxy, nicht jedoch die basale
Gal4-Aktivitit.

DNA-Konstrukte, die zur Expression chimérer Gal4/TAD-Awr-, Gal4/TAD-
Asym- oder Gald.(47-Proteine fithren, wurden zusammen mit einem 5xGRE-E1b-
Luciferasegen kotransfiziert in Jurkat-T-Zellen. Zusétzlich wurden — wie ange-
zeigt - Konstrukte kotransfiziert, die zur Expression von Erk2, Raf-BXB-CAAX
oder RacV12 fiihren. Sechs Stunden nach Transfektion wurden die Zellen ent-
weder uninduziert gelassen oder fiir 20 Stunden mit TPA (20 ng/ml) induziert.
Dies geschah in An- oder Abwesenheit des MEK-Inhibitors PD098059, der 45

min. vor der Stimulation mit TPA zugesetzt wurde.

Um herauszufinden, ob deren Phosphorylierung eine funktionelle Bedeutung in
der Aktivierung von TAD-A besitzt, wurden Jurkat-Zellen mit einer Gal4/TAD-A-
Mutante, die anstelle der funf theoretisch durch MAP-Kinasen phosphorylierba-

ren Serinreste Alaninreste enthalt (TAD-As«u), transfiziert. Es wurde wiederum
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mit Vektoren, die zur Uberexpression von Erk2, Raf-BXB-CAAX und RacV12
fuhren, kotransfiziert. Auch die TAD-A-Mutante wurde im Luciferase-System
getestet (Abb. 7, S. 54). Uberraschenderweise kam es bei Kotransfektion von
Erk2, Raf-BXB-CAAX oder RacV12 in unstimulierten und stimulierten Zellen zu
einer drei- bis vierfachen Steigerung der relativen transkriptionellen Aktivitat.
Der Effekt lief3 sich aufheben durch den MEK-Inhibitor PD098059.

In der transkriptionellen Aktivierung von TAD-A durch MAP-Kinasen scheint al-
so die Phosphorylierung von TAD-A keine essentielle Rolle zu spielen. Es er-
hob sich somit die Frage nach einem Kofaktor, Uber den die Wirkung der MAP-

Kinasen auf TAD-A vermittelt wird.

4.4 CBP/p300 verstarkt die IL-2-Promotor- und Pu-b4-Induktion

Mogliche Kandidaten fur die Vermittlung der Wirkung von MAP-Kinasen auf
TAD-A waren die nuklearen Adapterproteine CBP und p300. In den letzten Jah-
ren konnte gezeigt werden, dal} die beiden eng verwandten Moleklle an der
Aktivierung einer Reihe von Transkriptionsfaktoren beteiligt sind (s. Abschnitt
1.6, S. 19).

Zunachst wurden in Jurkat-T-Zellen Kotransfektionen eines Luciferase-
Reportergen-Konstrukts, das entweder durch den humanen IL-2-Promotor oder
durch vier Kopien der distalen NF-AT-Bindungsstelle gesteuert wurde, zusam-
men mit E1A, p300 oder CBP durchgefuhrt. E1A ist ein Inhibitor der Induktion
des IL-2-Promotors in T-Zellen. Bei Kotransfektion eines DNA-Konstrukts, das
fur die E1A-12S-RNA kodiert, mit einem |L-2-Promotor-gesteuerten Reporter-
gen in Jurkat-Zellen wurden die Aktivitat und Induktion des IL-2-Promotors auf
etwa 20 Prozent des Ausgangswertes gesenkt (Abb. 8, links, S. 56). Der glei-
che inhibitorische Effekt war fur die Induktion der distalen NF-AT-Bindungsstelle
des IL-2-Promotors zu beobachten (Abb. 8, rechts). Im Gegensatz dazu waren
bei Kotransfektion mit CBP- oder p300-Konstrukten anstelle von E1A eine drei-
bis vierfache Verstarkung der Induktion des IL-2-Promotors und der NF-AT-
Bindungsstelle zu beobachten (Abb. 8).

