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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Die Homoostase der Lymphozyten ist fur eine effektive Immunantwort sehr wichtig.
Das Gleichgewicht zwischen Proliferation, Uberleben und Apoptose wird durch
verschiedene extrazellulare Signale wie Cytokine und Chemokine sichergestellt. In
dieser Doktorarbeit wird ein neuer Mechanismus beschrieben, der die T-Zell-
Proliferation reguliert. Dieser Mechanismus wird durch das ubiquitar exprimierte
Chemokin SDF-1a induziert, dem zirkulierende T-Zellen permanent ausgesetzt sind.
Ich konnte zeigen, dass die Vorbehandlung primarer humaner T-Zellen mit SDF-1a
die IL-2-induzierte T-Zell-Proliferation sowie die Aktivierung von ERK und MEK
reduziert. Das Ziel der weiteren Experimente war die Charakterisierung des zugrunde
liegenden Mechanismus. Durch Verwendung RhoA-spezifischer siRNA habe ich
gezeigt, dass die kleine GTPase RhoA die SDF-1a-induzierte Reduktion der
Proliferation vermittelt. Dementsprechend fuhrt die Aktivierung des endogenen RhoA
ebenso wie die transiente Transfektion einer konstitutiv aktiven RhoA-Mutante zur
Inhibierung der IL-2- und TPA-induzierten ERK- und MEK-Aktivierung. In
weiterfihrenden Experimenten wurde die Ras-induzierte Raf-Aktivierung als die
direkt durch RhoA betroffene Signalkomponente des Ras-Raf-MEK-ERK Signalwegs
identifiziert. Aktives RhoA interferiert mit der Phosphorylierung des Raf-S338 durch
Hemmung des Rac-PAK Signalwegs, der diese Phosphorylierung vermittelt. Die
Expression einer konstitutiv aktiven Rac-Mutante verhindert sowohl die RhoA- als
auch die SDF-1a-vermittelte Hemmung der TPA-induzierten MEK-Aktivierung. Diese
Ergebnisse belegen, dass SDF-1a durch die Aktivierung der kleinen GTPase RhoA
mit der Rac-PAK Signaltransduktion, und dadurch mit der Raf-S338
Phosphorylierung, interferiert und auf diese Weise die Aktivierungsschwelle der
Proliferation-induzierenden Ras-Raf-MEK-ERK Kaskade erhdht. Weiterhin konnte ich
zeigen, dass die T-Zell-Rezeptor-induzierte Proliferation unter den gleichen
experimentellen Bedingungen nicht durch SDF-1a gehemmt wird. Dies Ilasst
vermuten, dass die Signaltransduktion durch den T-Zell-Rezeptor einen
Mechanismus induziert, der das inhibitorische Signal von SDF-1a ausschaltet.
AuRerdem interferiert der pathologische CXCRA4-Ligand, das HIV-Glykoprotein
gp120, mit der TPA-induzierten MEK-Aktivierung, wie zuvor fur SDF-1a gezeigt. Die
weitere Untersuchung dieser Beobachtung kdénnte zum Verstandnis der Funktion von

gp120 bei der Pathogenese von HIV beitragen.



Abstract

Abstract
The chemokine SDF-1a interferes with IL-2-induced T cell

proliferation — Characterization of a novel regulatory mechanism

Maintainance of lymphocyte homeostasis is essential for an effective immune
response. The balance between cellular proliferation, cellular survival and apoptosis
is ensured by a diversity of extracellular signals including cytokines and chemokines.
In this PhD thesis, a novel regulatory mechanism for T cell proliferation is described,
that is mediated by the ubiquitously expressed chemokine SDF-1a, to which
circulating T cells are permanently exposed. | observed that pretreatment of primary
human T cells with SDF-1a reduces T cell proliferation as well as ERK and MEK
activation in response to IL-2. Further experiments were conducted to characterize
the underlying mechanism of the SDF-1a effect in T cell proliferation. Using RhoA-
specific siRNA | showed that the small GTPase RhoA is required for the SDF-1a
mediated reduction of proliferation. Accordingly, activation of endogenous RhoA as
well as transient transfection of a constitutive active RhoA results in downregulation
of IL-2- and TPA-induced activation of ERK and MEK. Ras-induced Raf activation
was identified as the signaling component of the Ras-Raf-MEK-ERK cascade which
is directly targeted by active RhoA. Active RhoA interferes with phosphorylation of
Raf-S338 by downregulating Rac-PAK signaling, which mediates this
phosphorylation. Constitutive active Rac prevents RhoA- as well as SDF-1a-
mediated inhibition of TPA-induced MEK activation. These results show that SDF-1a,
via activation of the small GTPase RhoA, interferes with Rac-PAK signaling
preventing phosphorylation of Raf-S338 and in this way elevates the threshold for
activation of the Ras-Raf-MEK-ERK cascade and consequently for proliferation in T
cells. In addition, | showed that under the same experimental conditions, T cell
receptor induced proliferation is not inhibited by SDF-1a suggesting that T cell
receptor signaling involves a mechanism to switch off the inhibitory signal mediated
by SDF-1a.and RhoA. Moreover the pathological ligand for CXCR4, the HIV-
glycoprotein gp120, interferes with TPA-induced MEK activation as shown for SDF-
1a.. Further examination of this finding could help understand the function of gp120 in

the pathophysiology of HIV.
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1 Einleitung

1  Einleitung

Unser Organismus ist taglich einer Vielzahl von Erregern wie Bakterien, Pilzen und
Viren ausgesetzt, die zum Teil lebensgefahrliche Infektionen hervorrufen kdnnen. Nur
ein komplexes Abwehrsystem ermdglicht uns das Uberleben in dieser Umgebung:
Unser Immunsystem. Das Immunsystem verflgt Gber spezifische und unspezifische
Abwehrmechanismen, die sich durch ihre unterschiedlichen Funktionsweisen gut
erganzen. Durch die angeborene (naive) Immunitat erfolgt die unspezifische
Erkennung und Bekampfung eines Antigens innerhalb weniger Minuten. Diese
»~Sofortmallnahmen“ werden hauptsachlich durch phagozytierende Zellen vermittelt
und bieten keinen andauernden Schutz. Die Zellen der naiven Immunitat
beeinflussen jedoch auch die Zellen der erworbenen (adaptiven) Immunantwort,
beispielsweise durch Sekretion von Cytokinen. Die adaptive Immunitat erlaubt
unserem Korper das gezielte Erkennen und Bekampfen eines spezifischen Antigens.
Eine Besonderheit der adaptiven Immunabwehr ist die Bildung langlebiger
Gedachtniszellen, die bereits bekannte Antigene wieder erkennen und eine schnelle
Reaktion ermoglichen. Die adaptive Immunantwort wird hauptsachlich von
Lymphozyten vermittelt, die aus pluripotenten hamatopoetischen Stammzellen
entstehen und nach dem Ort ihrer Reifung in zwei Klassen, B-Lymphozyten (Reifung
im Knochenmark, engl. bone marrow) und T-Lymphozyten (Reifung im Thymus),
unterteilt werden. B-Zellen vermitteln eine humorale Immunantwort; nach Aktivierung
reifen sie zu Plasmazellen und sezernieren spezifische Immunglobuline, die
Pathogene beseitigen bzw. Toxine neutralisieren. Der erste Schritt einer
Immunreaktion ist jedoch die Aktivierung von T-Zellen, welche die zellulare
Immunantwort vermitteln. lhre Aufgabe ist die Antigenerkennung und -bekampfung,
sowie die Regulation anderer Zellen des Immunsystems, wie zum Beispiel B-Zellen.
Damit nehmen sie einen zentralen Platz bei der Regulation der Immunantwort ein.
FUr ein intaktes Immunsystem ist es essentiell, dass die Anzahl und die Funktionen
der Lymphozyten streng Uberwacht werden. Dies geschieht durch ein komplexes
Zusammenspiel zahlreicher extrazellularer Faktoren wie Cytokine und Chemokine.
Sie Uberwachen die Aktivierung und Inaktivierung zellularer Programme, die die
Homobostase der Lymphozyten, beispielsweise durch Proliferation oder Apoptose,
und die Migration, aber auch die Effektorfunktionen der Lymphozyten steuern. Auf

diese Weise wird erreicht, dass die Lymphozyten zur richtigen Zeit und am richtigen
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Ort die Bekampfung eines Antigens durchfuhren. Ein Ungleichgewicht in der
Regulation der Lymphozytenhomoostase und der Lymphozytenfunktionen kann eine
Immunschwache oder aber eine Uberschielende Immunreaktion zur Folge haben.
Die fur die Regulation notwendige Integration unterschiedlicher extrazellularer
Signale, die in einer bestimmten zellularen Reaktion resultiert, wird noch nicht
vollstandig verstanden. Eine Aufklarung dieser Prozesse ist sehr wichtig, wenn man
gezielt in die Vorgange eingreifen mochte, beispielsweise um Fehlfunktionen des

Immunsystems zu therapieren.

1.1 Die Entwicklung der T-Lymphozyten

1.1.1 Im Thymus reifen hamatopoetische Stammzellen zu einer Armee

kampfbereiter naiver T-Lymphozyten

Lymphozyten entwickeln sich aus pluripotenten hamatopoetischen Stammzellen des
Knochenmarks. Wahrend die B-Lymphozyten im Knochenmark reifen, wandern
einige lymphatische Vorlauferzellen in den Thymus und entwickeln sich dort Gber
eine Reihe von Differenzierungs- und Selektionsschritten bis hin zu naiven T-Zellen
(Petrie et al. 1990). Wahrend lymphatische Vorlauferzellen zunachst noch die
Fahigkeit besitzen, sich in verschiedene Richtungen weiterzuentwickeln, erfolgt im
Thymus dann die endgultige Festlegung in Richtung T-Zell-Differenzierung. Die
Signale, die dabei eine Rolle spielen, sind noch nicht bekannt. Studien in transgenen
Mausen deuten jedoch darauf hin, dass Notch1 in diesen Prozess involviert ist. Den
Mausen, bei denen das Gen fur Notch1 in fruhen lymphatischen Vorlauferzellen
ausgeschaltet wird, fehlen die auf die T-Zell-Richtung festgelegten Vorlauferzellen.
Aulierdem ist die Anzahl der B-Vorlauferzellen und der reifen B-Zellen erhoht (Wilson
et al. 2001).

Nach der Festlegung fur die T-Zell-Richtung durchlaufen die T-Vorlauferzellen bei
ihrer Wanderung durch die verschiedenen Bereiche des Thymus mehrere
Reifungsstadien, welche durch die Expression der Oberflachenmolekile CD4 und
CD8 charakterisiert sind (Abb.1.1). Im Cortex des Thymus entwickeln sich die in
Bezug auf CD4 und CD8 ,doppelt negativen® (DN) Vorlaufer-Zellen aus dem
Knochenmark uber mehrere Zwischenstufen (DN1-DN4), die wiederum durch die
differentielle Expression der Oberflachenmolekile CD25 und CD44 unterschieden
werden (DN1: CD44°CD25°, DN2: CD24°CD25", DN3: CD44 CD25", DN4: CD44
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CD25"), zu ,doppelt positiven“ (DP) CD4- und CD8-exprimierenden Zellen (Singer et
al. 1999). Wahrend dieser Reifung zum DP-Stadium wandern die Zellen durch den
Cortex in Richtung des subkapsularen Bereichs des Thymus (Abb.1.1). In dieser
Phase erfolgen die Genrekombinationen der o- und der B-Kette, die den Antigen-
bindenden Teil des T-Zell-Rezeptors darstellen. Die Zellen des DN3-Stadiums
exprimieren zunachst nur eine Pra-T-Zell-Rezeptor-o-Kette (von Boehmer and
Fehling 1997). In diesem Stadium findet die Genrekombination der B-Kette statt, die
dann zusammen mit der Pra-a-Kette den Pra-T-Zell-Rezeptor bildet. Dieser ist mit
dem CD3/C-Komplex assoziiert, der die proximale Signaltransduktion vermittelt, die
wiederum Zellproliferation induziert und dadurch weitere Rekombinationen der (-
Kette verhindert. Zu diesem Zeitpunkt findet die Rekombination der a-Kette statt und
es entsteht die zweite Komponente eines reifen of-Antigen-Rezeptors. Die
Thymozyten beginnen auf3erdem mit der Expression der Co-Rezeptoren CD4 und
CD8 (Robey and Fowlkes 1994). Neben den af-T-Zellen entstehen auch y5-T-Zellen,
die allerdings nur einen kleinen Teil (1-5%) der zirkulierenden T-Zellen beim
Menschen ausmachen und deren Entstehung und Funktion noch nicht so gut
beschrieben sind. Die Ausfuhrungen hier konzentrieren sich daher auf die of-T-

Zellen.

Subkapsularer
Vereich

Corticomedulldre
Grenze

Medulla

Abb.1.1 Die Entwicklungsstadien der T-Zellen in verschiedenen Bereichen des Thymus sowie
die Expression relevanter Chemokine (verédndert nach Gill et al. 2003).
DN = doppelt negative T-Zelle, DP = doppelt positive T-Zelle, SP = einfach positive T-Zelle
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Die DP Zellen andern ihre Migrationsrichtung und wandern zurlick in die Medulla
(Gray et al. 2005). Auf diesem Weg werden sie einer positiven sowie einer negativen
Selektion unterzogen. Bei der positiven Selektion erhalten nur diejenigen Zellen ein
Uberlebenssignal, welche die eigenen MHC-Molekiile (MHC = Haupthistokompatibili-
tatskomplex) auf den Epithelzellen des Cortex erkennen. Dabei ist es wichtig, dass
die Affinitat des T-Zell-Rezeptors flr das eigene MHC-Molekll weder zu hoch noch
zu niedrig ist, da beides zu einer Eliminierung der T-Zellen fihren wurde. Die Zellen,
deren T-Zell-Rezeptor eine zu niedrige Affinitat fur MHC-Molekule besitzt, sterben
aufgrund eines fehlenden Uberlebenssignals. Das gleiche gilt fiir Zellen, die keinen
funktionellen T-Zell-Rezeptor exprimieren. Ein Grofdteil der entstandenen DP T-
Zellen besitzt jedoch einen ap-T-Zell-Rezeptor, der die kdrpereigenen Peptid-MHC-
Molekile nicht erkennen kann, und wird aufgrund des fehlenden Uberlebenssignals
durch den programmierten Zelltod (Apoptose) eliminiert. Die T-Zellen, deren
Rezeptor die MHC-I-Molekule erkennt, entwickeln sich zu CD8-positiven Zellen und
diejenigen, deren Rezeptor die MHC-II-Molekile erkennt, zu CD4-positiven Zellen
(Germain 2002). Dies wurde in Mausen gezeigt, denen eines der beiden MHC-
Molekule fehlt. Mause ohne MHC-I-Molekul entwickelten nur wenige CD8-positive
Zellen (Zijlstra et al. 1990; Kjoller and Hall 1999), Mause ohne MHC-II-Molekdl nur
wenige CD4-positive Zellen (Cosgrove et al. 1991; Grusby et al. 1991). Die negative
Selektion erfolgt durch dendritische Zellen und Makrophagen, die aus dem
Knochenmark stammen, und in der Medulla korpereigene Peptide prasentieren.
Besitzt ein T-Zell-Rezeptor eine zu hohe Affinitat fur diese korpereigenen Peptid-
MHC-Komplexe, erhalt die Zelle ein Signal, das den programmierten Zelltod
(Apoptose) einleitet. Die Medulla spielt bei der Gewahrleistung der Toleranz naiver T-
Zellen gegen korpereigene Antigene also eine wichtige Rolle, da sie eine groRe
Auswahl an korpereigenen Antigenen enthalt, so dass die Wahrscheinlichkeit,
autoreaktive naive T-Zellen detektieren und eliminieren zu kdnnen, grof} ist (Kyewski
and Derbinski 2004).

Es gibt aktuelle Theorien, die besagen, dass autoreaktive T-Zellen durch Bindung an
einen agonistischen Liganden auch positiv selektiert werden und zu reifen T-Zellen
differenzieren konnen. Diese speziellen T-Zell-Populationen, zu denen NK-T-Zellen
und CD4'CD25" regulatorische T-Zellen gehéren, besitzen ungewodhnliche
phanotypische und funktionelle Eigenschaften, die ihnen die Regulation der

Immunantwort erlauben (Kronenberg and Gapin 2002; Baldwin et al. 2004; Wing et
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al. 2005). Die Signale, die zur Entstehung dieser speziellen T-Zell-Populationen
fuhren, sind jedoch noch nicht bekannt. Die CD4- oder CD8-positiven T-Zellen, die
nach Uberstandener negativer und erfolgreicher positiver Selektion in die Peripherie
wandern (nur etwa 2% der DP Thymozyten), werden als naive T-Zellen bezeichnet,
da sie aufgrund des fehlenden Kontakts mit ihrem spezifischen Antigen noch
ungepragt sind.

Chemokine, wie z.B. SDF-1a, spielen bei der Reifung der T-Lymphozyten im Thymus
eine wichtige Rolle, da sie die Wanderung der Zellen und somit deren Exposition
gegenuber ganz spezifischen Stimuli steuern (Norment and Bevan 2000). In den
verschiedenen Bereichen des Thymus werden unterschiedliche Chemokine
exprimiert (Abb.1.1). Ein SDF-1a-Gradient (engl. stromal cell-derived factor 1«, auch
CXCL12) lenkt die Thymozyten in Richtung des subkapsuldren Bereichs, doppelt
positive Zellen wandern dann in Richtung eines CCL25-Gradienten, der von
cortikalen Thymus-Epithelzellen produziert wird. Nach den Selektionsereignissen
wandern die einfach positiven Zellen dann in die Medulla in Richtung von CCL21-,
CCL22- und CCL25-Gradienten. Entsprechend verandern die Thymozyten wahrend
der Reifung durch differentielle Expression der Chemokin-Rezeptoren ihre

Sensitivitat fur verschiedene Chemokine (Aiuti et al. 1999; Ansel and Cyster 2001).

1.1.2 Bei Kontakt mit ihrem spezifischen Antigen differenzieren naive T-

Lymphozyten zu Effektor- und Gedachtniszellen

Die Reifungsprozesse im Thymus liefern eine grolRe Armee kampfbereiter naiver T-
Zellen, von denen jede einzelne einen einzigartigen T-Zell-Rezeptor besitzt. Diese T-
Zellen mussen in der Lage sein, unzahlige Antigene unterschiedlichster Form zu
erkennen und zu eliminieren. Die Tatsache, dass zu jedem moglichen Antigen eine
passende T-Zelle existiert, stellt das Immunsystem vor ein Problem: Eine bestimmte
T-Zelle muss das Antigen irgendwo im Korper finden. Um dies zu gewahrleisten,
zirkulieren die naiven T-Zellen durch den Korper, wobei sie aus dem Blut bevorzugt
in lymphatische Gewebe wandern. Dabei stellt ein komplexes Leitsystem sicher,
dass die T-Zellen nicht orientierungslos durch den Koérper wandern, sondern gezielt
zu den lymphatischen Geweben, in denen mdgliche Antigene von dendritischen
Zellen prasentiert werden. Zu diesem Leitsystem gehéren vor allem Gradienten

konstitutiv exprimierter Chemokine, z.B. ELC (engl. Epstein Barr virus-induced
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receptor ligand chemokine) (Baekkevold et al. 2001) und SDF-1a (Blades et al. 2002;
Phillips and Ager 2002), in deren Richtung die T-Zellen wandern (Tang and Cyster
1999). Die Migration der Lymphozyten in bestimmte Gewebe wird auRerdem durch
gewebespezifisch  exprimierte  Adhasionsmolekile induziert; beispielsweise
exprimieren die Endothelzellen der Venolen mit hohem Endothel in Lymphknoten so
genannte Addressine, die ein Anheften der Lymphozyten ermoglichen (Jutila et al.
1989). Bei Entzindungsprozessen werden zudem Ilokal so genannte
inflammatorische Chemokine wie zum Beispiel MIP-1a (engl. macrophage
inflammatory protein 1), MIP-1B (engl. macrophage inflammatory protein 1) (Taub
et al. 1993) und RANTES (engl. regulated on activation normal T cell expressed and
secreted) (Schall et al. 1990) produziert, die Lymphozyten anlocken (Nelson and
Krensky 1998).

Trifft eine naive T-Zelle in den lymphatischen Geweben nicht auf ihr spezifisches
Antigen, so zirkuliert sie weiter durch den Koérper. Bindet der T-Zell-Rezeptor jedoch
an den MHC-Komplex eines spezifischen Antigen-Peptids an der Oberflache einer
Antigen-prasentierenden Zelle, so beendet die T-Zelle die Migration (Negulescu et al.
1996; Dustin et al. 1997) und bildet eine spezifische Kontaktzone mit der Antigen-
prasentierenden Zelle, die so genannte immunologische Synapse. Wahrend der
Kontakt des T-Zell-Rezeptors mit seinem Liganden nur wenige Sekunden andauert,
bleibt die Interaktion zwischen der T-Zelle und der Antigen-prasentierenden Zelle
mehrere Stunden bestehen (lezzi et al. 1998; Mempel et al. 2004). Dabei tastet die
T-Zelle die Oberflache der Antigen-prasentierenden Zelle ab, organisiert die
Signaltransduktion der nun ausgereiften immunologischen Synapse und integriert die
Signale von T-Zell-Rezeptor und costimulatorischen Molekulen. Der T-Zell-Rezeptor
besteht aus o/B-Untereinheiten, die den Peptid-MHC-Komplex erkennen, und dem
CD3-Komplex, der die Ubertragung der Signale ins Innere der Zelle bis in den
Zellkern vermittelt. In Kooperation mit den Signalen der costimulatorischen Molekule
induziert CD3 die Aktivierung verschiedener Tyrosinkinasen der Src-, Syk-, und Tec-
Familie sowie die Phosphorylierung der Adapterproteine SLP-76 (engl. SH2 domain-
containing leukocyte phosphoprotein of 76 kDa) und LAT (engl. linker for activation of
T cells). Dadurch wird die Aktivierung zweier zentraler Effektor-Enzyme induziert,
PLC-y1 (Phospholipase C-y1) und PI3K (Phosphatidylinositol 3-Kinase), die durch
Induktion verschiedener Signalwege die Weiterleitung der Signale von der

Plasmamembran ins Innere der Zelle bewirken. Eine wichtige Rolle spielen in diesem
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Zusammenhang Ras-, PKB (Proteinkinase B)-, PKC (Proteinkinase C)- und Calcium-
induzierte Kaskaden (Cantrell 2002).

FuUr die stabile Induktion der eben beschriebenen Signalereignisse und die daraus
resultierende Induktion der Genexpression und der Zellzyklusprogression ist der
andauernde Kontakt zwischen T-Zelle und Antigen-prasentierender Zelle notwendig.
Es ist noch nicht genau bekannt, welche Faktoren diesen andauernden Kontakt
regulieren, jedoch deuten aktuelle Studien auf eine Beteiligung von Chemokin-
Rezeptoren hin. So wurde gezeigt, dass die Chemokin-Rezeptoren CCRS und
CXCR4 wahrend der T-Zell-Stimulierung zur immunologischen Synapse wandern
und dort akkumulieren. Diese Rekrutierung bewirkt eine starkere Bindung zwischen
T-Zelle und Antigen-prasentierender Zelle, eine verminderte Sensitivitat der T-Zelle
fur Chemokin-Gradienten und eine verstarkte T-Zell-Proliferation in Verbindung mit
einer erhohten Cytokin-Produktion (Molon et al. 2005).

Diese komplexen und noch nicht vollstandig verstandenen Prozesse fuhren zur
klonalen Expansion der T-Zelle mit dem Ziel, genugend spezifische Effektor-Zellen
fur die effektive Bekampfung des Antigens zu produzieren. Die CD4-positiven Zellen
differenzieren zu T-Helferzellen, wobei der Typ 1 (Tw1-Zellen) eine zellulare
Immunantwort vermittelt, wahrend der Typ 2 (Tu2-Zellen) die humorale
Immunantwort unterstiitzt (Romagnani 1994; Abbas et al. 1996; Santana and
Rosenstein 2003). Diese beiden Typen unterscheiden sich u.a. in ihrer Cytokin-
Sekretion. Wahrend Ty1-Zellen hauptsachlich IL-2 (Interleukin-2), IFN-y (Interferon y)
und TNF-B (Tumornekrosefaktor ) produzieren, sind die Cytokine IL-4, IL-5, IL-6, IL-
10 und IL-13 typisch fur Ty2-Zellen. Diese beiden Zellpopulationen verhalten sich
komplementar, wobei je nach Art des Antigens ein Typ dominant ist. Bei Viren und
intrazellularen Parasiten sind dies Tw1-Zellen, bei extrazellularen Parasiten Ty2-
Zellen. Die CDB8-positiven Zellen differenzieren zu zytotoxischen T-Zellen, die
infizierte Zellen toten (Zinkernagel 1996). Nach der erfolgreichen Eliminierung des
Antigens sterben die meisten Effektor-Zellen durch Apoptose, einige Uberleben
jedoch als Gedachtnis-Zellen und gewahrleisten einen unmittelbaren Schutz vor
einer erneuten Infektion mit dem gleichen Antigen. Man unterscheidet Effektor-
Gedéachtniszellen, deren Aufgabe die ,Uberwachung® der peripheren Gewebe ist,
und zentrale Gedachtniszellen, die in den Lymphknoten zu finden sind (Sallusto et al.
1999).



1 Einleitung

Sowohl bei der Differenzierung naiver T-Zellen zu Effektorzellen als auch bei der
Bildung von Gedachtniszellen spielt das komplexe Zusammenwirken zahlreicher
Cytokine und Chemokine eine Rolle (Tough et al. 1999). Grundsatzlich unterstutzen
die Cytokine IL-12, IFN-1 und IFN-y die Bildung von Ty1-Zellen und das Cytokin IL-4
die Bildung von Tp2-Zellen. Neben diesen Faktoren spielen jedoch weitere Cytokine
und Chemokine eine Rolle, die von Zellen produziert werden, die ihrerseits dem
Einfluss von Cytokinen und Chemokinen unterliegen. Durch diese direkten und
indirekten Effekte und die gegenseitige Beeinflussung ist die Aufklarung der Cytokin-
Chemokin-Wechselwirkungen sehr schwierig. Das Chemokin CCL2 beispielsweise
verstarkt die Differenzierung von T-Zellen zu Ty2-Effektorzellen (Luther and Cyster
2001). Dies geschieht indirekt durch die Reduktion der IL-12-Produktion von Antigen-
prasentierenden Zellen (Chensue et al. 1996) und direkt durch die Erhéhung der IL-4
Produktion der aktivierten T-Zelle selbst (Karpus et al. 1997). Die verminderte IL-12-
und verstarkte IL-4-Produktion beeinflussen dann wiederum andere Zellen.

Die Entstehung von Gedachtniszellen wird durch die Kooperation von IL-7 und IL-15
reguliert (Schluns and Lefrancois 2003). Wahrend ein Grofteil der Effektorzellen am
Ende der Immunantwort stirbt, induziert IL-7 das Uberleben der potentiellen
Gedachtniszellen, deren IL-7-Rezeptor-Expression hochreguliert ist (Schluns et al.
2000; Goldrath et al. 2002). Das Cytokin IL-15 gewahrleistet die Proliferation der
Gedachtniszellen und damit deren Erneuerung und andauernde Prasenz (Kanegane
and Tosato 1996; Becker et al. 2002). Die differentielle Expression von Chemokin-
Rezeptoren auf Gedachtniszellen, beispielsweise die Hochregulierung der CXCR4-
Expression (Kobayashi et al. 2004), lasst auf eine wichtige Funktion in diesem
Zusammenhang schlieBen. Bisher wurden Chemokine hauptsachlich mit der
Lokalisierung der verschiedenen T-Zell-Populationen in Verbindung gebracht (Ohl et
al. 2003), wobei die Lokalisierung der Gedachtniszellen u.a. durch die Chemokine
SDF-1a, SLC (engl. secondary lymphoid tissue chemokine), ELC (engl. Epstein Barr
virus-induced receptor ligand chemokine) und TECK (engl. thymus-expressed

chemokine) beeinflusst wird (Moser and Loetscher 2001).



1 Einleitung

1.2 Cytokin- und Chemokin-induzierte Signalwege regulieren
Prozesse, welche die T-Zell-Homoostase aufrechterhalten

Ein Gleichgewicht der verschiedenen Lymphozyten-Populationen, das fur eine
funktionierende Immunreaktion essentiell ist, wird durch streng regulierte zellulare
Prozesse wie Proliferation, Uberleben und Apoptose gewahrleistet. Fehlende
Apoptose und unkontrollierte Proliferation werden mit Entziindungsreaktionen,
Autoimmunerkrankungen und lymphoproliferativen Erkrankungen in Verbindung
gebracht (Siegel et al. 2000; Dianzani et al. 2003), wahrend Ubermaliige Apoptose
von T-Zellen eine entscheidende Rolle in der Pathogenese von AIDS (engl. Aquired

Immunodeficiency Syndrome) spielt (Alimonti et al. 2003).

A
Cytokin Effekt auf T-Zellen
IL-1a Aktivierung
IL-2 Proliferation
IL-6 Wachstum und Differenzierung
IL-15 Wachstum, Uberleben von CD8-Gedachtniszellen
IL-21 Proliferation
FasL Apoptose
Trail Apoptose aktivierter T-Zellen
TGF-B Hemmung des Zellwachstums
(Janeway et al. (2005) Immunobiology, 6.Auflage)
B
Chemokin |Effekt auf T-Zellen
CCL2 negative Regulation der TH1-Antwort
(Moser and Loetscher 2001)
MCP-1 Proliferation (Futagami et al. 2003)
MIP-1a Costimulierung der T-Zell-Rezeptor-induzierten

MIP-1p Proliferation (Taub et al. 1996)

RANTES Costimulierung der T-Zell-Rezeptor-induzierten
Proliferation (Bacon et al. 1995)

SDF-1a Costimulierung der T-Zell-Rezeptor-induzierten
Proliferation (Nanki and Lipsky 2000),
Apoptose (Colamussi et al. 2001)

Tabelle.1.1 Ubersicht iiber die Effekte einiger (A) Cytokine und (B) Chemokine auf T-Zellen.

