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1. Einleitung

1.1. Zellen und Funktionen des | mmunsystems

Das Immunsystem der Vertebraten, das sich aus den Zellen sowie Mechanismen der angebo-
renen unspezifischen Immunitét und der erworbenen (adaptiven) spezifischen Immunreaktion
zusammensetzt, dient als inneres Abwehrsystem gegen eindringende Bakterien, Viren,
Protozoen, Pilze und Wirmer sowie Krebserkrankungen. Eine wesentliche Eigenschaft dieses
Systems ist es, korpereigene von korperfremden Strukturen (Antigenen) zu unterscheiden und

nur gegen letztere zu reagieren.

Immunreaktionen werden durch Leukozyten vermittelt, die von Vorléauferzellen im Knochen-
mark abstammen. Aus diesen bilden sich die polymorphkernigen Leukozyten und die
Makrophagen des angeborenen Immunsystems sowie die Lymphozyten des adaptiven

Immunsystems.

Es gibt zwei Hauptgruppen von Lymphozyten: (1.) die B-Lymphozyten, die im Knochenmark
reifen und (2.) die T-Lymphozyten, die sich im Thymus entwickeln. Darum bezeichnet man
das Knochenmark und den Thymus als zentrale lymphatische Organe. Lymphozyten wandern
sténdig vom Blut zu den peripheren lymphatischen Organen, wo Antigene (Ag's) fixiert
werden, und kehren Uber die Lymphgefélie in den Blutkreislauf zurtick. Die drei Haupttypen
des peripheren lymphatischen Gewebes, in denen die adaptiven Immunantworten ausgel dst
werden, sind: die Milz, die Ag’'s aus dem Blut sammelt; die Lymphknoten (LN), die Ag's aus
Infektionsherden im Gewebe festhalten; und die darmassoziierten lymphatischen Gewebe
(GALT), die Ag's aus dem Darm aufnehmen [Janeway und Travers, 1997].

1.2. Aktivierung und Differenzierung peripherer Lymphozyten

Die Proliferation der B-Lymphozyten wird durch Interaktionen des B-Zell-Rezeptors (BZR)
mit entsprechenden Ag’s und von T-Helferzellen sezernierten Zytokinen induziert (klonae
Selektion und -Expansion). Die B-Zellen differenzieren dann zu Plasmazellen, die Antikérper
(sog. Immunglobuline — 1g’s) sezernieren und so die humorale Immunitét vermitteln. Dabe
wirken die |g’'s neutralisierend, fordern die Phagozytose durch ,Markierung” der Erreger-
oberflache (Opsonisierung) und aktivieren das Komplementsystem. Die BZR's und ihre

sezernierten Formen, die Ig’'s, erkennen dreidimensionale Strukturen unterschiedlichster
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Molekllklassen, wie z.B. Strukturen von Proteinen, Kohlenhydraten, Nukleinsduren oder
Lipiden [Janeway und Travers, 1997].

Alle Reaktionen von Lymphozyten auf ein Ag erfordern ein zweites Signal, das von einer
anderen Zelle stammt. Fir T-Lymphozyten kann dieses Signal von drel verschiedenen
Zelltypen kommen: von dendritischen Zellen (DZ’s), Makrophagen oder B-Zellen. Die
Vorlaufer dieser Zellen haten in der Peripherie Ag's fest und wandern dann zu den
lymphatischen Geweben, wo sie die Ag's den T-Zellen prasentieren. Deshalb werden sie as

professionelle antigenprasentierende Zellen (APZ) bezeichnet [Janeway und Travers, 1997].

Das Erkennen des Ag’sfuhrt zuerst zu einer Expansion des spezifischen T-Zell-Klons und zur
Synthese von Lymphokinen in diesen Zellen. Wahrend der priméren Immunantwort differen-
zieren die jeweiligen Klone zu spezidisierten Zellen mit verschiedenen Funktionen. Einer-
seits entstehen Gedachtniszellen, die bel einem zweiten Ag-Kontakt eine schnellere und
stérkere Immunantwort vermitteln. Auf der anderen Seite differenzieren die naiven T-
Lymphozyten zu verschiedenen T-Effektorzellen, die bel der Immunabwehr unterschiedliche
Funktionen ausiiben. Das heutige Zwei-Signal-Modell der T-Zell-Aktivierung stammt von der
Theorie der B-Zell-Aktivierung [Bretscher und Cohn, 1970] und deren Ubertragung auf
T-Zellen [Lafferty und Cunningham, 1975] ab. Es besagt, dass neben der T-Zell-Stimulation
durch Interaktion von Ag, Haupthistokompatibilitdtskomplex (MHC) und T-Zell-Rezeptor
(TZR) noch andere kostimulatorische Signale zur Proliferation und Differenzierung der T-
Zelle erforderlich sind [Janeway und Bottomly, 1994]. Zudem beeinflussen Zytokine das
Entwicklungsschicksal aktivierter Immunzellen erheblich [Mosmann und Sad, 1996].

1.3. Kostimulatorische Signale bei der T-Zell-Aktivierung

In verschiedenen experimentellen Systemen wurde nachgewiesen, dass die TZR-Ligation
alein nicht zur Aktivierung naiver T-Zellen fuhrt, sondern Zelltod oder Anergie ausldsen
kann [Schwartz, 1996; Janssen et al., 2000]. T-Zellen, deren Rezeptoren ihre Liganden ohne
gleichzeitige kostimulierende Signale binden, produzieren kein Interleukin-2 (IL-2). Diese
unvollstandig stimulierten T-Zellen fallen stattdessen in den refraktéren Zustand der Anergie
und kdnnen nicht mehr proliferieren. Zu den in diesen Zellen gestorten Signalwegen gehdren
die durch Ras aktivierten MAP-Kinasekaskaden, wodurch sowohl die ERK- as auch die
JINK-Aktivierung ausféllt [Fields et al., 1996; Li et al., 1996; Chirmule et al., 1999].
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Aktivierung und Proliferation der T-Zellen werden durch zusétzliche kostimulatorische Sig-
nale induziert. Der bekannteste Rezeptor fur kostimulatorische Interaktionen ist das als
Homodimer auf T-Zellen exprimierte CD28 [Aruffo und Seed, 1987; Lenschow et al., 1996].
Die am besten charakterisierten kostimulierenden Molekile auf APZ’s sind die struktur-
verwandten Glykoproteine B7.1 (CD80) und B7.2 (CD86), die Liganden des CD28 sind
[Larsen et al., 1992; Liu et al., 1992; Levin et al., 1993]. Alle CD28-8hnlichen Rezeptoren
und ihre Liganden sind transmembrane Glykoproteine vom Typ|l und Mitglieder der
|g-Superfamilie. Ihre zytoplasmatischen Anteile enthalten potentielle SH2- und SH3-Binde-
domaénen, Uber die die Signalweiterleitung in das Zellinnere u.a. Uber Adaptoren (s. 1.8.) und

Protein-Protein-Wechselwirkungen erfolgt.

Bel naiven T-Zellen ist CD28 der einzige Rezeptor fur B7. Das Uber CD28 vermittelte
kostimulatorische Signal beeinflusst verschiedene Aspekte der T-Zell-Physiologie und fuhrt
in der Gesamtheit zu einer verstarkten T-Zell-Immunantwort. So wird die Zytokinsekretion
(wie von IL-2) und Zelladhésion erhoht, die Expression des anti-apoptotischen Bclx.

induziert sowie Anergie verhindert [McAdam et al., 1998; Lanzavecchiaet al., 1999].

Aktivierte T-Zellen exprimieren zusdtzliche CD28-ghnliche Rezeptoren [Chambers und
Allison, 1997]. Der induzierbare Kostimulator |COS sorgt fur eine léngere proliferative Phase
nach TZR-Stimulation und fordert T-Effektorzell-Funktionen [Hutloff et al., 1999]. ICOS
spielt eine wichtige Rolle bei der T-Zell-abhangigen B-Zell-Hilfe Uber die erhdhte Zytokin-
sekretion von IL-4, IL-5, IL-10, Interferon y (IFNy), Tumornekrosefaktor o (TNFa) und
durch die verstérkte Expression des CD40-Liganden [Coyle et al., 2000]. Der naturliche
Ligand fir 1COS ist das B7 Homolog (B7h), das auf B-Zellen sowie einigen Makrophagen
und DZ s exprimiert wird [Y oshinaga et al., 1999].

Uber das zytotoxische T-Lymphozyten-Ag-4 (CTLA-4) werden inhibitorische Signale
vermittelt. CTLA-4 (CD152) hat eine 20-fach hohere Bindeaffinitét as CD28 fur B7-
Moleklle und spielt eine wesentliche Rolle bei der Begrenzung der proliferativen Antwort
aktivierter T-Zellen auf Ag's [Chambers, 2001]. Dies beruht u.a. auf der Hemmung der IL-2-
Synthese [Janeway und Travers, 1997]. Das kostimulatorische CTLA-4-Signal kann in der
T-Zelle Toleranz und Anergie induzieren [Guerder et al., 1994; Alegre et al., 2001].

Ein weiterer Korezeptor ist PD1 (programmierter Tod 1), dessen physiologische Funktion
noch untersucht wird. Durch das PD1-vermittelte Signal wird in T-Zellen die Sekretion der
Zytokine 1L-2, IL-10 und IFNy inhibiert [Freeman et al., 2000]. AufRerdem wird diskutiert,
dass PD1 in B-Zellen ein inhibitorisches Signal vermittelt [Nishimuraet al., 1998].
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Das Zwei-Signal-Modell der T-Zell-Aktivierung wieder aufgreifend wurde von Chambers
(2001) folgende Hypothese fir die Stimulierung naiver T-Zellen postuliert:

(1.) APZ initieren Uber die B7/CD28-vermittelte Kostimulation in Verbindung mit dem
MHC/Peptid-vermittelten TZR-Signal die Aktivierung der T-Zelle.

(2.) Dadurch wird u.a. die Expression von ICOS und indirekt die von Proteinen der B7-
Familie induziert. Die Uber 1COS vermittelte Kostimulation kann zu einer weiteren
T-Zell-Expansion fuhren und beeinflusst die Differenzierung sowie die Effektorfunk-

tionen der T-Zdllen.

(3.) Gleichzeitig kommt es zur Hochregulierung und Translokation von CTLA-4 zur
Zellmembran, das durch die Konkurrenz mit CD28 zur Inhibierung der T-Zell-

Aktivierung in einer frihen Phase der Stimulation fuhren kann.

(4.) CTLA-4 und PD1 werden verstarkt tber mehrere Tage nach der T-Zell-Aktivierung
exprimiert und kénnen die adaptive Immunantwort Gber die von ihnen Ubertragenen

inhibitorischen Signale einschranken, abschwéchen oder gar verhindern.

Aul%er den B7-Molekilen missen APZ auch Adhasionsmolekile wie ICAM-1, ICAM-2 und
LFA-3 exprimieren. Nur die genau regulierte Interaktion aller beteiligten Molekule fuhrt zur

kompletten Aktivierung der T-Zelle und damit zu einer Immunantwort nach Ag-Erkennung.

1.4. Antigen-Erkennung durch T-Zellen

Das charakteristischste Merkmal der Ag-Erkennung durch T-Zellen ist die Form des
Liganden, der vom T-Zell-Rezeptor (TZR) erkannt wird. Dieser Ligand besteht aus einem
Peptid, das vom fremden Ag stammt und an ein MHC (Haupthistokompatibilitétskomplex)-
Molekll gebunden ist. MHC-Molekule sind Glykoproteine auf der Zelloberflache, deren
extrazelluldrer Teil eine peptidbindende Furche aufweist. Diese kann eine Vielzahl verschie-
dener Peptide aufnehmen. Das MHC-Molekil bindet das Peptid an einem intrazellul&ren Ort
und befordert es an die Zelloberflache, wo der kombinierte Ligand von einer T-Zelle erkannt
werden kann [Janeway und Travers, 1997]. Es gibt zwei Klassen von MHC-Molekilen:
MHC-Klasse-I- (MHC-I) und MHC-Klasse-I1-Molekiile (MHC-II).

Peptide von viralen Pathogenen, die sich im Zytoplasma der Zelle vermehren, werden von
MHC-I-Molekillen an die Zelloberflache gebracht und CD8" T-Zellen prasentiert, die zu

zytotoxischen T-Zellen ausdifferenzieren und infizierte Zellen toten.
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Antigene von Krankheitserregern, die in intrazelluléren Vesikeln persistieren bzw. sich
vermehren, und solche, die von aufgenommenen extrazelluldren Bakterien und Toxinen
abstammen, werden von MHC-II-Molekilen an die Zelloberflache transportiert und den
CD4" T-Helferzellen prasentiert. Diese kénnen zu zwei Arten von Effektorzellen differen-
zieren (s.1.10.). Pathogene, die sich in groRer Zahl in Veskeln von Makrophagen
ansammeln, regen gewohnlich die Differenzierung von Tyl-Zellen an. Extrazellulére Ag's
stimulieren dagegen eher die Bildung von Ty2-Zellen. Tyl-Zellen aktivieren die keim-
totenden Eigenschaften von Makrophagen und regen B-Zellen dazu an, 1gG-Antikorper (AK)
zu synthetisieren. Diese opsonisieren sehr effektiv extrazelluldre Pathogene fir die Aufnahme
durch phagozytierende Zellen. Ty2-Zellen l6sen, indem sie naive Ag-spezifische B-Zellen
anregen, IgM-Ak zu bilden, eine humorale Immunantwort aus. Im Anschluss daran aktivieren
sie je nachdem zusétzlich noch die Bildung verschiedener 1g-l1sotypen (u.a. IgA und IgE)
sowie von neutralisierenden und/oder schwach opsonisierenden Subtypen von 1gG [Janeway
und Travers, 1997].

Eine weitere Form der T-Zell-Aktivierung erfolgt Uber sogenannte Superantigene (SAgQ), die
von verschiedenen pathogenen Keimen produziert werden und direkt, d.h. ohne eine
Prozessierung in der Zelle, an MHC-1I-Molekile und spezifitdtsunabhangig an den TZR
binden [Herman et al., 1991]. Ein SAg kann 2-10 % aller T-Zellen stimulieren, wahrend ein
normales Ag nur von etwa 1/10.000 der T-Zellen erkannt wird. Prototypen dieser Molekile
sind die an Lebensmittelvergiftungen beteiligten Enterotoxine A-E von Saphylococcus

aureus [Hacker und Heesemann, 2000].

1.5. Zytokine

Zytokine sind kleine Proteine von Zellen, die als |6sliche Botenstoffe das Verhalten und/oder
die Eigenschaften der eigenen oder anderer Zellen verandern. Von Lymphozyten produzierte
Zytokine nennt man oft auch Lymphokine oder Interleukine (IL"s). Sie wirken Uber
spezifische Rezeptoren auf ihre Zielzellen. Bisher sind mehr as 200 Zytokine, zu denen IL”s,
Wachstumsfaktoren, Hamatopoetine, Chemokine und Interferone sowie die Mitglieder der
TNF (Tumor-Nekrose-Faktor)-Familie zéhlen, identifiziert worden [Callard et al., 1999].
Sowohl die Sekretion von Zytokinen as auch die Expression der Zytokin-Rezeptoren
unterliegen einer komplexen biologischen Regulation. Im Gegensatz zu Hormonen werden
Zytokine meist nicht konstitutiv, sondern erst nach Aktivierung der entsprechenden Zelle

synthetisiert und wirken Gberwiegend in der Umgebung der sezernierenden Zelle. Aufgrund
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der dhnlichen genomischen Struktur und gemeinsamer Rezeptorbenutzung zeigen Zytokine
haufig ahnliche und redundante Funktionen. Die intrazellul&re Signaltibertragung erfolgt oft
Uber den JAK (Janus-Familie der Tyrosin-Kinasen)/STAT (Signaltransduktor und Aktivator
der Transkription)-Signaltransduktionsweg [Imada und Leonard, 2000]. Weitere bedeutsame
Signallibertragungswege nach der Zytokin-Rezeptor-Aktivierung sind der Ras-Raf-MAP-
Kinase-Signalweg und der PKB/Akt-Signalweg [Van Parijs et al., 1999]. Aullerdem kommt
es zur Aktivierung der Src-ahnlichen Kinasen Lck, Fyn und Syk [Ihle und Kerr, 1995].

Im Folgenden soll auf IL-2 und seine Rezeptoren, die fur die vorliegende Arbeit von
Bedeutung sind, ndher eingegangen werden. IL-2 wird in der Regel von aktivierten T-Zellen
synthetisiert und ist als T-Zell-Wachstumsfaktor (TCGF) beschrieben worden [Gillis et al.,
1982]. Es wirkt in vitro sowohl auto- als auch parakrin auf die Proliferation und Differen-
zierung von T-Zellen, natirlichen Killerzellen, Makrophagen, B-Zellen und auf einige nicht-
lymphoide Zellen [Taniguchi und Minami, 1993]. IL-2 regt die Synthese und Sezernierung
weiterer Zytokine an. Aul3erdem wurde eine entscheidene Rolle des IL-2 bei der Sensibi-
liserung der T-Zellen fir den CD95-vermittelten Aktivierungs-induzierten Zelltod (AICD)
nachgewiesen [Kneitz et al., 1995; Van Parijs et al., 1999]. Die Bindung von IL-2 sowie die
Signallibertragung erfolgt Uber den IL-2-Rezeptorkomplex, der sich im optimalen Fall aus 3
unabhangig voneinander regulierten Untereinheiten zusammensetzt. Dabel ist die Expression
dieser 3 Ketten (a., B, y) auf lymphoiden Zellen vom Aktivierungszustand der Zelle abhéangig.
Der konstitutiv auf lymphoiden Zellen exprimierte IL-2Ry ist sowohl bei der intrazelluldren
Signalweiterleitung als auch bei der IL-2-Internalisation und fir die Stabilitét des IL-2-
Rezeptorkomplexes von Bedeutung [Takeshita et al., 1992; Voss et al., 1993]. Die y-Kette ist
nicht spezifisch fir den IL-2R. Vielmehr ist diese herkbmmliche (,common®) y-Kette ein
Bestandtell der Rezeptorenkomplexe fur die Interleukine 4, 7, 9, 15 und 21. Zum IL-15-
Rezeptorkomplex gehort zudem die IL-2Rp-Kette [Bamford et al., 1994; Giri et al., 1995].
Die Expression der I1L-2 spezifischen IL-2Ra-Kette wird wie das IL-2 Gen erst nach T-Zell-

Aktivierung induziert.

1.6. Der T-Zell-Rezeptor-Komplex

Der TZR ist ein multimerischer, Uber Disulfidbriicken verbundener Polypeptidketten-
Komplex, der sich aus Ag-spezifischen o/p3— oder y/6—Heterodimeren zusammensetzt, die den
Peptid/MHC-Liganden Uber ihre variablen Regionen erkennen [Sun et al., 1995; Sant'Angelo
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et al., 1996]. Der Uberwiegende Teil der T-Zellen in den peripheren lymphatischen Organen
exprimiert den o/B-TZR, wahrend nur 1-5 % den y/3-TZR exprimieren. In anderen Geweben
wie im Epithelium, insbesondere in der Epidermis und dem DUnndarm der Maus, tragen die
meisten T-Zellen den y/5-TZR. Den Ketten des TZR-Heterodimers fehlt eine grof3e zytoplas-
matische Doméane, die die Ubertragung eines Signals in die Zelle bewerkstelligen konnte.
Stattdessen Ubernehmen die Transmembranproteine des CD3-Komplexes (y, 8, €) diese
Funktion, die wie die {/C-Ketten oder {/n-Heterodimere in der Maus nicht kovalent mit dem
TZR verbunden sind [de la Hera et al., 1991; Manolios et al., 1991; Weiss und Littman,
1994]. Der typische CD3-Komplex des Menschen setzt sich aus einem CD3(-Dimer sowie
einem CD3ed- und einem CD3ey-Heterodimer zusammen [van Leeuwen und Samelson,
1999]. AulRerdem werden die Korezeptoren (, Differenzierungsantigene”) CD4 und CD8 zu

den TZR-assoziierten Proteinen gezahit.

1.7. Signaltransduktion nach T-Zell-Aktivierung

Die zytoplasmatischen Doméanen der CD3-Proteine enthalten Sequenzmotive, die man as
ITAM's (Immunrezeptor-Tyrosin-Aktivatormotive) bezeichnet [Irving et al., 1993]. Diese
Sequenzen ermoglichen es den CD3-Proteinen, nach der Stimulierung des Rezeptors mit
zytosolischen Proteintyrosinkinasen (PTK) zu assoziieren und so das Signal in das Zellinnere
zu Ubertragen, wobei dafur besonders CD3e und die (-Ketten wichtig sind [Weiss und
Littman, 1994; Janeway und Travers, 1997]. Wahrend Wachstumsfaktor-Rezeptoren selbst
PTK's sind [van der Geer et al., 1994], fehlt dem TZR-Komplex eine intrinsische
enzymatische Aktivitdt, so dass Protein-Protein-Wechselwirkungen fir die TZR-Signal-
transduktion erforderlich sind. Zu einer optimalen Nachrichteniibermittiung durch den TZR
kommt es nur nach einer Komplexbildung des Rezeptors mit den Korezeptoren CD4 und
CD8, wobei die Aggregation des Rezeptors zusammen mit der Proteintyrosinphosphatase
(PTP) CD45, die die Lck-Tyrosinkinase aktiviert [Frearson und Alexander, 1996; Musci et
al., 1997], eine Kaskade von Signalreaktionen audlost, die in ihrer Gesamtheit die T-Zelle

aktivieren konnen.

Die ersten Schritte der Signalgebung beruhen wahrscheinlich auf zwei PTK’s der Src-
Familie: der Lck (p56), die konstitutiv mit der zytoplasmatischen Domane der Korezeptor-
molekile CD4 und CD8 verbunden ist, und der zytosolischen Fyn (p59), die sich bei der
Rezeptoraggregation an die zytoplasmatischen Doménen der CD3C- und CD3e-Kette anlagert
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[Chalupny et al., 1991; Cooke et al., 1991; Glaichenhaus et al., 1991]. Nach Phosphorylie-

rung der ITAM’s kdnnen weitere zytosolische PTK"s an den TZR-Komplex binden.

Besonders wichtig fur die weitere SignaltUbertragung ist die Phosphorylierung des (-assozi-
ierten Proteins-70 (ZAP-70) durch Fyn und Lck [Gobel und Bolliger, 2000; Kane et al.,
2000]. Personen, denen ZAP-70 fehlt, besitzen T-Zellen, die zwar normal reifen, aber nicht
auf Signale reagieren, die ihre Ag-Rezeptoren weitergeben [Arpaia et al., 1994; Chan et al.,
1994]. Aktiviertes ZAP-70 kann multiple Substrate phosphorylieren und damit ein TZR-
Signal an verschiedene Signaltransduktionskaskaden weiterleiten. So kommt es zur
Rekrutierung von Adaptormolekillen und zur Bildung eines hochkomplexen Signalosoms, das
(1.) die Aktivierung des RassMAPK-Signalweges, (2.) eine Erhéhung der intrazelluléren
Ca’*-Konzentration, die wiederum zur Aktivierung der Phosphatase Calcineurin und des
Transkriptionsfaktors NFAT fihrt, und (3.) , tber* die Proteinkinase Co6 (PKCO) die Aktivie-
rung von NFxB-Transkriptionsfaktoren bewirkt [Sun et al., 2000b; Bi und Altman, 2001,
Arendt et al., 2002].

1.8. Adaptor-Proteine

Als Adaptoren werden Signalmolekile bezeichnet, denen eine eigene enzymatische oder
transkriptionelle Aktivitét fehlt. Sie bestehen aus mehreren Interaktionsdomanen, wie Src-
Homologie-Domane 2 (SH2), SH3 und Phospho-Tyrosin-Bindedomanen (PTB’s). AuRerdem
enthalten sie oft mehrere Bindemotive fur diese Doméanen. Adaptoren ermdglichen Gber
Protein-Protein-Wechselwirkungen die Integration verschiedener Signalibertragungswege in
der Zelle. Sie werden oftmals Zelltyp-spezifisch exprimiert und tragen zur Bildung von
Signalkomplexen bei, die der Kopplung Zelltyp-spezifischer Rezeptoren mit ubiquitéren
Signal libertragungswegen dienen.

Wichtige Adaptor-Proteine fur die T-Zell-Signaltransduktion sind der Linker aktivierter
T-Zellen (LAT), das Wachstumsfaktor-gebundene Protein 2 (Grb2), ein Grb2 verwandter
Adaptor in hdmatopoetischen Zellen (GADS) sowie das SH2-Doméne-enthaltende Leuko-
zyten-Protein von 76 kDa (SLP-76) [Zhang und Samelson, 2000; Judd und Koretzky, 2001,
Liu et al., 2001; Wonerow und Watson, 2001].

Der Prototyp eines Adaptormolekils ist Grb2, das aus einer zentralen SH2-Doméne besteht,
die von zwei SH3-Doménen flankiert wird [Lowenstein et al., 1992; Matuoka et al., 1992].

Grb2 ist im Zytoplasma konstitutiv Uber seine N-terminale SH3-Domane mit dem Guanin-
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nukl eotid-Austauschfaktor Sos verbunden [Chardin et al., 1993; Olivier et al., 1993; Raabe et
al., 1995]. Eine Liganden-induzierte Aktivierung der PTK’s fuhrt zur Translokation des
Grb2-Sos-Komplexes an die Zellmembran, wo Sos die GTP-Beladung und damit die Aktivie-
rung des prominenten Onkogens Ras bewirkt [Rozakis-Adcock et al., 1993; Simon et al.,
1993; Pawson, 1994; Ellis und Clark, 2000; Schlessinger, 2000], welches ein zentrales
Schaltermolekll der zellularen Wachstumskontrolle ist [Bar-Sagi und Hall, 2000; Avruch
et al., 2001].

1.9. Dieintrazelluldre Signalweiterleitung

Phosphorylierte Tyrosinreste sind Bindungsstellen fir SH2- und SH3-Doméanen enthaltende
Proteine. Weitere, in der Kaskade vorkommende Zielmolekiile der TZR-stimulierten PTK's
sind die Phospholipase Cyl (PLCyl), die Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K) sowie Ras
[Exley et al., 1994; Hallberg et al., 1994; Weiss und Littman, 1994].

1.9.1. Der Kazium-Signalweg

Bereits 15 s nach der Aktivierung der PTK"s wird ein weiteres Enzym, die PLCy1, durch die
p56 Lck/ZAP-70-vermittelte  Phosphorylierung an spezifischen Tyrosinresten aktiviert
[Dustin und Chan, 2000]. Die PLC bindet an den als Gerustprotein (,Scaffold”-Protein)
fungierenden LAT und wird so an die Zellmembran rekrutiert. Geristproteine binden
gleichzeitig mehrere Proteine und erlauben damit die Komplexbildung von Schiiissel-
komponenten spezifischer Signallbertragungswege und die Abgrenzung zu anderen,
ahnlichen Signalkaskaden [Whitmarsh und Davis, 1998].

PLCy1 hydrolysiert das membranstéandige Phospholipid Phosphatidylinositol-4,5-di-phosphat
(PIP;) zu den zwei ,, Second-Messenger-Molekilen Diazylglyzerin (DAG) und Inositol-
1,4,5-triphosphat (IPs). Wahrend DAG zur Aktivierung von Proteinkinase C (PKC)-Signal-
wegen fuhrt, spielt 1P, das an intrazelluldre Rezeptoren bindet, eine bedeutende Rolle im
Kalzium-SignalUbertragungsweg [Clapham, 1995]. Diese durch die PLCy initiierten
Signaltransduktionswege, die zur Aktivierung der IL-2-Transkription fuhren [Weiss und
Imboden, 1987], kénnen durch Phorbolester (z.B. TPA, das in seiner Struktur dem DAG

ahnelt) und Kalzium-lonophore (z.B. lonomycin) imitiert werden [Ullman et al., 1990].

IP; setzt Ca®* aus intrazellularen Speichern frei. Zusétzlich werden in den T-Zell-Membranen

spezifische Ca*-Kanale gedffnet, so dass extrazellulares Ca®* eindringen kann. Die erhohte
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Ca”*-Konzentration im Zytosol aktiviert (iber einen Ca’*/Calmodulin-Komplex die zyto-
plasmatische Serin/Threonin-Proteinphosphatase Calcineurin, die von den NFAT-Proteinen
Phosphatgruppen entfernt [Clipstone und Crabtree, 1992]. Dadurch kénnen die NFAT's in
den Zellkern eindringen und oft zusammen mit dem Transkriptionsfaktor AP-1 an DNA
binden [Rao et al., 1997; Serfling et al., 2000]. AP-1 setzt sich aus Heterodimeren der
Kernproteine Fos und Jun zusammen. Wahrend AP-1 in vielen Zellen aktiv ist, kommt das
zytoplasmatische NFAT in den hochsten Konzentrationen in T-Zellen vor. Deshalb ist die
Blockade des Signalweges, der zur NFAT-Aktivierung fahrt, ein wichtiges Mittel, um
spezifisch die T-Zell-Reaktion zu hemmen. Die Signallibertragung wird in T-Zellen durch
2 Immunsuppressiva wirksam blockiert: Cyclosporin A (CsA) und FK506 [Mattila et al.,
1990; Brabletz et al., 1991]. Diese bilden Komplexe mit ihren intrazelluléren Rezeptoren, den
Immunophilinen. Die Komplexe binden dann an Calcineurin und maskieren die Calmodulin-
Bindestelle dieser Phosphatase, die dadurch inhibiert wird [Schreiber, 1992]. Calcineurin ist
auch an der Ca?*-abhangigen Induktion der NFkB-Transkriptionsfaktoren beteiligt [Frantz et
al., 1994; Marienfeld et al., 1997]. Weiterhin spielt das Ca?*-Signal bei der Aktivierung der
c-Jun N-terminalen Kinase (INK) nach TZR/CD28-Stimulation eine Rolle [Su et al., 1994].

1.9.2. Der Proteinkinase C (PKC) -Signalweg

Mitglieder der Familie der Serin/Threonin-spezifischen Proteinkinasen C (PKC’s) werden oft
gewebespezifisch exprimiert und spielen eine wichtige Rolle in der Regulation von Prolife-
ration und Differenzierung der Zelle; aber auch bei der Apoptose, wobei sie durch zahl-
reiche Stimuli aktiviert werden und selbst verschiedene Signal Ubertragungswege aktivieren
[Newton, 1997; Jaken und Parker, 2000]. Die PKC's untergliedern sich in 3 Subfamilien:
(1.) die typischen Ca*-abhangigen PKC s a, p und y; (2.) die Ca®*-unabhéngigen PKC's§, ¢ ,
M, 6 und p sowie (3.) die atypischen PKC's £ und /A [Parolini et al., 1999]. Einzelne PKC’'s
binden nach Aktivierung durch PLCy freigesetztes DAG und anderen Kofaktoren wie z.B.
Ca” an spezifische intrazellulare Gerlistproteine - den Rezeptoren firr aktivierte C-Kinasen
(RACK’s) - und werden so unterschiedlich sublokalisiert sowie in die Nahe ihrer Substrate
gebracht [Mochly-Rosen, 1995; Monks et al., 1997].

Von den in T-Zellen exprimierten PKC’s spielt die Ca?*-unabhéngige PKCO (theta) eine
besondere Rolle bei der TZR/CD28-vermittelten Signallbertragung [Arendt et al., 2002].
PKCH ist nach TZR-Stimulation als einzigste PKC in den Lipid-Rafts lokalisiert und wichtig
fur die IL-2-Expression [Altman et al., 2000; Bi und Altman, 2001; Bi et al., 2001;
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Stinchcombe et al., 2001]. PKCO aktiviert spezifisch die Transkriptionsfaktoren AP-1 und
NF«xB [Baier-Bitterlich et al., 1996; Coudronniere et al., 2000; Lin et al., 2000] sowie
gemeinsam mit Calcineurin NFAT und das IL-2-Gen [Werlen et al., 1998]. Periphere T-
Zellen PKCO-defizienter Mause sind unféhig, nach TZR/CD28-Stimulation zu proliferieren,
zeigen keine AP-1- oder NFiB-Aktivierung, exprimieren kein IL-2 und nur schwach CD25,
die a-Kette des IL-2-Rezeptors [Sun et al., 2000b]. Die proximalen Signalkaskaden sowie die
ERK/INK/p38-MAPK-Aktivierung und NFAT-Aktivitét sind dagegen nicht gestort [Sun et
al., 2000b]. Diese Veranderungen sind spezifisch fur die TZR-Signaltbertragung in PKC6-
defizienten peripheren T-Zellen und fehlen dagegen in PKCO-defizienten Thymozyten. PKCO
reguliert die AP-1-Aktivitat unabhéngig vom JNK-Signaltibertragungsweg, offenbar auf der
Ebene der c-Fos- oder ¢c-Jun-Transkription [Sun et al., 2000b]. Die PKCO-vermittelte NF«B-
Aktivierung wird durch den IKK-Signalweg gefordert [Khoshnan et al., 2000; Lin et al.,
2000], wobei eine wichtige Rolle von IKKe diskutiert wird [Peters et al., 2000]. Nach TZR-
Stimulation assoziiert die PKCO mit den Tyrosinkinasen Lck und Fyn sowie dem Guanin-
Nukleotid-Austauschfaktor Vav [Ron et al., 1999; Liu et al., 2000b; Villalba et al., 2000; Bi
et al., 2001]. Letzterer ist wichtig fir den Ca®*-Flux und die NFAT-Aktivierung und
beeinflusst PKCO-unabhéngige Signalwege [Sun et al., 2000b]. Nach Substraten der PKC6H
und damit weiteren Effektor-Funktionen wird intensiv gesucht. Als erste mdgliche
Kandidaten wurden das Adaptor-Protein Cbl und das pro-apoptotische Molekil Bad
beschrieben, das durch PKCO inhibiert wird [Liu et al., 1999b; Villalba et al., 2001]. Der
Phanotyp Bcl-10-defizienter Mause ist mit dem der PKCO-defizienten Mause fast identisch
[Sun et al., 2000b; Ruland et al., 2001]. Deshalb wird angenommen, dass das pro-
apoptotische Bcl-10, das offenbar eine wichtige Rolle in Mukosa-assoziierten Tumoren
lymphatischer Gewebe (MALT-Lymphomen) spielt, ein unmittelbares PK CO-Substrat in der
NF«B-Aktivierung nach TZR-Stimulation ist [Willis et al., 1999; Gaide et al., 2001; Ruland
et al., 2001].

1.9.3. Der Ras-Signalweg

Die PTK’s aktivieren das GTP-bindende Protein Ras (p21 Ras) Uber den rekrutierten Guanin-
Nukleotid-Austauschfaktor (GEF) Sos/Grb2-Komplex (s. 1.8.). Die Interaktion von Ras-GDP
mit einem GEF fuhrt zur Dissoziation von GDP und nachfolgender GTP-Bindung, dessen
intrazelluldre Konzentration hoher ist als die von GDP. Unterschiedliche Signale aktivieren
verschiedene zellulare GEF's [Bar-Sagi und Hall, 2000]. Auferdem kdnnen andere GTP-
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bindende Proteine wie Cdc42, Rho und Rac die Funktionen von Ras Ubernehmen [Hunter,

1997]. Ras-GTPist in der Lage, multiple Effektorproteine zu aktivieren.

Fur die Signalweiterleitung nach TZR-Stimulation ist die Ras-GTP-vermittelte Aktivierung
(Phosphorlierung an Serin- und Tyrosinresten) und Oligomerisierung der Serin/Threonin-
Proteinkinase Raf bedeutend, die dazu an die Plasmamembran translokalisiert wird [Farrar et
al., 1996; Avruch et al., 2001]. Raf steht am Anfang einer hierarchischen dreistufigen
Kinasekaskade, die zur Aktivierung der prototypischen Mitogen-aktivierten Proteinkinasen
(MAP-Kinasen oder MAPK's) ERK1/2 (Extrazelluldr-regulierte Kinasen) fuhrt. Raf phos-
phoryliert zuerst Threonin/Tyrosin-spezifische MAP/ERK-Kinasen (MEK’s), die ihrerseits
ERK1/2 phosphorylieren und damit aktivieren [Marshall, 1994]. Die durch Phosphorylierung
aktivierten Formen der MAPK’s wandern vom Zytoplasma in den Zellkern, in dem sie
verschiedene Transkriptionsfaktoren wie Elk1l oder Fos phosphorylieren und damit zur
Aktivierung des AP-1 und verwandter Proteine wie ATF-2 beitragen [Karin, 1996]. Der
Ras/Raf-Signalweg ist an der Induktion der Zytokingene beteiligt und wichtig fur die Akti-
vierung der NFAT s [Whitmarsh und Davis, 2000].

1.9.4. Der Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K)-Signalweg

Die Lipidkinase PI3K katalysiert nach der Bindung an phosphorylierte Tyrosinreste eines
Rezeptors (z.B. CD28) und damit Aktivierung dieser Kinase durch GTP-bindende Proteine
die Phosphorylierung von Phosphatidylinositol-4,5-diphosphat zu Phosphatidylinositol-3,4,5-
triphosphat [Rodriguez-Viciana et al., 1996]. Dieser ,Second Messenger” kann Rac akti-
vieren, ein weiteres GTP-bindendes Protein, das seinerseits eine Protein-Kinasekaskade
initiiert, die zur Aktivierung von INK1/2 fuhrt [Wennstrom et al., 1994; Li et al., 2000]. Das
Phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphat wird zudem zu Phosphatidylinositol-3,4-diphosphat
dephosphoryliert. Dieser ,, Second Messenger” aktiviert die Serin-spezifische Proteinkinase B
(PKB, auch Akt), dessen bekanntestes Substrat, die Glukose-Synthetase-Kinase 3 (GSK3), an
der Kontrolle der intrazelluldren NFAT-Lokalisation wesentlich beteiligt ist [Cross et al.,
1995; Beals et al., 1997; Franke et al., 1997].

1.9.5. Der MAP-Kinasen-Signalweg

Zusétzlich zu den ERK-Kinasen, die durch den Ras-Signalweg aktiviert werden (s. 1.9.3.),
gibt es zwei weitere MAPK's, die c-Jun N-terminale Kinase (JNK) und die p38-MAPK, die
hauptséchlich durch pro-inflammatorische Zytokine (wie TNFa und IL-1), Umweltnoxen wie
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UV-Licht und ionisierende Strahlung sowie genotoxischen Stress aktiviert werden [Kiefer et
al., 1997; Han und Ulevitch, 1999; Schaeffer und Weber, 1999; Davis, 2000]. Deshalb
gehoren diese zwei MAPK s zu den Stress-aktivierten Proteinkinasen, und JNK wird auch als
SAPK bezeichnet. Wahrend fir die ERK-Aktivierung die TZR-Stimulation ausreicht, werden
fur die Aktivierung der INK- und der p38-MAPK neben dem TZR-Signal noch kostimula-
torische Signale bendtigt [Su et al., 1994; Li et al., 2000].

Jede MAPK-Kaskade, deren Komponenten in ihrer Struktur und Organisation evolutionar
hochkonserviert sind, besteht aus einer Anordnung dreier zytoplasmatischer Proteinkinasen.
Die MAP3K ist eine Serin/Threonin-Kinase, die von einem membranassoziierten Rezeptor-
komplex aktiviert wird und anschlieRend eine spezifische MAP2K phosphoryliert. Diese
aktivierte MAP2K phosphoryliert kritische Threonin- und Tyrosinreste der entsprechenden
Serin/Threonin-spezifischen MAPK, die dadurch aktiviert wird [Hagemann und Blank, 2001,
Rincon et al., 2001]. Eine Zusammenfassung der einzelnen MAPK-Kaskaden ist in Abbil-
dung 1.1 dargestellt.
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Abb. 1.1: Schematische Darstellung der MEKK -regulierten MAP-Kinase-K askaden.

Die gestrichelten Pfeile markieren Signalwege, fir die es bisher keinen direkten experimentellen
Nachweis gibt [aus Hagemann und Blank, 2001].

Die spezifische Interaktion der einzelnen Komponenten wird durch die subzellulére Lokalisa-
tion, regulatorische Proteine und die Zusammenfassung einzelner SignalUbertragungs-
moleklle durch Gerlstproteine erreicht [Yuasa et al., 1998; Y ujiri et al., 1999]. So verbindet
das Gerlstprotein JNK-interagierendes Protein (JIP) die MAPK-Kaskadekomponenten
MLK3, MKK7 und JNK miteinander [Hagemann und Rapp, 1999]. Der ERK-Signalweg wird
uber das GTP-bindende Protein Ras und die MAP3K Raf induziert. Im Falle des INK- und
p38-Signalweges sind GTP-bindende Proteine der Rho-Familie (z.B. Rac und Cdc42) an der
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Aktivierung der MAP3K's beteiligt. Wahrend JNK die Transkriptionsfaktoren c-Jun, ATF2,
Jun B und Jun D aktiviert, stimuliert p38 die Transkriptionsfaktoren MEF2C, ATF2 und Elk1
[Rincon et al., 2001]. Die MAPK’s beeinflussen viele verschiedene zelluldre Prozesse wie
Proliferation und Differenzierung, Wachstumsstop und Zelltod (Apoptose), onkogene Trans-
formation sowie Entziindungsreaktionen [Ichijo, 1999; Davis, 2000; Rincon et al., 2000].

1.9.6. NFxB-Transkriptionsfaktoren

NF«B wurde urspriinglich as ein B-Zell-spezifisches Kernprotein beschrieben, das an den «-
»Enhancer” des |gk-Ketten-Gens bindet [ Sen und Baltimore, 1986]. Bald wurde deutlich, dass
es sich um eine Familie von Transkriptionsfaktoren handelt, deren Mitglieder ubiquitér
exprimiert werden. Faktoren der NFkB/Rel-Familie sind als inaktive Dimere im Zytoplasma
mit inhibitorischen Proteinen, den 1kB’s, verbunden. Das vorherrschende p50/p65 (RelA)-
Dimer ist im Zytoplasma mit IkBa assoziiert. Nach der Stimulation durch eine Vielzahl
unterschiedlichster Aktivatoren wird IkBo sehr schnell phosphoryliert, ubiquitinyliert und
durch das Proteasom degradiert [Karin, 1999]. Das nun freie NFkB-Dimer kann in den Zell-
kern eindringen und dort die Transkription zahlreicher Zytokin- (TNFa, IL-2) und anderer
Gene (CD95L) anschalten [Stancovski und Baltimore, 1997; Sha, 1998; Bowie und O'Neill,
2000; Hatada et al., 2000]. Wichtige NFkB-Induktoren sind u.a. IL-1 und TNFa., die zur
Aktivierung von lkB-Kinasen (IKK) fuhren. Diese NFkB-Signalmolekiile (u.a IKKa, IKKB
und NEMO) sind in einem zytoplasmatischen Multiproteinkomplex, dem IKK-Signalosom,
zusammengefasst [Woronicz et al., 1997]. NF«B ist ein fiir das Uberleben der Zelle wichtiger
Transkriptionsfaktor, der die Expression vieler anti-apoptotisch wirkender Proteine stimuliert.
Dazu gehéren die inhibitorischen Apoptose-Proteine (IAP's) sowie viele Mitglieder der
Bcl-2-Protein-Familie (s. 1.11.5.). Aulerdem unterdriickt NFkB die Expression des pro-
apoptotischen Proteins Bax. Wie andere onkogene Signalmolekiile hat auch NF«xB paradoxer-
weise die Eigenschaft, unter bestimmten Umsténden den Zelltod zu férdern [Kuhnel et al.,
2000; Ryan et al., 2000].

Die Transkriptionsfaktoren NFAT, AP-1 und NFkB wirken gemeinsam auf die Chromosomen
der T-Zelle ein. Dadurch kommt es zur Transkription neuer Gene, was schliefdich zur Diffe-

renzierung, Proliferation und zu Effektorreaktionen der T-Zellen fihrt.
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1.10. T-Helferzell-Differenzierung

Aktivierte CD4" T-Helferzellen lassen sich anhand ihrer sezernierten Zytokine in mindestens
zwei funktionelle Zell-Populationen einteilen. Tyl-Zellen produzieren Interferon y (IFNy),
IL-2 und Lymphotoxin (LT), wahrend Ty2-Zellen vor alem durch die Sekretion der
Interleukine 4, 5, 6, 9, 10 und 13 charakterisiert sind [Glimcher und Singh, 1999]. Ty1-Zellen
unterstiitzen die zelluldre Immunantwort. Sie aktivieren Makrophagen, NK-Zellen und
zytotoxische T-Zellen. Aulerdem kdnnen sie Immuntberreaktionen vom verzogerten Typ
(die sog. , delayed hypersensitive reaction®) induzieren. Ty2-Zellen kontrollieren die humo-
rale Immunantwort. Das sekretierte IL-4 fuhrt zur Synthese von 1gG; und IgE. Letzteres ist
bei der Ausbildung von Soforttyp-Allergien von Bedeutung [Mosmann und Sad, 1996]. Auch
TyO-Zellen, von denen die beiden funktionalen Klassen abstammen, bilden Zytokine
(einschliefdlich 1L-2) und sind in viele Immunreaktionen involviert. In neueren in vitro
Untersuchungen wurde eine weitere heterogene CD4" T-Zell-Subpopulation, die , regula-
torische Ty-Zelle*, beschrieben, die nach fortwahrender Stimulation in Gegenwart von IL-10
entsteht [Groux et al., 1997]. Diese Zellen, deren Anteil in den Lymphknoten und Milzen
naiver Mause 7-10 % der CD4" T-Zellen betragt, exprimieren konstitutiv die a-K ette des 1 L-2
Rezeptors (CD25) und hohe Mengen CD5 [Sakaguchi et al., 1995]. Sie synthetisieren das
anti-inflammatorische Zytokin IL-10, jedoch kein IL-2 [Moore €t al., 1993; Papiernik et al.,
1997]. Die ,regulatorischen Ty-Zellen® sind an der Kontrolle unterschiedlicher Immun-
funktionen beteiligt: der T-Zell-Homoostase, der durch virale SAg's induzierten klonalen
Deletion (Toleranz-Induktion), Autoimmunreaktionen und inflammatorische Immunant-
worten [Jonuleit et al., 2001; Papiernik und Banz, 2001].

Die T-Helferzell-Differenzierung wird zusétzlich zur tGbergeordneten Regulation durch Zyto-
kine (IL-12: Immunantwort Richtung Tn1; IL-4: Polarisierung zu Ty2) und den von ihnen
beeinflussten Signaltransduktionsfaktoren von weiteren Faktoren wie der Ag-Dosis, den
APZ’s, der Art der kostimulatorischen Signale und von genetischen Faktoren bestimmt
[Jankovic et al., 2001]. In Abbildung 1.2 ist die Rolle von Transkriptionsfaktoren bei der
Differenzierung naiver T-Helferzellen zu Ty1- und Th2-Zellen dargestellt. Wahrend fur die
Polarisierung naiver T-Helferzellen zu Ty1-Zellen STAT4 und T-bet von Bedeutung sind
[Kaplan et al., 1996; Szabo et al., 2000], sind fur die Differenzierung in Richtung Ty2-Zellen
vor alem STAT6 und GATAS3 wichtig [Hodge et al., 1996a; Hodge et al., 1996b; Reiner,
2001]. Ubersichten der T-Helferzell-Differenzierung sind u.a. in Glimcher und Singh (1999)
sowie in Serfling et al. (2000) zu finden. Die Mitglieder der Familie der NFAT-Transkrip-
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tionsfaktoren beeinflussen ebenfalls die T-Helferzell-Differenzierung. Wahrend NFATc (das
auch NFAT2 oder NFATcl bezeichnet wird) die Differenzierung zu beiden T-Helferzell-
Subpopulationen fordert, fihren NFATp (NFAT1loder NFATc2) und NFAT4 (NFATX oder
NFATCc3) zur Polarisierung in Richtung Ty 1-Zellen.
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Abb. 1.2: Die Kontrolleder T-Helferzell-Differenzierung durch Transkriptionsfaktoren.

Schematische Darstellung der Differenzierung naiver T-Helferzellen zu Ty1-Zellen und Ty2-Zellen.
Rot markiert sind inhibierende Effekte der Transkriptionsfaktoren [modifiziert nach Serfling et al.,
2000 sowie Glimcher und Singh, 1999].

Effektorzellen haben nur eine begrenzte L ebensdauer. Wenn das Ag nicht mehr vorhanden ist,
werden die meisten Ag-spezifischen Zellen, die bel der klonalen Expansion entstanden sind,

durch den programmierten Zelltod eleminiert [Janeway und Travers, 1997].

1.11. Nekrose, Apoptose und AlICD von T-Zellen

Aktivierung, klonae Expansion und Zelltod bilden die Basis fur die Generation eines
Repertoires immunkompetenter Zellen, die es dem Immunsystem ermdglichen, fremde Mole-
kile zu bekdmpfen und eigene zu verschonen. Es gibt zwel Hauptwege fur eine Zelle zu
sterben: die Nekrose und die Apoptose [Lockshin und Zakeri, 2001].

1.11.1. Nekrose

Die Nekrose ist eine drastische, pathologische Form des Zelltodes, die mit dem Zusammen-
bruch des Energiestoffwechsels der betroffenen Zelle verbunden ist [Schwartz und Osborne,

1993]. Durch starke Noxen, Gewebsschadigungen und Entzindungsreaktionen sowie bei
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Targetzellen der zytotoxischen T-Lymphozyten und der Aktivierung des Komplementsystems
kommt es innerhalb von Minuten zu einem Verlust der osmotischen Stabilitat der Membran,
einem Ca’*-Influx und passivem H,O-Einstrom, in deren Folge die Zelle anschwillt und
schliefdlich unter Ausschittung ihrer Inhaltsstoffe platzt [Dong et al., 1997]. Dieser Vorgang
wird als, Lysis* bezeichnet. Im umgebenden Gewebe der nekrotischen Zelle kann es dadurch
zu inflammatorischen Prozessen kommen. Die DNA bleibt stabil und wird erst spater unspe-
zifisch abgebaut [Darzynkiewicz et al., 1997; Bortul et al., 2001].

1.11.2. Apoptose

Ganz anders verlauft der Zelltod durch den geordnet verlaufenden, aktiven Prozess der
Apoptose. Die Apoptose [Kerr et al., 1972] ist eine durch spezifische Verénderungen der
Morphologie der betroffenen Zelle charakterisierte Form des programmierten Zelltodes
[Majno und Joris, 1995]. Sieist ein aktiver, energieabhangiger Mechanismus zur schonenden
Entsorgung von Uberfllssigen, selbstreaktiven oder fehlerhaften sowie maligne-entarteten
Zellen und trégt zu einer grofReren Fitness des Gesamtorganismus bei. Eine Dysregulation der
Apoptose wird as Ursache fur Krankheitsbilder wie Krebs, verschiedene Autoimmun-
krankheiten (reduzierte Apoptose), neurodegenerative Erkrankungen (Alzheimer, Parkinson)
und AIDS (gesteigerte Apoptose der CD4" T-Lymphozyten) diskutiert [Abbas, 1996; Hetts,
1998; O'Shea et al., 2002]. Bei der Apoptose kommt es zu starken Faltungen und blasigen
Ausstilpungen der Zellmembran (,Zeiosis*), die eine erhdhte osmotische Stabilitét aufgrund
der Quervernetzung von Proteinen aufweist [Lizard et al., 1995]. In der Zellmembran wird
Phosphatidylserin von der Innen- zur Aulenseite translokalisiert [Martin et al., 1995; Bratton
et al., 1997]. Das Zellvolumen sinkt, und die Zellorganellen werden im Zytoplasma dichter
gepackt. Lichtmikroskopisch lassen sich Verdnderungen des Chromatins beobachten: stark
aggregiert lagert es sich halbmondformig an der Kernmembraninnenseite an. Schliefdlich
zerféllt der kollabierte, homogen geférbte Zellkern in mehrere Kompartimente. Aus der Zelle
entstehen durch osmotisch noch immer stabile Membranen umschlossene Vesikel, die als
~apoptotic bodies* bezeichnet werden [Martin et al., 1994; Nagata, 1997; Thornberry und
Lazebnik, 1998]. Im Organismus der Vertebraten werden apoptotische Zellen bereits in der
,Z€e0sis' durch den Vorgang der Phagozytose unter Ausschluss entziindlicher Prozesse
beseitigt [Savill et al., 1993]. Die DNA bleibt nicht wie bel der Nekrose intakt, sondern wird
durch eine induzierte Endonuklease internukleosomal in Vielfache von ca. 180 bp gespalten
[Wyllie et al., 1984]. Dieses Schlusselkriterium kommt jedoch nicht bei allen Formen der
Apoptose und auch nicht bei allen Zelltypen vor [Cohen et al., 1994; Schulze-Osthoff et al.,
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1994]. AuRerdem kommt es zu einem frihen Zeitpunkt der Apoptose zum Verlust des
Membranpotentials der Mitochondrien und damit zur Ausschittung von Cytochrom C ins
Zytosol [Bossy-Wetzel et al., 1998].

1.11.3. Intrinsischer und extrinsischer Apoptose-Signalweg

Der apoptotische Zelltod kann durch eine sehr grofRe Anzahl unterschiedlichster Signale
induziert werden. Diese minden normalerweise in einen der zwei bekannten Zelltod-indu-
zierenden Signaltransduktionswege [Budihardjo et al., 1999; Green, 2000].