Da E1A hemmend an beide genannten Koaktivatoren bindet, kann geschlossen
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werden, dal® der hemmende Effekt von E1A auf den IL-2-Promotor und die NF-
AT-Bindungsstelle zurickzuflhren ist auf die Inhibition endogener CBP/p300-
Aktivitat, die folglich eine wichtige Rolle bei der NF-AT-Aktivierung spielt.

8 T, 2 Promotor | NF.AT- ]

Bindungsstelle

Rel. Indukiion

E1A X
p300 X
- v B e 3

Abb. 8: CBP/p300 verstéarkt in T-Zellen die Induktion des IL-2-Promotors und
der distalen NF-AT-Bindungsstelle des IL-2-Promotors.

Luciferase-Reportergen-Konstrukte, gesteuert entweder durch den humanen IL-
2-Promotor (von +5 bis -499) oder durch vier Kopien der distalen NF-AT-
Bindungsstelle in diesem Promotor, wurden in Jurkat-T-Zellen zusammen mit
Vektoren kotransfiziert, die zur Expression von EI1A, p300 oder CBP fiihren.
Nach sechs Stunden wurden die Zellen fiir 24 Stunden induziert mit TPA (20

ng/ml) und lonomycin (30 uM).

4.5 CBP/p300 interagiert in vivo physisch mit NF-ATc

Um festzustellen, ob p300 und CBP in der Lage sind, physisch mit NF-AT in vi-
vo zu interagieren, wurden carboxyterminal HA-gekoppelte p300- oder CBP-
Proteine voller Lange in humanen 293-Zellen exprimiert, und zwar alleine oder

zusammen mit einem NF-ATc-Konstrukt. Nach der zweistindigen Stimulation
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der Zellen mit TPA und lonomycin (T + I) wurden Ganzzell-Proteinextrakte pra-
pariert, mit denen Immunprazipitationen mit o-HA-Antikdrpern durchgefihrt
wurden. Auf diese Weise wurden die HA-Proteine zusammen mit ihren Bin-
dungspartnern isoliert. Nach Fraktionierung, Elektrophorese und Blotten dieser
Proteine auf eine Nitrozellulosemembran erfolgte die Immundetektion mit o-NF-
ATc- und a-p300/CBP-Antikorpern. In Abb. 9 ist zu sehen, dald NF-ATc spezi-
fisch koimmunprazipitiert wurde mit koexprimiertem p300-HA oder CBP-HA.
Dies ist der Beweis fur eine physische Interaktion von NF-ATc und CBP/p300 in

Vivo.

k| %k | __p300-HA

% % CBPHA

AEEREN % NF-ATcA

1P: o-HA
92.5K> 4 48 W: o NF-ATc

241ER ar - | Y% T 3ro-HA
1 2 3 4 5 6 7 W: o—p300/

CBP

Abb. 9: In vivo-Interaktion zwischen CBP/p300 und NF-ATc

293-Zellen wurden transfiziert mit Expressionsvektoren fiir NF-ATc, p300-HA
oder CBP-HA, alleine oder in den angezeigten Kombinationen. Nach 48 Stun-
den wurden die Zellen 30 min. mit TPA (20 ng/ml) und Ionomycin (30 uM) sti-
muliert, anschlieBend wurden die p300-HA- und CBP-HA-Proteine mit Hilfe ei-
nes monoklonalen Antikérpers gegen das HA-Epitop aus Ganzzell-
Proteinextrakten prazipitiert. Die prézipitierten Proteine wurden fraktioniert,
geblottet und immundetektiert mit anti-NF-ATc- (0. Teil), anti-p300- (u. Teil,
Bahnen 1-4) oder anti-CBP-Antikorpern (u. Teil, Bahnen 5-7).