IL = Interleukin, FasL = Fas-Ligand, Trail = engl. TNF-related apoptosis-inducing ligand, TGF = engl.
transforming growth factor, MCP = engl. monocyte chemoattractant protein, MIP = engl. macrophage
inflammatory protein, RANTES = engl. regulated on activation normal T cell expressed and secreted,
SDF = engl. stromal cell-derived factor.
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Prozesse wie T-Zell-Proliferation, Uberleben und Apoptose werden durch zahlreiche
extrazellulare Signale, beispielsweise Cytokine und Chemokine, reguliert. Tabelle 1.1
gibt einen Uberblick Uber die Effekte einiger Cytokine und Chemokine. Diese
Faktoren binden an Rezeptoren auf der Zell-Oberflache und induzieren
Signalkaskaden in der Zelle. Damit die Zelle mit dem richtigen Programm auf den
gleichzeitigen Einfluss verschiedener extrazellularer Stimuli reagiert, muss sie die
synergistischen und antagonistischen Signale auf Ebene der Signalkaskaden
integrieren. Diese intrazellulare Signalverarbeitung wird noch nicht vollstandig
verstanden. Um im Falle einer Fehlfunktion korrigierend in die zellularen Programme
eingreifen zu kénnen, ist es jedoch wichtig zu verstehen, wie einzelne Signale sich
gegenseitig beeinflussen.

Zwei extrazellulare Faktoren, mit denen T-Zellen wahrend der Zirkulation durch den
Korper haufig in Kontakt kommen, sind IL-2 und SDF-1a. Da diese beiden Faktoren

auch Gegenstand dieser Arbeit sind, werde sie im Folgenden naher vorgestellit.

1.3 Das Cytokin IL-2 aktiviert Signalwege, die zur T-Zell-

Proliferation fuhren

1.3.1 Das Cytokin IL-2 — Allgemeine Informationen

Das Cytokin IL-2 (Interleukin-2) wird hauptsachlich von aktivierten T-Lymphozyten
produziert und spielt eine Rolle bei der klonalen Expansion von T-Zellen sowie bei
der Regulation der peripheren T-Zell-Toleranz. Nachdem IL-2 als eines der ersten
Cytokine kloniert worden war (Taniguchi et al. 1983), wurde seine Hauptfunktion in
der Unterstutzung der Immunantwort gesehen, da IL-2 die klonale Expansion der T-
Zellen induziert. Dass dies die einzige wichtige Funktion von IL-2 ist, wurde erst in
Frage gestellt, als bei Mausen, denen das Gen fur IL-2 fehlt, Lymphoproliferation in
Verbindung mit letaler Autoimmunitat festgestellt wurde (Sadlack et al. 1993; Sadlack
et al. 1994; Sadlack et al. 1995). Inzwischen weil} man, dass diese Mause eine stark
verminderte Zahl an CD4°CD25" regulatorischen T-Zellen besitzen (Malek et al.
2002). Die genaue Funktion von IL-2 bei der Entstehung und Funktion
regulatorischer T-Zellen ist allerdings noch nicht bekannt.

IL-2 induziert durch Interaktion mit dem IL-2-Rezeptor T-Zell-Proliferation (Katzen et
al. 1985). Der IL-2-Rezeptor besteht aus drei Untereinheiten, der a-Kette (CD25), der
B-Kette (CD122) und der y-Kette (CD132). Durch Bindung von IL-2 bildet sich ein
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stabiles Heterotrimer der drei Untereinheiten. Dies fuhrt zur Initierung zahlreicher
Signalkaskaden in der Zelle. Das Prinzip von Signalkaskaden ist die Weiterleitung
von Signalen von der Zelloberflache ins Cytoplasma bzw. in den Kern. IL-2 aktiviert
eine Vielzahl von Signalwegen, von denen einige in Abb.1.2 dargestellt sind (aus
Griinden der Ubersichtlichkeit wurde auf die Darstellung aller Interaktionen zwischen
den einzelnen Signalwegen verzichtet). Diese Signalwege induzieren Modifikationen
bereits vorhandener Proteine, bzw. Transkriptionsereignisse, die in Uberleben und
Proliferation der T-Zellen resultieren. Eine wichtige Rolle bei der IL-2-induzierten
Signaltranduktion spielen Jak-Stat-Signalwege (Beadling et al. 1994), die Aktivierung
von PI3K (Phosphatidylinositol 3-Kinase) (Merida et al. 1991) und infolgedessen
RhoA (Reif et al. 1996) und Akt (Reif et al. 1997), sowie die Aktivierung von Rac
(Arrieumerlou et al. 1998). Ein weiterer Signalweg, der eine wichtige Rolle bei der
Vermittlung der IL-2-induzierten zellularen Effekte spielt, ist die Ras-Raf-MEK-ERK
Kaskade (Graves et al. 1992; Marks et al. 2003), die im folgenden Abschnitt naher

beschrieben wird.

Abb.1.2 IL-2-induzierte Signalwege.
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1.3.2 Die Ras-Raf-MEK-ERK Signalkaskade ist ein hoch konservierter
Signalweg, dessen Aktivierung streng kontrolliert wird

Die Ras-Raf-MEK-ERK Signalkaskade ist ein in der Evolution hoch konservierter
Signalweg, welcher grundlegende =zellulare Prozesse wie Proliferation,
Differenzierung, Uberleben und Apoptose steuert. Die Regulation dieses
Signalweges ist von groler Bedeutung, da eine Ubermalige Aktivierung, z.B. durch
fehlende inhibitorische Signale oder durch aktivierende Mutationen einzelner
Komponenten, zu unkontrollierter Proliferation und damit zu lymphoproliferativen
Erkrankungen fiilhren kann. Die Uberexpression der Protein-Tyrosin-Kinase Lck
beispielsweise, die in T-Zellen den Ras-Raf-MEK-ERK Signalweg aktiviert, hat in
transgenen Mausen die Bildung von Thymomen zur Folge (Abraham et al. 1991). In
einer Reihe humaner Tumore wurden Raf-Mutationen identifiziert (Storm and Rapp
1993) und die konstitutive Aktivierung von MEK (MAPK/ERK-Kinase; MAPK = engl.
mitogen activated protein kinase) fuhrt zur zellularen Transformation (Cowley et al.
1994; Mansour et al. 1994). Eine Hemmung der Signalubertragung durch den Ras-
Raf-MEK-ERK Signalweg ist daher eine Erfolg versprechende Strategie fur die
Entwicklung neuer Medikamente gegen Krebs (Sebolt-Leopold 2000; Herrera and
Sebolt-Leopold 2002).

In T-Zellen aktivieren Cytokine wie IL-2 oder die Bindung von MHC-Antigen-
Komplexen an den T-Zell-Rezeptor die Ras-Raf-MEK-ERK Kaskade. Dabei wird die
kleine GTPase Ras aktiviert und induziert ein Signalmodul, welches aus drei
Ubereinander geschalteten Kinasen besteht (siehe Abb. 1.2). Zunachst wird die MAP-
Kinase-Kinase-Kinase Raf aktiviert.

Die Raf-Aktivierung ist ein komplexer Vorgang, bei dem Phosphorylierungs- und
Dephosphorylierungs-Ereignisse, regulatorische Signalwege sowie Adapterproteine
eine wichtige Rolle spielen (Chong et al. 2003). Ras selbst hat bei der Raf-
Aktivierung zwei Funktionen. Zum einen erfolgt durch Bindung der Ras-Bindedomane
von Raf (Raf-RBD) an aktives GTP-gebundenes Ras die Lokalisierung von Raf an
die Membran. Zum anderen aktiviert Ras weitere Signalkaskaden, wie beispielsweise
den Rac-PAK Signalweg, die zur Raf-Aktivierung beitragen (Li et al. 2001). In Abb.
1.3 sind einige der aktivierenden (rot, rechteckig) und inaktivierenden (grau, oval)
Phosphorylierungsstellen dargestellt sowie die Signalwege, welche die (De-)

Phosphorylierungsereignisse vermitteln.
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Abb.1.3 Die Regulation der Raf-Aktivierung durch Phosphorylierung und Dephosphorylierung.
CR = konservierte Region, RBD = Ras-Bindedomane, CRD = Cystein-reiche Region

Der exakte Ablauf der Raf-Aktivierung ist noch nicht vollstandig aufgeklart, auRerdem
gibt es Zelltyp-spezifische Unterschiede. Die grundlegende Abfolge der
Phosphorylierungsereignisse bei der Raf-Aktivierung stellt man sich nach dem
heutigen Kenntnisstand jedoch folgendermalRen vor: Die inhibitorische
Phosphorylierungsstelle S259 ist im inaktiven Raf-Molekul standig phosphoryliert und
stellt in diesem Zustand eine Bindungsstelle fir das Adapterprotein 14-3-3 dar,
welches Raf im inaktiven Zustand stabilisiert (Dumaz and Marais 2003). Dies
verhindert die Translokation von Raf an die Membran (Dhillon et al. 2002). Wird Raf-
S259 durch die Phosphatase PP2A dephosphoryliert, so findet eine
Konformationsanderung statt, die weitere Phosphorylierungsstellen zuganglich macht
und die Translokation an die Membran durch Interaktion mit aktivem Ras ermdglicht
(Ory et al. 2003; Raabe and Rapp 2003). An der Membran finden dann weitere
Phosphorylierungsereignisse statt, u.a. wird das Serin 338 durch PAK phosphoryliert
(King et al. 1998; Zang et al. 2002). Diese Phosphorylierung ist allerdings nicht
ausreichend; fur eine vollstandige Raf-Aktivierung sind weitere Modifikationen
notwendig, beispielsweise die Phosphorylierung des Tyrosin 340/341 (Wellbrock et
al. 2004). Zusatzlich zu den etablierten, relativ gut charakterisierten

13
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Phosphorylierungsstellen werden immer neue Phosphorylierungsstellen identifiziert,
beispielsweise das Serin 471, das eine wichtigen Beitrag zur Raf-Aktivierung liefern
soll (Zhu et al. 2005) sowie S29, S289, S296, S301 und S642, deren
Phosphorylierung von ERK vermittelt wird und damit Teil eines Feedback-
Mechanismus ist (Dougherty et al. 2005; Hekman et al. 2005). Allerdings ist die
genaue Funktion dieser Phosphorylierungsstellen noch nicht bekannt.

Nach erfolgreicher Raf-Aktivierung folgt die Phosphorylierung der MAP-Kinase-
Kinase MEK (MAPK/ERK-Kinase), die anschlieBend ebenfalls durch
Phosphorylierung die MAP-Kinase ERK (engl. extracellular-signal-regulated kinase)
aktiviert. ERK ist eine Serin-Threonin-Kinase, die zahlreiche Zielproteine
phosphoryliert, z.B. die Transkriptionsfaktoren Elk-1 und c-myc, die Kinasen SHP-2
(engl. SH2-containing protein tyrosine phosphatase) und Phospholipase A; sowie
Elemente des Cytoskeletts (Denhardt 1996). Aulderdem tragt ERK zur Aktivierung
der Transkriptionsfaktoren NFAT (engl. nuclear factor of activated T cells) und AP-1
(engl. activator protein 1) bei, die in T-Zellen die Expression von IL-2 induzieren
(Genot et al. 1996). Auf diese Weise aktiviert ERK verschiedene zellulare
Programme wie Proliferation oder Differenzierung.

Die korrekte Signallbertragung innerhalb des Ras-Raf-MEK-ERK Signalweges wird
durch die hohe Spezifitat der beteiligten Kinasen und eine Reihe anderer
Mechanismen sichergestellt. So spielt beispielsweise das Chaperon Hsp90
(Hitzeschockprotein 90) bei der Stabilisierung von Raf eine Rolle (Schulte et al. 1995)
und Adapterproteine wie MP1 (MEK-Partner 1) oder KSR (engl. kinase suppressor of
ras) unterstitzen die Interaktion der einzelnen Komponenten des Signalwegs
(Schaeffer et al. 1998; Morrison 2001). Die Signalmolekule konnen durch
Phosphatasen, z.B. Serin/Threonin-Phosphatasen wie PP2A (Protein-phosphatase
2A), Protein-Tyrosin-Phosphatasen wie PTP (Proteintyrosin-phosphatase) oder im
Kern lokalisierte Protein-Phosphatasen wie MKP-1 (MAPK-Phosphatase), in ihren
inaktiven Grundzustand Uberfuhrt werden (Denhardt 1996; Kolch 2000). All dies
spielt eine wichtige Rolle, um die Dauer und Starke der Aktivierung des ERK-

Signalwegs zu kontollieren.
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1.4 Das Chemokin SDF-1a — mehr als nur ein chemotaktisches

Protein

1.4.1 Das Chemokin SDF-1a — Allgemeine Informationen

Das Chemokin SDF-1a (engl. stromal cell-derived factor 1), ein Mitglied der
Chemokin-CXC-Unterfamilie, ist im Korper weit verbreitet. Es wird sowohl in primaren
und sekundaren lymphatischen Geweben (Cyster 1999; Moser and Loetscher 2001)
als auch in nicht-lymphatischen Geweben wie Gehirn, Herz, Niere, Leber und Lunge
produziert. Die weite Verbreitung und konstitutive Expression von SDF-1a sowie die
Tatsache, dass die Nukleotid- und Aminosaure-Sequenz von SDF-1a hoch
konserviert ist (Shirozu et al. 1995), deuten auf eine wichtige biologische Funktion
dieses Chemokins hin. Zuerst beschrieben wurde SDF-1a als Wachstumsfaktor fur
Vorlauferzellen der B-Lymphozyten (Nagasawa et al. 1994). Seitdem wurde SDF-
1o mit zahlreichen weiteren zellularen Effekten in verschiedenen Zelltypen in
Verbindung gebracht. Die Hauptfunktion von SDF-1a ist dabei die Induktion der
Zellmigration, beispielsweise bei Lymphozyten, myeloiden Vorlauferzellen und
Stammzellen.

Die entwicklungsbiologische Relevanz von SDF-1a und dessen spezifischem
Chemokin-Rezeptor CXCR4, einem heptahelikalen G-Protein-gekoppelten Rezeptor,
wurden durch Untersuchungen mit Mausen demonstriert, bei denen das
entsprechende Gen fir SDF-1a bzw. CXCR4 gentechnisch ausgeschaltet wurde.
SDF-1a-defiziente Mause sterben perinatal. Die Embryos weisen eine reduzierte
Zahl an B-Vorlauferzellen in Leber und Kochenmark auf, sowie eine reduzierte Zahl
an myeloiden Vorlauferzellen in der Leber. Dies weist darauf hin, dass SDF-1a eine
Rolle bei der Entwicklung von B-Zellen spielt. Aulerdem zeigen die Mutanten einen
kardialen Ventrikelseptumdefekt (Nagasawa et al. 1996), eine Fehlbildung der
BlutgefalRe des Gastrointestinaltrakts (Tachibana et al. 1998) sowie eine abnorme
Entwicklung des Zerebellums. Da SDF-1a eine wichtige Funktion bei der
Zellmigration besitzt, konnte der Grund fiur diese Fehlbildungen ein gestortes
Migrationsverhalten von Vorlauferzellen der verschiedenen Organe wahrend der
Embryonalentwicklung sein. Die Tatsache, dass CXCR4-defiziente Mause einen sehr
ahnlichen Phanotyp besitzen, spricht fur eine monogame Beziehung zwischen SDF-
1o und CXCR4 (Ma et al. 1998). In Bezug auf die T-Zell-Entwicklung wurden in SDF-
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1a- und CXCRA4-defizienten Mausen keine Defekte festgestellt, jedoch deuten
Untersuchungen mit chimaren Mausen auf eine Funktion von SDF-1a und CXCR4
bei der Expansion von T-Vorlauferzellen im Thymus hin (Ara et al. 2003). Da SDF-1a
nur geringfiigig das Uberleben von unreifen Thymozyten férdert, jedoch eine grole
chemotaktische Wirkung auf diese hat, wird vermutet, dass die hauptsachliche
Funktion von SDF-1a darin besteht, die Thymozyten an die richtige Stelle im Thymus
zu locken. In der Nahe der SDF-1a-exprimierenden Stromazellen erhalten die frihen
T-Vorlauferzellen anti-apoptotische und proliferationsférdernde Signale von anderen
Cytokinen wie SCF (engl. stem cell factor) und IL-7. SDF-1a und CXCR4 spielen
also bereits bei der Entwicklung der T-Zellen im Thymus, vor allem bei der
Lokalisierung der friihen T-Vorlauferzellen in den richtigen Thymusregionen, eine
wichtige Rolle. Aus diesem Grund ist die Untersuchung ihrer Funktion bei reifen T-
Zellen anhand von Mausmodellen schwierig. Fur das Verstandnis der Regulation von
T-Lymphozyten durch SDF-1oa ist daher die Untersuchung der involvierten
Signalwege auf zellularer Ebene wichtig. Versteht man den Effekt dieses Chemokins
auf die einzelne T-Zelle, kann man Rulckschlusse auf die Funktion bei der
Immunreaktion ziehen.

SDF-1a aktiviert durch Bindung an seinen spezifischen Chemokin-Rezeptor CXCR4
zahlreiche Signalwege in der Zelle, von denen einige in Abb.1.4 dargestellt sind (aus
Griinden der Ubersichtlichkeit wurde auf die Darstellung aller Interaktionen zwischen
den einzelnen Signalwegen verzichtet). Durch Aktivierung des zentralen
Signalmolekils PLCy (Phospholipase C y) erfolgt die transiente Induktion des Ras-
Raf-MEK-ERK Signalwegs sowie die Freisetzung von intrazelluldarem Ca?*. Diese
Signalwege tragen, genau wie der ebenfalls aktivierte Jak-Stat-Signalweg (Zhang et
al. 2001), durch die Regulierung von Transkriptionsereignissen zu zellularen
Prozessen wie Proliferation und Migration bei. Die Aktivierung von PI3K
(Phosphatidylinositol 3-Kinase) flhrt zur Induktion von Signalmolekilen, welche auch
eine Rolle bei der Reorganisation des Actin-Cytoskeletts spielen, wie z.B. Paxillin
und Fak (engl. focal adhesion kinase) (Ganju et al. 1998). Weiterhin wird durch SDF-
1o die Aktivierung kleiner GTPasen der Rho-Familie induziert (Vicente-Manzanares

et al. 2002), die im folgenden Abschnitt naher beschrieben wird.
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Abb.1.4 SDF-1a-induzierte Signalwege.

Wachsendes Interesse an CXCR4 entstand durch die Identifizierung dieses
Rezeptors als Co-Rezeptor flr T-trope HIV-Stdamme. Die Interaktion des HIV-
Glykoproteins gp120 ermoglicht dem Virus den Eintritt in die Zelle (Feng et al. 1996).
Die Interaktion von gp120 mit CXCR4 induziert mehrere Signalwege in T-Zellen,
welche zur viralen Replikation beitragen (Popik et al. 1998). AuRerdem induziert
gp120, das von infizierten Zellen gebildet wird, bei nicht-infizierten T-Zellen durch
Bindung an CXCR4 Apoptose (Westendorp et al. 1995; Berndt et al. 1998).

1.4.2 RhoA - ein Schliisselprotein bei SDF-1a-induzierten Signalereignissen

Der Name Rho ist abgeleitet von ,Ras homologue®. Die Familie der Rho-Proteine, zu
der Rho (A, B, C), Rac (1, 2, 3), Cdc42 und TC10 (Bishop and Hall 2000) gehdren, ist
ein Teil der Ras-Superfamilie. Erstmalig beschrieben wurde das Rho-Gen in Aplysia
(Madaule and Axel 1985); das Rho-Gen von Saugetieren wurde 1987 identifiziert

(Yeramian et al. 1987). Die kleinen GTPasen der Rho-Familie sind Signalmolekule,
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die nach Ligandenbindung an heptahelikale Membranrezeptoren unter Vermittlung
von heterotrimeren G-Proteinen aktiviert werden (Buhl et al. 1995; Gohla et al. 1999),
so zum Beispiel durch LPA (engl. lysophosphatidic acid), Sphingosin-1-phosphat,
Bombesin, Thrombin und Endothelin (Kjoller and Hall 1999), SDF-1o. und fMLP
(Formyl-methionyl-leucyl-phenylalanin) (Laudanna et al. 1996; Vicente-Manzanares
et al. 2002).

Ein charakteristisches Merkmal der Rho-GTPasen ist, dass sie in der GTP-
gebundenen Form aktiv und in der GDP-gebundenen Form inaktiv sind. Dieser
Aktivitatszustand wird intrazellular hauptsachlich durch drei verschiedene Faktoren
reguliert: GEFs (engl. guanine nucleotide exchange factors) beschleunigen den
Austausch von GDP durch GTP und férdern damit den Ubergang in den aktiven
Zustand (Cerione and Zheng 1996). GAPs (engl. GTPase activating proteins)
vermitteln die Inaktivierung von Rho, indem sie die Hydrolyse von GTP aktivieren
(Ridley et al. 1993). GDIs (engl. guanine nucleotide dissociation inhibitors) kbnnen
die GTPasen entweder im aktiven oder im inaktiven Zustand fixieren (Fukumoto et al.
1990).

Bisher ist noch nicht genau bekannt, welche Faktoren die SDF-1a-induzierte
Aktivierung der Rho-GTPasen vermitteln. In Bezug auf die kleine GTPase RhoA ist
jedoch beschrieben, dass bei deren Aktivierung durch G-Protein gekoppelte
Rezeptoren im Allgemeinen die Gg12/13-Untereinheit Uber p115RhoGEF (Kozasa et
al. 1998; Wells et al. 2001) bzw. die G.q11-Untereinheit Uber LARG (engl. leukemia
associated RhoGEF) (Vogt et al. 2003) eine Rolle spielen.

RhoA hat in der Zelle viele unterschiedliche Funktionen, die Uber Rho-abhangige
Signalwege induziert werden und entweder die Transkription neuer Proteine oder die
Modifikation bereits vorhandener Proteine erfordern. Fir RhoA charakteristisch ist die
Bildung von Stressfasern. Aullerdem induziert RhoA die Reorganisation des Actin-
Cytoskeletts und tragt so zur Matilitat von Zellen bei. Durch klassische biochemische
Verfahren und Hefe-Zwei-Hybrid-Ansatze sind eine Reihe von Effektorproteinen
identifiziert worden, an die Rho-GTP bindet und welche die zellularen Effekte der
Rho-Aktivierung vermitteln. Hierzu zahlen Proteinkinasen wie ROCK (engl. Rho-
associated coiled-coil containing kinase), PKN (Proteinkinase N) und Citron, Lipid-
Kinasen wie PIP5-Kinase und DAG-Kinase (Diacylglycerol-Kinase) sowie die
Adapterproteine Kinectin und Dia (engl. Diaphanous-related formin protein), aber

auch Zielproteine ohne offensichtliche katalytische Domane wie Rhotekin oder
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Rhophilin (Aspenstrom 1999). Die Aktivierung der Effektoren durch GTP-gebundenes
RhoA erfolgt meist durch Unterbrechung intramolekularer autoinhibitorischer
Interaktionen, wodurch funktionelle Domanen im Effektor-Protein freigesetzt werden.
Die Rho-Effektoren ROCK und PKN enthalten beispielsweise solche
autoinhibitorischen Domanen (Takahashi et al. 1998; Yoshinaga et al. 1999). Auch
das Adapterprotein Dia wird durch autoinhibitorische Domanen in einem inaktiven
Zustand gehalten. Die Bindung von GTP-gebundenem RhoA an eine N-terminale
Sequenz hebt diese Inhibierung auf (Watanabe et al. 1999).

Am besten untersucht sind die Effekte von RhoA in Fibroblasten. Dort wurde
erstmalig gezeigt, dass RhoA die Reorganisation des Actin-Cytoskeletts induziert und
damit Veranderungen von Zellform und Motilitat vermittelt (Ridley and Hall 1992). Bei
der fur RhoA spezifischen Bildung von Stressfasern spielen die Rho-Effektoren
ROCK und Dia eine Rolle. Aktives RhoA bindet an ROCK und bewirkt dadurch die
Aktivierung dieser Kinase. ROCK phosphoryliert daraufhin die Myosin-bindende
Untereinheit (MBS, engl. myosin-binding subunit) der MLC-Phosphatase (MLC =
engl. myosin light chain), welche infolgedessen inaktiviert wird (Kimura et al. 1996).
Daraus resultiert die Akkumulierung der phosphorylierten Form der leichten Kette des
Myosins (MLC), welche die Bindung von Myosin-Actin-Filamenten und damit die
Bildung von Stressfasern erhdht (Chrzanowska-Wodnicka and Burridge 1996).
ROCK kann die leichte Kette des Myosins auch direkt phosphorylieren. Au3erdem
geht von ROCK ein weiteres Signal aus, durch das die LIM-Kinase aktiviert wird,
welche dann Cofilin inaktiviert. Daraus resultiert eine Stabilisierung der Actin-
Filamente (Maekawa et al. 1999). In einem weiteren Signalweg induziert aktives
RhoA die Erhdhung der Actin-Polymerisierung durch Dia (Watanabe et al. 1999).
Auch die Stimulierung der PIP2-Synthese (PIP2 = Phosphatidylinositol 4,5-
bisphosphatase) durch RhoA (Chong et al. 1994) spielt bei der Bildung von
Stressfasern eine Rolle: PIP2 induziert eine Konformationsanderung von Vinculin,
welches dadurch mit Talin interagieren kann. Talin bindet an Actin und bewirkt so die
Reorganisation des Actin-Cytoskeletts (Gilmore and Burridge 1996). Die RhoA-
induzierte Reorganisation des Actin-Cytoskeletts spielt eine Rolle bei der Cytokinese
(Kosako et al. 2000) und beeinflusst die Zellmorphologie und die Zellmigration. Auch
in T-Zellen vermittelt RhoA nach Aktivierung durch Chemokine wie SDF-1a (engl.
stromal cell-derived factor 1a) oder fMLP (Formyl-methionyl-leucyl-phenylalanin)

Veranderungen des Cytoskeletts und tragt damit zur Motilitdt der T-Zellen bei
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(Laudanna et al. 1996; Vicente-Manzanares et al. 2002).

Eine weitere zellulare Funktion von RhoA st die Beeinflussung von
Transkriptionsereignissen durch Aktivierung des Transkriptionsfaktors SRF (engl.
serum response factor). SRF kontrolliert die Expression friher Gene, so genannter
.immediate-early genes®, sowie in T-Zellen die Expression von IL-2. Stimulierung von
Zellen mit Serum oder LPA fihrt Gber einen RhoA-abhangigen Signalweg zur
Aktivierung des SRF (Hill et al. 1995; Sotiropoulos et al. 1999). Zwei RhoA-induzierte
Signalwege sind an der Induktion des SRF beteiligt (Tominaga et al. 2000; Copeland
and Treisman 2002; Geneste et al. 2002). Der ROCK-LIM-Kinase Signalweg
stabilisiert, wie oben bereits beschrieben, durch Inaktivierung von Cofilin das F-Actin,
wahrend der RhoA-Dia Signalweg die Actin-Polymerisierung erhoht. Die SRF-
Aktivierung resultiert aus der Entfernung des G-Actin, da eine Uberexpression von
Actin-Derivaten, die nicht polymerisieren konnen, die Aktivierung des SRF hemmen
(Posern et al. 2002).

Weitere zellulare Effekte von RhoA werden durch Interaktion dieser kleinen GTPase
mit anderen Signalkaskaden vermittelt. In Fibroblasten wurde beispielsweise gezeigt,

dass konstitutiv aktives RhoA den Ras-induzierten Anstieg der p21"/a/CiP1

-Synthese
antagonisiert (Olson et al. 1998). Der Mechanismus hierflr ist noch unbekannt; es
wurde lediglich gezeigt, dass RhoA nicht mit der Ras-induzierten ERK-Aktivierung
interferiert. In T-Zellen wurde gezeigt, dass aktives RhoA mit der Ras-induzierten

Phosphorylierung von ERK interferiert (Weg-Remers et al. 2002).

1.4.3 SDF-1a kooperiert mit anderen extrazellularen Signalen

Interessant ist, dass SDF-1a oft Effekte, die von anderen extrazellularen Stimuli
induziert werden, unterstitzt oder sogar verstarkt. So unterstitzt SDF-1a das
Cytokin-vermittelte Uberleben humaner Leukamie-B-Zell-Vorlaufer (Nishii et al. 1999)
und verstarkt das Uberleben myeloider Vorlauferzellen durch Kooperation mit den
Cytokinen GM-CSF (Granulozyten-Makrophagen koloniestimulierender Faktor), SLF
(Steel-Faktor) und TPO (Thrombopoietin), was zu einer synergistischen Stimulierung
des anti-apoptotischen ERK- sowie Akt-Signalwegs fuhrt (Lee et al. 2002). In CD4-
positiven T-Zellen erhoht SDF-1a die anti-CD3-induzierte Proliferation sowie die
Produktion von IL-2, IFN-y, IL-4 und IL-10 und wurde daher als Co-Stimulus der T-
Zell-Aktivierung beschrieben (Nanki and Lipsky 2000; Nanki and Lipsky 2001).
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SDF-1a scheint also in Kooperation mit anderen Signalen, die durch Cytokine oder
T-Zell-Rezeptor-Stimulierung initiiert werden, eine Art ,Feinabstimmung® zellularer

Prozesse zu vermitteln.

1.5 Fragestellung

Die Homoostase der Lymphozyten ist fur eine effektive Immunantwort sehr wichtig.
Deshalb wird die Proliferation durch extrazellulare Faktoren wie Cytokine und
Chemokine streng reguliert. Das ubiquitar exprimierte Chemokin SDF-1a, dem
zirkulierende T-Lymphozyten standig ausgesetzt sind, wurde bereits als Co-Aktivator
der T-Zell-Rezeptor-induzierten Proliferation beschrieben (Nanki und Lipsky, 2000).
Die Frage war nun, ob SDF-1a auch die Cytokin-induzierte Proliferation der T-Zellen
beeinflusst und auf diese Weise zur T-Zell-Homdostase beitragt.

