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ZUSAMMENFASSUNG

Theileria parva ist ein protozoischer Parasit, der Rinderlymphozyten infiziert und sie zum
klonalen Wachstum veranlait. Die blastoide Transformation der Lymphozyten durch die
Infektion mit dem Parasiten ermdoglicht es, in vitro Zellinien zu erhalten. Diese Zellinien
verhalten sich wie Tumorzellen, d.h. sie vermehren sich unbegrenzt und verursachen nach
Injektion in nackte Méuse Tumore. Im Gegensatz zu den z.B. durch Viren transformierten
Leukidmie-Zellinien ist die Transformation der Lymphozyten durch Theileria parva reversibel.
Dies stellt ein einzigartiges Modell zur Untersuchung von Zellen in transformiertem und nicht
transformiertem Zustand dar.

Der Mechanismus der Induktion des kontinuierlichen Wachstums in Theileria-infizierten
Lymphozyten ist noch unbekannt. Neuere Ergebnisse weisen darauf hin, daBl die permanente
Interaktion zwischen Wachstumsfaktoren, Wachstumsfaktorrezeptoren und
Oberflichenmolekiilen, die wihrend der T-Zellaktivierung exprimiert werden, fiir den
proliferativen Phédnotyp der infizierten Lymphozyten verantwortlich sein konnten. Zu diesen
Molekiilen gehoren z.B. Interleukin 2, Interleukin 2 Rezeptor und MHC-Klasse II Antigene.
Hierbei ist die Expression der Molekiile nicht wie in normalen T-Zellen transient, sondern in
abnormer Weise konstitutiv.

Im ersten Teil der Arbeit konnte die Beteiligung eines autokrinen Wachstumsmechanismus in
Theileria-infizierten T-Zellen aufgezeigt werden. Dabei spielten der Wachstumsfaktor IL2 und
sein Rezeptor eine entscheidende Rolle. Durch die Blockierung der Funktion des IL2 mit Hilfe
von Antikdrpern und Hemmung der Expression der IL2Ra-Kette durch Anwendung von
"antisense"-RNA-Technik, konnte deren Bedeutung fiir das kontinuierliche Wachstum
Theileria-infizierter T-Zellen nachgewiesen werden.

Im zweiten Teil der Arbeit wurde ein neuartiger Mechanismus der negativen Regulation der
Proliferation von T-Zellen identifiziert. Am Modellsystem Theileria-infizierter T-Zellen wurde
die Wichtigkeit der MHC-Klasse II Antigene fiir die Weiterleitung wachstumshemmender
Signale in T-Zellen festgestellt. Nach Bindung von anti-Klasse II Antikérpern an ihre Liganden
entstanden in infizierten und in nicht infizierten T-Zellen Signale, die schnell zu einer
reversiblen Hemmung des Wachstums fiihrten. Weiterhin wurde gezeigt, dal die MHC-Klasse
II-vermittelte Wachstumshemmung nicht iiber die Inhibition der T-Zellaktivierung erfolgt.
Anderungen intrazellulirer Ionenkonzentrationen und Tyrosinphosphorylierungen spielten,
neben einer moglichen Beteiligung zusitzlicher Oberflichenmolekiile, an den MHC-Klasse II-
vermittelten negativen Wachstumseffekten eine wichtige Rolle. Die hier beschriebene
Proliferationshemmung von aktivierten T-Zellen stellt ein interessantes immunologisches
Phinomen dar, das zum griBeren Verstindnis des Krankheitsverlaufs von Autoimmun-
Erkrankungen und AIDS beitragen konnte.