In verschiedenen weiterfuhrenden Experimenten konnte durch unsere Arbeits-
gruppe (A.Avots) gezeigt werden, dall multiple physische Interaktionen zwi-

schen verschiedenen Teilen von NF-ATc und p300 stattfinden.
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4.6 CBP/p300 aktiviert die TAD-A von NF-ATc in vivo

Im nachsten Schritt sollte untersucht werden, ob die Wirkung von CBP/p300 auf
NF-ATc uber die Transaktivierende Domane A (TAD-A) von NF-ATc, die, wie in
Abschnitt 4.3 (S. 52) gezeigt wurde, die Wirkung der MAP-Kinasen auf NF-ATc
zumindest teilweise vermittelt, zustandekommt.

Hierzu wurden wiederum transiente Kotransfektionen durchgefihrt, in denen
der Gal4-TAD-A-Wildtyp-Vektor und das 5xGRE-E1b-Luciferasegen mit unter-
schiedlichen Mengen eines Vektors, der CBP oder p300 kodiert, kombiniert
wurden. Als Kontrolle wurde wiederum anstelle des TAD-A-Vektors der leere
Gal4-Vektor kotransfiziert. Die Messung des Grades der transkriptionellen Akti-
vierung erfolgte anschliefend im Luciferase-Assay.

Es zeigte sich, dal} ansteigende Mengen von koexprimiertem p300 oder CBP
dosisabhangig die TAD-A-Aktivitat verstarken (Abb. 10).
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Abb. 10: p300 und CBP verstirken die TAD-A-Aktivitit.
Ansteigende Mengen eines Expressionsvektors fiir CBP oder p300 wurden in
Jurkat-T-Zellen mit konstanten Mengen eines 5XGRE-E1b-Luciferasegens und

Expressionsvektoren fiir Gal4/TAD-A- oder Gal4-Protein kotransfiziert.
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In einem weiteren Experiment wurde die Wirkung von E1A auf die TAD-A un-
tersucht. Hierzu wurden anstelle von CBP oder p300 verschiedene Mengen von
E1A mit Gal4-TAD-A und dem Luciferasegen kotransfiziert. Sechs Stunden
nach der Transfektion wurden die Zellen entweder unstimuliert gelassen oder
fur zwanzig Stunden mit TPA (20 ng/ml) stimuliert. Anschlieend erfolgte der

Luciferase-Assay.
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Abb. 11: E1A supprimiert die TAD-A-Aktivitét.

Ansteigende Mengen eines Vektors, der zur Expression des adenoviralen E1A-
Proteins fiihrt, wurden in Jurkat-T-Zellen mit konstanten Mengen eines SxGRE-
Elb-Luciferasegens und einem Expressionsvektor fiir Gal4/TAD-A kotransfi-
ziert. Sechs Stunden nach Transfektion wurden die Zellen entweder uninduziert

gelassen oder 20 Stunden mit TPA (20 ng/ml) induziert.

Es zeigte sich, dal® koexprimiertes E1A dosisabhangig in der Lage ist, jegliche
basale und induzierbare TAD-A-Aktivitat zu supprimieren (Abb. 11). Dieser Ef-
fekt kann durch p300-Uberexpression aufgehoben werden (Ergebnisse nicht
gezeigt). Es lalkt sich also folgern, dal® CBP/p300 als Kofaktor die TAD-A-
Aktivitat kontrollliert.
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4.7 Raf/Rac und CBP/p300 steigern die TAD-A-Induktion in synergqi-

stischer Weise

SchlieRlich sollten weitere Hinweise erarbeitet werden, zu klaren, ob CBP/p300
der gesuchte Wirkungsvermittler in der Aktivierung von NF-ATc durch MAP-
Kinasen-Signalwege ist. Dafur untersuchten wir, ob Raf- und Rac-Signale in der
Stimulation von TAD-A mit CBP/p300 in synergistischer Weise zusammenwir-

ken kbnnen.
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Abb. 12: p300 integriert Raf- und Rac-vermittelte Signale in der Induktion von
TAD-A.