In dieser Arbeit sollte deshalb untersucht werden, ob und wie SDF-1a die IL-2-
induzierte T-Zell-Proliferation beeinflusst. Dabei sollten eventuelle Interaktionen der

involvierten Signalereignisse untersucht werden.
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2 Material

2.1 Chemikalien

Im Folgenden werden die verwendeten Chemikalien sowie ihre Bezugsquellen

aufgelistet.

2.1.1 Allgemeine Chemikalien

Chemikalie Bezugsquelle
30% Acrylamid Roth, Karlsruhe
Agarose peglLab, Erlangen
Ampicillin Roth, Karlsruhe
Aprotinin Sigma, Taufkirchen

Ammoniumperoxodisulfat (APS)

Sigma, Taufkirchen

Adenosintriphosphat (ATP)

Sigma, Taufkirchen

Bacto-Agar

Otto Nordwald KG, Hamburg

Bromphenolblau

Sigma, Taufkirchen

Rinderserumalbumin (BSA)

PAA Laboratories, Colbe

Chloroform

Merck, Darmstadt

Complete-Tabletten, EDTA-frei

Roche Diagnostics, Mannheim

ConcanavalinA (ConA)

Sigma, Taufkirchen

Coomassie brilliant Blau G-250

Roth, Karlsruhe

Dimethylsulfoxid (DMSQO)

Fluka, Neu-Ulm

Dithiothreitol (DTT)

Roth, Karlsruhe

EDTA Roth, Karlsruhe
Essigsaure Merck, Darmstadt
Ethanol Roth, Karlsruhe

Ethidiumbromid

Sigma, Taufkirchen

Ficoll-Paque PLUS

Roche Diagnostics, Mannheim

Glucose Roth, Karlsruhe
Glutathion-Agarose Sigma, Taufkirchen
Glycerol Roth, Karlsruhe
Glycin Roth, Karlsruhe
Glycylglycin Sigma, Taufkirchen
Hefeextrakt Roth, Karlsruhe
HEPES Roth, Karlsruhe
Igepal CA-630 Sigma, Taufkirchen
IPTG Roth, Karlsruhe
Isoamylalkohol Roth, Karlsruhe
Isopropanol Merck, Darmstadt
Leupeptin Sigma, Taufkirchen
Luziferin Promega, Mannheim
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Lysozym

Sigma, Taufkirchen

Magnesiumchlorid

Roth, Karlsruhe

Magnesiumsulfat

Roth, Karlsruhe

Manganchlorid

Roth, Karlsruhe

Methanol

Natriumacetat

Roth, Karlsruhe

Natriumchlorid

Roth, Karlsruhe

Natriumdeoxycholat

Roth, Karlsruhe

Natriumdodecylsulfat (SDS)

Roth, Karlsruhe

Natriumhydroxid Roth, Karlsruhe
Natriumorthovanadat Sigma, Taufkirchen
Phosphorsaure Merck, Darmstadt
PMSF Sigma, Taufkirchen

Protein-G-Agarose

Calbiochem, Darmstadt

Puffer-gesattigtes Phenol

Roth, Karlsruhe

Saccharose

Roth, Karlsruhe

Salzsaure

Merck, Darmstadt

Schwefelsaure

Merck, Darmstadt

N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin (TEMED)

Roth, Karlsruhe

12-O-Tetradecanoylphorbol-13-acetat (TPA)

Sigma, Taufkirchen

Tris

Roth, Karlsruhe

Tris-HCI Roth, Karlsruhe
Triton X-100 Sigma, Taufkirchen
Trypton Roth, Karlsruhe
Tween20 Roth, Karlsruhe
Xylenzyanol BioRad, Munchen

Tabelle 2.1 Allgemeine Chemikalien

2.1.2 Zellkulturchemikalien

Chemikalie

Bezugsquelle

Fotales Kalberserum (FCS)

PAA, Cdolbe

Glutamin (200 mM)

Gibco, Karlsruhe

HEPES-Puffer (1 M, pH 7,2-7,5)

Gibco, Karlsruhe

B-Mercaptoethanol (50mM)

Gibco, Karlsruhe

PBS

Gibco, Karlsruhe

Penicillin/Streptomycin (10.000 U/ml Pen.,
10.000 pg/ml Strep.)

Gibco, Karlsruhe

RPMI 1640

Gibco, Karlsruhe

Tabelle 2.2 Zellkulturchemikalien
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2.1.3 Kits und sonstige Reagenzien

Kit

Bezugsquelle

Annexin V Apoptosis Detection Kit

Santa Cruz, Heidelberg

BenchMark Protein Ladder

Invitrogen, Karlsruhe

Cell Proliferation ELISA, BrdU

Roche Diagnostics, Mannheim

Human T Cell Nucleofector Kit

Amaxa, Koln

ECL Detection Kit

Amersham Biosciences, Freiburg

Lipofectamine 2000

Invitrogen, Karlsruhe

PeqGOLD Prestained Protein Marker

PeqglLab, Erlangen

Qiagen Plasmid Kit

Qiagen, Hilden

Tabelle 2.3 Kits und sonstige Reagenzien

2.2 Plasmidkonstrukte

Plasmid

Bezugsquelle

pRKSmyc

pRK5myc-RhoAL63

zur Verfugung gestellt von Alan Hall

pRKSmyc-RhoALG3-F39A

pRK5myc-RhoAL63-F39V

pRKS5myc-RhoAL63-E40L

pRK5myc-RhoAL63-E40N

pRK5myc-RhoAL63-Y42C

im eigenen Labor durch Mutagenese
des Plasmids pRK5myc-RhoAL63
hergestellt

pRKS5myc-HaRasL61

pRK5myc-RaclL 61

pRK5myc-RacL61-F37A

pRK5myc-RaclL61-Y40C

zur Verfligung gestellt von Alan Hall

pSG-Gal4-Elk1 (Gal-Elk)

pG5.EfAlux3 (Gal-Luc)

zur Verfugung gestellt von Peter Shaw

NIH AIDS Research and Reference

pCR-CXCR4 Reagent Program

pGEX-Raf-RBD aus dem eigenen Institutsbestand
MEK1-DD zur Verfugung gestellt von Axel Knebel
Raf-BXB zur Verfugung gestellt von Ulf R. Rapp
pSRE-Luc Stratagene, USA

Tabelle 2.4 Plasmidkonstrukte
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2.3 Antikorper und Proteine

2.3.1 Antikorper

Antikorper

\ Bezugsquelle

Primarantikorper fur Western Blot

Anti-c-Myc (9E10)

Santa Cruz, Heidelberg

Anti-Erk1 (K-23)

Santa Cruz, Heidelberg

Anti-MEK-1 (H8)

Santa Cruz, Heidelberg

Anti-PAK

Santa Cruz, Heidelberg

Anti-phospho-cRaf (Ser259)

Cell Signaling, Frankfurt

Anti-phospho-cRaf (Ser338)

Cell Signaling, Frankfurt

Anti-phospho-MEK1/2 (Ser 217/221)

Cell Signaling, Frankfurt

Anti-phospho-p44/p42 MAPK (Thr 202/Tyr 204)

Cell Signaling, Frankfurt

Anti-phospho-PAK1(Thr423)/PAK2(Thr402)

Cell Signaling, Frankfurt

Anti-Raf-1 (C-12)

Santa Cruz, Heidelberg

Anti-Ras10

Upstate, Hamburg

Anti-RhoA (26C4)

Santa Cruz, Heidelberg

Sekundarantikérper flur Western Blot

Alexa Fluor 680 Anti-Maus IgG

Molecular Probes

Anti-Kaninchen HRP

Dako, Hamburg

Anti-Maus HRP

Dako, Hamburg

Anti-Ziege HRP

Dako, Hamburg

IRDye 800 Anti-Kaninchen 1gG

Rockland

Antikérper fir die Durchflusszytometrie

Anti-human CD3-FITC (UCHT-1)

Pharmingen, Heidelberg

Anti-CXCR4-PE (12G5)

Pharmingen, Heidelberg

Antikodrper zur Stimulierung von Zellen

Anti-human CD28

Pharmingen, Heidelberg

Anti-human CD3 (UCHT-1)

Pharmingen, Heidelberg

Anti-Fas (CH-11)

Mobitec, Goéttingen

Tabelle 2.5 Antikorper

2.3.2 Enzyme

Alle verwendeten Restriktionsenzyme wurden von den Firmen Gibco (Karlsruhe) und

Promega (Mannheim) bezogen.
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2.3.3 Rekombinante Proteine

Protein Bezugsquelle

CNFy zur Verfugung gestellt von Gudula Schmidt

IL-2 R&D Systems, Wiesbaden

gp120 NIH AIDS Research and Reference Reagent Program
GST-MEK zur Verflgung gestellt von Veronique Orian-Rousseau
GST-Raf-RBD | eigene Produktion (s. Kapitel 3.2.7)

SDF-1a R&D Systems, Wiesbaden

Tabelle 2.6 Rekombinante Proteine

2.4 siRNA
Bezeichnung Zielsequenz Bezugsquelle
Control siRNA keine Zielsequenz Santa Cruz, Heidelberg

Hs RHOA3 HP siRNA | Zielsequenz:

TAC CTT ATAGTT ACT GTG TAA

Qiagen, Hilden

Tabelle 2.7 siRNA

2.5 Gerite und Verbrauchsmaterial

Bezeichnung

Bezugsquelle

Bakterien-Petrischalen (94 mm)

Greiner, Frickenhausen

Bakterien-Schuttler

Infors AG, Bottmingen, Schweiz

BioPhotometer

Eppendorf, Hamburg

Brutschrank (Temperatur)

Heraeus, Hanau

Brutschrank (Temperatur, CO2)

Labotect, Gottingen

Branson Sonifier

G. Heinemann, Schwabisch-Gmiind

Discovery M120SE Ultrazentrifuge

Sorvall, Langenselbold

Einfrierrdhrchen

Greiner, Frickenhausen

Elektrophorese-Apparatur

von eigener Werkstatt hergestellt

Elektroporationskuvetten

BioRad, Miinchen

Elektroporator (E.coli Pulser)

BioRad, Miinchen

Elektroporator (Gene Pulser)

BioRad, Miinchen

Eppendorf-Reaktionsgefalle

Eppendorf, Hamburg

FACScan Becton-Dickinson, Heidelberg
FACS-Rohrchen (5 ml Polystyren) Becton-Dickinson, Heidelberg
Feinwaage AE163 Mettler, Giessen

Film-Entwicklungsmaschine

Kodak, Stuttgart

Geltrockner Modell 583

BioRad, Minchen

Hyperfilm ECL

Amersham, Freiburg

Kanulen

neolLab, Heidelberg

Kihlzentrifuge 5810R

Eppendorf, Hamburg
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Klhlzentrifuge Avanti J-20

Beckman, Stuttgart

Kuhlzentrifuge Centrikon H-401

Hermle, Gosheim

Labofuge 400R

Heraeus, Hanau

Lumat LB9501

Berthold, Bad Wildbad

Luminometer-Réhrchen

Sarstedt, Nimbrecht

Megafuge 1.0

Heraeus, Hanau

Mikroskop (ID02)

Zeiss, Jena

Netzgerat EPS 2A200

Hoefer Scientific Instruments, USA

Neubauer-Zahlkammer

VWR, Bruchsal

Nucleofector Il

Amaxa, Koln

Odyssey-Infrared-Imager

Li-cor Biosciences, Bad Homburg

PP-Réhrchen (15 ml)

Greiner, Frickenhausen

PP-Réhrchen (50 ml)

Greiner, Frickenhausen

PVDF-Membran Immobilon

Millipore, Schwalbach

Schuttler Polymax 2040

Heidolph, Kehlheim

Semidry-Blotter

H.Ho6lzel GmbH, Horlkofen

Spritzen

neolab, Heidelberg

Sterilfilter

Renner GmbH, Dannstadt

Tisch-Kuhlzentrifuge Z233MK

Hermle, Gosheim

Tisch-Zentrifuge 5415D

Eppendorf, Hamburg

Titertek Multiscan Plus MKII

Flow Laboratories, Meckenheim

UV-Gerat Eagle Eye

Stratagene, USA

UV-Klvetten

Eppendorf, Hamburg

Vortex-Gerat

Bender und Hobein, Karlsruhe

Waage

Sartorius, Gottingen

Wasserbad

GFL, Burgwedel

Western Blot Transfer-Kammer

BioRad, Miinchen

Whatman 3MM-Papier

Bender und Hobein, Karlsruhe

Zellkulturschalen (versch. Ausfihrungen)

Greiner, Frickenhausen

Tabelle 2.8 Gerate und Verbrauchsmaterial
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2.6 Bakterien und eukaryotische Zellen

2.6.1 Bakterien

BL21(DE3)pLysS Zellen Genotyp:

(erhéiltlich bei Invitrogen, Karlsruhe) F"ompT hsdSg (rs'mg’) gal dcm (DE3) pLysS
(Cam®)

TOP10 Genotyp:

(erhéltlich bei Invitrogen, Karlsruhe) F" mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC)®80lacZ
AM15AlacX74 recA1 deoR araD139A(ara-
leu)7697galU galK rpsL (Str?) endA1nupG

2.6.2 Eukaryotische Zellen

Jurkat EG.1 humane T-Lymphom-Zell-Linie (Weiss et al. 1984;
Sladowski et al. 1993), bezogen von ECACC
Primare humane T-Zellen isoliert aus Leukozyten-Konzentraten (s. Kapitel

3.4.2), die freundlicherweise von Dr. Ruf (ZLMT,
Stadtisches Klinikum Karlsruhe) zur Verfugung

gestellt wurden

2.7 Zellkultur-Medien

2.7.1 Medien zur Kultur von Bakterien

Agar-Platten:

15 g Bacto-Agar auf 1000 ml LB-Medium, 100 ug/ml Ampicillin
LB-Medium:

1% Trypton, 0,5% Hefe-Extrakt, 1% NaCl

SOB:

2% Trypton, 0,5% Hefe-Extrakt, 10 mM NacCl, 2,5 mM KCI
SOC:

10 mM MgClz, 10 mM MgSO4, 20 mM Glucose in SOB
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2.7.2 Medien zur Kultur von eukaryotischen Zellen

Kultur-Medium fiir Jurkat-Zellen und primare humane T-Zellen:

RPMI, 10% FBS (hitzeinaktiviert), 100 U/ml Penicillin, 100 pg/ml Streptomycin, 2 mM
Glutamin

Wasch-Medium fiir mononukleare Zellen:

RPMI, 10% FBS (hitzeinaktiviert), 100 U/ml Penicillin, 100 pg/ml Streptomycin, 10
mM HEPES (pH 7,2-7,5), 0,05 mM B-Mercaptoethanol, 2 mM Glutamin
Einfrier-Medium fiir Jurkat-Zellen:

10% DMSO in Medium

Einfrier-Medium fur primare humane T-Zellen:

10% DMSO in FCS

2.8 Puffer und Lésungen

Wassrige Losungen wurden mit Wasser, das mit Hilfe eines Milli-Q Reinstwasser-
Systems der Firma Millipore (Schwalbach) entsalzt wurde, in sterilen Gefallen

angesetzt.

Bradford-Losung:

100 mg Coomassie Brilliant-Blau G-250, 50 ml 95% Ethanol, 100 ml 85% Phosphor-
saure, mit H,O auf 1000 ml; filtrieren

Calcium-Bindungspuffer:

10 mM HEPES pH 7,4, 140 mM NaCl, 5 mM CaCl,
Coomassie-Blau-Farbelosung:

10% Essigsaure, 0,006% Coomassie Brilliant-Blau G-250, 90% H,0O
FACS-Medium:

PBS mit 3% FCS

Fixierungslosung (Coomassie):

25% Isopropanol, 10% Essigsaure, 65% H,O

GlyGly-Puffer pH 7,8:

25 mM GlyGly, 15 mM MgSO,4, 4 mM EGTA (pH mit NaOH einstellen)

GTLB1:

50 mM Tris pH 8, 40 mM EDTA, 25% Saccharose, 1 mM PMSF, 1 Complete-Tablette
(EDTA-frei)
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GTLB2:

50 mM Tris pH 8, 100 mM MgCl,, 0,2% Triton X-100, 1 mM PMSF, 1 Complete-
Tablette (EDTA-frei)

10x Laemmli-Puffer:

25 mM Tris pH 8,6, 192 mM Gilycin, 0,1% SDS

Luziferin-Reaktionslosung:

0,2 mM Luziferin in GlyGly-Puffer

Lysepuffer pH 7,5 (Luziferase-Reporter-Test):

0,1 M Tris-acetat, 2 mM EDTA, 1% Triton X-100 (pH mit Essigsaure einstellen)
Lysepuffer (RasGTP-Affinitatsprazipitation) :

25 mM HEPES pH 7,5, 150 mN NaCl, 1% lIgepal CA-630, 0,25% Natriumdeoxy-
cholat, 10% Glycerol, 10 mM MgClz, 1 mM EDTA, 25 mM NaF, 1 mM Natrium-
orthovanadat, 10 ug/ml Aprotinin, 10 ug/ml Leupeptin

PBS-Waschpuffer :

1mM DTT und 0,2% Tween-20 in PBS

PCI:

Puffer-gesattigtes Phenol + Chloroform/Isoamylalkohol 1 : 1

2x Probenpuffer :

2% SDS, 10% Glycerol, 60 mM Tris pH 6,8, 0,001% Bromphenolblau, 100 mM DTT
Reaktionspuffer (Luziferase-Reporter-Test):

2mM ATP, 1 mM DTT in GlyGly-Puffer

Reaktionspuffer (Raf-Kinase-Test):

20 mM Tris pH 7,4, 20 mM NaCl, 10 mM MgCl,, 1 mM MnCly, 1 mM DTT
RIPA-Puffer:

10% Glycerol, 20 mM Tris pH 8, 137 mM NaCl, 1% Igepal CA-630, 0,1% SDS, 0,5%
Natriumdeoxycholat, 10 ug/ml Aprotinin, 10 pg/ml Leupeptin, 1 mM PMSF, 5 mM
Natriumorthovanadat

10x Stopmix:

0,025% Bromphenolblau, 0,025% Xylenzyanol, 50% Glycerol
,»Stripping”-Losung:

62,5 mM Tris pH 6,8, 2% SDS, 50 mM DTT

50x TAE pH 7,9:

121 g Tris, 28,55 ml Essigsaure, 50 ml 0,5 M EDTA pH 8, mit H,O auf 500 ml

auffullen, pH mit Eisessig einstellen
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10x TBS:

200 mM Tris pH 7,6, 1,4 M NaCl

TBS-Tween:

0,2% Tween20 in TBS

TE:

10 mM Tris, 1 mM EDTA pH 8

Transfer-Puffer fur Western Blot (Semidry-Blotter):
192 mM Glycin, 20 mM Tris, 0,01% SDS, 20% Methanol
Transfer-Puffer fiir Western Blot (Transfer-Kammer):
25 mM Tris, 190 mM Glycin, 20% Methanol
Waschpuffer (Raf-Kinase-Test):

10mM HEPES pH 7,4, 100 mM NaCl, 0,5% NP-40, 20 pg/ml Aprotinin
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3 Methoden

3.1 Methoden zur Modifikation und Analyse von DNA

3.1.1 Praparation von Plasmid-DNA (KleinmaRstab)

Plasmid-DNA im Kleinmalistab (,Minipreps®) wurden mit den Puffern des ,Qiagen
Plasmid Purification Kits“ fur Maxipreps durchgefuhrt. Das Aufbrechen der Bakterien
erfolgt dabei durch die im Puffer P2 enthaltenen Reagenzien SDS und NaOH
(alkalische Lyse). Die anschlieRende Zugabe von Kaliumacetat (Puffer P3) bewirkt
die Prazipitation der chromosomalen DNA und der Proteine, welche dann durch
Zentrifugation entfernt werden.

3-5 ml LB-Medium + 50 ug/ml Ampicillin bzw. Kanamycin wurden mit Bakterien, die
das entsprechende Plasmid enthielten, angeimpft und G.N. bei 37°C geschdittelt. Von
diesem Ansatz wurden ca. 1,5 ml in ein Eppendorf-Reaktionsgefal® uberfuhrt und bei
11.000 upm 1 min abzentrifugiert. Das Pellet wurde in 100 pl Puffer P1 resuspendiert
und nach Zugabe von 200 ul Puffer P2 3 min auf Eis inkubiert. Nach Zugabe von
150 ul Puffer P3 folgten weitere 3 min auf Eis. Der Ansatz wurde 30 min bei
10.000 upm in der Tisch-Kiihizentrifuge (4°C) abzentrifugiert. Der Uberstand wurde
nun in einem neuen Eppendorf-Reaktionsgefaly durch Phenol-Chloroform-Extraktion
und Ethanolfallung (siehe Abschnitt 3.1.4) aufgereinigt. AnschlieRend wurde die DNA
in 20-50 yl TE aufgenommen.

3.1.2 Praparation von Plasmid-DNA (GroRmaRstab)

Um groRere Mengen Plasmid-DNA zu erhalten, wurde eine ,Maxiprep“ mit dem
,Qiagen Plasmid Purification Kit* durchgefuhrt. Die Lyse der Bakterien funktioniert
nach dem gleichen Prinzip wie bei der ,Miniprep“ (siehe Abschnitt 3.1.1) Hinzu
kommt hier die Isolierung der Plasmide mit Hilfe einer lonen-Austausch-Saule.

200 ml LB-Medium + 50 pg/ml Ampicillin bzw. Kanamycin, je nach Resistenzgen auf
dem entsprechenden Plasmid, wurden mit Bakterien (die das entsprechende Plasmid
enthalten) angeimpft und U.N. bei 37°C geschuttelt. Die Bakteriensuspension wurde
bei 5000 upm 15 min in der Kuhlzentrifuge (4°C) abzentrifugiert. Das Pellet wurde in
10 ml Puffer P1 (50 mM TrisCl, 10 mM EDTA, pH 8) + 100 ug/ml RNaseA
resuspendiert und nach Zugabe von 10 ml Puffer P2 (200 mM NaOH, 1% SDS)
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5 min auf Eis inkubiert. Nach Zugabe von 10 ml Puffer P3 (3 M Kaliumacetat, pH 5,5)
folgten weitere 20 min auf Eis. Der Ansatz wurde 30 min bei 10.000 upm in einer
Centrikon H-401 Kihlzentrifuge (4°C) abzentrifugiert. Den Uberstand lie® man durch
eine vorher mit 10 ml QBT Puffer (750 mM NaCl, 50 mM MOPS pH 7, 15%
Isopropanol, 0,15% Triton X-100) equilibrierte Saule (Qiagen) laufen. Die Saule
wurde zweimal mit 30 ml QC Puffer (1 M NaCl, 50 mM MOPS pH 7, 15%
Isopropanol) gewaschen und anschliefend mit 15 ml QF Puffer (1,25 mM NaCl,
50 mM TrisCl pH 8,5, 15% Isopropanol) in ein 30 ml Corex-Rdhrchen eluiert. Die
DNA wurde mit 0,7 vol (= 10,5 ml) Isopropanol prazipitiert. Nach dem
Abzentrifugieren bei 9000 upm und 4°C fir 30 min in einer Avanti J-20 Kihlzentrifuge
wurde die DNA zweimal mit eiskaltem 70% Ethanol gewaschen. Die DNA wurde
nach dem Trocknen in 200-500 pl TE aufgenommen. Es folgten

Konzentrationsmessung und Restriktionsverdau zur Uberpriifung des Plasmids.

3.1.3 DNA-Konzentrationsmessung

Bei der Konzentrationsbestimmung einer wassrigen DNA-Probe macht man sich die
Absorptionseigenschaft der DNA fur UV-Licht zunutze. DNA absorbiert bei einer
Wellenlange von 260 nm. Bei einer Extinktion von 1 hat doppelstrangige DNA zum
Beispiel eine Konzentration von 50 mg/ml. Zusatzlich wird die Absorption bei 280 nm
bestimmt, da bei dieser Wellenlange Proteine absorbieren, die die Probe
verunreinigen kdnnen. Der Quotient Agso/Azso zeigt deshalb die Reinheit der Probe
an. Die Messung der wassrigen DNA-Probe erfolgte in UV-Kuvetten und wurde in

einem BioPhotometer von Eppendorf durchgefuhrt.

3.1.4 Aufreinigung von DNA mittels Phenol-Chloroform-Extraktion und

Ethanolfallung

Die DNA wurde in einem Volumen von 250 pl aufgenommen. Hinzugefligt wurden
250 pul PCI (Puffer-gesattigtes Phenol + Chloroform/Isoamylalkohol 1:1), das
Gemisch wurde gut gemischt und 5 min bei 10.000 upm in einer Eppendorf-
Zentrifuge abzentrifugiert. Die obere wassrige Phase wurde in ein neues Eppendorf-
Reaktionsgefal® tberfuhrt. Die Fallung der DNA wurde nach Zugabe von 25 pyl 3 M
Natriumacetat (pH 5,2) und 1 ml Ethanol reinst. mindestens 15 min auf Eis
durchgefuhrt (oder bei —20°C gelagert). Die DNA wurde 15 min bei 10.000 upm
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abzentrifugiert. Die DNA wurde mit 1 ml 75% Ethanol gewaschen und nach dem

Trocknen in TE aufgenommen.

3.1.5 Schneiden von DNA mit Restriktionsendonukleasen

Restriktions-Endonukleasen schneiden DNA an bestimmten Erkennungs-Sequenzen.
Die Reaktion wurde folgendermal3en angesetzt:
1-2 ug DNA

+ 0,1x Endvolumen des entsprechenden 10x Puffer

+ 10 U/ug DNA jedes Restriktionsenzyms

+ H,0O (bis das gewlnschte Endvolumen erreicht ist)
Das Endvolumen sollte mehr als das 10-fache Volumen des zugegebenen Volumens
an Restriktionsenzymen sein. Die Reaktion wurde 1-18 h bei 37°C (bzw. bei der vom
Hersteller angegebenen idealen Arbeitstemperatur des Restriktionsenzyms)

durchgefuhrt. Der Verdau wurde anschlie3end auf einem Agarosegel Uberpruft.

3.1.6 Auftrennung von DNA durch Gelelektrophorese

Bei der Gelelektrophorese wird eine elektrische Spannung an ein Agarosegel
angelegt. DNA wandert aufgrund der negativ geladenen Phosphatgruppen des
Doppelhelix-Rickgrats zur Anode. Dabei wird die Geschwindigkeit, mit der ein DNA-
Molekul durch das Gel wandert, durch dessen Grofde festgelegt. Dies ermdglicht eine
Auftrennung von DNA-Molekulen verschiedener Lange. Die DNA wird mit
Ethidiumbromid angefarbt. Ethidiumbromid lagert sich in die DNA ein und fluoresziert
bei Bestrahlung mit UV (260-360 nm) rot-orange (560 nm).

Je nach gewulnschter Konzentration des Gels wurden 1-2% Agarose in 1XTAE durch
kurzes Aufkochen in der Mikrowelle gelost. Nach Zugabe von 0,25 pg/ml
Ethidiumbromid wurde das Gel in eine Elektrophorese-Kammer gegossen. Dann
wurde sofort der Kamm eingesetzt, damit sich Proben-Taschen ausbilden kénnen.
Nach dem Erkalten des Gels wurde dieses mit 1x TAE Ubergossen; anschliel3end
wurde der Kamm entfernt. Die DNA-Proben wurden mit Stopmix gemischt. Durch das
Glycerol im Stopmix wurde die Dichte der Probe erhdht, so dass diese beim
Auftragen auf das Gel in die Geltasche sinkt. Die Proben und der DNA-
Molekulargewichts-Marker wurden in die Geltaschen gefullt. Der Gel-Lauf dauerte bei

75V ca. 1 h. Danach wurde das Gel auf dem UV-Tisch angeschaut und fotografiert.
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3.2 Methoden zur Analyse von Proteinen

3.2.1 Bradford-Methode

Bei der Bestimmung des Proteingehaltes einer Lésung mit der Bradford-Methode
wird die Bindung des Farbstoffs Coomassie Brilliant-Blau an Proteine photometrisch
(bei 595 nm) gemessen. Die Intensitat der Blaufarbung ist proportional zum
Proteingehalt der Losung. Um aus der gemessenen Extinktion die Proteinmenge
ermitteln zu kdénnen, wird eine Eichgerade mit verschiedenen BSA-Mengen erstellt.
Mit der Bradford-Methode kann man 1-10 g Protein quantifizieren.

Zur Bestimmung des Proteingehalts wurden die Aliquots der zu analysierenden
Proben bzw. die verschiedenen BSA-Mengen fur die Eichkurve mit 0,15 M NaCl auf
100 ul aufgeflllt. Je Probe wurde 1 ml Bradford-Lésung zugegeben, gut gemischt
und 2 min bei RT inkubiert. Danach erfolgte die Absorptionsmessung bei 595 nm in

einem BioPhotometer von Eppendorf.

3.2.2 SDS-PAGE

Die SDS-PAGE (Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese) trennt
Proteine unabhangig von ihrem isoelektrischen Punkt nach ihrem Molekulargewicht
auf. Die am weitesten verbreitete Methode stammt von Laemmli (Laemmli 1970).

Die zu analysierende Probe:

Zur Herstellung von Gesamtzell-Lysaten wurden die Zellen geerntet und in 2x
Probenpuffer lysiert. Danach wurde das Lysat durch eine 26G-Kanule gezogen, um
die DNA zu scheren. Nach 5 min Zentrifugieren bei 10.000 upm und 4°C in einer
Eppendorf-Kuhlzentrifuge zur Sedimentation der gescherten DNA-Fragmente wurde
der Uberstand in ein neues Reaktionsgefaly iberfiihrt und 5 min bei 95°C gekocht.
Dies diente der Denaturierung der Proteine in den Lysaten. Die Probe wurde dann

mittels SDS-PAGE sofort analysiert bzw. bis zur Analyse bei —20°C gelagert.