Der intrinsische Signalweg wird Uber die Mitochondrien vermittelt. Mit Unterstiitzung des
aus den Mitochondrien Uber die Permeabilisierung der auf3eren Membran (, MOMP") freige-
setzten Cytochroms C wird der Zelltod Uber die Bildung eines makromolaren Komplexes,
dem Apoptosom, initiiert. In diesem lagern sich die aktiven Komponenten Cytochrom C, der
oligomerisierte Adaptor apoptotischer Protease-aktivierender Faktor (Apafl) sowie die Pro-
Caspase 9 zusammen [Stennicke et al., 1999; Goldstein et al., 2000; Martinou und Green,
2001].

Caspasen (Cystein-Aspartasen) sind hochspezifische Cystein-Proteasen, die ihre Substrate
nach einem Aspartatsiurerest spalten. Die inaktiven Vorstufen (Pro-Caspasen) werden analog
zu den Zymogenen selbst durch Spaltung und anschlief3ender Oligomerisierung der grofen
und kleinen Untereinheiten aktiviert [Thornberry und Lazebnik, 1998]. Zwe wichtige
Caspase-Erkennungssequenzen fir den apoptotischen Signaweg sind die Tetrapeptide
YVAD und DEVD [Enari et al., 1996]. Die Caspasen konnen in inflammatorische und pro-
apoptotische Caspasen unterteilt werden, die wiederum in Initiator- und Effektor-Caspasen
unterschieden werden [Leist und Jaattela, 2001]. Sie sind im apoptotischen Signal Uiber-
tragungsweg sequentiell, in einer festgelegten Reithenfolge (Kaskade) angeordnet [Budihardjo
et al., 1999].

In den letzten Jahren wurde die zentrale Rolle der Mitochondrien in der Apoptose intensiv
untersucht. So kann bereits vor der DNA-Fragmentierung ein Abfall des mitochondrialen
Membranpotentials beobachtet werden. Verursacht wird dieser Abfall durch das Offnen der
Permeabilitéts-Transitionsporen (PTP), die fur Molekile bis zu 1,5 KDa durchléssig sind
[Budihardjo et al., 1999; Strasser et al., 2000]. Zudem wurden auf mitochondrialer Ebene
verschiedene Apoptose-relevante Faktoren identifiziert. Einer dieser Faktoren ist der Apop-

tose-induzierende Faktor (AlF), der Caspase-unabhéngig eine nukledre DNA-Fragmentierung
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auslosen kann. AuRerdem verursacht AIF die Translokation von Phosphatidylserin von der
Innen- zur Aul3enseite der Zellmembran [Susin et al., 1999].

Der extrinsische Signalweg Ubertragt Informationen von extrazelluldren Molekilen der TNF-
Superfamilie (wie von TNFo, CD95L und Trail), die an spezifische Rezeptoren binden, in die
Zelle. Am zytoplasmatischen Teil des typischerweise trimerisierten Rezeptors bildet sich
dabei ein Zelltod-induzierender Signalkomplex (DISC) mit dem Adaptorprotein FADD/Mort
(Fas-assoziiertes Todesdoméne-enthaltendes Protein). In diesem wird die rekrutierte Pro-
Caspase 8 (auch bekannt als FLICE) autokatalytisch aktiviert. Im Fall des aktivierten Trail-
Rezeptors wird die Pro-Caspase 10 im DISC gebunden. Die aktive Initiator-Caspase 8
wandert dann in Form eines Heterotetramers aus je zwei kleinen und grof3en Untereinheiten
aus dem DISC ins Zytoplasma [Kischkel et al., 1995; Chan et al., 2000; Schmitz et al., 2000;
Siegel et al., 2000].

Nach der Aktivierung der Initiator-Caspasen Uber einen der zwel Signalwege lauft der weitere
Signaltbertragungsweg auf der Ebene der Effektor-Caspasen 3, 6 und 7 zusammen, die ver-
schiedene zelluldre Substrate proteolytisch spalten [Enari et al., 1998; Coleman et al., 2001].
Inihrer Gesamtheit flhren diese Prozesse dann zum geordneten Ablauf der Apoptose. Sowohl
der extrinsische als auch der intrinsische apoptotische Signalweg werden durch regulatorische
Polypeptide wie das FLICE-inhibierende Protein (cFLIP, extrinsisch) oder Mitglieder der
Bcl-2-Familie (intrinsisch) stark beeinflusst. AulRerdem gibt es Verbindungen zwischen

diesen beiden Signalwegen [Roy und Nicholson, 2000].

1.11.4. Typ-I- und Typ-l1-Zellen

Lange Zeit glaubte man, dass das Uber den CD95 (Fas)-Rezeptor vermittelte Todessignal die
klassische Caspase-Kaskade aktiviert, ohne dabei den mitochondrialen Signalweg zu beein-
flussen bzw. von diesem beeinflusst zu werden. In den letzten Jahren kristallisierten sich
jedoch zwel verschiedene Apoptose-Signalwege nach Stimulation des CD95-Rezeptors
(s. Abb. 1.3) in unterschiedlichen Zelllinien heraus [Scaffidi et al., 1998]. Der Signalweg in
sogenannten Typ-I-Zellen entspricht dem klassischen extrinsischen Signalweg. Bei Typ-II-
Zellen kommt es zu einem reduzierten DISC, in dessen Folge die Pro-Caspase 8 nicht
ausreichend aktiviert wird, um den Zelltod allein durch die klassische Caspase-Kaskade zu
induzieren. FUr die Ausldsung des apoptotischen Zelltodes benétigen diese Zellen die Unter-
stitzung durch den mitochondrialen, intrinsischen Signalweg. Dazu wird die Spaltung von

BID, einem Mitglied der Bcl-2-Familie, am DISC induziert. Das gespaltene, aktive BID
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induziert die Freisetzung des Cytochrom C aus den Mitochondrien und damit den intrin-
sischen Signalweg [Li et al., 1998; Luo et al., 1998; Scaffidi et al., 1999a; Scaffidi et al.,
1999b; Roy und Nicholson, 2000].
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Abb. 1.3: CD95-induzierte Signaltransduktionswege in Typ-1- und Typ-l1-Z€llen [aus
Krammer, 2000].

1.11.5. Pro- und anti-apoptotisch wirksame Molekile

Die zytoplasmatischen Proteine der Bcl-2-Familie sind bel der Regulation des apoptotischen
mitochondrialen Signalweges von entscheidender Bedeutung. Zu den bekannten anti-apop-
totischen Mitgliedern dieser Familie gehdren u.a. Bcl-2, Bcl-x,, Bcl-w und Al. Bax, Bak und
Bok kénnen demgegentiber Apoptose ausldsen bzw. verstdrken. Zu den pro-apoptotisch
wirkenden Molekilen der ,, BH3-only*-Subgruppe (diese besitzen nur die Bcl-2-Homologie-
Doméne 3) der Bcl-2-Familie zahlen Bid, Bim, Bad, Bik, Noxa und Puma [Adams und Cory,
1998; Davis, 2000; Huang und Strasser, 2000]. Uber ihre Homologie-Domanen bilden die
einzelnen Mitglieder der Bcl-2-Familie Homo- und Heterodimere. Die Balance zwischen den
pro- und anti-apoptotisch wirkenden Molekilen dieser Familie bestimmt die Sensivitét der
Zellefur ein Todessignal [Chao und Korsmeyer, 1998; Gross et al., 1999].

Bid bindet nach der Aktivierung durch die Caspase 8 an Bax oder Bak und bewirkt deren
Oligomerisierung, die zum ,,MOMP* fuhrt [Wei et al., 2001]. Bim ist an Mikrotubuli gebun-
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den und wird z.B. durch Entzug von Wachstumsfaktoren freigesetzt. Es bindet dann an Bcl-2
oder Bcl-x. und inhibiert deren anti-apoptotische Wirkung [O'Connor et al., 1998; Zong et
al., 2001]. Die pro-apoptotische Funktion von Bad wird durch Phosphorylierung und Bindung
an das Gerlstprotein 14-3-3 inhibiert. Uberlebenssignale aktivieren die Serin/Threonin-
Proteinkinase Akt (PKB), die Bad phosphoryliert. Stress-Signale fuhren zur Dephospho-
rylierung und damit Aktivierung von Bad, das daraufhin an Bcl-2 und/oder Bcl-x. binden
kann. Bad kann je nach auftretenden Uberlebenssignalen durch die PI3K erneut phosphory-
liert werden [Zhaet al., 1996; Datta et al., 1997].

Die inhibitorischen Apoptose-Proteine (IAP's) fungieren als endogene Caspase-Inhibitoren
[Holcik und Korneluk, 2001]. Das X-chromosomale |AP (XIAP) kann durch Bindung an die
Pro-Caspase 9 dessen Aktivierung verhindern. XIAP kann auch den extrinsischen Signalweg
Uber die Bindung an die Caspasen 3 und 7 inhibieren [Budihardjo et al., 1999]. Aul3erdem
werden durch XIAP aktive Caspasen Uber eine E3-Ubiquitinligase-Funktion fur eine schnelle
Degradation markiert [Suzuki et al., 2001b]. Die IAP’s selbst werden durch Smac/DIABLO
und Htra2/Omi inhibiert, die beim ,MOMP* von den Mitochondrien ins Zytosol freigesetzt
werden [Verhagen et al., 2000; Hegde et al., 2002]. Htra/Omi kann zudem Uber seine intrin-
sische Serin-Protease-Aktivitét einen Caspase-unabhangigen Zelltod induzieren [Suzuki
et al., 20014).

Das anti-apoptotische FLICE-hemmende Protein (FLIP) kann, wie schon zuvor beschrieben,
durch das Verdréngen der Pro-Caspase 8 die Bildung eines funktionsfahigen DISC verhin-
dern. FLIP wird wéhrend der frihen Phase der T-Zell-Aktivierung exprimiert und wieder
herunterreguliert, wenn T-Zellen sensitiv fur den extrinsischen Signalweg werden [Krammer,
2000; Krueger et al., 2001].

Der CD95-Signalweg ist von entscheidender Bedeutung fir die Apoptose der Immunzellen.
Waéhrend der CD95-Rezeptor (auch Apo-1 oder Fas bezeichnet) fast auf alen Zellen expri-
miert wird, muss die komplex regulierte Expression des CD95-Liganden (CD95L oder auch
FasL) induziert werden [Suda et al., 1995; Krammer, 2000]. Dabei spielen Transkriptions-
faktoren (NFAT's, NFkB’s) und Mitglieder der MAPK-Familie (JNK, p38) as positive
Regulatoren der CD95L-Transkription und -Expression eine wichtige Rolle [Xia et al., 1995;
Latiniset al., 1997; Dong et al., 1998; Faris et al., 1998; Kasibhatla et al., 1999; Zhang et al.,
2000]. AufRerdem wurde ein Einfluss der MAPK’s auf die Expression und Aktivierung der

Proteine der Bcl-2-Familie nachgewiesen [Villunger et al., 2000].
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1.11.6. Aktivierungs-induzierter Zelltod (AICD)

Die Apoptose der Lymphozyten dient der Homoostase und Selbstoleranz des |mmunsystems.
So werden unreife Thymozyten, die ein Selbst-Ag erkennen, durch Apoptose entfernt
(negative Selektion). Nach der Aktivierung durchlaufen T-Zellen verschiedene Phasen:
(1.) eine IL-2 abhangige klonale Expansion und Effektorphase nach Ag-Kontakt, (2.) eine
Kontraktionsphase, in der die meisten Ag-spezifischen T-Zellen apoptotisch eliminiert
werden, und (3.) eine Phase, in der sich Uberlebende T-Zellen zu ruhenden Gedéachtniszellen
umwandeln. Zellen, die sich in der ersten Phase befinden, und Gedéchtniszellen sind relativ
Apoptose-unempfindlich [Inaba et al., 1999]. Sie zeigen einen gestdrten DISC, eine starke
FLIP-Expression und eine gesteigerte Expression von Bcl-x, [Kirchhoff et al., 2000]. In der
K ontraktionsphase dagegen werden die T-Zellen in Gegenwart von IL-2 immer empfindlicher
fUr den sog. Aktivierungs-induzierten Zelltod (AICD) [Lenardo, 1991]. Dieser spezielle apop-
totische Zelltod wird durch wiederholte TZR-Stimulation hervorgerufen und ist auch fur die
Entfernung autoreaktiver T-Zellen in der Peripherie wichtig [Green und Scott, 1994; Russell,
1995]. Der AICD ist abhangig von der Interaktion des CD95 (Fas), einem Mitglied der TNF-
Rezeptor-Familie, mit seinem Liganden CD95L (FasL) [Dhein et al., 1995; Janssen et al.,
2000; Krammer, 2000]. In voraktivierten T-Lymphozyten kann der AICD durch aCD3-
spezifische mAK induziert werden [Janssen et al., 1991; Russell et al., 1991]. Aullerdem
wurde nachgewiesen, dass der AICD von einer induzierten PTK-Aktivitat abhéngig ist [Anel
et al., 1994]. IL-2 erfillt somit zwei Funktionen: zuerst ist es ein wichtiger Wachstumsfaktor
wahrend der klonalen Expansion und spéter sensibilisiert es die T-Zellen fir den AICD [Van
Parijs et al., 1999; O'Shea et al., 2002]. Letzteres erfolgt durch die Forderung der STATS-
abhangigen Transkription von Fas, FasL und FADD sowie der Hemmung der FLIP-Expres-
sion [Refaeli et al., 1999].

Nach Ko-Stimulation (TZR und CD28) zeigen proliferierende T-Zellen eine hohere Vitalitét.
Dies ist auf eine verstérkte FLIP- und Bcl-x, -Expression sowie eine Hemmung der FasL-
Transkription und -Expression zuriickzufihren [Boise et al., 1995; Van Parijs et al., 1999;
Kirchhoff et al., 2000].

T-Helferzell-Subtypen sind unterschiedlich sensitiv fur den TZR-induzierten AICD. Humane
AICD-sensitive Ty1-Zellklone exprimieren nach TZR-Stimulation signifikant hdhere Mengen
des FasL as die weniger empfindlichen Ty2-Klone unter den gleichen Bedingungen
[Ramsdell et al., 1994]. In murinen in vitro-Kulturen polarisierter T-Helferzellen konnte

dagegen kein Unterschied in der Expression des CD95L beobachtet werden. Die hohere
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Sengitivitét der Tyl-Zellen in diesem System wurde auf die verstéarkte Expression der
inhibierenden Fas-assoziierten Phosphatase (FAP-1) in den AICD-resistenten Ty2-Zellen
zurtickgefuhrt [Sato et al., 1995; Zhang et al., 1997]. Im Gegensatz dazu wurde in komplett
ausdifferenzierten murinen T-Helferzellen weder ein Unterschied in der Expression des FasL
noch in der Empfindlichkeit fir den Fas-vermittelten AICD zwischen Tyl- und Ty2-Zellen
festgestellt [Watanabe et al., 1997].

1.12. Reaktive Sauerstoffspezies (ROS)

Wasserstoffperoxid (H20,) und andere ROS wie das Superoxid-Anion-Radikal (O."), das
Hydroxylradikal (OH'), der Singulett-Sauerstoff (*O,) und die Hypochlorsiure (HOCI) sind
gefahrliche Nebenprodukte verschiedener Stoffwechselwege, vor denen sich die Zelle mit
Hilfe anti-oxidativer Systeme wie Katalase, Superoxid-Dismutase, Metalloenzyme und
Komponenten des Glutathion-Zyklus schiitzt [Buttke und Sandstrom, 1994; Greenspan und
Aruoma, 1994; Davies, 1995].

Sind die antioxidativen Mechanismen Uberfordert oder fallen sie aus, so kommt es zu ,,oxida-
tivem Stress*. Dieser geht mit einem Anstieg des freien intrazelluldren Ca?*, einer Aktivie-
rung von Phospholipasen, der Schadigung von Proteinen und Nukleinsduren sowie Lipid-
peroxidation einher. Die Gesamtheit der durch den , oxidativen Stress* ausgeldsten Prozesse
kann zum apoptotischen oder nekrotischen Zelltod fihren [Wiese et al., 1995; Quillet-Mary et
al., 1997; Wang und Sul, 1998]. Die ROS-induzierte Apoptose lauft mit Beteiligung des
mitochondrialen ,MOMP* und damit des intrinsischen Signaweges ab [Desagher und
Martinou, 2000].

Exogenes und intrazelluldres H,O, beeinflussen eine Vielzahl zellulérer Prozesse wie die
Genaktivierung, die Proliferation sowie die Apoptose [Kamata und Hirata, 1999]. H.O,
entsteht bei der Zellatmung in den Mitochondrien und spielt eine wichtige Rolle bei der
mikrobiellen Abwehr durch Makrophagen [Elsner et al., 1994]. Eine generelle Funktion des
H.0O; ist seine Fahigkeit, PTK s zu hemmen [Denu und Tanner, 1998; Finkel, 1998]. Dasim
Vergleich mit anderen ROS oxidativ milde H,O, wirkt in physiologisch geringen Mengen als
normales Signalmolekl (,, Second Messenger*) [Remacle et al., 1995]. Zahlreiche Rezepto-
ren fir Wachstumsfaktoren, Zytokine und G-Protein-gekoppelte Rezeptoren fiihren nach ihrer
Stimulation zu einem Anstieg der lokalen H,O,-Konzentration [Bae et al., 1997; Ushio-Fukai
et al., 1998; Rhee et al., 2000]. ,Oxidativer Stress* in T-Zellen fuhrt zur Aktivierung von
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Signalwegen, die denen nach TZR-Stimulation ahneln [Griffith et al., 1998]. So ist H,O; as
»Second Messenger” an der Regulation des AICD betelligt [Hildeman et al., 1999]. Es fuhrt
zur Aktivierung der MAPK-Signalwege, der Caspasen, der FasL-Expression, der Protein-
Tyrosin-Phosphorylierung und kann die Aktivitdt von NFkB- sowie AP-1-Transkriptions-
faktoren beeinflussen [Meyer et al., 1993; Schulze-Osthoff et al., 1995; Williams und
Henkart, 1996; Bauer et al., 1998; Tatlaet al., 1999; Lee und Esselman, 2001; Devadas et al.,
2002].

Im Rahmen dieser Arbeit wurde der Einfluss der zytoplasmatischen Serin/Threonin-
spezifischen Hamatopoetischen Progenitor Kinase 1 (HPK1) und der Einfluss von
Mitgliedern der Familie der NFAT-Transkriptionsfaktoren auf den aCD3-vermittelten
AICD von CD4" T-Lymphozyten untersucht. Deshalb sollen diese beiden Signaliiber-

tragungsmolekile im folgenden charakterisiert werden.

1.13. Die Hamatopoetische Progenitor Kinase 1 (HPK1)

Die murine Hamatopoetische Progenitor Kinase 1 (HPK1) wurde urspringlich durch subtrak-
tive Hybridisierung aus der cDNA eines neutrophilen Granulozyten der Maus kloniert [Kiefer
et al., 1996]. Das Protein hat ein Molekulargewicht von 97 kDa und besteht aus 827 Amino-
sauren (aa). Mit Hilfe dieser murinen cDNA als Probe konnte die humane HPK 1 (833 aa) aus
einer humanen, fotalen Leberzellen-cDNA-Datenbank isoliert werden [Hu et al., 1996].
Waéhrend der Embryonalentwicklung der Maus wird die HPK1 in allen Geweben exprimiert.
In adulten Tieren ist eine verringerte Expression der HPK1 auf hamatopoetische Gewebe
(Knochenmark, Thymus und Milz) beschrankt [Kiefer et al., 1996]. AuRerdem wurde die
HPK1-Expression in unterschiedlichen myeloiden und lymphoiden Zelllinien sowie priméren
Lymphozyten nachgewiesen [Hu et al., 1996; Kiefer et al., 1996; Nagata et al., 1999; Liou et
al., 2000]. Da die humane (hHPK1) und murine HPK1 (mHPK1) nahezu identische Struk-
turen und funktionelle Eigenschaften aufweisen, sollen diese im folgenden zusammenfassend
behandelt werden (HPK1).

Die Struktur der zytoplasmatischen Serin/Threonin-Protein-Kinase HPK1 besteht aus einer
N-terminalen Kinase-Doméne und einer langen C-terminalen, vermutlich regulatorischen
Region. Letztere wiederum untergliedert sich in die C-terminale Citron-Homologie-Domane,
der bisher noch keine Funktion zugeordnet werden konnte und den in der Linker-Region

befindlichen 4 Prolin-reichen Sequenzmotiven. An die Prolin-reichen Sequenzmotive der
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HPK1 konnen verschiedene Adaptorproteine Uber ihre SH3-Doméanen binden. So konnten
Interaktionen der HPK1 mit den Adaptoren Grb2, Nck, Gads/Grap2, Crk, CrkL und HIP-55
nachgewiesen werden [Anafi et al., 1997; Oehrl et al., 1998; Ensenat et al., 1999; Ling et al.,
1999; Liu et al., 2000a]. Eine Suche fur SH3-Doménen-Liganden aus embryonalem Gewebe
identifizierte das hdmatopoetisch-spezifische Protein 1 (HS1) als Bindepartner der HPK1
[Nagataet al., 1999].

Die HPK1 gehort zur Superfamilie der Ste20-homologen Kinasen, wobei Ste20 in der
Backerhefe Saccharomyces cerevisiae zur Sterilitdt fuhrt [Herskowitz, 1995]. Die Ste20-
homologen Kinasen lassen sich in hoheren Eukaryonten in die durch Ras-Proteine aktivierten
PAK’s (p21 aktivierte Kinasen) und in die Familie der GCK’s (, Germinal Centre Kinases'),
Zu der die HPK 1 zahlt, untergliedern. In die Untergruppe | der GCK”s gehort neben der HPK 1
die GCK [Katz et al., 1994], die Nck-interagierende Kinase NIK bzw. HGK [Su et al., 1997,
Yao et al., 1999], die GCK-ahnliche Kinase GLK [Diener et al., 1997] und die SPS1/Ste20-
homologe Kinase KHS bzw. GCKR [Shi und Kehrl, 1997; Tung und Blenis, 1997]. Fur GCK,
KHS/GCKR und GLK wird eine Funktion im TNF-Rezeptor-Signal Ubertragungsweg disku-
tiert, wahrend alle GCK"s den INK-Signalweg aktivieren [Kyriakis, 1999].

Es wurden drei Moglichkeiten der INK-Aktivierung durch die ds MAPKKKK (MAP4K)
fungierende HPK 1 beschrieben. Der erste Signalweg fuhrt Uber die direkte Aktivierung der
MLK3 (,Mixed lineage kinase 3") durch Phosphorylierung nach SH2/SH3-Interaktion mit
der HPK1 zur MAPKK SEK1 und weiter zu INK [Kiefer et al., 1996; Tibbles et al., 1996;
Leung und Lassam, 2001]. AulRerdem kann die HPK1 die MAP3K's MEKK1 und TAK1
(TGFB aktivierte Kinase 1) aktivieren, die beide Uber SEK1 wiederum zur JNK-Phospho-
rylierung fuhren [Hu et al., 1996; Wang et al., 1997; Zhou et al., 1999]. Allerdings gibt es zur
Zeit keine funktionellen biologischen Hinweise auf eine Funktion der HPK1 bei der TGFj3-
Signaltbertragung. Esist sehr wahrscheinlich, dass unterschiedliche Ste20-homol oge Kinasen
gewebespezifisch bzw. abhangig vom Entwicklungsstadium der Zelle die MAPK-Kaskade
aktivieren. Dieses umso mehr, da die Prolin-reichen Sequenzmotive nur schwach zwischen
den einzelnen GCK’s konserviert sind und diese durch die mdgliche Bindung unterschied-

licher Adaptor-Proteine in verschiedene Signalwege integriert werden kdnnen.

Ein zweiter, durch die HPK1 beeinflusster Signallbertragungsweg ist die Aktivierung von
NF«B-Transkriptionsfaktoren. Dies wurde durch transiente Uberexpression in 293T-Zellen
[Hu et al., 1999] und durch retrovirale Expression in einer hdmatopoetischen Vorlaufer-Zell-
linie (FDC-P1) [Arnold et al., 2001] nachgewiesen. Der genaue molekulare NFkB-Aktivie-
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rungsmechanismus, der von der HPK 1-vermittelten Phosphorylierung der IKK”s abhangt, ist
noch nicht aufgeklart. Demzufolge kann die HPK1 als sogenannter Signal-Multiplikator

fungieren, d.h. ein erhaltenes Signal an mehrere Signal libertragungswege weitergeben.

Die HPK1 kann durch Caspasen hinter einem DDVD-Motiv (aa 382-385) vor der Prolin-
reichen Region 2 gespalten werden [Chen et al., 1999; Arnold et al., 2001]. Eine daraus
folgende funktionelle Relevanz wurde erst kirzlich publiziert: wadhrend das N-terminale
Kinase-Doméne enthaltende Peptid weiterhin in der Lage ist, INK zu aktivieren, wird die
NFkB-Aktivierung durch das C-terminale Peptid inhibiert [Arnold et al., 2001; Schulze-
Luehrmann et al., 2002].

Die Identifikation der Stimuli, die eine Aktivierung der HPK1 bewirken, wird durch die
Tatsache erschwert, dass die Uberexpression von HPK 1 zu einer konstitutiven Aktivierung
seiner Kinase-Doméne fuhrt. Erste Hinweise erbrachte eine Studie, die nachwies, dass eine
Stimulation des Erythropoietin-Rezeptors eine Steigerung der HPK 1-Kinaseaktivitét hervor-
ruft [Nagata et al., 1999].

In der Folge konnte gezeigt werden, dass auch in T- und B-Zellen die Kinaseaktivitét der
HPK1 nach Rezeptorstimulation gesteigert wird [Liou et al., 2000; Liu et al., 2000a; Ling et
al., 2001; Ma et al., 2001; Tsuji et al., 2001]. Es handelt sich dabei um eine schnelle und
transiente Aktivierung. In Jurkat T-Zellen hangt diese Aktivierung von den Src-Kinasen Lck
und Fyn, der PTK ZAP-70 und den Adaptoren LAT sowie SLP-76 ab [Liou et al., 2000;
Sauer et al., 2001]. Dabei scheint HPK1 konstitutiv mit Grb2 zu interagieren, wahrend eine
Bindung an Gads/Grap2 erst nach TZR-Stimulation nachweisbar ist [Liu et al., 2000a; Liu et
al., 2001]. Es konnte keine stérkere HPK 1-Kinaseaktivitdt nach Ko-Stimulation mit aCD28
beobachtet werden, und eine Stimulation Uber CD28 fuhrte zu keiner Aktivierung der HPK1
[Liou et al., 2000]. In DT40 B-Z€llen ist die BZR-vermittelte HPK1-Aktivité von der
Gegenwart der Src-Kinase Lyn, der PTK Syk und den Adaptoren der Grb2-Familie sowie
SLP-65 abhangig [Liou et al., 2000; Tsuji et al., 2001].

Es scheint also, dass die HPK1 eine Funktion bel der Immunrezeptor-Signal Ubertragung
austiben konnte. In Abbildung 1.4, die mir freundlicherweise von Dr. Friedemann Kiefer
(MPI far Physiologische und Klinische Forschung, W.G. Kerckhoff-Institut Bad Nauheim)
zur Verfugung gestellt wurde, ist ein moégliches Modell der HPK1-Aktivierung und
Interaktion mit Adaptormolekilen nach TZR-Stimulation aufgefuhrt.
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Abb. 1.4: Aktivierung von HPK1in T-Zellen nach TZR-Stimulation [nach F. Kiefer].

In diesem Modell wird HPK 1 Uber die Adaptoren SLP-76 und Gads an den aktivierten TZR rekrutiert.
Die Bindung von HPK1 an die C-terminale SH3-Doméne von Gads ist phosphorylierungs-
unabhangig. Die Bindung der C-terminalen SH2-Domane von SLP-76 bedarf der vorherigen
Phosphorylierung von Tyrosin 379 in der HPK1 durch eine Src-Kinase oder ZAP-70. SLP-76 und
Gads interagieren Uber die N-terminde SH3-Doméne von Gads. Der Adaptor LAT dient als
Membrananker fir den gesamten Komplex. Rote Pfeile symbolisieren Phosphorylierungsereignisse.
Eine Kinase der Src-Familie (gezeigt Lck) phosphoryliert ITAM-Motive in den zytoplasmatischen
Ketten des TZR's. Dies fihrt zur Rekrutierung der Tyrosin-Kinase ZAP-70, die dann LAT, SLP-76
und HPK 1 phosphoryliert. Die eigentliche Aktivierung der Serin/Threonin-Kinase HPK 1 erfolgt durch
Auto-Phosphorylierung von benachbarten HPK1-Molekilen in trans. HPK1 aktiviert in der Folge
Substrate in den SAPK/INK - und NF«kB-Signal tibermittlungskaskaden.

Zytokin-stimulierte Zellen exprimieren ein drittes Mitglied der SLP-76-Familie, den Adaptor
Clnk. Dieser ist ebenfalls in der Lage, an HPK1 zu binden, weshalb eine Funktion der HPK 1
in Zytokin-vermittelten Signalwegen vermutet wird [Yu et al., 2001].

Die biologische Funktion und die Zielgene der HPK1 im Rahmen der Immunrezeptor-
SignalUbertragung sind trotz allem Wissenszuwachs in den letzten Jahren bislang unbekannt.
Meine experimentellen Arbeiten sollten einen Beitrag dazu leisten, diese in T-Zellen aufzu-

klaren.
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1.14. Die Familieder NFAT-Transkriptionsfaktoren

Die Nukledren Faktoren aktivierter T-Zellen (NFAT's) sind entscheidende Transkriptions-
faktoren fur die Aktivierung und Differenzierung von Lymphozyten [McCaffrey et al., 1993;
Northrop et al., 1994; Hoey et al., 1995; Masuda et al., 1995; Rooney et al., 1995a; Rooney et
al., 1995b]. Sie nehmen damit eine zentrale Rolle bel der Induktion der Transkription wich-
tiger Gene (z.B. Zytokine, FasL) wahrend der Immunantwort ein [Rao et al., 1997; Serfling
et al., 2000]. Ursprunglich wurden die NFAT’s als mutmaldliche Transkriptionsfaktoren in
Kernproteinextrakten aktivierter Jurkat T-Zellen beschrieben, die an den humanen IL-2-
Promotor binden [Shaw et al., 1988]. Mittlerweile wurde dartiber hinaus eine Schllsselrolle
der NFAT s bel der Zellaktivierung in verschiedenen Geweben und Zelltypen nachgewiesen
[Schuh et al., 1996; Molkentin et al., 1998; Ranger et al., 1998a; De Windt et al., 2000;
Rengaragjan et al., 2000].

Die NFAT’s besitzen eine hochkonservierte ca. 300 Aminosauren (aa) umfassende DNA-
bindende Doméne, die wegen ihrer Ahnlichkeit zur DNA-bindenden Doméne der Rel/NF«B-
Trankriptionsfaktoren auch als Rel-ahnliche Doméane (RSD) bezeichnet wird [Jain et al.,
1995; Serfling et al., 2000]. Diese RSD zeigt eine 70 %-ige Homologie zwischen den vier
typischen NFAT-Mitgliedern (NFATcl, NFATc2, NFATc3 und NFATc4) sowie ene
40 %-ige Homologie zu einem weiteren, ungewdhnlichem Mitglied dieser Familie, dem
NFATS5 [Lopez-Rodriguez et al., 1999].

Die Aktivierung und Translokation der zytoplasmatischen, typischen NFAT sin den Zellkern
erfolgt durch den Kalzium-Signalweg (Ca?*/Calmodulin-abhangige Phosphatase Calcineurin;
s.1.9.1.). Cacineurin bindet an die regulatorische Doméne und dephosphoryliert dabel
mehrere Stellen dieser Doméane [Crabtree, 1999]. Die NFAT s binden im Kern kooperativ mit
anderen Transkriptionsfaktoren (z.B. AP-1, cMaf und GATA-Faktoren) an die DNA, wo-
durch die Spezifitéat der transkriptionellen Aktivierung und die Integration in andere Signal-
wege vermittelt wird [Crabtree, 1999; Macian et al., 2001]. Verschiedene Serin/Threonin-
Protein-Kinasen wie z.B. die Glykogen-Synthetase-Kinase-3 (GSK 3) oder die Casein-Kinase
(CK) kénnen die NFAT s sowohl im Zellkern als auch im Zytoplasma phosphorylieren und
damit deren transkriptionelle Aktivitét inhibieren [Zhu et al.,1998; Porter et al., 2000]. GSK-3
induziert den Export von NFAT aus dem Kern ins Zytoplasma [Beals et al., 1997].

NFATS5 dagegen besitzt weder Bindestellen fir Calcineurin noch die typischen Kontaktpunk-
te fir die NFAT/AP-1-Wechselwirkung sowie keine transaktivierenden Doméanen (TAD).
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Dieses ungewdhnliche NFAT-Mitglied kommt konstitutiv im Zellkern vor und ist Ca®*-unab-
hangig, so dass seine Aktivitdt durch CsA oder FK506 nicht beeinflusst wird. NFAT5 wird in
alen Zellen des Korpers exprimiert [Lopez-Rodriguez et al., 1999; Miyakawa et al., 1999].

Die schematische Struktur und die synonymen Bezeichnungen der einzelnen NFAT s sind in
Abbildung 1.5 zusammengefasst [Serfling et al., 2000]. Entsprechend den Empfehlungen
einer internationalen Nomenklaturkommission sollte sich folgende Nomenklatur durchsetzen:
NFATcL, NFATc2, NFATc3, NFATc4 und NFATS.

(NFATc2)
TAD RSD TAD

NLS1 NES

NFAT2

(NFATc) SRR SP 1-3
(NFATc1) CBP DNA-bind.

Abb. 1.5: Schematische Struktur der NFAT-Faktoren [aus Serfling et al., 2000].
Dargestellt sind die DNA-bindende ,, Rel-similarity-domain“ (RSD, blau), N- und C-terminale trans-

aktivierende Doménen (TAD, orange), die Calcineurin-Erkennungsregion (CN), Serin/Prolin-
Phosphorylierungsmotive (SP 1-3, rot), Signalsequenzen flr den Transport in den Zellkern (NLS,
margenta) sowie Kern-Exportsignale (NES, griin).

Durch aternatives ,, Splicen“ werden unterschiedliche Isoformen der NFATSs exprimiert. So
konnten fir NFATc (NFATc1) drei verschiedene Varianten (A, B und C) mit unterschiedlich
langem C-Terminus nachgewiesen werden [Chuvpilo et al., 1999b]. In letzter Zeit konnte die
Organisation und Regulation des chromosomalen NFATc-Gens der Maus aufgekléart werden
[Chuvpilo et al., 2002]. Die langste Isoform des NFATc (NFATcL/C) enthélt in der C-termi-
nalen Region eine zusétzliche transaktivierende Doméne, die eine 30 %-ige Sequenzhomo-
logie zum transaktivierenden C-Terminus von NFATp (NFATc2) aufweist [Luo et al., 1996b;
Avots et al., 1999]. In unterschiedlichen Zellen und nach verschiedenen Stimulationen konnte

eine heterogene Expression der einzelnen NFAT s nachgewiesen werden. NFAT4 (NFATc3)
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wird hauptsachlich in Thymozyten exprimiert; NFAT3 (NFATc4) ist in nicht-lymphoiden
Zellen zu finden [Northrop et al., 1994; Hoey et al., 1995; Masuda et al., 1995]. Wahrend
NFATp (NFATc2) und NFAT4 (NFATc3) konstitutiv in T-Zellen exprimiert werden, wird
die Expression von NFATc (NFATc1) in peripheren T-Zellen nach TZR-Stimulation stark
induziert [Northrop et al., 1994; Rao et al., 1997]. In naiven und ruhenden T-Zellen herrschen
NFATc/B und NFATC/C vor, wadhrend in aktivierten T-Zellen hauptséchlich NFATC/A
autoregulativ in grof3en Mengen exprimiert wird [Chuvpilo et al., 2002]. NFATp und NFATc
sind an der Kontrolle der T-Zell-Effektorfunktionen beteiligt. Dies wird hauptsachlich durch
die regulierte Transkription der Lymphokin-Gene IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IFNy und TNFo
erreicht [Rooney et al., 1995b; Serfling et al., 1995; Tsai et al., 1996a; Tsai et al., 1996b;
Duncliffe et al., 1997; Schuh et al., 1997; Kel et al., 1999]. Trotzdem sind die unterschiedli-
chen physiologischen Funktionen der einzelnen Mitglieder der NFAT-Familie und deren
Isoformen bisher nur unvollstandig aufgeklart. Diskutiert werden Hauptfunktionen in der
Kontrolle der Zellteilung und der Apoptose aber auch eine physiologische Rolle der NFAT's
als Tumorsuppressor-Gene [Sorensen et al., 1996; Tsytsykova et al., 1996; Latinis et al.,
1997; Holtz-Heppelmann et al., 1998; Ranger et al., 2000; Youn et al., 2000; Santini et al.,
2001].

NFATp und NFATCc besitzen eine 72 %-ige Homologie ihrer RSD und reagieren in vielen
funktionellen Untersuchungen dhnlich. Trotzdem zeigen Knock-out-Mé&use mit funktioneller
Inaktivierung der Gene fur NFATp oder NFATc stark unterschiedliche Phanotypen [Serfling
et al., 2000]. NFATc-defiziente Mause sterben aufgrund von Fehlbildungen des Herzens
bereits im Uterus, wahrend NFATp-defiziente Embryos sich normal entwickeln [de la Pompa
et al., 1998; Ranger et al., 1998b]. Lymphozyten von NFATp-defizienten Mé&usen, die alter
als 3 Monate sind, entwickeln ein hyperproliferatives Syndrom, das sich in einer moderaten
Grolenzunahme der peripheren lymphatischen Organe (Thymus, Milz und Lymphknoten)
widerspiegelt [Hodge et al., 1996b; Xanthoudakis et al., 1996; Schuh et al., 1998a]. Als
Ursache wurde ein Defekt im AICD identifiziert, der wahrscheinlich durch eine reduzierte
FasL-Expression hervorgerufen wird [Hodge et al., 1996b; Schuh et al., 1998a]. Dieser
Phanotyp der NFATp-defizienten Mause ist in Mausen, die defizient fir NFATp und NFAT4
sind, noch verstarkt [Ranger et al., 1998c]. Im Gegensatz dazu zeigen NFATc-defiziente T-
Zellen aus RAG Knock-out-Mausen eine gestorte Proliferation, jedoch keine Defekte in der
Apoptose [Ranger et al., 1998b; Y oshida et al., 1998]. Lymphozyten, die defizient fir NFATc
und NFATp sind, verlieren die Fahigkeit, IL-2 und IL-4 zu synthetisieren. Sie zeigen ein
durch Hochregulation von Aktivierungsmarkern und durch hohe Mengen von 1gG; und IgE
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im Serum gekennzeichnetes hyperproliferatives Syndrom [Peng et al., 2001]. Die Daten der
NFAT-defizienten Méuse bzw. Zellen zeigen somit individuelle aber auch Uberlappende
Funktionen fir NFATc und NFATp. So liegt die Vermutung nahe, dass sowohl die Menge der
gesamten NFAT s in einer Zelle as auch das Verhdtnis zwischen den einzelnen Familien-

Mitgliedern und Isoformen bestimmend dafUr sind, welches Genmuster exprimiert wird.

1.15. Zielsetzung dieser Arbeit

Die Hamatopoetische Progenitor Kinase 1 (HPK1) ist eine in hamatopoetischen Zellen
exprimierte zytoplasmatische Serin/Threonin-Kinase, die zur Familie der ,Germinal Centre
Kinases® (GCK’s) gehort. Sie stimuliert als sogenannter Signal-Multiplikator zwei hoch-
konservierte, ubiquitdre Signal Ubertragungswege, die zur Aktivierung von SAPK/INK und
NF«B fuhren. Erst kiirzlich wurde beschrieben, dass diese GCK an der Signal Ubertragung von
Immun- und Zytokin-Rezeptoren beteiligt ist. Dabei wird die HPK 1 nach Rezeptorstimulation
in einen membranstandigen Komplex rekrutiert und aktiviert. So scheint die HPK 1 eine ihrem
begrenzten Expressionsmuster entsprechende, spezialisierte Funktion in Leukozyten auszu-
Uben. Die biologische Funktion und die Zielgene der HPK1 im Rahmen der |mmunrezeptor-
SignalUbertragung sind trotz allem Wissenszuwachs in den letzten Jahren bislang unbekannt
geblieben.

Im Rahmen der vorliegenden Promotionsarbeit sollten deshalb Zielgene der HPK1 in
lymphoiden Zellen und besonders in T-Zellen identifiziert werden, um so Hinweise auf die
biologische Funktion dieser Protein-Kinase im Immunsystem zu erhalten. Dazu sollten
verschiedene Plasmide und retrovirale Expressionsvektoren konstruiert und die Methode der
retroviralen Transduktion von Zelllinien sowie die Infektion primérer Zellen in unserem
Labor etabliert werden. Da die HPK1 in Zellen des angeborenen und adaptiven Immun-
systems aktiv ist, konnte diese GCK zudem - durch die Aufklarung ihrer molekularen

Funktion - ein mogliches Ziel zur Beeinflussung des Immunsystems darstellen.

Bedeutende Funktionen im Immunsystem erfillen die Transkriptionsfaktoren der Familie der
sog. ,,Nukledren Faktoren aktivierter T-Zellen® (NFAT’s), die im Mittelpunkt der For-
schungen unseres Labors stehen. Die NFAT s - besonders NFATp - wurden als wichtige
Regulatoren der Proliferation, Differenzierung und Apoptose lymphoider Zellen beschrieben.
NFATp und NFATCc, die in grofRen Mengen hauptsachlich in T-Zellen exprimiert werden,
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besitzen einen hohen Homologiegrad und reagieren in vielen funktionellen Untersuchungen
ahnlich. Méause mit funktioneller Inaktivierung der Gene fur NFATp oder NFATC zeigen
jedoch stark unterschiedliche Phanotypen, die auf individuelle aber auch Uberlappende Funk-
tionen fur NFATc und NFATp hinweisen. Lymphozyten NFATp-defizienter Méausen, die
dlter als 3 Monate sind, entwickeln ein hyperproliferatives Syndrom, das sich in einer
moderaten GrofRenzunahme von Thymus, Milz und Lymphknoten widerspiegelt. Als eine der
Ursachen wurde ein Defekt im Aktivierungs-induzierten Zelltod (AICD) identifiziert, der
wahrscheinlich durch eine reduzierte FasL-Expression hervorgerufen wird. Die unterschied-
lichen physiologischen Funktionen der einzelnen Mitglieder der NFAT-Familie und deren

Isoformen sind bisher allerdings nur unvollsténdig aufgeklért worden.

Deshalb sollte im Rahmen dieser Promotionsarbeit untersucht werden, ob neben NFATp auch
die individuellen Isoformen von NFATc den AICD in T-Lymphozyten beeinflussen kdnnen.
Zum einen sollten priméare T-Zellen mit verschiedenen NFAT’s retrovira infiziert und die
Induktion des AICD in diesen Populationen analysiert werden. Zum anderen sollte versucht
werden, den gestorten AICD in NFATp-defizienten T-Lymphozyten durch retrovirale Expres-
sion von NFATp, NFATCc/A oder NFATc/C zu , heilen®.
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2. Material und Methoden

2.1. Chemikalien und Reaktionssysteme

— 4-Hydroxytamoxifen (CysH2oNO,, Z-isomer)
— [3-Glycerophosphat (C3H;OsPNay)

— [>-Mercaptoethanol

— Acrylamidl6sung

— AEBSF (Pefabloc SC)
—Agar-Agar

—Agarose

— APS (Ammoniumperoxodisulfat)

— ATP-Dinatriumsal z (C1oH14Ns013P3sN&p)

— Aufreinigungskit fir murine CD4" Zellen

— BioRad Protein Assay (5 x Bradford Reagenz)

— Borsaure

— Bromphenol Blau

—BSA Fraktion V (Rinderserumal bumin)

— Butanoal (C4H100)
— Chloroform (CHCl5)

— Coomassie Brilliant Blue R-250

— CsA (Cyclosporin A)

— DEPC (Diethylpyrokarbonat)
— Dinatriumhydrogenphosphat (Na;HPO, ¢ 7H,0)
—D-Luziferin (C11H8N20382)

-DMEM

—DMSO (Dimethylsulfoxid)
— dNTPs (desoxy-Nukleosid-Triphosphate)

—DTT (1,4-Dithiothreitol)

— ECL Chemoluminiszenz-System
—EDTA (N&EDTA e 2H,0)

—EGTA (Na,EGTA)
— Eisen(I1)sulfat (FeSOy)

Sigma-Aldrich
Carl Roth

Carl Roth

Carl Roth
Roche

Carl Roth
Sigma-Aldrich
Merck Eurolab
Sigma-Aldrich
CEDARLANE®
BioRad

Merck Eurolab
Merck Eurolab
Carl Roth

Carl Roth

Carl Roth
Roche Applied Science
Novartis Pharma
Carl Roth
Merck Eurolab
AppliChem
Gibco BRL

Carl Roth
MBI-Fermentas
Carl Roth
Amersham, Roche
Carl Roth
Sigma-Aldrich
Carl Roth
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— Eisen(I11)chlorid Hexahydrat (FeCls o 6H,0)

— Essi gséure (C2H402)
— Ethanol (C,HsOH)

— Ethidiumbromid (EtBr)
— FCS (Fotales Ké berserum)

—Ficoll

— Gelextraktionskit ,,jetsorb*

— Glutathion-Sepharose
— Glyzerin (87%)
— G|yZ| n (C2H5N02)

—HBSS (Hanks™ gepufferte Kochsal zl 6sung)

— Hepes; N-(2-Hydroxyethyl)Piperazin-N"-(3-Propansul fonsaure)
— Interleukin-2, Maus, Rekombinant, E.coli

— Interleukin-4, Maus, Rekombinant, E.coli

— Interleukin-12, Maus, Rekombinant, E.coli

—lonomycin

— PTG (Isopropyl-B-D-Thiogal aktosid)

— Isoamylalkohol

— Isopropanol (2-Propanol, C3HgO)
— Kaiumazetat (CzHgKOz)

—Kaliumchlorid (KCI)

— Kaiumdihydrogenphosphat (KH,POy,)
— Kaiumhydrogenphosphat (KHPO,)

— Kaiumhydroxid (KOH)

— Kaziumchlorid (CaCly)

— Leupeptin Hydrochlorid

— L-Glutamin
— L-Glutathion
— Lithiumchlorid (LiCl)

— Magermilchpulver

— Magnesiumazetat (Mg(C,H305), e 4H,0)
— Magnesiumchlorid (MgCly)
— Magnesiumsulfat (MgSO,4 e 7H,0)

Carl Roth

Carl Roth

Carl Roth
Sigma-Aldrich

Gibco BRL
Amersham Pharmacia
Genomed
Sigma-Aldrich

Carl Roth

Merck Eurolab

Gibco BRL

Carl Roth, Gibco BRL
Calbiochem

Dr. E. Schmitt, Mainz
Dr. E. Schmitt, Mainz
Sigma-Aldrich
Boehringer-Ingelheim
Carl Roth

Carl Roth

Carl Roth
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Carl Roth

Carl Roth

Roche Applied Science
Gibco BRL

Serva

Sigma-Aldrich

Saliter

Sigma-Aldrich

Carl Roth

Carl Roth
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— Manganchlorid (MnCly)

—MEM (Non-essential amino acids, 100x)
— MES (2-N-Morpholinoethansulfonsaure, CsH13NO4S)

— Methanol (CH40)

— Metrizamid (C18H22|3N308)
— MOPS (4-Morpholinpropansulfonsaure, C;H1sNO,S)
— Natriumazetat (CH3COONa e 3H,0)

— Natriumazid (NaN3)

— Natriumcarbonat (Na,COs)

— Natriumchlorid (NaCl)
— Natriumfluorid (NaF)

— Natriumhydrogenphosphat (NaH,PO, ¢ H,0)

— Natriumhydroxid (NaOH)

— Natrium-Orthovanadat (NagV O,)
— Natrium-Pyruvat (C303H3Na)
— Natrium-Zitrat (CeHsNagO7 @ 2H,0)

— PCR-Aufreinigungskit

— PEG (Polyethylenglykol) 4000

— Phenol (CsHsO, mit TE &quilibriert)

— PIPES (Piperazin-N,N"-bis(2-Ethansulfonsaure))
— Plasmid-DNA Isolationskit (Maxi)

— Plasmid-DNA Isolationskit (Mini)

— PMSF (Phenylmethylsulfonylfluorid)

—poly di/dC

— Polybren (Hexadimethrinbromid)

— Ponceau-Rot

— p-ONPG (O-Nitrophenyl-B-D-Galaktopyranosid)
— Propidiumjodid (Pl 1 mg/ ml ddH,0)
— Protease-Inhibitor-Tabletten (complete Mini)

— Protein-A/G Sepharose

— radioaktive Nukleotide (y*?P-ATP, o*P-dCTP, a*P-UTP)
— RNase-Protektions-Analyse-Kit (RiboQuant)
—RPMI 1640 (DUTCH modifiziert)

Fluka

Gibco BRL
Sigma-Aldrich

Carl Roth

Serva

Carl Roth

Merck Eurolab

Merck Eurolab

Carl Roth

Carl Roth
Sigma-Aldrich

Merck Eurolab

Carl Roth

Fluka

Gibco BRL (100 mM)
Carl Roth

Quiagen

NEB

Carl Roth

Serva
Macharey-Nagel, Quiagen
Genomed

Serva
Boehringer-Ingelheim
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Roche Applied Science
SantaCruz

Amersham Pharmacia
BD Pharmingen
Gibco BRL
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—RPMI 1640

— Rubidiumchlorid (RbCI)

— Salzsaure (HCI)

— SDS (Natriumdodecylsulfat)

— Sephadex G50

— Sulfosalicylséaure (2-Hydroxy-5-sulfobenzoesdure)
— TagDyePrimer Sequenzierungskit

—TEMED (N,N,N",N"-Tetramethylethylendiamin)
— TPA (12-O-Tetradecanoyl-phorbol-13-acetat)

— Transfektionsreagentien (SuperFect™, PolyFect™)
—Trichloressigsaure (C,HCI305)

— Tris (2-Amino-2-(Hydroxylmethyl)-1,3-Propandiol)
— Triton X-100 (Alkylphenylpolyethylenglykol)

— Trizol-Reagenz

— Trypanblau 0,1%

—Trypsin-EDTA

—Tween 20

— Wasserstoffperoxid (H205)

-X-VIVO 15

— Xylencyanol FF
— Zitronensaure (CgHgO7 @ H,0)

Gibco BRL
Carl Roth
Merck Eurolab
Carl Roth

Amersham Pharmacia

Sigma-Aldrich
Perkin Elmer
Carl Roth
Sigma-Aldrich
Quiagen
Sigma-Aldrich
Carl Roth
Sigma-Aldrich
Gibco BRL
Gibco BRL
Gibco BRL
Carl Roth

Carl Roth
BioWhittaker
Serva

Carl Roth
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2.2. Losungen und Puffer

Die verwendeten Chemikalien wurden in jeweils hochstmoglichem Reinheitsgrad von den
angegebenen Herstellern bezogen. Alle Losungen wurden, wenn nicht anders angegeben, mit
doppelt destilliertem bzw. deionisiertem (Millipore-Filter) Wasser bereitet und anschlief3end
entweder autoklaviert oder sterilfiltriert. Die Lagerung erfolgte in der Regel bei Raum-
temperatur (RT).