Expressionsvektoren fiir Gal4/TAD-Awr oder Gal4/TAD-Asx wurden in Jur-
kat-T-Zellen zusammen mit einem 5xGRE-El1b-Luciferaserportergen kotransfi-
ziert, allein oder in Kombination mit der angegebenen Menge (ug) an Expressi-

onsvektoren fiir Raf-BXB-CAAX, RacV12 oder p300.

In Jurkat-T-Zellen wurden der Gal4-TAD-A-Wildtypvektor, das 5xGRE-E1b-
Luciferasegen und verschiedene Kombinationen von Vektoren, die Raf-BXB-
CAAX, RacV12 und p300 kodieren, kotransfiziert. Die Zellen wurden entweder

unstimuliert belassen oder sechs Stunden nach der Transfektion 20 Stunden
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mit TPA (20 ng/ml) stimuliert. Ein Teil der unstimulierten und der stimulierten
Zellen wurde zuséatzlich mit dem MEK-Inhibitor PD098059, der flinfeinviertel
Stunden nach der Transfektion zugesetzt wurde, behandelt.

Abb. 12 (S. 60) zeigt, dall Raf-BXB-CAAX und RacV12 TAD-A in Konzen-
trationen, in denen sie jeweils alleine zu keiner signifikanten Aktivierung von
TAD-A fuhren, in Kombination zu einer synergistischen Aktivierung von TAD-A
fuhren. Wie vermutet konnte dieser Effekt in T-Zellen durch CBP/p300 deutlich
verstarkt werden.

Dieser Effekt lie3 sich sowohl in TPA-stimulierten als auch in unstimulierten
Zellen beobachten. Durch den MEK-Inhibitor PD098059 wurde die Aktivierung
von TAD-A komplett gehemmt. Dies weist auf eine essentielle Bedeutung der
Raf/Erk-Signalkaskade bei der CBP/p300-vermittelten Aktivierung von TAD-A
hin. Zusatzlich dirfen diese Ergebnisse als weiterer starker Hinweis darauf
gewertet werden, dall nicht TAD-A selbst, sondern CBP/p300 und/oder seine
assoziierten Faktoren direkte Angriffsziele fir Ras- und Rac-Signalkaskaden in
T-Zellen sind.
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5. Diskussion

5.1 Mogliche Bedeutung der TAD-A-Phosphorylierung

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dal} die Transaktivierende Domane A (TAD-A)
von NF-ATc auf T-Zellstimulation hin Gber MAP/Erk-proteinkinaseartige
Signalwege rasch phosphoryliert und aktiviert wird. Allerdings spielt die TPA-
induzierte Phosphorylierung von TAD-A anscheinend nur eine geringe Rolle bei
der induzierbaren transkriptionellen Aktivierung von NF-ATc. AulRerdem scheint
diese Phosphorylierung auch ohne Bedeutung fur die Bindung an und
Aktivierung durch den transkriptionellen Kofaktor CBP/p300 zu sein. In dieser
Hinsicht verhalt sich TAD-A sehr ahnlich wie die N-terminale TAD von c-Jun
und CREB. Hatte man zunachst geglaubt, da® p300 und CBP nur mit CREB
und c-Jun in Wechselwirkung treten, wenn diese phosphoryliert sind (CREB an
Ser-133) (Chrivia et al., 1993; Arias et al., 1994; Parker et al., 1996), stellte sich
spater heraus, daf® zumindest unter gewissen Umstanden p300 und CBP mit c-
Jun in vivo und in vitro (Bannister et al., 1995; Lee et al., 1996) und mit CREB in
vivo (Bisotto et al., 1996) einen Komplex bilden kdnnen, auch wenn diese
Faktoren nicht phosphoryliert sind. Deutlich anders verhalt es sich hingegen mit
Elk-1. Stimulationsabhangige Phosphorylierung scheint hier notwendig zu sein
fur die Interaktion zwischen p300 und der TAD von EIlk-1 in Jurkat- und 293-
Zellen. Weder im Saugetier-Zwei-Hybrid-Assay noch in Kotransfektionen
beobachteten wir in unserer Arbeitsgruppe eine TADEgk-1/p300-vermittelte
transkriptionelle Aktivierung in unstimulierten Zellen. TPA-Stimulation flhrte
hingegen in beiden Zelltypen zu einer starken Induktion der TADgj-1-Aktivitat,
die durch CBP/p300 noch deutlich verstarkt wurde (unpublizierte Ergebnisse
der Arbeitsgruppe E. Serfling). Dieselbe Art der Stimulation fUhrte nur zu einem
geringen Anstieg der TAD-A- und der TAD..yun-Aktivitat, die allerdings beide
durch CBP/p300 deutlich verstarkt wurden.