Das SDS-Gel:

Das SDS-Gel besteht aus einem Sammelgel (grolle Poren, niedrige

Salzkonzentration, niedriger pH-Wert), in dem die Proteinbanden fokussiert werden,
und einem Trenngel (kleine Poren, hohe Salzkonzentration, hoher pH-Wert), in dem
die Proteine nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt werden.

Zunachst wurden mit 70% Ethanol gereinigte Glasplatten mit Abstandshaltern
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zusammengesetzt und abgedichtet. Dann wurde das Trenngel zwischen die Platten
gegossen. Die Zusammensetzung ist hier beispielhaft fir ein 10%iges Trenngel
angegeben, je nach GrolRe der Proteine wurden auch 7,5%ige und 15%ige Gele
verwendet.
Trenngel 10% : 8,3 ml 30% Acrylamid
6,25 ml 1,5 M Tris (pH 8,8)
10,05 ml H.0
125 ul 20% SDS
Unmittelbar vor dem GielRen des Gels zwischen die Glasplatten wurden
250 pl 10% APS
25 ul TEMED
zugegeben. APS initiiert die Polymerisierung, TEMED beschleunigt diese Reaktion,
indem es die Bildung freier Radikale aus APS katalysiert. Das Gel wurde mit
Isopropanol tUberschichtet. Nach dem Auspolymerisieren (mindestens 1 h) wurde das
Sammelgel gegossen, welches sich wie folgt zusammensetzt:
Sammelgel 5% : 1,7 ml 30% Acrylamid
1,25 ml 1,5 M Tris (pH 8,8)
6,75 ml H.O
50 pl 20% SDS
Unmittelbar vor dem Giel3en des Gels zwischen die Glasplatten wurden
100 pl 10% APS
10 TEMED
zugegeben. Sofort wurde der Kamm eingesetzt, damit sich Taschen flr die Proben
ausbilden konnten. Nach 1 h konnte das Gel dann geladen werden. Dazu wurden die
Proben, nach ihrer Erhitzung mit 2x Probenpuffer fur 5 min, mit einer Hamilton-
Spritze ebenso wie der Protein-Langenstandard auf das Gel geladen. Der Lauf
erfolgte 1 h bei 120 V und weitere 1-2 h bei 160 V.

3.2.3 Coomassie-Farbung

Das Gel wurde zunachst 60 min bei RT in Fixierungslosung vorsichtig geschuttelt,
um die Proteine im Polyacrylamid-Gel zu préazipitieren. Danach wurde die
Fixierungslosung durch Coomassie-Blau-Farbeldosung ersetzt und das Gel so lange
darin geschittelt, bis die Banden die gewlinschte Intensitat hatten. Zur Entfarbung

wurde das Gel in 10% Essigsaure geschuttelt. Dabei wird lediglich der Hintergrund
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entfarbt, die Proteinbanden bleiben blau. Sobald die gewlinschte Farbungsintensitat

erreicht war, wurde das Gel in 7% Essigsaure eingeschweil3t und bei 4°C gelagert.

3.2.4 Western Blot

Bei einem Western Blot werden die Uber SDS-PAGE aufgetrennten Proteine (die
durch SDS eine negative Ladung tragen) aus dem Gel auf eine immobilisierende
PVDF-Membran (die positiv geladen ist) transferiert. Der Transfer wird durch das
Anlegen eines elektrischen Feldes beschleunigt. Anschliefend werden die Proteine

mit spezifischen Antikérpern detektiert.

Der Transfer erfolgte fur Proteine bis ca. 70 kDa mit Hilfe eines Semidry-Blotters, fur
Proteine ab ca. 70 kDa mit Hilfe einer Blot-Kammer.

Transfer mit ,halbtrockener” Methode (Semidry-Blotter)

Auf die Kathode wurden 3 Lagen zurechtgeschnittenes 3MM Whatman-Papier
gelegt, das vorher mit Transferpuffer angefeuchtet worden war; darauf wurde die mit
Methanol angefeuchtete Membran gelegt. Das Gel wurde aus der Gelkassette gelost
und zurechtgeschnitten, mit Transferpuffer angefeuchtet und auf die Membran
gelegt. Es folgten 3 weitere Lagen angefeuchtetes 3MM Whatman-Papier. Der
Transfer erfolgte 90 min bei x mA (x = Flache des Gels in cm?).

Transfer mit ,nasser” Methode (Transfer-Kammer)

Das Gel wurde aus der Gelkassette gelost, zurechtgeschnitten und in Transferpuffer
auf 3 Lagen zurechtgeschnittenes 3MM Whatman-Papier gelegt. Die mit Methanol
angefeuchtete Membran wurde auf das Gel gelegt, ebenso 3 weitere Lagen 3MM
Whatman-Papier. Dieser Blot-Stapel wurde mit einer Halterung in eine mit
Transferpuffer gefullte Transfer-Kammer gehangt. Der Transfer erfolgte G.N. im
Kuhlraum bei 300 mA.

Nach dem Transfer der Proteine auf die Membran wurde diese mit 5% BSA/TBS-
Tween (bei Verwendung von HRP-gekoppelten Sekundarantikdrpern) bzw. mit 5%
BSA/TBS (bei Verwendung von Infrarot-Farbstoff-gekoppelten Sekundarantikdrpern)
geblockt. AnschlieRend erfolgte die Inkubation mit dem primaren Antikorper, der in
der Block-Losung verdunnt wurde (Tabelle 3.1). Danach wurde die Membran in TBS-
Tween gewaschen, um nichtgebundene Antikdrper zu entfernen, und anschliel3end
mit dem sekundaren Antikdrper behandelt, welcher in TBS-Tween oder Block-Lésung

verdunnt wurde. Die HRP-gekoppelten Sekundarantikorper wurden dabei in einer
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Verdinnung von 1:1000 eingesetzt, die Infrarot-Farbstoff-gekoppelten Sekundar-
antikorper in einer Verdunnung von 1:5000. Nach dem Waschen der Membran
erfolgte die Detektion durch ECL (enhanced chemiluminescence) bei HRP-
gekoppelten Antikorpern, oder durch Detektion des Infrarot-Farbstoffs mit Hilfe des
Odyssey-Infrared-Imagers der Firma Li-cor Biosciences.

(Anmerkung: Der Vorteil bei der Verwendung Infrarot-Farbstoff-gekoppelter
Sekundarantikorper besteht unter anderem darin, dass die Detektion zweier
unterschiedlicher Proteine mit Hilfe verschiedener Farbstoffe moglich ist. So konnte
eine  Membran beispielsweise gleichzeitig mit anti-phospho-Mek Antikdrpern
(Kaninchen) und pan-Mek Antikérpern (Maus) behandelt werden. Ansonsten liefert
diese Methode das gleiche Ergebnis wie die Verwendung der Chemilumineszenz.
Die Verwendung beider Methoden resultiert lediglich aus der Umstellung des
Systems in unserem Institut wahrend meiner Arbeit.)

Soll die Membran mit einem anderen Antikorper behandelt werden, ist das Ablosen
des Antikorpers von der Membran mit ,Stripping“-Lésung (bei 50°C fir 40 min,
schutteln) moglich. Die Membran kann danach erneut geblockt und wie oben

beschrieben mit Antikdrpern behandelt werden.

Antikbrper Verdiinnung| _ Firma |

Phospho-spezifische Antikdrper

Anti-phospho-p44/p42 MAPK (Thr 202/Tyr 204) 1:1000 Cell Signaling
Anti-phospho-MEK1/2 (Ser 217/221) 1:1500 Cell Signaling
Anti-phospho-PAK1(Thr423)/PAK2(Thr402) 1:1000 Cell Signaling
Anti-phospho-cRaf (Ser259) 1:1000 Cell Signaling
Anti-phospho-cRaf (Ser338) 1:1000 Cell Signaling
Antikorper zur Ladekontrolle der phosphorylierten Proteine

Anti-Erk1 (K-23) 1:1000 Santa Cruz
Anti-MEK-1 (H8) 1:1500 Santa Cruz
Anti-yPAK (V19) 1:1000 Santa Cruz
Anti-Raf-1 (C-12) 1:1000 Santa Cruz
Sonstige Antikdrper

Anti-c-Myc (9E10) 1:1000 Santa Cruz
Anti-Ras10 1:5000 Upstate

Tabelle 3.1 Primarantikorper im Western Blot
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3.2.5 Luziferase-Reporter-Test

Die mit einem Luziferase-Reporter-System transfizierten und je nach Experiment
behandelten Zellen wurden geerntet und zweimal in eiskaltem PBS ohne Ca/Mg
gewaschen. Die Zellen wurden dann mit 300 pl Lysepuffer (Luziferase-Reporter-
Test) je Ansatz 15 min auf Eis inkubiert. Das Lysat wurde 5 min bei 10.000 upm in
der Kihlzentrifuge (4°C) abzentrifugiert. Der Uberstand wurde in neue Eppendorf-
Reaktionsgefalle Uberfuhrt und konnte auf Eis einige Stunden, bzw. bei -20°C
mehrere Wochen gelagert werden. Fur die Luziferase-Messung wurden je Probe
350 ul Reaktionspuffer (Luziferase-Reporter-Test) und 100 pl Luziferin-Reaktions-
I6sung angesetzt und in das Luminometer-Gerat gestellt. Von jeder Probe wurden
200 pl Lysat gemessen.

Die Messwerte wurden unter Berucksichtigung der Proteinkonzentration, die mittels
Bradford-Methode (siehe Abschnitt 3.2.1) ermittelt wurde, normalisiert. Anschlie3end
wurden die Induktionsfaktoren errechnet und in einem Balkendiagramm dargestellt.
Zur statistischen Auswertung erfolgte die Berechnung der Standardabweichung
(jeder Ansatz wurde dreifach durchgefuhrt), die ebenfalls in das Balkendiagramm
eingefugt wurde. Die statistische Auswertung und die graphische Darstellung

erfolgten mit MS-Excel.

3.2.6 Detektion von Oberflachenproteinen im Durchflusszytometer (CD3-/
CXCR4-Doppelfarbung)

1x10° Zellen wurden in ein Eppendorf-ReaktionsgefaR tberfiihrt und mit FACS-
Medium gewaschen. Die Zellen wurden in 85-95 yl FACS-Medium aufgenommen, so
dass sich nach Zugabe von 10 pl anti-CD3-FITC und / oder 5 pl anti-CXCR4-PE ein
Envolumen von 100 pl ergab. Fur jeden Ansatz wurden zusatzlich zur Doppelfarbung
auch ungefarbte und mit jedem Antikorper einfach gefarbte Zellen mitgefuhrt. Diese
Proben wurden fur die Einstellung des Durchflusszytometers bendtigt. Die Zellen
wurden mit den Antikérpern 1 h bei RT im Dunkeln inkubiert und anschlie}end
dreimal mit FACS-Medium bei 4°C gewaschen. Die Zellen wurden in 0,5-1 ml FACS-
Medium aufgenommen und im Durchflusszytometer analysiert oder fixiert. Dazu
wurden die Zellen 10 min in ca. 200 yl Formalin bei 4°C inkubiert und zweimal mit
FACS-Medium gewaschen. Die Zellen wurden bis zur Messung in 0,5-1 ml FACS-
Medium bei 4°C im Dunkeln gelagert.
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3.2.7 Herstellung eines GST-Fusionsproteins

E.coli BL21 wurden mit einem pGEX-Vektor zur Expression von GST-Raf-RBD
transformiert (siehe Abschnitt 3.3.1). Eine Bakterienkolonie wurde in 5 ml LB-Medium
mit 100 pug/ml Ampicillin mind. 6 h inkubiert und anschlie®end G.N. in 100 ml LB-
Medium mit 100 ug/ml Ampicillin kultiviert. Diese Vorkultur wurde in 1 | LB-Medium
mit 100 pg/ml Ampicillin pipettiert und 2 h bei 37°C geschuttelt. Nach Zugabe von
1 mM IPTG zur Induktion der Transkription und damit der Proteinexpression von
pGEX-Vektoren wurde die Bakterienkultur bei RT weitere 4-5 h geschittelt. Zur
Isolierung der GST-Fusionsproteine wurden die Bakterien bei 4000 upm und 4°C
10 min zentrifugiert und in 15 ml GTLB1 resuspendiert. Nach Zugabe von 1 mg/mi
Lysozym wurde die Suspension 20 min bei RT rotiert. Anschliefend wurden 8 ml
GTLB2 hinzugefligt und der Ansatz 20 min bei 4°C rotiert. Das Lysat wurde zur
Scherung der DNA kurz (4x10 s mit jeweils 10 s Pause) auf Eis mit Ultraschall
behandelt. Die DNA sowie unlosliche Zellbestandteile wurden durch Zentrifugation
bei 15.000g und 4°C 10 min sedimentiert. Der Uberstand wurde vorsichtig
abpipettiert und in ein 50mI-Réhrchen Uberfuhrt. Die weitere Aufreinigung der GST-
Fusionsproteine erfolgte durch Zugabe von 0,5 ml einer 50% Glutathion-Agarose-
Losung, mit der das Lysat U.N. bei 4°C rotiert wurde. Durch nicht-kovalente Bindung
assoziierte dabei der GST-Anteil des Fusionsproteins mit dem an Agarose
gekoppelten Glutathion. Im Anschluss daran wurde die Glutathion-Agarose 4x mit
eiskaltem PBS-Waschpuffer gewaschen. Die Glutathion-Agarose wurde bis zu einem
Endvolumen von 500 uyl mit PBS / 1mM DTT aufgefillt. 5 pl dieser Suspension
wurden fur die Proteinanalyse und Konzentrationsbestimmung entfernt. Der Rest
wurde nach Zugabe von 500 ul Glycerol aliquotiert, auf Trockeneis eingefroren und
bei -80°C gelagert. Zur Proteinanalyse wurden die 5 ul des Lysats mit 45 ul PBS /
1mM DTT verdinnt, mit 50 pl 2x Probenpuffer gemischt und 5 min bei 95°C gekocht.
Die Probe wurde zusammen mit bekannten Mengen BSA zur
Konzentrationsbestimmung auf einem SDS-Gel aufgetrennt. Die Proteine wurden
mittels Coomassie-Farbung (siehe Abschnitt 3.2.3) sichtbar gemacht; die
Konzentrationsabschatzung erfolgte dann durch den direkten Vergleich mit dem
BSA.
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3.2.8 Bestimmung der Ras-Aktivitat (RasGTP-Affinitatsprazipitation)

Bei der Bestimmung der Aktivitat kleiner GTPasen macht man sich die Eigenschaft
ihrer Effektormolekule, ausschliellich an die GTP-gebundene und damit aktive Form
zu binden, zunutze. Die Bindedomane eines jeweils spezifischen Effektorproteins
wird als GST-Fusionsprotein in E.coli BL21 exprimiert und an Glutathion-Agarose
gekoppelt (siehe Abschnitt 3.2.7). Mit Hilfe dieses Fusionsproteins hat man die
Madglichkeit, aus einem Zell-Lysat die aktive GTPase zu prazipitieren.

2x10” Zellen wurden mit eiskaltem PBS gewaschen und mit 5 ug/ml anti-CD3- sowie
5 pg/ml anti-CD28-Antikorpern, die mit 20 ug/ml eines anti-Maus-Immunglobulins
vernetzt waren, in PBS bei 37°C fur 5 min induziert. Anschliellend wurden die Zellen
in 1 ml Lysepuffer (RasGTP-Affinitatsprazipitation) auf Eis lysiert. Die DNA wurde
durch mehrmaliges Ziehen des Lysats durch eine 26G-Kanule geschert. Das Lysat
wurde 15 min bei 10000 upm und 4°C zentrifugiert und der Uberstand in ein neues,
vorgekuhltes Eppendorf-Reaktionsgefald Uberflihrt. Fur die Ladekontrolle wurden
40 ul des Lysats mit dem gleichen Volumen 2x Probenpuffer gemischt. Der Rest des
Lysats wurde mit 40 pg des an Glutathion-Agarose gekoppelten Fusionsproteins
gemischt, das =zuvor 2x mit Lysepuffer gewaschen und in Eppendorf-
Reaktiongefallen vorgelegt worden war. Die Prazipitation erfolgte 1 h bei 4°C, wobei
die Proben rotiert wurden, damit sich die Glutathion-Agarose nicht absetzt. Um
unspezifisch gebundenes Protein zu entfernen, wurde die Glutathion-Agarose
anschliellend 4x mit je 1 ml Lysepuffer (RasGTP-Affinitatsprazipitation) gewaschen.
Nach vollstandigem Entfernen des restlichen Waschpuffers wurde die Glutathion-
Agarose mit 20 ul Probenpuffer gemischt und anschlieRend 5 min bei 95°C gekocht,
ebenso wie das vorbereitete Lysat fur die Ladekontrolle. Die Proben wurden mittels
SDS-PAGE (siehe Abschnitt 3.2.2) und nachfolgendem Western Blot mit einem anti-

Ras-Antikorper zur Detektion von Ras (siehe Abschnitt 3.2.4) analysiert.

3.2.9 Raf-Kinase-Test

Zur Messung der Raf-Aktivitat wird die Fahigkeit von immunprazipitiertem Raf
getestet, in einer in vitro-Reaktion rekombinantes MEK zu phosphorylieren.

Fur die Raf-Immunprazipitation wurden pro Ansatz 70 ul Protein-G-Agarose 2x mit
RIPA-Puffer gewaschen und anschlie3end auf das Ausgangsvolumen aufgeflllt. Pro

Immunprazipitation wurden 2 pg anti-Raf-1-Antikérper dazupipettiert und durch
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Rotieren bei 4°C (ca. 1 h) an die Protein-G-Agarose gebunden.

Die entsprechend vorbehandelten Zellen wurden 1x mit PBS gewaschen und mit 1
ml RIPA-Puffer 20 min auf Eis lysiert. Durch mehrmaliges Ziehen durch eine Kanule
wurde die DNA geschert. Das Lysat wurde anschlief3end 10 min bei 10.000g und 4°C
zentrifugiert.

800 pl des Lysats wurden mit 70 pl der vorbereiteten anti-Raf-1-Protein-G-Agarose
gemischt und 2-3 h bei 4°C rotiert. Die Protein-G-Agarose wurde anschlieffend 3x mit
RIPA-Puffer, 1x mit Waschpuffer (Raf-Kinase-Test) und 1x mit Reaktionspuffer (Raf-
Kinase-Test) gewaschen. Nach dem letzten Waschschritt wurde die Protein-G-
Agarose nochmals zentrifugiert und der Uberstand vollstandig entfernt.

Die Protein-G-Agarose mit immunprazipitiertem Raf wurde in 40 yl Reaktionspuffer
(Raf-Kinase-Test) aufgenommen. Die Kinase-Reaktion erfolgte nach Zugabe von
20 yM ATP und 500 ng GST-MEK 30 min bei 30°C, wobei die Reaktion regelmalig
gemischt wurde. Durch Zugabe von 40 ul 2x Probenpuffer wurde die Reaktion
gestoppt. Die Proben wurden 10 min bei 95°C gekocht und zusammen mit einem
Aliquot der Zell-Lysate mittels SDS-PAGE (siehe Abschnitt 3.2.2) und Western Blot
(siehe Abschnitt 3.2.4) mit anti-phospho-MEK und anti-MEK-Antikdrpern zur
Detektion der Aktivierung des rekombinanten GST-MEK und mit anti-Raf-Antikérpern

zur Ladekontrolle analysiert.

3.3 Bakterien

3.3.1 Transformation elektrokompetenter E.coli

Die elektrokompetenten E.coli (z.B. TOP10, BL21) wurden auf Eis aufgetaut. 40 pl
der Bakteriensuspension wurden dann mit 1 ng Plasmid-DNA gemischt, 1 min auf Eis
inkubiert und anschlielend in eine vorgekuhlte Elektroporationskuvette (1 mm
electrode gap) uberfuhrt. Die Elektroporation erfolgte im E.coli Pulser (Biorad) bei
1,8 kV. Danach wurde der Bakterien-DNA-Mix sofort mit 1 ml SOC aus der Klvette
pipettiert und in einem 15 ml-Réhrchen 1 h bei 37°C geschdittelt. Danach wurden die

Bakterien auf LB-Agar-Platten mit dem entsprechenden Antibiotikum ausplattiert.
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3.3.2 Einfrieren transformierter Bakterien

Die Bakterien wurden 3 min bei 2800 upm und 4°C abzentrifugiert und mit 10%
Glycerol, das vorher steril filtriert worden war, gewaschen. Dann wurden die
Bakterien in 10 pyl 10% Glycerol aufgenommen, auf Trockeneis eingefroren und

anschlie3end bei —80°C gelagert.

3.4 Eukaryotische Zellen

3.4.1 Kultur der humanen T-Lymphom-Zell-Linie Jurkat

Die Zellen wurden in 145 mm-Zellkulturschalen, die jeweils 30 ml Medium enthielt,
bei 37°C, 6% CO, und 95% Luftfeuchtigkeit kultiviert. Die Arbeit mit den Zellen
erfolgte unter sterilen Bedingungen. Der Zustand der Zellen wurde regelmafig unter
dem Mikroskop beobachtet. Wenn die Zellen dicht waren (i.d.R. nach zwei Tagen)
wurden sie in ein 50 ml - Rohrchen pipettiert und bei 1400 upm 5 min abzentrifugiert.

Ein Teil der Zellen wurde in frischem Medium wieder ausplattiert.

3.4.2 Isolierung und Kultur primarer humaner T-Zellen

Zur |solierung primarer humaner T-Zellen wurden zunachst die mononuklearen
Zellen aus Leukozytenkonzentraten (so genannten ,Buffy coats“) mit Hilfe einer
Ficoll-Hypaque-Dichtezentrifugation isoliert. Dazu wurden je 15 ml Leukozyten-
konzentrat mit 20 ml Waschmedium verdunnt. 15 ml Ficoll-Hypaque wurden in einem
50 ml-Rohrchen mit dieser Verdlnnung vorsichtig Uberschichtet und 20 min bei 700-
850 g bei RT ohne Bremse zentrifugiert. Der weildliche Ring zwischen Medium und
Ficoll beinhaltete die mononukleédren Zellen. Der Uberstand wurde bis knapp tiber
dem Ring abgenommen und verworfen. Der Zellring wurde abpipettiert und in ein
neues 50 ml-Rohrchen Uberfuhrt. Dabei wurden je 2 Zellringe zusammen in ein
Roéhrchen pipettiert. Die Zellen wurden mit Waschmedium auf 40 ml verdunnt und
15 min bei 450-700g und RT zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und
verworfen. Das Zellpellet wurde in 2 ml Waschmedium aufgeschlagen und mit
Waschmedium auf 30 ml verdunnt. Die Zellen wurden 10 min bei 250-300g und RT
zentrifugiert, der Uberstand wurde verworfen. Der letzte Waschschritt wurde noch 3x

wiederholt.
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Die mononuklearen Zellen wurden eingefroren (siehe Abschnitt 3.4.4) oder zur
Anreicherung der T-Zellen wie folgt kultiviert:

Durch spezifische Stimulierung der T-Zellen mit Concanavalin A (ConA) wurden
diese angereichert und mit IL-2 weiter expandiert. Die mononuklearen Zellen wurden
dazu mit einer Dichte von 4x10° Zellen/ml Medium ausplattiert und in Anwesenheit
von 5 pyg/ml Concanavalin A 72 h inkubiert. Dabei wurde nach 48 h das Medium
gewechselt und frisches Concanavalin A zugegeben, wobei die Zellen ggf. in einem
kleineren Volumen aufgenommen wurden. Nach der Inkubation mit Concanavalin A
wurden die Zellen mit Medium gewaschen und mit einer Dichte von 2x10° Zellen/ml
Medium mit 10 U/ml IL-2 72 h weiterkultiviert. Die Zellen wurden danach 2x mit

Medium gewaschen und fur die jeweiligen Experimente ausgesat.
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Abb.3.1 Kontrolle der Reinheit und CXCR4-Expression der primaren humanen T-Zellen.

1x10° Zellen pro Farbung wurden an verschiedenen Zeitpunkten der Kultivierung zur Anreicherung der
T-Zellen mit anti-CD3-FITC und anti-CXCR4-PE Antikdrpern inkubiert und anschlielend mittels
Durchflusszytometrie analysiert. Jeweils 10.000 Zellen wurden ausgewertet und das Ergebnis der
Messung zusammen mit den jeweiligen Prozentzahlen im Punkte-Diagramm dargestellt.

Die Uberpriifung der Reinheit der T-Zell-Kultur erfolgte mittels Detektion des T-Zell-
spezifischen Oberflachenproteins CD3 mit einem FITC-gekoppelten (FITC =
Fluorescein-Isothiocyanat) anti-CD3 Antikorper und anschlieRender Messung im
Durchflusszytometer (siehe Abschnitt 3.2.6). Da in den geplanten Experimenten der
Effekt des Chemokins SDF-1a auf die T-Zellen untersucht werden sollte, wurde
zusatzlich die Expression des Chemokin-Rezeptors CXCR4 durch Farbung mit PE-
gekoppelten (PE = Phycoerythrin) anti-CXCR4 Antikorpern getestet. Die Mess-

ergebnisse der Doppelfarbung wurden im Punktediagramm dargestellt (Abb.3.1).
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Direkt nach Isolierung der mononuklearen Zellen aus den Leukozytenkonzentraten
betrug der Anteil an T-Zellen (CD3-positiv) etwa 60%. Durch 3 Tage spezifischer
Stimulierung mit Concanavalin A wurden die T-Zellen auf 80% der Gesamtzellen
angereichert, nach weiteren 4 Tagen IL-2-Stimulierung auf Uber 90%. Zu jedem
Zeitpunkt exprimieren mindestens 75% der CD3-positiven Zellen auch CXCRA4,
wobei der grofdte Anteil an CXCR4-exprimierenden T-Zellen nach 2 Tagen IL-2-
Stimulierung erreicht war. Bei allen gezeigten Experimenten betrug die Reinheit der
T-Zell-Kultur 90-95%. Zum Zeitpunkt des Experiments exprimierten 80-98% der T-
Zellen CXCRA4.

3.4.3 Bestimmung der Zellzahl

Die Zellzahl einer Zellsuspension wurde mit Hilfe einer Neubauer-Zahlkammer
bestimmt. 10 pl der Zellsuspension wurden in die Zahlkammer pipettiert. Es folgte
das Auszahlen von 3-4 Quadraten. Die Zellzahl eines Quadrates entspricht der
Zellzahl in 0,1 pl. Die Umrechnung auf Zellen/ml erfolgt, indem man die Zellzahl pro

Quadrat mit 10* multipliziert.

3.4.4 Einfrieren von Zellen

Jurkat Zellen:

Die Zellen von vier dicht bewachsenen 145 mm-Schalen wurden geerntet, in 10 ml
Einfriermedium (4°C) aufgenommen und auf Kryo-Rdhrchen verteilt (je 1 ml). Nach
30 min auf Eis wurden die Zellen dann in eine auf 4°C vorgekuhlte Einfrierbox
gestellt und bei -80°C 1-2 Tage gelagert. Dabei werden die Zellen langsam auf -80°C
heruntergekuhlt. AnschlieRend wurden die Zellen zur Lagerung in flussigen Stickstoff
uberfuhrt.

Priméare humane T-Zellen:

1,8x10” mononukledre Zellen wurden in 900 Ml FCS aufgenommen, in ein
Einfrierrohrchen uberfuhrt und auf Eis gekuhlt. 900 pl eiskaltes FCS mit 20% DMSO
wurden vorsichtig zugetropft und erst vor dem Uberfiihren in die auf 4°C vorgekiihlte
Einfrierbox gemischt. Die Einfrierbox wurde bei -80°C 1-2 Tage gelagert. Dabei
werden die Zellen langsam auf -80°C heruntergekihlt. Anschlieend wurden die

Zellen zur Lagerung in flussigen Stickstoff Uberfuhrt.

45



3 Methoden

3.4.5 Auftauen von Zellen

Jurkat Zellen:

Im Gegensatz zum Einfrieren von Zellen erfolgt das Auftauen schnell. Die in
flussigem Stickstoff gelagerten Zellen wurden bei 37°C aufgetaut und sofort in 10 ml
Medium gewaschen. AnschlieRend wurden die Zellen in eine 90 mm Zellkulturschale
mit 10 ml Medium ausplattiert und unter den oben beschriebenen Bedingungen
kultiviert.

Pimare humane T-Zellen:

Die mononuklearen Zellen wurden sehr schnell bei 37°C aufgetaut und in ein 50 ml —
Roéhrchen Uberfuhrt. Zunachst wurden 10 ml eiskaltes Waschmedium zugetropft,
anschlieend wurden weitere 20 ml Waschmedium schnell zugegeben. Die Zellen
wurden 10 min bei 250g und 4°C zentrifugiert. Die Zellen wurden nochmals mit 20 ml
Waschmedium gewaschen und mit einer Dichte von 5x10° Zellen/ml Medium

ausplattiert. Die Anreicherung der T-Zellen erfolgte dann wie unter 3.4.2 beschrieben.

3.4.6 Transfektion von Jurkat Zellen durch Elektroporation

Durch das Anlegen eines starken elektrischen Feldes an eine Zellsuspension, die
sich in einer Elektroporations-Kuvette befindet, entstehen in der Zellmembran
vorubergehend Locher, durch die Plasmid-DNA in die Zelle gelangen kann.