APS-Stamml 6sung (10 %)
APS 109/ 10 ml

DTT-Stammldsung (1 M)
DTT 3,09 g/ 20 ml
in 10 mM Natriumazetat (pH 5,2) 16sen und aliquotiert bei -20 °C lagern

EDTA-Stamml6sung (0,5 M)
Na EDTA e 2H,0 186,19/ |

pH-Wert mit 10 M NaOH (~ 50 ml) auf 8,0 einstellen;
EDTA l6st sich erst bei korrektem pH-Wert

EGTA-Stammldsung (0,25 M)
EGTA 95 ¢/ |
pH-Wert mit KOH auf 8,0 einstellen; EGTA |6st sich erst bei korrektem pH-Wert

Ethidiumbromid-Stamml 6sung (1 %)
EtBr 19/ 100 mi
lichtgeschitzt bel 4 °C aufbewahren

Hepes/ KOH-Stammlésung (1 M)
Hepes 238,339/ |
pH-Wert mit KOH auf 7,2/ 7,4/ 7,9 einstellen

Kaliumchlorid-Stammlésung (1 M)
KCI 7469/ |

K aliumhydrogenphosphat-Stamml 6ésung (1 M)
KHPO, 1351 ¢/ |
pH-Wert mit KOH auf 7,8 einstellen

Kalziumchlorid-Stamml 6sung (1 M)
CaCl, 110,98 ¢/ |
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L ithiumchlorid-Stamml6sung (1 M)
LiCl 42,49/ |

M agnesiumazetat-Stamml dsung (1 M)
Mg(C.H305), @ 4H,0 21459/ |

M agnesi umchlorid-Stamml dsung (1 M)
MgCl, 95,21 ¢/ |

M agnesiumsulfat-Stamml 6sung (1 M)

MgSO, e 7H,O 246,59/ |
M ES-Stamml6sung (1 M)
CsH1sNO4S 195,2 g/ |

Natriumazetat-Stamml dsung (3 M)
CH3COONae 3H,0 408,24 g/ |
pH-Wert mit konzentrierter Essigsdure (Eisessig) auf 5,2 einstellen

Natriumazid-Stamml 8sung (10 %)
NaN3 59/50ml

Natriumchlorid-Stamml dsung (5 M)
NaCl 292,22 g/ |
zum Losen auf 60 °C erwérmen

Natriumhydroxid-Stamml 6sung (10 M)
NaOH 400 ¢/ |

Propidiumjodid-Stamml dsung (100 ml)
Pl 01g
lichtgeschitzt bel 4 °C aufbewahren

SDS —Stamml 6sung (10 %)
SDS 100 g/ |
auf 70 °C erwdrmen, pH-Wert mit 1 N HCI auf 7,2 einstellen

Tris/ HCI-Stamml6sung (1,5 M)
Tris 181,79/ 1
pH-Wert mit 1 N HCI auf 6,8/ 7,5/ 7,8/ 8,0/ 8,8 einstellen
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PBS (10x)
NaCl 809/
KCI 29/l
CaCl, 19/l
MgCl, 19/l
Na;HPO, ¢ 7H,0 26,8 9/ |
KH2PO4 2,4 g/ |
pH-Wert auf 7,4 mit 1 N HCI einstellen
PBS (1x)
PBS (10x) 100 mi/ |
PBS -Ca®*/-Mg”* (10x)
NaCl 809/
KCI 29/l
Na;HPO, ¢ 7H,0O 26,89/
KH2PO, 249/
pH-Wert auf 7,4 mit 1 N HCI einstellen
PBS—Ca?"/-Mg*" (1x)
PBS—Ca™/-Mg** (10x) 100 ml/ |
PBSMM
PBS-C&**/-Mg”* (10x) 100 ml/ |
0,5M EDTA-Stamml 6sung 10ml/ |
0,25 M EGTA-Stammldsung 20ml/ 1
NaF 059/l

Lagerung bel 4 °C, vor Verwendung Zugabe von 250 pl DTT-Stammlésung (1 M) pro 50

ml

DNA -Extraktions 6sung

Phenol 25 Teile
Chloroform 24 Teile
Isoamylakohol 1Tell

kurz vor Verwendung frisch hergestellt

TE-Puffer (TriEDTA; Aufnehmen, Losen von DNA) pH 8,0

1,5M TrigHCI (pH 8,0) 6,7ml/ |

0,5M EDTA (pH 8,0) 0,2mi/ 1
EB-Puffer (Aufnehmen, L 8sen von DNA) pH 8,5

1,5M Trig/HCI (pH 8,5) 6,7ml/ |
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6x ,Gel loading” - Probenpuffer (Bluejuice) von MBI Fermentas

Glyzerin 60 %
EDTA 60 mM
Bromphenolblau 0,09 %
Xylenzyanol FF 0,09 %

TAE-Puffer (Tris/Azetat/EDTA; 50x)

Tris 242 g/
0,5M Na&EDTA e 2 H,0O (pH 8,0) 100 ml/ 1
konzentrierte Essigsdure 57,1mi/ |

TAE-Puffer (1x, DNA-Elektrophorese-L aufpuffer)
TAE-Puffer (50x) 20ml/ 1
Zugabe von 0,1 ml EtBr-Stammlésung pro Liter fur Elektrophorese

TAE-Aqgarosegel e (DNA -El ektrophorese)

TAE (50x) 20ml/ |
Gel [%] Agarose [g/l] Auftrennung [bp]
0,5 5 1.000 - 30.000
0,7 7 800 - 12.000
1,0 10 500 -  10.000
1,2 12 400 - 7.000
14 14 200 - 4.000
2,0 20 50 - 2.000

Zugabe von 0,25 ml EtBr-Stammldsung pro Liter Gell6sung,
zum L 6sen der Agarose aufkochen (vorsicht, Siedeverzug!)

DEPC-behandeltes ddH,0 (RNase-frei, Handschuhe tragen!)
DEPC 2mi/|

gut vermischen und Gber Nacht (~ 16 h) unterm Abzug inkubieren,
autoklavieren und bel RT lagern; alle L6sungen und Puffer beim
Arbeiten mit RNA in DEPC-ddH,0 ansetzen
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2. Material und Methoden

denaturierendes PAA-Gel fur RNase-Protektions-Analyse (5 %o-ige Gell 6sung)

Harnstoff 35,829
30 %-ige Acryl-Bisacrylamidldsung 12,42 mi
10x TBE-Puffer 7,45 ml

mit ddH,0 auf 74,5 ml auffillen;
zum Starten der Polymerisierung (Polymerisationszeit 0,5-1 h) Zugabe von:

10 % APS 450 pl
TEMED 60 ul
Protease | nhibitoren (Stamml 6sungen, ei ngesetzte Endkonzentrationen)

Aprotinin  (Stammlésung (0,3 M): 2 mg/ ml ddH,O) 0,3 uM
Leupeptin  (Stammlésung (2 mM): 1 mg/ ml ddH,0) 2 UM
AEBSF (Stammlésung (0,2 M): 50 mg/ ml ddH,O) 1 mM

Phosphatase Inhibitor (Stamml6sung, eingesetzte Endkonzentration)
Natrium-Orthovanadat (NagV O4-Stammldsung (0,2 M): 4 mg/ ml ddH,O) 1 mM

pH-Wert mit 1 N NaOH oder 1 N HCI auf 10,0 einstellen (L6sung gelb), 10 min bei 100 °C
kochen (Losung farblos), abkihlen auf Raumtemperatur (RT) und pH-Wert anschlief3end
wieder auf 10,0 einstellen; das Aufkochen und Einstellen des pH-Wertes solange wieder-
holen bis die Losung bei RT farblos bleibt und der pH-Wert sich bel 10,0 stabilisiert;
Aliquots bei —20 °C lagern und vor Gebrauch erneut fur 5 min bei 100 °C kochen, auf RT
abkuhlen lassen

KLBM-Puffer (Kyriakis Lysis Buffer Modified, Ganzzell protei nextrakte)

1 M Hepes/KOH (pH 7,4) 20ml/ |
0,25 M EGTA (pH 8,0) 8mi/|
NaF 219/l
[3-Glycerophosphat 10,89/ |
Glyzerin (87 %) 115 mi/ |
Triton X-100 10 ml/ |
NaN3-Stamml ésung (10 %) 4ml/l

Lagerung bei 4 °C, vor Verwendung Zugabe pro 10 ml KLBM-Puffer von: 10 ul DTT-
Stammlsung (1 M), Protease- Inhibitoren (1 Tablette der ,,complete Mini“ von Roche bzw.
50 pl AEBSF (0,2 M), jewells 10 pl Leupeptin (2 mM) und Aprotinin (0,3 M)) und je nach
Experiment Phosphatase-1nhibitor (50 pl Natrium-Orthovanadat (0,2 M))

Extraktions-Puffer A (Kernprotein- und Zytoplasmaextrakte, hypotonisch)

1 M Hepes/KOH (pH 7,9) 10 mi/ |
1M KCl 10mi/ |
0,5M Na&EDTA e 2 H,0 (pH 8,0) 200 pl/ |
0,25 M EGTA (pH 8,0) 400 pI/ |

Lagerung bei 4 °C, vor Verwendung Zugabe pro 10 ml Extraktions-Puffer A von:
10 pl DTT-Stammldsung (1 M), 50 ul AEBSF (0,2 M)
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Extraktions-Puffer C (Kernprotein- und Zytoplasmaextrakte, Hochsal z-Extrakti onspuffer)

1 M Hepes’KOH (pH 7,9) 20 mi/ |
1M KCl 400 ml/ |
0,5M Na&EDTA e 2 H,0 (pH 8,0) 2ml/ |
0,25 M EGTA (pH 8,0) 4mi/ |

Lagerung bel 4 °C, vor Verwendung Zugabe pro 10 ml Extraktions-Puffer C von:
10 pl DTT-Stammlésung (1 M) und 1 Tablette der ,, complete Mini* von Roche
oder 100 ul AEBSF (0,2 M), 10 ul Leupeptin (2 mM), 10 ul Aprotinin (0,3 M)

Sammelgel fiir SDS-Page (5 %-ige Gellsunq)

ddH,O 34,75 ml

30 %-ige Acryl-Bisacrylamidl 6sung 85ml

1,5M TrigHCI (pH 6,8) 6,25 ml

10 % SDS 0,5ml
zum Starten der Polymerisierung je 5 ml Gellésung Zugabe von:

10 % APS 60 ul

TEMED 10 pl

Trenngel fir SDS-Page (8 %-ige Gelldsunq)

ddH.O 23,7 ml
30 %-ige Acryl-Bisacrylamidldsung 13,3 ml
1,5M TrisHCI (pH 8,8) 12,5 ml
10 % SDS 0,5ml

zum Starten der Polymerisierung je 10 ml Gellsung Zugabe von:
10 % APS 60 pl
TEMED 8 pl

Trenngel fir SDS-Page (10 %-ige Gell 6sung)

ddH.O 20,3 ml
30 %-ige Acryl-Bisacrylamidldsung 16,7 ml
1,5M Trig/HCI (pH 8,8) 12,5 ml
10 % SDS 0,5ml

zum Starten der Polymerisierung je 10 ml Gell6sung Zugabe von:
10 % APS 60 pl
TEMED 10

Trenngel fir SDS-Page (12,5 %-ige Gellsunq)

ddH,O 16,2 ml
30 %-ige Acryl-Bisacrylamidldsung 20,8 ml
1,5M Trig/HCI (pH 8,8) 125 ml
10 % SDS 0,5ml

zum Starten der Polymerisierung je 10 ml Gelldsung Zugabe von:
10 % APS 60 ul
TEMED 15 ul
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4 x Lammli-Puffer (SDS-PAGE Probenpuffer)

1,5M Trig/HCI (pH 6,8) 20 ml/ 100 mi
SDS 2,4 g/ 100 ml
Glyzerin (87 %) 50 ml/ 100 mi
[3-Mercaptoethanol 25 ml/ 100 ml
Bromphenol Blau 0,04 %
auf 70 °C erwdrmen, Stock bel -20 °C lagern
Laufpuffer fir SDS-PAGE (10x)
Tris 30,3¢/1
Glycin 14419/ 1
10 % SDS 100 mi/ |
pH-Wert mit 1 N HCI auf 8,5 einstellen
Laufpuffer fir SDS-PAGE (1x)
Laufpuffer (10x) 100 mi/ |
Coomassie-Blau-Férbel 6sung
Coomassie Brilliant Blue R-250 250/l
Methanol 450 mi/ |
Essigsdure 100 mi/ |
Coomassie-Blau-Entférbel 6sung
Methanol 450 mi/ |
Essigsdure 100 mi/ |
Transferpuffer fir Westernbl ot
Glyzin 29d/ |
Tris 58dl
10 % SDS 3,7mi/ |
Methanol 200 mi/ 1
Ponceau-Férbel 6sung
Ponceau-Rot 29/ 100 mi
Trichloressigsaure 30¢g/ 100 ml
Sulfosalicylséaure 30g/ 100 ml
TBS (20x)
Tris 121,09/ 1
NaCl 17529/ |
KCl 7501
pH-Wert mit 1M HCI (~ 10,2 ml) auf 7,6 einstellen
TBS/Tween (TBST)
TBS (20x) 50mil/ 1
Tween 20 1mi/ |
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2. Material und Methoden

“Blocking” -Puffer fur Westernblot (MPT)

Milchpulver 50
auf 100 ml mit TBS/Tween auffillen

“Blocking” -Puffer fiur Westernblot mit Phospho-spezifischen Antikdrpern

BSA Fraktion V 59
auf 100 ml mit TBS/Tween auffiillen

“ Stripping” -Puffer

1,5M TrisHCl (pH 6,8) 41,7 mi/ |
10 % SDS 200 mi/ |

vor jedem Gebrauch Zugabe von 700 pl B-Mercaptoethanol je 100 ml ,, Stripping® -Puffer

Lithiumchlorid-Waschpuffer fir Kinase-Assay

1,5M TrigHCI (pH 7,5) 67 ml/ |
1M LiCl 200 mi/ |
Triton X-100 1mi/ |

Lagerung bei 4 °C, vor Verwendung Zugabe von 50 pl AEBSF (0,2 M) pro 10 ml

Kinase-Assay-Puffer

1 M Hepes’KOH (pH 7,4) 20ml/ |
5M NaCl 20ml/ |
1 M MgCl, 5mi/l
NaF 0,219/l
MnCl, 0,63¢g/ 1
[3-Glycerophosphat 4,329/ |
Tween 20 1mi/|

Lagerung bel 4 °C, vor Verwendung Zugabe von 50 pl DTT-Stammldsung (1 M) pro 50 ml

ATP-Mix (Kinase-Assay)

1M MgCl, 2,5ml/ 50 mi
ATP-Dinatriumsal z 0,02 g/ 50 ml

mit ddH,0 auf 50 ml auffillen; Aliquote bei -20 °C lagern, vor Verwendung auf Eis
auftauen

Bindungspuffer fir EMSA (3x)

1M Hepes/KOH (pH 7,9) 3ml/ 50 ml
1M KCI 7,5ml/ 50 ml
0,5M NaEDTA e 2 H,O (pH 8,0) 300 ul/ 50 mi
IMDTT 150 pl/ 50 mi
Ficoll 6 g/ 50 mi

Aliquote bei -20 °C lagern, vor Verwendung auf Eis auftauen

TBE (1x, DNA-EM SA-L aufpuffer)
TBE (10x) 100 mi/ |
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TBE-Puffer (10x, Tris/Borat/EDTA)

Tris 108 g/ |
Borsdure 559/
0,5M NaEDTA e 2 H,O (pH 8,0) 40 ml/ |

PAA-Gel fur Aufreinigung radioaktiver DNA-Sonden (12 %-ige Gell6sung)
ddHO 30ml
30 %-ige Acryl-Bisacrylamidldsung 18 ml
10x TBE-Puffer 2ml

zum Starten der Polymerisierung (Polymerisationszeit 1 h) Zugabe von:

10 % APS 300 pl
TEMED 60 ul

PAA-Gel fur EMSA (6 %-ige Gell6sung)
ddHO 72ml
30 %-ige Acryl-Bisacrylamidldsung 20 mi
10x TBE-Puffer 8 ml

zum Starten der Polymerisierung (Polymerisationszeit 1-3 h) Zugabe von:

10 % APS 500 pl
TEMED 50 pl

Hochsal z-Elutionspuffer (PAA-Gel)
1,5 M Tris’/HCI (pH 7,5) 6,7 ml/ |
5M NaCl 200 ml/ |
0,5M NaEDTA e 2 H,0 (pH 8,0) 2ml/|

Lagerung bei 4 °C
RF1-Puffer (Herstellung kompetenter Bakterien)

Kaliumazetat (C;H3:KO,) 29¢d/ |
RbCI 12,19/ |
MnCl, 6,3¢/ |
1M CaCl, 10mi/ |
Glyzerin (87 %) 150 mi/ |

pH-Wert mit 0,2 N Essigsdure auf 5,8 einstellen, sterilfiltrieren
RE2-Puffer (Herstellung kompetenter Bakterien)

RbCl 1,29/
MOPS 219l
1M CaCl, 75mi/l
Glyzerin (87 %) 150 mi/ |

pH-Wert mit 0,2 M NaOH auf 6,8 einstellen, sterilfiltrieren

|PTG-Stamml6sung (0,1 M)
IPTG 1,19 ¢/ 50 ml
steril filtrieren, bei -20 °C stabil fur 2-4 Monate
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Glutathi on-Elutionspuffer (fur GST-Fusionsproteine)

1,5M Trig/HCI (pH 8,0) 67 ml/|
5M NaCl 30ml/1
Glutathion 6,29 |

Lagerung bel -20 °C, vor Verwendung Zugabe von 10 pul DTT-
Stammldsung (1M) pro 10 ml Elutionspuffer

Kaliumphosphat-Puffer (0,2 M)
KH,PO4 27,29/ |
pH-Wert mit 1 M KOH auf 7,0 einstellen

Natriumphosphat-Puffer (0,2 M)
NaH>PO, ¢ H,O 27,69/ |

L Harvesting” -Puffer fiur Luziferase-Assay

1,5M Tris/HCI (pH 7,8) 1,7ml/ 50 ml
1M MES 2,5ml/ 50 ml
Triton X-100 50 ul/ 50 ml

frisch herstellen und vor Verwendung Zugabe von 50 pl DTT-Stammlésung (1 M)

LAssay” -Puffer fir Luziferase-Assay

1,5 M Tris’HCI (pH 7,8) 4,17 ml/ 50 ml
1M MES 6,25 ml/ 50 m
1 M Mg(C;H305) ¢ 4H,0 1,25 ml/ 50 mi

frisch herstellen und vor Verwendung Zugabe von ATP (Spatel spitze)

Luziferin-LOsung fir Luziferase-Assay

Luziferin 28 mg/ 100 ml
1 M KHPO; (pH 7,8) 0,5 mi/ 100 mi
Aliquots bei -20 °C lagern
p-ONPG-L 6sung
p-ONPG 40 mg/ 10 ml
0,2 M Natriumphosphat-Puffer 5ml/ 10 ml

Puffer Z fur B-Gal aktosi dase-Assay

0,2 M Kaliumphosphat-Puffer (pH 7,0) 50 mi
1M KCl 0,5ml
1 M MgSO4 50 ul

vor Verwendung Zugabe von 50 yl DTT (1 M) pro 1 ml

Stopp-L 6sung fir B-Gal aktosidase-Assay (1 M Natriumkarbonat)
NaCO3 106 g/ |
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AKk-Beschichtungspuffer fur Gewebekulturgefalle
1,5M TrigHCI (pH 8,5) 33,3ml/ |

Fixierungspuffer fir SubG;-Technik

Ethanol 70 %
PBS (pH 7,4) 20 %
ddH,O 10 %

Extraktionspuffer fur SubG;-Technik (pH 7.,8)

Na,HPO, 9Telle 50mM
Zitronensaure 1Tel 25mM
Triton X-100 0,10 %
NaNs 0,01 %

Férbepuffer fir Apoptosemessung (SubG;-Technik) (pH 6,8)

PIPES 10 mM
NaCl 100 mM
MgCl, 2 mM
Triton X-100 0,10 %
NaN3 0,02 %

Annexin V-Bindepuffer (pH 7.4)

1 M Hepes (pH 7,4) 10 ml/ |
5M NaCl 28 ml/ |
1M KCl 5mi/ |
1M MgCl, Imi/ |
1M CaCl, 25ml/l

FACS-Waschpuffer (pH 7,4)

PBS (1%, pH 7,4) 500 mi
BSA FraktionV 05¢g
FKS 25 ml
NaN3 (10 %) 1ml

Einfriermedium
DMSO 10 %
in RPMI 1640 mit 2 mM L-Glutamin und 10 % FCS
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10 x Puffer fir Restriktionsendonukl easen (M Bl -Fermentas)

Puffer ~ Zusammensetzung

B* 0,1 M Tris/HCI (pH 7,5); 0,2 M MgCl,; 1 mg/ ml BSA

¥ 0,1 M Tris/HCI (pH 7,5); 0,2 M MgCl,; 0,5M NaCl; 1 mg/ ml BSA
0,5M Tris/HCI (pH 7,5); 0,1 M MgCl,; 1 M NaCl; 1 mg/ ml BSA

0,1 M Tris/HCI (pH 8,5); 0,2 M MgCl,; 1M KClI; 1 mg/ ml BSA

0,33 M TrigAzetat (pH 7,9); 0,1 M Mg-azetat; 0,66 M K-azetat; 1 mg/ ml

G
o*
R*
v+
BSA
2.3. Enzyme

Alle Enzyme wurden mit den entsprechenden, meist 10-fach konzentrierten Reaktionspuffern

bei den angegebenen Herstellern bezogen und wenn nicht anders angegeben, nach den

Hersteller-Protokollen verwendet.

— Restriktionsendonukleasen

— DNA-Polymerase |

— Klenow-Fragment

—T4 und T7 DNA-Polymerase

— T4 DNA-Ligase

— T4 Polynukleotid-Kinase (PNK)

—CIAP (,Calf Intestine Alkaline Phosphatase”)

—SAWADY Pwo-DNA-Polymerase
— Proteinase K
— RNase (Ribonuklease) Typ I-A

2.4. Antikorper und Peptide

MBI-Fermentas, NEB
MBI -Fermentas
MBI-Fermentas
MBI-Fermentas
MBI-Fermentas

MBI -Fermentas
MBI-Fermentas
Peglab
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Fur FACS-Farbungen mit Biotin-konjugierten primaren Antikdrpern wurde Phycoerythrin

(PE)-gekoppeltes Streptavidin der Firma BD PharMingen als Sekundérreagenz genutzt. Zum

Nachweis der Translokation von Phosphatidylserin wahrend der Apoptose kam AnnexinV-PE

derselben Firma zum Einsatz.
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2.4.1. Primére monoklonale Antikorper

Antigen Spezies Herkunft
mouse CD3e (145-2C11) Armen. Hamster | BD PharMingen
mouse CD28 (37.51) Syrian Hamster | BD PharMingen
mouse CD95 (Fas, Jo2) Armen. Hamster | BD PharMingen
NFATc1 (7A6) Maus Alexis Biochemicals
NFATc2 (4G6-G5) Maus Santa Cruz (sc-7296)
HA-Epitop (HA.11) Maus BADbCO
FLAG-Epitop (M2) Maus Sigma-Aldrich
B-Aktin (AC-15) Maus Sigma-Aldrich
phospho-Tyr (p-Y 99) Maus Santa Cruz (sc-7020)
p-INK1 (G7) Maus Santa Cruz (sc-6254)

Aul¥erdem wurden uns gereinigte monoklonale Antikorper gegen murines CD3e und CD28

von Frau Prof. Anneliese Schimpl (Institut fur Virologie und Immunbiologie der Universitét

Wirzburg) zur Verfigung gestellt, die von den gleichen Klonen stammten, wie die von der

Firma BD PharMingen benutzten. Antikorper gegen murines Interleukin-4 (IL-4) und Inter-

feron-y (IFNy) erhielten wir freundlicherweise von Dr. Edgar Schmitt (Institut fir |mmuno-

logie der Johannes Gutenberg Universitét Mainz).

2.4.2. Primére polyklonale Antikorper

Antigen Spezies Herkunft

HPK1 (N-19) Ziege Santa Cruz (sc-6231)
ERK1 (K23) Kaninchen Santa Cruz (sc-94)
p-ERK1/2 (Thr202/Tyr204) Kaninchen Cdll Signaling Technology
INK1 (C-17) Kaninchen Santa Cruz (sc-474)

p38 (C-20) Kaninchen Santa Cruz (sc-535)

p-p38 (Thrl80/Tyr182) Kaninchen Cell Signaling Technology

2.4.3. Primére gekoppelte Antikorper

Antigen

Spezies

Herkunft

gekoppelt an

mCD95 (Fas) Ligand
(Klon H11)

Ratte

Alexis Biochemicals

Biotin
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2.4.4. Sekundéare polyklonae Antikérper

Antigen Spezies Herkunft

Armenischer Hamster 1gG Ziege Dianova

2.4.5. Sekundare gekoppelte Antikorper

Antigen Spezies Herkunft gekoppelt an
Maus IgG Schaf Amersham Pharmacia | HRP
ZiegelgG Esdl Santa Cruz (sc-2056) HRP
Kaninchen IgG Esedl Amersham Pharmacia | HRP
2.4.6. Peptide

Fur die Aktivierung der aus den Lymphknoten von DO11.10 TZR-transgenen (tg) Balb/c-
Ma&usen [Murphy et al., 1990] isolierten CD4" T-Zellen wurde das Hiihnerei-Albuminpeptid
323-339 (OVA) der Firma Jerini AG verwendet. Die Proteinsequenz dieses antigenen Epitops
ist: ISQAVHAAHAEINEAGR.

2.5. Eingesetzte Oligonukleotide und Primer

Alle verwendeten Oligonukleotide und Primer wurden von der Firma MWG-Biotech syntheti-
siert und lyophilisiert zugesandt. Die Aufnahme erfolgte in ddH,O, in der Regel in ener
Stock-Konzentration von 100 pmol/ pl. Fir die Sequenzierung wurde eine Ldsung mit

10 pmol/ pl eingesetzt. Die Lagerung der Primer erfolgte bei -20 °C.

Fur EMSA”s wurden folgende Oligonukleotide verwendet:

Name des Oligo’s Sequenz

TCEgasc sense 57 -AGCTTGACCAAGAGGGATTTCCCCTAAATC-3~

TCEgasc antisense 3" -ACTGGTTCTCCCTAAAGGGGATTTAGTTCGA-5"
NF«BneaT SENSE 5" -GTAATTTAGCGGGATGGGAATTTCCTTACTCCCG-3~
NFkBneaT antisense 3" -AAATCGCCCTACCCTTAAAGGAATGAGGGCGGAC-5"
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Fur die Einflgung einer HA-tag-Sequenz und multiplen Klonierungsstelle sowie von Termi-
nationssequenzen in den retroviralen Expressionsvektor pEGZ-MCS wurden folgende Oligo’s

eingesetzt:

Name

HA-tagl upper
HA-tagl lower
HA-tag2 upper
HA-tag2 lower

Term. upper

Term. lower

Sequenz

5" -AATTGCACCATGGCCTACCCATACGACGTGCCTGACTACGCCTCC-3"

57 -CGATGGAGGCGTAGTCAGGCACGTCGTATGGGTAGGCCATGGTGC-3"

5" -TACGCCTCCATCGATGGCGCGCCCGTACGCGGACCGGTTAACCCGCGG-3~
5" -AATTCCGCGGGTTAACCGGTCCGCGTACGGGCGCGCCAT-3~

57 -GATCCTAAGTAAGTAAA-3~

5" -GATCTTTACTTACTTAG-3"

Fur die PCR’s zur Klonierung der entsprechenden retroviralen Expressionsvektoren kamen

folgende Primer zur Anwendung:

Produkt

ERTM

h NFATCc/A

h NFATc/C

HPK1

HPK1-N

HPK1-C

HPK1AS

Primer

ER Clal upper
ER Clal lower
hNFATCcA Clal U
hNFATCA Smal L
hNFATcC Clal U

hNFATcC BamHI L

HPK1 Clal U
HPK1 Hpal L
HPK1 Clal U
HPK1 N Hpal L
HPK1CClal U
HPK1 Hpal L
HPK1ASCla U
HPK1 ASHpal L

Sequenz

-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-

-GCGCTGCTATCGATCGAAATGAAATGGGTGCTTC-3"
-GCGCTAGCATCGATGATCGTGTTGGGGAAGCC-3~
-GCCGCCGCCATCGATATGCCAAGCACCAG-3~
-CGTCGTTTCTCCCGGGTTAGAAAAAGCACCCCAC-3~
—-CAGCGCATCGATCCAAGCACCAGCTTTCCAG-3~
—-AGCACGAGCACCCACTCCTTGGATCCATAGTT-3"
—-GCGCTGCAGCGCTGCACATCGATGACGTCGTGGACCCTGAC-3”
-GCATAGTTAACCTATGGATCCTTCAGGCCTGTAATCCCAGCT-3"
-GCGCTGCAGCGCTGCACATCGATGACGTCGTGGACCCTGAC-3~
-GCATAGTTAACCTATGGATCCTTGTCCACGTCGTCA-3~
-GCGCTGCAGCGCTGCACATCGATATCCCCACCCCTG-3"
-GCATAGTTAACCTATGGATCCTTCAGGCCTGTAATCCCAGCT-3"
-GCGCTGCAGCGCTGCACATCGATGGATGTCCACGTCGTCAT-3~
-GCATAGTTAACCTATGGATCCTTGACGTCGTGGACCCTGAC-3~

Fur die Sequenzierungsreaktionen wurden folgende Primer eingesetzt:

NamedesPrimers

pEGZ forward

pPEGZ revers
HPK1 out
HPK1 AA46

Sequenz
57 -CACGTGAAGGCTGCCGAC-3~

5" -CTTCGGCCAGTAACGTTAGG-3"
57 -GGTCTCTATTGAAAATGTCAGG-3~
5" -CACTATGACCTGCTACAGCG-3~
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Name des Primers Sequenz

HPK1 Seg. 1 5" -GAGCTCCAGATTAGCTATGTC-3"
HPK1 Seq. 2 57 -GTCTGGTCTCCATTCCTCG-3"
HPK1 Seq. 3 57 -CAGCCAACACCGCTCGCCTAC-3"
HPK1 Seq. 4 57 -CCATCCACCAGCAGCCC-3~

HPK1 Seg. 5 57 -GACGCCTCTGTCCGTGTTC-3"
HPK1 Seq. 6 57 -CTCACGCCGATGCACACAG-3~

ER start out 5" -AGTGTGCTTAATCACAAGAGG-3~
ER end out 57 -CAGCACATTCCTTACAAACCT-3"
T3 promoter 5" -ATTAACCCTCACTAAAGGGA-3~
T7 promoter 57 -AAGGCTAGAGTACTTAATACGA-3~
pUC forward 57 -CAGGGTTTTCCCAGTCACGAC-3~
pUC revers 57 -CACACAGGAAACAGCTATGAC-3~
T7 promoter 57 -AAGGCTAGAGTACTTAATACGA-3~
KRSPA F 5" -GTATTTAAGTGCCTAGCTCGATA-3"

2.6. Grolenstandards

2.6.1. DNA-Fragmentlangenstandards

Es wurden die GeneRuler™ 100 bp sowie 1 kb DNA-Grofienmarker der Firma MBI-Fermen-

tas mit folgenden Fragmentgrof3en in Basenpaaren (bp) verwendet:

100 bp Marker 1.031/900/ 800/ 700/ 600/500/400/300/200/100/80
1 kb Marker 10.000/ 8.000/ 6.000 / 5.000 / 4.000 / 3.500 / 3.000 / 2.500 / 2.000 /
1.500/1.000/ 750/ 500/ 250

2.6.2. Protein-Grolenstandards

Es wurde der Protein-Grolenmarker BenchMark™ von Gibco BRL verwendet, dessen Frag-
mentgrofen zwischen den einzelnen Chargen leicht variierten (10 Banden zwischen 10-200
Kilodalton). Exemplarisch sind die Bandengréfien in Kilodalton (kDa) der Charge 1.068.669
angegeben: 173, 111, 80, 61*, 49, 36, 25, 19, 13 sowie 9. Die mit * gekennzeichnete,
pinkfarbige Bande dient dabei zur Orientierung auf dem SDS-PAA-Gel bzw. dem Immuno-

blot, da alle anderen Banden blau sind.
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2.7. Verwendete Plasmide und Konstruierte Vektoren

2.7.1. Retrovirale Verpackungs- und Genexpressions-Vektoren

Die retroviralen Verpackungs- und Genexpressions-Vektoren pHIT 60, pHIT 123, pHIT 456
sowie pEGZ/MCS und pEGZ-cEBPB-ER™ wurden freundlicherweise von Dr. Ingolf Berbe-
rich (Institut for Virologie und Immunbiologie der Universitdt Wirzburg) zur Verfigung
gestellt. Sie wurden a's Derivate des Murinen Leukamie Virus (MLV) konstruiert [ Soneoka et
al., 1995], wobei die cDNA"s unter der Kontrolle des Zytomegalievirus-(CMV) Promotors
transkribiert werden. Aul3erdem enthalten die Plasmide einen SV40-“Origin of Replication”,
eine PolyA-Anfigestelle und ein Ampicillin-Resistenzgen.

pHIT 60
Dieses retrovirale Verpackungsplasmid kodiert fur interne retrovirale Strukturproteine (gag)
sowie fur die reverse Transkriptase und Integrase (pol). Ihm fehlt eine retrovirale Ver-

packungssequenz y+.

pHIT 123
Dieses retrovirale Verpackungsplasmid kodiert fur das ecotrophe Hillprotein (env) und
erlaubt die Transduktion von Zellen der Ratte und der Maus. |hm fehlt eine retrovirale

V erpackungssequenz y+.

pHIT 456
Dieses retrovirale Verpackungsplasmid kodiert fir das amphotrophe Hullprotein (env) und
erlaubt die Transduktion von Zellen verschiedener Spezies (Maus, Hund, Katze, Huhn,

Mensch). |hm fehlt eine retrovirale Verpackungssequenz y+.

pPEGZ/MCS

Dieses von Dr. Dirk Lindemann (Institut fr Virologie und Immunbiologie der Universitéat
Wirzburg) konstruierte retrovirale Expressionsplasmid ist ein Derivat des bicistronischen
Vektors pczCFG2 hCD8 EGZ [Lindemann et al., 1997]. Es erlaubt tGber eine interne ribo-
somale Bindestelle (IRES) aus dem Enzephalo-Myokarditis-Virus die koordinierte Expres-
sion einer gewinschten cDNA mit einem Grinfluoreszenzprotein (EGFP). Die multiple
Klonierungsstelle (MCS) setzt sich aus folgenden Restriktionsschnittstellen zusammen:
EcoRI, Smil und BamHI. Der Vektor enthdlt auf3erdem ein Zeocin-Resistenzgen sowie die

retrovirale Verpackungssequenz y+ [Knodel et al., 1999].

68



2. Material und Methoden

pEGZ-HA

Dieses retrovirale Expressionsplasmid ist ein Derivat des bicistronischen Vektors
PEGZ/MCS. In dessen EcoRI-Restriktionsschnittstelle wurde ein Oligonukleotid kloniert, das
fUr ein Transkriptions-Startkodon (ATG) sowie eine kurze Erkennungssequenz aus Haemo-
philus aureus (HA-tag) gefolgt von folgenden Restriktionsschnittstellen: Clal, BsiWI, Rsrll,
Hpal, Sacll sowie EcoRI kodiert. Die 5 -liegende EcoRI-Schnittstelle wurde dabei nicht
rekonstituiert. Durch die Insertion einer cDNA im korrekten Leserahmen in diese multiple
Klonierungsstelle (MCS) kann ein HA-Fusionsprotein und das EGF-Protein unter der Kon-

trolle des CMV-Promotors transkribiert werden.

Die folgenden retroviralen Expressionsplasmide sind Derivate des bicistronischen Vektors
PEGZ-HA. Dabei wurden die PCR-Produkte (,proofreading Polymerase") der jeweiligen
cDNA’s zwischen der Clal- und Hpal-Restriktionsschnittstelle des Vektors im korrekten

L eserahmen eingefiigt, so dass ein HA-tag markiertes Fusionsprotein exprimiert wird.

pHA-HPK 1 wt

Dieses retrovirale Expressionsplasmid kodiert fur die wildtypische humane HPK1 (aa 2-833).
In der PCR diente der Vektor pCl-neo-HPK1(wt) als DNA-Matrize (“template’); die einge-
setzten Primer waren HPK 1 Clal U sowie HPK 1 Hpal L.

pHA-HPK 1 M (46)

Dieses retrovirale Expressionsplasmid kodiert fir die Kinase-inaktive Form der humanen
HPK1 (aa 2-833), die eine Mutation der Aminosdure Lysin 46 zu Methionin enthélt. In der
PCR diente der Vektor pCl-neo-HPK1(M46) als DNA-Matrize (“template’); die eingesetzten
Primer waren HPK 1 Clal U sowie HPK1 Hpal L.

pHA-HPK1 wt N-term.

Dieses retrovirale Expressionsplasmid kodiert fir den N-terminalen Teil der wildtypischen
humanen HPK1 (aa 2-385). In der PCR diente der Vektor pCl-neo-HPK 1(wt) als DNA-Ma-
trize (“template”); die eingesetzten Primer waren HPK1 Clal U sowie HPK1 N Hpal L.

pHA-HPK 1 M (46) N-term.

Dieses retrovirale Expressionsplasmid kodiert fir den N-terminalen Teil der Kinase-inaktiven
Form der humanen HPK 1 (aa 2-385). In der PCR diente der Vektor pCl-neo-HPK1(M46) als
DNA-Matrize; die eingesetzten Primer waren HPK1 Clal U sowie HPK1 N Hpal L.
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pHA-HPK 1 wt C-term.

Dieses retrovirale Expressionsplasmid kodiert fur den C-terminalen Teil der wildtypischen
humanen HPK 1 (aa 386-833). In der PCR diente der Vektor pCl-neo-HPK1(wt) als DNA-
Matrize (“template”); die eingesetzten Primer waren HPK1 C Clal U sowie HPK1 Hpal L.

pHA-HPK1AS

Dieses retrovirale Expressionsplasmid kodiert fur ein “antisense” (AS)-Konstrukt der huma-
nen HPK1, wozu die N-terminale Aminosaure-Sequenz in Gegensinn-Orientierung (aa 386-2)
zwischen die Clal/Hpal-Restriktionsschnittstellen des pEGZ-HA kloniert wurde. In der PCR
diente der Vektor pCl-neo-HPK 1(wt) als DNA-Matrize (“template”); die eingesetzten Primer
waren HPK1 AS Clal U sowie HPK1 AS Hpal L.

pPEGZ-HA-Term.

Dieses retrovirale Expressionsplasmid ist ein Derivat des bicistronischen Vektors pEGZ-HA.
Kurz nach der multiplen Klonierungsstelle wurde in dessen BamHI-Restriktionsschnittstelle
ein Oligonukleotid kloniert, das fur Stopkodons (TAA) in alen drei moglichen Leserahmen
kodiert. Es existieren zwei verschiedene Varianten mit folgenden Anordnungen des Oligo’s:
T12 (— —) und T8 («— —).

Die folgenden retroviralen Expressionsplasmide sind Derivate des bicistronischen Vektors
PEGZ-HA-Term. T12.

pHA-h NFATCc/A

Dieses von Dr. Serggl Chuvpilo (dieses Labor) konstruierte und zur Verfiigung gestellte retro-
virale Expressionsplasmid kodiert fur die humane NFATc-I1soform A (aa 1-716). In der PCR
diente der Vektor pRSV-NFATC/A [Chuvpilo et al., 1999a] als DNA-Matrize (“template”);
die eingesetzten Primer waren hNFATCA Clal U sowie hNFATCA Smal L. Das Clal/Smal-
PCR-Produkt wurde dabei zwischen die Clal/Hpal-Restriktionsschnittstelle des Vektors im

korrekten L eserahmen eingefiigt.

pHA-h NFATc/C

Dieses retrovirale Expressionsplasmid kodiert fir die humane Isoform C des NFATc (aa 2-
942). In der PCR diente der Vektor pRSV-NFATc/C [Chuvpilo et al., 1999a] as
DNA-Matrize (“template’); die eingesetzten Primer waren hNFATcCClal U sowie
hNFATcC BamHI L. Das Clal/BamHI-PCR-Produkt wurde zwischen die Clal/BamHI-
Restriktionsschnittstelle des Vektors im korrekten Leserahmen eingefigt.
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pHA-NFATp

Dieses von Corinne Stibbe (dieses Labor) konstruierte und zur Verfligung gestellte retrovirale
Expressionsplasmid kodiert fir das murine NFATp (aa 6-922). Es wurde als Xbal/Sall-Frag-
ment aus dem Vektor pUC57-NFATp gewonnen, die Enden wurden mit Klenow-Polymerase
aufgefillt, und die cDNA wurde in die Hpal-Restriktionsschnittstelle des pEGZ-HA-

Term. T12 eingefiigt. Der korrekte L eserahmen wurde mittels Sequenzierung tberprift.

In die folgenden retroviralen Expressionsplasmide wurde die modifizierte Hormonbindungs-
domane des murinen Ostrogenrezeptors (ER™, aa 281-599) kloniert, wodurch ein Fusions-
protein aus HA-tag, cDNA und ER™ exprimiert wird [Littlewood et al., 1995]. Dabel wurde
die ER™-DNA entweder al's BamHI-Fragment aus dem von Dr. Ingolf Berberich (Institut fur
Virologie und Immunbiologie der Universitét Wirzburg) konstruierten und freundlicherweise
zur Verfigung gestellten Vektor pEGZ-cEBPB-ER™ isoliert [Berberich-Siebelt et al., 2000]
oder aber, wie im Fall des N-terminalen ER™, ein Clal-PCR-Fragment mit diesem Plasmid
als DNA-Matrize (“template”) und den Primern ER Clal upper sowie ER Clal lower in die

Clal-Restriktionsschnittstelle des jeweiligen retroviralen Expressionsvektors kloniert.

PEGZ-HA-ER™-Term.
Dieses Konstrukt ist ein Derivat des bicistronischen Vektors pEGZ-HA-Term. T12, in dessen
BamHI-Restriktionsschnittstelle das BamHI-ER™-Fragment eingefihrt wurde.

pHA-HPK1wt ER™
Dieses Konstrukt ist ein Derivat des bicistronischen Vektors pHA-HPK1 wt, in dessen
BamHI-Restriktionsschnittstelle an Position 4810 nach partiellem Restriktionsverdau das

BamHI-ER™-Fragment kloniert wurde.

pHA-HPK 1 M (46) ER™
Dieses Konstrukt ist ein Derivat des bicistronischen Vektors pHA-HPK1 M(46), in dessen
BamHI-Restriktionsschnittstelle an Position 4810 nach partiellem Restriktionsverdau das

BamHI-ER™-Fragment kloniert wurde.

pHA-ER™ HPK 1 wt
Dieses Konstrukt ist ein Derivat des bicistronischen Vektors pHA-HPK1 wt, in dessen Clal-
Restriktionsschnittstelle das Clal-PCR-Fragment des ER™ kloniert wurde.
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pHA-ER™ HPK 1 M (46)
Dieses Konstrukt ist ein Derivat des bicistronischen Vektors pHA-HPK1 M(46), in dessen
Clal-Restriktionsschnittstelle das Clal-PCR-Fragment des ER™ kloniert wurde.

pHA-ER™MHPK 1wt ER™
Dieses Konstrukt ist ein Derivat des bicistronischen Vektors pHA-HPK1 wt ER™, in dessen
Clal-Restriktionsschnittstelle das Clal-PCR-Fragment des ER™ kloniert wurde.

pHA-ER™ HPK 1 M (46) ER™
Dieses Konstrukt ist ein Derivat des bicistronischen Vektors pHA-HPK1 M(46) ER™, in des-
sen Clal-Restriktionsschnittstelle das Clal-PCR-Fragment des ER™ kloniert wurde.

2.7.2. Eukaryontische Expressionsplasmide

pBS KRSPA

Dieses eukaryontische Expressionsplasmid ist ein Derivat des Vektors Bluescript-KS' von
Stratagene, in dessen distalem Ende der MCS der Promotor des Rous-Sarkoma-Virus (RSV-
LTR) und eine SV40-Polyadenylierungssequenz kloniert wurden [Dorn et al., 1990;
Hoffmeyer et al., 1998].

In die folgenden Derivate des Vektors pBS KRSPA wurden die Xbal/Sacll-Fragmente des
jeweiligen retroviralen Expressionsplasmides in den mit den gleichen Restriktions-Endo-

nukleasen gespaltenen Vektor kloniert.

pKRSPA-HA
Dieses eukaryontische Expressionsplasmid wurde aus dem retroviralen Vektor pEGZ-HA

subkloniert.

pKRSPA-HPK 1 wt
Dieses eukaryontische Expressionsplasmid kodiert fur die HA-markierte, wildtypische (wt)
humane HPK 1 (aa 2-833) und wurde aus dem retroviralen Vektor pHA-HPK1 wt subkloniert.

pK RSPA-HPK 1 M (46)

Dieses eukaryontische Expressionsplasmid kodiert fur die HA-markierte, Kinase-inaktive
Form der humanen HPK 1 (aa 2-833), die eine Mutation der Aminosaure Lysin 46 zu Methio-
nin enthalt. Es wurde aus dem retroviralen Expressionsvektor pHA-HPK1 M (46) subkloniert.
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pKRSPA-HPK 1wt N-term.
Dieses Expressionsplasmid kodiert fur den HA-markierten, N-terminalen Teil der humanen

HPK1 (aa 2-385) und wurde aus dem retroviralen Vektor pHA-HPK1 wt N-term. subkloniert.

pKRSPA-HPK 1 M (46) N-term.
Dieses Expressionsplasmid kodiert fir den HA-markierten, N-terminalen Teil der Kinase-

inaktiven Form der humanen HPK1 (aa 2-385) und wurde aus dem retroviralen Vektor
pHA-HPK1 M(46) N-term. subkloniert.

pKRSPA-HPK 1wt C-term.
Dieses eukaryontische Expressionsplasmid kodiert fir den HA-markierten, C-terminalen Teil

der wildtypischen humanen HPK1 (aa 386-833) und wurde aus dem retroviralen Vektor
pHA-HPK 1 wt C-term. subkloniert.

PpKRSPA-HPK1AS
Dieses eukaryontische Expressionsplasmid kodiert fir einen “antisense” (AS)-Vektor der

humanen HPK1 (aa 386-2) und wurde aus dem retroviralen Konstrukt pHA-HPK1 AS

subkloniert.

pUC57-NFATp
Dieser eukaryontische Expressionsvektor kodiert fir das murine NFATp (aa 6-922), das in

die Eco321-Restriktionsschnittstelle des pUC57 (MBI -Fermentas) kloniert wurde.

Die pCl-neo (Promega) basierenden Expressionsplasmide fir die FLAG-markierten cDNA"s
der wildtypischen HPK1 (pCl-neo-HPK1(wt)) und der Kinase-inaktiven Form mit einer
Mutation der Aminosaure 46 Lysin zu Methionin (pCl-neo-HPK 1(M 46)) wurden uns freund-
licherweise von Dr. Stephan M. Feller (Institut fir Medizinische Strahlenkunde und Zell-
forschung der Universitdt Wuirzburg) zur Verfligung gestellt. Nahere Informationen zur
Klonierung der cDNA"s (aa 1-834) und Mutagenese sind unter Hu et al. (1996) zu finden.

2.7.3. Expressionsvektoren fir bakterielle GST-Fusionsproteine

PGEX GST c-Juns.gy

Dieses prokaryontische Expressionsplasmid ist ein Derivat des pGEX (Amersham Pharmacia
Biotech) und kodiert flr das wildtypische murine c-Jun (aa 5-89), das als GST-gekoppeltes
Protein exprimiert wird und aufgereinigt werden kann [Smith und Johnson, 1988]. Es wurde
uns freundlicherweise von Dr. Jm Woodgett (Amgen Research Institute, Toronto, Kanada),
in dessen Labor dieses Plasmid konstruiert wurde, zur Verfigung gestellt [Kyriakis et al.,
1994, Sanchez et al., 1994].
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2.7.4. Reporterplasmide fur Luziferase-Assays

p c-myb/kB-TATA luc

Dieses Reporterplasmid fir Luziferase-Assays ist ein pTATA luc’-Derivat [Altschmied und
Duschl, 1997]. Es entstand durch Insertion von 3 Kopien einer NFkB-Erkennungssequenz aus
dem murinen intronischen Enhancer des c-myb-Gens [Suhasini et al., 1997] in die Sal-
Restriktionsschnittstelle des pTATA luc’-Plasmids.

4xPu-bg-TATA luc

Dieses Reporterplasmid fir Luziferase-Assays ist ein pTATA luc’-Derivat [Altschmied und
Duschl, 1997]. Es entstand durch Insertion von 4 Kopien der P1/Pu-bg, einer komplexen
NFAT/AP-1-Erkennungssequenz aus dem murinen IL-4-Promotor [Chuvpilo et al., 1993], in
die Sall-Restriktionsschnittstelle des pTATA luc’-Plasmids. Neben NFAT/AP-1 kénnen auch
Oktamer-Faktoren und C/EBP an die P1/Pu-bg binden.

2.8. Nahrmedien

2.8.1. Flussigmedien und Agarplatten fur die Bakterienkultur

2XYT-Medium
2-YT Broth (GibcoBRL) 319

auf 1000 ml mit ddH-,O auffullen, nach dem Autoklavieren sowie Abkihlen auf
ca. 60°C eventuelle Zugabe von Antibiotika.

oder

2XYT-Medium
Bacto-Trypton 169
Hefe-Extrakt 109
NaCl 109

pH-Wert mit 10 M NaOH (~ 200 pl) auf 7,0 einstellen

auf 1000 ml mit ddH-,O auffullen, nach dem Autoklavieren sowie Abkihlen auf
ca. 60°C eventuelle Zugabe von Antibiotika.

2xY T-Agarplatten

2-YT Broth (GibcoBRL) 31g
Agar-Agar 129

auf 1000 ml mit ddH-O auffullen, nach dem Autoklavieren sowie Abkuhlen auf
ca. 60°C eventuelle Zugabe von Antibiotika.
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oder

2xY T-Agarplatten

Bacto-Trypton 16g
Hefe-Extrakt 109
NaCl 109

pH-Wert mit 10 M NaOH (~ 200 pl) auf 7,0 einstellen

auf 1000 ml mit ddH-,O auffullen, nach dem Autoklavieren sowie Abkihlen auf
ca. 60°C eventuelle Zugabe von Antibiotika.

LB-Medium
Bacto-Trypton 10g
Hefe-Extrakt 59
NaCl 10g

pH-Wert mit 10 M NaOH (~ 200 ul) auf 7,0 einstellen, auf 1000 ml mit ddH,O auffillen,
nach dem Autoklavieren sowie Abkihlen auf ca. 60°C eventuelle Zugabe von Antibiotika.

L B-Agarplatten
Bacto-Trypton 109
Hefe-Extrakt 59
NaCl 109
Agar-Agar 129

pH-Wert mit 10 M NaOH (~ 200 ul) auf 7,0 einstellen, auf 1000 ml mit ddH,O auffillen,
nach dem Autoklavieren sowie Abkihlen auf ca. 60°C eventuelle Zugabe von Antibiotika.

SOB-Medium
Bacto-Trypton 209
Hefe-Extrakt 59
NaCl 0549

pH-Wert mit 10 M NaOH (~ 100 pl) auf 7,0 einstellen, auf 1000 ml mit ddH»O auffillen,
nach dem Autoklavieren und vor Verwendung Zugabe von:

MgCl, (1 M) 10 ml
MgSO; e 7H,0 (1 M) 10 ml

SOB-Agarplatten

Bacto-Trypton 2049
Hefe-Extrakt 59
NaCl 05¢g
Agar-Agar 129

pH-Wert mit 10 M NaOH (~ 100 pl) auf 7,0 einstellen, auf 1000 ml mit ddH,O auffillen,
nach dem Autoklavieren und vor Verwendung Zugabe von:

MgCl, (1 M) 10 ml
MgSO; e 7H,0 (1 M) 10 ml

75



2. Material und Methoden

2.8.2. Zellzucht-Kulturmedien

Suspensions-Zelllinien (Jurkat, U-937, EL-4, WEHI-231)

RPMI 1640 Fertigmedium 11
FCS (fur Jurkat, EL-4) 5%
FCS (fur U-937, WEHI-231) 10%
L-Glutamin (200 mM) 5mi
Penicillin (10.000 1U/ ml), Streptomycinsulfat (10 mg/ ml) 6ml
bei EL-4, WEHI-231
B-Mercaptoethanol (50 mM) 1ml
adhérente Zelllinie (293T)
D-MEM Fertigmedium (Dulbecco’s modifiziertes Eagle-Medium) 500 mi
FCS 10%
L-Glutamin (200 mM) 5mi
Penicillin (10.000 IU/ ml), Streptomycinsulfat (10 mg/ ml) 3ml
B-Mercaptoethanol (50 mM) 500 pl
Natrium-Pyruvat (100 mM) 5mi
Hepes (1 M) 5mi
primére murine T-Zellen (CD4")
X-VIVO 15 500 ml
FCS 10 %
L-Glutamin (200 mM) 5mi
Penicillin (10.000 IU/ ml), Streptomycinsulfat (10 mg/ ml) 3ml
B-Mercaptoethanol (50 mM) 500 pl
Natrium-Pyruvat (100 mM) 5mi
Hepes (1 M) 5ml
MEM (Non-essential amino acids, 100x) 5ml
primére murine dendritische Zellen der Milz
RPMI 1640 DUTCH modifiziert (20 mM Hepes, 1 g/ | Na-Bicarbonat) 11
FCS 10%
L-Glutamin (200 mM) 10 ml
Penicillin (10.000 1U/ ml), Streptomycinsulfat (10 mg/ ml) 6 mi
2.9. Antibiotika
— Ampicillin (Stock: 100 mg/ ml), Endkonz. 100 pg/ ml Hoechst
— Stock: Penicillin (10.000 U/ ml)/ Streptomycinsulfat (10 mg/ ml) Hoechst
— Zeocin (Stock: 100 mg/ ml), Endkonz. 200 pg/ ml bis 400 pg/ mi InvitroGen
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2.10. Bakterien

Die Bakterien wurden von Stratagene bezogen und wie unter 2.16.1. und 2.16.2. beschrieben
weiterbehandelt. In alen hier verwendeten Stdmmen von Escherichia coli (E.coli) wird die

genetische Rekombination aufgrund einer Mutation im recA-Gen unterdrickt.