Die geringe Bedeutung der Serin-Phosphorylierung fur die induzierbare TAD-A-

Aktivitat bedeutet nicht notwendigerweise, dal® diese unwichtig fur die Kontrolle
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der NF-ATc-Aktivitat ist. Flr c-Jun wurde gezeigt, dall die induzierbare
Phosphorylierung der N-terminalen TAD an den Serinresten 63 und 73 zum
einen dessen ubiquitingesteuerten Abbau reduziert (Musti et al., 1997), zum
anderen notwendig ist, um Fibroblasten gegen UV-induzierte Apoptose zu
schitzen. Fur die Progression von Fibroblasten im Zellzyklus scheint diese
Phosphorylierung hingegen entbehrlich zu sein (Wisdom et al., 1999). Dartber
hinaus konnte gezeigt werden, dal® SPRIEIT, ein Heptapeptid aus der N-
terminalen Region von NF-ATp, das in NF-ATc konserviert ist, notwendig ist fur
die effektive Erkennung und Dephosphorylierung von NF-ATp durch
Calcineurin. In derselben Arbeit wurde nachgewiesen, dall das homologe
Peptid aus NF-ATc, das den Serinrest 117 enthalt, die Interaktion zwischen
Calcineurin und einem N-terminalen Teil von NF-ATc unterdrickt (Aramburu et
al., 1998). Obwohl Ser-117 in SPRIEIT fur die Interaktion mit Calcineurin eine
weniger wichtige Rolle zu spielen schien als andere Aminosaurereste, wird es
von Interesse sein zu untersuchen, ob dessen Phosphorylierung die Bindung
von Calcineurin an die TAD-A von nuklearem NF-ATc moduliert und die NF-AT-
Aktivitat in T-Zellen beeinfluBt. Wenn wir auch keine Bedeutung einer Serin-
Phosphorylierung flr die Bindung von TAD-A an CBP/p300 feststellen konnten,
so konnte dennoch die Interaktion dieser NF-AT-Domane mit anderen Teilen
des NF-AT-Moleklls und/oder anderen Faktoren die NF-AT-Aktivitat
beeinflussen. Da sowohl CBP/p300 als auch Calcineurin in Kontakt zu treten
scheinen mit der N-terminalen TAD von NF-ATp (Garcia-Rodriguez and Rao,
1998) und NF-ATc, darf man annehmen, daly Calcineurin zusatzlich zu seiner
Bedeutung in der nukledren Translokation und DNA-Bindung von NF-AT-

Faktoren (Rao et al., 1997) auch deren Transaktivierung mitkontrolliert.