Pro Ansatz wurden 1-3x10” Zellen in 400 pl RPMI-Medium ohne Zusétze
aufgenommen, in einem Eppendorf-Reaktionsgefald mit 30 pupg der zu
transfizierenden DNA gemischt und anschlieBend 5 min bei RT inkubiert. Die
Elektroporation erfolgte in einer Kuvette (4 mm electrode gap) bei 960 yuF und 250 V
oder 280 V in einem Gene Pulser-Elektroporator. Bei 250 V starben weniger Zellen,
bei 280 V dagegen war die Transfektionseffizienz groRer. Die Spannung wurde je
nach experimenteller Anforderung individuell gewahlt. Sofort nach der
Elektroporation wurden die Zellen mit etwas Medium aus der Kuvette pipettiert und

pro 1x10” Zellen in 5 ml Medium ausplattiert.
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3.4.7 Transfektion von Jurkat Zellen durch Lipofektion (Lipofectamine 2000,

Invitrogen)

Lipofektions-Reagenzien bestehen aus positiv geladenen Lipiden, die spontan mit
der negativ geladenen DNA interagieren und sie umschlieRen. Die Komplexe kdnnen
dann die Zellmembran durchdringen. Diese Transfektionsmethode kam bei
Luziferase-Experimenten zur Anwendung (siehe Abschnitt 3.2.5).

Pro Ansatz wurden 1,2x10° Zellen in 750 pl Medium ohne Antibiotika aufgenommen
und in einer 24-Loch-Platte kultiviert. Auerdem wurden 1-1,5 ug DNA sowie 3 ul
Lipofectamine 2000 (Invitrogen) in separaten Reaktionsgefallen mit 75 pyl RPMI-
Medium ohne Zusatze verdunnt und 5 min bei RT inkubiert. AnschlieRend wurde die
DNA- mit der Lipofectamine 2000-Verdlinnung gemischt und 20 min bei RT inkubiert.
Die so entstandenen DNA-Lipofectamine 2000-Komplexe wurden zu den Zellen
pipettiert und gemischt. Die Transfektion erfolgte U.N. bei 37°C und 6% CO,. Danach
wurde das Medium gewechselt, wobei die Zellen wieder in Medium ohne Antibiotika

ausplattiert wurden

3.4.8 Transfektion primarer humaner T-Zellen mit Amaxa

Mit Hilfe der Nucleofector-Technologie (Amaxa) werden auch bei schwer zu
transfizierenden Zellen, beispielsweise bei primaren Zellen, durch Kombination von
elektrischen Parametern und Zelltyp-spezifischen Losungen gute
Transfektionseffizienzen erreicht. Diese Methode wurde hier verwendet, um primare
humane T-Zellen mit RhoA-siRNA (Qiagen) zu transfizieren.

Die Transfektion wurde nach dem Protokoll des Herstellers fur vorstimulierte humane
T-Zellen durchgefiihrt. Pro Ansatz wurden 5x10° humane T-Zellen (angereichert aus
mononuklearen Zellen durch 3 Tage Kultur mit Concanavalin A und 2 Tage Kultur mit
IL-2, siehe Abschnitt 3.4.2) in 100 pl Nucleofector-Losung aufgenommen und mit
1,5 ug siRNA gemischt. In einer Kivette wurde die Zellsuspension dann im Amaxa-
Nucleofector mit dem Programm T-23 behandelt. Danach wurden sofort 500 ul
vorgewarmtes Medium in die Kuvette gegeben und die Zellen mit einer Plastikpipette
in eine vorbereitete 6-Loch-Platte mit 2,5 ml vorgewarmtem Medium Uberflhrt. Nach
4-6 h Inkubation bei 37°C und 6% CO, wurde das Medium gewechselt, wobei die

Zellen in Medium mit 10 U/ml IL-2 aufgenommen wurden.
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3.5 Zellbiologische Methoden

3.5.1 Messung der Proliferation durch BrdU-Inkorporation

Das Pyrimidin-Analog 5-Bromo-2’-deoxyuridin (BrdU) wird anstelle von Thymidin in
neu synthetisierte DNA eingebaut, d.h. bei Kultivierung von Zellen in Anwesenheit
von BrdU werden alle proliferierenden Zellen markiert. Zur Detektion des
inkorporierten BrdU werden die Zellen fixiert, permeabilisiert und mit einem anti-
BrdU-Antikorper behandelt, welcher an Peroxidase (POD) gekoppelt ist. Durch
Zugabe des Substrats Tetramethylbenzidin (TMB) erfolgt eine Farbreaktion, welche
in einem Spektrophotometer gemessen werden kann. Dabei sind die Farbintensitat
und damit auch die Absorption bei der entsprechenden Wellenlange direkt
proportional zur Menge der neu synthetisieten DNA und damit zur Anzahl der
proliferierenden Zellen.

Aktivierung der Zellen:

Die primaren humanen T-Zellen wurden zunachst 24 h ohne IL-2 kultiviert und in
dieser Zeit ggf. mit 10 ng/ml SDF-1a behandelt. Die Re-Stimulierung erfolgte dann
durch Zugabe von 100 U/ml IL-2 oder durch Ausplattieren der Zellen in Vertiefungen
einer mit anti-CD3 oder anti-CD3 und anti-CD28 beschichteten 96-Loch-Platte. Die
Beschichtung der Platten erfolgte U.N. bei 4°C mit 1 pyg/ml anti-CD3- und/oder
9 ug/ml anti-CD28-Antikdrpern in PBS.

Messung der Proliferation mit dem Cell Proliferation ELISA BrdU-Kit (Roche

Diagnostics):

Jeder Ansatz wurde in dreifacher Ausfertigung durchgefuhrt.

Pro Vertiefung einer 96-Loch-Platte wurden 8x10* primare humane T-Zellen in 200 pl
Medium eingesetzt. 48 h nach Induktion der Proliferation mit IL-2 oder anti-CD3/anti-
CD28 wurden die Zellen 2-6 h in Anwesenheit von 10 uM BrdU bei 37°C inkubiert.
Anschlielend wurde die 96-Loch-Platte 10 min bei 300g zentrifugiert, um die
Suspensionszellen am Boden der Platte zu sammeln. Das Medium wurde abgesaugt
und die Platte 1 h bei 60°C getrocknet. Nach diesem Schritt konnte die Platte bis zu
einer Woche bei 4°C gelagert werden. Zur Detektion des inkorporierten BrdU wurden
die Zellen 30 min bei RT mit 200 ul FixDenat-Losung behandelt. Danach wurde die
Flussigkeit entfernt und durch 100 pl anti-BrdU-POD-L6sung ersetzt. Nach 90 min
Inkubation bei RT wurde die Flissigkeit entfernt und die ungebundenen Antikorper

wurden durch Waschen der Zellen mit 3x 200 pyl Waschlésung entfernt. Die Zellen
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wurden nun durch Zugabe von 100 ul Substratlésung 5-30 min bei RT gefarbt. Bei
ausreichender Blaufarbung wurde die Farbreaktion durch Zugabe von 25 ul 1M
H,SO,4 gestoppt. Die Intensitat der Farbung wurde innerhalb von 5 min nach
Abstoppen der Reaktion bei 450 nm gemessen. Die statistische Auswertung und
Darstellung der Daten erfolgte in MS-Excel. Dabei wurde der Mittelwert sowie die
Standardabweichung der 3 Messwerte ermittelt und in einem Balkendiagramm
dargestellt. AuRerdem wurde die Signifikanz durch einen zweiseitigen Student t-Test

fur unabhangige Stichproben ermittelt.

3.5.2 Apoptose-Test

Apoptotische Zellen wurden mit Hilfe einer AnnexinV/Propidiumiodid-Doppelfarbung
detektiert. Verwendet wurde dazu ein Annexin V Apoptosis Detection Kit der Firma
Santa Cruz, wobei der mitgelieferte Puffer durch einen selbst angesetzten Calcium-
Bindungspuffer ersetzt wurde. FITC-gekoppeltes AnnexinV bindet an das
Membranlipid Phosphatidylserin, welches nur bei apoptotischen Zellen externalisiert
wird und so an der Zelloberflache verfugbar ist. Es kénnen aber auch nekrotische
Zellen durch AnnexinV gefarbt werden, da bei diesen die Zellmembran nicht mehr
intakt ist, so dass AnnexinV in die Zelle eindringen kann. Man farbt also zusatzlich
die nekrotischen Zellen durch Propidiumiodid, um sie von den apoptotischen Zellen
zu unterscheiden. Propidiumiodid ist ein Farbstoff, der an DNA bindet. Aufgrund
seiner GroRe kann er nur durch eine bereits perforierte Membran dringen. Vitale
Zellen werden durch keinen der beiden Farbstoffe gefarbt.
1x10° Zellen wurden durch Zentrifugation bei 4°C und 300g fiir 4 min geerntet.
Anschlieend wurden die Zellen mit 1 ml PBS ohne Ca/Mg bei 4°C gewaschen, in
400 pl Calcium-Bindungspuffer aufgenommen und auf 4 Ansatze mit je 100 ul
aufgeteilt.
Zu den Ansatzen wurden

1. -

2. 5 pl Propidiumiodid (50 ug/ml) (farbt die nekrotischen Zellen)

3. 2 pl AnnexinV (0,2 ug/ul) (farbt die apoptotischen Zellen)

4. 5 ul Propidiumiodid + 2 pl AnnexinV
pipettiert und die Ansatze vorsichtigt gemischt. Nach einer Inkubation von 15 min bei
4°C im Dunkeln wurde die Farbung durch Zugabe von 600 ul PBS ohne Ca/Mg
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gestoppt. Die Zellen wurden sofort im Durchflusszytometer analysiert. Die Einstellung

der Mess-Parameter erfolgte mit Hilfe der einfach gefarbten Proben.
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Die Homoostase der Lymphozyten ist flr eine effektive Immunantwort sehr wichtig.
Das Gleichgewicht zwischen Proliferation, Uberleben und Apoptose wird durch
verschiedene extrazellulare Signale wie Cytokine und Chemokine sichergestellt. In
der vorliegenden Arbeit wurde das Zusammenwirken des Cytokins IL-2 (Interleukin-
2) und des Chemokins SDF-1a (engl. stromal cell-derived factor 1) untersucht. IL-2
induziert T-Zell-Proliferation, u.a. bei der klonalen Expansion von T-Zellen nach
Aktivierung mit ihrem spezifischen Antigen. Dies ist jedoch nur ein extrazellularer
Stimulus von vielen, denen die T-Zellen standig ausgesetzt sind und auf die sie zur
selben Zeit reagieren mussen. Die Frage war deshalb, wie die Zellen die
Informationen, die sie gleichzeitig von mehreren Faktoren erhalten, integrieren und
infolgedessen mit dem richtigen zellularen Programm reagieren. Zusatzlich zu IL-2
wurde hier das Chemokin SDF-1a verwendet. SDF-1a wird in vielen Geweben
exprimiert und ist in geringen Konzentrationen auch im Blut standig anwesend. In
den Geweben kommt SDF-1a hauptsachlich in Gradienten vor, in deren Richtung die
Zellen migrieren. Neben der Rolle als chemotaktisches Protein wurde SDF-1a
mehrfach als Co-Stimulus beschrieben, der in Kooperation mit anderen Cytokinen
deren Effekte verstarkt. In T-Zellen wurde SDF-1a als Co-Aktivator der T-Zell-
Rezeptor-induzierten Proliferation beschrieben. Die Frage war nun, ob SDF-1a auch
den Effekt von Cytokinen wie IL-2 auf zirkulierende T-Zellen unterstitzt und so zur T-
Zell-Homoostase beitragt. Um diese Frage zu beantworten, wurde zunachst in
primaren humanen T-Zellen untersucht, ob SDF-1a die IL-2-induzierte Proliferation

beeinflusst.

4.1 Effekt von SDF-10 auf die IL-2-induzierte Proliferation und

Signaltransduktion

4.1.1 SDF-1a interferiert in primaren humanen T-Zellen mit IL-2-induzierter

Proliferation

Das Zusammenwirken der extrazellularen Faktoren IL-2 und SDF-1a in Bezug auf
die Proliferation von T-Zellen wurde in den aus Leukozytenkonzentraten

angereicherten und dadurch vorstimulierten T-Zellen (Reinheit 90-95%, siehe
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Abschnitt 3.4.2) untersucht. Den T-Zellen wurden dazu 24 h vor Beginn des
Experiments ohne IL-2 kultiviert, da die Proliferation zu einem definierten Zeitpunkt
des Experiments wieder mit IL-2 induziert werden sollte, wobei ein Teil der Zellen in
dieser Zeit mit 10 ng/ml SDF-1a vorbehandelt wurde. Die Re-Stimulierung erfolgte
dann mit 100 U/ml IL-2 far 48 h. AnschlieBend wurde durch Messung der BrdU-
Inkorporation die Proliferation der Zellen in den einzelnen Ansatzen gemessen (siehe
Abschnitt 3.5.1). Die Auswertung der Messergebnisse ist in Abb.4.1A in einem
Balkendiagramm dargestellt. Bei den Zellen, die nicht mit IL-2 stimuliert wurden, sind
die Messwerte sehr niedrig (Abb.4.1A, Balken 1 und 2). Dies deutet auf eine geringe
Proliferationsrate hin, konnte aber auch auf eine reduzierte Uberlebensrate
zurickzufihren sein, da primare T-Zellen, die mehrere Tage ohne
Wachstumsfaktoren kultiviert werden, in Apoptose gehen. Die Proliferation, die durch
IL-2 induziert wird (Abb.4.1A, Balken 3), ist bei den mit SDF-1a vorbehandelten
Zellen im Vergleich zu den nicht vorbehandelten Zellen auf 70% reduziert (Abb.4.1A,
Balken 4). Auch hier muss man beachten, dass geringere Messwerte auch aus
erhdhter Apoptose resultieren kdnnen, da in diesem Fall weniger Zellen pro Ansatz
vorhanden waren. Um auszuschlieRen, dass SDF-1a eine vermehrte Apoptose
bewirkt, wurde unter den gleichen Versuchsbedingungen wie eben beschrieben der
prozentuale Anteil apoptotischer Zellen gemessen. Die Zellen wurden dazu mit FITC-
markiertem Annexin V, welches apoptotische und nekrotische Zellen farbt, sowie
Propidiumiodid, welches ausschliel3lich nekrotische Zellen farbt, behandelt und
anschlielend mit Hilfe eines Durchflusszytometers untersucht (siehe Abschnitt
3.5.2). Die vitalen Zellen sind fur beide Farbstoffe negativ. Der prozentuale Anteil der
vitalen Zellen wurde in einem Balkendiagramm dargestellt (Abb.4.1B). Das
Diagramm zeigt das Messergebnis eines reprasentativen Experiments. Das Cytokin
IL-2 erhdht, wie bereits vermutet, den Anteil der Uberlebenden Zellen. SDF-1a hat
allerdings keinen Effekt auf die Uberlebensrate, der Anteil der vitalen T-Zellen andert
sich durch SDF-1a nicht. Das bedeutet, dass die beobachtete Hemmung der
Proliferation ein direkter Effekt von SDF-1a ist. Zusatzlich wurde Uberpruft, ob SDF-
1o0 die Sensitivitat der T-Zellen fur CD95-induzierte Apoptose erhoht. Der
prozentuale Anteil der apoptotischen Zellen wurde in einem Balkendiagramm
dargestellt (Abb.4.1C). Das Diagramm zeigt das Messergebnis eines reprasentativen

Experiments. Die Behandlung der Zellen mit anti-CD95-Antikérpern erhdht zwar die
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Apoptose, jedoch gibt es keinen Unterschied zwischen den Zellen mit und ohne SDF-
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Abb.4.1 SDF-1a verringert die IL-2 induzierte Proliferation in primaren humanen T-Zellen,
wahrend die Apoptose nicht beeinflusst wird.

(A) Fur jede Versuchsbedingung wurden 4 Ansatze mit je 8x10* primaren humanen T-Zellen 24 h in
Medium mit 0,25% FCS ohne IL-2 kultiviert und ggf. gleichzeitig mit 10 ng/ml SDF-1a behandelt. Die
Proliferation wurde durch Zugabe von 100 U/ml IL-2 induziert und nach 48 h mittels BrdU-
Inkorporation fur 2 h detektiert. Die Signifikanz wurde mit dem Student t-Test berechnet (** p<0,01).
(B) und (C) 3x10° primare humanen T-Zellen wurden 24 h in Medium mit 0,25% FCS ohne IL-2
kultiviert und ggf. gleichzeitig mit 10 ng/ml SDF-1a behandelt. Danach erfolgte die Zugabe von
100 U/ml IL-2 far 48 h. Bei (C) wurde zusatzlich ggf. 6h vor Ende des Experiments durch Zugabe von
anti-CD95-Antikdrpern Apoptose induziert. Zur Unterscheidung der apoptotischen und nekrotischen
Zellen wurden 1x10° primare humane T-Zellen 15 min mit Propidiumiodid (Pl) und Annexin V (A)
inkubiert und anschlieRend mittels Durchflusszytometrie gemessen. Der prozentuale Anteil der (B)
lebenden bzw. (C) apototischen Zellen wurde im Balkendiagramm dargestellt.

Aus den durchgefuhrten Experimenten kann man schlieBen, dass SDF-1a in
primaren humanen T-Zellen keinen Einfluss auf das Uberleben der Zellen hat, aber
mit der IL-2-induzierten Proliferation interferiert. SDF-1a. und IL-2 haben also in
Bezug auf T-Zell-Proliferation nicht wie erwartet synergistische, sondern vielmehr
antagonistische Wirkungen. Dabei wird die Proliferation nicht vollstandig gehemmt,
jedoch signifikant reduziert. In den folgenden Experimenten wurde der Mechanismus,

der zu einer Verringerung der IL-2-induzierten Proliferation fuhrt, naher untersucht.
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Dabei sollten vor allem die involvierten Signalereignisse aufgeklart sowie die
Interaktionspunkte der verschiedenen Signalkaskaden identifiziert werden, durch die

eine Integration der Signale ermoglicht wird.

41.2 SDF-1a interferiert mit der Signaltransduktion der Ras-Raf-MEK-ERK

Kaskade in primaren humanen T-Zellen

Da die Ras-Raf-MEK-ERK Signalkaskade an der Induktion der Proliferation beteiligt
ist (Pages et al. 1993; Romerio and Zella 2002), lag die Vermutung nahe, dass SDF-
1o durch Herunterregulierung der Ras-Raf-MEK-ERK Signaltbertragung mit der T-
Zell-Proliferation interferiert. Um diese Hypothese zu Uberprifen, wurde die IL-2-
induzierte MEK-Aktivierung in Anwesenheit und Abwesenheit von SDF-1a
untersucht. Wie bei den bisherigen Experimenten wurden die T-Zellen 24 h mit
10 ng/ml SDF-1a vorbehandelt und anschlieffend mit 100 U/ml IL-2 re-stimuliert. Die
Detektion des aktiven MEK-Proteins in den Zell-Lysaten mittels SDS-PAGE und
nachfolgendem Western Blot mit Hilfe von phospho-spezifischen Antikorpern zeigt,
dass die Vorinkubation der Zellen mit SDF-1a in einer Reduktion der MEK-
Phosphorylierung resultiert (Abb.4.2A, vgl. Spur 4 mit Spur 3). Auch bei der
Verwendung von TPA, einem Stimulus, der die Signalkaskade auf der Ebene von
Ras und Raf induziert (Downward et al. 1990; Carroll and May 1994), hat SDF-1a
einen hemmenden Effekt auf die MEK-Aktivierung (Abb.4.2B, vgl. Spur 4 mit Spur 3).

A B
L2 - - + 4+ TPA = = + +
SDF-la. = + =+ SDF-1a. = =+ = =+
o-p-MEK | - Pk -

Q-MEK | S i — a-MEK [

1 2 3 4 1 2 3 4

Abb.4.2 SDF-1q interferiert in priméaren T-Zellen mit dem Ras-ERK Signalweg.

Um den Einfluss von SDF-1a auf MEK-Aktivierung zu untersuchen, wurden 3x10° primare T-Zellen
24 h in Medium mit 0,25% FCS kultiviert und gleichzeitig mit 10 ng/ml SDF-1a. behandelt. Danach
wurden die Zellen (A) 1 min mit 100 U/ml IL-2 oder (B) 10 min mit 2 ng/ml TPA induziert und
anschlieBend sofort geerntet und lysiert. Die Gesamtzell-Lysate wurden mittels SDS-PAGE und
Western Blot analysiert, wobei phospho-MEK und pan-MEK Antikérper verwendet wurden.
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Diese Experimente zeigen, dass SDF-1a wie vermutet mit der Ras-Raf-MEK-ERK
Signaltransduktion interferiert, wobei der SDF-1a-Effekt nicht spezifisch fur die IL-2-
vermittelte T-Zell-Aktivierung ist, sondern auch bei direkter Aktivierung von Ras und
Raf auftritt. Dies weist darauf hin, dass die Hemmung nicht auf der Ebene der
proximalen Signalereignisse am Rezeptor stattfindet, sondern auf der Ebene der
Ras-Raf-MEK-ERK Kaskade.

4.1.3 Auch in der humanen T-Lymphom Zell-Linie Jurkat hemmt SDF-1a die
Ras-Raf-MEK-ERK Aktivierung durch TPA

Fir eine weitergehende Analyse der involvierten Signalwege mit dem Ziel, den
Mechanismus der Hemmung aufzuklaren, sollte eine Zell-Linie verwendet werden.
Zunachst sollte die in primaren Zellen beobachtete Hemmung der Ras-Raf-MEK-
ERK Signallbertragung in einer Zell-Linie reproduziert werden. Um einen stabilen
Effekt zu erreichen, wurden Jurkat-Zellen (eine humane T-Zell-Linie) mit einem
Expressionsplasmid fur CXCR4 transfiziert und 24 h mit SDF-1a vorbehandelt.
AnschlieBend wurde der Ras-Raf-MEK-ERK Signalweg mit TPA induziert. Eine
Analyse der ERK-Aktivierung im Western Blot mit phospho-spezifischen ERK-
Antikérpern zeigt, dass die ERK-Phosphorylierung in Anwesenheit von SDF-1a
reduziert ist (Abb.4.3A, vgl. Spur 4 mit Spur 3). Bei Untersuchung der
Phosphorylierung der ubergeordneten Kinase MEK wurde ebenfalls eine Hemmung
der TPA-induzierten Phosphorylierung in SDF-1a stimulierten Zellen beobachtet
(Abb.4.3B, vgl. Spur 4 mit Spur 3), ebenso wie zuvor in primaren humanen T-Zellen
gezeigt.

Das Ziel der folgenden Experimente war es nun, den Mechanismus der Interaktion
der involvierten Signalwege aufzuklaren. Dazu sollte der von CXCR4 ausgehende
Signalweg identifiziert werden, der das negativ regulatorische Signal vom Rezeptor
zur Ras-Raf-MEK-ERK Kaskade weiterleitet. Daruber hinaus war es ein Ziel zu
klaren, auf welcher Ebene der Ras-Raf-MEK-ERK Signaltbertragung die Hemmung
stattfindet und welcher Mechanismus dabei eine Rolle spielt. Fur diese
Signaltransduktions-Studien wurden die Jurkat-Zellen als Modell-System verwendet.
In diesen Zellen wird durch Elektroporation eine Transfektionseffizienz von ca. 50%
erreicht, eine wichtige Voraussetzung fur die Durchfihrung von Experimenten unter

Verwendung aktiver Mutanten von Signalproteinen.
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Abb.4.3 SDF-1a interferiert auch in Jurkat-Zellen mit dem Ras-ERK Signalweg.

Um den Einfluss von SDF-1a auf ERK- und MEK-Aktivierung zu untersuchen, wurden 2x10” Jurkat-
Zellen mit 30 pg eines CXCR4-Expressionsplasmids transfiziert und 6 h in Medium kultiviert.
Anschlielend wurden die Zellen auf 4 Ansatze verteilt und in Medium mit 0,25% FCS kultiviert. 23 h
nach der Elektroporation wurden die Zellen fiir 24 h mit 10 ng/ml SDF-1a behandelt, anschlielend
10 min mit 0,2 ng/ml TPA induziert und sofort geerntet. Die Gesamtzell-Lysate wurden mittels SDS-
PAGE und Western Blot analysiert, wobei (A) phospho-ERK und pan-ERK bzw. (B) phospho-MEK und
pan-MEK Antikorper verwendet wurden.

4.2 Charakterisierung der kleinen GTPase RhoA als Teil des

SDF-1a induzierten inhibitorischen Mechanismus

4.2.1 Die kleine GTPase RhoA wird durch SDF-1a aktiviert und hemmt die Ras-
Raf-MEK-ERK Signalubertragung

Zunachst sollte geklart werden, durch welchen von SDF-1a induzierten Signalweg
das negativ regulatorische Signal flr die Ras-Raf-MEK-ERK Kaskade vermittelt wird.
SDF-1a aktiviert durch Bindung an CXCR4 zahlreiche Signalwege, z.B. PKB, Erk,
PI13-Kinase (Ganju et al. 1998), den JAK/STAT-Signalweg (Zhang et al. 2001),
verschiedene Protein-Tyrosin-Kinasen (Ganju et al. 1998) und kleine GTPasen der
Rho-Familie (RhoA, Rac, Cdc42) (Vicente-Manzanares et al. 2002). Auch in unserer
Gruppe konnte gezeigt werden, dass die kleine GTPase RhoA in Jurkat-Zellen in der
Tat von SDF-1a aktiviert wird, wobei diese Aktivierung bis zu 24h andauert (Weg-
Remers, unveroffentlichte Daten).

Da aus fruheren Experimenten in unserer Gruppe bereits bekannt war, dass
konstitutiv aktives RhoA die Ras-induzierte Aktvierung des Transkriptionsfaktors Elk
sowie die Aktivierung der Ubergeordneten Kinase ERK in der murinen T-Zell-Linie
LB17 hemmt (Weg-Remers et al. 2002), war diese kleine GTPase ein guter Kandidat

flr ein Schlusselprotein in dem gesuchten Signalweg.
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Abb.4.4 Konstitutiv aktives RhoA hemmt Ras-ERK Signaliibertragung in Jurkat-Zellen.

(A) Der Effekt von RhoA auf Elk-Aktivierung wurde mit Hilfe eines Gal-Elk/Gal-Luc-Reportersystems
getestet. 4x10° Jurkat-Zellen wurden wurden mit 4 ng eines RhoAL63-Expressionsplasmids bzw. des
entsprechenden Leervektors, 0,4 pg Gal-Elk und 1,6 ug Gal-Luc durch Lipofektion mit
Lipofectamine2000 transfiziert. Nach 18 h wurden die Zellen mit 40 ng/ml TPA induziert und nach
weiteren 6 h geerntet und lysiert. Die Luziferase-Aktivitat wurde gemessen. (B) und (C) Um den Effekt
von RhoAL63 auf HaRasL61-induzierte (B) ERK-Phosphorylierung bzw. (C) MEK-Phosphorylierung zu
testen, wurden 1x10” Jurkat-Zellen pro Ansatz mit 20 pg eines RhoAL63-Expressionsplasmids und
10 ug eines HaRas-L61-Expressions-plasmids bzw. den entsprechenden Leervektoren durch
Elektroporation transfiziert und nach 24 h geerntet. Die Gesamtzell-Lysate wurden mittels SDS-PAGE
und Western Blot analysiert, wobei (B) phospho-ERK und pan-ERK bzw. (C) phospho-MEK und pan-
MEK Antikérper verwendet wurden.

Zunachst wurde geprift, ob RhoA auch in humanen T-Zellen die Ras-Raf-MEK-ERK
Signaltransduktion hemmt. Um die Ergebnisse aus der murinen Zell-Linie in Jurkat-
Zellen zu reproduzieren, wurde die Aktivierung des Transkriptionsfaktors Elk in
Anwesenheit von konstitutiv aktivem RhoA mittels eines Gal-Elk/Gal-Luc-
Reportersystems gemessen. Das Gal-Elk-Konstrukt (pSG-Gal4-Elk1) enthalt die
kodierende Sequenz fur die Transaktivierungs-Domane des Transkriptionsfaktors
Elk-1 sowie die DNA-Binde-Domane des Hefe-Transkriptionsfaktors Gal4. Das Gal-
Luc-Konstrukt (pG5.EfAlux3) enthalt ein Pentamer der DNA-Bindestelle von Gal4,
welches mit den Positionen +1 bis +38 des Adenovirus E4 Promotors und einer
Luziferase-cDNA fusioniert ist. Nach Aktivierung des Ras-Raf-MEK-ERK

Signalweges wird die Elk-Transaktivierungsdomane phosphoryliert und kann durch
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die Gal4-vermittelte Bindung an die DNA-Bindestelle die Transkription der Luziferase
induzieren (Frost et al. 1997). Die Luziferase-Aktivitat, welche proportional zur Elk-
Aktivierung ist, wird dann in einer Luziferase-Messung bestimmt. Die Stimulierung
der mit dem Leervektor pPRKSmyc transfizierten Zellen mit TPA resultiert in einer etwa
12-fachen Induktion der Elk-Aktivitat (Abb.4.4A, links). In den mit dem RhoAL63-
Expressionsplasmid transfizierten Zellen wurde dagegen mit TPA nur eine etwa 5,5-
fache Induktion erreicht (Abb.4.4A, rechts). Dieses Experiment zeigt, dass aktives
RhoA auch in der humanen T-Zell-Linie Jurkat mit der Ras-Raf-MEK-ERK
Signaltransduktion interferiert. Bestatigt wurde dieses Ergebnis durch Analyse der
ERK- und MEK-Aktivierung im Western Blot mit phospho-spezifischen Antikérpern.
Die durch aktives HaRasL61-induzierte ERK-Phosphorylierung wird durch Co-
Transfektion von RhoAL63 beeintrachtigt (Abb.4.4B). Gleiches gilt fur die Ras-
induzierte MEK-Aktivierung (Abb.4.4C).