Zur Vermehrung der retroviralen Expressionsvektoren und von Plasmiden mit einer Grofe ab
9 Kilobasenpaare (kB) und grofder wurde der hochkompetente Stamm XL 10-Gold™ verwen-
det. In diesen Zellen wird eine hohere Ausbeute und Reinheit der Plasmid-DNA durch eine
Deletion des EndA-Gens erreicht. Aullerdem erlaubt die Deletion aller bekannten K12-
Restriktionssysteme das Klonieren methylierter DNA. Zur Vermehrung von kleineren Plas-

miden (3-9 kB) wurde der Stamm DH5a, mit den entsprechenden V ektoren transformiert.

Zur Expression rekombinanter GST-Fusionsproteine wurde der Stamm BL 21 verwendet, da
in diesem die Proteine relativ stabil sind (deletierte Proteasen OmpT, Lon) und hoch expri-

miert werden.

2.11. Gewebekulturzellen

Alle Gewebekulturzellen wurden Uber die Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen (DSMZ), die Europédische Sammlung von Zellkulturen (ECACC) oder die
»American Type Culture Collection* (ATCC) bezogen.

Jurkat T-Zellen wurden von einem Patienten mit akuter T-Zell-Leukémie isoliert. Esist eine
pseudodiploide Zelllinie, die nach Stimulation mit Phorbolester und anderen Lektinen (Adhé&
sionsmolekille) oder monoklonalen Antikdrpern gegen den T3-T-Zell-Rezeptor (TZR) grof3e
Mengen an Interleukin-2 (IL-2) synthetisiert [Weiss et al., 1984]. Die Produktion von huma-
nem Interferon y (IFNy) kann ebenfalls induziert werden (DSMZ Nr. ACC 282).

U-937-Zellen sind eine in Einzelzellen wachsende Suspensionskultur und wurden aus einem
humanen histiozytéren Lymphom gewonnen. Aufgrund verschiedener Marker, wie F.-Rezep-
toren (FCR), Rezeptoren fur den Komplementfaktor 3 (CR3) und ihrer Fahigkeit zur Phago-
zytose von Latexpartikeln sowie Antikorper (Ak)-beschichteten Erythrozyten wurden diese
Zellen als eine Linie von Vorlauferzellen monozytérer Phagozyten charakterisiert [ Sundstrom
und Nilsson, 1976]. Sie haben eine hohe Vermehrungsrate und heterogene Gestalt (DSMZ Nr.
ACCH).
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293-Zellen wurden aus priméren humanen embryonalen Nierenzellen nach einer Transforma-
tion durch einen Adenovirus des Types 5 (Ad 5) etabliert [Graham et al., 1977]. Diese Zéll-
linie, die sowohl adhérent als auch in bewegten Suspensionskulturen wachst, ist auch unter
den Bezeichnungen HEK 293 oder nach Einfligung des SV40-T-Antigens as 293T bekannt
(DSMZ Nr. ACC 305).

EL-4 T-Zellen wurden aus einem murinen, mittels 9,10-dimethyl-1,2-benzanthrazen indu-
zierten T-Zell-Lymphom etabliert. Nach einer Phorbolester-Stimulation sekretiert diese Zell-
linie Zytokine wie IL-2, IL-3, IL-4 und IL-10 sowie den Granulozyten-Makrophagen
Kolonie-stimulierenden Faktor (GM-CSF) (ATCC Nr. TIB-39).

WEHI-231-Z€ellen wurden aus einem murinen, durch Mineraldl induziertem B-Zell-Lym-
phom in einer (BALB/cxNZB) F1-Maus etabliert. Diese lymphoblastische Zéelllinie
exprimiert IgM auf der Zelloberflache. Die Sekretion von IgM kann Uber LPS-Stimulation
induziert werden (ATCC Nr. CRL 1702; ECACC 85022107).

Primare murine CD4-positive (CD4") T-Zellen wurden aus den Lymphknoten von
DO11.10 TZR-transgenen (tg) Balb/c Mausen [Murphy et al., 1990], C57 Black 6 Mausen
oder C57 Black 6 Mausen, die defizient fir NFATp [Hodge et al., 1996b; Xanthoudakis et al.,
1996; Schuh et al., 1998b] bzw. NFATp und NFAT 4 [Ranger et al., 1998a] sind, nach der
unter 2.15.5. beschriebenen Methode isoliert.

2.12. Verbrauchsmaterialen

— 1,5 ml Reagiergeféide

—2 ml Reagiergefdlie

— 6-well Gewebekulturplatten

— 12-well Gewebekulturplatten

— 24-well Gewebekulturplatten

— 15 ml/ 50 ml Polypropylenréhrchen
—2 ml Kryotubes

— Einmalkanllen (26G 3g; 0,45 x 10 mm)
— Einmalkilivetten

— Einmalspritzen (1 ml, 20 ml, 20 ml)

— FACS-Rohrchen

— Gewebekulturflaschen (50, 250, 500 ml))

Sarstedt, Eppendorf
Eppendorf

Greiner bio-one
Greiner bio-one
Greiner bio-one, Falcon
Greiner bio-one, Nunc
Greiner bio-one
Hartenstein
Hartenstein
Hartenstein
Hartenstein

Greiner bio-one

78



2. Material und Methoden

— Gewebekulturschalen (60 mm, 90 mm) Falcon, Greiner bio-one
— Glaswaren Schott

— Nitrozellulose Membran Schleicher & Schuell
— Parafilm Hartenstein

— Pipettenspitzen Eppendorf

— Rontgenfilme (13x18 cm, BioMax) Kodak

— Serologische Pipetten Sarstedt

— Sterilfilter (0,2 uM/ 0,45 pM) Schleicher & Schuell
—Whatman Papier Hartenstein

— Zéellsiebe (70 uM) Falcon/ Laborbedarf Schubert
2.13. Gerate

— Autoklav Stiefenhofer

— Blotgerét TransphorLid Hoefer

— Brutschranke Nunc, Heraeus

— DNA-Sequenzierer 373A Perkin Elmer

— Eismaschine Genheimer

— Fluoreszenzmikroskop (Diaux 20) Leica

— Gefrierschranke (-20°C; -70°C) Privileg, Bosch, Liebherr; Heraeus
— Geldokumentationssystem Herolab

— Gelkammern Stratagene, Hoefer

— Geltrockner BioRad, Hartenstein
— Heizbl6cke Hartenstein

— Kuhlzentrifugen Heraeus

— Lichtmikroskope Olympus, Leica

— Luminometer Berthold

— Mikroliter Pipetten Eppendorf, Brand

— Mikrozentrifugen Eppendorf

— PCR-Maschinen Perkin ElImer, MWG
— pH-Meter Ingold, Hartenstein
— Phospho-Imager Molecular Dynamics
— Quarzkiivetten Hellma

— Rontgen-Verstarkerfolie DuPont
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— Rotoren (JA-10, JA-14) Beckman

— Schittelinkubator Hartenstein, New Brunswick
— Scintillations-M ef3gerét Canberra Packard

— Spannungsgquelle Amersham Pharmacia Biotech
— Spektral photometer Amersham Pharmacia Biotech
— Sterilbank Heraeus, Gelaire

— Stickstoff-Tanks tec-lab

— Ultrazentrifuge Beckman
—UV-Stimulationsgerdt UV T-20M Herolab

— Vortexer Hartenstein

—Waage Precisa300 MC Sartorius, Hartenstein

— Wasserbader Hartenstein

— Wasser-Entsalzungsanlage (MilliQ-Plus) Millipore

— Westernbl ot-Apparatur Hoefer

— Zahlkammer (Neubauer improved) Brand

2.14. Angaben zu den Herstellern

Alexis Biochemicals Deutschland GmbH, Grinberg, BRDeutschland
American Type Culture Collection (ATCC), Manassas, VA,USA
Amersham Phar macia Biotech, Freiburg, BRDeutschland
AppliChem GmbH, Darmstadt, BRDeutschland

BADbCO (Berkeley Antibody Company), Richmond, CA, USA

BD PharMingen (BD Biosciences), Heidelberg, BRDeutschland; San Diego, CA, USA
Beckman, Palo Alto, CA, USA

Berthold Detection Systems GmbH, Pforzheim, BRDeutschland
Bio Rad Laboratories, Minchen, BRDeutschland

Bio Whittaker Inc., Verviers, Belgien

Boehringer-1ngelheim, Ingelheim, BRDeutschland

Bosch, Robert Bosch GmbH, Stuttgart, BRDeutschland

Brand GmbH + Co. KG, Wertheim aM., BRDeutschland
Calbiochem-Novabiochem AG, Bad Soden, BRDeutschland
Canberra Packard, Frankfurt a.M., BRDeutschland

Carl Roth GmbH + Co., Karlsruhe, BRDeutschland
CEDARLANE®, Hornby, Ontario, Kanada
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Cell Signaling Technology, Beverly, MA, USA

Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSM Z),
Braunschweig, BRDeutschland

Dianova, Hamburg, BRDeutschland
DuPont Performance Coatings Herberts GmbH & Co. KG, Wuppertal, BRDeutschland

ECACC (CAMR Centre for Applied Microbiology & Research), Salisbury, Wiltshire,
England

Eppendorf, Hamburg, BRDeutschland

Falcon™ (BD Biosciences), Heidelberg, BRDeutschland; Boston, Massachusetts, USA
Fluka, Neu-Ulm, BRDeutschland

Gelaire Flow Laboratories, Opera, Italien

Genheimer GmbH, Hettstadt, BRDeutschland

Genomed GmbH, Bad Oeynhausen, BRDeutschland

GibcoBRL Life Technologies, Karlsruhe / Eggenstein, BRDeutschland
Greiner bio-one, Frickenhausen, BRDeutschland

Hartenstein, Wirzburg, BRDeutschland

Hellma, Muhlheim/ Baden, BRDeutschland

Her aeus, Hanau, BRDeutschland

Herolab GmbH Laborgerate, Wiesloch, BRDeutschland

Hoechst AG (Aventis), Frankfurt aM., BRDeutschland

Hoefer (Amersham Pharmacia Biotech), Freiburg, BRDeutschland
Ingold (Merck Eurolab), Darmstadt, BRDeutschland

I nvitrogen, Groningen, Niederland

Jerini AG, Berlin, BRDeutschland

Kodak, Stuttgart, BRDeutschland

L aborbedarf Schubert, Wackersdorf, BRDeutschland

L eica Microsystems AG, Wetzlar, BRDeutschland

Liebherr Hausgerdte GmbH, Ochsenhausen, BRDeutschland

M acherey-Nagel GmbH & Co. KG, Duren, BRDeutschland

M BI-Fermentas GmbH, St. Leon-Rot, BRDeutschland

Merck Eurolab (VWR International Inc.), Darmstadt, BRDeutschland
Millipore GmbH, Eschborn, BRDeutschland

Molecular Dynamics (Amersham Pharmacia Biotech); Freiburg, BRDeutschland,;
Buckinghamshire, England

MW G-Biotech, Ebersberg, BRDeutschland
NEB (New England Biolabs) GmbH, Frankfurt, BRDeutschland
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New Brunswick Scientific, New Brunswick, NJ, USA

Novartis Pharma GmbH (Sandoz), Nurnberg, BRDeutschland

Nunc, Wiesbaden-Biebrich, BRDeutschland

Olympus Optical GmbH, Hamburg, BRDeutschland

Peglab Biotechnologie GmbH, Erlangen, BRDeutschland

Perkin Elmer Applied Biosystems GmbH (ABI), Weiterstadt, BRDeutschland
Privileg, Quelle AG, Furth, BRDeutschland

Quiagen GmbH, Hilden, BRDeutschland

Roche Applied Science, Mannheim, BRDeutschland

Saliter, JM. Gabler Saliter GmbH & Co. KG - Milchwerk, Obergiinzburg, BRDeutschland
Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz CA, USA

Sar stedt, Nurnbrecht, BRDeutschland

Sartorius, Gottingen, BRDeutschland

Schleicher & Schuell GmbH, Dassel, BRDeutschland

Schott-Glas, Mainz, BRDeutschland

Serva Feinbiochemica GmbH & Co KG, Heidelberg, BRDeutschland

Sigma Aldrich, Taufkirchen, BRDeutschland

Stiefenhofer C. GmbH, Peiting, BRDeutschland

Stratagene Europe, Amsterdam, Niederland

tec-lab, Konigstein/ Ts., BRDeutschland

2.15. Zellkultur und zellbiologische Methoden

2.15.1. Lagerung und Kultivierung verwendeter Zelllinien

Alle Zdlkulturarbeiten und Stimulationen wurden unter einer Sterilbank ausgefihrt. Die in
2 ml-Kryotubes in fliissigem Stickstoff aufbewahrten Zellen (6,0 x 10° ml™ Einfriermedium)
wurden in 37 °C warmen Wasser aufgetaut und die Zellsuspension in ein mit 10 ml Kompl ett-
medium gefllltes 15 ml Polypropylenréhrchen pipettiert. Nach der Zentrifugation (200 g,
8 min, RT) wurden die Zellen in Komplettmedium resuspendiert, gezahlt (Neubauer-Zahl-
kammer, Trypanblau-Ausschlussmethode) und in Gewebekulturgeféie Gberfihrt. Die Kulti-
vierung erfolgte bei 37 °C, 5% CO,-Atmosphare und 95 % L uftfeuchtigkeit in einem Brut-
schrank. Das komplette Zellkulturmedium wurde wachstumsabhangig alle 2 bis 4 Tage
erneuert. Die adharenten 293T-Zellen wurden nach Waschen mit PBS durch Zugabe von 2 mi

Trypsin-EDTA pro 90 mm Gewebekulturschale und 3-minitigem Einwirken von den Kultur-
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gefélden gelost und nach einmaligem Waschen mit Komplettmedium (200 g, 8 min, 10 °C) in
einem Verhaltnis von 1:3 bis 1:5 neu ausgesét.
2.15.2. Induktion der Zellen

Im folgenden Abschnitt werden die Konzentrationen fur die optimale Stimulation bzw.

Suppression von Gewebekulturzellen und priméren Zellen mit unterschiedlichen Stimuli

angegeben:

TPA: 20 ng/ ml zur Stimulation von Zellen der Zelllinien EL-4 und 293T,
10 ng/ ml fur primére Zellen und Zellen der Zelllinie Jurkat

lonomycin: 1 mM/ ml zur Stimulation von Zellen der Zelllinien EL-4 und 293T,

0,5 mM fir priméare Zellen und Zellen der Zelllinie Jurkat

Cyclosporin A: 100 ng/ ml zur Behandlung von Zelllinien und priméren Zellen

Die Zellen wurden zwischen 2-24 h mit den angegebenen Induktoren inkubiert.

2.15.3. Transiente Transfektionen

Zur transienten Transfektion eukaryontischer Zellen wurden die Transfektionsreagenzien
SuperFect™ bei Suspensionszellen (Jurkat, EL-4) und PolyFect™ bei adhdrenten Zellen
(293T) der Firma Quiagen nach Angaben des Herstellers verwendet. Zwei Stunden vor der
Transfektion wurden in eine 6-well Gewebekulturplatte pro Kavité 2,5ml in Suspension
wachsende Zellen (5x 10° ml™) pipettiert. Die 293T-Zellen wurden einen Tag zuvor ge-
splittet, wobei pro Kavitdt einer 6-well Gewebekulturplatte 7,5x 10° Zellen eingesetzt
wurden. Der Transfektionsansatz setzte sich aus bis zu 4 ug Plasmid-DNA in 75yl FKS-
frelem Zellkulturmedium und 6 pl Transfektionsreagenz zusammen. Nach kurzem Vortexen
des Ansatzes und 5-10 min Inkubation bei RT wurde der Ansatz entweder direkt zu den
Zellen (Suspensionskultur) gegeben oder das Medium vor Zugabe des Transfektionsansatzes
verworfen und der Ansatz vorsichtig in 25 ml neuem Medium den Zellen zugegeben
(adhérente Zellen). Nach 24-48 h Inkubation im Brutschrank (37 °C, 5% CO,-Atmosphéare
und 95 % L uftfeuchtigkeit) konnten die Zellen nach Bedarf stimuliert werden (s. 2.15.2. und
2.15.7.1).
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2.15.4. Beschichtung von Gewebekulturplatten mit aCD3- oder aCD95-Antikorpern

Es wurden 24-well Gewebekulturplatten nach folgendem Schema mit jeweils 1 ml pro Kavitét
der entsprechenden Antikorperl6sungen (Ak-Lsg.) in 50 mM Tris/HCI (pH 8,5) beschichtet:

Erster Ak Ziege-anti-Armenischer Hamster 1gG (30 pg/ ml)
Ak-Lsg. entfernen, zweimal mit komplettem Medium waschen

Zweiter Ak Armenischer Hamster-anti-Maus CD3e (5 pg/ ml)

oder Armenischer Hamster-anti-Maus CD95 (5 pg/ ml)

Ak-Lsg. entfernen, zweimal mit komplettem Medium waschen

Die Beschichtung erfolgte durch jewells 24 h-ige Inkubation bei 4 °C unter leichtem
Schitteln. Die Gewebekulturplatten wurden entweder sofort fur die Stimulation verwendet

oder bis zur Verwendung bei —70 °C aufbewahrt.

2.15.5. Préparation und Stimulation von CD4" T-Lymphozyten

Die Isolation und Aktivierung der CD4" T-Zellen der DO11.10 TZR-transgenen (tg) Balb/c-
Maéause erfolgte in Zusammenarbeit und mit Hilfe von Frau Brigitte Santner-Nanan (Institut
far Virologie und Immunbiologie der Universitét Wirzburg) [Santner-Nanan et al., 1998] und
Mithilesh Kumar Jha (dieses Labor). Alle Schritte erfolgten dabei unter sterilen Bedingungen.

2.15.5.1. Isolation von Lymphknotenzellen

Die 6-8 Wochen alten Méause wurden durch zervikale Dislokation (Genickbruch) getotet, mit
70 %-igem Ethanol benetzt und die Lymphknoten entnommen. Diese wurden in sterile 6-
well-Gewebekulturschalen mit komplettem RPMI 1640 (4°C, auf Eis) uberfihrt.
Anschlief3end wurden die Lymphknoten durch ein Zellsieb (70 uM) gerieben und dreimal mit
50 ml PBS -Ca**/-Mg?* (2 % FKS) gewaschen (200 g, 8 min, 4 °C).

2.15.5.2. Anreicherung von CD4" T-Zellen

Zu diesem Zweck wurde ein Aufreinigungskit fir murine CD4" T-Zellen verwendet. Die
Methode basiert auf der Negativselektion unerwiinschter Zellpopulationen (CD8" Zellen,
B-Zellen) iiber eine Saule. Auf diese kdnnen ca. 1 x 10° Zellen geladen werden, was in etwa

den Lymphknotenzellen dreier Mé&use entspricht.
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2.15.5.3. Anreicherung dendritischer Zellen der Milz

Die Milzen wurden nach Entnahme zunéchst in eine mit komplettem DUTCH-modifiziertem
RPMI 1640 gefiillte Gewebekulturschale (60 mm) gegeben, mit einer chirurgischen Pinzette
in Stiicke zerteilt, suspendiert und mit 50 ml Medium gewaschen (200 g, 8 min, 4 °C). An-
schlief3end wurde das in 8 ml Medium (2 Milzen) aufgenommene Zellsediment fir 10-14 hin
50 ml Gewebekulturflaschen inkubiert (37 °C, 5% CO,-Atmosphére und 95 % L uftfeuch-
tigkeit). Die nicht-adh&renten Zellen wurden danach in einem 15 ml Polypropylenréhrchen
vorsichtig Gber 2 ml Metrizamid-L6sung (14,5 % Metrizamid in komplettem DUTCH-modifi-
ziertem RPMI 1640) geschichtet und zentrifugiert (250 g, 10 min, RT, ohne Bremse). Die
Interphasen-Zellen wurden in 50 ml Medium gewaschen (200 g, 8 min, RT), das Pellet in
1ml Medium resuspendiert und mit 2000rad bestrahlt. Anschliefend wurden die
dendritischen Zellen (DZ’s) wie zuvor gewaschen, gezdhlt und auf die gewinschte Zelldichte
eingestellt.

2.15.5.4. T-Helferzell-Aktivierung und -Differenzierung

2.15.5.4.1. T-Zel-Simulation mit «CD3- und «CD28-Antikorpern

CD4" T-Zellen (3x10°mli™) wurden auf Eis mit I8slichem aCD28-spezifischem Ak
(20 pg/ ml in komplettem X-VIVO 15 mit Zusatz von 100 pg rekombinantem [L-2) 10 min
leicht schiittelnd inkubiert. In die Kavitét einer mit a CD3-spezifischem Ak beschichteten 24-
well Gewebekulturplatte (s. 2.15.4.) wurden anschlief3end 300 pl dieser Zellsuspension pipet-
tiert und die T-Zellen fir 24 h im Brutschrank inkubiert (37 °C, 5 % CO,-Atmosphére und
95% Luftfeuchtigkeit), bevor die so ,geprimten* Zellen mit retroviralen Uberstanden

infiziert werden konnten.

2.155.4.2. T-Zdl-Simulation mit OVA-Peptid

Fir diese Form der Aktivierung wurden die angereicherten CD4" T-Zellen von DO11.10
TZR-tg Balb/c-Mausen verwendet, welche in komplettem X-VIVO 15 kultiviert wurden. Die
T-Zellen wurden bei einer Zellkonzentration von 5 x 10° mi™ gemeinsam mit teilungsinakti-
vierten antigenprésentierenden DZ’s (5 x 10° ml™) in 24-well Gewebekulturplatten in einem
Totalvolumen von 2ml je Kavitéat kultiviert. Dabel wurden jeweils 4 ug OV A-Peptid und
200 pg rekombinantes IL-2 zugegeben. Nach 24 h-iger Inkubation im Brutschrank (37 °C,
5 % CO,-Atmosphéare und 95 % Luftfeuchtigkeit) konnten die so ,geprimten” Zellen mit

retroviralen Uberstanden infiziert werden.
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2.15.5.4.3. T-Z€ll-Differenzierung
Die angereicherten CD4" T-Zellen von DO11.10 TZR-tg Balb/c-M&usen wurden bei einer

Zellkonzentration von 5 x 10° mI™ gemeinsam mit teilungsinaktivierten antigenprésentieren-
den DZ’s (5 x 10* ml™) in 24-well Gewebekulturplatten in komplettem X-VIVO 15 in einem
Totalvolumen von 2 ml je Kavitét kultiviert. Dabel wurden jeweils 4 pg OV A-Peptid und die
folgenden Zytokine bzw. Antikérper zugegeben:

Differenzierung zu
THO-Zéellen Trl-Zellen Th2-Zellen
riL-2 (200 pg) riL-2 (200 pg) riL-4 (12 ng)
anti 1L-4 (20 Q) riL-12 (20 ng) anti IFNy (20 pg)
anti IFNy (20 pg) anti I1L-4 (20 pg)

Die Zellen wurden zur Differenzierung im Brutschrank (37 °C, 5 % CO,-Atmosphéare und
95 % Luftfeuchtigkeit) 5-7 Tage kultiviert, wobel je nach Proliferation das Medium mit den
Zytokinen bzw. Antikérpern - aber ohne OV A-Peptid - teilweise (30-50 %) erneuert wurde.

Eine Infektion mit retroviralen Uberstanden war nach 24 h-iger Inkubation mdglich.

2.15.6. Herstellung rekombinanter Retroviren und Infektion der Zielzellen

Die Herstellung rekombinanter Retroviren und Infektion von Zielzellen [Kuss et al., 1999]
erfolgte in Zusammenarbeit und mit Hilfe von Frau Christa Kraus und Dr. Ingolf Berberich
(beide Institut fur Virologie und Immunbiologie der Universitdt Wirzburg). Alle Schritte

erfolgten dabel unter sterilen Bedingungen.

2.15.6.1. Kotransfektion in 293T-Zellen
Am Vortag gesplittete (12-18 h) und zu 50-60 % konfluente 293T-Zellen wurden in 90 mm

Gewebekulturschalen mit SuperFect™ oder PolyFect™ nach einem leicht modifiziertem Her-
stellerprotokoll transfiziert. Dazu wurden pro Schale in einem 15 ml Polypropylenréhrchen

folgende V olumina pippettiert:

9ugpHIT 60 (retroviraesVerpackungsplasmid; kodiert fur gag, pol)

und 9 ug pHIT 123 (retrovirales Verpackungsplasmid; kodiert fir env;
Infektion von primaren murinen CD4" T-Zellen, WEHI-231)
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oder 9 ug pHIT 456 (retrovirales Verpackungsplasmid; kodiert fir env;
Infektion von Jurkat, EL-4, U-937, WEHI-231)

und 15 ugretroviraler Expressionsvektor (z.B. pHA-HPK1 wt)
mit RPM1 1640 (ohne FKS!) auf 700 pl auffillen und resuspendieren,
Zugabe von 55 ul SuperFect™ oder PolyFect™, kurz vortexen,

zur Komplexbildung 10 min bei RT inkubieren, Zugabe von 4 ml komplettem DMEM.

Anschlief?end wurde das komplette DMEM vorsichtig aus den 293T-Gewebekulturschalen
entfernt und die Zellen mit dem Transfektionsansatz Uberschichtet. Nach einer Inkubation von
6 bis 12 h im Brutschrank (37 °C, 5% CO,-Atmosphéare und 95 % L uftfeuchtigkeit) wurde
der Transfektionsansatz verworfen und 6 ml komplettes Zellkulturmedium zu den Zellen ge-

geben.

2.15.6.2. Ernteund Lagerung der retroviralen Uberstande
Jeweils 24 h, 48 h und 72 h nach der Transfektion mit den zwei retroviralen Verpackungs-

und dem retroviralen Expressionsplasmid konnten die Retroviren-enthaltenden Zellkultur-
Ubersténde abgenommen werden. Dazu wurde der Zellkulturiberstand mit einer 10 ml Ein-
mal spritze entfernt und durch einen Sterilfilter (0,45 uM) passiert, um Kontaminationen mit
293T-Zellen zu vermeiden. Den filtrierten Uberstanden wurde Polybren (Stock: 10 pg/ pl) in
einer Endkonzentration von 10 pug/ ml zugegeben und vorsichtig gemischt. Aliquote der
Retroviren-enthaltenden Uberstande wurden in 2 ml Reagiergefaien bei —70 °C gelagert. Den
Zellen wurde vor der weiteren Inkubation im Brutschrank 6 ml neues, komplettes DMEM
zugegeben. Die Transfektionseffizienz konnte 48 h nach der Triple-Transfektion unter dem
Fluoreszenzmikroskop durch die Expression des EGFP (Verstérktes Grunfluoreszenzprotein)
Uberpruft werden. Sie sollte mindestens 60 % der 293T-Zellen betragen.

2.15.6.3. Infektion von WEHI-231 zur Kontrolle der retroviralen Uberstande
Zur Uberprifung der Qualitat der retroviralen Uberstande wurden WEHI-231 B-Zellen mit

kurz zuvor aufgetauten Aliquoten in 15 ml Polypropylenréhrchen infiziert. Dazu wurden
jeweils 2 x 10° Zellen mit 100 pl bzw. 1 ml der Retroviren-enthaltenden Uberstande in einem
Totalvolumen von 2 ml nach 10-mindtiger Inkubation bei RT zentrifugiert (1100 g, 150 min,
32 °C). Anschliefend wurde das Zellsediment in 2 ml komplettem RPMI 1640 resuspendiert,
in Kavitéten einer 12-well Gewebekulturschale Uberfihrt und 2 d im Brutschrank inkubiert.

Eine nachfolgende FACS-Analyse der EGFP-Expression gab Aufschluss Uber die Anzahl
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infizierter WEHI-231-Zellen. Dabei wurden Uberstande als gut bewertet, die eine Infektions-
rate von = 20 % (100 pl Uberstand) bzw. > 85 % (1 ml Uberstand) der infizierten Zellen auf-

wiesen. Diese wurden fur die Infektion der Zielzellen eingesetzt.

2.15.6.4. Infektion von Zielzellen

Die Zielzellen wurden in 50 ml Polypropylenréhrchen mit kurz zuvor aufgetauten Aliguoten
der retroviralen Uberstande (2-8 ml je Ansatz, Zielzell- und Virusbedingt) infiziert. Dazu
wurden 2 x 10° Zellen (Jurkat, EL-4, U-937) bzw. 1 x 10° Zellen (24 h zuvor stimulierte,
primére murine CD4" T-Zellen, s. 2.15.5.) in einem Volumen von 0,5 ml mit den getesteten,
retroviralen Uberstanden nach 10-minitiger Inkubation bei RT zentrifugiert (1100 g, 4 h,
32 °C). Anschlieffend wurde das Zellsediment in 2 ml komplettem Zellkulturmedium (fur
CD4" T-Zellen: X-VIVO 15 mit Zusatz von 100 pg/ ml rIL-2) resuspendiert, in die Kavitat
einer 12-well- (Jurkat, EL-4, U-937) bzw. 24-well Gewebekulturplatte (CD4" T-Zellen) iiber-
fuhrt und im Brutschrank inkubiert. Eine nach 36 h folgende FACS-Anayse der EGFP-
Expression (FL1-Height) gab Aufschluss Uber die Anzahl infizierter Zielzellen.

2.15.6.5. Zeocin-Selektion transduzierter Zelllinien

Die Expression des Zeocin-Resistenzgens durch die retroviralen Expressionsplasmide ver-
mittelt infizierten Zellen Resistenz gegeniiber Zeocin, wahrend nicht-infizierte Zellen durch
dieses Antibiotikum abgetotet werden. Es verbleibt eine transduzierte Zelllinie, die das

rekombinante Protein exprimiert.

Zwei Tage nach der Infektion wurden 2 x 10° Zellen in 2 ml komplettem Zellkulturmedium
suspendiert, dem 4 pl (Jurkat) bzw. 6 pl (EL-4, U-937) Zeocin-Stockldsung (100 mg/ ml)
zugesetzt war. Jeden zweiten Tag wurde ca. 75 % des Zeocin-enthaltenden Mediums erneuert,
die Anreicherung der transduzierten Zellen im FACS (EGFP-Expression) kontrolliert. Nach
ca. 7-12 Tagen wurde eine Reinheit von 98 % infizierter Zellen erreicht. Aliquote der Zellen
wurden eingefroren (Lagerung in flissigem Stickstoff) und die Zellen ohne Zeocin weiter

kultiviert.

2.15.7. Induktion und Nachweis des apoptotischen Zelltodes

2.15.7.1. Apoptose-Induktion

Die Zellsuspension wurde den Gewebekulturgeféen im exponentiellen Wachstum (mikros-
kopische Kontrolle der Kulturen) entnommen, die Zellen abzentrifugiert und mit RPMI1 1640
gewaschen (200g, 8 min, 10 °C). AnschlieRend wurden die Zellen in komplettem Zell-
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kulturmedium aufgenommen, die Zellzahl mit einer Neubauer-Zahlkammer bestimmt und die
Zellen in einer Endkonzentration von 0,5-1,0 x 10° je Milliliter eingesetzt. Als Kulturgefaie
fUr die Apoptose-Induktion dienten je nach bendtigter Zellzahl 6-well, 12-well oder 24-well
Gewebekulturplatten bzw. Gewebekulturflaschen. Nach der Zugabe des Apoptose-ausl dsen-
den Agens oder der Stimulation mit aCD3 bzw. aCD95 (aFas) wurden die Kulturgefélde bei
37 °C, 5 % CO,-Atmosphére, 95 % L uftfeuchtigkeit inkubiert und die Zellen nach den ange-

gebenen Zeitpunkten zur weiteren Analyse entnommen.

2.15.7.1.1. Apoptose-Induktion durch Wasser stoffperoxid (H205)

In das Zellkulturmedium wurden unterschiedliche H,O,-Konzentrationen (1,5mM bis
150 uM Endkonzentration im Ansatz) pipettiert. Die Wasserstoffperoxid-V erdiinnungen wur-
den frisch aus 30%-igem H,0, (12,875 M) in komplettem Zellkulturmedium hergestellt. Einer

Kontrolle wurde die gleiche Menge an Medium ohne Wasserstoffperoxid zugesetzt.

2.15.7.1.2. Apoptose-Induktion primdrer CD4" T-Lymphozyten mit «CD3-Antikorpern

Hierzu wurden primére murine T-Zellen auf zuvor mit Ziege-anti-armenischer Hamster 1gG
(primérer AK) und armenischer Hamster-anti-Maus CD3¢ (sekundarer Ak) beschichteten
24-well Gewebekulturplatten ausgesét. Die Zellen waren 3-5d zuvor mit aCD3/aCD28-
Antikorpern (s. 2.15.5.4.1.) oder mit OVA-Peptid (s. 2.15.5.4.2.) primér stimuliert worden.

2.15.7.1.3. Apoptose-Induktion primarer CD4" T-Lymphozyten mit «CD95-Antikorpern

Hierzu wurden primére murine T-Zellen auf zuvor mit Ziege-anti-armenischer Hamster 1gG
(primérer AK) und armenischer Hamster-anti-Maus CD95 (sekundérer Ak) beschichteten
24-well Gewebekulturplatten ausgesét. Die Zellen waren 3-5d zuvor mit aCD3/aCD28-
Antikérpern (s. 2.15.5.4.1.) primér stimuliert worden.

2.15.7.2. Bestimmung der Apoptoserate mittels SUbG;-Technik

Es wurde eine nach Hotz et al. (1994) modifizierte Methode, die sogenannte SubG;-Technik,
angewandt. Dabei wurden Uber Permeabiliserung der Membran leichtmolekulare DNA-
Fragmente extrahiert und die in den fixierten Zellen verbliebene DNA mit einem spezifischen
Fluoreszenzfarbstoff markiert. Mit Hilfe der durchflusszytometrischen Messung der
Fluoreszenz-Intensitét der Zellen ist ein Rickschluss auf den DNA-Gehalt moglich. Im DNA-
Histogramm bilden apoptotische Zellen vor dem Zellzyklus (Go/G, S, G2/M) einen Peak mit
vermindertem DNA-Gehalt, den sogenannten SubG;-Peak.
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Die zu untersuchenden Zellen (ca. 5 x 10°) wurden in 500 pl eiskaltem PBS aufgenommen.
Auf einem Vortexer wurde tropfenweise 3,0 ml des —20 °C kalten Fixierungspuffers zuge-
geben und die Proben Uber Nacht bei 4 °C inkubiert. Der Fixierpuffer wurde nach Zentrifu-
gation (200 g, 8 min, RT) abgesaugt, die Pellets in je 1,0 ml Extraktionspuffer resuspendiert
und in FACS-Rohrchen uberfihrt. Nach 20 min Inkubation bei RT wurden die Zellen
sedimentiert (200 g, 8 min, RT) und der Uberstand verworfen. Die Pellets wurden in je 400 pl
Farbepuffer, 25ul RNase-Lésung (10 mg/ ml) und 20 ul Propidiumjodid-Stammldsung
(1,0 mg/ ml) resuspendiert. Nach 30 min Inkubation im Dunkeln bel RT erfolgte die Messung
im FACScan (s.2.15.9.). Von jeweils 10.000 Zellen wurden Vorwérts- und Seitwarts-
Streulicht sowie die Rotfluoreszenz (FL 3-Area, -Width, -Height) aufgenommen und im DNA-
Histogramm (FL3-Height) der Anteil apoptotischer Zellen bestimmit.

2.15.7.3. Bestimmung der Apoptoserate durch Markierung mit Annexin V-PE

Der vaskul&re Gerinnungshemmer Annexin V ist ein Ca*-abhangig an Phospholipide binden-
des Protein mit hochster Affinitét fur Phosphatidylserin [Andree et al., 1990], das wahrend
des apoptotischen Zelltodes aktiv von der Innen- zur Aul3enseite der Zellmembran translo-
kalisiert wird [Fadok et al., 1992; Koopman et al., 1994].

Die Zellen (ca. 1 x 10°) wurden je einmal mit PBS und Annexin V-Bindepuffer gewaschen
(200 g, 8 min, 4 °C). Die Pellets wurden in 100 pl Annexin V-Bindepuffer aufgenommen und
in ein FACS-Rdéhrchen dberfihrt. Danach wurden die Proben mit 3 pl Annexin V-PE inku-
biert (20 min, RT, im Dunkeln). Nach Zugabe von 200 pl Bindepuffer wurde im FACScan
gemessen (s. 2.15.9.). Von 5.000 Zellen wurden logarithmisch die Grin- und Orange-
fluoreszenz (FL1-Height, FL2-Height, kompensiert) aufgenommen und im Dot Plot der

Antell apoptotischer Zellen bestimmit.

2.15.8. FACS-Farbung des zelluldren CD95 (Fas)-Liganden

Um die quantitative Expression des zellgebundenen CD95-Liganden (CD95L) auf infizierten,
primdren murinen CD4" T-Lymphozyten wahrend des Aktivierungs-induzierten Zelltodes
(AICD) zu ermitteln, wurden diese Zellen 3 d nach der Infektion auf aCD3-beschichteten
24-well Gewebekulturplatten restimuliert (s. 2.15.4. und 2.15.7.1.2.). Zu den angegebenen
Zeitpunkten (0-4 h) wurden die Zellen geerntet, 3 x 10° Zellen in FACS-Rohrchen tiberfiihrt
und zweimal mit 4 ml FACS-Waschpuffer gewaschen (250 g, 5min, 4 °C). Das Zellpellet
wurde in 50 pl des Biotin-konjugierten aFas-Liganden (1 pug) in FACS-Waschpuffer resus-
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pendiert und 1 h bei 4 °C inkubiert. Anschlief3end wurde, wie zuvor, zweimal mit 4 ml FACS-
Waschpuffer gewaschen, das Sediment in 50 pl Streptavidin-PE-L6sung (1:250 mit Wasch-
puffer verdinnt) resuspendiert und 45 min bei 4 °C im Dunkeln inkubiert. Nach erneutem
Waschen wurde im FACS der Anteil CD95L -exprimierender Zellen (FL2-Height) bestimmt.

2.15.9. Auswertung am FACScan

Die Proben wurden in einem FACScan™ (Becton Dickinson, San Jose, CA, USA) gemessen
und mit Hilfe der Software Cellquest™ ausgewertet. Zum Gerétesystem gehort ein 15 mwW

Argon-lonenlaser, der die Proben mit 488 nM anregt.

Abhangig von der angewandten Methode wurden folgende Parameter aufgenommen:

Vorwarts-Streulicht (FSC), Seitwarts-Streulicht (SSC) sowie die drel Fluoreszenzen FL1
(grun, BP 530/30 nm), FL2 (orange, BP 585/42 nm) und FL3 (rot, LP 650 nm), wobei je-
weils die Signalhdhe (z. B. FSC-Height) bestimmt wurde. Bel der SuG;-Technik wurden
zusétzlich das Signalintegral (FL3-Area) und die Signalbreite (FL3-Width) analysiert, um
in der zweiparametrischen Darstellung (Dot Plot) Zellaggregate auszuschlief3en und die
korrekte DNA-Menge zu bestimmen.

2.16. Molekularbiologische Methoden

2.16.1. Bakterienkulturen

2.16.1.1. Ubernachtkulturen

Bei den Ubernachtkulturen wurden Bakterien in Fliissigkulturen vermehrt, die als Vorkultur
zur Plasmid-Maxipraparation oder auch direkt for die Plasmid-Miniprdparation genutzt
wurden. Hierzu wurden 3 ml Flissigmedium (LB, 2YT oder SOB) mit einem geeigneten
Antibiotikum (Selektion transformierter Klone) in einem Reagenzglas entweder mit einer
Einzelkolonie oder mit 5-10 pl einer Erhaltungskultur (s.u.) angeimpft. Danach wurde die
Kultur 8-16 h bei 37 °C und 220 U/ min in einem Schiittler inkubiert.

2.16.1.2. Erhatungskulturen

Die Erhaltungskultur diente zur dauerhaften Verwahrung von Bakterienstammen bzw.
-klonen. Dafiir wurden in einem 2 ml Kryotube 800 pl einer dichtgewachsenen Ubernacht-
kultur (s.0.) mit 200 pl steriler 75 %-iger Glyzerinldsung gut vermischt, eingefroren und bei
-70 °C gelagert.
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2.16.2. Herstellung kompetenter Bakterien

Auf einer SOB-Agarplatte (ohne Antibiotika) wurden Bakterien (E.coli XL10-Gold™ oder
DH5a) ausgestrichen und Uber Nacht bei 37 °C inkubiert. Mit einer Impfése wurde ein Tell
der gewachsenen Bakterien in 500 ml SOB-Medium Uberfihrt. Diese Flussigkultur wurde bis
zu einer ODssp von 0,5 bis 0,55 bei 37 °C in einem Schittler inkubiert und anschlief3end
30 min auf Eis abgekuhlt. Die Bakterien wurden sedimentiert (250 g, 10 min, 4 °C), vorsich-
tig in 40 ml RF1-Puffer resuspendiert, 15 min auf Eis inkubiert und erneut sedimentiert
(250 g, 10 min, 4 °C). Die Zellen wurden danach vorsichtig in 7 ml RF2-Puffer resuspendiert
und fur weitere 15 min auf Eis inkubiert. Anschlief3end wurden 220 pl Aliquote in 1,5 ml
Reagiergefalen in einem Trockenels/Ethanol-Bad eingefroren. Die Aufbewahrung der nun
kompetenten Zellen erfolgte bel -70 °C.

2.16.3. Transformation kompetenter Bakterien

Zur DNA-Klonierung und Vermehrung von Plasmid-DNA wurden kompetente Bakterien mit
Vektoren transformiert. Dazu wurden 100 pl kompetente Bakterien in einem 1,5 ml Reagier-
gefald auf Eis mit der einzubringenden DNA (Ligationsansatz oder vorhandenes Plasmid)
vermischt und 30-45 min inkubiert. Durch Hitzeschock (90 s bei 42 °C im Wasserbad) und
nachfolgender Inkubation auf Eis (2 min) wurde die DNA in die kompetenten Zellen aufge-
nommen. Anschlief3end wurde der Transformationsansatz mit 900 pl LB-Medium auf einem
Schittler 45 min bel 37 °C inkubiert. Es folgte entweder ein Ausplattieren dieser Bakterien-
kultur auf Agarplatten oder das Animpfen einer weiteren Flissigkultur. In beiden Fallen
wurde ein geeignetes Antibiotikum (z.B. Ampicillin) zur Selektion der mit dem Plasmid

transformierten Bakterien verwendet.

2.16.4. Plasmidisolierung aus E.coli durch alkalische Lyse

2.16.4.1. Plasmidisolierung in analytischen Mengen (Mini-Praparation)

Die Isolation geringer Mengen Plasmid-DNA (<12 ug) vieler verschiedener bakterieller
Klone dient meist zur Analyse unbekannter Plasmide (neuer Konstrukte). Dazu wurde die
Plasmid-DNA aus 1-3 ml Ubernachtkultur unter Verwendung des Minipréparations-Kits der
Firma Genomed nach dem Herstellerprotokoll aufgereinigt. Die Methode basiert auf der
alkalischen Lyse der Bakterien sowie anschlief3ender Reinigung und Fallung der Plasmid-
DNA (sa 2.16.4.2). Diese kann in EB-Puffer (oder TE-Puffer) gelost weiter analysiert
werden (z.B. Restriktionshydrolyse, Sequenzierung).
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2.16.4.2. Plasmidisolierung in praparativen Mengen (Maxi-Préparation)

Auch bei der Maxiprdparation von bekannter Plasmid-DNA (100 pg bis 1 mg) wurde die
Methode der alkalischen Lyse angewandt. Dazu wurden 500 pl Ubernacht- oder Erhaltungs-
kultur in 100-500 ml Antibiotika-haltigem Medium (LB oder 2YT) 12-16 h bel 37 °C und
220 U/ min in einem Schttler inkubiert. Zur Isolation der Plasmid-DNA wurden Protokolle
und Reaktionssysteme der Firmen Quiagen und Macharey-Nagel verwendet. Die Bakterien
wurden sedimentiert (250 g, 10 min, 4 °C) und in 11 ml einer RNase-enthaltenden Ldsung
(S1) resuspendiert. Die Lyse der Bakterien (Denaturierung der DNA-Molekile) erfolgte
durch Zugabe von 11 ml einer stark akalischen Lésung (S2), vorsichtigem Mischen und 5-
mindtiger Inkubation bei RT. Anschlief3end erfolgte die Neutralisation (Renaturierung der
DNA) durch Zugabe von 11 ml saurer Lésung (S3). Die bakterielle DNA fiel dabel aus und
wurde von der in Ldsung befindlichen Plasmid-DNA durch Zentrifugation (1200 g, 45 min,
4°C) abgetrennt. Der Uberstand wurde auf eine aquilibrierte Siule gegeben (DEAE-
Kugelchen), an die die Plasmid-DNA unter Hochsal z-Bedingungen bindet. Verunreinigungen
wurden mit 2 x 16 ml Waschpuffer entfernt und die DNA unter Niedrigsalz-Bedingungen
(16 ml M2) von der Saule eluiert. Durch Zugabe von 11 ml Isopropanol wurde die Plasmid-
DNA gefdlt (1200 g, 45 min, 18 °C), das Pellet mit 20 ml 70 %-igem Ethanol gewaschen
(1200 g, 20 min, 18 °C) und anschlief3end fir 10 min bei 37 °C getrocknet. Die aufgereinigte
Plasmid-DNA wurde in 200 pl bis 1 ml EB-Puffer (oder TE-Puffer) gelést und bel -20 °C
aufbewahrt.

2.16.5. Agarose-Gelelektrophorese

DNA-Fragmente konnen je nach ihrer GrofRe optimal in 0,7-2,5 %-igen Agarose-Gelen
elektrophoretisch aufgetrennt werden. So ist es moglich, konstruierte Vektoren und ampli-
fizierte Plasmid-DNA nach der Spaltung mit spezifischen Restriktionsendonukleasen sowie
PCR-Produkte zu Uberprifen. Dazu wurde die Agarose in Laufpuffer (1 x TAE mit 1 pg/ ml
Ethidiumbromid) durch kurzes Aufkochen gel6st, wobei 0,75 %-ige Gele zur Auftrennung
von DNA-Fragmenten mit einer Lange von 0,5 bis 12 kB und 2 %-ige Agarose-Gele zur
Auftrennung von kleineren Fragmenten (50 bp bis 2 kB) verwendet wurden. Nach dem Er-
hérten in einer entsprechenden Form bzw. auf einer Glasplatte wurde der Probenkamm
entfernt und das Gel in einer Elektrophorese-Kammer mit Laufpuffer Uberschichtet. Die DNA
wurde mit 1/6 Vol. ,Gel loading” - Probenpuffer gemischt und in die Geltaschen pipettiert.
Die Auftrennung erfolgte bei 50-100V (20-80 mA) parallel zu DNA-Markern bekannter
Grole. Prégparative Gele wurden wegen der besseren Separation der einzelnen DNA-
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Fragmente bei 20 mA aufgetrennt. Unter UV-Bestrahlung kann die mit Ethidiumbromid ge-
farbte DNA anschlief3end dargestellt und fotografiert werden.

2.16.6. Reinigung von DNA aus Agarose

Nachdem DNA-Fragmente, die zur Konstruktion neuer Plasmide vorgesehen sind, in einem
Agarose-Gel separiert wurden, missen sie aus dem Agarose-Gel isoliert werden. Hierzu
wurde die mit Ethidiumbromid gefarbte DNA unter UV-Licht einer Handlampe visualisiert
und die gewlinschte Bande mit einem Skalpell aus dem Gel geschnitten. Die DNA-Isolation
aus der Agarose erfolgte mit dem Gelextraktionskit ,,jetsorb® der Firma Genomed nach dem
Protokoll des Herstellers. Dieses wurde fur DNA-Fragmente >8 kB wie nachfolgend be-
schrieben modifiziert. Das Schmelzen der Agarose und die Bindung der DNA an DEAE-
Kugelchen erfolgte im 1,5 ml Reagiergefar’ durch 30-minttige Inkubation bei 60 °C im Puffer
A1l (alle 4 min mischen). Das durch Zentrifugation entstehende Pellet wurde jewells vorsich-
tig gelost (nicht vortexen!). Die DEAE-Kligelchen wurden durch 5-minttige Inkubation bei
50 °C getrocknet und die DNA anschliefend in 30 ul EB-Puffer je 100ng Gel durch
20-mindtige Inkubation bel 60 °C eluiert (alle 3 min mischen). Nach Sedimentation der
DEAE-Kugelchen wurde die DNA-L6sung in ein neues Reagiergefa? tberfuhrt. Die DNA-
Konzentration konnte gemessen oder Uber eine Agarose-Gele ektrophorese im Vergleich mit

einer Kontroll-DNA bekannter Konzentration abgeschéatzt werden.

2.16.7. Enzymatische Manipulationen an DNA

2.16.7.1. Spaltung von DNA mit Restriktionsendonukleasen

Die Spaltung von DNA durch sequenzspezifische Restriktionsendonukleasen wurde bei der
Charakterisierung von Plasmid-DNA sowie bel der Konstruktion neuer Plasmide angewandt.
Die Reaktionsbedingungen, wie Temperatur und Art des Restriktionspuffers (Salzkonzen-
tration) sowie Zeitdauer der Reaktion, variieren dabel fur das jeweilige Restriktionsenzym
und beztglich dessen, ob das Plasmid teilweise oder vollstandig mit diesem Enzym geschnit-
ten werden soll. Die Reaktionsbedingungen wurden den Empfehlungen des Herstellers unter
Verwendung der mitgelieferten Reaktionspuffer angepasst, wobei ein typischer Reaktions-
ansatz mit kleinem Volumen (15 ul) folgendermal3en aussah:

1,5ul 10-fach Reaktionspuffer
1-7 in EB geldste Plasmid-DNA (300 ng bis 1,5 ug)
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1l Restriktionsenzym (5-10 U/ pl)
mit ddH,0 auf 15 ul auffillen.
Dieser Ansatz wurde 1 bis 2 h bei 37 °C bzw. der vom Hersteller empfohlenen Reaktions-
temperatur inkubiert. Flr eine praparative Spaltung von Uber 10 ug Plasmid-DNA wurde der
Ansatz proportional erhéht, wobei 2 U der Restriktionsendonuklease pro 1 pg der DNA ein-
gesetzt wurden und die Reaktionszeit auf 3-12 h verlangert wurde. Fir einen partiellen
Verdau wurde zum einen weniger Enzym zugegeben und zum anderen die Reaktionszeit
verkirzt sowie eine niedrigere Temperatur (z.B. RT statt 37 °C) gewahlt. Nach der Spaltung
wurde dem Ansatz 6-fach ,,Gel loading”-Probenpuffer zugegeben und die DNA-Fragmente
auf einem Agarosegel getrennt.

2.16.7.2. Dephosphorylierung von DNA-Enden

Um die Religation eines gespaltenen Vektors (intramolekulare Ligation) zu verhindern, wer-
den die Phosphatgruppen der freien 5 -Enden mit Hilfe einer Phosphatase entfernt. Dies
geschah durch eine 1 h-ige Inkubation der gespaltenen Plasmid-DNA mit einer intestinalen
alkalischen Phosphatase aus dem Kalb (CIAP, eingesetzte Konzentration: 2 U/ 5 ug DNA) im
Restriktions-Reaktionspuffer bei 37 °C. Durch anschlief3ende Inkubation (15 min bei 85 °C)
wurde die Phosphatase inaktiviert, und die Vektor-DNA konnte nach der Aufreinigung aus

einem Agarose-Gel mit einem anderen DNA-Fragment (Insert) ligiert werden.

2.16.7.3. Erzeugung glatter DNA-Enden durch die Klenow-Polymerase

Nicht-kompatible, Gberhdngende DNA-Enden, die miteinander ligiert werden sollen, konnen
durch die Klenow-Polymerase aufgefullt werden. Die Klenow-Untereinheit der bakteriellen
DNA-Polymerase | besitzt eine 3'-Exonuklease- und eine Polymeraseaktivitét. Ein typischer
25 pl Reaktionsansatz zur Auffillung Uberhangender DNA-Enden sah folgendermalien aus:

1-5ug gespaltene DNA
2,5 ul 10-fach Klenow-Puffer

0,5-1 ul Klenow-Polymerase (2 U/ pl)
1,5u dNTP-Mix (10 mM)

mit ddH,0 auf 25 ul auffillen.
Dieser Reaktionsansatz wurde 30 min bei 37 °C inkubiert und danach zur Inaktivierung der
Polymerase 10 min auf 70 °C erhitzt. Es ist in den meisten Fallen auch mdglich, vorher ge-
spaltene, Uberhéngende DNA-Fragmente im Restriktionspuffer selbst aufzuftllen. Die Reini-
gung der DNA kann optional auch durch eine Agarose-Gelelektrophorese mit anschlief3ender
Isolation aus dem Gel erfolgen.
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2.16.7.4. Ligation doppelstrangiger DNA-Molekile

In einer Ligation wird in der Regel ein gewlnschtes DNA-Fragment (Insert) mit einem
gespaltenen DNA-Tragerplasmid (Vektor) verbunden, das die Vermehrung, stabile Aufbe-
wahrung und Expression oder auch eine Reportergen-Analyse ermdglicht. Die DNA-Ligase
des Bakteriophagen T4 aus E.coli verbindet nicht nur DNA-Fragmente mit Uberhangenden
(kohasiven) Enden, sondern auch solche mit glatten Enden miteinander. Um eine
intermolekulare Reaktion bei grofReren Inserts (1-4 kB) zu begunstigen, sollte das molare
Verhdltnis zwischen dem Insert und dem Vektor zwischen 2:1 bis 6:1 liegen. Ein typischer

30 pl Reaktionsansatz zur Ligation war:

100 ng Vektor-DNA
10-300 ng Insert-DNA (entsprechend der Insert-Grofie)
3ul 10 x Ligase-Puffer
1u 10mM ATP
(bei glatten Enden 3ul 50 % PEG 4000)
2ul T4-DNA-Ligase (5 U/ ul)

mit ddH,0 auf 30 ul auffillen.
Nach einer 12-16 h-igen Inkubation bel 18 °C (kohasive Enden) oder RT (glatte Enden)

wurde die Ligase durch eine 10-minitige Inkubation bei 65 °C inaktiviert, bevor der

Reaktionsansatz zur Transformation kompetenter Bakterien verwendet wurde.