5.2 CBP/p300 als Integrator von MAPK-Signalen in der TAD-A-
Aktivierung

Ein zentraler Befund dieser Arbeit ist die Integration von Raf/Erk- und Rac-
Signalen durch CBP/p300 bei der Aktivierung von TAD-A. In ihren
Untersuchungen zu den Induktionsbedingungen fur die distale NF-AT/AP-1-
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Bindungsstelle des IL-2-Promotors in Jurkat-Zellen kamen Genot et al. (1996)
zu dem Schlufd, dal® die Aktivierung multipler MAP-Kinasen-Signalwege zur
Aktivierung von NF-AT in T-Zellen fuhre. Wahrend in dieser Arbeit nicht
unterschieden werden konnte, ob NF-AT selbst oder AP-1 (c-Jun/c-Fos) oder
beide Faktoren zusammen Ziele fur die angesprochenen Signalkaskaden
darstellen, zeigen unsere eigenen Ergebnisse (1.), da® NF-ATc selbst ein Ziel
fur MAP-Kinasen-Kaskaden darstellt, (2.), da® CBP/p300 ein transkriptioneller
Kofaktor fur NF-ATc ist, und (3.), dald CBP/p300 selbst oder assoziierte
Proteine Ziel sind fur MAP-Kinasen-Kaskaden und so die NF-AT-Aktivitat
kontrollieren. MAP-Kinasen-Kaskaden sind bekannt als essentieller Bestandteil
des Signalsystems, das zu T-Zellaktivierung und Lymphokinsekretion fuhrt (s.
Abschnitt 1.4.4, S. 11).

MAP-Kinasen koénnten zu CBP/p300 grundsatzlich Uber zwei verschiedene
Mechanismen in Kontakt treten, die sich jedoch nicht gegenseitig ausschlieRen:
Entweder wird CBP/p300 selbst phosphoryliert, oder es kommt zum
Zusammenschlul® grolRerer Molekulkomplexe, die weitere transkriptionelle
Kofaktoren enthalten. Verschiedene Arbeiten vermuteten CBP/p300 als ein Ziel
und direktes Substrat flr Ser/Thr-spezifische Proteinkinasen, unter ihnen die
MAP/Erk-Kinasen (Janknecht and Nordheim, 1996a; Janknecht and Nordheim,
1996b). Es konnte gezeigt werden, dal} die C-terminale Phosphorylierung von
CBP durch MAP-Kinasen dessen transaktivationelles Potential verstarkt, auch
wenn die Phosphorylierung an dieser Stelle entbehrlich zu sein scheint fur die
Interaktion mit den Ets-Faktoren Sap-1a und Elk-1 (Janknecht and Nordheim,
1996a). MAP-Kinasen scheinen also in der Lage zu sein, CBP/p300 unter
Verstarkung dessen transkriptioneller Aktivitat direkt zu phosphorylieren.
Darlber hinaus wurde nachgewiesen, dal} die S6-Kinase pp90srk, €ine der
Ras/Raf/Erk-Kaskade nachgestellte Proteinkinase, an CBP bindet und
notwendig ist fur die Induktion Ras-abhangiger Gene (Nakajima et al., 1996).
Zusammengefaldt stellt die Ras/Raf/Erk-Signalkaskade einen wichtigen
Signalweg dar, durch den extrazellulare Signale Uber den T-Zellrezeptor an
CBP/p300 und den IL-2-Promotor weitergeleitet werden.

Zum gegenwartigen Zeitpunkt ist unklar, wie Rac, alleine oder zusammen mit
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Raf, die CBP/p300-vermittelte Transaktivierung von NF-ATc in T-Zellen
stimuliert. Konnte fir Rac1 eine Kooperation mit der Proteintyrosinkinase Syk in
der Aktivierung von JNK-Stre3kinasen-Kaskaden gezeigt werden (Jacinto et al.,
1998), so wies die Uberexpression von JNK/SAP- und p38-Kinasen sowohl
allein als auch in Kombination mit CBP/p300 keinen deutlichen Einflu® auf die
TAD-A-Aktivitat auf (A.Avots, unpublizierte Ergebnisse). Direkte Phospho-
rylierung von NF-ATp (Martinez-Martinez et al., 1997) und NF-AT4 durch JNK,
die mit einer Inhibition der nuklearen Translokation von NF-AT4 korrelierte,
wurde beschrieben (Chow et al., 1997). Die Fahigkeit von JNK/SAP-Kinasen,
TCR/CD3-vermittelte und kostimulatorische Signale Uber CD28, die vor allem
die NF-kB/c-Rel-Aktivitat (Bryan et al., 1994) und die Stabilitat der IL-2-mRNA
(Chen et al., 1998) steigern, zu integrieren (Su et al., 1994), unterstitzen den
Schlufy, dall NF-AT-Bindungsstellen selbst keine Hauptziele fur JNK/SAP-
Kinasen bei der Steuerung der IL-2-Expression wahrend der T-Zellaktivierung
sind.