Um den inhibitorischen Effekt von aktivem RhoA auf die Aktivierung des Ras-Raf-
MEK-ERK Signalwegs zu bestatigen, wurde im nachsten Experiment anstelle der
Expression von RhoAL63 das endogene RhoA aktiviert. Dazu wurde ein GST-
Fusionsprotein des bakteriellen Toxins CNFy aus Yersinia pseudotuberculosis
verwendet. CNFy aktiviert in HelLa-Zellen und hippocampalen Neuronen selektiv
RhoA, wahrend die Aktivitat anderer kleiner GTPasen, wie z.B. Rac, unverandert
bleibt (Hoffmann et al. 2004). Auch in Jurkat-Zellen aktiviert CNFy spezifisch RhoA
(Weg-Remers, unveroffentlichte Daten). Damit stellt dieses Toxin ein geeignetes
Werkzeug dar, um den Effekt der Aktivierung des endogenen RhoA auf die
Signaltransduktion des Ras-Raf-MEK-ERK Signalwegs zu untersuchen. Jurkat-Zellen
wurden 24 h mit 400 ng/ml CNFy vorbehandelt und anschlielend mit 0,2 ng/ml TPA
induziert. Die MEK-Aktivierung wurde wie bereits beschrieben im Western Blot
Uberpruft. In den Zellen, in denen RhoA durch CNFy aktiviert worden war, ist die
MEK-Phosphorylierung deutlich reduziert (Abb.4.5). Dieses Ergebnis bestatigt, dass
die Ras-Raf-MEK-ERK Signaltransduktion durch aktives RhoA gehemmt wird und
schlieRt eine unspezifische Reaktion, bedingt durch Uberexpression von RhoALG63,
aus. Diese Ergebnisse unterstutzen die Hypothese, dass SDF-1a Uber die
Aktivierung der kleinen GTPase RhoA mit der Ras-Raf-MEK-ERK Signaltransduktion,

und als Folge davon mit T-Zell-Poliferation, interferiert.
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Abb.4.5 Aktivierung von endogenem RhoA durch CNFy interferiert mit der TPA-induzierten
MEK-Aktivierung in Jurkat-Zellen.

Um den Effekt von endogenem aktivem RhoA auf die MEK-Aktivierung zu tberprifen, wurden 3x10°
Jurkat-Zellen 24 h mit 400 ng/ml CNFy behandelt, anschliefend 10 min mit TPA induziert und sofort
geerntet. Die Gesamtzell-Lysate wurden mittels SDS-PAGE und Western Blot analysiert, wobei
phospho-MEK und pan-MEK Antikérper verwendet wurden.

4.2.2 RhoA vermittelt die SDF-1a-induzierte Hemmung der Proliferation

Die Hypothese, dass RhoA in den von SDF-1a induzierten Mechanismus zur
Hemmung der Proliferation involviert ist, wurde mit Hilfe von RhoA-siRNA Uberpruft.
Als siRNA (engl. small interfering RNA) bezeichnet man kleine doppelstrangige RNA-
Fragmente (ca. 22 Nukleotide), die der Sequenz eines Zielgens komplementar sind.
In der Zelle dient siRNA dem Abbau von Fremd-RNA, sowie der Regulation
verschiedener zellularer Prozesse. Synthestisch hergestellte siRNA wird zur
spezifischen Herunterregulierung eines bestimmten Gens (Knockdown) benutzt. Die
siRNA bindet an die mRNA, fuhrt zu deren Degradierung und verhindert so die
Translation. Damit stellt die siRNA ein Werkzeug flr die gezielte Untersuchung der
Funktion von Genen bzw. Proteinen dar (Elbashir et al. 2001).

Mit RhoA-spezifischer siRNA wurde die Expression dieser kleinen GTPase in
primaren humanen T-Zellen deutlich herunterreguliert (Abb.4.6A). Die Frage war, ob
SDF-1a in diesen Zellen die IL-2-induzierte Proliferation noch hemmt. Das
Experiment zur Untersuchung der Proliferation wurde wie bereits in Abschnitt 4.2.1
beschrieben durchgefiihrt. In Zellen, die mit einer Kontroll-siRNA transfiziert worden
waren, interferiert SDF-1a wie bereits beschrieben mit der IL-2-induzierten
Proliferation (Abb.4.6B, Balken 3 und 4). Wird die RhoA-Expression durch
Transfektion einer spezifischen RhoA-siRNA gehemmt, so ist SDF-1a nicht mehr in
der Lage, die Proliferation zu beeintrachtigen (Abb. 4.6B, Balken 7 und 8). Dies
beweist, dass die kleine GTPase RhoA die Verringerung der Proliferation durch SDF-

10 vermittelt.
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Abb.4.6 RhoA ist an der SDF-1a-vermittelten Herunterregulierung der IL-2 induzierten
Proliferation in primaren humanen T-Zellen beteiligt.

Zur Uberprifung der Rolle von RhoA bei der SDF-1a-vermittelten Herunterregulierung der IL-2-
induzierten Proliferation wurden 5x10° primare humane T-Zellen mit 1,5 pg siRNA transfiziert (Amaxa-
Methode). 20 h nach Transkfektion der Kontroll-siRNA bzw. der RhoA-siRNA wurden (A) die
Gesamtzell-Lysate mittels SDS-PAGE und Western Blot analysiert, wobei RhoA und pan-ERK
Antikorper verwendet wurden bzw. (B) flur jede Veruchsbedingung 3 Ansatze mit je 8x10* primaren
humanen T-Zellen 24 h in Medium mit 0,25% FCS ohne IL-2 kultiviert und ggf. gleichzeitig mit 10
ng/ml SDF-1a behandelt. Die Proliferation wurde durch Zugabe von 100 U/ml IL-2 induziert und nach
48 h mittels BrdU-Inkorporation fiir 6 h detektiert. Die Signifikanz wurde mit dem Student t-Test
berechnet (* p<0,05; n.s. nicht signifikant).

4.2.3 Charakterisierung des beteiligten RhoA-induzierten Signalwegs mit Hilfe

von RhoALG63-,effector-loop“-Mutanten

Bei ,effector-loop“-Mutanten wird der Effektor-bindende Teil (engl. effector loop) einer
konstitutiv aktiven GTPase durch Punktmutation so verandert, dass die Interaktion
zwischen verschiedenen Effektormolekilen und der GTPase nicht mehr zustande
kommt. Jede ,effector-loop“-Mutante kann also nur noch bestimmte Effektoren

aktivieren. Mit Hilfe von RhoAL63-effector-loop“-Mutanten sollte nun untersucht
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werden, welches von RhoA aktivierte Effektor-Molekil die Hemmung des Ras-Raf-
MEK-ERK Signalwegs vermittelt.

Die RhoAL63-Mutanten F39A, F39V, E40L, E40N und Y42C wurden durch
Mutagenese des RhoALG3-Konstruktes in unserem Labor hergestellt. lhre
Funktionalitdt wurde zunachst in Bezug auf die Aktivierung des SRF (serum
response factor) getestet, da die Aktivierung des SRF durch die RhoAL63-,effector-
loop“-Mutanten bereits in der Literatur beschrieben war (Sahai et al. 1998) und so ein
geeignetes Testexperiment darstellt. Verwendet wurde ein SRE-Luziferase-
Reporterkonstrukt, bei dem die Expression des Luziferase-Gens durch einen
synthetischen Promotor kontrolliert wird, welcher direkte Wiederholungen des SRE
(engl. serum response element) enthalt. Die Luziferase-Expression wird durch
Bindung des aktivierten SRF an das SRE induziert. Jurkat-Zellen wurden mit dem
SRE-Luziferase-Reporterkonstrukt sowie der jeweiligen RhoAL63-,effector-loop*-
Mutante kotransfiziert. Die Luziferase-Aktivitat, welche proportional zur SRE-

Aktivierung ist, wurde nach 24 h in einer Luziferase-Messung bestimmt.
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Abb.4.7 SRF-Aktivierung durch RhoAL63 und RhoAL63-, effector-loop‘“-Mutanten.

Die Induktion SRF-abhangiger Transkription wurde mit Hilfe eines pSRE-Luc Reportersystems
getestet. 1,2x10° Jurkat-Zellen wurden mit 0,5 ug des pSRE-Luc Reporterkonstrukts und 0,5 ug eines
Expressionsvektors fir RhoAL63 oder die entsprechende Mutante bzw. des Leervektors durch
Lipofektion mit Lipofectamine2000 transfiziert und in Medium 24h kultiviert. Die Zellen wurden lysiert
und die Luziferase-Aktivitdt wurde gemessen.

Das Ergebnis dieses Experiments (Abb.4.7) stimmt mit den Daten aus der Literatur
Uberein (Sahai et al., 1998). Wahrend die Mutanten F39A, F39V und Y42C eine 6-
bis 10-fache Induktion der Luziferase-Aktivitat bewirken, findet durch die Mutante

E40L keine, durch die Mutante E4ON lediglich eine schwache Induktion statt. Dieses

61



4 Ergebnisse

Experiment zeigt, dass die in unserem Labor hergestellten Mutanten in Jurkat-Zellen
den erwarteten Effekt vermitteln. Sie konnten daher eingesetzt werden, um den
RhoA-Effektor, der fur die Hemmung des Ras-Raf-MEK-ERK Signalwegs
verantwortlich ist, naher zu charakterisieren.

Nun folgte das eigentliche Experiment, in dem getestet wurde, welche RhoALG3-
.effector-loop“-Mutanten nicht mehr in der Lage sind, MEK-Phosphorylierung zu
inhibieren. Durch Analyse der Bindungseigenschaften der ,effector-loop“-Mutanten
konnen dann die Effektoren eingegrenzt werden, die fur die Vermittlung des
inhibitorischen RhoA-Effekts in Frage kommen. Der Ras-Raf-MEK-ERK' Signalweg
wurde in Jurkat-Zellen durch Transfektion eines Expressionsplasmids flir konstitutiv
aktives Ras induziert. Das Expressionsplasmid fur RhoAL63 oder die entsprechende
Leffector-loop“~-Mutante bzw. als Kontrolle der Leervektor wurde kotransfiziert. Die
Analye der MEK-Aktivierung erfolgte nach SDS-PAGE mittels Western Blot mit einem
phospho-spezifischen MEK-Antikérper, wobei die Ladung mit einem pan-MEK-
Antikorper kontrolliert wurde. Die Expression der RhoA-Mutanten wurde mittels eines
Antikorpers gegen das Epitop des c-myc-Proteins Uberpruft.

Wie bereits zuvor gezeigt, resultiert die Expression von RhoAL63 im Vergleich zu
den mit dem Leervektor transfizierten Zellen in einer Reduktion der Ras-induzierten
MEK-Phosphorylierung (Abb.4.8A, vgl. Spur 4 mit Spur 2). Eine leichte Reduktion
erhalt man auch bei Expression der Mutanten F39A, F39V, E40N und Y42C
(Abb.4.8A, vgl. die jeweilige Spur mit Spur 2). Die Mutante E40L ist allerdings nicht
mehr in der Lage, die MEK-Aktivierung zu hemmen. Von den finf untersuchten
.effector-loop“-Mutanten hat also nur die Mutante E40L die Affinitat zu dem
Effektormolektl  verloren, das die Hemmung der Ras-Raf-MEK-ERK
Signaltransduktion vermittelt.

Die Effektor-Bindungseigenschaften der RhoAL63-,effector-loop“-Mutanten wurden
bisher in Hefe-Zwei-Hybrid-Ansatzen sowie in vitro durch GST-Affinitats-
prazipitationen untersucht (Sahai et al, 1998); sie sind in Abb.4.8B dargestellt. Die
Mutante E40L hat demzufolge die Fahigkeit verloren, mit den Effektoren ROCK und
Kinectin zu interagieren. Allerdings kann dies nicht der Grund daflr sein, dass diese
Mutante nicht mehr mit der MEK-Aktivierung interferiert, da die Mutante F39A
ebenfalls nicht mehr mit diesen beiden Effektoren interagieren kann. Die bisher
bekannten Daten lassen keinen Schluss auf den gesuchten RhoA-Effektor zu, da die

Mutante F39A, welche die Fahigkeit zur Bindung fast aller getesteten Effektoren
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verloren hat, die Hemmung der MEK-Phosphorylierung noch vermittelt. Bisher
wurden jedoch nicht alle bekannten RhoA-Effektoren in den oben genannten
Bindungsexperimenten getestet. Um den gesuchten RhoA-Effektor zu identifizieren,
mussten die Bindungseigenschaften der ,effector-loop“-Mutanten in Bezug auf
weitere RhoA-Effektoren gepruft werden. AuRerdem ist es mdglich, dass ein bisher

unbekannter, méglicherweise T-Zell-spezifischer Effektor involviert ist.
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(nach Sahai et al.. 1998)

Abb.4.8 Inhibierung der HaRasL61-induzierten MEK-Phosphorylierung durch RhoAL63 und
RhoAL63-,effector-loop“-Mutanten.

(A) Jurkat-Zellen (1x10” Zellen pro Ansatz) wurden mit 10 g eines Expressionsplasmids fiir RasL61
und 20 pg eines Expressionsplasmids fir RhoAL63 bzw. der entsprechenden Leervektoren durch
Elektroporation transfiziert und nach 24 h geerntet. Es folgten Lyse und Analyse auf einem SDS-Gel
mit anschlieBendem Western-Blot, der mit phospho-(p-) und pan-MEK Antikérpern sowie zur Kontrolle
der Expression der RhoA-Mutanten mit myc-Antikérpern behandelt wurde. (B) Bindungseigenschaften
der RhoAL63-Effektor-loop-Mutanten nach Sahai et al. (1998).
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4.3 Die Hemmung der Ras-Raf-MEK-ERK Signaltransduktion —

Aufklarung des Mechanismus

4.3.1 Das direkte Ziel der RhoA-vermittelten Hemmung ist Raf
Zur Aufklarung des Mechanismus, mit dem RhoA die Ras-Raf-MEK-ERK

SignalUbertragung hemmt, ist es wichtig zu wissen, auf welcher Ebene RhoA in die
Signalkaskade eingreift. Das Signalmolekil, welches das Ziel der RhoA-vermittelten
Hemmung ist, sollte daher in den folgenden Experimenten identifiziert werden. Wie
bereits gezeigt wurde, interferiert aktives RhoA mit der Ras-induzierten MEK-
Aktivierung (Abb.4.4C). Daher muss der inhibitorische Mechanismus zwischen
diesen beiden Komponenten der Signalkaskade ansetzen. Das Signal von Ras wird
uber die Aktivierung von Raf an MEK weitergeleitet. Die Frage, ob aktives RhoA auch
die Aktivierung der Kinase Raf hemmt, wurde mit Hilfe eines Raf-Kinase-Tests
untersucht. Bei diesem Test wird die Fahigkeit vom immunprazipitiertem Raf gepruft,
in einer in vitro Reaktion rekombinantes MEK zu phosphorylieren. Immun-
prazipitiertes Raf aus Zellen, welche konstitutiv aktives Ras exprimieren, ist aktiv und
phosphoryliert das rekombinante MEK (Abb.4.9A, Spur 2). Exprimieren die Zellen
jedoch zusatzlich konstitutiv aktives RhoA, so wird Raf nicht aktiviert, was in einer
fehlenden MEK-Phosphorylierung bei der in vitro-Reaktion resultiert (Abb.4.9A, Spur
4). Die Kontrolle ohne rekombinantes MEK (Abb.4.9A, Spur 5) sowie die
Verwendung eines Isotyp-Kontroll-Antikorpers (Abb.4.9A, Spur 6) zeigen die
Spezifitat dieses Experiments. Dieses Ergebnis zeigt, dass bereits auf der Ebene von
Raf eine Hemmung durch RhoA stattfindet.

Um zu Uberprifen, ob RhoA auch mit der Aktivierung der kleinen GTPase Ras
interferiert, wurde die Ras-Aktivitat in Anwesenheit und Abwesenheit von aktivem
RhoA untersucht. In Jurkat-Zellen, die mit einem Expressionsplasmid fir RhoAL63
transfiziert worden waren, wurde nach 24 h Ras-Aktivierung durch T-Zell-Rezeptor-
Stimulierung mit anti-CD3 und anti-CD28-Antikoérpern induziert. Zur Bestimmung der
Ras-Aktivitat wurde ein GST-Fusionsprotein der Ras-Bindedomane von Raf (Raf-
RBD) verwendet, welches nur an GTP-gebundenes aktives Ras bindet. Die mit
dieser Methode prazipitierten Proteine wurden zusammen mit einem Aliquot der Zell-
Lysate mittels SDS-PAGE und Western Blot untersucht. Mit einem anti-Ras-
Antikorper wurde das prazipitierte Ras-Protein sowie das Ras in den Gesamtzell-

Lysaten detektiert; zusatzlich wurde in den Zell-Lysaten mit einem phospho-
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spezifischen MEK-Antikorper die Aktivierung von MEK sowie dessen Hemmung
durch aktives RhoA Uberprift. Dieses Experiment zeigt, dass auf der Ebene der Ras-
Aktivierung keine Hemmung stattfindet und die Ras-Aktivierung durch aktives RhoA
sogar leicht verstarkt wird, obwohl in Anwesenheit von aktivem RhoA die MEK-
Aktivierung deutlich gehemmt ist (Abb.4.9B, vgl. Spur 4 mit Spur 3). Dieses Ergebnis
bestatigt, dass die RhoA-vermittelte Inhibierung der Ras-Raf-MEK-ERK
Signaltransduktion auf der Ebene der Raf-Aktivierung stattfindet.

A B
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Abb.4.9 RhoAL63 hemmt die Raf-Aktivierung, wahrend die Ras-Aktivitit nicht beeinflusst wird.

(A) Inhibierung der HaRasL61-induzierten Raf-Aktivierung durch RhoAL63. Aus Jurkat-Zellen (2x107
Zellen pro Ansatz), welche mit 20 pg eines RhoAL63-Expressionsplasmids und 10 pg eines HaRas-
L61-Expressionsplasmids bzw. den entsprechenden Leervektoren durch Elektroporation transfiziert
und nach 24 h lysiert worden waren, wurde Raf immunprazipitiert. Als Kontrolle fir die Spezifitat der
Immunprazipitation wurde ein Ansatz mit einem Isotyp-Antikérper mitgefihrt. In einem in vitro-Kinase-
Test wurde die Raf-Aktivitat durch Phosphorylierung von rekombinantem GST-MEK getestet. Die
Analyse der Kinasereaktion erfolgte mittels SDS-PAGE und Western Blot, der mit phospho-(p-) und
pan-MEK sowie zur Kontrolle der Immunprazipitation mit Raf-Antikérpern behandelt wurde. (B) Intakte
Ras-Aktivierung in Anwesenheit von RhoALG3. 6x10" Zellen wurden durch Elektroporation mit 60 ug
eines RhoAL63-Expressionsvektors bzw. des entsprechenden Leervektors transfiziert und nach 24 h
Kultivierung in Medium 5 min mit anti-CD3- und anti-CD28 Antikdrpern (je 5 ug/ml), die mittels
20 pg/ml Ziege-anti-Maus-Antikorpern vernetzt waren, induziert. Die Zellen wurden lysiert und das
aktive Ras mit GST-Raf-RBD prazipitiert. Das aktive Ras wurde mittels SDS-PAGE und
anschlieBendem Western Blot mit einem anti-Ras Antikdrper zusammen mit den Lysaten als
Ladekontrolle analysiert, auf’erdem wurden phospho-MEK und MEK mit den entsprechenden
Antikdrpern in den Lysaten detektiert.

Basierend auf den bisherigen Ergebnissen gibt es nun zwei Moglichkeiten fur den
Mechanismus der RhoA-vermittelten Hemmung. Entweder RhoA interferiert gezielt
mit der Aktivierung von Raf, wahrend die SignallUbertragung unterhalb von Raf noch

funktionieren wirde, oder RhoA verhindert die Signallbertragung unterhalb von Ras
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vollstandig, was beispielsweise durch die Inaktivierung eines so genannten
»ocaffold“-Proteins bedingt sein kdonnte. Ein ,Scaffold-Protein“ bringt die einzelnen
Komponenten eines Signalwegs in raumliche Nahe zueinander, so dass eine
Aktivierung und damit eine Weiterleitung des Signals stattfinden kann. Ein Beispiel
fur ein solches ,Scaffold-Protein® ist das Protein KSR, das Bindestellen fur Raf, MEK
und ERK besitzt und die Translokation dieses Komplexes zu Ras an die Membran
bewirkt (Roy et al. 2002).

Um zu klaren, welche der beiden Mdglichkeiten hier eine Rolle spielt, wurden die
einzelnen Schritte der SignalUbertragung Uberprift. Dazu wurden Transfektions-
Experimente mit konstitutiv aktiven Mutanten von Raf (Raf-BXB) und MEK (MEK1-
DD) durchgefuhrt. Wird Raf-BXB in Jurkat-Zellen exprimiert, so fuhrt dies zur
Phosphorylierung von MEK (Abb.4.10A, Spur 3). Die gleichzeitige Expression von
RhoALG63 interferiert nicht mit der MEK-Phosphorylierung; RhoAL63 bewirkt sogar
eine leichte Erhdhung der MEK-Aktivierung (Abb.4.10A, Spur 4). Die Expression von
MEK-1DD in Jurkat-Zellen induziert ERK-Phosphorylierung (Abb.4.10B, Spur 3), die
ebenfalls nicht durch RhoAL63 gehemmt, sondern leicht induziert wird (Abb.4.10B,
Spur 4). Die Expression von RhoAL63 wurde durch Detektion des Epitops des c-

myc-Proteins Uberprift.

A caexe - - + + B jexiop - - o+ +
RhoAL63 = 4 = <+ RhoAL63 = + - +
a-p-MEK . a-p-ERK >
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Abb.4.10 Die Raf-MEK-ERK Signaliibertragung wird durch RhoAL63 nicht gestort.

Uberg)r[]fung der Raf-MEK- sowie der MEK-ERK-Signaliibertragung in Anwesenheit von RhoALG3.
1x10" Jurkat-Zellen wurden mit 20 ug eines Expressionsplasmids fir RhoAL63 und 10 ug eines
Expressionsplasmids fir (A) Raf-BXB bzw. (B) MEK1-DD oder die entsprechenden Vektorkontrollen
durch Elektroporation transfiziert und nach 24 h geerntet. Es folgten Lyse und Analyse auf einem
SDS-Gel mit anschliefendem Western Blot, der mit phospho-(p-) und pan-Mek bzw. Erk Antikdrpern
sowie einem anti-Myc-Antikérper behandelt wurde.
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Dies zeigt, dass die Hemmung der Signallbertragung durch RhoA direkt auf der
Ebene von Raf stattfindet, wahrend die Signalweiterleitung von Raf Uber MEK zu
ERK noch intakt ist.

4.3.2 RhoA interferiert mit dem Rac-PAK Signalweg und verhindert die
Phosphorylierung von Raf-S338

Zur vollstandigen Raf-Aktivierung ist das koordinierte Zusammenspiel zahlreicher
Ereignisse wie z.B. die Rekrutierung von Raf an die Membran, die Phosphorylierung
aktivierender und die Dephosphorylierung inhibitorischer Aminosaurereste notwendig
(siehe auch Kapitel 1.3.2). Das Ziel der folgenden Experimente war es, den
Mechanismus, mit dem RhoA die Raf-Aktivierung hemmt, ndher zu untersuchen.
Zunachst wurde Uberprift, ob RhoA durch Beeinflussung eines Phosphorylierungs-
Ereignisses mit der Raf-Aktivierung interferiert. Zur Analyse der einzelnen Raf-
Phosphorylierungsstellen im Western Blot wurden Antikorper verwendet, die jeweils
die Phosphorylierung an einer bestimmten Stelle im Raf-Molekul spezifisch
erkennnen. Zunachst wurde die Phosphorylierung der aktivierenden Stelle Serin 338
untersucht. Die Expression von RhoAL63 fuhrt zu einer deutlichen Reduktion der
TPA-induzierten S338-Phosphorylierung (Abb.4.11A, vgl. Spur 4 mit Spur 3). Im
Gegensatz dazu hat RhoAL63 keinen Effekt auf die TPA-induzierte
Dephosphorylierung der inhibierenden Stelle Serin 259 (Abb.4.11B, vgl. Spur 4 mit
Spur 3).

Bereits die Untersuchung dieser beiden Phosphorylierungsstellen lasst einige
Schlussfolgerungen in Bezug auf den Mechanismus zu. Da RhoAL63 die
Phosphorylierungsstelle S259 nicht beeinflusst, wird nicht der gesamte Raf-
Aktivierungsmechanismus, sondern nur ein Teil davon gehemmt. Einer der ersten
Schritte, die Dephosphorylierung des S259 (Dhillon et al. 2002), scheint intakt zu
sein. Auch die S338-Phosphorylierung ist ein entscheidendes Ereignis fur die weitere
Raf-Aktivierung (Diaz et al. 1997). Deshalb kann man davon ausgehen, dass darauf
folgende Phosphorylierungsereignisse, beispielsweise am Tyrosin 341, ebenfalls
gehemmt werden. Es ist also wahrscheinlich, dass die S338-Phosphorylierung der

Angriffspunkt der RhoA-induzierten Hemmung ist.
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Abb.4.11 Hemmung der Raf-S338 Phosphorylierung durch RhoALG63.

Die Raf-Phosphorylierung wurde mit Hilfe phosphospezifischer Raf-Antikdrper untersucht. 1x10’
Zellen wurden mit 30 pg RhoALG63-Expressionsplasmid bzw. entsprechendem Leervektor durch
Elektroporation transfiziert. Nach 24 h Inkubation bei 37°C wurden die Zellen mit PBS gewaschen und
in 400 pl PBS bei 37°C 2 min mit 40 ng/ml TPA induziert. Die Zellen wurden lysiert und das
Gesamtzell-Lysat mittels SDS-PAGE und Western Blot analysiert. Verwendet wurde ein (A) anti-p-
Raf-S338 bzw. ein (B) anti-Raf-S259 Antikérper. Die gleiche Ladung an Raf-Protein wurde mit einem

anti-Raf-1 Antikorper Uberprift; bei (B) wurde zusatzlich die Expression von RhoAL63 mit einem anti-
Myc-Antikérper Uberprift.

HaRasL61 . - 4 <4
RhoAL63 = <4 = <

o-p-PAK

o-PAK

Abb.4.12 RhoALG63 inhibiert die HaRasL61-induzierte PAK-Phosphorylierung.

Der Effekt von RhoAL63 auf PAK-Aktivierung wurde mittels phosphospezifischer PAK-Antikérper
untersucht. Dazu wurden 1x10" Jurkat-Zellen pro Ansatz mit 15 pg eines RhoAL63-
Expressionsplasmids und 15 pg eines HaRas-L61-Expressionsplasmids bzw. den entsprechenden
Leervektoren durch Elektroporation transfiziert und nach 24 h geerntet. Die Gesamtzell-Lysate wurden
mittels SDS-PAGE und Western Blot analysiert, wobei phospho-PAK und pan-PAK Antikérper
verwendet wurden.

68



4 Ergebnisse

Um diese Vermutung zu Uberprufen, wurde die Aktivierung des Rac-PAK Signalwegs
in Anwesenheit von RhoAL63 untersucht. Der Rac-PAK Signalweg ist nach
bisherigen Erkenntnissen der einzige Signalweg, durch den Raf am Serin 338
phosphoryliert wird (King et al. 1998; King et al. 2001). Die Kinase PAK, deren
Aktivitat mit phospho-spezifischen Antikdrpern im Western Blot nachgewiesen
werden kann, wurde durch Expression von HaRasL61 in Jurkat-Zellen aktiviert
(Abb.4.12, Spur 3). Die gleichzeitige Expression von RhoAL63 resultiert in einer
verminderten PAK-Phosphorylierung (Abb.4.12, Spur 4). Dies ist ein weiterer Hinweis
darauf, dass RhoA mit der Rac-PAK-Signaltransduktion interferiert, dem Signalweg,
der die Phosphorylierung von Raf-S338 vermittelt.

4.3.3 Konstitutiv aktives Rac verhindert sowohl die RhoA- als auch die SDF-
1a-induzierte Hemmung der Ras-Raf-MEK-ERK Signaltransduktion
Die bisherigen Ergebnisse fihren zu der Hypothese, dass aktives RhoA durch

Hemmung des Rac-PAK Signalwegs, und damit der Phosphorylierung des Serin 338
im Raf-Molekul, die Ras-Raf-MEK-ERK Signaltransduktion stort (Abb.4.13).

RhoA |—]| Rac

PAK Raf

A
Q
7

ERK

Abb.4.13 Schema: RhoA interferiert mit dem Rac-PAK Signalweg und stort so die Raf-
Aktivierung.
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Ist die Hypothese richtig, dann sollte es madglich sein, diese Hemmung durch
konstitutive Aktivierung des Rac-PAK-Signalwegs zu vermeiden, beispielsweise
durch Transfektion eines Expressionsplasmids fur aktives Rac (RacL61). Auch die
RaclL61-,effector-loop“-Mutante F37A, welche in Bezug auf die Aktivierung des
Effektors PAK noch intakt ist (Lamarche et al. 1996), sollte die Hemmung des Ras-
Raf-MEK-ERK Signalwegs durch aktives RhoA verhindern. Im Gegensatz dazu sollte
die ,effector-loop“-Mutante Y40C, welche die Affinitat fur PAK verloren hat (Lamarche
et al. 1996), den Effekt durch RhoA nicht beeinflussen.

Um dies zu testen, wurden Jurkat-Zellen mit einem Expressionsplasmid fur
konstitutiv aktives Rac (RacL61), fur die Mutante F37A oder Y40C bzw. mit dem
entsprechenden Leervektor transfiziert. RhoA wurde durch 24 h Inkubation der Zellen
mit 400 ng/ml CNFy aktiviert. Danach wurde der Ras-Raf-MEK-ERK Signalweg mit
0,2 ng/ml TPA induziert und die Phosphorylierung von MEK in den Gesamtzell-
Lysaten Uberpruft. Die Expression der ,effector-loop“-Mutanten wurde mit einem
Antikorper gegen das Epitop des c-myc-Proteins kontrolliert. Wahrend in den
Leervektor-transfizierten Zellen eine deutliche Hemmung der TPA-induzierten MEK-
Phosphorylierung durch aktives RhoA zu sehen ist (Abb.4.14, vgl. Spur 4 mit Spur 3),
bleibt die Menge an aktivem MEK in den Zellen, die aktives Rac exprimieren, gleich
(Abb.4.14, vgl. Spur 8 mit Spur 7). Das gleiche qilt fur die Zellen, die mit dem
Expressionsplasmid fur die ,effector-loop“-Mutante F37A transfiziert wurden
(Abb.4.14, vgl. Spur 12 mit Spur 11). Die Expression der Mutante Y40C dagegen
kann die RhoA-vermittelte Hemmung der MEK-Phosphorylierung nicht verhindern
(Abb.4.14, vgl. Spur 16 mit Spur 15). Dieses Ergebnis bestatigt die Hypothese, dass
die Hemmung des Rac-PAK Signalwegs der Grund fur die Stérung der Ras-Raf-
MEK-ERK Signalibertragung ist.