2.16.8. DNA-Amplifikation mittels Polymerase-K etten-Reaktion (PCR)

Die Polymerase-K etten-Reaktion (PCR) ist eine haufig eingesetzte Standardmethode, die z.B.
zur Sequenzierung (s. 2.16.9.) oder zur Amplifikation von DNA-Fragmenten bel der Kon-
struktion neuer Plasmide eingesetzt wurde. Sie basiert auf einer hitzestabilen bakteriellen
DNA-Polymerase, wobei durch eine geregelte Abfolge von Schmelz-, Hybridisierungs- und
Amplifizierungs-Reaktionen - ausgehend von kurzen DNA-Oligonukleotiden, den Primern -
die dazwischenliegenden DNA-Sequenzen eines ,templates* amplifiziert werden. Fir die
Amplifikation von DNA-Fragmenten zur Konstruktion neuer Plasmide wurde die Pwo-
Polymerase eingesetzt, die neben der 5 —»3-Polymerase- eine zusétzliche 3 —5-Exo-
nuklease-Aktivitét (,proofreading”-Aktivitdt) aufweist. Dabei wurde die DNA-Matrize
(200 ng/ pl) unmittelbar vorher 5 min bei 100 °C inkubiert und anschlief3end auf Eis gestellt.
Ein typischer 50 pl Reaktionsansatz auf Eiswar:
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120 ng zu amplifizierendes DNA-Template (Plasmid ~ 9 Kb)
jewells 0,7 pl Primer ,,Upper” und ,,Lower* (100 pmol/ ul)
6-7 ul MgSO, (25 mM, Endkonz. 3 bis 3,5 mM)
5l 10 x Puffer ohne Magnesiumsulfat
4,5 ul dNTP-Mix (10 mM)
4 ul Pwo-Polymerase (1 U/ pl)

mit ddH,O auf 50 pl auffdllen.

Die DNA wurde in einem PCR-Geré mit folgendem Programm amplifiziert, wobei die Reak-
tionszeiten und -temperaturen je nach Lénge und GC-Gehalt der verwendeten Primer und der

DNA-Matrize variierten:

2min 95°C
7 Zyklen: 15s 94°C (Schmelzen)
30s 55°C (Hybridisieren)
6 min 72°C (Amplifizieren)
28 Zyklen: 20s 94 °C
40s 65°C
6 min 72°C
7 min 72°C
»unendlich* 4°C

Die Pwo-Polymerase amplifiziert dabei bei 72 °C pro Minute 500 bp DNA.

2.16.9. DNA-Seguenzierung

Die Sequenzierung von DNA-Molekulen erfolgte nach der Methode von Sanger. Die verwen-
deten desoxy-NTP's sind je nach Nukleotid mit einem anderen Fluoreszenzfarbstoff gekop-
pelt. Mit einem spezifischen PCR-Protokoll erfolgte die Sequenzierungsreaktion, die auf einer
unvollsténdigen Reaktion mit nur einem Primer basiert. Die Bedingungen fir die auf Eis
angesetzte Sequenzierungsreaktion waren:
Reaktionsansatz. 5 pl Plasmid-DNA (aus einer Miniprdparation, ca. 1-2 ug),
2 ul Primer (Stock: 10 mM),
7 Ul Sequenzierungs-Mix.

PCR-Programm: 30 Zyklen mit 96 °C/ 15 s, 52 °C (oder 55 °C)/ 15 s; 60 °C/ 4 min.

Die Sequenzierungsreaktion wurde danach auf eine G50-Sepharosesdule (,,spin-column®)

geladen und durch Zentrifugation (1.200 g, 4 min, RT) von freien Nukleotiden gereinigt. Die
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DNA wurde durch eine Ethanol-Fallung préazipitiert und 5min bei 50 °C getrocknet. Die
unterschiedlich langen DNA-Fragmente wurden in einem PAA-Gel (6% PAA mit 8 M Harn-
stoff) aufgetrennt. Dabei werden die unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffe mit Hilfe eines
Argonlasers angeregt und durch die Detektionseinheit des 373 DNA-Sequenzers in einen
Rechner eingelesen. Mit Hilfe spezifischer Software (z.B. Sequence Navigator und DNASIS)

konnten die erhaltenen Daten analysiert werden.

2.16.10. DNA/Protein-Bindungsstudien mittels EMSA

DNA/Protein-Bindungsstudien dienen u.a. zur Analyse von Transkriptionsfaktoren. Hierbei
wird nicht nur die Konzentration der Transkriptionsfaktoren im Zellkern (Nukleus) unter-
sucht, sondern auch deren Fahigkeit, spezifisch an DNA zu binden und die Transkription zu
beeinflussen. Das Prinzip dieser in vitro Analyse ist die Inkubation von radioaktiv markierten
DNA-Sonden mit daran bindenden Kernproteinen, die dann auf einem nativen Polyacrylamid-
gel elektrophoretisch aufgetrennt werden (EMSA =, electrophoretic-mobility-shift-assay“). In
der autoradiografischen Auswertung ist es im Vergleich mit Kompetitoren (unmarkierten
Sonden) und dem Supershift mit spezifischen Antikérpern maoglich, spezifische Komplexe zu

identifizieren.

2.16.10.1. Hybridisierung einzelstrangiger Oligonukleotide

Die Oligonukleotide wurden einzelstrangig synthetisiert, so dass Sinn- und Gegensinn-Strang
vor der radioaktiven Markierung hybridisiert werden mussten. Im Hybridisierungsansatz
wurden dazu im 1,5 ml Reagiergefal? jeweils 80 pl der DNA-Oligonukleotide (100 pmol/ pl)
mit 20 ul ddH,O und 20 pl 10 x O*-Puffer fur 5 min auf 95 °C erhitzt und danach langsam
wieder auf RT abgekthlt (<1 °C pro Minute). Die so entstandenen doppelstrangigen DNA-

Sonden konnten anschlief3end radioaktiv markiert werden.

2.16.10.2. Radioaktive Markierung der DNA-Sonde mit *P-yATP

Zur Markierung der doppelstrangigen DNA-Sonden wurde die Polynukleotidkinase (PNK)
des Bakteriophagen T4 verwendet. Dieses Enzym markiert Einzel- oder Doppelstrang-DNA
an endstandigen 5"-Hydroxy-Gruppen, wobel Uberhdngende 5"-Enden leichter phosphoryliert
werden als zuriickgesetzte oder glatte Enden. Zur radioaktiven Markierung wurde **P-yATP
verwendet, so dass am Ende des Protokolls eine an beiden Enden markierte, doppelstréngige
DNA-Sonde vorlag. Fur die Kinase-Reaktion (30-60 min, 37 °C) wurde folgendes Reaktions-
gemisch in einem 1,5 ml Reagiergefald angesetzt:
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1l doppelstrangige DNA-Sonde (100 ng/ ul)
5ul 10 x PNK-Puffer
8 ul %2p.yATP (10 pCi/ pl)
34 pl ddH,O
2 pl T4-PNK (10 U/ pl)

Der Ansatz wurde nach der Reaktion wie unten beschrieben aufgereinigt.

2.16.10.3. Aufreinigung von *P-markierten DNA-Sonden

Zur Abtrennung der freien Radionukleotide und der markierten Einzelstrange wurden die
PNK-Ansétze nach der Markierung mit 6 x ,Gel loading”-Probenpuffer versetzt und auf ein
12 %-iges natives Gel geladen, welches mit 0,4 x TBE-Puffer eine Stunde bei 220 V vorge-
laufen war. Die Auftrennung erfolgte elektrophoretisch (3 h bei 220 V), wobei die Bromphe-
nolblau-Bande nicht Uber das erste Drittel der Gellange hinaus laufen sollte. Anschlief3end
wurde die obere Glasplatte vom Gel entfernt und dieses - mit einer Lage Haushaltsfolie
bedeckt - auf einem Rontgenfilm exponiert. So konnte die identifizierte Bande mit Hilfe eines
Skalpells aus dem Gel isoliert und in ein 1,5 ml Reagiergeféaide tberfihrt werden. Zur Elution
der markierten, doppelstrangigen DNA-Sonde wurden die Gelstiicke mit 200 ul Hochsalz-
Elutionspuffer Uber Nacht (12-16 h) auf einem Schiittler bel 4 °C inkubiert. Anschlief3end
wurde die Aktivitdt der markierten Probe im Szintillationszahler gemessen. Die radioaktive
Sonde wurde in einem Bleigefal’ bei —20 °C aufbewahrt und innerhalb von 3-4 Wochen im
EMSA verwendet.

2.16.10.4. Der Gelshift-Assay (EMSA)

Fur EMSA (,electrophoretic-mobility-shift-assay”)-Studien werden Ublicherweise Kernpro-
teine aus unterschiedlich behandelten Zellen verwendet. Dazu wurden auf Eis folgende

Komponenten gemischt und 15-30 min inkubiert:

2-5 ug Kernprotein in Puffer C
4ul 3 x Bindungspuffer
1l poly di/dC (1 pg/ pl)
ca. 5.000 cpm radioaktiv markierte DNA-Sonde

mit ddH»0 auf 12 pl auffillen.
Dabel kann die Menge des verwendeten unspezifischen Kompetitors (poly di/dC) variieren.
Bei sehr unterschiedlichen Proteinkonzentrationen ist auf3erdem darauf zu achten, dass die
verwendeten Volumina mit entsprechenden Mengen Puffer C ausgeglichen werden, um iden-

tische lonenkonzentrationen in den einzelnen Ansdtzen zu erreichen. Im Falle der spezifi-
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schen Kompetition wurde ein 10-100-facher molarer Uberschuss an unmarkierter DNA-
Sonde im Reaktionsansatz hergestellt. Fir ,, Supershift-Assays’ wurde 1 ul gegen den zu
untersuchenden Transkriptionsfaktor gerichtete Antikorperlésung (1 pg/ pl) zugegeben.

Zur Auftrennung wurde ein 6 %-iges natives PAA-Gel verwendet. Die benutzte Stromstéarke
sollte bel bzw. unter 11 mA am Gel liegen. Deshalb lief das Gel in 0,4 x TBE-Laufpuffer ca.
2,5h bel 200V vor. Danach wurden die Geltaschen erneut gespult und 6-10 pl der vorinku-
bierten Ansétze sowie - zur Kontrolle der Laufstrecke - auf einer separaten Spur 8 ul 6 x ,, Gel
loading” -Probenpuffer auf das Gel aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte bei 200 V ca. 3 h.
Anschlief3end wurde das Gel auf Whatman-Papier gebracht und mit Haushaltsfolie tiberzogen
unter Vakuum getrocknet. Es folgte die Exponierung auf einem Rontgenfilm (1-14 d, -70 °C)
und gegebenenfalls die quantitative Auswertung mit Hilfe des Phospho-Imagers.

2.16.11. RNA-Isolation aus eukaryontischen Zellen

Dieses Protokoll beruht auf der Guanidinium-Thiozyanat/sauren Phenol-Methode
[Chomczynski und Sacchi, 1987]. Zur Isolation von RNA aus priméren Zellen und Gewebe-
kulturzellen (ca. 1x 107) wurden diese mit eiskaltem PBS—-Ca’*/-Mg* gewaschen (250 g,
5min, 4 °C), in 1 ml Trizol-Reagenz durch mehrfaches Pipettieren lysiert und in 1,5 ml Rea-
giergefalde Uberfihrt. Nach einer 5-minttigen Inkubation bei RT wurden 200 pl Chloroform
zugegeben, kurz gevortext und der Ansatz fur weitere 3 min inkubiert. Im Anschlul? an die
Zentrifugation (16.000 g, 5 min, RT) wurde die wassrige Oberphase in ein neues 1,5 ml Rea-
giergefald Uberfuhrt und die RNA daraus durch Zugabe von 500 pl Isopropanol gefallt
(16.000 g, 10 min, RT). Das Pellet wurde nach dem Waschen (16.000 g, 10 min, RT) mit 1 mi
75 %-igem Ethanol 5min bei RT getrocknet und in 10-12 ul DEPC-behandeltem ddH,O
(5min, 60°C) gelost. Die Messung der RNA-Konzentration erfolgte photometrisch bei
260 nm. Die Reinheit wurde durch eine Agarose-Gelelektrophorese tberprift und die RNA
bei -70 °C gelagert.

2.16.12. Die Ribonuklease-Protektions-Analyse

Diese Methode erméglicht die quantitative Analyse spezifischer RNA-Transkripte. Dabei ist
doppelstrangige RNA, die aus der Hybridisierung der isolierten Gesamt-RNA mit spezifischer
radioaktiv markierter, komplementéarer mRNA hervorgeht, vor einem Abbau durch Einzel-
strang-spezifische RNasen geschutzt. Nach Auftrennung der Ansdtze auf einem 5%-igen
denaturierendem PAA-Gel kann die geschiitzte RNA mit Hilfe des Phospho-Imagers quanti-
fiziert werden. Fur die RNase-Protektions-Analyse wurden das Reaktionssystem ,, RiboQuant*
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sowie das Protokoll der Firma BD PharMingen verwendet. Dabei befanden sich in sog.
.template sets* mehrere unterschiedlich lange und spezifische cDNA-Fragmente, die als
Matrizen flr eine in vitro Transkription von komplementdren mRNA"s mit radioaktivem
¥p.oUTP dienten. Fiir die Hybridisierungsreaktion wurden 5-10 pg der zu untersuchenden
Gesamt-RNA mit der entsprechend verdunnten radioaktiven Probe nach Denaturierung
(5min, 95°C) Uber Nacht bei 56 °C inkubiert. Die nicht hybridisierte RNA wurde
anschlief3end durch RNase-Behandlung (45 min, 30 °C) verdaut, mit Proteinase K (20 min,
37 °C) die RNase abgebaut sowie die verbleibende RNA durch eine Phenol/Chloroform-
Extraktion gereinigt und mit Ammoniumazetat geféllt. Nach der Denaturierung im
Probenpuffer (5 min, 95 °C) erfolgte die elektrophoretische Auftrennung in einem 5 %-igen
harnstoffhaltigen PAA-Gel bel ca. 30 W. Dieses Gel wurde zwischen zwei 30 cm langen
Glasplatten in einem Abstand von 0,5 mm gegossen. Nach der Auftrennung wurde das Gel
unter Vakuum getrocknet, auf einem Rontgenfilm exponiert und gegebenenfalls die Trans-

kription der RNA mit Hilfe des Phospho-Imagers quantifiziert.

2.17. Proteinbiochemische Methoden

2.17.1. Prparation von rekombinantem GST-cJuns ge-Protein

Bakteriell expremierte GST-Fusionsproteine werden durch pGEX-Plasmide kodiert. Die
Amplifikation des pGEX GST c-Juns.gg sowie die Proteingewinnung erfolgt in Escherichia
coli des Stammes BL21. Dazu wurden 10 ml LB-Medium mit 0,1 % Glukose und Ampicillin
mit den transformierten Kolonien angeimpft und diese Kultur Uber Nacht bel 37 °C in einem
Schittler bei 220 U/ min inkubiert. Anschlief3end wurde die dicht gewachsene Bakterien-
kultur 1:50 in frischem Medium verdinnt und bis zu einer ODggo VOn 1,2 weiter inkubiert,
bevor durch Zugabe von 1,5 ml einer 0,1 M IPTG-L6sung die Expression des rekombinanten
cJun induziert wurde. Nach weiterer 60-mindtiger Inkubation bei 30 °C und 220 U/ min
wurden die Zellen sedimentiert (1.500 g, 10 min, 4 °C) und das Pellet in 20 ml eiskaltem
PBS MM (mit Protease-Inhibitoren) in ein 50 ml Polypropylenréhrchen Gberfihrt. Die Lyse
der Bakterien erfolgte durch 5-minttige Beschallung in einem Ultraschall-Gerédt. Danach
wurde dem Lysat 1 ml 20 %-iges Triton X-100 zugegeben und das Polypropylenréhrchen
30min auf einem Rotor bei 4°C inkubiert. Anschliefend wurde das Lysat durch
Zentrifugation (4.000g, 30 min, 4 °C) geklart und der Uberstand in einem neuen 50 mi
Polypropylenréhrchen mit 500 pl 50 %-iger Glutathi on-Sepharose gemischt. Die Isolation des
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GST c-Juns gg-Proteins durch Bindung an das immobilisierte Glutathion erfolgte wéahrend
einer 2 h-igen Inkubation bei 4 °C auf einem Rotor. Danach wurde die Sepharose je zweimal
mit 20 ml PBSMM und 20 ml KLBM-Puffer (jeweils mit Protease-Inhibitoren) gewaschen
(2509, 5min, 4°C). Durch Zugabe von 5ml Glutathion-Elutionspuffer zum Sepharose-
Sediment und 15-minttiger Inkubation auf einem Rotor wurde das rekombinante Protein von
der Glutathion-Sepharose eluiert und der Uberstand (250 g, 5 min, 4 °C) nach Bestimmung
der Proteinkonzentration bei -70 °C gelagert.

2.17.2. Prdparation von Proteinextrakten

2.17.2.1. Praparation von Gesamtprotei nextrakten aus eukaryontischen Zellen

Zur |solation von Gesamtproteinextrakten aus priméaren Zellen sowie aus Gewebekulturzellen
wurden die Zellen mit eiskaltem PBS -Ca®*/-Mg** gewaschen (250 g, 5 min, 4 °C), das Pellet
in 1 ml PBS-Ca®"/-Mg* in 1,5 ml ReagiergefaRe tiberfiihrt und erneut zentrifugiert (1.600 g,
1 min, RT). Das Sediment wurde in einem geeigneten Volumen (100 pl pro 1 x 10 Zellen)
eiskalten KLBM-Puffer mit Protease- sowie eventuell Phosphatase-Inhibitoren (KLBM+)
resuspendiert. Die Zelllyse erfolgte durch 30-mindtige Inkubation auf Eis in diesem Puffer.
Anschlief3end wurden die Lysate durch eine 30-minttige Zentrifugation (16.000 g, 4 °C) ge-
klart, der Uberstand in ein neues ReagiergefaR tberfiihrt und bei -70 °C gelagert.

2.17.2.2. Isolierung von Kernprotein- und Zytoplasmaextrakten eukaryontischer Zellen

Nach der Zellernte (250 g, 5 min, 4 °C) wurden die Zellen in 1 ml eiskaltem PBS -Ca?*/-Mg**
in ein 1,5 ml Reagiergefal tberfuhrt. Alle weiteren Schritte erfolgten auf Eis im Kuhlraum,
und die verwendeten Materialien wurden auf 4 °C vorgekihlt. Die Zellen wurden sedimen-
tiert (5.200 g, 1 min), das Pellet in Puffer A resuspendiert (100 pl pro 1x 10° Zellen) und
20 min inkubiert. In dieser Zeit schwollen die Zellen im hypotonischen Puffer. Zur Zelllyse
wurde die Suspension 8-10 ma mit Hilfe einer 1 ml Einmalspritze durch eine feine Kanule
(26G 35; 0,45x 10 mm) gezogen. Die Abtrennung des Zytoplasmas erfolgte durch
anschlieRende Zentrifugation (5.200 g, 2 min). Der Uberstand (Zytoplasma) wurde in ein
weiteres 1,5 ml Reagiergefald Uberfuhrt, das Sediment zweimal vorsichtig (nicht resuspen-
dieren) mit 800 pl Puffer A gewaschen (12.000g, 30s) und das Pellet anschlief3end im
einfachen Volumen des PuffersC gelOst. Zur Extraktion der Kernproteine wurden die
Reagiergefalle 45-60 min auf einem Schittler (2.000 U/min) inkubiert. Die Kernproteine

sowie der ungereinigte Zytoplasmaextrakt wurden durch Zentrifugation (16.000 g, 30 min)
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geklart und die jeweiligen Uberstande in neue 1,5 ml Reagiergefalie tberfihrt. Die Protein-
konzentrationen des Kernprotein- bzw. Zytoplasmaextraktes wurden mittels Bradfordt-
Reagenz photometrisch bestimmt. Zur Langzeitlagerung wurden die Extrakte nach dem
Schockgefrieren in flissigem Stickstoff (N2) bei -70 °C aufbewahrt.

2.17.3. Immunprézipitation (IP)

Als Immunprézipitation bezeichnet man eine Methode, durch die aus Zellextrakten mit Hilfe
von spezifischen Antikoérpern (Ak) Proteine bzw. Proteinkomplexe isoliert und angereichert
werden kdnnen. Dazu wurden 300-500 pg Protein (Ganzzellprotein-, Kernprotein- oder Zyto-
plasmaextrakte) in 500 pl Lysispuffer (mit Protease- und Phosphatase-Inhibitoren) mit 2-5 pl
des Antikoérpers (Endkonzentration 0,1-0,5 pg/ ul) und 20 pl Protein-A/G Sepharose in einem
1,5 ml Reagiergefald vermischt und 4-12 h auf einem rotierenden Rad bel 4 °C inkubiert. So
bildeten sich Protein-Antikorper-Protein-A/G Komplexe. Anschliefend wurden diese an
Sepharose gekoppelten Komplexe zum Entfernen unspezifisch gebundener Proteine je drei-
mal mit eiskaltem Lysispuffer sowie Lithiumchlorid-Waschpuffer gewaschen (16.000 g, 20 s,
4 °C) und der Uberstand vorsichtig verworfen. Es schloss sich ein in vitro Kinase-Assay oder
eine SDS-PAA-Gelelektrophorese und Westernblot-Analyse an. Bevor die el ektrophoretische
Auftrennung fir Westernblots erfolgte, wurde das Pellet zum Ldsen und Denaturieren der

prazipitierten Proteinein 25 ul 4 x Lammli-Puffer 10 min bei 95 °C aufgekocht.

2.17.4. Invitro Kinase-Assay

Diese Methode dient zur Identifizierung und Quantifizierung von Phosphorylierungen spezi-
fischer Substrate durch Proteinkinasen. Aus Proteinextrakten werden dazu mittels IP Kinasen
préazipitiert und dann in einer in vitro Phosphorylierungs-Reaktion mit in Losung befind-
lichen, als Substrat dienenden GST-Fusionsproteinen eingesetzt. Die prézipitierten Komplexe
(s.0.) wurden dreimal mit je 1 ml Kinase-Assay-Puffer gewaschen (16.000g, 20 s, 4 °C) und
der Uberstand mit einer 1 ml Einmalspritze und diinner Kanile (26G 3, 0,45 x 10 mm)
vorsichtig entfernt. In jedes 1,5 ml Reagiergefald wurden zu den Sepharose-Pellets auf Eis
20 pg Substratprotein (z.B. GST-cJuns.gg) in 20 pl Kinase-Assay-Puffer, 15 ul ATP-Mix und
1-5 uCi *P-yATP pipettiert. Die Phosphorylierungs-Reaktion erfolgte wahrend der 20 bis
30 minutigen Inkubation bei 30 °C, wobel die Ansédtze in den 1,5 ml Reagiergefél3en alle 2 bis
3 min vorsichtig geschttelt wurden. Anschlief3end wurde die Reaktion durch Resuspendieren
in 20 pl 4 x Lammli-Puffer und Erhitzen (10 min, 95 °C) gestoppt. Die Proteine (10-20 ul der
Ansdtze) wurden danach in einer SDS-PAA-Gelelektrophorese aufgetrennt. Es folgten zwei
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maogliche Auswertungsmethoden: (1.) der Transfer auf eine NC-Membran oder (2.) die Far-
bung des Gels mit Coomassie-Blau mit anschliefendem Trocknen unter Vakuum. Beides
konnte auf einem Rontgenfilm mit Verstéarkerfolien bel -70 °C exponiert (1 h bis mehrere

Tage) und bei Bedarf mit Hilfe des Phospho-Imagers quantifiziert werden.

2.17.5. SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE) und Westernblot-Analyse

2.17.5.1. DSPAGE

Denaturierende Polyacrylamidgele erlauben die Auftrennung von Proteinen oder Poly-
peptiden entsprechend ihrem Molekulargewicht. Sie bestehen aus einem Trenngel, das nach
dem Gief3en mit wassergesattigtem Iso-Butanol Uberschichtet wurde, um eine homogene
Polymerisation sowie eine gerade Trennflache zu erreichen. Nach vollstandiger Polymeri-
sierung wurde das Butanol verworfen und das Trenngel mit dem Sammelgel Uberschichtet, in
das sofort ein fur die zu ladenden Proben geeigneter Kamm eingeftihrt wurde. Die jewelligen
Proben wurden mit 4 x Lammli-Puffer gemischt, denaturiert (100 °C fir 5min) und in die
vorher mit Laufpuffer ausgewaschenen Taschen des Gels pipettiert, wobei ein nicht
denaturierter GrolRenstandard bekannter Proteine mit geladen wurde. Der Gellauf erfolgte bei
25 mA/ Gel in einer mit Laufpuffer gefullten SDS-Gelapparatur fur ca. 2-4 h.

2.17.5.2. Transfer auf eine Nitrozellulose- (NC-) Membran (Wester nblot)

Nach Beendigung des Gellaufs wurde das separierte Trenngel vorsichtig mit Transferpuffer
gewaschen. Fir den elektrophoretischen Transfer der Proteine auf eine NC-Membran wurden
in einer Transferkassette von Katode zu Anode folgende in Transferpuffer getrankte Kompo-
nenten Ubereinander geschichtet: 3 Lagen Whatman-Papier, das Gel, die NC-Membran und
wieder 3 Lagen Whatman-Papier. Dabei missen L uftblasen vermieden bzw. entfernt werden.
Der 16 h-ige Transfer erfolgte bei 400 mA und 4 °C in einer Transferkammer. Durch eine
Inkubation der Membran in Ponceaurot-Ldsung (5 min) und teilweiser Entfarbung mit ddH,O
kann der Transfer und die gleichméfdige Beladung des SDS-PAA-Gels Uberpriift werden,

bevor die Membran mit TBS/Tween vollstéandig entfarbt wird.

2.17.5.3. Immundetektion

Nach dem Transferieren der Proteine auf die Membran wurde diese mit 5% Milchpulver
(MPT) oder im Fall der phospho-spezifischen Ak (p-Ak) mit 5% BSA in TBS/Tween ge-
blockt (1 h, RT, leicht schittelnd). Die Membran wurde anschlief3end mit dem ersten (primé
ren), im jeweiligen Blocking-Puffer verdinnten, Ak inkubiert (1 h bei RT bzw. 16 h bei 4 °C
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fur p-AK, leicht schittelnd). Nach dem Waschen mit TBS/Tween (2 x 5 min und 3 x 10 min)
wurde die Membran mit dem zweiten Ak (sekundarer Ak), der an HRP-gekoppelt und in
MPT verdinnt war, inkubiert (1 h, RT, leicht schittelnd). Anschlief3end wurde die Membran
wie zuvor beschrieben mit TBS/Tween gewaschen. Die Detektion des HRP-gekoppelten Ak
erfolgte mit dem ECL-System nach Angaben des Herstellers, wobei die Antikérperbindung

mittels Chemoluminiszenz auf einem Rontgenfilm abgebildet wurde.

2.17.5.4. Entfernung gebundener Ak von NC-Membranen (Strippen)

Um eine bereits mit einem Ak dekorierte Membran mit einem anderen Ak zu markieren, der
ein Protein mit dhnlichem Molekulargewicht erkennt wie der erste, wurde der erste Ak durch
»trippen” der Membran entfernt. Dazu wurde die Membran mit , Stripping”-Puffer im
Schittel-Wasserbad (30 min, 60 °C) inkubiert. Anschlief3end wurde die Membran einmal mit
ddH>0 und dreimal mit TBS/Tween fir je 5 min gewaschen und danach wie unter 2.17.5.3.

beschrieben inkubiert.

2.17.6. Reportergen-Analysen

2.17.6.1. Luzferase-Reportergen-Assays

Das Luziferase-Gen des L euchtké&fers (Photinus pyralis) dient haufig zur Quantifizierung der
transkriptionellen Aktivitét von Transkriptionsfaktoren. Typischerweise wird eine zu untersu-
chende ,, Promotorsequenz® vor das Luziferase-Gen in ein Plasmid konstruiert. Nach der
transienten Kotransfektion von Zellen mit diesem Luziferase-Plasmid und Plasmiden, die fur
zu untersuchende Faktoren kodieren, kann durch den Luziferase-Reportergen-Assay der
transkriptionelle Einfluss dieser Faktoren auf die Promotor-Sequenz quantitativ bestimmt
werden. Dazu wurden die Zellen 48-72 h nach der Transfektion geerntet, in 1 ml eiskaltem
PBS resuspendiert und in ein 1,5ml Reagiergefa? Uberfuhrt. Nach der Zentrifugation
(5.200 g, 1 min, RT) wurden die Zellen durch kurzes Vortexen in 100 ul ,, Harvesting”-Puffer
lysiert und anschlief3end die Zellfragmente sedimentiert (12.000g, 4 min, RT). In einer
Mikrotiterplatte wurden pro Kavitét zu 50 ul ,, Assay”-Puffer jeweils 50 pl der geklarten Zell-
lysate pipettiert. Als Negativkontrolle diente ein Ansatz mit den beiden Puffern ohne
Zelllysat. Die Messung der Luziferase-Werte erfolgte in einem Luminometer, wobel die
Ansdtze jeweils mit 100 ul 5mM Luziferin, dem spezifischen Substrat der Luziferase, ver-
setzt wurden. Die gemessenen Werte wurden mit den Proteinkonzentrationen bzw. mit den

Werten des 3-Gal aktosi dase-Assays abgeglichen.

105



2. Material und Methoden

2.17.6.2. p-Galaktosidase-Assays
Der B-Galaktosidase-Assay ist ein weiteres Reportergen-Testsystem, durch das die transkrip-

tionelle Aktivitét in eukaryontischen Zellen quantitativ nachgewiesen werden kann. Verwen-
det wird diese Methode auch zum Abgleichen unterschiedlicher Transfektionseffizienzen bei
der Auswertung des Luziferase-Assays. In diesem Fall werden B-Galaktos dase-Konstrukte
mit konstitutiven Promotoren (z.B. RSV) verwendet. Die Methode basiert auf der Katalyse
des spezifischen Substrates p-ONPG durch die gebildete B-Galaktosidase in einem in vitro
Reaktionsansatz in 1,5 ml Reagiergefél3en, der sich aus folgenden Komponenten zusammen-
setzte:

500 pl Puffer Z
100 pl p-ONPG-L6sung (4 mg/ ml)
10-20 pl Zelllysat

Dieser Ansatz wurde gut vermischt und bei 37 °C fir 2-16 h inkubiert, wobei die Reaktion
einen gelben Farbumschlag bewirkt. Durch Zugabe von 250 ul einer 1 M Na,COs-L 6sung
wird die Reaktion gestoppt, und der Substratumsatz wurde in einem Photometer bel einer

Wellenlange von 420 nm innerhalb von 30 min gemessen.

2.17.6.3. Berechnung der relativen Luzferase-Aktivitat

Da in unterschiedlichen Transfektionsansitzen die Effizienz der Transfektion variieren kann
und die zur exogenen Expression verwendeten Promotoren nicht immer von den verwendeten
Stimulatoren unbeeinflusst bleiben, wurden die im Luziferase-Assay ermittelten Werte mit

denen des 3-Gal aktosidase-Assays abgeglichen. Dies erfolgte nach folgender Formel:

S — Galaktosidasewert
niedrigster  — Galaktosidasewert

rel.Luziferasewert = Luziferasawvert x
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3. Ergebnisse

Die Hamatopoetische Progenitor Kinase (HPK) 1, ein Mitglied der Familie der ,,Germinal
Centre" Kinasen (GCK’s), wurde as ein Regulator der Mitogen-aktivierten Protein Kinasen
(MAPK) und des NFkB-Signalweges beschrieben [Hu et al., 1996; Kiefer et al., 1996; Hu et
al., 1999]. Folgende Aspekte lassen eine wichtige physiologische Rolle dieses Ste20-Homo-
logs in Zellen des Immunsystems vermuten: (1.) Obwohl die HPK1 wahrend der Embryo-
genese in verschiedenen Geweben exprimiert wird, ist ihr Vorkommen im erwachsenen
Organismus auf die Zellen des hamatopoetischen Systems beschrankt [Kiefer et al., 1996].
(2.) Wéhrend der Differenzierung der hamatopoetischen Stammzellen wird die HPK 1-Expres-
sion signifikant verringert, was auf einen strikten, entwicklungsbedingten Kontrollmecha-
nismus schlieffen lasst. (3.) Es wurde nachgewiesen, dass die HPK1-Kinase-Aktivitét nach
T- und B-Zell-Rezeptorstimulation induziert wird [Liou et al., 2000; Tsuji et al., 2001].

Obwohl mehrere Signalmolekile entdeckt wurden, die die HPK1 beeinflussen bzw. von
dieser beeinflusst werden, ist bisher nur wenig Gber die HPK 1-Signalkaskaden und besonders
die biologische Funktion der HPK1 bekannt. Im Rahmen dieser Promotionsarbeit sollte
deshalb nach Zielgenen der HPK1 gesucht werden, um somit zu helfen, die physiologische

Rolle dieser Kinase aufzukl&ren.

3.1. Die Hamatopoetische Progenitor Kinase 1 unterstiitzt die Apoptose
primérer T-Lymphozyten

Die Beobachtung, dass eine zum Aktivierungs-induzierten Zelltod (AICD) fuhrende T-Zell-

Rezeptor (TZR)/CD3-Stimulation von Jurkat T-Zellen die HPK1 aktiviert, wahrend eine

CD28-Stimulation, die ein Uberlebens- und Proliferationssignal fiir T-Zellen darstellt, keinen

Effekt auf die HPK1-Kinase-Aktivitét zeigt [Liou et al., 2000], veranlasste uns, die Rolle der

HPK1 bel der T-Zell-Apoptose zu untersuchen.

3.1.1. Die endogene HPK 1-Expression und Phosphorylierung der c-Jun N-terminalen
Kinase (JNK) werden wahrend des AICD von CD4" T-Zellen verstarkt

Naive primdre CD4" T-Lymphozyten von DO 11.10 tg M&usen wurden in Gegenwart von
teilungsinaktivierten dendritischen Zellen (DZ's) mit einem OVA-Peptid stimuliert und

anschlief3end fur weitere 4 d expandiert, bevor ein Teil der Zellen auf aCD3e beschichteten
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3. Ergebnisse

Gewebekulturschalen 3 h restimuliert wurde. Aus den Westernblots der isolierten Ganzzell-
extrakte in Abbildung 3.1 geht hervor, dass bei dieser den AICD induzierenden Stimulation
die endogene HPK1-Proteinexpression um den Faktor 3,3 erhdht wurde (3.1 A). Es ist
bekannt, dass nach TZR-Stimulation der MAP-Kinasen-Signalweg aktiviert wird. Da die
HPK1 zudem ein Aktivator der SAPK/INK ist, wurde die JNK1-Phosphorylierung und
-Expression dieser CD4" T-Zellen im Westernblot untersucht. Bei der den AICD induzie-
renden Stimulation kam es dabei zu einer 2,8-fachen Steigerung der INK 1-Phosphorylierung,
wahrend sich die INK 1-Expression von unbehandelten und restimulierten CD4" T-Lympho-
zyten dagegen nicht veranderte (3.1 B). Somit scheint die HPK1 eine mit der T-Zell-

aktivierung assoziierte Serin-Threonin-Proteinkinase zu sein.
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Abb. 3.1: Die Restimulation primérer CD4" T-Zellen mit monoklonalen Antikorpern
gegen CD3e fuhrt zum Anstieg der endogenen HPK 1-Expression und JNK-
Phosphorylierung.

Naive primare CD4" T-Lymphozyten von DO 11.10 tg Mausen wurden fur 24 h in
Gegenwart von teilungsinaktivierten DZ’s mit einem OV A-Peptid (323-339) stimuliert
und fur weitere 4d in IL-2 haltigem Medium expandiert. Anschlie?end wurden die
Gesamtproteinextrakte von unbehandelten (-) und von 3 h mit an Gewebekulturschale-
gebundenen Antikorpern gegen CD3e restimulierten Zellen (+) isoliert. Jeweils 80 ug
Protein wurden in einem 12,5 %-igen SDS-PAA-Gel aufgetrennt und nach dem Transfer
auf eine NC-Membran mit spezifischen Antikdrpern gegen (A) HPK1 bzw. B-Aktin as
Ladekontrolle und (B) phospho-JNK1 sowie nach dem Strippen JNK1 detektiert.
Dargestellt sind reprasentative |mmunobl ots aus drei unabhangigen Experimenten.
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3.1.2. Retrovira Uberexprimierte HPK1-Konstrukte sind funktional aktiv, doch nicht
Uber eine modifizierte Hormonbindungsdoméne des murinen Ostrogen-
rezeptors regulierbar

Zur Analyse der biologischen Funktion der HPK1 wurden zunéchst verschiedene retrovirale
Expressionsplasmide konstruiert. Mit diesen war es moglich, die Auswirkung der HPK1-
Uberexpression auf unterschiedlichste Signalwege in priméren Lymphozyten im Vergleich zu

Kontrollzellen zu untersuchen.

In Abbildung 3.2 sind die Struktur der humanen HPK 1 und des retroviralen Vektors sowie die
klonierten Fragmente der HPK1 zusammengefasst. Die HPK1, ein 97 kDa Protein, besteht
aus einer N-terminalen Kinase-Doméne, an die sich der lange C-terminal e regulatorische Teil
mit den 4 Prolin-reichen Regionen (PR) und der Citron-Homologie-Domane anschliefdt. Die
Prolin-reichen Regionen erméglichen die Bindung mit zahlreichen SH2/SH3-Adaptor-
molekllen, wie Crk, CrkL, Grb2, Nck und Gads. AulRerdem ist eine Caspase-Erkennungs-
sequenz DDVD hervorgehoben, die zwischen dem 1. und 2. Prolin-reichen Motiv liegt. Es
wurden verschiedene, mittels PCR generierte HPK1-Peptide zwischen die Clal/Hpal-
Restriktionsschnittstellen der multiplen Klonierungsstelle des retroviralen Expressionsvektors
PEGZ-HA konstruiert. Dieser Vektor ist ein Derivat des murinen Leukémie-Virus (MLV) und
ermdglicht unter der Kontrolle des Zytomegalievirus-Promotors (CMV) Uber eine interne
ribosomale Bindestelle (IRES) die koordinierte Expression eines HA-konjugierten HPK 1-

Proteins mit einem Grunfluoreszenzprotein (EGFP) und dem Zeocin-Resistenzgen (Zeo).

Die folgenden rekombinanten HPK 1-Konstrukte wurden retrovira Uberexprimiert: die wild-
typische humane HPK 1 (aa 2-833) von pHA-HPK 1 wt; eine Kinase-inaktive Form der HPK 1
mit einer Mutation der Aminosaure (aa) Lysin (K) an Position 46 zu Methionin (M) von
pHA-HPK 1 M (46); der N-terminale Teil der HPK 1 mit der Kinase-Domane bis zur Caspase-
Spaltstelle (aa 2-385) von pHA-HPK 1 wt N-term. bzw. pHA-HPK1 M (46) N-term. sowie
das verbleibende C-terminale Peptid (aa 386-833) von pHA-HPK1 wt C-term.. Aul3erdem
wurde ein “antisense”-Plasmid (aa 386-2) pHA-HPK 1 AS konstruiert, von dem eine HPK 1-
“antisense” (AS)-RNA transkribiert wird.

Um die Kinase-Aktivitét der HPK1-exprimierenden retroviralen Vektoren zu Uberprifen,
wurden 293T-Zellen transient transfiziert. Aus den daraus isolierten Ganzzellextrakten
wurden die rekombinanten HA-Fusionsproteine mit spezifischen Antikorpern prézipitiert und
in einem in vitro Kinase-Assay mit GST-cJuns.gg als exogenes Substrat die Aktivitét der
HPK1 ermittelt. Wie in Abbildung 3.3 zu sehen, ist die retroviral exprimierte wildtypische
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HPK1 funktional aktiv, wahrend die mutierte HPK1 keine Kinase-Aktivitét zeigte. Aus dem
Westernblot der mit aHA prézipitierten Proteine geht hervor, dass beide rekombinanten

Konstrukte exprimiert wurden.

CMVI5'LTR

JLIR

aa 46
K—M DDVD

aa 382 - 385 /-

y
NH2 .\'(. ' Citron Homologie COOH
PR 1 234
HPK1 (aa2-833) 97 kDa

N-term. (aa2-385) C-term. (aa 386-833)
| 43kDa 54 kDa

AS  (aa386-2)

< ]
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Abb. 3.2: Schematische Struktur der HPK 1 sowie der retroviralen HPK 1-K onstrukte.

Die humane Serin-Threonin-Proteinkinase HPK1, ein Ste20 Homolog, hat ein Mole-
kulargewicht von ca. 97 kDa und besteht aus der N-terminalen Kinase-Doméne und
einer langen C-terminalen regulatorischen Region mit einer Citron-Homologie-Doméne.
Hervorgehoben sind die Prolin-reichen Regionen (PR 1-4) mit potentiellen SH3-Binde-
stellen, eine Caspase-Erkennungssequenz (DDVD) sowie die Position der Mutation von
Lysin zu Methionin der Aminosiure 46 (aa 46 K—M), die zu einer Kinase-inaktiven
Form der HPK 1 fihrt. In den bicistronischen retroviralen Vektor pEGZ-HA wurden die
dargestellten, mittels PCR generierten Fragmente der HPK 1 zwischen die Clal- und Hpal -
Restriktionsschnittstelle kloniert. Im Schema des retroviralen Plasmides sind der vor dem
Promotorbereich des Maus Leukéamie Virus (5'LTR) gelegene CMV Enhancer (CMV),
das Verpackungssignal (¥*), das Zeocin-Resistenzgen (Zeo) sowie die PolyA-Region
(3L TR) angegeben. Eine N-terminal mit einer kurzen Aminosauresequenz aus Haemo-
philus aureus (HA) markierte DNA wird Uber eine interne ribosomale Bindestelle (IRES)
mit einem Grinfluoreszenzprotein (EGFP) koordiniert exprimiert und kodiert fir ein
Epitop, dessen Expression sich mittels eines aHA-spezifischen Antikdrpers (Ak) leicht
nachweisen lasst.
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ADbb. 3.3: Dieretroviral exprimierte HPK 1 ist funktionell aktiv.

Die angegebenen retroviralen Konstrukte wurden in humane embryonale Nierenzellen der
Linie 293T transfiziert. Nach 48 h wurden die Zellen lysiert und die mit einem
spezifischen Ak gegen das HA-Tag prézipitierten Proteine (IP) in einem in vitro Kinase-
Assay auf ihre Fahigkeit untersucht, das exogene Substrat GST-clunsgy 2zZu
phosphorylieren. Dargestellt sind exemplarisch Auto- und Substratphosphorylierung
(Kinase-Assays) sowie die Expression der préazipitierten HPK 1-Proteine im Westernblot
(WB) aus vier unabhéngigen Experimenten.

Im in vitro Kinase-Assay stellte sich heraus, dass die Gberexprimierte wildtypische HPK1
konstitutiv aktiv ist. Da dies die Untersuchung der HPK 1-involvierten Signaltransduktions-
wege erschwert, sollte versucht werden, die Aktivitdt der rekombinanten HPK1 zu kontrol-
lieren. Dazu wurden retrovirale Expressionsvektoren konstruiert, die die HA-markierte HPK 1
als Fusionsprotein mit einer modifizierten Hormonbindungsdomane des murinen Ostrogen-
rezeptors (ER™, aa 281-599) exprimieren. In diesem ER™ ist die Aminosdure Glyzin an
Position 525 zu Arginin mutiert. Die ER™ Fusionsproteine sind ohne Bindung des Liganden
inaktiv, da sie im Komplex mit einer Vielzahl daran gebundener, intrazellulérer Polypeptide
vorliegen. Durch Bindung des synthetischen Liganden 4-Hydroxytamoxifen (TM) werden
diese inhibitorischen Komplexe, die u.a. aus Hitzeschockproteinen bestehen, aufgel 6st, und
das Protein ist aktivierbar bzw. aktiv. Es wurden retrovirale HPK 1-Expressionsvektoren mit
N-terminalen, C-terminalen sowie N- und C-terminalen ER™ Fragmenten konstruiert. In
transient transfizierten 293T-Zellen wurden die rekombinanten Fusionsproteine exprimiert
(Abb. 3.4 A), wahrend in stabil transduzierten EL-4 Zellen die anfanglich schwache Expres-

sion der Fusionsproteine mit 2 ER™ Fragmenten im Laufe der Zeocin-Selektion verloren ging
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(Abb. 3.4 B, Spuren 7 und 12). Aus dem in vitro Kinase-Assay in Abbildung 3.4 C geht
hervor, dass die HPK 1-Kinase-Aktivitat durch die modifizierte Hormonbindungsdomane des

murinen Ostrogenrezeptors nicht regulierbar ist.
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Abb. 3.4: Die Kinaseaktivitat der retroviral exprimierten HPK1 ist nicht tGber eine
modifizierte Hormonbindungsdomane des murinen Ostrogenrezeptors
(ER™) regulierbar.

(A) Retrovirale Fusionsproteine werden in 293T-Zellen exprimiert. 293T-Zellen wurden mit
retroviralen Konstrukten transfiziert und die Expression der rekombinanten Proteine von jeweils 50 g
der nach 48 h isolierten Ganzzellextrakte im Immunoblot mit spezifischen monoklonalen Ak gegen
das HA-Tag nachgewiesen. Dabei wurden folgende transfizierte Konstrukte in den entsprechenden
Spuren geladen: 1- pHA-ER™ HPK1 wt, 2 - pHA-ER™ HPK1 wt ER™, 3 - pHA-HPK1 wt ER™,
4 - pHA-HPK1 wt. (B) Transduzierte EL-4 T-Zellen exprimieren nicht alle retroviralen HPK1-
Konstrukte. EL-4 T-Zellen wurden mit retroviralen Plasmiden stabil transduziert und mit Zeocin
(300 pg/ ml) selektioniert. Im Westernblot wurde die Proteinexpression von jeweils 50 ug Ganzzell-
extrakten mit mAk gegen das HA-Tag bestimmt. Auffallend ist der Verlust der Expression der retro-
viralen HPK 1-Konstrukte mit jeweils zwei ER™-Fragmenten. Es wurden folgende stabil transduzierte
Konstrukte in den entsprechenden Spuren geladen: 5- pHA-HPK1 wt, 6-pHA-HPK1 M(46),
7 - pHA-ER™ HPK1 wt ER™, 8- pHA-ER™ HPK1 wt, 9- pHA-HPK1 wt ER™, 10 - pHA-ER™
HPK1 M(46), 11 - pHA-HPK1 M(46) ER™, 12 - pHA-ER™ HPK1 M(46) ER™. (C) Die HPK1-
Kinaseaktivitat ist nicht durch 4-Hydroxytamoxifen (TM) regulierbar. Die angegebenen retroviralen
Konstrukte wurden in 293T-Zellen transfiziert und nach 48 h ein in vitro Kinase-Assay durchgefihrt.
Die Zellen wurden zuvor 6 h in Gegenwart oder Abwesenheit von 4-Hydroxytamoxifen (TM + o. -)
inkubiert. In A-C sind reprasentative Blots von jeweils drei unabhangigen Experimenten dargestellt.
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So ist die Substratphosphorylierung des GST-cJuns.gg ohne oder mit 4-Hydroxytamoxifen
nahezu konstant und im Vergleich mit Konstrukten ohne die Hormonbindungsdomane gleich
stark. Wurden die Zellen Gber Nacht (ca. 18 h) mit TM inkubiert, so konnte im Kinase-Assay
eine minimale Steigerung der HPK 1-Autophosphorylierung um den Faktor 1,15 am Phospho-
Imager detektiert werden. Jedoch gab es auch hier keinen Unterschied in der Substrat-
phosphorylierung. Es war also leider nicht méglich, die HPK1-Kinase-Aktivitdt zu regulieren,

so dass mit den konstitutiv aktiven HPK 1-K onstrukten gearbeitet werden musste.

3.1.3. Die HPK1 fordert die spontane und unterstitzt die a CD3-vermittelte Apoptose
primarer CD4" T-Lymphozyten

Aus der erhohten endogenen HPK1-Expression in apoptotiscnen CD4" T-Lymphozyten
(Abbildung 3.1) wurde eine mit der T-Zellaktivierung und Apoptose assoziierte biologische
Rolle dieser Serin-Threonin-Proteinkinase vermutet. Um diese Arbeitsthese zu Uberprifen,
wurden naive primére CD4" T-Lymphozyten von DO 11.10 tg M&usen in Gegenwart von
teilungsinaktivierten DZ's mit einem OV A-Peptid stimuliert und 24 h spéter mit Retroviren
infiziert, die entweder ein Kontrollkonstrukt (pEGZ-HA), die wildtypische HPK1 (pHA-
HPK1 wt) oder eine Kinase-inaktive HPK1 (pHA-HPK1 M(46)) exprimierten. Anschlief3end
wurden die Zellen weitere 4 d expandiert, bevor ein Teil der Zellen auf aCD3e beschichteten
Gewebekulturschalen 8 h restimuliert wurde. Durch eine Markierung des wéhrend der Apop-
tose translokalisierten Phosphatidylserins mit Phycoerythrin (PE) konjugiertem AnnexinV
und der Auswertung in der zweiparametrischen Darstellung am FACS konnte der Anteil der
apoptotischen (AnnexinV-PE pos.), infizierten (EGFP-pos.) Zellen bestimmt werden. Die

uninfizierten und mit dem Leervektor infizierten Zellen dienten dabei jeweils as Kontrolle.

In Abbildung 3.5 sind reprasentative FACS-Daten aus einem von drei Experimenten darge-
stellt. Wahrend die uninfizierten Zellen ohne und mit oCD3-Restimulation eine nahezu
identische Apoptoserate aufweisen, sind klare Unterschiede zwischen den infizierten CD4"
T-Lymphozyten in Abhangigkeit vom exprimierten Konstrukt zu erkennen. Bereits die Infek-
tion mit dem Kontrollvektor verursachte dabei einen Anstieg der spontanen Apoptose um
45 % nach 4d im Vergleich zu den uninfizierten Zellen. Die wildtypische HPK 1 fihrte zu
einer 3-fachen Steigerung der Anzahl apoptotischer Zellen und die Kinase-inaktive HPK 1 zu
einer 2-fachen Steigerung der durch die Uberexpression induzierten Apoptose im Vergleich
zu den uninfizierten Kontrollpopulationen. Besonders der Anteil der HPK1-exprimierenden

apoptotischen Zellen war mit 81,6 % bereits vor der Restimulation sehr hoch. Wurde durch
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die aCD3-Restimulation eine spezielle Form der Apoptose, der Aktivierungs-induzierte Zell-
tod (AICD) induziert, trug die HPK 1-Uberexpression zu einer schnelleren Kinetik und einer
hoheren Apoptoserate bei. Sowohl die wildtypische HPK1 as auch in geringerem Malie die
Kinase-inaktive HPK 1 forderten die spontane und unterstitzten die aCD3-vermittelte Apop-

tose primérer CD4" T-Lymphozyten.

Primare CD4" T-Lymphozyten
PEGZ-HA  pHA-HPK1wt pHA-HPK1 M(46)

294 429| 1261 816| 271 56.2
{706 471| 739 184| 729 438

()

A 54 755 64.6 93.4 65.9 88.7
1429 245| 354 6.6 11.3

oCD3

AnnexinV-PE

EGFP

Abb. 3.5: Die HPK1 verstarkt die spontane Apoptose und den AICD primarer CD4"
T-Lymphozyten.

Naive primédre CD4" T-Lymphozyten von DO 11.10 tg Mausen wurden 24 h in Gegen-
wart von teilungsinaktivierten DZ"s mit einem OV A-Peptid (323-339) stimuliert, mit den
angegebenen retroviralen Konstrukten infiziert und fir weitere 4d in IL-2 haltigem
Medium expandiert. Anschlief3end wurden unbehandelte (-) sowie fir 8 h mit Platten-
gebundenen Ak gegen CD3e restimulierte Zellen (aCD3) mit AnnexinV-PE geférbt und
im FACS der Anteil der apoptotischen Zellen (AnnexinV-positiv) bestimmt. Als interne
Kontrolle dienten dabei die jeweiligen uninfizierten, EGFP-negativen Zellen. Abgebildet
sind Dot Plots eines représentativen Experiments, das aus drei unabhangigen Experi-
menten ausgewéahlt wurde.