FUr verschiedene Transkriptionsfaktoren wurde gezeigt, dall CBP/p300 als
Plattform fur die Interaktion weiterer Kofaktoren dient. Wenn es an intranukleare
Hormonrezeptoren bindet, rekrutiert CBP/p300 verschiedene Kernrezeptor-
Kofaktoren, so z.B. NcoA-1, -2 und p/CIP, ebenso wie p/CAF, einem Homolog
des Tetrahymena- und Hefeproteins GCN5, das intrinsische HAT-Aktivitat
aufweist (Brownell et al., 1996). Mehrere, aber nicht alle dieser Kofaktoren
bilden auch einen Verbund mit CBP/p300, wenn dieses an CREB oder an
STAT-Faktoren bindet (s. Torchia et al., 1998). Es ist sehr wahrscheinlich, dafl
auch die transkriptionelle Aktivitat von NF-AT-Faktoren durch solche CBP/p300-
Superkomplexe kontrolliert wird. So miussen wir gewartig sein, daf} uber den T-
Zellrezeptor  geleitete  Signale den  Phosphorylierungsstatus  solcher
Kofaktorkomplexe modulieren und auf diese Weise die NF-AT-abhangige
Transkription kontrollieren.

Abb. 13 (S. 66) stellt zusammenfassend die Erkenntnisse Uber die NF-ATc-
Aktivierung in T-Zellen, die durch diese Arbeit gewonnen wurden, in einem
Schaubild dar.
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Abb. 13 stellt zusammenfassend die Erkenntnisse dar, die durch unsere
Untersuchungen iiber die NF-AT-Aktivierung in T-Zellen gewonnen wurden
(vgl. Abb. 3, S. 17). NF-AT gelangt hier als Phosphorylierungsziel fiir MAP-
Kinasen zur Darstellung. AufBlerdem ist dargestellt, wie iiber p300/CBP
verschiedene MAPK-Signalwege in der NF-AT-Aktivierung synergieren.
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6. Zusammenfassung

Der Transkriptionsfaktor NF-ATc (Nuclear Factor of Activated T cells) kontrol-
liert die Genexpression in T-Lymphozyten.

In dieser Arbeit, in der Jurkat-T-Zellen und embryonale 293-Zellen als
Modellsysteme verwendet wurden, konnte gezeigt werden, dal® die N-terminale
transaktivierende Domane TAD-A von NF-ATc in vivo induzierbar durch den
Phorbolester TPA, in vitro durch die MAP-Kinase Erk2 phosphoryliert wird. In
Transfektionsexperimenten mit einer TAD-A-Mutante, in der alle funf Serinreste,
die theoretisch durch MAP-Kinasen phosphoryliert werden konnen, durch
Alaninreste ersetzt worden waren, konnte gezeigt werden, dal} diese
Phosphorylierung nicht notwendig fur die Aktivierung von TAD-A ist. Vielmehr
gelang der Nachweis, dal® verschiedene MAP-Kinasen-Signalwege ihre
Wirkung auf NF-ATc Uber die transkriptionellen Koaktivatoren CBP und p300
entfalten, die an die N-terminale transaktivierende Domane TAD-A von NF-ATc
binden und dessen Aktivitat kontrollieren. Der Nachweis, daf® konstitutiv aktive
Mutanten von c-Raf und Rac synergistisch die CBP/p300-vermittelte TAD-A-
Aktivierung verstarken, unterstreicht die wichtige Rolle, die CBP/p300 bei der

Integration von T-Zell-Aktivierungssignalen spielt.
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