Die Untersuchung der RhoA-vermittelten Hemmung der Ras-Raf-MEK-ERK
Signaltransduktion beruht auf der Annahme, dass SDF-1a durch Induktion dieses
Mechanismus mit der Aktivierung des Ras-Raf-MEK-ERK Signalwegs, und damit der
Proliferation, interferiert. Daher sollte auch die SDF-1a-vermittelte Hemmung der
MEK-Aktivierung durch Expression von konstitutiv aktivem Rac verhindert werden.
Diese Annahme wurde durch ein Experiment Uberpruft, in dem untersucht wurde, ob
die Hemmung der TPA-induzierten MEK-Phosphorylierung durch SDF-1a in Zellen
verhindert wird, in denen Rac konstitutiv aktiv ist. Hierfur wurden Jurkat-Zellen mit

einem Expressionsplasmid fir RacL61 sowie einem Expressionsvektor fur CXCR4
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transfiziert, mit SDF-1a vorbehandelt und anschlielend mit TPA stimuliert. In den
Zell-Lysaten wurde die MEK-Aktivitat mittels SDS-PAGE und nachfolgendem
Western Blot analysiert. Wahrend in den Leervektor-transfizierten Zellen eine
deutliche Hemmung der TPA-induzierten MEK-Phosphorylierung durch aktives RhoA
zu sehen ist (Abb.4.15, vgl. Spur 4 mit Spur 3), bleibt die Menge an aktivem MEK in
den Zellen, die aktives Rac exprimieren, gleich (Abb.4.15, vgl. Spur 8 mit Spur 7).
Dieses Ergebnis bestatigt, dass SDF-1a durch Aktivierung der kleinen GTPase
RhoA, die mit dem Rac-PAK Signalweg interferiert, die Ras-Raf-MEK-ERK
SignalUbertragung beeintrachtigt.

RacL61 - + F37A Y40C
™A = =-+4+ -=-4++ -=-4++4+ - -4+

CNFy =+ -4+ -4+ -+ -+-+ -+- 4+
a-p-MEK — —_ F— P
[ — —_

O MEK | — < ee——————=

1 2 3 4 56 6 7 8 9 10 11 12 1314 15 16

Abb.4.14 Konstitutiv aktives Rac verhindert die RhoA-vermittelte Hemmung der MEK-
Aktivierung.

1x10 Jurkat-Zellen wurden mit 30 ng eines Expressionsvektors fir RacL61, RacL61-F37A, RaclL61-
Y40C bzw. des entsprechenden Leervektors mittels Elektroporation transfiziert. 16 h nach der
Elektroporation wurden die Zellen 24 h mit 400 ng/ml CNFy behandelt und danach 10 min mit
0,2 ng/ml TPA induziert. Die Zellen wurden lysiert und auf einem SDS-Gel mit anschlielendem
Western-Blot analysiert, der mit phospho-(p-) und pan-MEK sowie zur Kontrolle der Expression der
Rac-Mutanten mit myc-Antikdrpern behandelt wurde.
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Abb.4.15 Konstitutiv aktives Rac verhindert die SDF-1a-vermittelte Hemmung der MEK-
Aktivierung.

1x10” Jurkat-Zellen wurden mit 15 pg eines Expressionsvektors fiir RacL61 und 15 pg eines
Expressionsvektors fliir CXCR4 bzw. des entsprechenden Leervektors mittels Elektroporation
transfiziert. 16 h nach der Elektroporation wurden die Zellen 24 h mit 10 ng/ml SDF-1a behandelt und
danach 10 min mit 0,2 ng/ml TPA induziert. Die Zellen wurden lysiert und auf einem SDS-Gel mit
anschlieBendem Western-Blot analysiert, der mit phospho-(p-) und pan-MEK-Antikérpern behandelt
wurde.

4.4 Uberprifung der Allgemeingiiltigkeit des beschriebenen

Mechanismus

4.41 SDF-1a interferiert nicht mit der T-Zell-Rezeptor-induzierten Proliferation

In der Literatur ist SDF-1a als Co-Aktivator der T-Zell-Rezeptor-induzierten
Proliferation beschrieben (Nanki and Lipsky 2000; Nanki and Lipsky 2001). Dies lasst
vermuten, dass es in Bezug auf den Effekt von SDF-1a einen Unterschied zwischen
der IL-2-induzierten und der T-Zell-Rezeptor-induzierten Proliferation gibt. Die von
Nanki und Lipsky beschriebenen Experimente wurden allerdings unter anderen
experimentellen Bedingungen durchgefihrt. So wurden die Zellen nur 2 h mit SDF-
1o vorbehandelt und die signifikanten Effekte wurden erst bei sehr hohen SDF-1a-
Konzentrationen (50-500 ng/ml) beobachtet. Diese Experimente lassen sich also
nicht direkt mit den hier durchgefiihrten Experimenten vergleichen. Deshalb wurden
im folgenden Experiment T-Zellen 1 h bzw. 24 h mit SDF-1a vorbehandelt und unter
identischen experimentellen Bedingungen mit IL-2, anti-CD3-Antikérpern oder anti-
CD3 und anti-CD28-Antikdrpern stimuliert (Abb.4.16). SDF-1a interferiert bereits
nach 1 h Vor-behandlung mit der IL-2-induzierten Proliferation, wobei der Effekt nach
24 h SDF-1a-Vorbehandlung deutlicher wird (Abb.4.16, Balken 4-6). Im Gegensatz
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dazu wird weder die anti-CD3 noch die anti-CD3/anti-CD28-induzierte Proliferation
durch SDF-1a. gehemmt (Abb.4.16, Balken 7-9 und 10-12). Das T-Zell-Rezeptor-
Signal scheint also in Bezug auf Proliferation dominant Uber das SDF-1a-Signal zu
sein. In unserem Labor durchgeflihrte Experimente zeigen, dass die Stimulierung des
T-Zell-Rezeptors eine Herunterregulierung der basalen RhoA-Aktivitat bewirkt (Weg-
Remers, unveroffentlichte Daten). Dies deutet darauf hin, dass durch T-Zell-
Rezeptor-Stimulierung der hier charakterisierte negativ regulatorische Mechanismus
auller Kraft gesetzt wird, so dass eine vollstandige Aktivierung des Ras-Raf-MEK-

ERK Signalwegs mdglich ist.
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Abb.4.16 Die T-Zell-Rezeptor-induzierte Proliferation wird nicht durch SDF-1a. gehemmt.

Um zu Uberprifen, ob SDF-1a die T-Zell-Rezeptor-induzierte Proliferation hemmt, wurden fir jede
Veruchsbedingung 4 Ansatze mit je 8x10* primaren humanen T-Zellen 24 h in Medium mit 0,25% FCS
ohne IL-2 kultiviert und 24 h bzw. 1 h vor Induktion mit 10 ng/ml SDF-1a behandelt. Die Proliferation
wurde durch Zugabe von 100 U/ml IL-2 oder durch Inkubation der Zellen mit an die Zellkulturschale
gebundenen anti-CD3-Antikérpern (1 ug/ml) und anti-CD28-Antikérpern (9 ug/ml) induziert und nach
48 h mittels BrdU-Inkorporation fir 6 h detektiert. Die Signifikanz wurde mit dem Student t-Test
berechnet (* p<0,05; ** p<0,01; n.s. nicht signifikant).

4.4.2 Auch der pathologische CXCR4-Ligand, das HIV-Glycoprotein gp120,
interferiert mit der Aktivierung der Ras-Raf-MEK-ERK Kaskade

SDF-1a ist der einzige bisher beschriebene physiologische Ligand des Chemokin-
Rezeptors CXCR4. Jedoch wurde bereits mehrfach beschrieben, dass auch Viren die
Chemokin-Rezeptoren fur ihre Zwecke verwenden und sich die Signaltransduktion

dieser Rezeptoren zunutze machen, um normale zelluldare Programme zu verandern
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(Sodhi et al. 2004). Auch CXCR4 spielt in diesem Zusammenhang eine Rolle, und
zwar bei der Pathogenese von HIV (engl. human immunodeficiency virus). CXCR4
wurde, neben dem Hauptrezeptor CD4, als Korezeptor fur HIV bei der Infektion von
T-Zellen identifiziert. Dabei bindet das Glykoprotein gp120, das sich an der
Oberflache des HI-Virus befindet, an CXCR4 und ermdglicht auf diese Weise den
Eintritt des HI-Virus in die Zelle. Das Hauptproblem bei der HIV-Infektion ist die
Apoptose der CD4-T-Zellen und infolgedessen eine Immunabwehrschwéache, die
opportunistische Infektionen ermaoglicht. Interessant ist, dass nicht nur infizierte CD4-
T-Zellen sterben, sondern vor allem in nicht infizierten Zellen durch I6sliche Faktoren
wie z.B. gp120 Apoptose induziert wird (Badley et al. 2000; Alimonti et al. 2003).
Diese loslichen Faktoren werden von den infizierten Zellen produziert. Es wurde
bereits gezeigt, dass gp120 in der Zelle zahlreiche Signalwege induziert, die auch
der physiologische Ligand SDF-1a anschaltet (Popik et al. 1998; Balabanian et al.
2005). Fur mogliche spezifische Therapieansatze ist es wichtig, die
Signaltransduktion der pathologischen Liganden von Chemokinrezeptoren, wie z.B.
CXCR4, zu verstehen und mdgliche Unterschiede zu den physiologischen Liganden
herauszufinden. Die Frage war daher, ob gp120 auch wie SDF-1a die Aktivierung
der Ras-Raf-MEK-ERK Kaskade beeinflusst. Um dies zu testen, wurden primare
humane T-Zellen 1 h, 6 h bzw. 24 h mit gp120 vorbehandelt und anschliel3end
10 min mit TPA induziert. Die Zellen wurden lysiert und die MEK-Aktivierung mittels

phospho-spezifischer MEK-Antikorper im Western Blot untersucht.

gp120(h) - 1 6 24
TPA = + = + - + - +
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Abb.4.17 Das HIV-Glykoprotein gp120 interferiert mit MEK-Aktivierung in primdren humanen T-
Zellen.

Um den Einfluss von gp120 auf die MEK-Aktivierung zu testen, wurden 1x10° primare humane T-
Zellen 1 h, 6 h bzw. 24 h mit 200 ng/ml gp120 vorbehandelt und anschlieRend mit 2 ng/ml TPA fir
10 min induziert. Die Zellen wurden lysiert und auf einem SDS-Gel mit anschlielfendem Western-Blot
analysiert, der mit phospho-(p-) und pan-MEK Antikérpern behandelt wurde.
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Bereits nach 1 h gp120-Vorbehandlung wird die TPA-induzierte MEK-Aktivierung
deutlich gehemmt (Abb.4.17, vgl. Spur 4 mit Spur 2). Diese Hemmung ist auch nach
24 h gp120-Vorbehandlung noch zu sehen (Abb.4.17, Spur 8). Dies zeigt, dass
gp120 ebenfalls mit der Aktivierung der Ras-Raf-MEK-ERK Kaskade interferiert.
Interessant ware es daher zu untersuchen, ob dies unter den hier verwendeten
Versuchsbedingungen in einer verminderten Proliferation und unveranderter
Apoptose wie bei SDF-1a resultiert, oder ob es in Bezug auf die zellbiologische

Konsequenz Unterschiede gibt.

4.5 Zusammenfassung der Ergebnisse

In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass SDF-1a mit der IL-2-induzierten
Proliferation von T-Zellen interferiert. Basierend auf diesem Ergebnis erfolgte die
Charakterisierung des zugrunde liegenden Mechanismus, wobei der Schwerpunkt
auf der Identifizierung der involvierten Signalwege und deren Interaktion lag.

Es wurde gezeigt, dass die durch SDF-1a verminderte Proliferation durch eine
Herunterregulierung der IL-2-induzierten Ras-Raf-MEK-ERK Signaltransduktion
bedingt ist. Die kleine GTPase RhoA wurde als zentrales Signalmolekil des
inhibitorischen Mechanismus identifiziert. Eine Reduzierung der RhoA-Expression
durch spezifische siRNA konnte die Hemmung der Proliferation durch SDF-1a
verhindern. Hinzu kommt, dass sowohl die Uberexpression einer konstitutiv aktiven
RhoA-Mutante als auch die spezifische Aktivierung des endogenen RhoA durch das
bakterielle Toxin CNFy zu einer Hemmung des Ras-Raf-MEK-ERK Signalwegs
fihrte. Diese Ergebnisse belegen die Beteiligung von RhoA in dem von SDF-1a
induzierten inhibitorischen Signalweg.

Mit Hilfe von ,effector loop“-Mutanten der aktiven RhoA-Mutante wurden die
modglichen RhoA-Effektoren eingegrenzt. Es wurde gezeigt, dass keiner der
Effektoren PKN, ROCK, Rhophilin, Kinectin und Citron diesen Effekt vermittelt. Daher
scheint ein anderer, moglicherweise noch unbekannter Effektor beteiligt zu sein.

In Bezug auf die Hemmung der Ras-Raf-MEK-ERK Signaltransduktion wurde Raf als
direktes Ziel des inhibitorischen Mechansimus identifiziert. RhoA verhindert die
Phosphorylierung des fur die Raf-Aktivierung wichtigen Serin 338 und infolgedessen
die Weiterleitung des Signals von Ras zu MEK und ERK. Es konnte ebenfalls gezeigt
werden, dass RhoA mit dem Rac-PAK Signalweg, der zur Phosphorylierung des
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Serin 338 im Raf-Molekul fuhrt, interferiert. Hinzu kommt, dass die konstitutive
Aktivierung des Rac-PAK Signalwegs sowohl den RhoA- als auch den SDF-1a-
induzierten inhibitorischen Mechanismus verhindert. SDF-1a hebt daher die Schwelle
fur die Aktivierung des Ras-Raf-MEK-ERK Signalwegs in T-Zellen an und verhindert
so, dass zirkulierende T-Zellen als Antwort auf die Exposition mit unspezifischen
Stimuli wie Cytokinen anfangen zu proliferieren.

In weiterfUhrenden Experimenten wurden die bisher verwendeten extrazellularen
Stimuli SDF-1aund IL-2 durch andere ersetzt, um die Allgemeingultigkeit dieses
Mechanismus zu Uberprufen. Es konnte gezeigt werden, dass der pathologische
Ligand von CXCR4, das HIV-Glykoprotein gp120, auch mit der Ras-Raf-MEK-ERK
Signaltransduktion interferiert. Dies deutet darauf hin, dass gp120 ebenfalls den hier
charakterisierten inhibitorischen Mechanismus induziert. Werden die T-Zellen durch
T-Zell-Rezeptor-Stimulierung anstelle von IL-2 induziert, so hat SDF-1a keinen
inhibitorischen Effekt auf die Proliferation. Die vom T-Zell-Rezeptor ausgehenden
aktivierenden Signale scheinen also dominant Uber das hemmende SDF-1a Signal
zu sein. Diese beiden Experimente stellen die Grundlage fur die weitere
Untersuchung der physiologischen und pathophysiologischen Relevanz des hier

beschriebenen Mechanismus dar.
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5 Diskussion

Die Aufrechterhaltung der T-Zell-Homobostase durch ein Gleichgewicht von
Proliferation, Uberleben und Apoptose ist essentiell fur eine effektive Immunantwort.
Ein wichtiges ,Informationsnetzwerk®, das die Zelle Uber die momentane Situation im
Korper informiert, sind Cytokine und Chemokine. Eine Kombination verschiedener
Cytokine und Chemokine, die von anderen Zellen oder den T-Zellen selbst produziert
werden, induziert in der T-Zelle Signalwege, die bestimmte zellulare Programme wie
z.B. Proliferation oder Apoptose anschalten. Bei der Entscheidung, welches zellulare
Programm ausgefluhrt wird, spielt die intrazellulare Integration der Signalereignisse
unterschiedlicher extrazellularer Stimuli eine entscheidende Rolle. T-Zellen besitzen
die Kapazitat zur schnellen Proliferation innerhalb kurzer Zeit, wie beispielsweise bei
der klonalen Expansion, die nach T-Zell-Rezeptor-Stimulierung von IL-2 vermittelt
wird. Nach erfolgter Immunantwort werden die T-Zellen, die nicht dem
programmierten Zelltod unterliegen, wieder in eine Ruhephase des Zellzyklus
Uberfuhrt. AulRerdem muss es Mechanismen geben, die zirkulierende T-Zellen vor
einer Induktion durch hohe Umgebungskonzentrationen von |L-2 schitzen. Eine
Moglichkeit ist die Antagonisierung der aktivierenden Signale durch Cytokine oder
Chemokine. Die Aufklarung solcher Mechanismen ist von gro3em Interesse, da sie
eine Mdglichkeit bieten, eine Ubermafige Proliferation der T-Zellen zu verhindern.

In der vorliegenden Arbeit wird ein neuer inhibitorischer Mechanismus beschrieben.
Das Chemokin SDF-1a reduziert die IL-2-induzierte Proliferation. Der zugrunde
liegende Mechanismus beinhaltet die Aktivierung der kleinen GTPase RhoA, die
durch Interferenz mit der Rac-PAK-Signaltransduktion die Aktivierung von Raf
verhindert und so die Ras-Raf-MEK-ERK Signaltransduktion hemmt.

5.1 Regulation der T-Zell-Proliferation durch SDF-1a

In der vorliegenden Arbeit wurde der Effekt des Chemokins SDF-1a auf die IL-2-
induzierte T-Zell-Proliferation untersucht. Uberraschenderweise hat SDF-1a. einen
inhibitorischen Effekt auf die IL-2-induzierten Proliferation und funktioniert nicht, wie
nach bisher publizierten Ergebnissen erwartet (Nanki and Lipsky 2000; Nanki and
Lipsky 2001), als Co-Aktivator. Darlber hinaus interferiert SDF-1a sowohl in

primaren humanen T-Zellen als auch in der humanen T-Zell-Linie Jurkat mit der IL-2-
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induzierten Aktivierung des proliferationsfordernden Ras-Raf-MEK-ERK Signalwegs.
Gleichzeitig wird die Apoptose der T-Zellen trotz Hemmung dieses auch anti-
apoptotisch wirkenden Signalwegs nicht beeinflusst. Neben dem ERK-Signalweg
spielen auch PI3-Kinase- und STAT-abhangige Signalereignisse eine Rolle bei der
IL-2-induzierten Proliferation (Brennan et al. 1997; Moriggl et al. 1999; Fung et al.
2003). Daher hemmt ein MEK-spezifischer Inhibitor (U0126) die IL-2-induzierte
Proliferation nicht vollstandig (DeSilva et al. 1998). Auch in der vorliegenden Arbeit
wird die Proliferation durch SDF-1a nicht komplett gehemmt, aber signifikant
reduziert. Dies konnte daran liegen, dass neben der ERK-Kaskade noch weitere
Signalwege an der IL-2-induzierten Proliferation beteiligt sind, die nicht durch SDF-
10 gehemmt werden.

In der Literatur wird SDF-1a hauptsachlich als chemotaktisches Protein beschrieben,
das die Zellmigration wahrend der Embryonalentwicklung, aber auch die Migration
von Zellen des Immunsystems im adulten Organismus steuert. DarUber hinaus wurde
SDF-1a als Co-Aktivator der T-Zell-Aktivierung beschrieben, da es bei CD4-positiven
T-Zellen die anti-CD3-induzierte Proliferation, sowie die Produktion von IL-2, IFN-y,
IL-4 und IL-10 erhdht (Nanki and Lipsky 2000; Nanki and Lipsky 2001). Die
Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass SDF-1a, neben der Funktion als Co-Aktivator
von T-Zellen bei der Stimulierung durch Antigene, eine hemmende Wirkung auf die
Cytokin-induzierte Proliferation von T-Zellen hat und damit zur T-Zell-Homoostase
beitragt. Dieser negative Effekt von SDF-1a auf die Cytokin-induzierte T-Zell-
Proliferation konnte bei der Zirkulation der T-Zellen durch den Korper eine Rolle
spielen. T-Zellen sollen nur an bestimmten Orten und zu einer bestimmten Zeit
wahrend der Immunantwort proliferieren. Sie sind jedoch haufig Wachstumsfaktoren
ausgesetzt, die unspezifische Aktivierungssignale vermitteln. Eine standige
Aktivierung der T-Zellen wird durch verschiedene Mechanismen verhindert. Zunachst
spielt die differentielle Expression der Cytokin-Rezeptoren eine Rolle, durch welche
die Sensitivitdt der Zellen fur einzelne Cytokine reguliert wird. Beispielsweise
exprimieren naive T-Zellen die IL-2-Rezeptor-a-Kette (CD25) nicht und verfigen
daher nur Uber einen niedrig-affinen IL-2-Rezeptor aus B- und y-Kette, wahrend bei
der T-Zell-Aktivierung die Expression der a-Kette und somit die Bildung eines hoch-
affinen |IL-2-Rezeptors induziert wird und die Zellen IL-2-abhangig proliferieren
(klonale Expansion). Weiterhin gibt es so genannte CD4'CD25"-regulatorische T-

Zellen, die durch Zell-Zell-Kontakt verhindern, dass zirkulierende T-Zellen gegen
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korpereigene Antigene eine Autoimmunreaktion initiieren (Wing et al. 2005). Eine
dritte Moglichkeit zur Kontrolle bieten antagonisierende Cytokine wie TGF-$ und IL-
10, die von regulatorischen T-Zellen, wie yd-T-Zellen oder NKT-Zellen, sezerniert
werden (Battaglia et al. 2004; Tang et al. 2004). Diese Cytokine hemmen u.a. die IL-
2 Produktion und die T-Zell-Proliferation (de Waal Malefyt et al. 1993; Bright et al.
1997; Campbell et al. 2001). Die in der vorliegenden Arbeit beschriebene
Antagonisierung der Cytokin-vermittelten T-Zell-Proliferation durch ein ubiquitar
exprimiertes Chemokin stellt einen neuen Mechanismus dar. SDF-1a hat einen
hemmenden Effekt auf die Aktivierung des Ras-Raf-MEK-ERK Signalwegs durch
Cytokine und damit auch auf die Cytokin-induzierte Zellzyklus-Progression und
Proliferation. Die zirkulierenden T-Zellen sind standig dem Einfluss des ubiquitar
exprimierten SDF-1a ausgesetzt, das in den Geweben die Migration der T-Zellen
induziert (Pelletier et al. 2000); die Funktion von SDF-1a im Blut ist jedoch noch
unklar. Die SDF-1a-Konzentrationen, welche auf die T-Zellen einwirken, variieren.
Jedoch reichen bereits sehr niedrige Konzentrationen, wie sie z.B. im Blut
vorkommen und auch in dieser Arbeit eingesetzt wurden, um sowohl Migration als
auch den hier beschriebenen inhibitorischen Signalweg zu induzieren. Deshalb kann
man davon ausgehen, dass die migrierenden T-Zellen durch den permanenten
Einfluss von SDF-1a eine erhdhte Aktivierungsschwelle besitzen und so vor
unspezifischer Stimulierung geschutzt werden.

Die Sensitivitat der T-Zellen fur das ubiquitar exprimierte Chemokin SDF-1a wird
durch die differentielle Expression des Chemokin-Rezeptors CXCR4 reguliert.
Wahrend die naiven T-Zellen und die zentralen Gedachtniszellen eine hohe CXCR4-
Expression zeigen, ist der Rezeptor bei Effektor-Zellen nur in geringen Mengen an
der Oberflache zu finden (Kobayashi et al. 2004). Hinzu kommt, dass die CXCR4-
Expression durch IL-2-Stimulierung, d.h. wahrend der klonalen Expansion der T-
Zellen, hochreguliert wird und nach etwa drei Tagen ihr Maximum erreicht (Bleul et
al. 1997). Auffallend ist dabei, dass diejenigen Zellen, die nur durch T-Zell-Rezeptor-
Stimulierung aktiviert werden sollen, also naive T-Zellen und Gedachtnis-T-Zellen,
eine hohe CXCR4-Expression aufweisen, wahrend die Effektor-T-Zellen, die IL-2-
abhangig klonal expandieren, nur wenig CXCR4 exprimieren. Wahrend der klonalen
Expansion der Effektorzellen wird die CXCR4-Expression dann durch [L-2
hochreguliert. Dies konnte eine Rolle in der spaten Phase der klonalen Expansion
spielen. Auch die CD4"CD25" regulatorischen T-Zellen exprimieren CXCR4 (Zou et
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al. 2004). Eine strenge Kontrolle der Proliferation ist bei dieser T-Zell-Population
notwendig, da sie durch die konstitutive Expression der IL-2R a-Kette (CD25) eine
hohe Sensitivitdt gegenuber IL-2 besitzt. Allerdings ist die Proliferationsrate der
regulatorischen T-Zellen nach IL-2-Stimulierung nur sehr gering und die Aktivierung
einiger Signalwege, wie z.B. der PI3-Kinase-induzierten Signalereignisse, ist
gehemmt (Bensinger et al. 2004). Die regulatorischen Mechanismen, die zu dieser
Hypoproliferation infolge von IL-2-Stimulierung flhren, sind noch nicht bekannt. Auch
hier ware eine Funktion des SDF-1a-induzierten inhibitorischen Mechanismus
denkbar.

5.2 SDF-1a interferiert mit der IL-2-induzierten Proliferation -

Aufklarung des Mechanismus

5.2.1 Die kleine GTPase RhoA als zentraler Bestandteil des inhibitorischen

Mechanismus

In der vorliegenden Arbeit wurde der SDF-1a-induzierte Signalweg identifiziert, der
die Hemmung der Cytokin-induzierten Proliferation bzw. Aktivierung des Ras-ERK-
Signalwegs vermittelt. SDF-1a aktiviert durch Bindung an den heptahelikalen G-
Protein-gekoppelten Rezeptor CXCR4 zahlreiche Signalwege, u.a. kleine GTPasen
der Rho-Familie (Vicente-Manzanares et al. 2002). Dabei induziert SDF-1a bereits
nach wenigen Minuten eine deutliche RhoA-Aktivierung, die bis zu 24 h andauert
(Weg-Remers, unveroffentlichte Daten). Der Mechanismus der RhoA-Aktivierung
durch CXCR4 ist noch unklar. In Bezug auf G-Protein-gekoppelte Rezeptoren im
Allgemeinen ist jedoch beschrieben, dass die RhoA-Aktivierung durch die Gg12/13-
Untereinheit und p115RhoGEF (Kozasa et al. 1998; Wells et al. 2001) bzw. die
Gagr1-Untereinheit und den GEF LARG (Vogt et al. 2003) vermittelt wird.

Die kleine GTPase RhoA ist ein guter Kandidat fir ein Schllsselprotein in dem hier
analysierten SDF-1a-abhangigen Signalweg, da sie in unserem Labor schon in
friheren Experimenten als negativer Regulator des Ras-Raf-MEK-ERK Signalwegs
in T-Zellen beschrieben wurde (Weg-Remers et al. 2002). So war bereits bekannt,
dass Uberexpression einer konstitutiv aktiven RhoA-Mutante (RhoA L63) in den
murinen T-Zell-Linien LB-17 und EL-4 mit der Aktivierung von ERK und MEK

interferiert. In der vorliegenden Arbeit konnte die Hemmung der ERK- und MEK-
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Aktivierung durch Uberexpression von konstitutiv aktivem RhoA in einer weiteren T-
Zell-Linie, den humanen Jurkat-Zellen, gezeigt werden. Auch in primaren humanen
T-Zellen wurde durch spezifische Aktivierung des endogenen RhoA mit Hilfe des
bakteriellen Toxins CNFy eine Hemmung der MEK-Aktivierung erreicht. Durch dieses
wichtige Ergebnis konnte zum einen gezeigt werden, dass die Uberexpression einer
aktiven RhoA-Mutante den gleichen Effekt hat wie die Aktivierung des endogenen
RhoA. Zum anderen zeigt dieses Experiment, dass sich die T-Zell-Linien in Bezug
auf die RhoA-vermittelte Hemmung des Ras-Raf-MEK-ERK Signalwegs genauso
verhalten wie die primaren humanen T-Zellen. Die Uberexpression der aktiven RhoA-
Mutante in Jurkat Zellen stellt also ein geeignetes Modell flr die nahere
Charakterisierung des Mechanismus dar. Durch die gezielte Hemmung der RhoA-
Expression in primaren humanen T-Zellen mittels siRNA ist es in dieser Arbeit
aullerdem gelungen, RhoA als Komponente des SDF-1a-induzierten hemmenden
Mechanismus zu identifizieren. In Zellen, deren RhoA-Expression durch vorherige
Transfektion mit RhoA-spezifischen siRNAs reduziert war, konnte SDF-1a. nicht mit
der IL-2-induzierten Proliferation interferieren. Dies beweist, dass RhoA ein Teil des
Signalwegs ist, der von SDF-1a induziert wird und der die Signalweiterleitung durch
den Ras-ERK-Signalweg hemmt.