ABSTRACT

IL-2 receptor and MHC class II antigens: elements of proliferative
control in Theileria-infected lymphocytes

The protozoan parasite Theileria parva infects bovine lymphocytes and causes an uncontrolled
proliferation of the host cell. The infection with the parasite induces blast transformation of the
lymphocytes and continuously proliferating cell lines of Theileria parva-infected cells can easily
be established in vitro. Theileria-infected cell lines exhibit many properties of tumor cell lines.
Most notable are their unlimited growth potential and the fact that lymphoid tumors will develop
when infected cells are injected into nude mice. Unlike virus-transformed leukemia cell lines the
Theileria-induced transformation of lymphocytes is reversible. Upon elimination of the parasite
by treating the cultures with a theilericidal drug, cells stop proliferating and revert to a resting
phenotype. This offers an unique model for the study of lymphocytes in the transformed and
non-transformed state.

The mechanism of the induction of the continuous growth in Theileria-infected cells is
unknown. Recent results indicate the importance of permanent interactions between growth
factors, growth factor receptors and also between other surface molecules. In this regard
interleukin 2, interleukin 2 receptor and MHC class II antigens may play a significant role.
These molecules, which appear only transiently in normal activated T cells, are constitutively
expressed in Theileria-infected T cells.

In the first part of the work the involvement of an autocrine mechanism in the growth of
Theileria-infected T cells could be demonstrated. The significance of IL2/IL2R for the
continuous growth of Theileria-infected T cells could be proven by blocking the function of IL2
with antibodies and by inhibiting the expression of the IL2R o-chain using antisense RNA
technique.

The second part of the work deals with a new mechanism concerning the negative regulation of
T cell proliferation. Using Theileria-infected T cells as a model, it could be shown that MHC
class IT molecules transmit signals that can result in the inhibition of the proliferation of
activated T cells. The binding of anti-class II antibodies leads to a fast and reversible growth
inhibition. It was shown that this is not due to an inhibition of T cell activation or induction of
apoptosis. Changes in intracellular ion concentration and tyrosin phosphorylation play an
important role in MHC class II-mediated growth inhibition. The inhibition of activated T cell
proliferation described here presents an interesting immunological phenomenon that could
contribute to a more detailed understanding of autoimmune diseases and of AIDS.




INHALTSVERZEICHNIS

Zusammenfassung/Abstract

InhaltsverzeichnisS...cococoiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiniiiiiiiiiciirrnereneaand
ADKUIrzZUNgen...cccoviiveirnieiirsrsceocscconsssssssassssossssscssssscssssssscseassV
1 Einleitung ....cccooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiieieirieeesenennennnnsesesessnnns 1

Transformation von T-Lymphozyten durch Infektion mit Theileria parva................... 1
IL2 und IL2 Rezeptor ......... P 3
MHC-KIasS€ IT ANHZENE ..e.vuverrirenitineneeenieenrerenesenenenenteneneseranesiosenssonsnnnns 5

2 Materia]...-...........o.............................‘............-.....o...-......7

Bezugsquellen...... Cereeeenes Ceereeerrereene eveereeteeetareerrtaeerereeesreerares Ceereererearaaees 7
Radiochemikali 9
adiochem en....... Cerreiieinenes erenes e reeaeersereerianarreeeaes erreiaens i .
Bakteri d Zell 9

rien un (<) | (U errereenes rerrerreeeiesiiaan et eeeretearareeaaraeerees
Bakterien-Nihrmedi 10
rien edien .......... eeeeees eerreaee teeeeaneeens eeaes et eeseerennaairarriiaaraaes
Gewebekul Medi 10
ewebekultur-Medien......... t b teeraeettreraeretraerrarnainas cereens et eerarbeorneenaanaae
Puff dLo 11
uffer und Losungen.......... ererae erreens eerarreereeeearararan, heenrheeeiirararieiaas
Antikd 12
OIPer .o.vvvivvininnnnn, cereireees ceerens errrrenneees e reeereereeeresarerirararreres reerien,
DNA-Sonden............ Ceeerennns ceeenes cereenes ceveees t et erenaratseaenenreeerraaraaeesenraanes 13
Plasmid 13
asmide ......... v errreeereeeiariaaaees ereeireerarereens et beeresr e erraaaes e eae