Somit sind fur die regulatorische Funktion der HPK1 wahrend des T-Zelltodes neben der
Kinase-Aktivitét auch andere Faktoren von Bedeutung, die wahrscheinlich tber die Prolin-
reichen Regionen und Adaptormolekilbindungen mehrere unterschiedliche Signaltransduk-

tionswege beeinflussen.
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3.1.4. Sowohl N-terminale as auch C-terminale HPK1-Peptide sind an der Regula-
tion des apoptotischen Zelltodes beteiligt

Um den proapoptotischen Effekt der HPK1 auf bestimmte Regionen und Funktionen dieser
Proteinkinase eingrenzen zu konnen, wurden verschiedene retrovirale Expressionsvektoren
konstruiert (Abbildung 3.2). Die HPK1-Proteine wurden von diesen Konstrukten nach der
transienten Transfektion in 293T-Zellen exprimiert. Dies geht aus dem in Abbildung 3.6
gezeigten Westernblot mit spezifischen Ak gegen das HA-Tag hervor. Die Grof3e der HPK 1
betragt 97 kDa, das N-terminale Peptid ist 43 kDa und das C-terminale Peptid 54 kDa grof3.

WB: aHA  293T
kDa 1 23 4 5

1114
- Bray <« HPK1
80 -
61-
< HPKI1-C
49 o
- @ |<HPKI-N
36 -

Abb. 3.6: N- und C-terminale HPK 1-Peptide werden von den konstruierten retro-
viralen Vektoren exprimiert.

293T-Zellen wurden mit verschiedenen retroviralen HPK1-Plasmiden transient trans-
fiziert. Nach 48 h wurde die Expression dieser Konstrukte durch einen Immunoblot von
jewells 40 ug der isolierten Ganzzellproteinextrakte mit mAk gegen das HA-Tag unter-
sucht. Dabei wurden die Proteine von mit folgenden Vektoren transfizierten 293T-Zellen
in den entsprechenden Spuren geladen: 1 - pHA-HPK1 wt, 2 - pHA-HPK1 wt N-term.,
3 - pHA-HPK1 wt C-term., 4 - pHA-HPK1 M(46), 5 - pHA-HPK1 M(46) N-term. Darge-
stellt ist ein représentativer Blot von 4 unabhdngigen Experimenten.

Die retrovirale Uberexpression einer gegen die humane HPK 1 gerichteten , antisense-RNA
(PHA-HPK1 AS) sollte die endogene HPK1-Expression unterdriicken und somit weitere
Rickschlisse auf die biologische Rolle der HPK1 bei der T-Zell-Apoptose ermoglichen. In

der transienten Kotransfektion von 293T-Zellen (Abbildung 3.7) inhibierte das AS-K onstrukt
dosisabhangig die HPK 1-Expression. Eine geringe HPK 1-Expression konnte allerdings selbst
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nach einem 4-fachen Uberschuss des , antisense”-Vektors noch detektiert werden, so dass
man auch in primaren T-Zellen nach der Infektion mit diesem Konstrukt keine vollstandige

Hemmung der HPK 1 Expression erwarten konnte.

Vektoren Mg pro 60 mm Gewebekulturschale
pHA-HPK1 wt 05 1 2 1 1 1 1
pHA-HPK1 AS - - - 1 2 3 4
pEGZ-HA 45 4 3 3 2 1 -

HPK]l | e —— -

B-ACtin — e — ——— —

Abb. 3.7: DieHPK1 ,antisense”-RNA inhibiert die HPK 1-Expression.

293T-Zellen wurden mit den angegebenen Mengen der retroviralen Plasmide transient
kotransfiziert. Nach 48 h wurde die Expression der HPK1 (oberer Blot) und von B-Actin
als Ladekontrolle (unterer Blot) in jeweils 50 pug der isolierten Ganzzellproteinextrakte
mit spezifischen Ak im Immunoblot detektiert. Die abgebildeten Immunoblots sind
reprasentativ flr 3 unabhdngige Experimente.

Primare CD4" T-Lymphozyten von DO 11.10 tg M&usen wurden wie zuvor beschrieben
retroviral infiziert, expandiert und der Anteil der apoptotischen Zellen mit der AnnexinV-PE-
Farbung im FACS ermittelt. Eine generelle Reduktion der spontanen Apoptose wurde durch
eine um einen Tag reduzierte, 3-tdgige Expansionszeit erreicht. Daten aus 5 unabhangigen
Experimenten sind in Tabelle 1 zusammengefasst, wobei die uninfizierten Kontrollzellen (-)
wiederum nahezu identische Anteile apoptotischer Zellen zeigten. Sie dienten als Marker der
allgemeinen Zellkulturbedingungen der mit den verschiedenen retroviralen HPK 1-Konstruk-
ten transduzierten T-Lymphozyten. Sowohl die spontane als auch die aCD3-induzierte
Apoptose wurden durch die wildtypische HPK1 (pHA-HPK1 wt) bel einer Steigerung von
75 % bzw. 60 % im Vergleich mit Kontrollvektor (pbEGZ-HA) transduzierten CD4" T-Zellen
am deutlichsten beeinflusst. Die Kinase-inaktive HPK1 (pHA-HPK1 M(46)) konnte den
Zelltod jeweils um 40 % erhohen. Wurden die Zellen mit einem N-terminalen HPK 1-Peptid
(PHA-HPK1 wt N-term.) infiziert, das die Kinase-Domane enthélt, war der Anteil der apop-
totischen Zellen um 65 % bzw. 50 % hoher. Aber auch der C-terminale regulatorische Teil
der HPK1 (pHA-HPK1wt C-term.) steigerte die Apoptoserate um 50 % bzw. 40% im

Vergleich mit Kontrollvektor transduzierten Zellen.
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Tab. 3.1: Sowohl N-terminale als auch C-terminale HPK 1-Peptide ver stérken die spon-
tane Apoptose und den AICD primarer CD4" T-Lymphozyten.

Naive priméare CD4" T-Lymphozyten von DO 11.10 tg Mausen wurden 24 h in Gegenwart
von teilungsinaktivierten DZ’s mit einem OV A-Peptid stimuliert, mit den aufgelisteten
retroviralen HPK 1-Konstrukten bzw. dem Kontrollvektor (pEGZ-HA) infiziert oder unin-
fiziert belassen (-) und weitere 3d in IL-2-haltigem Medium expandiert. Anschlief3end
wurden unbehandelte (keine Restimulation) sowie 8 h mit Platten-gebundenen Ak gegen
CD3e restimulierte Zellen (8 h aCD3) mit AnnexinV-PE geférbt und im FACS der
prozentuale Anteil der apoptotischen Zellen (AnnexinV positiv) bestimmt. Zusammen-
gefasst sind Daten aus 5 voneinander unabhéngigen Experimenten.

CD4" T-Zellen der DO11.10 TZR tg Mause, 3 d nach Infektion

apoptotische Zellen [ % AnnexinV pos. ]

infiziert mit keine Restimulation 8 h aCD3

— 10,3 £ 0,7 40,9 + 0,8
pPEGZ-HA 20,1 + 0,7 50,5 + 0,9
pHA-HPK1 wt 350 + 4,1 79,1 £ 6,1
pHA-HPK1 M(46) 279 + 1,1 68,8 + 4,6
pHA-HPK1 AS 176 + 1,0 47,2 + 1,6
pHA-HPK1 wt N-term. 32,8 + 3,6 74,6 £ 4,1
pHA-HPK1 wt C-term. 30,2 + 1,8 70,4 + 2,7
pHA-HPK1 M(46) N-term. 209 + 2,1 54,4 + 3,1

Bemerkenswert ist zudem, dass ein N-terminales HPK 1 Peptid mit mutierter Kinase-Domane
(PHA-HPK1 M(46) N-term.) nicht in der Lage ist, die spontane oder aCD3-vermittelte Apop-
tose der priméren CD4" T-Lymphozyten zu beeinflussen. Die retrovirale Uberexpression
einer gegen die humane HPK1 gerichteten AS-RNA (pHA-HPK1 AS) konnte die Apoptose
der murinen Lymphozyten nur geringftgig inhibieren. Daraus folgte, dass sowohl N-termi-
nale als auch C-terminale HPK1-Peptide an der Regulation des apoptotischen Zelltodes
beteiligt sind.
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3.1.5. Die Expression des Fas-Liganden (CD95L) auf T-Lymphozyten wird durch die
HPK 1 gesteigert

Ein wichtiger Signaltransduktionsweg zur Induktion des programmierten Zelltodes fuhrt Gber
die Aktivierung des CD95/Fas-Rezeptors durch seinen Liganden. Deshalb sollte der Einfluss

der HPK 1 auf die Expression des Fas-Liganden (FasL) von T-Zellen untersucht werden.

Dazu wurden mit einem OV A-Peptid aktivierte primdre CD4" T-Lymphozyten von DO 11.10
tg Mausen mit retroviralen HPK 1-Konstrukten infiziert, 3 d expandiert und anschlief3end ein
Teil der Zellen auf aCD3e-beschichteten Gewebekulturschalen 3 h restimuliert. Die Zellen
wurden mit Biotin-konjugierten Ak gegen den CD95L und Streptavidin-PE geféarbt und im
FACS der Anteil der FasL -exprimierenden CD4" T-Zellen bestimmt.

CD4" T-Zellen
-
PEGZ-HA ; M anti-CD3
pHA-HPK1
wit
PHA-HPK1
M(46)
pHA-HPK1
AS

0O 10 20 30 40 50 60
FasL-Expression [%)]

Abb. 3.8: Die HPK1 verstarkt die Expression des Fas-Liganden (CD95L) auf primaren
CD4" T-Zéllen.

CD4" T-Lymphozyten von DO 11.10 tg M&usen wurden nach der priméren Aktivierung
mit OVA-Peptid (323-339) und retroviraler Infektion mit den angegebenen Plasmiden
weitere 3d in IL-2-haltigem Medium expandiert. Anschlief3end wurden unbehandelte (-)
sowie 3 h mit Plattengebundenen Ak gegen CD3e restimulierte Zellen (anti-CD3) mit
einem Biotin-konjugierten Ak gegen den CD95L sowie Streptavidin-PE geférbt und im
FACS der Anteil der FasL-exprimierenden, infizierten (EGFP-pos.) Zellen bestimmt. Im
Bakendiagramm sind die Mittelwerte und Standardabweichungen von 5 unabhangigen
Experimenten zusammengefasst.

Die Ergebnisse 5 unabhangiger Experimente sind im Balkendiagramm der Abbildung 3.8
dargestellt. Sie zeigen, dass die Expression des CD95L nach der Restimulation der T-Zellen
durch aCD3 hochreguliert wird. Die HPK 1-exprimierenden CD4" T-Lymphozyten zeigten
eine um den Faktor 2 gesteigerte basale FasL-Expression, und auch die aCD3-vermittelte
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Induktion der FasL-Expression war im Vergleich mit Kontrollvektor-transduzierten Lympho-
zyten erhoht. Einen geringeren Effekt as die wildtypische HPK1 auf die Induktion der
CD95L -Expression bewirkte die Kinase-inaktive Form der HPK1. Die retrovirale Uber-
expression einer gegen die humane HPK1 gerichteten AS-RNA konnte die Expression des
Fas-Liganden nur minimal hemmen. Somit ist die gesteigerte Expression des FasL (CD95L)
auf T-Lymphozyten durch HPK1 ein Signaltransduktionsweg, der bei der durch HPK1

modulierten Apoptose von T-Lymphozyten involviert ist.

3.2. Die HPK1 verstarkt die ROS-vermittelte Apoptose tUber eine Aktivierung
der c-Jun N-terminalen Kinase (JNK) und die Inhibierung des NF«B
Signalweges

Um die molekularen Mechanismen des durch die HPK1 geforderten programmierten Zell-

todes und die daran beteiligten Signaltransduktionskaskaden an einem Modellsystem

untersuchen zu konnen, wurden EL-4 T-Zellen mit den zuvor beschriebenen retroviralen

Expressionsvektoren stabil transduziert. Da in diesen Zelllinien selbst nach Serumdepletion

keine Apoptose durch aCD3 induziert werden konnte, wurde Wasserstoffperoxid (H>O,) als

Zelltod-ausl 6sendes Agens verwendet. Durch H,O, wird die intrazelluldre Konzentration der

frelen reaktiven Sauerstoffmetabolite (ROS) erhoht, die wichtige Mediatoren der T-Zell-

Apoptose sind. AulRerdem werden durch H,O, Signaltransduktionswege beeinflusst, die auch

bei T-Zell-Rezeptor (TZR)-Aktivierung induziert werden [Griffith et al., 1998; Hildeman et

al., 1999].

3.2.1. Die endogene Expression und Spaltung der HPK1 wird durch Wasserstoff-
peroxid (H,0,) induziert
EL-4 T-Zellen wurden in einer Kinetik (0-120 min) mit einer Apoptose-induzierenden
Wasserstoffperoxid-K onzentration stimuliert und die endogene HPK 1-Expression nach |so-
lation der Ganzzellextrakte im Westernblot bestimmt. Aus den Immunoblotsin Abbildung 3.9
ist die Induktion der endogenen HPK1-Expression durch die H,O,-Behandlung ersichtlich.
Gleichzeitig konnte nach 10 min ein N-terminales Spaltprodukt der HPK1 (HPK 1-N) von
etwa 43 kDa detektiert werden. Sowohl die HPK1-Expression als auch die Menge des Spalt-
produktes waren nach 90 min nahezu verdoppelt und stiegen bis 120 min weiter leicht an.
Somit konnte die HPK 1 eine in der ROS-vermittelten Apoptose-Induktion involvierte Kinase

sain.
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1,0 mM H,0, [min] EL-4
-5 10 30 60 90 120

_— ases HPK1

— — — ———| HPK1-N

e e e et et B-Actin

Abb. 3.9: Wasserstoffperoxid fihrt zum Anstieg der endogenen HPK 1-Expression und
Spaltung des Proteinsin EL-4 Thymoma-Zellen.

EL-4 Zellen wurden 0-120 min mit 1,0 mM H,0O, stimuliert und anschlief3end Ganzzell-
proteinextrakte isoliert. Jeweils 100 ug Protein pro Zeitpunkt wurden mittels SDS-PAA-
Gelelektrophorese getrennt, auf eine NC-Membran transferriert und mit Ak gegen HPK 1
(obere beiden Blots) sowie B-Actin als Ladekontrolle detektiert. Bemerkenswert ist das
entstehende HPK1-Spaltprodukt (HPK1-N) von ungefahr 43 kDa. Ein reprasentativer
Blots von 3 unabhangigen Experimenten ist abgebildet.

3.2.2. Die Uberexpresson der HPK1 verstarkt die H,O.-induzierte Apoptose,

wahrend ein RNA-“antisense® Konstrukt den apoptotischen Zelltod inhibiert
Um den Einfluss der HPK 1 auf die durch ROS induzierte Apoptose zu untersuchen, wurden
mit HPK 1-Konstrukten und einem Kontrollvektor stabil transduzierte EL-4 T-Zellen 6 h mit
1,0mM H,0, inkubiert. Diese Konzentration war in Vorversuchen mit EL-4 Zellen as
optimal fur die Apoptose-Induktion nach 6 h-iger Inkubationszeit ermittelt worden, ohne dass
ein signifikant erhohter Anteil nekrotischer Zellen entstand (nicht dargestellt). Der Anteil an
apoptotischen Zellen wurde anschlieRend mit der SubGs;-Technik bestimmt [Hotz et al.,
1994]. Diese Methode basiert auf der Tatsache, dass in apoptotischen Zellen die DNA durch
eine induzierte Endonuklease gespalten wird. Die dadurch entstehenden DNA-Fragmente
(von ca. 200 bp) werden nach Fixierung der Zellen und Permeabilisierung der Membran
extrahiert und der verminderte DNA-Gehalt nach Farbung der DNA mit dem Fluores-
zenzfarbstoff Propidiumjodid (Pl) im FACScan nachgewiesen (s. 2.15.7.2. und 2.15.9.).

Aus den Daten in Abbildung 3.10 geht hervor, dass die HPK 1-Uberexpression in stabil trans-
duzierten EL-4 T-Zellen keine spontane Induktion des programmierten Zelltodes hervorruft.
Die H,O,-induzierte Apoptose wird jedoch durch die wt und zu einem geringeren Antelil
durch die Kinase-inaktive HPK1 verstérkt. Der Anteil apoptotischer Zellen nach 6 h-iger
Inkubation mit 1,0 mM H,O, betragt fur die Kontrollzellen (pEGZ-HA) 16,2 + 1,5 %. Dieser
wird durch die Uberexpression der wildtypischen HPK1 (pHA-HPK 1 wt) auf 50 + 3,4 % und
durch die Kinase-inaktive HPK1 (pHA-HPK1 M(46)) auf 31,9 + 2,9 % erhéht. Somit sind fir
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den verstérkenden Effekt der HPK1 auf die H,O,-induzierte Apoptose sowohl die Kinase-

Aktivitét als auch andere, vom HPK 1-Protein vermittelte Funktionen von Bedeutung.

o I EL-4
454 Y -

401 ®m 6hH,0,
35 N T
30 -
25 -
20 -
15 A
10 n e

.

PEGZ-HA pHA-HPK1 wt pHA-HPK1 M(46)

Apoptose [% SubG, pos.]

Abb. 3.10: Die wildtypische und Kinase-inaktive HPK 1 ver stérken die ROS-ver mittelte
Apoptose.

Stabil mit einem Kontrollvektor (pEGZ-HA) , wildtypischer HPK1 (pHA-HPK1 wt) oder einer
mutierten, Kinase-inaktiven HPK1 (pHA-HPK1 M(46)) transduzierte EL-4 T-Zelllinien wurden 6 h
mit 1,0 mM H,0, stimuliert. Anschlie?end wurde der DNA-Gehalt von unstimulierten und von mit
H.O, inkubierten Zellen nach Farbung mit Propidiumjodid im FACS gemessen. Die Zellen mit
reduziertem DNA-Gehalt (SubG;), die im DNA-Histogramm vor dem G;-Phasen Peak lagen, wurden
as apoptotisch bestimmt. Im Balkendiagramm sind die Mittelwerte und Standardabweichungen der
prozentualen Anzahl der apoptotischen Zellen aus 4 unabhangigen Experimenten dargestellt.
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Abb. 3.11: Die Uberexpression der HPK 1 bewirkt eine Steigerung der H,O-induzierten
Apoptosein der transduzierten Zelllinie U-937.

Die Kontroll-RNA- (pEGZ-HA) oder wt HPK1- (pHA-HPK1wt) exprimierenden U-937-Zellen
wurden 6 h mit den angegebenen H,O,-Konzentrationen (0-1,2 mM) inkubiert und anschlief3end der
Anteil der apoptotischen Zellen mit Hilfe der SubG;-Technik im FACS bestimmt. Im Diagramm sind
die Mittelwerte und Standardabweichungen aus 3 voneinander unabhangigen Experimenten zusam-
mengefasst.
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Um zu Uberpriifen, ob diese durch die HPK1 bedingte Verstarkung der H,O-induzierten
Apoptose auf EL-4 T-Zellen beschrénkt ist, wurden U-937-Zellen mit dem Kontrollvektor
und dem HPK1-exprimierenden Konstrukt stabil transduziert. Nach 6 h-iger Inkubation mit
den in Abbildung 3.11 angegebenen H,O,-Konzentrationen wurde die Apoptoserate mit der
SubGs-Technik ermittelt. Bel H,O,-Konzentrationen grof3er als 1,2 mM kam es dabel zu einer
erhohten Nekrose-Induktion (nicht dargestellt). Auch in den U-937-Zellen forderte die Uber-

expression der HPK 1 die durch H,O; induzierte Apoptose.

Tab. 3.2: Sowohl N-terminale als auch C-terminale HPK 1-Peptide sind an der Regula-
tion der ROS-vermittelten Apoptose beteiligt.

Stabil mit einem Kontrollvektor (pEGZ-HA) oder den angegebenen retroviradlen HPK 1-
Konstrukten transduzierte EL-4 T-Z€dllinien wurden 8 h mit 1,0 mM H,O, stimuliert.
Anschlieffend wurde der DNA-Gehalt von unstimulierten und von mit H,O, inkubierten
Zellen nach Farbung mit Propidiumjodid im FACS gemessen. Die Zellen mit reduziertem
DNA-Gehalt, die im DNA-Histogramm vor dem G;-Phasen Peak lagen (SubG,), wurden
als apoptotisch bestimmt. Aufgelistet sind die Mittelwerte und Standardabwel chungen des
Prozentsatzes apoptotischer Zellen aus 3 unabhangigen Experimenten.

apoptotische Zellen [ % SubG; pos. |

transduziert mit keine Stimulation 8 h H,O,
PEGZ-HA 53 £ 04 20,1 £ 2,1
pHA-HPK1 wt 8,6 + 1,3 55,1 + 4,3
pHA-HPK1 M(46) 79 + 0,9 30,8 + 3,2
pHA-HPK1 wt N-term. 74 + 1.8 46,7 + 3,8
pHA-HPK1 wt C-term. 6,8 £ 1,2 40,2 + 2,9
pHA-HPK1 M(46) N-term. 6,1 + 0,7 22,3 + 3,5

Dabei der Regulation des AICD primarer CD4" T-Lymphozyten sowohl N-terminale als auch
C-terminale HPK 1-Peptide beteiligt sind (s. 3.1.4.) und die endogene HPK1 in H,O,-indu-
Zierten EL-4 T-Zellen gespalten wird (s. 3.2.1.), sollte untersucht werden, ob die Spalt-
produkte der HPK1 auch die ROS-vermittelte Apoptose beeinflussen. Dazu wurden EL-4

T-Zellen stabil mit den verschiedenen retroviralen HPK 1-Expressionsvektoren transduziert
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und 8 h mit 1,0 mM H,O; inkubiert, bevor der Anteil apoptotischer Zellen mit der SubG;-
Technik bestimmt wurde. In Tabelle 3.2 sind die Daten aus drel unabhéngigen Experimenten

mit jewells zwei transduzierten Zelllinien pro Konstrukt zusammengefasst.

Die HPK 1-Konstrukte haben keinen Einfluss auf die Vitalitét der transduzierten EL-4 Zellen,
jedoch fordern sowohl N-terminale als auch C-terminale HPK 1-Peptide die H,O,-vermittelte
Apoptose dieser Zellen. Wahrend die wt HPK 1 zu einer 2,7-fachen Steigerung der Apoptose-
rate gegentber den mit Kontrollvektor transduzierten Zellen nach 8 h-iger Inkubation mit
1,0 mM H»O, fuhrt, werden durch das N-terminale, die Kinase-Doméane enthaltende HPK 1-
Peptid 85% und durch das C-terminale Peptid 73 % dieses pro-apoptotischen Effekts
erreicht. Im Vergleich dazu liegt der Apoptose-fordernde Effekt der mutierten, Kinase-
inaktiven HPK 1 bei 56 % der durch die Uberexpression der wt HPK 1 erreichten Apoptose-
Zunahme. Die Expression eines Kinase-inaktiven N-terminalen HPK 1-Peptids zeigte keinen

signifikanten Einfluss auf die H,O,-induzierte Apoptose.

Um die Bedeutung der HPK1 bei der ROS-vermittelten Apoptose zu bestimmen, wurden
EL-4 T-Zellen stabil mit einem retroviralen Konstrukt transduziert, das fir eine gegen die
humane HPK 1 gerichtete ,, antisense”-RNA (pHA-HPK1 AS) kodiert. So sollte die endogene
HPK1-Expression unterdrtickt und dadurch RickschlUisse auf die biologische Rolle der HPK 1
bei der H,O,-vermittelten Apoptose ermdglicht werden. Im Westernblot der isolierten Ganz-
zellextrakte der transduzierten Zelllinien mit HPK 1-spezifischen Ak (Abbildung 3.12) ist zu
sehen, dass die endogene HPK 1-Expression (pEGZ-HA) nicht vollstéandig, aber grofitenteils
durch das RNA-AS-Konstrukt inhibiert wurde. Die HPK 1-Expression in den EL-4 T-Zellen,
die mit pHA-HPK1 wt transduziert wurden, ist im Vergleich mit der endogenen Expression
etwa 3-fach bis 4-fach erhoht.

Die mit dem Kontrollvektor, mit HPK1 oder mit dem HPK1-AS-Konstrukt stabil transdu-
zierten EL-4 T-Zellen wurden 0-8 h mit 1,0 mM H»O; inkubiert, und anschlief3end wurde der
Antell der apoptotischen Zellen wiederum mit der SubG;-Technik bestimmt. Aus der Kinetik
in Abbildung 3.13 geht hervor, dass die Uberexpression einer AS-RNA der humanen HPK 1
die durch H,O.-induzierte Apoptose inhibiert, wahrend die Uberexpression der wt HPK 1 den
H.O.-vermittelten Zelltod verstarkt. Dargestellt ist jeweils die relative Apoptoserate im
Vergleich zum Anteil der apoptotischen, Kontrollvektor-transduzierten Zellen nach 8h
Inkubation mit 1,0 mM H,O,. Bereits nach 2 h sind schwache Unterschiede in der H,O,-
induzierten Apoptose der einzelnen EL-4 Zelllinien detektierbar, die bis zum 8 h-Wert
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deutlich ansteigen. Nach 8 h ist die Apoptoserate durch die Uberexpression der HPK1 um
42 % erhoht, wahrend das HPK 1-AS-Konstrukt die Apoptoserate um 25 % reduziert.

Abb. 3.12: Dieretroviral-Uberexprimierte
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Abb. 3.13: Die HPK1-Expression verstarkt die H,O.-induzierte Apoptose von EL-4
T-Zellen, wahrend eine HPK 1, antisense” -RNA diese inhibiert.

Stabil mit pEGZ-HA, pHA-HPK1 wt oder einem ,antisense“-RNA Konstrukt (pHA-
HPK1 AYS) transduzierte EL-4 T-Zdllinien wurden 0-8 h mit 1,0 mM H,O, stimuliert.
Anschlief?end wurde der DNA-Gehalt der fixierten, mit Propidiumjodid geférbten Zellen
im FACS gemessen. Die Zellen mit reduziertem DNA-Gehalt, die im DNA-Histogramm
vor den in der G;-Phase befindlichen Zellen lagen (SubG;,), wurden as apoptotisch
bestimmt. Im Graph sind die Mittelwerte und Standardabweichungen der relativen
Apoptoseraten im Vergleich zu den mit dem Leervektor pEGZ-HA transduzierten und 8 h
mit H,O, induzierten EL-4 T-Zellen aus 5 unabhdngigen Experimenten zusammenge-
fasst.
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Aus den durch die Uberexpression und Hemmung der HPK 1-Expression erzielten Ergeb-
nissen kann auf eine regulative, verstérkende Rolle der HPK1 bei der H,O.-vermittelten
Apoptose geschlossen werden. Dieser proapoptotische Effekt ist jedoch nicht nur durch die
Kinase-Aktivitét bedingt, da sowohl N-terminale as auch C-terminale HPK 1-Peptide an der
Regulation des apoptotischen Zelltodes beteiligt sind.

3.2.3. Die ROS-vermittelte und durch HPK1 geférderte Apoptose in EL-4 T-Zellen
Ist nicht auf MRNA-Ebene reguliert

Um Zielgene der HPK1 zu identifizieren, die beim ROS-vermittelten Zelltod eine Rolle
spielen konnten, wurde die RNA von mit HPK1-Konstrukten stabil transduzierten, H,O,-
induzierten EL-4 T-Zellen isoliert und die Expression verschiedener Apoptose-assoziierter
Proteine mit Hilfe der RNA-Protektions-Anayse quantitativ bestimmt. Wie in Abbildung
3.14 exemplarisch dargestellt ist, konnte dabel kein Unterschied in den mRNA-Konzen-
trationen verschiedener Caspasen zwischen den Kontrollvektor-transduzierten (HA) und den
mit wildtypischer (wt) oder Kinase-inaktiver (M46) HPK1 transduzierten EL-4 T-Zellen
detektiert werden.

Ind.: 1,0 mM H,0O, - 2h 6 h
HA | wt |M46| HA | wt | M46| HA | wt | M46

Casp.8 —— - Pt

Casp.3
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Abb. 3.14: Die HPK 1-Uberexpression lasst die Konzentration vieler Caspasen-RNA"sin
H,O,-induzierten EL-4 T-Zellen unbeeinflusst.

EL-4 Zellen wurden mit einem Kontrollvektor (HA), wildtypischer HPK 1 (wt) oder einer
Kinase-inaktiven HPK1 (M46) transduziert und mit Zeocin selektioniert. Sie wurden im
FACS auf Grinfluoreszenz und im Westernblot auf die Proteinexpression tberprift. Ein
Teil der Zellen wurde unbehandelt belassen, die anderen 2 h und 6 h mit 1,0 mM H,O»,
induziert. Anschlief3end wurden jeweils 5 g der extrahierten Gesamt-RNA im RNA-
Protektions-Assay (Riboquant von BD PharMingen) analysiert. Auf dem Gel sind Proben
von je 2 unabhéngig transduzierten Zelllinien aufgetragen worden.
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Der reduzierte RNA-Gehalt nach 6 h-iger Inkubation mit 1,0 mM H,O; erklart sich durch den
Prozess des fortschreitenden Zelltodes. In anderen, nicht dargestellten, RNA-Protektions-
Analysen wurden u.a. die mRNA’s von bcl-2, bcl-x, CD95 sowie des CD95L untersucht.
Obwohl exprimiert, gab es auch hier keinen Unterschied in den mRNA-Konzentrationen
zwischen den transduzierten Zelllinien. Somit lasst sich schlussfolgern, dass die pro-apopto-
tische Wirkung der HPK 1 auf den ROS-induzierten Zelltod nicht auf eine ,, Hochregulierung*
Apoptose-fordernder Gene oder eine Hemmung bekannter anti-apoptotischer Gene zurtick-
zufUhren ist. Allerdings konnten andere aktivierende Signaltransduktionswege verstarkt sein

wie z.B. die Spaltung und damit die Aktivierung der Caspasen.

3.2.4. Durch H,0O,-Induktion ist eine erhthte Tyrosinphosphorylierung in HPK1-
exprimierenden EL-4 T-Zellen zu beobachten

Aus der Literatur war bekannt, dass die HPK1 nach aCD3-Stimulation aktiviert wird. Ein

frihes Ereignis nach der T-Zell Aktivierung ist die Protein-Tyrosinphosphorylierung. Deshalb

sollte Uberprift werden, ob auch nach H,O,-Stimulation eine Protein-Tyrosinphosphory-

lierung induziert wird und ob die HPK 1 diese Phosphorylierung beeinflusst.

Dazu wurden mit HPK 1-Konstrukten bzw. mit einem Kontrollvektor stabil transduzierte EL-4
T-Zellen 0-120 min mit 1,0 mM H,0O, inkubiert und das Protein-Phosphorylierungsmuster der
isolierten Ganzzellextrakte im Westernblot mit spezifischen mAk gegen Phospho-Tyrosin
detektiert. Aus Abbildung 3.15 ist ersichtlich, dass die H,O,-Stimulation der mit dem
Kontrollvektor (pEGZ-HA) transduzierten EL-4 T-Zellen zu einer Inhibierung der Tyrosin-
phosphorylierung von Proteinen fihrt, die groRRer als 50 kDa sind. Dagegen bleibt in diesen
Zellen die Tyrosinphosphorylierung der Proteine unter 50 kDa von der Induktion mit H,O,

unbeainflusst.

Die Uberexpression der wildtypischen HPK1 (pHA-HPK1 wt) fihrt nach H,O»-Stimulation
zu einer erhdhten Tyrosinphosphorylierung zahlreicher Proteine. Wéhrend die HPK1 in die-
sen transduzierten Zellen zu einer starken und anhaltenden konstitutiven Phosphorylierung
der Proteine zwischen 12-30 kDa fhrt, kommt es durch H,O, zu einer Induktion der Tyrosin-
phosphorylierung von Proteinen, die groRer als 45 kDa sind. Die Uberexpression einer
mutierten Kinase-inaktiven HPK1 (pHA-HPK1 M(46)) hat dagegen einen deutlich geringe-
ren, wenn auch signifikanten Einfluss auf die Protein-Tyrosinphosphorylierung nach H,O.-
Stimulation. Die HPK1 férdert also die Protein-Tyrosinphosphorylierung in H,O»-induzierten
EL-4 T-Zellen.
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Abb. 3.15: Die HPK 1 verstarkt die Protein-Tyrosinphosphorylierung in H,O,-stimulier -
ten EL-4 T-Zéllen.

Im Westernblot mit einem spezifischen mAk gegen Phospho-Tyrosin wurde das Protein-
Phosphorylierungsmuster von mit unterschiedlichen retroviralen Konstrukten stabil
transduzierten und 0-120 min mit 1,0 mM H,O, induzierten EL-4 T-Z€lllinien detektiert,
wobei 50 ug der Ganzzellproteinextrakte je Zeitpunkt aufgetragen wurden. Die abgebil-
deten Immunoblots zeigen représentative Autoradiogramme von 3 unabhangigen Experi-
menten.
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3.25. Die HPK1 verstérkt die JNK- und, in geringerem Mal3e, die ERK- und p38
MAP-Kinase-Aktivierung in H,O,-induzierten EL-4 T-Zellen

Da die HPK1 as ein Aktivator der c-Jun N-terminalen Kinase (JNK) beschrieben wurde

[Hehner et al., 2000a; Ma et al., 2001] und die Aktivierung von JNK den apoptotischen

Zelltod fordert [Behrens et al., 2001; Sabapathy et al., 2001], sollte der Einfluss der HPK1

wahrend der H,O,-vermittelten Apoptose auf die Aktivierung der Mitogen-aktivierten

Protein-Kinasen (MAPK) untersucht werden.

Dazu wurden EL-4 T-Zellen mit einem Kontrollvektor und verschiedenen HPK 1-K onstrukten
stabil transduziert. Die Zellen wurden 0-120 min mit 1,0 mM H,O, inkubiert und die iso-
lierten Ganzzellextrakte im Westernblot mit den Phospho-spezifischen Ak (jeweiliger oberer
Blot) bzw. fur die Expression der MAPK mit den gegen das Protein gerichteten Ak
(jeweiliger unterer Blot) detektiert. Wie der Abbildung 3.16 zu entnehmen ist, fuhrte die
Stimulation mit H,O, zu einer schwachen, doch detektierbaren Aktivierung aller drei unter-
suchten MAP-Kinasen JNK1, p38 sowie ERK1/ERK2 bei den mit dem Kontrollvektor
(PEGZ-HA) transduzierten EL-4 Zellen. Die Uberexpression der wt HPK1 (pHA-HPK 1 wt)
bewirkte - wie vermutet - eine verstarkte INK-Phosphorylierung. Obwohl die Expression der
mutierten, Kinase-inaktiven Form der HPK1 (pHA-HPK1 M(46)) ebenfalls die Aktivitat der
JNK im Vergleich zu den Kontrollzellen verstérkte, war dieser aktivitatssteigernde Effekt im

Falle der wt HPK 1 starker und vor allem langer anhaltend. Dies deutet darauf hin, dass ein
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wesentlicher Teil der JNK-Aktivierung auf die HPK1-Kinase-Aktivitdt und nicht auf die
durch die Prolin-reichen Motive vermittelte Adaptor-Funktion zurtickzufihren ist. Im Ver-
gleich zur deutlichen Steigerung der INK1 Aktivierung fuhrte die HPK 1-Expression nur zu
einer schwachen Aktivitatssteigerung von p38 sowie ERKL/ERK2. Aulerdem war dieser
induzierende Effekt nahezu gleich stark in EL-4 T-Zellen, die eine Kinase-inaktive HPK 1
exprimierten. Die ERK1/ERK2-Phosphorylierung war in den letztgenannten Zellen sogar
stérker. So scheint die HPK1-Kinase-Aktivitdt nicht verantwortlich fur die Aktivierung von
p38 sowie ERK1/ERK?2 zu sein. Eine gegen die humane HPK1 gerichtete AS-RNA (pHA-
HPK1 AS) unterdriickte die Aktivitéatssteigerung aler drei MAP-Kinasen, jedoch nicht deren

Expression.
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Abb. 3.16: Die HPK 1 verstarkt die JNK- und - in schwacherem Mal3e - auch die ERK-
und p38 MAP-Kinase-Aktivierung in H,O,-stimulierten EL-4 T-Zellen.

Stabil transduzierte EL-4 Zelllinien, die entweder wt HPK1 (pHA-HPK 1 wt), eine Kina-
se-inaktive K46M HPK1 (pHA-HPK1 M(46)), die HPK1-AS-RNA (pHA-HPK1AYS)
oder Kontrollvektor-RNA (pEGZ-HA) exprimieren, wurden 0-120 min mit 1,0 mM H,0,
stimuliert. Jeweils 100 pg isolierter Ganzzellproteinextrakte wurden pro Zeitpunkt mittels
einer SDS-PAA-Gelelektrophorese aufgetrennt, auf eine NC-Membran transferiert und
mit den angegebenen phospho-spezifischen Ak’s (obere Blots) und nach dem ,, Strippen”
der Membran mit den MAPK-spezifischen Ak’s (untere Blots) detektiert. Die darge-
stellten Immunobl ots sind repréasentativ aus 3 unabhéngigen Experimenten.

Aus den Phosphorylierungs-Experimenten folgt, dass die HPK1 in H,Ox-induzierten EL-4
T-Zellen die INK1-Aktivierung sowie - in geringerem Mal%e — auch die Aktivierung von
ERK1/ ERK2- und p38-MAP-Kinasen verstarkt. Besonders die langanhaltende JNK 1-Phos-
phorylierung konnte ein Signaltransduktionsweg sein, der fir den positiven Effekt der HPK 1

auf die Apoptose mitverantwortlich ist.
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3. Ergebnisse

3.2.6. Das Gesamt-HPK1-Protein stimuliert, das C-terminale HPK1-Peptid hemmt
die Aktivierung von NFkxB

In der Literatur wird Uber die Induktion von NFkB durch die HPK1 in verschiedenen Zell-
typen berichtet [Hu et al., 1999; Arnold et al., 2001; Tsuji et al., 2001]. Deshalb sollte der
Fragestellung nachgegangen werden, ob die HPK1 den NFkB-Signaltransduktionsweg auch
in ROS-stimulierten EL-4 T-Zellen moduliert.

Da NFxB ein Transkriptionsfaktor ist, der im Zellkern an spezifische, nur wenige Nukleotide
umfassende DNA -Sequenzen der Promotor/Enhancerbereiche induzierbarer Gene bindet, soll-
teim EMSA (, Electrophoretic Mobility Shift Assay*) mit verschiedenen transduzierten EL-4
Zéelllinien untersucht werden, ob sich nach H,O»-Induktion kB-spezifische Komplexe bilden.
Aul¥erdem sollte geklart werden, ob sich diese Komplexe in HPK 1-exprimierenden Zellen
gegenlber Kontrollvektor-transduzierten Zellen unterscheiden. Dazu wurden mit einem
Kontrollvektor (pEGZ-HA) und verschiedenen HPK 1-Konstrukten stabil transduzierte EL-4
Zellen 0-6 h mit 1,0 mM H,0, induziert und die Kernproteinextrakte isoliert. Diese wurden
mit markierten Oligonukleotiden (als radioaktive Probe) inkubiert, die sich bildenden Pro-
tein/Oligonukleotid (DNA)-Komplexe in einem nicht-denaturierenden PAA-Gel aufgetrennt
und anschlief®end autoradiografisch dargestellt. Die Spezifitdt der Protein/DNA-Wechsel-
wirkung wurde durch die Zugabe eines 100-fachen molaren Uberschusses der nicht-radio-
aktiv markierten Oligonukleotid-Probe untersucht, wobei nur solche Komplexe als spezifisch
galten, die nach Zugabe des Kompetitors (Komp.) verschwanden. Es wurden zwei NFkB-
spezifische Oligonukleotide verwendet: NF«Bnpar aus dem P1 Promotor von NFATC
(Abbildung 3.17 A) sowie TCEgasc aus der Enhancersequenz des Interleukin-2 Promotors
(Abbildung 3.17B). Im EMSA konnten jeweils drei unterschiedliche xB-spezifische
Komplexe nachgewiesen werden. Aus den Bandshifts in Abbildung 3.17 geht hervor, dass
NF«B durch die Inkubation der Zellen mit H,O, in den Zellkern translokalisiert wird und an
die Oligo-nukleotide bindet. Bereits nach 5-minttiger Inkubation mit H,O, konnte eine starke
Induktion des Komplexes * in Abbildung 3.17 A detektiert werden, dessen Induktion mit
zunehmender Zeitdauer abnimmt. Die Komplexe ** und *** waren ebenfalls nach 5-30 min
verstarkt und bel 1 h-iger Induktion auf das Ausgangsniveau gefallen. Mit der Probe aus dem
IL-2 Promotor (in Abbildung 3.17 B) wurde der Komplex ** am stérksten aktiviert,
wenngleich auch hier alle drei Komplexe nach 5-30 min Induktion verstérkt auftraten. Die

Komplexe * und ** blieben bis zum 3 h-Wert gegeniiber unstimulierten Zellen verstarkt.
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Beim 6 h-Wert waren keine spezifischen Komplexe mehr detektierbar. Zu diesem Zeitpunkt

befand sich bereits ein Grof3teil der EL-4 T-Zellen im aktiven Prozess der Apoptose.
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ADbb. 3.17: Dielnduktion von EL-4 Zellen mit H,O, fuhrt zur Aktivierung von NFkB.

Mit einem Kontrollvektor (pEGZ-HA) stabil transduzierte EL-4 T-Zellen wurden 0-6 h
mit 1,0 mM H,O, induziert. Im EMSA wurden 4 ug der aus diesen Zellen isolierten
Kernproteinextrakte pro Reaktion eingesetzt. Die Extrakte wurden vor der Gel-Elek-
trophorese auf Eis mit kB-spezifischen markierten Oligonukleotiden (Proben) inkubiert:
A - NFkBneaT aus dem P1 Promotor von NFATc sowie B - TCEgyasc, €ine ideae kB-
Konsensussegquenz aus dem Enhancer des IL-2 Gens. Jeweils in der letzten Spur des Gels
wurde ein Kontrollansatz der 2 h induzierten Zellen geladen, bei dem zusétzlich 100 ng
der unmarkierten Probe al's spezifischer Kompetitor eingesetzt wurde.

Aus den Ergebnissen der EMSA”s mit Kontrollvektor-transduzierten Zellen lasst sich eine
Induktion der NFkB-Aktivitdt nach ROS-Stimulation ableiten. Allerdings wurden in EL-4
T-Zellen, die wt HPK1, eine Kinase-inaktive HPK1 oder N-terminale bzw. C-terminae
HPK1-Peptide exprimierten, keine quantitativen Veranderungen der NFikB-spezifischen
Komplexe im Vergleich zu den Kontrollzellen beobachtet (nicht dargestellt). Das heilt, es
wurde mit Hilfe der DNA/Protein-Bindungsstudien im EMSA keine veranderte NFkB-
Aktivierung in den HPK1-exprimierenden EL-4 T-Zellen im Vergleich zu Kontrollzellen
festgestellt.

Um dieses Ergebniss zu Uberprifen, wurden der Effekt der wildtypischen HPK1 und des
C-terminalen HPK1-Peptids im Luziferase-Reportergen-Assay auf die Induktion einer 3-
fachen Kopie der NFkB-Erkennungssequenz aus dem intronischen c-myb Enhancer der Maus
(p c-myb/kB-TATA luc) untersucht. Da die retroviralen Expressionsplasmide bereits eine
hohe Eigenaktivitéat aufwiesen (nicht dargestellt), wurden die HA-Fusionsproteine fur die
HPK1-Expression in den Vektor pBS KRSPA umkloniert und so unter der Kontrolle des
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Rous- Sarkoma-Virus (RSV)-Promotors exprimiert. Ein Tell der transfizierten EL-4 Zellen
wurde 6 h mit 500 uM H,0, stimuliert. Die niedrigere Konzentration des H,O, im Vergleich
zu den vorherigen Experimenten sollte die Apoptose-Induktion verzogern. Wie in Abbil-
dung 3.18 dargestellt, fihrt alein die Transfektion der wildtypischen HPK1 (HPK1 wt) zu
einer 4,7-fachen Erhdhung der NFkB-Aktivitat, wahrend das C-terminale HPK1-Peptid
(HPK1 C-term.) die Aktivierung von NFkB im Vergleich zum transfizierten Kontrollvektor
(HA) um mehr as die Héfte inhibiert. Auch nach H,O,-Stimulation férdert die HPK1 die
NFkB-Aktivierung (2-fach), und das C-terminale HPK1-Peptid hemmt die NF«B-Aktivitét

um 70 % im Vergleich zur Kontrolltransfektion.
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Abb. 3.18: Das Gesamt-HPK 1-Protein aktiviert, das C-terminale HPK 1-Peptid inhibiert
die NFkB-Induktion.

1x 10° EL-4 T-Zellen wurden transient mit 4 ug eines Kontrollkonstrukts (HA) oder
Expressionsvektoren fur HPK1 (HPK1 wt) bzw. ein C-terminales HPK1-Peptid (HPK1
C-term.) und mit 2pug eines NFxB-abhangigen Luziferase-Reportergen-Konstrukts
(p c-myb/kB-TATA luc) kotransfiziert. 42 h nach der Transfektion wurden die Zellen
entweder 6 h mit 500 uM H,0O, induziert oder unbehandelt belassen, bevor die Luzife-
rase-Aktivitdt im Luminometer bestimmt wurde. Im Diagramm sind die Mittelwerte und
Standardabweichungen der relativen Luziferaseaktivitdt unter Berlicksichtigung des
jeweiligen Proteingehalts (gemessen mit dem Bradford-Reagenz) aus 2 unabhangigen
Experimenten mit Doppel ansdtzen zusammengefasst.

Neben der verstérkten INK 1-Phosphorylierung konnte somit auch die Hemmung des NFkB-
Signalweges durch das C-terminale Spaltprodukt der HPK 1 fiir die pro-apoptotische Wirkung
der HPK 1 beim ROS-vermittelten Zelltod von Bedeutung sein.
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3.2.7. Die HPK1 hemmt die AP-1/ NFAT-vermittelte Gentranskription

In der Literatur wurde vielfach die Induktion der durch den Transkriptionsfaktorenkomplex
AP-1 vermittelten Gentranskription nach T-Zell-Rezeptor-Stimulation Uber eine Aktivierung
der MAP-Kinasen beschrieben [Hehner et al., 2000a; Liou et al., 2000]. Da die HPK1 ein
starker Aktivator des INK-Signalweges ist, war es von besonderem Interesse, den Einfluss
dieser Serin-Threonin-Proteinkinase auf die AP-1/ NFAT-vermittelte Gentranskription zu

untersuchen.
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Abb. 3.19: Die HPK1 hemmt die AP-1/ NFAT-ver mittelte Gentranskription des|L-4.

1 x 10° EL-4 T-Zellen wurden mit 4 pg eines Kontrollkonstrukts (HA) oder Expressions-
vektoren fur HPK1 (HPK1 wt) bzw. eine Kinase-inaktive HPK1 (HPK1 M(46)) und mit
2 ug eines AP-1/ NFAT-abhangigen Luziferase-Reportergen-Konstrukts (4xPu-bs-TATA
luc aus dem IL-4 Promotor) kotransfiziert. Ein Teil der Zellen wurde 32 h nach der
transienten Transfektion 16 h mit TPA/ lonomycin (TPA/Iono) induziert, bevor die Luzi-
ferase-Aktivitét im Luminometer bestimmt wurde. Im Diagramm sind die Mittelwerte
und Standardabweichungen der relativen Luziferaseaktivitdt unter Berticksichtigung des
jeweiligen Proteingehalts (gemessen mit dem Bradford-Reagenz) aus 2 unabhangigen
Experimenten mit Doppel ansdtzen zusammengefasst.

Dazu wurden EL-4 T-Zellen mit einem AP-1/ NFAT-spezifischen Luziferase-Konstrukt, einer
4-fachen Kopie der Purinbox B aus dem murinen IL-4 Promotor (4xPu-bg-TATA luc), und
wildtypischer (HPK1 wt) sowie Kinase-inaktiver HPK1 (HPK1 M(46)) kotransfiziert. Ein
Teil der Zellen wurde 16 h mit TPA/ lonomycin (T/I) induziert und die Luziferase-Aktivitét
48 h nach der Transfektion gemessen. Der Abbildung 3.19 ist zu entnehmen, dass die Induk-
tion mit T/I in den mit dem Kontrollvektor (HA) kotransfizierten EL-4 Zellen eine 10-fach
gesteigerte Luziferase-Aktivitdt im Vergleich zu den unstimulierten Zellen bewirkt. Sowohl

die wildtypische als auch die Kinase-inaktive HPK 1 fihren Uberraschenderweise zu einer 6-
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fachen bzw. 2,7-fachen Inhibierung der AP-1/ NFAT-vermittelten Luziferase-Aktivitdt. Dabel
muss die inhibierende Wirkung von der Kinase-Aktivitdt und Uber die Prolin-reichen Motive
vermittelt werden. Die Kotransfektion der HPK1-Plasmide mit einem IL-2-Luziferase-
Konstrukt zeigte ebenfalls eine hemmende Wirkung der HPK1 auf die Luziferase-Aktivitét
(nicht dargestellt). Eine Hemmung der AP-1/NFAT-vermittelten Zytokin-Synthese durch die
HPK1 konnte zum A poptose-férdernden Effekt dieser Kinase in T-Zellen beitragen.

3.3. Auch in primaren T-Lymphozyten aktiviert die HPK1 den JNK- und
inhibiert den NF xB-Signalweg

Die HPK1 verstarkt den ROS-vermittelten Zelltod durch die Aktivierung des JNK- (s. 3.2.5.)
und die Inhibierung des NF«kB-Signalweges (s. 3.2.6.). Deshalb sollte geklart werden, ob die
HPK1 auch in priméren T-Lymphozyten die Apoptose Uber diese Signaltransduktionswege

unterstitzt.

Dazu wurden naive priméare CD4" T-Lymphozyten von DO 11.10 tg Mausen in Gegenwart
von teilungsinaktivierten DZ"s mit einem OV A-Peptid stimuliert und 24 h spdter mit Retro-
viren infiziert, die entweder ein Kontrollkonstrukt (EGZ-HA), die wildtypische HPK1
(HPK1 wt) oder ein C-terminales HPK1-Peptid (HPK1 wt C-term.) exprimierten. Zwel Tage
nach der Infektion wurden die infizierten, EGFP-positiven Zellen im FACS sortiert. Am Fol-
getag wurden von diesen Zellen Ganzzellproteinextrakte isoliert, wobei ein Teil der T-Zellen

zuvor 30 min mit aCD3e-spezifischen mAK restimuliert wurde.