Die Hemmung der Ras-Raf-MEK-ERK Kaskade durch aktives RhoA wurde bisher nur
in primaren T-Zellen und verschiedenen T-Zell-Linien beobachtet, wahrend sie in der
Fibroblasten-Zell-Linie COS-7 und der Epithel-Zell-Linie HelLa nicht auftritt (Gablenz
2002). Generell wurde die kleine GTPase RhoA bisher als aktivierender Faktor des
Ras-Raf-MEK-ERK Signalwegs beschrieben (Li et al. 2001). In T-Zellen verhalt sich
aktives RhoA anders, wobei noch nicht klar ist, ob es sich bei der RhoA-induzierten
Hemmung der Ras-Raf-MEK-ERK Kaskade um ein T-Zell-spezifisches Phanomen
handelt, oder ob auch andere hamatopoetische Zellen diesen Signalweg besitzen.
Auf jeden Fall muss der RhoA-vermittelte inhibitorische Signalweg eine Zelltyp-
spezifische Komponente enthalten. Naheliegend ware hier ein Zelltyp-spezifischer
RhoA-Effektor. Dies wirde auch erklaren, warum keiner der bisher getesteten
bekannten RhoA-Effektoren die Hemmung der Ras-Raf-MEK-ERK-Kaskade

vermittelt.
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5.2.2 Potentielle Mechanismen fiir die Regulation der Ras-Raf-MEK-ERK
Kaskade durch RhoA-Effektoren

Aufgrund der momentanen Kenntnisse Uber die Regulation von MAPK-
Signalprozessen in der Zelle sind einige Interaktionsmdglichkeiten der kleinen
GTPase RhoA und deren Effektoren mit diesen Mechanismen denkbar. Es ist
beispielsweise bekannt, dass die Ras-Aktivierung in Lymphozyten nicht auf die
Plasmamembran beschrankt ist, sondern auch am Golgi-Apparat stattfindet. Nach T-
Zell-Rezeptor-Stimulierung ist der Golgi sogar der Hauptort der Ras-vermittelten
Signaltransduktion (Bivona et al. 2003). Moglicherweise ist die Ras-Aktivierung am
Golgi auch unter anderen Induktionsbedingungen von Bedeutung, beispielsweise
nach Cytokin-Stimulierung; dies wurde jedoch noch nicht untersucht. Diese neuen
Erkenntnisse Uber die Signaltransduktion eréffnen ganz neue Regulations-
mechanismen, bei denen die Mikrotubuli eine zentrale Rolle spielen konnten, da sie
die korrekte Organisation des Golgi gewahrleisten (Thyberg and Moskalewski 1999;
Rios and Bornens 2003). Da RhoA in Lymphozyten die Organisation der Mikrotubuli
reguliert (Vicente-Manzanares et al. 2002), besteht an dieser Stelle eine Mdglichkeit
fur RhoA, indirekt in die Ras-Signaltransduktion einzugreifen. Hinzu kommt, dass die
Mikrotubuli eine wichtige Rolle bei intrazellularen Transportereignissen spielen, da
sich Motorproteine der Kinesin-Familie entlang ihrer Oberflache ATP-abhangig durch
die Zelle bewegen (Howard 1996). Dabei transportieren diese Motorproteine so
genannte ,Cargo“-Proteine (engl. Ladung, Facht). Interessant ist, dass auch
,ocaffold“-Proteine als solche ,Cargo“-Proteine fungieren konnen, wie es
beispielsweise fur JIP (engl. JNK-interacting protein) gezeigt wurde, ein ,Scaffold“-
Protein far Signalmolekile des JNK-Signalwegs (Nagata et al. 1998; Verhey et al.
2001). In diesem Fall wird ein komplettes Signalmodul durch die Zelle transportiert.
Dies gewahrleistet, dass die Signalmolekule schnell zu der Ubergeordneten Kinase
gelangen und dort aktiviert werden, was ohne diese Mechanismen, d.h. nur durch
Diffusion, nicht so schnell mdglich ware. Neben dem indirekten Einfluss von RhoA
auf diese Transportvorgange durch Regulation der Stabilitat der Mikrotubuli ist auch
ein direkter Einfluss moglich. Das RhoA-Effektor-Protein Kinectin bindet an Kinesin
und ist in den Vesikeltransport involviert (Hotta et al. 1996; Vignal et al. 2001). Es
ware daher denkbar, dass Kinectin eine Rolle beim Transport von Signalkomplexen

spielt und so die Verbindung zwischen RhoA und MAPK-Signalereignissen darstellt.
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Auch das Actin-Cytoskelett spielt bei der Ras-Raf-MEK-ERK Signaltransduktion eine
Rolle; die Zerstérung des Actin-Netzwerks durch die Wirkstoffe Latrunculin oder
Cytochalasin  hemmt die Induktion der ERK-Phosphorylierung  durch
Wachstumsfaktoren (Aplin and Juliano 1999; Davidson et al. 2004). Dies deutet
darauf hin, dass das Actin-Cytoskelett eine Funktion bei der Organisation bzw.
Lokalisierung der ERK-Signalkaskade hat. Es wurde auch bereits ein Protein
identifiziert, das eine Verbindung zwischen Actin-Cytoskelett und Ras-Raf-MEK-ERK
Kaskade herstellt, das Leukozyten-spezifische Actin-bindende Protein LSP-1 (engl.
leukocyte-specific protein 1). LSP-1 bindet an das ,Scaffold“-Protein KSR1, das mit
Raf, MEK und ERK einen Komplex bildet, und bewirkt so die Rekrutierung dieses
Signalkomplexes zu Actin-Filamenten. Die Abhangigkeit der Ras-Raf-MEK-ERK
Signaltransduktion vom Actin-Cytoskelett bietet einen weiteren Angriffspunkt fur
RhoA, da diese kleine GTPase Uber die Aktivierung verschiedener Effektorproteine,
wie z.B. ROCK oder Dia, eine Reorganisation des Actin-Cytoskeletts bewirkt (siehe
auch Abschnitt 1.4.2).

Die Identifizierung des RhoA-Effektors, der die in dieser Arbeit beschriebene
Regulation des Ras-Raf-MEK-ERK Signalwegs durch SDF-1a vermittelt, kdnnte
einen ersten Hinweis auf den zugrunde liegenden Mechanismus geben. In dieser
Arbeit wurde eine RhoAL63-,effector-loop“-Mutante identifiziert, RhoAL63-E40L, die
keinen hemmenden Effekt mehr auf die MEK-Phosphorylierung hat. Diese Mutante
hat also die Affinitat fUr das involvierte Effektormolekll verloren. Die bisher
durchgefuhrten Bindungsstudien der RhoALG63-,effector-loop“-Mutanten ergaben,
dass die Mutante RhoAL63-E40L nicht mehr an die Effektoren ROCK und Kinectin
binden kann (Sahai et al. 1998). Dies konnte jedoch den fehlenden Effekt auf die
MEK-Aktivierung nicht erklaren, da eine andere Mutante, RhoALG63-F37A, ebenfalls
nicht mehr an diese Effektoren bindet, die MEK-Phosphorylierung aber effektiv
hemmt. Dies deutet darauf hin, dass ein Effektormolekil die Hemmung der MEK-
Aktivierung vermittelt, das in den bisherigen Bindungsstudien nicht getestet wurde.
Dabei kdnnte es sich um einen noch unbekannten Effektor handeln. Gerade im
Bereich zelltypspezifischer Effektoren gibt es immer wieder neue Erkenntnisse. So
wurde vor kurzem ein neues Lymphozyten-spezifisches Effektorprotein namens
Rhotekin-2 beschrieben (Collier et al. 2004), das vor allem in CD4*-T-Zellen und B-
Zellen exprimiert wird, und dessen Expression in aktivierten, proliferierenden Zellen
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herunterreguliert wird. In unserem Labor werden bereits Co-Immunprazipitationen
sowie Prazipitationen mit GST-Fusionsproteinen der RhoAL63-,effector-loop*“-
Mutanten durchgefuhrt, um das RhoA-Effektorprotein zu identifizieren, das die
Hemmung der Ras-Raf-MEK-ERK Kaskade vermittel. Ein Protein, das nur an die
Mutante E40L nicht mehr bindet, ware ein guter Kandidat fur weitere

Untersuchungen.

5.2.3 Die Integration der SDF-1a- und IL-2-induzierten Signale — Ein Modell

Ein entscheidender Schritt bei der Aufklarung des Mechanismus, welcher der RhoA-
vermittelten negativen Regulation der Ras-Raf-MEK-ERK Signaltransduktion
zugrunde liegt, war die ldentifizierung des Zielmolekuls dieser Hemmung innerhalb
der Signalkaskade.

Der Ras-Raf-MEK-ERK Signalweg bietet auf jeder Ebene zahlreiche Moglichkeiten
der Regulation. Die Dauer und die Starke der Aktivierung kann die zellulare
Konsequenz, d.h. Proliferation, Differenzierung oder Uberleben, beeinflussen; dieser
Mechanismus tragt dazu bei, dass ein und derselbe Signalweg unterschiedliche
Prozesse regulieren kann (Torii et al. 2004; Ebisuya et al. 2005). Daher ist es wichtig,
dass die einzelnen Komponenten der Signalkaskade individuell reguliert werden
konnen. So existieren auf jeder Ebene der Signalkaskade inhibitorische
Mechanismen. Auf der Ebene von Ras kann die Aktivierung durch GAPs (engl.
GTPase activating proteins) wie CAPRI (engl. Ca** promoted Ras inactivator)
(Lockyer et al. 2001) herunterreguliert werden, die die GTPase durch
Beschleunigung der GTP-Hydrolyse in ihren inaktiven Zustand uberfuhren. Die
Kinasen MEK und ERK, die durch Phosphorylierung aktiviert werden, kdnnen durch
Phosphatasen, z.B. Serin/Threonin-Phosphatasen wie PP2A, Protein-Tyrosin-
Phosphatasen wie PTP oder im Kern lokalisierte Protein-Phosphatasen wie MKP-1,
inaktiviert werden (Denhardt 1996; Kolch 2000). AuRerdem sind fur die Aktivierung
der verschiedenen Komponenten des Signalweges so genannte ,Scaffold“-Proteine
notwendig, die mehrere Signalmolekile binden und sie so in raumliche Nahe
zueinander bringen, damit eine SignalUbertragung stattfinden kann. Diese ,Scaffold“-
Proteine fordern die Translokation des kompletten Signalkomplexes an die Membran,
wo eine Interaktion mit der Ubergeordneten kleinen GTPase, in diesem Fall Ras,
stattfindet. Die Inaktivierung eines solchen Proteins wurde die Signalweiterleitung

gleich auf mehreren Ebenen hemmen.
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Durch die in dieser Arbeit durchgefiuihrten Experimente wurde die Kinase Raf als Ziel
der Hemmung identifiziert. Es wurde gezeigt, dass durch konstitutiv aktives RhoA die
Aktivierung von Raf, MEK und ERK gehemmt wird, wahrend die Aktivierung von Ras
unbeeinflusst bleibt. RhoA stort die Signalibertragung von Raf zu MEK nicht, wenn
zur Induktion eine konstitutiv aktive Mutante von Raf eingesetzt wird, deren
regulatorische Domane fehlt und die dadurch unabhangig von Phosphorylierungs-
ereignissen ist. Auch die Signalweiterleitung von MEK zu ERK wird durch RhoA nicht
gestort.

Da die Raf-Aktivierung ein komplexer mehrstufiger Prozess ist, gibt es zahlreiche
Angriffspunkte flir eine Regulation. Das Adapterprotein RKIP verhindert z.B. die
Interaktion zwischen Ras und Raf (Yeung et al. 1999; Trakul et al. 2005). AuRerdem
kann die Raf-Aktivierung durch Beeinflussung der Signalwege, die zur Raf-(De)-
Phosphorylierung fuhren, reguliert werden. Die verschiedenen Raf-Aktivierungsstufen
lassen sich anhand des Zustandes der Phosphorylierungsstellen verfolgen. So ist die
Dephosphorylierung des Serin 259 ein frihes Ereignis, das die Translokation von Raf
an die Membran ermdglicht (Ory et al. 2003; Raabe and Rapp 2003), wo dann
weitere Phosphorylierungsereignisse stattfinden, u.a. die Phosphorylierung des Serin
338 durch PAK (King et al. 1998; Zang et al. 2002). Die hier durchgeflhrten
Experimente belegen, dass die Dephosphorylierung des Serin 259 durch aktives
RhoA nicht beeintrachtigt wird. Daraus kann man schlief3en, dass die Anfangsphase
der Raf-Aktivierung in Gegenwart von aktivem RhoA intakt ist. Im Gegensatz dazu
interferiert aktives RhoA mit der Phosphorylierung des Serin 338 sowie mit der
Aktivierung des Rac-PAK Signalwegs, dem nach bisherigen Erkenntnissen einzigen
Signalweg, der die Phosphorylierung des Raf-Serin 338 vermittelt (King et al. 1998;
King et al. 2001). Hinzu kommt, dass die konstitutive Aktivierung des Rac-PAK-
Signalwegs durch Uberexpression aktiver Rac-Mutanten in Jurkat-Zellen die
Hemmung der MEK-Aktivierung durch SDF-1a sowie durch aktives RhoA verhindert.
Ausgehend von den vorliegenden Ergebnissen wird das folgende Modell aufgestellt,
mit dem der Mechanismus der SDF-1a-induzierten Hemmung IL-2-abhangiger T-
Zell-Proliferation erklart wird (Abb. 5.1): SDF-1a aktiviert durch Bindung an CXCR4
die kleine GTPase RhoA. Aktives RhoA interferiert in T-Zellen mit der IL-2-
vermittelten Aktivierung des Rac-PAK-Signalwegs und verhindert so die fur die Raf-

Aktivierung essentielle Phosphorylierung des Serin 338. Infolgedessen wird die
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SignalUbertragung von Ras zu ERK auf der Ebene von Raf unterbrochen; das

Proliferation-induzierende Signal gelangt nicht bis in den Zellkern.

RhoA |—]|Rac Ras
PAK Raf

e
EI%K

l

Proliferation

Abb.5.1 Modell: SDF-1a interferiert mit der Cytokin-induzierten Proliferation durch Hemmung
der Ras-Raf-MEK-ERK Signaltransduktion.

5.2.4 RhoA und Rac - Die gegenseitige Beeinflussung kleiner GTPasen

Die gegenseitige Regulierung kleiner GTPasen ist ein inzwischen vielfach
beschriebener Mechanismus (Ridley and Hall 1992; Nobes and Hall 1995; Nimnual
et al. 2003). Allerdings gibt es keine allgemeingultige Regel, wie sich die kleinen
GTPasen gegenseitig beeinflussen, ob positiv oder negativ, da dies Situations- und
Zelltyp-abhangig ist. Obwohl die Hemmung von Rac durch RhoA bereits mehrfach
beobachtet wurde (Leeuwen et al. 1997; Rottner et al. 1999), konnte der
Mechanismus fur diese Regulation bisher noch nicht aufgeklart werden.

In der vorliegenden Arbeit wurde erstmals in T-Zellen ein antagonistisches Verhalten
zwischen RhoA- und Rac-Signaltransduktion beschrieben. RhoA interferiert mit der
Ras-induzierten Aktivierung des Rac-PAK-Signalwegs. Da die Uberexpression einer

konstitutiv aktiven Rac-Mutante dies verhindert, kann man davon ausgehen, dass die
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Hemmung von RhoA auf der Ebene von Rac oder oberhalb stattfindet. Diese
Hypothese wird durch aktuelle Beobachtungen aus unserem Labor unterstutzt die
zeigen, dass auch andere Signalereignisse unterhalb von Rac, z.B. die Aktivierung
der MAP-Kinasen p38 und JNK, durch aktives RhoA beeintrachtigt wird (eigene
Beobachtungen und Weg-Remers, unverodffentlichte Ergebnisse). Rac kann durch
verschiedene GEFs (engl. guanine nucleotide exchange factors) aktiviert werden, die
ihrerseits durch PI3K-abhangige oder unabhangige Signalwege induziert werden
(Schmidt and Hall 2002; Mertens et al. 2003). In dieser Arbeit wurde der Rac-PAK
Signalweg in T-Zellen durch aktives Ras induziert. Ein Mechanismus der Rac-
Aktivierung durch Ras ist bereits bekannt. Ras bindet an den GEF Tiam1 (engl. T-
lymphoma invasion and metastasis) und stimuliert auf diese Weise dessen Rac-GEF-
Aktivitat (Lambert et al. 2002). RhoA konnte also mit der Rac-Aktivierung durch
Inhibierung von Tiam1 interferieren. Weitere Mdglichkeiten der Rac-Hemmung durch
RhoA waren die Aktivierung eines Rac-GAP-Proteins, das Rac durch Aktivierung der
GTPase-Aktivitat in den inaktiven Zustand Uberfihrt, oder die Induktion eines Rac-
GDI, welcher an Rac bindet und dadurch die Lokalisierung an die Membran
verhindert.

Die Aufklarung der hier beschriebenen antagonistischen Kommunikation zwischen
RhoA und Rac in T-Zellen ist nicht nur fir das Verstandnis des in dieser Arbeit
charakterisierten Mechanismus von Bedeutung, sie wurde auch zum Verstandnis
anderer Prozesse beitragen, in welche die kleinen GTPasen involviert sind,
beispielsweise der T-Zell-Migration. In Neutrophilen wurde vor kurzem gezeigt, dass
chemotaktische Stoffe wie fMLP in der Zelle zwei unterschiedliche Signalwege
induzieren, die zur Polarisierung der Zelle beitragen. Wahrend im vorderen Teil der
migrierenden Zelle durch G; aktiviertes Rac eine Rolle spielt, findet man im hinteren
Teil durch Gq2/13 aktiviertes RhoA. Basierend auf der Tatsache, dass die Expression
einer konstitutiv aktiven RhoA-Mutante in der Zelle sowohl die Rac-Aktivierung als
auch die Polarisierung verhindert, lautet die Hypothese, dass RhoA im hinteren Teil
der Zelle mit der Rac-Aktivierung interferiert und so die charakteristische Form des
.Hinterteils“ der Zelle stabilisiert (Xu et al. 2003). Die in dieser Arbeit beschriebene
antagonistische Kommunikation zwischen RhoA und Rac konnte, entsprechend dem
Mechanismus in Neutrophilen, auch bei der Polarisierung und Migration von T-Zellen

von Bedeutung sein.
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5.3 Effekt von SDF-1a. auf die T-Zell-Rezeptor-induzierte

Proliferation — Spezifitat des beschriebenen Mechanismus

Die IL-2-induzierte Proliferation wird durch SDF-1a auf etwa 70% reduziert. Dagegen
hat SDF-1a unter den gleichen experimentellen Bedingungen keinen inhibitorischen
Effekt auf die T-Zell-Rezeptor-induzierte Proliferation. Dies bestatigt die Ergebnisse
aus der Literatur, bei denen die entsprechenden SDF-1a-Konzentrationen ebenfalls
keinen Effekt auf die T-Zell-Rezeptor-induzierte Proliferation hatten (Nanki and
Lipsky 2000). Durch héhere SDF-1a-Konzentrationen wurde dort sogar eine Co-
Stimulierung der T-Zell-Rezeptor-Induktion beschrieben. Die im Rahmen dieser
Arbeit durchgefuhrten Experimente zeigen, dass es einen Unterschied zwischen der
IL-2-induzierten und der T-Zell-Rezeptor-induzierten Proliferation gibt. Der Grund
hierfur kdnnte sein, dass T-Zell-Rezeptor-Stimulierung bereits nach wenigen Minuten
zur Hemmung der basalen RhoA-Aktivitat fuhrt (Weg-Remers, unveroffentlichte
Daten). Im Gegensatz dazu aktiviert IL-2 sogar RhoA und induziert beispielsweise
RhoA-abhangige Bcl-2-Expression (Reif et al. 1996; Gomez et al. 1997). Es ist daher
moglich, dass der SDF-1a-induzierte inhibitorische Mechanismus durch T-Zell-
Rezeptor-Stimulierung, nicht aber durch die Stimulierung des IL-2-Rezeptors, auf der
Ebene von RhoA ausgeschaltet wird. Um einen direkten Zusammenhang zwischen
diesen Beobachtungen herzustellen, waren allerdings noch weitere Experimente
basierend auf den hier erzielten Ergebnissen notwendig. Zum einen musste in einem
Experiment getestet werden, ob die T-Zell-Rezeptor-Stimulierung tatsachlich die
SDF-1a-vermittelte RhoA-Aktivierung hemmt, wahrend IL-2-Stimulierung dies nicht
tut. Zum anderen musste der Mechanismus untersucht werden, mit dem T-Zell-
Rezeptor-Stimulierung mit der RhoA-Aktivitat interferiert. Denn durch die Hemmung
dieses Mechanismus konnte man dann beweisen, dass die T-Zell-Rezeptor-
induzierte Hemmung von RhoA der Grund daflr ist, dass SDF-1a die Proliferation
unter diesen Bedingungen nicht beeintrachtigt.

Daruber hinaus stellt sich die Frage, ob die Hemmung durch SDF-1a spezifisch fur
die Aktivierung durch IL-2 ist. Die hier beschriebenen Ergebnisse deuten darauf hin,
dass dies nicht der Fall ist, da der durch SDF-1a induzierte inhibitorische
Mechanismus auf der Ebene der Kinase Raf ansetzt und nicht in direktem
Zusammenhang mit den am Rezeptor ablaufenden proximalen Signalereignissen

steht. Es ist also zu erwarten, dass SDF-1a auch die Proliferation durch andere
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Wachstumsfaktoren hemmt, sofern diese nicht wie der T-Zell-Rezeptor den

Mechanismus storen.

5.4 Effekt des pathologischen CXCR4-Liganden gp120 auf die
Ras-Raf-MEK-ERK Signaltransduktion

Das HIV-Glykoprotein gp120 aus der Hiulle des HI-Virus ist ein pathologischer Ligand
des Chemokin-Rezeptors CXCR4. Es vermittelt durch Interaktion mit CXCR4 und
CD4 den Eintritt des HIV in CD4-positive Zellen und wird aul3erdem in |6slicher Form
von HIV-infizierten Zellen sezerniert. Interessant ist, dass gp120, im Gegensatz zum
physiologischen Ligand SDF-1a, zusammen mit anderen ldslichen Faktoren vor
allem in nicht-infizierten CD4"-T-Zellen Apoptose induziert (Badley et al. 2000;
Alimonti et al. 2003). Der Unterschied zwischen SDF-1a und gp120 kdénnte dadurch
zustande kommen, dass gp120 zusatzlich an CD4 bindet, so dass die zellulare
Konsequenz aus der Kombination der CD4- und CXCRA4-Aktivierung resultiert.
AuRerdem ist es denkbar, dass sich die SDF-1a- und gp120-induzierten Signal-
ereignisse ausgehend von CXCR4 sowohl qualitativ als auch quantitativ
unterscheiden. Fur das Verstandnis der HIV-Pathogenese sowie fur die Entwicklung
neuer Therapieansatze ist die Aufklarung dieser Unterschiede von grofer
Bedeutung. Es ist bereits bekannt, dass gp120 in der Zelle zahlreiche Signalwege
induziert, die auch der physiologische Ligand SDF-1a aktiviert (Popik et al. 1998;
Balabanian et al. 2004). So induziert gp120, ebenso wie SDF-1a, bereits nach 1 min
ERK-Phosphorylierung (Balabanian et al. 2004). Interessant ist, dass diese gp120-
induzierte ERK-Phosphorylierung durch T-Zell-Rezeptor-Vorstimulierung erhoht wird,
die T-Zell-Rezeptor-Stimulierung also die Schwelle fur die Ras-Raf-MEK-ERK-
Aktivierung durch gp120 heruntersetzt. Der direkte Vergleich zwischen SDF-1a und
gp120 in Bezug auf die Starke und Dauer dieser Induktion ist schwierig, da sich ihre
Affinitat zu CXCR4 unterscheidet. Hinzu kommt, dass die exakten Konzentrationen
von SDF-1a und gp120, die unter physiologischen Bedingungen auf die T-Zellen
einwirken, nicht bekannt sind.

Aufgrund der Charakterisierung des neuen SDF-1a-induzierten Signalwegs stellte
sich die Frage, ob gp120 ebenfalls die Aktivierung der Ras-Raf-MEK-ERK Kaskade
durch Wachstumsfaktoren beeinflusst. In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass bereits
1 h Vorbehandlung von T-Zellen mit gp120 die TPA-induzierte MEK-Aktivierung
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hemmt. Das gleiche Ergebnis ergaben 6 h und 24 h Vorbehandlung mit gp120.
Dieses Experiment deutet darauf hin, dass gp120 ebenfalls den fir SDF-1a
beschriebenen inhibitorischen Mechanismus induzieren kdnnte. Interessant ist auch
die Hypothese aus der Veroffentlichung von Balabanian et al., dass T-Zell-Rezeptor-
Stimulierung die Schwelle fur die Aktivierung der Ras-Raf-MEK-ERK Kaskade durch
gp120 herabsetzt. Dies konnte bedeuten, dass gp120 wie SDF-1a sowohl RhoA als
auch ERK aktiviert, RhoA in dieser Situation aber eine hemmende Wirkung auf den
Ras-Raf-MEK-ERK Signalweg hat und dessen Aktivierung begrenzt. T-Zell-Rezeptor-
Stimulierung hebt diese Inhibierung durch Herunterregulierung der RhoA-Aktivitat auf
(siehe auch Kapitel 5.3). Noch offen ist die Relevanz dieses Mechanismus fur die
Pathogenese von HIV. Zunachst muss die Frage geklart werden, ob gp120 genauso
wie SDF-1a mit der Cytokin-induzierten Proliferation interferiert, oder ob es
moglicherweise durch qualitative Unterschiede bei der Aktivierung der Signalwege
andere physiologische Konsequenzen gibt. Interessant ist vor allem die Frage, ob
gp120 die Sensitivitat der T-Zellen fir Apoptose erhdht, da die Dezimierung der
CD4+-T-Zell-Population durch Apoptose das Hauptproblem bei der HIV-Infektion ist,
da sie eine Immunabwehrschwache zur Folge hat, die opportunistische Infektionen

ermdglicht.

5.5 Ausblick

In der vorliegenden Arbeit wurde ein neuer Mechanismus beschrieben, der durch
Hemmung der Cytokin-induzierten T-Zell-Proliferation zur Homoostase der T-Zellen
beitragt. Das Chemokin SDF-1a erhoht die Aktivierungsschwelle der T-Zellen durch
Inhibierung der Ras-Raf-MEK-ERK Signaltransduktion auf der Ebene der Raf-
Aktivierung. Dieser Effekt wird durch Aktivierung der kleinen GTPase RhoA
vermittelt, die mit dem Rac-PAK-Signalweg interferiert und so die flr die Raf-
Aktivierung essentielle Phosphorylierung des Serin 338 im Raf-Molekul verhindert.

Der zugrunde liegende Mechanismus wurde in dieser Arbeit ausfuhrlich
charakterisiert. Noch offen bleibt die Frage, wie RhoA mit der kleinen GTPase Rac
interferiert. Die Aufklarung dieses Mechanismus ware auch fir das Verstandnis
anderer zellularer Prozesse, beispielsweise der T-Zell-Migration, von groler

Bedeutung.
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Die Tatsache, dass SDF-1a nicht nur ein Co-Aktivator fur T-Zellen ist, sondern unter
bestimmten Bedingungen auch mit der T-Zell-Proliferation interferiert, wirft eine
ganze Reihe von Fragen in Bezug auf die physiologische Funktion auf. Alle
bisherigen Studien mit dem Ziel, SDF-1a-vermittelte Signalereignisse zu
charakterisieren und ihren Effekt auf zellulare Prozesse zu untersuchen, wurden vor
dem Hintergrund durchgefihrt, dass SDF-1a die Ras-Raf-MEK-ERK Kaskade
aktiviert und Proliferation verstarkt. Nun mussen im Zusammenhang mit SDF-1a
_auch Prozesse betrachtet werden, die mit einer negativen Regulation der T-Zell-
Aktivierung zu tun haben. Wie bereits in dieser Diskussion beschrieben, weisen
diejenigen Zellen, die nur durch T-Zell-Rezeptor-Stimulierung aktiviert werden sollen,
also naive T-Zellen und Gedachtnis-T-Zellen, eine hohe CXCR4-Expression auf,
wahrend die Effektor-Zellen, die IL-2-abhangig klonal expandieren, nur wenig CXCR4
exprimieren, dieses jedoch im Laufe der klonalen Expansion hochregulieren. Um zu
verstehen, in welcher Phase der Immunantwort die SDF-1a-vermittelte Regulation
tatsachlich eine Rolle spielt, mussen die verschiedenen T-Zell-Subpopulationen
isoliert und in Bezug auf die SDF-1a-induzierte Herunterregulierung der Proliferation
getestet werden.

Das HIV-Glykoprotein gp120 induziert ebenfalls eine Hemmung der MEK-
Aktivierung. Hier missten weitere Experimente durchgefuhrt werden, um zu belegen,
dass es sich um den gleichen Mechanismus handelt wie bereits fur SDF-1a
beschrieben. Interessant ist hier vor allem die Untersuchung der physiologischen
Konsequenz. Die Frage ist, ob gp120 genauso wie SDF-1a mit der T-Zell-
Proliferation interferiert. Da der Ras-Raf-MEK-ERK Signalweg neben der Induktion
der Proliferation auch einen anti-apoptotischen Effekt hat, ware ebenso eine erhdhte
Sensitivitat der gp120-behandelten T-Zellen flr Apoptose denkbar. Dies ware im
Hinblick auf die Pathogenese von HIV von groRRer Bedeutung, da die Apoptose der
CD4"-T-Zell-Population und die damit verbundene Immunabwehrschwéche

opportunistische Infektionen ermdglicht.

Es sind also mehrere physiologische und pathophysiologische Zusammenhange
denkbar, in denen der hier beschriebene neuartige Mechanismus von Bedeutung
sein konnte. Die Aufgabe zukunftiger Experimente wird es nun sein, diese neue

regulatorische Funktion von SDF-1a mit dem bisherigen Wissen zu verknupfen und
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die Vorgange der Immunantwort zu identifizieren, bei denen diese Regulation

relevant ist.
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