Aus den Westernblots in Abbildung 3.20 geht hervor, dass alle drei MAP-Kinasen - INK1,
p38 sowie ERK1/ERK2 - nach der Restimulation mit aCD3 (+) phosphoryliert und damit
aktiviert wurden. Die INK war in HPK 1-iiberexprimierenden CD4" T-Lymphozyten bereits
ohne Restimulation (-) stark phosphoryliert und nach der Restimulation stérker aktiviert als
die INK der mit dem Kontrollvektor infizierten Zellen. Die INK-Phosphorylierung muss Uber
die Kinase-Aktivitdt der HPK1 vermittelt werden, da in den Zellen, die ein C-terminales
HPK1-Peptid ohne Kinase-Doméne exprimierten, keine erhohte JNK-Phosphorylierung
detektiert wurde. Die Aktivierung der p38-MAPK wird in aCD3-restimulierten priméren T-
Lymphozyten, im Gegensatz zu den mit H,O.-induzierten EL-4 Zellen (s. 3.2.5.), nicht von
der HPK 1 beeinflusst. Die Uberexpression des C-terminalen HPK 1-Peptids inhibiert gering-
flgig die Phosphorylierung von ERK1/ ERK?2, wahrend die wildtypische HPK1 keinen

Einfluss auf die Aktivierung dieser MAPK zeigt. Aus diesen Ergebnissen folgt, dass die
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HPK1 den JNK-Signalweg positiv reguliert und die verstéarkte JINK-Phosphorylierung eine
Ursache der durch die HPK 1 geforderten T-Zell-Apoptose sein kénnte.
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Abb. 3.20: Die HPK 1 verstarkt die JNK-Phosphorylierung in CD4" T-Zellen, wahrend
ein C-terminales HPK 1-Peptid die ERK -Aktivierung inhibiert.
Naive primare CD4" T-Lymphozyten von DO 11.10 tg Mausen wurden wie bereits zuvor
beschrieben mit dem OV A-Peptid aktiviert und einem Kontrollvektor (pEGZ-HA) oder
den angegebenen retroviralen HPK 1-Konstrukten infiziert. Zwei Tage nach der Infektion
wurden die EGFP-positiven Zellen sortiert und 1 d spéter Ganzzellproteinextrakte von
den unbehandelten (-) und 30 min mit aCD3¢ restimulierten (+) Lymphozyten isoliert.
Pro Spur wurden die Ganzzellproteinextrakte von 3 x 10° T-Zellen im Westernblot gela-
den. In diesen sind jeweils die phosphorylierten MAP-Kinasen (obere Blots) und - nach
dem , Strippen” der Membran - die MAPK-Expression (untere Blots) detektiert. Letztere
dienten gleichzeitig als Ladekontrolle.
Mit dem gleichen methodischen Ansatz wie fur die Phosphorylierung der MAPK wurde die
Aktivierung des NFkB-Signalweges untersucht. NFiB-Transkriptionsfaktoren sind im Zyto-
plasma mit inhibitorischen Proteinen, den 1kB’s assoziiert. Werden diese nach Stimulation
der Zelle degradiert, wird NFxB in den Zellkern translokalisiert und reguliert dort die Trans-
kription zahireicher Gene, die unter anderem das Uberleben und die Proliferation der Zelle
fordern. In T-Zellen ist IkBa das prominenteste inhibitorische Protein des NF«B-Signal-
weges. Deshalb wurde, wie im Westernblot in Abbildung 3.21 dargestellt, die Degradation
von IkBa in primdren CD4" T-Lymphozyten nach Restimulation mit mAk gegen CD3e

untersucht. Dabel kam es zu einer Degradation des IkBa nach 30 min Restimulation in den
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CD4" T-Lymphozyten, die mit einem Kontrollkonstrukt (EGZ-HA) oder der wt HPK1
(HPK1 wt) infiziert waren. Im Gegensatz dazu wurde in Zellen, die das C-terminae
HPK1-Peptid (HPK1 wt C-term.) exprimierten, keine lkBo-Degradation nach 30 minttiger
Aktivierung mit Platten-gebundenen Ak gegen CD3e im Westernblot detektiert. Sowohl die
HPK 1 als auch das C-terminale HPK 1-Peptid wurden in den CD4" T-Lymphozyten nach der
Infektion exprimiert, wie aus dem Westernblot mit mAk gegen das HA-Tag (HA) ersichtlich
ist. Aus diesen Daten folgt, dass das C-terminale HPK1-Peptid den NFkB-Signaltransduk-
tionsweg in priméren T-Lymphozyten durch eine Hemmung der 1kBa-Degradation inhibiert.
In der Literatur wurde eine Spaltung der endogenen HPK 1 durch Caspasen beschrieben [Chen
et al., 1999; Arnold et al., 2001], so dass die Inhibierung von NFkB durch das C-terminae
HPK 1-Spaltprodukt fur die Unterstiitzung der T-Zell-Apoptose von physiologischer Bedeu-

tung sein kénnte.
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ADbb. 3.21: Das C-terminale HPK1-Peptid inhibiert die Degradation des IkBa in
T-Zéellen.

Naive primédre CD4" T-Lymphozyten von DO 11.10 tg M&usen wurden mit dem OVA-
Peptid aktiviert und einem Kontrollvektor (pEGZ-HA) oder den angegebenen retroviralen
HPK1-Konstrukten infiziert. Zwei Tage nach der Infektion wurden die EGFP-positiven
Zellen sortiert und 1d spater Ganzzellproteinextrakte von den unbehandelten (-) und
30min mit aCD3e restimulierten (+) Lymphozyten isoliert. Pro Spur wurden die
Ganzzellproteinextrakte von 3x 10° T-Zellen im Westernblot geladen. Der obere
Westernblot zeigt die endogene HPK 1-Expression (EGZ-HA) sowie die Uberexpression
der HPK1 in den infizierten T-Zelen (HPK1 wt) mit einem HPK1-spezifischen Ak
(aHPK1 N19). Der HA-Blot dient als Nachweis der Expression der rekombinanten HPK 1
und des C-terminalen Peptids. Die aktivierungsbedingte Degradation des IkBa, eine
wichtige Voraussetzung zur Aktivierung von NF«kB, wird durch die Uberexpression des
C-terminalen HPK 1-Peptids deutlich gehemmt. Der untere B-Actin-Blot reflektiert die auf
das Gel geladene Proteinmenge.
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34. Im Gegensatz zu NFATp und NFATc/C férdert NFATC/A nicht die
Apoptose primarer T-Lymphozyten

Die wissenschaftlichen Arbeiten in unserem Labor haben seit mehreren Jahren die Charakteri-
sierung von Transkriptionsfaktoren in T-Lymphozyten zum Inhalt. Prominente Vertreter sind
die Mitglieder der NFAT s (Nukledrer Faktor aktivierter T-Zellen). NFAT-Faktoren [Holtz-
Heppelmann et al., 1998; Serfling et al., 2000] sind in die Aktivierung und Differenzierung
von Lymphozyten involviert und regulieren die Expression vieler Lymphokine sowie die
Expression des Fas-Liganden (CD95L). Jedoch nicht nur das: sie spielen auch eine wichtige
Rolle bei der Kontrolle der Lymphozyten-Proliferation und -Apoptose. L etzteres wurde bisher
nur fir NFATp gezeigt [Ranger et al., 1998a; Rengargian et al., 2000; Youn et al., 2000].
Deshalb sollte im Rahmen dieser Promotionsarbeit der Einfluss von NFATp sowie der zwei

NFATc-Isoformen A und C auf den AICD von T-Lymphozyten untersucht werden.

3.4.1. Wéhrend des AICD primérer CD4" T-Helferzellen kommt es zu einer veran-
derten endogenen Expression der NFATc-1soformen und der HPK 1

Naive primare CD4" T-Lymphozyten von DO 11.10 tg Mé&usen wurden in Gegenwart von
teilungsinaktivierten DZ"s mit dem OV A-Peptid aktiviert. Durch Zugabe der entsprechenden
Zytokine und Ak (s.2.15.5.4.3.)) wahrend der Aktivierung und anschlief3enden 5-tégigen
Expansion differenzierten die T-Zellen in vitro zu den T-Helferzell-Subpopulationen Ty0,
Tul oder Ty2. Anschlief3end wurde ein Teil der Zellen auf a.CD3e-beschichteten Gewebekul -
turschalen 3 h restimuliert und Ganzzellproteinextrakte isoliert. Aus den Westernblots der
isolierten Gesamtproteinextrakte in Abbildung 3.22 geht hervor, dass nach Restimulation mit
Ak gegen CD3e in den TH0- und Tw1-Zellen die Expression von NFATC/A induziert wurde,
NFATp wurde dagegen durch die Restimulation in den getesteten T-Helferzellen nicht
induziert. Bemerkenswert ist die fehlende ,,Hochregulierung” der NFATC/A-Isoform nach
Restimulation der Ty2-Zellen, wahrend die NFATp-Expression in diesen im Vergleich zu
TuO- und Tyl-Zellen erhoht war. Die NFATc/B-Expression wurde ebenfals, alerdings
schwécher als NFATC/A, in dlen drel T-Helferzell-Subtypen durch aCD3e induziert. Die
endogene HPK 1-Expression wurde in den Ty0- und Ty2-Zellen nach Restimulation induziert,
wéhrend die Expression der HPK1 in den unbehandelten Ty1-Zellen bereits erhéht war und
durch Restimulation nicht weiter anstieg.
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Abb. 3.22: Die CD3-vermittelte Restimulation primarer CD4" T-Helferzellen fiihrt im
Gegensatz zu NFATp zu ener veranderten endogenen Expression von
NFATcund HPK 1.

Naive priméare CD4" T-Lymphozyten von DO 11.10 tg Mé&usen wurden 24 h in Gegen-
wart von teilungsinaktivierten DZ’s mit dem OVA-Peptid (323-339) aktiviert. Durch
Zugabe von Zytokinen und Antikérpern wahrend der Aktivierung und anschlieRenden
Expansion fir weitere 5 d differenzierten die Zellen in vitro zu Ty0- (IL-2, anti I1L-4, anti
IFNY), Tyl- (IL-2, IL-12, anti IL-4) oder Ty2- (IL-4, anti IFNy) CD4" T-Lymphozyten.
60 g der isolierten Gesamtproteinextrakte von unbehandelten (-) und von 3 h mit an
Gewebekulturschale gebundenen Ak gegen CD3e restimulierten Zellen (+) wurden in
einem 10 %-igen SDS-PAA-Gel getrennt und nach dem Transfer auf eine NC-Membran
mit spezifischen Ak gegen die angegebenen Proteine detektiert. Als Ladekontrolle diente
B-Aktin. Dargestellt sind reprasentative Immunoblots von 3 unabhéngigen Experimenten.

3.4.2. NFATp" -T-Zellen haben einen Defekt in der aCD3-vermittelten Apoptose

Bel NFATp-defizienten Mausen [Hodge et al., 1996b; Xanthoudakis et al., 1996; Schuh et
al., 1997] wurde eine 5-fache bis 6-fache Zunahme der absoluten Zellzahl in den peripheren
lymphatischen Organen im Vergleich mit wildtypischen Mausen beobachtet, die u.a. auf eine
verminderte klonale Deletion der aktivierten T-Zellen zurtickgefihrt wurde. Deshalb sollte
untersucht werden, ob das fehlende NFATp einen Effekt auf den aCD3-vermittelten AICD
von CD4" T-Lymphozyten hat.

Dazu wurden die CD4" T-Lymphozyten von wildtypischen Kontrollmausen oder NFATp-
defizienten Mausen (NFATp™) 5 d nach der priméren Aktivierung durch aCD3¢ und a.CD28
mit an die Gewebekulturschale gebundenen CD3e— oder CD95-spezifischen Antikdrpern
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restimuliert. Nach 6 h, 12 h, 24 h bzw. 48 h wurden die Zellen mit Annexin V-PE geférbt und
der Anteil apoptotischer (Annexin V-positiver) Zellen im FACS bestimmt. Aus der Kinetik in
Abbildung 3.23 ist ersichtlich, dass die NFATp-defizienten T-Lymphozyten einen gestorten,
stark verzogerten aCD3-vermittelten AICD im Vergleich mit den Kontrollzellen aufweisen.

Dagegen war die aCD95-vermittelte Apoptose in den NFATp” T-Zellen nicht gestort.

oCD3 oCD95

Zellzahl

— _--.l‘

NFATp"

NFATP"

.

AnnexinV-PE

Abb. 3.23: NFATp defiziente T-Zellen zeigen einen gestorten aCD3-ver mittelten AICD.

CD4" T-Lymphozyten von Kontrollmausen (wildtyp) oder NFATp-defizienten Mé&usen
(NFATp™) wurden 5 d nach primérer Aktivierung durch aCD3e und a.CD28 mit an die
Gewebekulturschale gebundenen Ak gegen CD3e oder CD95 restimuliert. Nach den
angegebenen Zeitpunkten wurden die Zellen mit Annexin V-PE gefarbt und der Anteil
apoptotischer Zellen (AnnexinV-positiv) im FACS bestimmt. In den exemplarischen
Histogrammen aus 3 unabhangigen Experimenten ist die AnnexinV-Farbung der Zellen
nach 6 h (griin), 12 h (orange), 24 h (blau) sowie 48 h (rot) dargestellt. Im Vergleich mit
den Kontrollzellen ist eine stark verzogerte Apoptose der NFATp™ T-Zellen nach aCD3-
Restimulation ersichtlich, wéhrend die durch aCD95 vermittelte A poptose ungestort ist.

3.4.3. NFATC/A Uubt im Gegensatz zu NFATp keinen proapoptotischen Effekt auf
CD4" T-Zellen aus

Aus der erhohten endogenen NFATC/A-Expression in aCD3-restimulierten CD4™ T-Helfer-

Lymphozyten (Abb. 3.22) und dem gestorten aCD3-vermittelten AICD in NFATp-defizi-

enten T-Zellen (Abb. 3.23) wurde eine mit der T-Zellaktivierung und Apoptose assoziierte

biologische Funktion dieser NFAT s angenommen. Um diese Hypothese zu Uberpriifen,
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wurden naive primare CD4" T-Lymphozyten von DO 11.10tg Mausen in Gegenwart von
teilungsinaktivierten DZ’s mit dem OV A-Peptid stimuliert und 24 h spater mit Retroviren
infiziert, die entweder ein Kontrollkonstrukt (EGZ-HA), humanes NFATC/A (hNFATC/A)
oder murines NFATp (NFATp) exprimierten. Anschlief3end wurden die Zellen weitere 3d
expandiert, bevor ein Teil der Zellen auf aCD3eg-beschichteten Gewebekulturschalen 8 h
restimuliert wurde. Durch eine Markierung des wahrend der Apoptose translokalisierten
Phosphatidylserins mit Phycoerythrin (PE)-konjugiertem AnnexinV und der Auswertung in
der zweiparametrischen Darstellung im FACS konnte der Anteil der apoptotischen
(AnnexinV-PE-pos.), infizierten (EGFP-pos.) Zellen bestimmt werden. Die uninfizierten und

die mit dem Leervektor infizierten Zellen dienten dabei jeweils als Kontrolle.
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Abb. 3.24: NFATp fordert - im Gegensatz zu NFATC/A - den AICD primarer CD4"
T-Lymphozyten.

Naive primare CD4" T-Lymphozyten von DO 11.10 tg Mausen wurden 24 h in Gegen-
wart von teilungsinaktivierten DZ"s mit dem OV A-Peptid (323-339) stimuliert, mit den
angegebenen retroviralen Konstrukten infiziert und weitere 3d in IL-2 haltigem Medium
expandiert. Anschlief?end wurden unbehandelte (-) sowie 8 h mit an die Gewebekultur-
platte gebundenen Ak gegen CD3e restimulierte Zellen (aCD3) mit AnnexinV-PE
geférbt und im FACS der Anteil der apoptotischen Zellen (AnnexinV-positiv) bestimmt.
Als interne Kontrolle dienten dabei die jeweiligen uninfizierten, EGFP-negativen Zellen.
Abgebildet sind Dot Plots von einem reprasentativen Versuch 4 unabhangiger Experi-
mente.

In Abbildung 3.24 sind représentative FACS-Daten aus einem von vier unabhéngigen
Experimenten dargestellt. Wéhrend die uninfizierten Zellen ohne und mit aCD3-Restimu-

lation eine nahezu identische Apoptoserate aufwiesen, waren signifikante Unterschiede

139



3. Ergebnisse

zwischen den infizierten CD4" T-Lymphozyten, in Abhangigkeit vom exprimierten Konstrukt
zu erkennen. Wiahrend die retrovirale Uberexpression des NFATC/A im Vergleich mit dem
Kontrollkonstrukt weder einen férdernden noch hemmenden Einfluss auf die spontane Apop-
tose und den AICD der CD4" T-Lymphozyten ausiibte, fiihrte die NFATp-Expression zu
einer Steigerung der spontanen Apoptose auf 160 % sowie des aCD3-vermittelten AICD auf
200 % im Vergleich zu den mit Kontrollvektor infizierten T-Zellen. Somit fordert NFATp in
Ubereinstimmung mit den Daten, die mit NFATp” T-Zellen erhalten wurden den AICD der
CD4" T-Lymphozyten, wahrend NFATC/A keinen Einfluss auf die Apoptose dieser T-Zellen
hat.

3.4.4. NFATc/C fordert wie NFATp die spontane und aCD3-vermittelte Apoptose
von T-Lymphozyten

EL-4 K Z

3hT+ - + 1 - 4+
aHA - -
C
- *k%*
NFATe/ | * "'. ox B
i d * A

pPHA-hNFATc/C

Abb. 3.25: Retroviral Uberexprimiertes NFATc/C wird in TPA/lonomycin-stimulierten
EL-4T-Zellenin den Zellkern translokalisiert.

Mit humanem NFATCc/C stabil transduzierte EL-4 T-Zellen wurden 3 h mit TPA und
lonomycin (T+l) stimuliert und anschlieRend Kernprotein- (K) sowie Zytoplasma-
extrakte (Z) isoliert. Jeweils 15 ug der Kernprotein- und 60 ug der Zytoplasmaextrakte
wurden im Westernblot mit spezifischen Ak gegen das HA-Tag und - nach dem
»Strippen” der Membran - mit Ak gegen NFATCc detektiert. Dargestellt ist ein représen-
tativer Immunaoblot 3-er unabhangiger Experimente mit transduzierten Zelllinien.

Die Isoform C von NFATc unterscheidet sich vom kiirzeren NFATc/A durch ein wesentlich
langeres C-terminales Peptid. Diese beiden I1soformen von NFATc wurden hinsichtlich ihres
Einflusses auf die T-Zell-Apoptose verglichen. Dazu wurden retrovirale Vektoren konstruiert,
die HA-markierte humane NFATc-Proteine exprimieren. Um die Funktionalitdt der retro-
viralen exprimierten NFAT-Proteine zu Uberpriifen, wurden EL-4 T-Zellen stabil mit den

Retroviren transduziert. Diese wurden 3 h mit TPA/lonomycin (T/1) stimuliert und anschlie-
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fend Kern- und Zytoplasmaextrakte isoliert. Durch die Stimulation mit T/l wird der
intrazelluldre Kalziumspiegel erhoht und die Phosphatase Calcineurin aktiviert. Letztere
dephosphoryliert das zytoplasmatische NFAT, das dann in den Zellkern wandert und dort die
Transkription der Zielgene beeinflusst. Im Westernblot in Abbildung 3.25 erkennt man die
Trandokation des Uberexprimierten NFATC/C nach Stimulation mit T/l in den Zellkern
(aHA, Spur K/+). Mit Ak gegen NFATc konnte zudem die Translokation des endogenen
NFATC/A detektiert werden, was als Nachweis der T/I Stimulation diente.

Tab. 3.3: NFATCc/C férdert wie NFATp die Apoptose von Effektor T-Zellen.

Nach 24 h-iger Stimulation mit dem OV A-Peptid wurden primare CD4" T-Lymphozyten
von DO 11.10 tg Mausen mit den aufgelisteten retroviralen NFAT-Konstrukten bzw. dem
Kontrollvektor (pEGZ-HA) infiziert oder uninfiziert belassen (-) und weitere 3d in IL-2-
haltigem Medium expandiert. Anschlief3end wurden unbehandelte (keine Restimulation)
sowie 8 h mit Platten-gebundenen Ak gegen CD3e restimulierte Zellen (8 h aCD3) mit
AnnexinV-PE geféarbt, und im FACS wurde der prozentuale Anteil der apoptotischen
Zellen (AnnexinV-positiv) bestimmt. Zusammengefasst sind die Daten aus 4 voneinander
unabhangigen Experimenten.

CD4" T-Zellen der DO11.10 TZR tg Mause, 3 d nach Infektion

apoptotische Zellen [ % AnnexinV pos. ]

infiziert mit keine Restimulation 8 h aCD3

— 10,3 £ 0,7 40,9 + 0,8
PEGZ-HA 10,9 £ 0,9 415 + 1,3
pHA-hNFATCc/A 10,1 + 0,3 399 £ 11
pPHA-hNFATc/C 149 £ 1,0 69,1 + 5,6
pHA-NFATp 15,6 + 0,5 78,2 £ 4,2

Um den Effekt der verschiedenen NFAT s auf den AICD zu untersuchen, wurden priméare
CD4" T-Lymphozyten von DO 11.10tg Mé&usen (s. 3.4.3. und Abb. 3.24) mit dem OVA-
Peptid aktiviert, den retroviralen Konstrukten infiziert und nach 3d Expansion 8 h mit
aCD3e stimuliert. Anschliefiend wurde die Apoptoserate nach AnnexinV-PE-Farbung im

FACS bestimmt. Die Daten aus vier unabhangigen Infektionen sind in Tabelle 3 zusammen-
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gefasst. Dabel gab es keinen Unterschied in der spontanen und aCD3-vermittelten Apoptose
zwischen den uninfizierten Zellen (-), den mit Kontrollkonstrukt infizierten Zellen (pEGZ-
HA) sowie den NFATC/A-exprimierenden Zellen. Die Uberexpression von NFATp und
NFATc/C dagegen fuhrte zu einer Steigerung der spontanen Apoptose auf 160 % bzw. 150 %,
wahrend der durch aCD3 vermittelte AICD im Vergleich mit den Kontrollzellen 200 % bzw.
175 % betrug.

Aus dem Westernblot der Gesamtproteinextrakte primérer Zellen, der mit aHA-spezifischen
Ak’s entwickelt wurde (Abbildung 3.26), geht hervor, dass alle rekombinanten NFAT-
Proteine in CD4" T-Lymphozyten exprimiert wurden. AuRerdem ist zu erkennen, dass eine
3 h-ige Restimulation mit an die Gewebekulturschale gebundenen Ak gegen CD3e zu einer

Erhdhung der intrazelluléren, HA-markierten NFATc-Proteine fuhrt.

CD4" T-Zellen

Ind.: 3 h aCD3
kba _ .0 4 4o 4
184 4 WB:
1219 “*_ aHA
86 4
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E ————m B RG]

Abb. 3.26: Expression retroviraler NFAT-Konstrukte nach Infektion von CD4" T-
Zéellen.

Primédre CD4" T-Lymphozyten von DO 11.10 tg M&usen wurden nach Aktivierung mit
dem OVA-Peptid und Infektion mit einem Kontrollvektor (pEGZ-HA) oder NFAT-
exprimierenden Plasmiden 3d in IL-2-hatigem Medium expandiert. Anschlief3end
wurden Ganzzellproteinextrakte von unbehandelten (-) und von mit Platten-gebundenem
aCD3e 3 h restimulierten (+) Lymphozyten isoliert. Im FACS wurde zudem der Anteil
der infizierten Zellen (EGFP-pos.) bestimmt, und die Proben wurden untereinander mit
Proteinextrakten uninfizierter CD4" T-Lymphozyten auf den gleichen Protein-Gehalt und
gleichen Anteil infizierter Zellen abgeglichen. Im Westernblot wurde die Expression der
retroviral exprimierten Proteine mit mAk gegen das HA-Tag detektiert (oberer Blot),
waéhrend B-Actin (unterer Blot) als Ladekontrolle diente. In den Spuren sind die Extrakte
von mit folgenden Konstrukten infizierten CD4" T-Zellen aufgetragen: (1) pEGZ-HA;
(2) pHA-hNFATC/A; (3) pHA-hNFATC/C; (4) pHA-NFATp. Dargestellt ist ein représen-
tativer Blot von 3 unabhéngigen Experimenten.
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Somit lassen die erzielten Ergebnisse den Schluss zu, dass sowohl NFATp als auch NFATc/C
im Gegensatz zu NFATc/A die Apoptose und den aCD3-vermittelten AICD peripherer
CD4" T-Lymphozyten fordern. NFATC/A (bt dagegen keine pro-apoptotische Wirkung aus,
obwohl esin unseren Experimenten gleich oder stérker als NFATc/C bzw. NFATp exprimiert

wurde.

Teile der Ergebnisse meiner Doktorarbeit sind in zwei Manuskripte eingeflossen, die beide
zur Publikation angenommen wurden und im Druck sind. Die experimentellen Daten Gber die
HPK1 werden in der Publikation ,,Hematopoietic Progenitor Kinase 1 supports Apoptosis of
T Lymphocytes® in Blood im August 2002 dargestellt. Resultate zu den NFAT-Faktoren
erscheinen in der Juni-Ausgabe 2002 von Immunity unter dem Titel , Autoregulation of

NFATCcL/A Expression Facilitates Effector T Cellsto Escape from Rapid Apoptosis®.
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4. Diskussion

Die Hamatopoetische Progenitor Kinase (HPK) 1, ein Mitglied der Familie der ,Germinal
centre” Kinasen (GCK’s), wurde als ein Regulator der Mitogen-aktivierten Protein-Kinasen
(MAPK) und des NFkB-Signalweges beschrieben [Hu et al., 1996; Kiefer et al., 1996; Hu et
al., 1999]. Folgende Aspekte lassen eine wichtige physiologische Rolle dieses Ste20-Homo-
logs in T-Zellen vermuten: (1.) Obwohl die HPK1 wahrend der Embryogenese in verschie-
denen Geweben exprimiert wird, ist ihr Vorkommen im erwachsenen Organismus auf Zellen
des hamatopoetischen Systems beschrankt [Kiefer et al., 1996]. (2.) Wahrend der Differen-
zierung hématopoetischer Stammzellen wird die HPK 1-Expression signifikant verringert, was
auf einen strikten, entwicklungsbedingten Kontrollmechanismus schlief3en lasst. (3.) Aul3er-
dem wurde nachgewiesen, dass die HPK1-Kinase-Aktivitét nach T- und B-Zell-Rezeptor-
stimulation induziert wird [Liou et al., 2000; Tsuji et al., 2001]. Es scheint also, dass die

HPK1 eine Funktion in der Immunrezeptor-Signal Uibertragung austiben kdnnte.

4.1. Die HPK1 unterstiitzt die Apoptose primarer CD4" T-Lymphozyten
durch verstarkte FasL -Expression

Die Beobachtung, dass zum Aktivierungs-induzierten Zelltod (AICD) fuhrende T-Zell-

Rezeptor (TZR)/CD3-Stimulation von Jurkat T-Zellen die HPK1 aktiviert, wahrend CD28-

Stimulation, die ein Uberlebens- und Proliferationssignal fur T-Zellen darstellt, keinen Effekt

auf die HPK1-Kinase-Aktivitét zeigt [Liou et al., 2000], veranlasste uns, die Rolle der HPK 1

bei der T-Zell-Apoptose zu untersuchen.

Naive primdre CD4" T-Lymphozyten von DO 11.10 tg Mé&usen wurden in Gegenwart von
teilungsinaktivierten dendritischen Zellen (DZ's) mit dem OVA-Peptid stimuliert und
anschlief3end fur weitere 4 d expandiert, bevor der AICD durch Restimulation mit aCD3e-
spezifischen Ak induziert wurde. In Ubereinstimmung mit publizierten Daten [Su et al., 1994;
Dong et al., 1998; Rincon et al., 2000] kam es nach 3 h-iger Induktion zu einer erhéhten
JINK1-Phosphorylierung, wahrend die JNK1-Proteinexpression unbeeinflusst blieb (Abb.
3.1 B). Gleichzeitig kam es zu einer um den Faktor 3 erhohten Expression der endogenen
HPK1 (Abb. 3.1 A), die bereits friher as ein Aktivator des INK-Signalweges beschrieben
wurde [Hu et al., 1996; Kiefer et al., 1996]. Zusammen mit der beobachteten transienten
HPK1-Aktivierung nach TZR-Stimulation [Liou et al., 2000] war dies ein weiterer Hinwel's
auf eine physiologische Rolle der HPK 1 in der T-Zell-Apoptose.
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Zur Analyse der biologischen Funktion der HPK1 im AICD wurden zunéchst retrovirale
HPK 1-Expressionsvektoren konstruiert (Abb. 3.2), um verschiedene HPK 1-Proteine, -Peptide
sowie eine ,antisense” (AS)-RNA in priméaren T-Zellen sowie Zelllinien zu exprimieren. Im
Vergleich mit Kontrollzellen war es so moglich, die Auswirkungen der HPK 1-Uberexpres-

sion auf unterschiedliche Signalwege in priméaren Lymphozyten zu untersuchen.

In einem in vitro Kinase-Assay mit Ganzzellproteinextrakten transfizierter 293T-Zellen und
GST-cJuns g9 as exogenem Substrat konnte gezeigt werden, dass die retroviral exprimierte
wildtypische (wt) HPK1 konstitutiv aktiv ist, wahrend die Kinase-inaktive HPK1 (HPK1
M46) keine Kinase-Aktivitét zeigte. Da die konstitutive Kinase-Aktivitét die Untersuchung
der HPK 1-vermittelten Signaltransduktionswege erschwert, wurde versucht, die Aktivitét der
rekombinanten HPK1 durch die Konstruktion als Fusionsprotein mit einer modifizierten
Hormonbindungsdomane des murinen Ostrogenrezeptors (ER™) zu kontrollieren. Wie aus
Abbildung 3.4 hervorgeht, konnte die Kinase-Aktivitdt weder durch eine N- noch eine C-
terminale Fusion mit dem ER™-Fragment reguliert werden. Bemerkenswert ist der Expres-
sionsverlust der HPK 1-Fusionsproteine mit N- und C-terminalen ER™-Fragmenten in stabil
transduzierten EL-4 Zelllinien (Abb. 3.4 B). Dieser ist wahrscheinlich auf ,, Splice*-Vorgénge
nach der Integration zuriickzuftihren. Die Zellen exprimieren weiterhin das Uber die IRES
koordiniert exprimierte Grinfluoreszenzprotein (EGFP). In einem hier nicht dargestellten
Experiment konnten in 293T-Zellen transfizierte Flag- und HA-markierte HPK 1-Proteine
kopréazipitiert werden. Dies spricht fur das von F. Kiefer vorgeschlagene Modell der HPK 1-
Aktivierung nach TZR-Stimulation (Abb. 1.4) [Liou et al., 2000]. So ist durch die Auto-
phosphorylierung entscheidender Serin- und Threoninreste in der Aktivierungsschlaufe der
HPK 1-Kinasedomane von in trans benachbarten HPK 1-Molektilen auch die HPK 1-Phospho-
rylierung im in vitro Kinase-Assay erklarbar (Abb. 3.4 C). Gleichermal3en erklart das
vorgestellte Modell auch die konstitutiv hohe Aktivitat bei Uberexpression von HPK 1. Durch
den in diesem Fall vorliegenden hohen HPK1-Proteinspiegel konnte eine Auto-Phospho-
rylierung von HPK 1 unabhangig von einer Rekrutierung durch Adaptorproteine zur Plasma-

membran stattfinden.

Die HPK1 fordert die spontane und unterstiitzt die aCD3-vermittelte Apoptose primérer
CD4" T-Lymphozyten. Dies wurde durch retrovirale Infektion in T-Zellen von DO 11.10 tg
Mausen nach 24 h-iger primérer Stimulation mit OVA-Peptid und DZ’s, anschlief3ender 4-
tagiger Expansion in IL-2 hatigem Medium und Restimulation mit Platten-gebundenen Ak
gegen CD3 im FACS nach Farbung mit AnnexinV-PE nachgewiesen (Abb. 3.5). Dabel be-
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wirkte bereits die Infektion mit dem Kontrollvektor (pEGZ-HA) einen Anstieg der spontanen
Apoptose im Vergleich mit uninfizierten Zellen. Dies ist wahrscheinlich auf allgemeinen
Stress oder aber auf einen in der Literatur beschriebenen toxischen Effekt des Griinfluores-
zenzproteins zurtckzufihren [Liu et al., 1999a]. Neben der wt HPK1 forderte auch eine
Kinase-inaktive Version der HPK 1, HPK1 M46, die T-Zell-Apoptose. Dies spricht dafir, dass
zusétzlich zur Kinase-Aktivitat auch andere, Uber die Prolin-reichen Motive und Adaptor-
proteine vermittelte Signalwege fur den pro-apoptotischen Effekt der HPK1 verantwortlich
sind [Liou et al., 2000; Ling et al., 2001; Tsuji et al., 2001]. Die hohe spontane Apoptoserate
in den HPK 1-infizierten primaren T-Zellen ist auf die Uberexpression und damit verbundene
konstitutive Aktivitdt zurtickzufihren. Da der hohe Antell spontan-apoptotischer Zellen die
Aussagen Uber den aCD3-vermittelten AICD beeintrdchtigen, wurde in weiteren Experi-

menten die Expansionszeit auf 3 d reduziert.

In der Literatur wurde die Existenz der Caspase-Spaltsequenz DDV D zwischen den Amino-
sauren 382-385 der HPK 1 beschrieben [Chen et al., 1999]. Zudem wurde nachgewiesen, dass
die HPK1 durch die Caspase 3 in ein N-terminales Peptid mit funktioneller Kinase-Doméne
und ein C-terminales Peptid gespalten werden kann [Chen et al., 1999; Arnold et al., 2001].
Um den beobachteten pro-apoptotischen Effekt der HPK1 auf bestimmte Regionen und
Funktionen eingrenzen zu konnen, wurden deshalb retrovirale Konstrukte mit den N- und
C-terminalen HPK1-Peptiden kloniert (Abb. 3.6). Beide HPK1-Peptide forderten wie das
Gesamtprotein sowohl die spontane als auch die aCD3-vermittelte Apoptose in retroviral
infizierten priméren CD4" T-Lymphozyten (Tab. 3.1). Daraus folgte, dass neben der Kinase-
Aktivitét andere, vom C-Terminus der HPK 1 ausgehende und wahrscheinlich tber Adaptoren
vermittelte Signal Ubertragungswege fir die Regulation des apoptotischen Zelltodes mitver-

antwortlich sind.

Aulerdem sollte die Unterdriickung der HPK 1-Expression durch eine ,,antisense” (AS)-RNA
weitere Rickschlisse auf die biologische Rolle der HPK1 bei der T-Zell-Apoptose ermdg-
lichen. Das AS-Konstrukt erlaubt jedoch nur die Inhibierung der HPK1-Neusynthese durch
Blockierung der Trandation. In transienten Kotransfektionen von 293T-Zellen war eine klare
Inhibierung der HPK1-Expression durch die gegen humane HPK1 gerichtete AS-RNA zu
beobachten (Abb. 3.7), woraus folgte, dass das AS-Konstrukt funktionell ist. Trotzdem
konnte die spontane und oCD3-vermittelte Apoptose in retrovira infizierten priméren
murinen CD4" T-Lymphozyten nur schwach mit der HPK1-AS-RNA unterdriickt werden
(Tab. 3.1). Grunde hierfir konnten redundante Funktionen durch andere Mitglieder der
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Familie der GCK’s [Kyriakis, 1999], die mdgliche Langlebigkeit des vorhandenen HPK1-
Proteins, aber auch eine unvollstandige Blockierung der endogenen murinen HPK 1 durch das
gegen die humane HPK 1 gerichtete AS-Konstrukt sein. Letzteres ist allerdings eher unwahr-
scheinlich, da die humane und murine HPK1 einen hohen Grad von Sequenzhomologie

aufweisen.

Der CD95-Signalweg ist von entscheidender Bedeutung fur die Apoptose von Immunzellen.
Waéhrend der CD95-Rezeptor fast auf allen Zellen exprimiert wird, muss die komplex regu-
lierte Expression des CD95L (auch FasL) induziert werden [Krammer, 2000; Zhang et al.,
2000]. Der AICD wird durch wiederholte TZR-Stimulation hervorgerufen und ist abhangig
von der Interaktion des CD95 mit seinem Liganden, CD95L [Dhein et al., 1995; Janssen et
al., 2000]. Deshalb sollte der Einfluss der HPK1 auf die FasL-Expression von T-Zellen
untersucht werden. Dazu wurde eine FACS-Farbung des exprimierten CD95L infizierter und
3 h aCD3-restimulierter CD4" T-Lymphozyten von DO 11.10 tg Mé&usen durchgefihrt. Aus
den Daten, die in Abbildung 3.8 gezeigt werden, geht hervor, dass die Uberexpression der wt
HPK1 in primdren T-Lymphozyten zu einer im Vergleich mit Kontrollvektor-infizierten
Zellen gesteigerten FasL-Expression fihrt. Allerdings wurde auch durch die Kinase-inaktive
HPK1 die CD95L-Expression erhoht. Die HPK1-AS-RNA inhibiert im Vergleich zum Kon-
trollvektor pEGZ-HA nur geringfligig die FasL-Expression. Es besteht somit eine gewisse
Korrelation zwischen dem Anteil apoptotischer Zellen und der FasL-Expression [Suda et al.,
1995]. Die gesteigerte FasL-Expression auf T-Lymphozyten durch HPK1 ist deshalb ein
Signaltransduktionsweg, der beim HPK 1-vermittelten AICD eine Rolle spielt.

Der genaue Mechanismus der transkriptionalen Kontrolle des FasL-Promoters Uber HPK 1-
vermittelte Signal tibertragungswege ist bisher kaum bekannt. Ein moglicher Weg nach Stress-
induzierenden Signalen konnte Uber die relativ Cyclosporin A (CsA)-unabhéangigen Trans-
kriptionsfaktoren AP-1, NFkB und einem MEKK1-regulierten Faktor zur Expression des
FasL fuhren [Faris et al., 1998; Kasibhatla et al., 1999; Kuhnel et al., 2000]. Tatséchlich
konnte gezeigt werden, dass die HPK1 sowohl die AP-1-vermittelte IL-2 Transkription
beeinflusst al's auch den NFkB-Signalweg aktiviert [Hu et al., 1996; Liou et al., 2000; Arnold
et al., 2001; Sauer et al., 2001; Yu et al., 2001]. Weitere wichtige CsA-abhangige Transkrip-
tionsfaktoren, die als Hauptregulatoren der FasL-Expression diskutiert werden, sind die
NFAT’s [Holtz-Heppelmann et al., 1998; Janssen et al., 2000; Rengargjan et al., 2000].
Durch Kotransfektionen und Reportergen-Anaysen konnte nachgewiesen werden, dass die
HPK1 in T-Zellen nach Bindung mit SLP-76 die AP-1/ NFAT-vermittelte Transkription inhi-
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biert [Sauer et al., 2001], wahrend sie in Verbindung mit dem Adaptorprotein Clnk die
AP-1/ NFAT-vermittelte Transkription fordert [Yu et al., 2001]. Somit kann es - in Abhan-
gigkeit vom Zelltyp, dem Stimulus und den Kulturbedingungen - durch verschiedene Adap-
torproteine zu unterschiedlichen HPK 1-vermittelten Zellantworten kommen. Die Aufklarung
des genauen Mechanismus der HPK1-NFAT-Interaktion wird sicherlich zum weiteren
Versténdnis der T-Zell-Physiologie beitragen. Interessant war auch, dass der HPK 1-vermit-
telte AICD nur teillweise durch CsA unterdriickt werden konnte (unpubl. Daten, die hier nicht
dargestellt wurden).

4.2. Die HPK1 verstérkt die ROS-vermittelte Apoptose durch erhéhte JNK-
Aktivierung und I nhibierung des NF xB-Signalweges

Um die molekularen Mechanismen des durch die HPK1 geforderten programmierten Zell-
todes und die daran beteiligten Signaltransduktionskaskaden an einem Modellsystem unter-
suchen zu konnen, wurden EL-4 Thymoma-Zellen mit verschiedenen retroviralen HPK 1-
Expressionsvektoren stabil transduziert (Abb. 3.2). Aul3erdem kdnnen zahlreiche Experimente
wie z.B. DNA-Transfektionen und Reportergen-Analysen nicht mit priméren Zellen durchge-
fuhrt werden. Allerdings kam es nur zu einer geringen spontanen Apoptose durch die HPK1-
Uberexpression in EL-4 T-Zellen (Abb. 3.10, Tab. 3.2). Da in EL-4 T-Zellen selbst nach
Serumdepletion keine Apoptose durch aCD3 induziert werden konnte, wurde Wasserstoffper-
oxid (H20,) as Zelltod-aus0sendes Agens verwendet. Durch H,O, wird die intrazellulare
Konzentration der freien reaktiven Sauerstoffmetabolite (ROS) erhoht, die wichtige Media-
toren der T-Zell-Apoptose sind [Williams und Henkart, 1996; Kamata und Hirata, 1999].
Aullerdem werden durch H,O, Signaltransduktionswege beeinflusst, die auch bei T-Zell-
Rezeptor (TZR)-Aktivierung induziert werden [Griffith et al., 1998; Hildeman et al., 1999].
In der Literatur wird eine wichtige Rolle der ROS als Signal Gibertragermolekile in verschie-
denen physiologischen Signalwegen beschrieben [Hildeman et al., 1999; Kamata und Hirata,
1999; Tatlaet al., 1999; Devadas et al., 2002]. Vor kurzem konnte gezeigt werden, dass EL-4
T-Zellen durch die konstitutive Expression des Caspase 8-Inhibitors c-FLIP_ resistent gegen
den FaslL-induzierten Zelltod sind [Kataoka et al., 2002]. Nach Behandlung der EL-4
T-Zellen mit DNA-schadigenden Substanzen wie z.B. Doxorubicin oder Mitomycin C wird
die Fas-Expression erhoht, und die Zellen werden sensitiv fur die FasL-induzierte Apoptose
[Kataoka et a., 2002]. Dies erklart, warum durch eine aCD3-Stimulation keine Apoptose in
EL-4 T-Zellen induziert werden konnte, da diese von der Interaktion des CD95 mit seinem
Liganden abhéngig ist.
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In Vorversuchen mit EL-4 T-Zellen wurden unterschiedliche H,O,-K onzentrationen auf ihren
Apoptose-induzierenden Effekt nach 6 h-iger Inkubation der Zellen getestet, um den Antell
nekrotischer Zellen auf ein Minimum zu reduzieren. Eine Konzentration von 1,0 mM H»0;
erwies sich dabel als optimal. Diese - im Vergleich zu den in der Literatur angegebenen
Konzentrationen von 100-500 uM - hohere Menge, l&sst sich durch die Zelltyp-spezifische
Sensitivitét sowie durch die im Medium a's Antioxidantien wirkenden Serum- und B-Mercap-

toethanol-K onzentrationen erklaren [Griffith et al., 1998; Lee und Esselman, 2001].

Durch H,O.-Stimulation der EL-4 T-Zellen kam es zu einer schnellen Steigerung der endo-
genen HPK 1-Expression (nach 90 min) und Spaltung dieser Kinase (Abb. 3.9). Dies |asst eine
Rolle der HPK1 in der ROS-vermittelten Apoptose vermuten. Da durch H,O, die Caspase 3
aktiviert wird [Dumont et al., 1999], ist es sehr wahrscheinlich, dass die HPK1 durch diese
Caspase am beschriebenen DDV D-Motiv (aa 381-385) gespalten wird [Chen et al., 1999;
Arnold et al., 2001].

In HPK 1-transduzierten EL-4 T-Zellen verstérkte sowohl die wt HPK 1 als auch in geringe-
rem Mal3 die Kinase-inaktive HPK1 die ROS-vermittelte Apoptose nach H,O,-Stimulation
(Abb. 3.10). Um auszuschlief3en, dass dieser Apoptose-verstarkende Effekt durch die HPK1
auf EL-4 T-Zellen beschrankt ist, wurden U-937-Zellen mit HPK1 transduziert. Auch in
diesen Zellen forderte die HPK1 den ROS-vermittelten programmierten Zelltod (Abb. 3.11).
Ahnlich den gewonnenen Ergebnissen des HPK1-verstarkten AICD oCD3-stimulierter
primédrer CD4" T-Lymphozyten (Tab. 3.1) forderten sowohl N- als auch C-terminale HPK 1-
Peptide die ROS-vermittelte Apoptose transduzierter EL-4 T-Zellen (Tab. 3.2). Dabei war der
Apoptose-férdernde Effekt des die Kinase-Doméne enthaltenden N-terminalen HPK 1-Peptids
stérker als der des C-terminalen Peptids. Durch Transduktion mit der HPK1-AS-RNA konnte
die endogene HPK1-Expression in EL-4 T-Zellen zwar nicht vollstandig aber doch grofiten-
teils gehemmt werden (Abb. 3.12). Dadurch wurde auch die H,O.-induzierte Apoptose
deutlich und im Vergleich mit den priméaren Zellen (Tab. 3.1) starker inhibiert (Abb. 3.13).
Aus den durch die Uberexpression und Hemmung der HPK1-Expression erzielten Ergeb-
nissen kann auf eine regulative, verstérkende Rolle der HPK1 bei der ROS-vermittelten
Apoptose geschlossen werden. Dieser proapoptotische Effekt ist jedoch nicht nur durch die
Kinase-Aktivitéat bedingt, da sowohl N- as auch C-terminale HPK1-Peptide an der
Regulation des apoptotischen Zelltodes beteiligt sind.

Um Zielgene der HPK1 zu identifizieren, die beim ROS-vermittelten Zelltod eine Rolle
spielen konnten, wurde die RNA von mit HPK1-Konstrukten stabil transduzierten, H,O,-
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induzierten EL-4 Zellen isoliert und die Expression verschiedener Apoptose-assoziierter
Proteine mit Hilfe der RNA-Protektions-Analyse quantitativ bestimmt. Dabel konnte kein
Unterschied in den mRNA-K onzentrationen verschiedener Caspasen zwischen den Kontroll-
vektor-transduzierten und den mit wt oder Kinase-inaktiver HPK 1 transduzierten EL-4 Zellen
detektiert werden (Abb. 3.14). Ein genereller, durch fortschreitende Apoptose bedingter
reduzierter RNA-Gehat wurde nach 6 h-iger Inkubation mit 1,0 mM H,O, beobachtet
[Darzynkiewicz et al., 1997; Green, 2000; Strasser et al., 2000]. Unter den experimentellen
Bedingungen wurde desweiteren kein Unterschied der mRNA-Konzentrationen von bcl-2,
bcl-x, CD95 sowie des CD95L zwischen den transduzierten Zelllinien festgestellt. Somit darf
man schlussfolgern, dass die pro-apoptotische HPK1-Wirkung auf den ROS-induzierten
Zelltod unter diesen Bedingungen nicht auf die,, Hochregulierung® Apoptose-férdernder Gene
oder eine Hemmung der Expression bekannter anti-apoptotischer Gene zurlickzufihren ist.
Allerdings konnten andere Apoptose-aktivierende Signaltransduktionswege verstérkt sein wie
z.B. die Spaltung und damit Aktivierung von Caspasen [Budihardjo et al., 1999; Dumont et
al., 1999]. Auch konnte die Aktivierung von Transkriptionsfaktoren wie des Tumor-
suppressor-Gens p53 fur die HPK 1-verstarkte, ROS-vermittelte Apoptose von Bedeutung sein
[Huang et al., 2000]. In Jurkat T-Zellen konnte gezeigt werden, dass die Expression der
CD95L-mRNA abhangig von der H,O,-K onzentration induziert wird [Bauer et al., 1998]. So
konnte es sein, dass die von uns eingesetzte H,O,-Konzentration suboptimal fir den Nach-
weis des Einflusses der HPK 1 auf die mRNA-Expression Apoptose-relevanter Gene war. Mit
der Etablierung der cDNA-Mikroarray-Technik in unserem Labor und nachfolgender
Untersuchung der RNA-Expression infizierter, oCD3-stimulierter CD4" T-Lymphozyten
erhoffen wir uns weiterfihrende Erkenntnisse Uber die von der HPK1 beeinflussten Gene
wéhrend des AICD.

Aus der Literatur war bekannt, dass die HPK 1 nach a.CD3-Stimulation aktiviert wird [Liou et
al., 2000; Ling et al., 2001]. Ein frihes Ereignis nach der T-Zell Aktivierung ist die Protein-
Tyrosinphosphorylierung [Musci et al., 1997; van Leeuwen und Samelson, 1999; Kane et al.,
2000; Zhang und Samelson, 2000]. Deshalb sollte untersucht werden, ob auch nach H,O,-
Stimulation eine Protein-Tyrosinphosphorylierung induziert wird und ob die HPK1 diese
Phosphorylierung beeinflusst. Aus Abbildung 3.15 ist ersichtlich, dass die H,O,-Stimulation
der mit dem Kontrollvektor (pEGZ-HA) transduzierten EL-4 T-Zellen zu einer Inhibierung
der Tyrosinphosphorylierung von Proteinen fhrt, die grof3er als 50 kDa sind. Dagegen bleibt

in diesen Zellen die Tyrosinphosphorylierung der Proteine unter 50 kDa von der Induktion
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mit H,O, unbeeinflusst. Dies steht im Gegensatz zu publizierten Ergebnissen der Protein-
Tyrosinphosphorylierung in H,O,-stimulierten Jurkat T-Zellen [Griffith et al., 1998], in denen
es durch H,O, zu einer generellen Verstarkung der Tyrosinphosphorylierung kam. Die Uber-
expression der wildtypischen HPK1 (pHA-HPK1 wt) fuhrt nach H,O,-Stimulation zu einer
erhdhten Tyrosinphosphorylierung zahlreicher Proteine. Wahrend die HPK1 in diesen trans-
duzierten Zellen zu einer starken und anhatenden konstitutiven Phosphorylierung der
Proteine zwischen 12-30 kDa fuhrt, kommt es durch H,O, auch zu einer Induktion der
Tyrosinphosphorylierung von Proteinen, die groRer als 45 kDa sind. Die Uberexpression einer
Kinase-inaktiven HPK1 (pHA-HPK1 M(46)) hat dagegen einen deutlich geringeren, wenn
auch signifikant positiven Einfluss auf die Protein-Tyrosinphosphorylierung nach H,O,-
Stimulation. Die HPK1 férdert also die Protein-Tyrosinphosphorylierung in H,O»-induzierten
EL-4 T-Zellen. In der Literatur wurde beschrieben, dass die Tyrosinphosphorylierung der
HPK1 durch ZAP-70 und Lck nach TZR-Stimulation einen wichtigen Schritt zur vollen
Aktivierung der HPK1 darstellt [Liu et al., 2000&; Ling et al., 2001]. Die HPK1 ist dabei
durch - Uber die Prolin-reichen Motive vermittelte - Bindung an die Adaptoren Gads/Grap2,
SLP-76 und LAT in einem Multi-Protein-Komplex der Lipid-Rafts lokalisiert [Sauer et al.,
2001]. Nach genotoxischem Stress (ionisierende Strahlung) konnte in Jurkat T-Zellen eine
zytoplasmatische Interaktion von HPK1 mit der Protein-Tyrosinkinase c-Abl beobachtet
werden, die zur Aktivierung der HPK1 fahrt [Ito et al., 2001]. Eine Aktivierung von c-Abl
wurde auch nach oxidativem Stress beschrieben [Sun et al., 2000a], und c-Abl wirkt in der
Zelle durch die Aktivierung der c-Jun N-terminalen Kinase (INK) pro-apoptotisch
[Kharbanda et al., 1995; Kharbanda et al., 1996; Kharbanda et al., 1998]. Somit konnte die
Interaktion der HPK1 mit c-Abl in EL-4 T-Zellen nach H,O,-Stimulation ein Signalweg sein,

der zur Verstarkung der Apoptose in diesen Zellen durch die HPK 1-Uberexpression fiihrt.

Da die HPK1 as ein Aktivator der Mitogen-aktivierten Protein Kinase (MAPK) JNK
beschrieben wurde [Hu et al., 1996; Kiefer et al., 1996; Ensenat et al., 1999; Maet al., 2001]
und die Aktivierung von JNK den apoptotischen Zelltod férdern kann [Behrens et al., 2001,
Sabapathy et al., 2001], wurde der Einfluss der HPK 1 wahrend der H,O.-vermittelten Apop-
tose in EL-4 T-Zellen auf die Aktivierung der MAPK’s hin untersucht. Dazu wurden mit
HPK 1-Konstrukten retroviral stabil transduzierte EL-4 T-Zellen mit H,O, induziert und die
nach unterschiedlichen Zeitpunkten (0-120 min) isolierten Ganzzellextrakte im Westernblot
mit Phospho-spezifischen Ak gegen INK 1, p38 und ERK1/ERK 2 detektiert (Abb. 3.16). Wie

in der Literatur beschrieben, fuhrte die H,O,-Stimulation zur Aktivierung aller drei unter-
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suchten MAPK s [Wang et al., 1998; Adler et al., 1999]. Durch Uberexpression der wt HPK 1
kam es zu einer verstarkten, langanhaltenden JNK1-Phosphorylierung nach H,O,-Behand-
lung. Dies war erwartet worden und stimmt mit publizierten Daten Uberein, in denen eine
starke INK-Aktivierung durch die HPK 1-Kinase-Aktivitdt nachgewiesen wurde [Hu et al.,
1996; Kiefer et al., 1996; Su et al., 1997; Wang et al., 1997; Ensenat et al., 1999; Nagata et
al., 1999; Hehner et al., 2000a]. Jedoch bewirkte auch die Kinase-inaktive HPK1 einen
Anstieg der INK-Aktivitdt im Vergleich zu den Kontrollzellen. Die Ursache hierfur kénnte in
der Assoziation von endogener, aktiver HPK1 mit der Kinase-inaktiven Form und daraus
resultierender Aktivierung der HPK 1-vermittelten Signalwege liegen. Oder aber ein Tell der
HPK 1-vermittelten JNK-Aktivierung erfolgt Uber die Adaptorprotein-Funktion der Prolin-
reichen Motive, die in der mutierten HPK1 intakt sind. In der Literatur werden as direkte
Zielmolekile der HPK1 die MLK3 und MEKK1 beschrieben, die Uber SEK1 die INK akti-
vieren [Tibbles et al., 1996; Wang et al., 1997; Leung und Lassam, 2001]. Im Vergleich mit
der langanhaltenden, verstérkten JNK1-Phosphorylierung in HPK1-exprimierenden EL-4
T-Zellen kam es nur zu einer moderaten Verstarkung der ERK1/ERK2 und p38 MAPK-
Aktivitét nach H,O,-Stimulation. AufRerdem wurde ERK1/ERK 2 stérker in den Zellen phos-
phoryliert, die die Kinase-inaktive HPK1 exprimierten. Dies deutet darauf hin, dass fur die
Aktivitétssteigerung dieser MAPK s hauptsachlich die Adaptorprotein-Funktion der HPK1
verantwortlich ist. Die Proteinkonzentrationen der MAPK’s wurden durch die HPK1-
Expresson sowie eine HPK1-AS-RNA nicht beeinflusst, und das HPK1-AS-Konstrukt
hemmte die Phosphorylierung aller drei untersuchten MAPK s. Daraus folgt, dass die HPK 1-
Uberexpression in EL-4 T-Zellen die H,O.-vermittelte Aktivierung der MAPK's IJNK1,
ERK1/ERK?2 und p38 beeinflusst, wenn auch in unterschiedlichem Ausmal3 und wahrschein-

lich Gber verschiedene Signaltransduktionswege.

JNK1 und INK2 sind als starke Apoptose-Induktoren in peripheren T-Zellen und Thymozyten
bekannt [Sabapathy et al., 1999; Behrens et al., 2001; Sabapathy et al., 2001]. So ist es sehr
wahrscheinlich, dass ein Hauptteil des pro-apoptotischen Effekts der HPK1 durch die
verstarkte INK-Aktivierung vermittelt wird. In priméren murinen embryonalen Fibroblasten
(MEF's), die defizient fir INK1 und JNK2 sind, konnte ein Defekt im mitochondrialen
apoptotischen Zelltod beobachtet werden [Tournier et al., 2000]. So kénnte man vermuten,
dass anti-apoptotische Molekile, wie Bcl-2 oder Bcl-x., die im intrinsischen Signalweg eine
entscheidende Rolle spielen, Zielmoleklle der verstéarkten INK-Aktivitét in EL-4 T-Zellen
sind. In der Literatur wurde tatsachlich die Phosphorylierung und Inaktivierung dieser Mole-
kile durch INK”s in vivo beschrieben [Maundrell et al., 1997; Y amamoto et al., 1999]. Wenn
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auch kontrovers diskutiert, so scheinen die JINK’s eine wichtige Rolle in der Regulation der
mitochondrial-vermittelten Apoptose zu spielen [Alizadeh et al., 2000].

Es wurde nachgewiesen, dass die HPK1 unabhéngig vom Einfluss auf die INK-Aktivierung
den NF«B-Signaltibertragungsweg in verschiedenen hdmatopoetischen Zellen fordert [Hu et
al., 1999; Arnold et al., 2001; Tsuji et al., 2001]. Deshalb sollte untersucht werden, ob die
HPK1 den NFkB-Signaltransduktionsweg auch in ROS-stimulierten EL-4 T-Zellen modu-
liert. Im EMSA mit NF«B-spezifischen Oligonukleotiden wie z.B. NFkBngat aus dem P1
Promotor von NFATc (Abb.3.17A) und TCEgasc aus dem Interleukin-2 Promotor
(Abb. 3.17 B) konnte nach H,O,-Stimulation die Induktion kB-spezifischer Komplexe in
EL-4 T-Zellen beobachtet werden. Dies stimmt mit publizierten Daten der ROS-induzierten
NF«B-Aktivierung Uberein, obwohl diese Zelltyp- und Stimuli-abhéngig variieren kann
[Quillet-Mary et al., 1997; Dumont et al., 1999; Kamata und Hirata, 1999; Bowie und
O'Neill, 2000]. Unter den angewandten experimentellen Bedingungen gab es alerdings
keinen Unterschied in der Ausbildung kxB-spezifischer Komplexe zwischen den mit verschie-
denen HPK 1-Konstrukten stabil transduzierten EL-4 T-Zellen nach H,O,-Stimulation, wie sie
nach HPK1-Uberexpression in der retroviral transduzierten myeloiden Vorlauferzelllinie
FDC-P1 festgestellt wurde [Arnold et al., 2001]. Dies kénnte zum einen an den experi-
mentellen Bedingungen wie z.B. suboptimaler H,O,-Konzentration oder der verwendeten
Zélllinie und zum anderen an der schnell einsetzenden HPK 1-Spaltung (Abb. 3.9) liegen. In
der Literatur wurde nachgewiesen, dass fur die Aktivierung von NFkB durch HPK1 das
HPK1-Gesamtprotein notwendig ist [Arnold et al., 2001]. Allerdings wurde auch beschrieben,
dass MLK3 NFkB Uber eine direkte Phosphorylierung der IkB-Kinasen (IKK) aktivieren
kann [Hehner et al., 2000b]. MLK3 wiederum kann durch HPK1 phosphoryliert und damit
aktiviert werden [Leung und Lassam, 2001]. In Luziferase-Reportergen-Assays kotransfi-
Zierter COS-1-Zellen und 293T-Zellen konnte gezeigt werden, dass der Signalweg der HPK 1-
vermittelten Aktivierung von NFxB nicht Uber MLK3, sondern Gber MEKK1 zu IKKa/p
fuhrt [Hu et al., 1999; Arnold et al., 2001]. Fir diesen Signalweg soll neben der Kinase-
Aktivitét die Bindung weiterer, bisher nicht charakterisierter Molekile an die SH3-Motive der
C-terminalen regulatorischen Region der HPK 1 von Bedeutung sein [Arnold et al., 2001].

Um zu Uberprifen, ob die HPK1 wirklich — wie die im EMSA gewonnenen Daten vermuten
lassen — die NFxB-Aktivitét in H,Oz-induzierten EL-4 T-Zellen unbeeinflusst |&sst, wurde die
Luziferase-Aktivitdt eines NFxB-abhangigen Reportergen-Konstrukts in kotransfizierten

EL-4 T-Zellen untersucht. Dabei stellte sich heraus, dass die retroviralen Expressions-
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plasmide eine hohe Eigenaktivitat aufwiesen, die wahrscheinlich auf den durch NFxB selbst
stark induzierbaren CMV-Promotor zurlickzufiihren ist [Yurochko et al., 1995; Chan et al.,
1996]. Deshalb wurden die HA-Fusionsproteine fir die HPK 1-Expression in den Vektor pBS
KRSPA umkloniert und so unter der Kontrolle des konstitutiven Rous-Sarkoma-Virus (RSV)-
Promotors exprimiert. Die Expression der retroviralen HPK 1-Konstrukte in den stabil trans-
duzierten EL-4 T-Zellen unter Kontrolle des CMV-Promotors kdnnte ein weiterer Grund fir
die zur Literatur gegensétzlichen Ergebnisse der EMSA s sein [Arnold et al., 2001]. Da nach
6-stindiger Induktion mit 1,0 mM H,O, ein Grolfdeil der Zellen bereits apoptotisch und so
auch die Luziferasewerte sehr gering waren, wurden die Zellen mit 500 uM H,O, induziert.
Es zeigte sich, dass bereits die Transfektion der wt HPK1 zu einer gesteigerten NFkB-
Luziferase-Aktivitét fuhrte, wahrend das C-terminale HPK1-Peptid im Vergleich mit Kon-
trollzellen die NFkB-Aktivitét inhibierte (Abb. 3.18). Durch H,O,-Induktion wurde NFxB
aktiviert. Die wt HPK1 verstérkte und das C-terminale HPK1-Peptid hemmte die H,0,-
vermittelte NFkB-Luziferase-Aktivitét. Dies stimmt mit publizierten Ergebnissen der HPK 1-
vermittelten Aktivierung des NFkB-Signaltransduktionsweges tberein [Hu et al., 1999;
Arnold et al., 2001; Tsuji et al., 2001]. Neben der verstérkten INK 1-Phosphorylierung konnte
somit auch die Hemmung des anti-apoptotischen NFxB-Signalweges [Ghosh et al., 1998]
durch das C-terminale Spaltprodukt der HPK1 fur die proapoptotische Wirkung der HPK 1
beim ROS-vermittelten Zelltod von Bedeutung sein.

Zielmoleklle der INK wie c-Jun und ATF2 sind Komponenten des Transkriptionsfaktor-
Komplexes AP-1 [Karin, 1996; Yao et al., 1999]. Da gezeigt werden konnte, dass die HPK 1
die INK-Aktivierung in T-Zellen verstérkt (Abb. 3.16) [Hu et al., 1996; Kiefer et al., 1996],
war es von besonderem Interesse, den Einfluss der HPK1 auf die AP-1/NFAT-vermittelte
Gentranskription zu untersuchen. In friheren Arbeiten wurde zudem ein positiver Einfluss der
HPK1-vermittelten INK-Aktivierung auf die AP-1-abhangige Gentranskription angenommen
[Ling et al., 1999]. EL-4 T-Zellen wurden mit einem Luziferase-Konstrukt, dessen Expres-
sion von multiplen AP-1/ NFAT-Bindestellen aus dem murinen IL-4 Promotor kontrolliert
wird und wt HPK 1 sowie Kinase-inaktiver HPK 1 kotransfiziert und mit TPA/lonomycin (T/I)
induziert. Im Luziferase-Assay (Abb. 3.19) konnten wir Uberraschenderweise feststellen, dass
nach Transfektion sowohl die wt HPK1 als auch in geringerem Male die Kinase-inaktive
HPK1 zu einer Hemmung der AP-1/ NFAT-vermittelten Luziferase-Aktivitét fuhrten. Dieser
inhibierende Effekt war nach T/I-Stimulation noch stérker ausgepragt und wird wahrschein-

lich von der Kinase-Aktivitat und Uber die Prolin-reichen Motive der HPK 1 vermittelt. Eine
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maogliche Erklérung dieses inhibierenden Effektes konnte ein negativer Rickkopplungs-
mechanismus der AP-1/NFAT-AKktivité durch die permanente INK-Aktivierung sein, wofUr

es allerdings bisher keine Hinweise gibt [Liou et al., 2000].

Unsere Daten mit EL-4 T-Zellen stehen im Gegensatz zu publizierten Ergebnissen mit Jurkat
T-Zellen, in denen kein Einfluss der HPK1 auf die AP-1/NFAT-abhéngige IL-2 Gentrans-
kription nach T/I-Stimulation beobachtet werden konnte [Liou et al., 2000]. In Jurkat T-
Zéllen inhibierte die wt HPK1 die TZR-vermittelte AP-1-Aktivitét, wahrend die Kinase-
inaktive HPK 1 einen leicht fordernden Effekt zeigte. Der inhibierende Effekt der wt HPK1
auf die TZR-vermittelte Aktivierung von AP-1 wurde a's abhéngig von der HPK1-Tyrosin-
phosphorylierung und Interaktion der Prolin-reichen Motive dieser Kinase mit dem
Adaptorprotein SLP-76 interpretiert [Sauer et al., 2001]. Im Gegensatz dazu wurde in
Zytokin-stimulierten Jurkat T-Zellen nach Interaktion der tyrosinphosphorylierten HPK1 mit
Clnk - einem anderen Adaptor aus der SLP-76-Familie - eine Aktivierung von AP-1 nachge-
wiesen [Yu et al., 2001]. Die Kotransfektion von HPK1 mit dem Adaptor Grap2/Gads
forderte in Jurkat T-Zellen sowohl die JINK-Phosphorylierung als auch die AP-1-vermittelte
Gentranskription [Ma et al., 2001]. AulRerdem wurde eine Hemmung der ERK2-Phosphory-
lierung durch die wt HPK1 nach TZR-Stimulation beobachtet, wahrend diese in Kinase-
inaktiven HPK1-exprimierenden Zellen verstarkt war [Liou et al., 2000]. Daraus wurde
geschlussfolgert, dass der inhibierende Effekt der HPK1 auf die AP-1-Aktivitét Uber den
ERK-Signalweg vermittelt werden konnte. Wir beobachteten in HPK 1-transduzierten EL-4 T-
Zellen nach H,O.-Stimulation dagegen eine verstérkte ERKZL1/ ERK2-Phosphorylierung
(Abb. 3.16), weshalb diese Schlussfolgerung fir uns fraglich ist. Da der AP-1-Signalweg in
anergischen T-Zellen spezifisch blockiert ist [Kang et al., 1992] und die HPK1 nach TZR-
Stimulation die transkriptionelle Transaktivierung von AP-1 inhibiert [Liou et al., 2000],
konnte die HPK1 auch eine physiologische Funktion bei der Induktion von T-Zell-Anergie
austiben. Eine Hemmung der AP-1/ NFAT-vermittelten Zytokin-Synthese durch die HPK1
konnte so einerseits zum Apoptose-fordernden Effekt dieser Kinase in T-Zellen beitragen und

andererseits ein Mechanismus zur Aufrechterhaltung der T-Zell-Anergie sein.

4.3. Wahrend des AICD primarer CD4" T-Lymphozyten aktiviert die HPK1
den JNK- und inhibiert den NF xB-Signalweg

Die HPK 1 verstérkt die ROS-vermittelte Apoptose durch die Aktivierung des JNK- (s. 3.2.5.)
und die Inhibierung des NFkB-Signalweges (s. 3.2.6.). Da die Aktivierung der MAPK s und
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des NFkB-Signalweges abhangig vom Zelltyp und der Art der Stimulierung unterschiedlich
reguliert werden kénnen, sollte geklart werden, ob die HPK 1 auch den AICD primérer CD4"
T-Lymphozyten Uber diese Signaltransduktionswege fordert.

Naive primare CD4" T-Lymphozyten von DO 11.10 tg Mausen wurden dazu mit dem OVA-
Peptid stimuliert und 24 h spater mit Retroviren infiziert, die entweder ein Kontrollkonstrukt,
die wildtypische HPK 1 oder ein C-terminales HPK 1-Peptid exprimierten. Zwel Tage nach der
Infektion wurden die infizierten, EGFP-positiven Zellen im FACS sortiert und am Folgetag
von diesen Zellen Ganzzellproteinextrakte isoliert, wobei ein Teil der T-Zellen zuvor 30 min
mit aCD3e-spezifischen mAK’s restimuliert wurde. Nach TZR-Stimulierung wurde eine Akti-
vierung der JINK 1-, ERK I/ERK 2- und p38-Kinasen beobachtet (Abb. 3.20). Die Uberexpres-
sion der wt HPK 1 fuhrte sowohl zu einer verstarkten konstitutiven a's auch aCD3-induzierten
JINK1-Phosphorylierung. Wahrend die Aktivierung der p38-MAPK von der Expression der
HPK 1-Konstrukte in den CD4" T-Lymphozyten nicht beeinflusst wurde, hemmte das C-ter-
minale HPK 1-Peptid geringfigig die ERK1/ ERK2-Phosphorylierung (Abb. 3.20). In Jurkat
T-Zellen konnte gezeigt werden, dass die HPK 1 die TZR-vermittelte ERK 2-Phosphorylierung
inhibiert, wahrend die Kinase-inaktive HPK1 die ERK2-Aktivierung verstarkt [Liou et al.,
2000]. Es kénnte sein, dass auch in unseren HPK 1-exprimierenden CD4" T-Zellen die ERK-
Phosphorylierung zu friheren Zeitpunkten inhibiert wird. Dies konnte mittels einer Kinetik
Uberpruft werden. Eine Aktivierung von ERK Uber die mutierte HPK 1 kénnte durch Adaptor-
proteinbindungen an das Gesamtprotein erfolgen, die durch die katalytische Aktivitét der wt
HPK1 unterbunden werden. Somit kdnnte der hemmende Effekt des C-terminalen HPK1-
Peptids auf die ERK1/ERK2-Phosphorylierung durch eine Konkurrenz mit der endogenen
HPK1 um Adaptorproteine bzw. andere Zielmolekile erklart werden und die Kinase-Funktion
der HPK1 fir die ERK-Aktivierung wichtig sein. Dies wirde alerdings im Gegensatz zu
publizierten Daten stehen, die anhand der Untersuchungen mit Jurkat T-Zellen erhalten
wurden [Liou et al., 2000]. Die verstérkte INK-Aktivierung in TZR-stimulierten, HPK 1-
exprimierenden CD4" T-Zellen konnte u.a. fiir die gesteigerte FasL-Expression verantwort-
lich sein [Faris et al., 1998; Zhang et al., 2000]. Wahrscheinlich wird ein Hauptteil des pro-
apoptotischen Effekts der HPK 1 durch die verstérkte, anhaltende JINK-AKktivierung vermittelt
[Chen und Tan, 2000]. INK bewirkt u.a. die Freisetzung von Cytochrom C aus den Mitochon-
drien durch Phosphorylierung anti-apoptotischer Mitglieder der Bcl-2-Familie und fordert so
auch den Fas/FasL -unabhangigen apoptotischen Zelltod [Gross et al., 1999; Y amamoto et al.,
1999; Davis, 2000; Tournier et al., 2000]. Die Hemmung der JNK-Phosphorylierung durch
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den spezifischen Inhibitor SP 600125 (Calbiochem) [Bennett et al., 2001] fihrte jedoch in
unseren Experimenten nicht zur kompletten Reduktion des HPK1-verstarkten AICD in
primédren CD4" T-Lymphozyten (Daten nicht dargestellt). AuRerdem war auch das C-termi-
nale HPK 1-Peptid, das keinen Einfluss auf die INK-Aktivierung austibte (Abb. 3.20), in der
Lage, den AICD der T-Zellen zu verstéarken (Tab. 3.1). Somit missen weitere HPK 1-vermit-
telte Signalwege zur Forderung des apoptotischen T-Zelltodes beitragen.

Es wurde beschrieben, dass die HPK1 unabhangig von der Aktivierung der INK den NFkB-
Signal tibertragungsweg fordern kann [Hu et al., 1999; Arnold et al., 2001; Tsuji et al., 2001].
Die meist anti-apoptotisch wirkenden NFiB-Transkriptionsfaktoren liegen im Zytoplasma in
der Form von Dimeren vor, die durch Assoziation mit inhibitorischen I«B-Proteinen inakti-
viert sind [Karin, 1999]. Nach Phosphorylierung durch den IkB-Kinasen (IKK)-Komplex
werden die 1kB’s ubiquitinyliert und durch das Proteasom abgebaut. Die nun freien NF«B-
Dimere konnen in den Zellkern einwandern und die Transkription NFkB-sensitiver Gene
anschalten [Karin, 1999; Hatada et al., 2000; Karin und Lin, 2002]. Der genaue molekulare
Mechanismus der HPK 1-vermittelten NFxB-Aktivierung ist bisher nur in Ansdtzen bekannt.
Es wird angenommen, dass HPK1 die MEKK1 phosphoryliert. MEKK1 aktiviert die IKKa
und IKKf, die wiederum die 1xB’s phosphorylieren [Hu et al., 1999]. Aulerdem konnten
MLK3, TAK1 und NIK an der HPK 1-regulierten NFkB-Aktivierung beteiligt sein [Su et al.,
1997; Wang et al., 1997; Hehner et al., 2000b; Arnold et al., 2001; Leung und Lassam, 2001].
In Ubereinstimmung mit publizierten Daten konnten wir eine Inhibierung von NFkB in
primédren CD4" T-Lymphozyten, die das C-terminale HPK 1-Peptid exprimierten, nach TZR-
Stimulation nachweisen [Arnold et al., 2001; Tsuji et al., 2001]. Im Westernblot der
Ganzzellproteinextrakte von C-terminalen HPK 1-Peptid-exprimierenden T-Zellen kam es zu
keiner Degradation von IkBa, wie sie bel HPK 1 wt-exprimierenden Zellen nach 30-mindtiger
aCD3-Induktion beobachtet werden konnte (Abb. 3.21). Aus diesen Daten folgt, dass das
C-terminale HPK1-Peptid den NFkB-Signaltransduktionsweg in priméren T-Lymphozyten
durch eine Hemmung der IkBa-Degradation inhibiert. In humanen T-Lymphozyten fuhrt die
NF«B-Inhibierung sowohl zum Caspase-abhangigen als auch Caspase-unabhangigen apopto-
tischen Zelltod [Kolenko et al., 1999; Uzzo et al., 2001]. Eine Spaltung der endogenen HPK 1
durch Caspasen (Abb. 3.9) und damit Akkumulation des C-terminalen HPK 1-Peptids [Chen
et al., 1999; Arnold et al., 2001] konnte durch die Inhibierung von NF«B fur die Unter-
stitzung der T-Zell-Apoptose von physiologischer Bedeutung sein. Dadurch erklart sich auch
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der beobachtete AICD-férdernde Effekt des C-terminalen HPK 1-Peptides sowie der Kinase-
inaktiven HPK 1 (Tab. 3.1, 3.2).

Aufgrund seiner Fahigkeit, gleichzeitig zwei Signallbertragungswege zu aktivieren (d.h.
JNK- und NFxB-Signawege), kann die HPK1 in Leukozyten as Signal-Multiplikator
fungieren. Es konnte gezeigt werden, dass die HPK1 unter verschiedenen Bedingungen ein
unterschiedliches Muster an Signalwegen aktiviert [Hu et al., 1996; Kiefer et al., 1996;
Nagata et al., 1999; Zhou et al., 1999; Hehner et al., 2000a; Liou et al., 2000; Arnold et al.,
2001; Ito et al., 2001; Leung und Lassam, 2001; Sauer et al., 2001; Tsuji et al., 2001]. Dies
macht die HPK1 zu einem Schalter zwischen verschiedenen biologischen Effekten. Eine
Funktion der HPK 1 im Rahmen der Immunrezeptor-Signal Ubertragung ist die in dieser Arbeit
beschriebene Verstarkung des AICD priméarer CD4" T-Lymphozyten. Dafir haben wir
folgende Hypothese aufgestellt: in der Initiationsphase der T-Zell-Stimulierung werden nach
schneller, transienter HPK 1-Aktivierung pro- und anti-apoptotische Signale durch den JNK-
und NF«kB-Signal-Ubertragungsweg vermittelt. Spater kommt es durch die Akkumulation des
C-terminalen HPK1-Spaltproduktes zur Inhibierung der NFkB-Aktivitdt und damit einer
Verschiebung des Gleichgewichts zwischen den Uberlebens- und Apoptose-stimulierenden
Signalen zugunsten des AICD. So tragt die HPK1 zur Homdostase des Immunsystems und

der Termination der Immunantwort bei.

Die Funktion von Adaptor-Molekilen beim Aufbau von Signalkomplexen und bei der kombi-
natorischen Aktivierung von Signal tibertragungswegen soll nochmals hervorgehoben werden
[Wonerow und Watson, 2001; Burack et al., 2002]. Adaptoren werden oft Zelltyp-spezifisch
exprimiert und tragen zur Bildung und Akkumulation von Signalkomplexen bei, die der
Kopplung Zelltyp-spezifischer Rezeptoren mit ubiquitéren Signal lbertragungswegen dienen.
Sie erlauben auf’erdem ein hohes Mal3 an Regulierbarkeit. Es ist zu erwarten, dass die HPK 1
neben dem pro-apoptotischen Effekt weitere Funktionen in hamatopoetischen Zellen erflllt,
die durch spezifische Interaktionen von verschiedenen Adaptoren mit den Prolin-reichen
Motiven der HPK1 vermittelt werden. So konnte gezeigt werden, dass die HPK1 durch
Erythropoietin (Epo) aktiviert wird und zur Regulation des Epo-abhéngigen Zellwachstums
sowie zur Differenzierung erythroider Zellen beitrdgt [Nagata et al., 1999]. Gads/Grap2, ein
wichtiges Adaptor-Protein fur die T-Zell-Entwicklung im Thymus [Liu et al., 2001; Y oder et
al., 2001], wurde as Bindepartner der TZR-vermittelten HPK1-Aktivierung identifiziert [Liu
et al., 2000a; Ma et al., 2001]. Zusammen mit dem Adaptor CInk verstarkt HPK1 die TZR-
induzierte Aktivierung des IL-2-Promotors in Jurkat T-Zellen [Yu et al., 2001]. Dadie HPK1
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ein Aktivator des INK-Signalweges ist, konnte sie auch eine Rolle bei der T-Zell-Differenzie-
rung, der Kontrolle von T-Zell-Effektorfunktionen und bel der negativen Selektion doppelt-
positiver Thymozyten spielen [Dong et al., 1998; Yang et al., 1998; Dong et al., 2000;
Rincon et al., 2001; Sabapathy et al., 2001].

Wir erwarten durch die weitere Untersuchung der molekularen Funktion von HPK 1 wichtige
Hinweise auf Mechanismen der Leukozyten-Differenzierung und -Regulation. Erste Ergeb-
nisse mit Hamatopoetischen Stammzellen lassen eine Rolle der HPK1 bei der Entwicklung
und Differenzierung dieser Zellen vermuten (Dr. A. Avots, pers. Mitteilung). Weiterhin soll
in Zusammenarbeit mit Dr. F. Kiefer (MPI fur Physiologische und Klinische Forschung,
W.G. Kerckhoff-Institut Bad Nauheim) der Einfluss der HPK1 auf die B-Zell-Apoptose
untersucht werden. Dabel sollen u.a. Experimente mit HPK 1-defizienten Mausen (Suzuki,
Kiefer, Mak; nicht publiziert) durchgefiihrt werden. Da die HPK1 in Zellen des angeborenen
(nativen) und adaptiven Immunsystems aktiv ist, konnte die Aufkléarung der biologischen
Funktionen dieser GCK zum weiteren Verstandnis des immunologischen Systems beitragen.
Zudem konnte die HPK1 ein moégliches Zielmolekdl zur Modulation des Immunsystems
darstellen.

4.4. NFATCc/A fordert im Gegensatz zu NFATC/C und NFATp nicht den AICD
primarer CD4" T-Lymphozyten

Mitglieder der Familie der NFAT-Transkriptionsfaktoren wurden als wichtige Regulatoren
der Proliferation, Differenzierung und Apoptose von T-Zellen beschrieben [Rao et al., 1997,
Schuh et al., 1997; Dong et al., 1998; Ranger et al., 1998b; Ranger et al., 1998c; Serfling et
al., 2000; Behrens et al., 2001; Peng et al., 2001]. NFATp und NFATC reagieren in vielen
funktionellen Untersuchungen ahnlich und sind an der Kontrolle von T-Zell-Effektorfunk-
tionen, u.a. durch die regulierte Transkription der Lymphokin-Gene IL-2, IL-3, IL-4, IL-5,
IFNy und TNFa, beteiligt [Rooney et al., 1995b; Serfling et al., 1995; Tsal et al., 1996a; Tsai
et al., 1996b; Duncliffe et al., 1997; Schuh et al., 1997; Kel et al., 1999]. Trotzdem zeigen
NFATp- und NFATc-defiziente Mause stark unterschiedliche Phénotypen [Serfling et al.,
2000]. NFATc-defiziente Mause sterben aufgrund von Fehlbildungen des Herzens bereits im
Uterus, wahrend NFATp-defiziente Embryos sich normal entwickeln [de la Pompa et al.,
1998; Ranger et al., 1998a; Schuh et al., 1998a]. Lymphozyten von NFATp-defizienten

Mausen, die dter als 3 Monate sind, entwickeln ein hyperproliferatives Syndrom, das sich in
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einer moderaten Groéfenzunahme der peripheren lymphatischen Organe (Thymus, Milz und
Lymphknoten) widerspiegelt [Hodge et al., 1996b; Xanthoudakis et al., 1996; Schuh et al.,
19984]. Die Daten aus den Untersuchungen NFAT-defizienter Méause bzw. Zellen zeigen
sowohl individuelle aber auch sich Uberlappende Funktionen fir NFATc und NFATp. So liegt
die Vermutung nahe, dass sowohl die Menge der gesamten NFAT s in einer Zelle a's auch
das Verhdltnis zwischen den einzelnen Familien-Mitgliedern und Isoformen bestimmend
dafir sind, welches Genmuster exprimiert wird und welche biologischen Funktionen erfillt
werden. Fur NFATc wurden drel verschiedene Isoformen (A, B und C) mit unterschiedlich
langem C-Terminus nachgewiesen [Chuvpilo et al., 1999b]. Die langste Isoform, NFATc/C,
enthalt eine zusétzliche, wenn auch schwache C-terminal e transaktivierende Domaéne, die eine
30 %-ige Sequenzhomologie zum transaktivierenden C-Terminus von NFATp aufweist [Luo
et al., 1996b; Avots et al., 1999]. Trotzdem sind die unterschiedlichen physiologischen
Funktionen der einzelnen Mitglieder der NFAT-Familie und deren Isoformen bisher nur

unvollstandig aufgeklért worden.

Der Aktivierungs-induzierte Zelltod (AICD) der Lymphozyten dient der Homoostase und
Toleranz des Immunsystems [Lenardo, 1991]. Er ist abhangig von der Interaktion des
ubiquitar-exprimierten CD95 (Fas) mit seinem kontrolliert induzierbar-exprimierten Liganden
CD95L (FaslL) [Janssen et al., 2000; Krammer, 2000; Schmitz et al., 2000]. Das FasL-Gen
enthdlt in seinem Promotor/Enhancer mehrere NFAT-Bindestellen, so dass eine wichtige
Funktion der NFAT s bel der Regulation des AICD’s vermutet wird [Latinis et al., 1997; Li-
Weber et al., 1999; Rengargjan et al., 2000]. Im Rahmen dieser Arbeit sollte deshalb der
Fragestellung nachgegangen werden, ob NFATp und/oder die Isoformen A und C des NFATc
den AICD in T-Lymphozyten beeinflussen.

Zuerst sollte die endogene Expression von NFATc und NFATp in T-Helferzell-Subpopula-
tionen nach Induktion des AICD untersucht werden. Dazu wurden naive CD4" T-Lympho-
zyten von DO 11.10 tg Mausen mit dem OVA-Peptid aktiviert und durch Zugabe der
entsprechenden Zytokine und Ak’s (s. 2.15.5.4.3.) wéahrend der 5-tégigen Expansion in vitro
Zu den T-Helferzell-Subpopulationen Ty0, Tyl oder Ty2 differenziert. Anschlief3end wurde
ein Tell der Zellen auf aCD3e-beschichteten Gewebekulturschalen 3 h restimuliert. Im Wes-
ternblot der Ganzzellproteinextrakte wurde die endogene Expression der NFAT s und von
HPK1 mit spezifischen Ak detektiert (Abb. 3.22). In den Ty0- und Ty1-Zellen kam es wie
erwartet nach oCD3-Stimulation zu einer starken Induktion der NFATCc/A-Expression
[Chuvpilo et al., 1999a; Chuvpilo et al., 1999b]. Im Gegensatz zu Ergebnissen mit Balb/c-
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Méausen [Chuvpilo et al., 1999b], wurde die NFATc/A-Expression in Ty2-Zellen von
DO 11.10 tg Mausen nach TZR-Stimulation nicht induziert. AuRerdem konnte in diesen
Zellen eine im Vergleich zu den Ty0- und Ty1-Zellen reduzierte NFATc-Expression, aber
gesteigerte NFATp-Expression beobachtet werden. Dies zeigt deutlich, dass gewonnene
Ergebnisse aus einem Zellsystem nicht ohne weiteres auf ein anderes tbertragen werden
koénnen und unterstreicht die Bedeutung Zelltyp- und Entwicklungs-spezifischer Signaltrans-
duktionswege. Die von uns beobachtete verstarkte NFATp-Expression in Ty2-Zellen stimmt
mit der beschriebenen wichtigen Rolle bel der transkriptionellen Induktion von Ty2-Zyto-
kinen Uberein [Rincon und Flavell, 1997; Schuh et al., 1997; Peng et al., 2001]. Aul3erdem
konnte gezeigt werden, dass Ty 1-Zellen sensitiver fir die Fas/FasL-vermittelte Apoptose sind
as Ty2-Zellen [Ramsdell et al., 1994; Zhang et al., 1997]. Dies wurde u.a auf die
Egr/ NFAT-vermittelte FasL-Expression in Tyl-Zellen zurtickgefuhrt, wahrend Ty2-Zellen
keinen oder nur geringe Mengen des FasL exprimierten [Suda et al., 1995; Dzialo-Hatton et
al., 2001]. So konnte das von uns beobachtete unterschiedliche Muster der NFAT-Expression
in den T-Helferzell-Subpopulationen ein weiterer Grund der unterschiedlichen Sensitivitét
von Ty1- und Ty2-Zellen fur den AICD sein. Die endogene HPK 1-Expression, die nach TZR-
Stimulation ebenfalls induziert wurde, war in Tyl-Zellen am Stérksten (Abb. 3.22). Diese
unterschiedliche HPK 1-Expression in den T-Helferzell-Subpopul ationen sowie die wichtige
Rolle des IJNK-Signalweges bel der Tpl-Helferzell-Differenzierung und bel Effektor-
funktionen sind ein Ansatzpunkt fur weitere Experimente zur Aufklérung der biologischen
Funktionen der HPK1 [Dong et al., 1998; Dong et al., 2000; Li et al., 2000; Lu et al., 2001].

Bel NFATp-defizienten Mausen wurde eine 5- bis 6-fache Zunahme der absoluten Lympho-
zytenzahl in den peripheren lymphatischen Organen im Vergleich mit wildtypischen Mausen
beobachtet, die u.a auf eine verminderte klonale Deletion der aktivierten T-Zellen zuriick-
gefuhrt wurde [Hodge et al., 1996b; Xanthoudakis et al., 1996; Schuh et al., 1997; Schuh et
al., 19984]. Deshalb sollte untersucht werden, ob fehlendes NFATp einen Effekt auf den
AICD der T-Zellen hat. Dazu wurden CD4" T-Lymphozyten von wildtypischen Kontroll-
mausen oder NFATp-defizienten Mausen (NFATp”) 5d nach der priméren Aktivierung
durch a.CD3e und aCD28 mit an die Gewebekulturschale gebundenen aCD3e- oder aCD95-
spezifischen Antikorpern restimuliert. Die Apoptoserate wurde in einer Kinetik nach
AnnexinV-PE-Farbung im FACS bestimmt. Da bereits geringe Unterschiede im genetischen
Hintergrund NFATp-defizienter Mause einen grof3en Einfluss auf die Auspragung des Phano-

typs haben konnen, wurden in der vorliegenden Arbeit fir vergleichende Versuche Geschwi-
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stertiere aus Verpaarungen heterozygoter Elterntiere verwendet [Schuh et al., 1997; Schuh et
al., 1998a]. Die NFATp-defizienten T-Lymphozyten zeigten im Vergleich mit den wild-
typischen Kontrollzellen einen gestorten, stark verzogerten aCD3-vermittelten AICD,
wéahrend die aCD95-vermittelte Apoptose unveréndert verlief. Dies stimmt mit den
publizierten Daten Uberein, in denen der inhibierte AICD auf eine reduzierte CD95L-
Expression zuriickgefuhrt wurde [Hodge et al., 1996b; Xanthoudakis et al., 1996]. Somit
muss eine gehemmte CD95L-Expression der Grund fir den beobachteten Defekt im aCD3-
vermittelten AICD sein. Ein Defekt der DISC-Bildung [Scaffidi et al., 1999a; Kirchhoff et al.,
2000] scheidet aus, da NFATp-defiziente T-Zellen eine normale aCD95-vermittelte A poptose
zeigten. Neuere Daten aus unserem Labor belegen, dass der aCD3-vermittelte AICD in
NFATpP/NFAT4-doppelt-defizienten T-Zellen [Ranger et al., 1998c] noch stérker als bel
NFATp-defizienten T-Zellen inhibiert ist (T. Konig, unpubl.). Dies lasst vermuten, dass
neben unterschiedlichen Funktionen einzelner Mitglieder der NFAT s auch die Menge der
NFAT s in der Zelle fur Effektorfunktionen von Bedeutung ist (Dosis-Effekt). NFATp und
NFAT4 sind somit entscheidend an der Regulation des TZR-vermittelten AICD beteiligt
[Ranger et al., 1998c; Glimcher und Singh, 1999; Serfling et al., 2000].

Durch retrovirale Infektion von NFATCc/A-, NFATC/C- und NFATp-exprimierenden Kons-
trukten in NFAT p-defiziente T-Lymphozyten sollte versucht werden, den Defekt im AICD zu
»heilen®. AulRerdem konnte so geklart werden, ob NFATc die Funktion von NFATp im AICD
ersetzen kann. Leider war es bisher nicht mdglich, NFATp-defiziente T-Zellen nach
aCD3/aCD28-Stimulation zu infizieren. Dies kdnnte an unterschiedlich-gestorten TZR-
vermittelten Signaltransduktionswegen liegen. Deshalb wurden die NFATp-defizienten
Mause mit DO 11.10 tg Mausen gekreuzt, um diese mit dem Ova-Peptid stimulieren zu
koénnen. Erste durchgefiihrte Experimente zeigen, dass die T-Zellen dieser Mause retroviral

infizierbar sind.

Daten unseres Labors zeigten, dass die T-Zell-Aktivierung zu einer massiven Induktion von
NFATC/A innerhalb von 3-4 h fihrt [Chuvpilo et al., 1999a; Chuvpilo et al., 1999b], noch
bevor Merkmale des AICD beobachtet werden konnten. Dies lief3 vermuten, dass sich die
biologische Funktion des NFATCc/A von anderen NFAT s durch das Fehlen des C-terminalen
Peptids mit einer weiteren Transaktivierenden Doméne, TAD-B, die in allen anderen NFAT-
Proteinen einschliefdlich der langeren Isoform NFATc/C vorhanden ist, unterscheidet [Luo et
al., 1996a; Chuvpilo et al., 1999b]. Um die Hypothese zu Uberprifen, dass moglicherweise

auch NFATc-Proteine eine wichtige Rolle beim AICD von T-Zellen spielen, wurden naive
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priméare CD4" T-Lymphozyten von DO 11.10 tg Mé&usen in Gegenwart von teilungsinakti-
vierten DZ"s mit dem OV A-Peptid stimuliert und mit Retroviren infiziert, die entweder ein
Kontrollkonstrukt oder NFATC/A, NFATC/C bzw. NFATp exprimierten. Nach 3-tégiger
Expansion wurde ein Teil der Zellen 8 h mit aCD3e restimuliert und die Apoptose nach
AnnexinV-PE-Féarbung im FACS bestimmt. Schon die Uberexpression von NFATp oder
NFATCc/C bewirkte einen, wenn auch schwachen Anstieg der spontanen Apoptose. Der TZR-
vermittelte AICD wurde durch beide NFAT-Proteine signifikant verstarkt (Abb. 3.24,
Tab. 3.3). Diese Daten stimmen mit dem Phanotyp NFATp-defizienter Mause und dem
reduzierten AICD in T-Zellen (Abb. 3.23) Gberein [Hodge et al., 1996b; Xanthoudakis et al.,
1996; Schuh et al., 1997; Schuh et al., 1998b; Behrens et al., 2001]. NFATC/A zeigte dagegen
keinen pro-apoptotischen Effekt, obwohl esin den priméren T-Zellen gleichstark oder starker
als die anderen NFAT s exprimiert wurde (Tab. 3.3, Abb. 3.26). Eine Verfdschung der Daten
durch unterschiedliche Kulturbedingungen kann durch die jeweiligen uninfizierten Zellen als
interne Kontrolle ausgeschlossen werden, deren Apoptoserate sich nur minimal unterschied.
Die Funktionalitét der retroviralen Konstrukte, d.h. die Expression und induzierbare nukleére
Translokation der HA-markierten NFAT’s, wurde zudem in transduzierten EL-4 T-Zellen
kontrolliert, wie es fir NFATCc/C dargestellt ist (Abb. 3.25). Unsere Daten deuten darauf hin,
dass es durch die massive, autoregulierte NFATc/A-Synthese nach Effektor-T-Zell-Aktivie-
rung zur Induktion der Effektor-Funktionen kommt, ohne dass dabel die T-Zell-Apoptose
beschleunigt wird [Chuvpilo et al., 2002]. Die im Vergleich zu NFATCc/A langeren C-termi-
nalen Peptide von NFATc/C und NFATp sind wahrscheinlich fur die pro-apoptotische
Funktion verantwortlich. Es konnte gezeigt werden, dass NFATp Uber sein C-terminales
Peptid mit der N-terminalen Region von MEF2D interagiert [Youn et al., 2000]. MEF2D
kontrolliert durch Bindung an zwei Orte des Nur77-Promotors dessen Aktivitét [Woronicz et
al., 1995]. Nur77 wiederum ist ein nach TZR-Stimulation sofort induziertes Gen, welches als
Mediator der Thymozyten-Apoptose fungiert [Kuang et al., 1999]. So kdnnte die NFAT/
MEF2D-vermittelte Aktivierung von Nur77 zum AICD peripherer T-Zellen beitragen. Dies
soll in weiteren Experimenten untersucht werden. Andererseits wurde bereits die NFAT-
kontrollierte Expression des CD95L als ein wichtiger Faktor im AICD beschrieben [Li-Weber
et al., 1999; Rengargjan et al., 2000; Dzialo-Hatton et al., 2001]. Zusétzlich zur Regulation
pro-apoptotischer Gene kdnnen die NFAT s wahrscheinlich aber auch die Expression anti-
apoptotischer Gene beeinflussen [Rao et al., 1997; Serfling et al., 2000]. So konnten wir in
RNA-Protektionsanalysen mit retroviral transduzierten, TPA/lonomycin-stimulierten EL-4 T-
Zellen nachweisen, dass NFATC/A die Expression des A1-Gens férdert, wahrend NFATp und
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NFATc/C die Al-Expression inhibieren (Dr. F. Berberich-Siebelt, unpubl. Daten). NFATp
hemmte in diesen Versuchen zudem die Expression der anti-apoptotischen Proteine Bcl-2 und
Bcl-x, was mit publizierten Daten Ubereinstimmt [Kel et al., 1999]. Es konnte gezeigt werden,
dass A1/Bfl-1 in B-Zellen nach TNFa-Rezeptor- und BZR-Stimulation stark anti-apoptotisch
wirkt [Grumont et al., 1999; Zong et al., 1999].

Unsere experimentellen Daten und die anderer Laboratorien zeigen, dass die Apoptose-
Regulation durch Mitglieder der Familie der NFAT-Transkriptionsfaktoren bzw. deren Iso-
formen auf die Fahigkeit zurlickzufUhren ist, die Expression sowohl anti- as auch pro-
apoptotischer Gene zu spezifischen Zeitpunkten der T-Zell-Differenzierung und -Aktivierung
zu kontrollieren. Offenbar ist dabei sowohl die Menge der gesamten NFAT's als auch das
Verhdtnis zwischen den einzelnen Familien-Mitgliedern und Isoformen in einer Zelle fur die
Entscheidung wichtig, welches Genmuster exprimiert wird [Chuvpilo et al., 2002]. Weitere
Versuche sind zum Versténdnis spezifischer Funktionen einzelner NFAT s und besonders
deren Isoformen in der Biologie einer Zelle notwendig. Da mit grofRer Wahrscheinlichkeit die
Aktivierung eines einzelnen Signal Ubertragungsweges in der Zelle praktisch nicht vorkommt,
erscheint die isolierte Betrachtung von Signal Gbertragungswegen wenig sinnvoll. Vielmehr
sollte man dazu Ubergehen, die Kombination aller zu einer gegebenen Zeit in einer Zelle
aktiven, sich gegenseitig beeinflussenden Signal Ubertragungswege (,, Cross-Taks") zu unter-
suchen [Noselli und Perrimon, 2000]. Ein gutes Werkzeug dafir ist die Mikro-Array-

Technologie, die in unserem Labor zur Zeit etabliert wird.
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Die Expression der Hamatopoetischen Progenitor Kinase 1 (HPK1), einem
Mitglied der Familie der ,Germinal Centre* Kinasen, ist im adulten Organismus auf
die Zellen des hamatopoetischen Systems beschrankt. Die HPK1 wurde urspriinglich
als ein Aktivator des JNK-Signallubertragungsweges beschrieben [Hu et al., 1996;
Kiefer et al., 1996], und kurzlich wurde eine transiente Aktivierung der HPK1 nach
TZR-Stimulation nachgewiesen. Auch wurde eine Assoziation der HPK1 mit dem
Linker aktivierter T-Zellen (LAT) und den Adaptorproteinen Nck, Crk, Gads, Grb2,
Grap, CrkL sowie SLP-76 gezeigt. Fur die Aktivierung der nach TZR-Stimulation in
den Lipid-Rafts lokalisierten HPK1 sind sowohl Lck als auch ZAP-70 notwendig [Liou
et al., 2000; Liu et al., 2000a; Ling et al., 2001]. Diese Daten legen eine mdgliche
Funktion von HPK1 bei der TZR-vermittelten Signalibertragung nahe. Trotzdem
konnte bisher eine physiologische Rolle der HPK1 im Rahmen der Immunrezeptor-

Signallibertragung nicht nachgewiesen werden.

In der vorliegenden Arbeit wird dargestellt, dass eine wichtige Funktion der HPK1 in
T-Zellen nach TZR-Stimulation, die durch die Férderung des Aktivierungs-induzierten
Zelltodes (AICD) vermittelt wird, in der Kontrolle der Termination der Immunantwort
und damit Homoostase des Immunsystems besteht. Dies wurde durch retrovirale
Uberexpression der wildtypischen (wt) HPK1 in murinen CD4" T-Zellen nachge-
wiesen, in denen die HPK1 zu einem Anstieg der spontanen und aCD3-vermittelten
Apoptose sowie zu einer gesteigerten Expression des Fas-Liganden (FasL oder auch
CD95L) fiihrte. Die Expression einer HPK1-,antisense* (AS)-RNA in CD4" T-Zellen
bewirkte dagegen eine schwache, jedoch signifikant nachweisbare Hemmung der
Apoptose und FasL-Expression. Die Apoptose-Hemmung durch die HPK1-AS-RNA
war besonders stark in H,O,-stimulierten EL-4 T-Zellen ausgepragt, in denen die
Uberexpression der wt HPK1 den durch reaktive Sauerstoffmetabolite (ROS)
induzierten Zelltod verstarkte. Aus diesen Daten folgt, dass die HPK1 die T-Zell-
Apoptose reguliert. In H,O»-stimulierten EL-4 T-Zellen fuhrt die HPK1-Expression zu
einer verstarkten und anhaltenden Aktivierung der c-Jun N-terminalen Kinase (JNK),
die wahrscheinlich an der HPK1-vermittelten Apoptoseinduktion beteiligt ist. Unter
den gleichen Bedingungen konnte eine schnelle Spaltung der HPK1 beobachtet
werden. Die Uberexpression der N- oder C-terminalen Spaltprodukte in CD4" T-

Zellen fuhrte - wie die der Gesamt-HPK1 - zu einem Anstieg des AICD. In
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Ubereinstimmung mit publizierten Daten konnten wir eine Hemmung der NF«B-
Aktivitat durch das C-terminale HPK1-Peptid nachweisen, das die IkBa-Degradation

inhibiert.

Die erzielten Ergebnisse flhrten uns in ihrer Gesamtheit zu folgendem Modell:
wahrend der Initiationsphase der T-Zell-Stimulierung werden nach schneller,
transienter HPK1-Aktivierung pro- und anti-apoptotische Signale durch den JNK- und
NFkB-Signalibertragungsweg vermittelt. Durch die Akkumulation der C-terminalen
HPK1-Spaltprodukte kommt es spater zur Inhibierung der NFkB-Aktivitat und damit
zu einer Verschiebung des Gleichgewichts zwischen den Uberlebens- und Apoptose-
stimulierenden Signalen zugunsten des AICD. Allerdings gibt es sicherlich weitere
Faktoren und Signalwege, die an der HPK1-vermittelten Kontrolle der T-Zell-Apop-
tose beteiligt sind und von deren Untersuchung ein detaillierteres Verstandnis der

HPKZ1-Physiologie erwartet wird.

Die Nuklearen Faktoren aktivierter T-Zellen (NFAT’s) gehdren zu einer Familie
von Transkriptionsfaktoren, denen eine konservierte, ca. 300 Aminosauren (aa)

grof3e DNA-Bindedoméane und eine Calcineurin-Bindedomé&ne gemeinsam ist.

NFATc (auch NFATcl oder NFAT2 genannt) und NFATp (NFATc2 oder NFAT1)
werden in peripheren T-Zellen stark exprimiert und kontrollieren deren Effektor-
funktionen u.a. Uber die Expression von IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IFNy und weiterer
Lymphokine. Weitere von den NFAT's kontrollierte Gene sind p21"*™, der CD40L
und der CD95L. Somit scheinen die NFAT’s bei der Zellzyklus-Kontrolle und beim

AICD von T-Lymphozyten eine wichtige Rolle zu spielen.

Daten unseres Labors zeigten, dass die T-Zell-Aktivierung zu einer massiven Induk-
tion der kurzen Isoform A von NFATc innerhalb von 3-4 h fihrt [Chuvpilo et al.,
1999b], noch vor dem Start des AICD. Dies liel3 vermuten, dass sich die biologische
Funktion von NFATCc/A durch das Fehlen des C-terminalen Peptids von ca. 245 aa,
das in allen anderen NFAT-Proteinen einschlie3lich der langeren Isoform NFATc/C
vorhanden ist, unterscheidet. Deshalb sollte in der vorliegenden Arbeit die Induktion

und Funktion von NFATCc/A in murinen T-Lymphozyten untersucht werden.
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Es konnte gezeigt werden, dass die Infektion primarer CD4" T-Lymphozyten mit
NFATc/A-exprimierenden rekombinanten Retroviren, im Gegensatz zu der mit
NFATc/C- oder NFATp-exprimierenden Retroviren, den AICD unbeeinflusst lasst.
Dies deutet darauf hin, dass es durch die massive NFATc/A-Synthese nach Effektor-
T-Zell-Aktivierung zur Induktion von Effektor-Funktionen kommt, ohne dass dabei die
T-Zell-Apoptose beschleunigt wird. Im Gegensatz dazu Uben die langen NFAT-
Faktoren wie NFATc/C und NFATp eine pro-apoptotische Wirkung aus.
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Hematopoietic progenitor kinase 1 (HPK1) is a member of germinal center kinases
that is predominantly expressed in hematopoietic cells. The HPK1 has originally been
described as an upstream Ser/Thr protein kinase of the JNK signaling cascade [Hu et
al., 1996; Kiefer et al., 1996]. Recently, it was shown that T cell receptor (TCR)
stimulation leads to a rapid but transient activation of HPK1 and its binding to the
linker of activated T cells (LAT) and the adaptor proteins Nck, Crk and Gads. HPK1
which also binds to the signaling molecules SLP-76, Grb2, Grap and CrkL is localized
in lipid rafts and needs Ick and ZAP70 for its activation [Liou et al., 2000; Liu et al.,
2000a; Ling et al.,, 2001]. These data suggested an involvement of HPK1 in the
signaling transfer from the TCR to downstream signaling cascades. However, a role

for HPK1 in T cell physiology remained to be shown.

We show here that one of the functions of HPK1 activation upon T cell stimulation is
to control the termination of immune response and, therefore, homeostasis of the
immune system by supporting the “Activation Induced Cell Death” (AICD) of T cells.
This is demonstrated by overexpressing wild type (wt) HPK1 which led to a
substantial increase in spontaneous and aCD3-mediated apoptosis as well as in Fas
ligand (FasL or also CD95L) expression on murine CD4" T cells. In contrast,
expression of HPK1 antisense (AS)-RNA exerted a slight, albeit measurable
suppressive effect on both apoptosis and FasL expression. Apoptosis suppression by
overexpressing HPK1 AS-RNA was much more pronounced in H,O,-treated EL-4 T
cells in which HPK1 overexpression stimulated cell death induced by reactive oxygen
species (ROS) indicating that HPK1 indeed controls apoptosis in T cells. HPK1
expression also led to a sustained increase in c-Jun N-terminal kinase (JNK) activity
suggesting that JNK activation contributes to the HPK1-mediated apoptosis in H,0,-
treated EL-4 cells. Under the same conditions a rapid cleavage of HPK1 was
observed, and overexpression of N- and C-terminal cleavage products in CD4" T
cells resulted, similar to full-length HPK1, in an increase in AICD. In agreement with
published data we show that the C-terminal portion of HPK1 suppresses IkBa

degradation thereby inhibiting NFxB activation.

Taken together, these results led to a model in which, during the initial phase of T cell

activation, the rapid and transient HPK1 induction provides both pro- and anti-
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apoptotic signals by activating JNK and NF«kB signaling pathways, respectively. At a
later stage, due to the accumulation of the C-terminal HPK1 cleavage product, NFxB
activation is suppressed and the balance between survival and apototic signals is
shifted favoring apoptosis. However, signalling events in addition to the stimulation of
JNK and inhibition of NFkB signalling cascades might also be involved in the HPK1-
mediated control of T cell apoptosis. The nature of these events remains to be eluci-
dated.

Nuclear Factor of activated T cells (NFAT) proteins belong to a family of
transcription factors which share a common DNA binding domain of approximately

300 amino acids (aa) and a calcineurin binding domain.

NFATc (also designated as NFATcl or NFAT2) and NFATp (also designated as
NFATc2 or NFAT1) are highly expressed in peripheral T cells and control their
effector function, in particular the expression of lymphokines, such as IL-2, IL-3, IL-4,
IL-5 and IFNy. Further target promoters for NFATs are the p21"2", the CD40 ligand
and CD95 ligand promoters indicating that in addition to effector function NFATs are
also involved in the control of the cell cycle and, in particular, AICD of T lymphocytes.

We have shown previously that T cell activation leads to the massive induction of the
short isoform A of NFATc within 3-4 h [Chuvpilo et al., 1999b], i.e. before the onset of
AICD. This observation suggested that due to the lack of the C-terminal extension of
approximately 245 aa which is present in all other NFAT proteins, NFATc/A might
differ in biological function from other NFAT proteins, including its longer isoform
NFATc/C. This view prompted us to investigate the induction and function of
NFATC/A in murine T lymphocytes.

Here we show that infection of primary CD4" T lymphocytes with recombinant retro-
viruses expressing NFATC/A, in contrast to retroviruses expressing NFATc/C or
NFATp, does not enhance AICD. These data suggest that the massive synthesis of
NFATCc/A upon activation of effector T cells ensures these cells to exert effector

functions without inducing rapid apoptosis.
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