RIBLY (31 11171 ) « J SRR -

3.1 Zellkulturtechniken ...........cccevvvienenrnineenenes cevenes TN Ceeererhee e 14
Kultivierung von Zellen.......cccoeevvrnieriinennrernennnnnnns, vovenee reeeersnrennene ereaes 14
Bestimmung der Zelldichte ..... eerreretnere e raeaaas et erreie e eitearaeeaeas 14
Morphologische Untersuchung der Zellen.............ocouvuen. eveenaes veevene vevennan 1S
Abtrennung toter Lymphozyten........... ceereaees . eerenienne 15




1i

Isolierung von Lymphozyten aus Lymphknoten.............ocovvivvenennenininenenn. 15
Eliminierung des Parasiten in Theileria-infizierten Zellen..................cvveveen. 16
3H—’I’hymidin-Pulsmarkierung derZellen ...ooovveiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiir 16
Herstellung von "Filler Cells” .......o.eveirvinineiininiieiiiiiinerre e 16
3.2 Transiente und stabile Transfektionstechniken............oovuveeiniiinininininennnnn.. 17
DEAE-Dextran-Methode fiilr Lymphozyten...........cooeviviininineiiiiiininenennnn, 17
2113 <3 (0] o0 N L) O P PP PPN 17
Selektion und Klonierung stabil transfizierter ZellKIone ..........ocovvvvevreninnennnns 18
Enzymatischer Farbtest fiir 3-Galaktosidase auf Einzell-Niveau ..................... 18
K I I 67, BN T PP T PP PPN 18
3.4 Priparation von nukledren und zelluldren Proteinextrakten............cocceeuennn.. 19
3.5 GelretardationS-ANALYSE .....uevereririerrererenrererreerenrrenesreeeeneerensseneninss 20
3.6 Reinigung von Antikorpern iiber eine ProteinA-Sepharose-Séule...........c......... 20
3.7 Allgemeine Arbeitsmethoden mit NukleinSAuren........ccccceevvvveeivnveeersonnnn, 21
Spektrophotometrische Konzentrationsbestimmung von Nukleinsduren............. 21
Phenol/Chloroform-Extraktion.......cooevueieirnnreriniiiiinniininiienaiinnneeenn 21
Fillung von NUKICINSAUIEN.....ccuuviiiiiiiieiieiiiiiiinirrnieeiiineriieeersessennnnns 22
3.8 DNA-KlonierungsteChniKen......cccvvveriiiiiiinirirrrerinneneereiiieneeseecsneneeeennn 22
Schneiden von DNA mit Restriktionsenzymen .......o.oeeeeenirenenenrnineeninenen 22
Priparation von Vektoren fiir die Subklonierung von DNA-Fragmenten............ 22
Dephosphorylierung von DNA-Fragmenten ..........cc.veviveveiineneneninenenenenenes 22
Auffiillen von 5°-Uberhingen.......ccvvvuvivveivrvivireeriirieenreireereeeseenneeennes 23
Ligation von DNA-Fragmenten.........coo.vvvveiiieiiineneneneninenensienenenenenenens 23
Priiparation von kompetenten Bakterien fiir die Transformation...................... 23
Transformation von BaKterien ........ouvveriiiuiriniirnieniinineneneneeenineneinenn 24
3.9 Isolierung von NUKICINSAUIEN.....ccoriirierririrriurrerreeeearereesseeesneanssssssssnnns 24
Préparation von Plasmid-DNA in kleinem MaBstab...........cccvevvveininnnneinnnnns 24
Préparation von Plasmid-DNA in grofSem MaBstab.........c.covveiiiniiicnininiennnes 24
Priiparation von genomischer DNA .......c.cocviviiiniiiiiiiiniiiiiinn 25
Priiparation von PolyAT-RNA .......ccoviiiiiniiiiiieiiiiireieenerineneennernessscnsnnn 25
3.10 Elektrophoretische Auftrennung von Nukleinsauren..........covevvivineniniuiinanines 26
DNA-Agarose-GeleleKtrophorese ......ovvvvvverivininiiinininininiiiinnen, 26
DNA-Acrylamid-Gelelektrophorese. .......ocoviviviniinininiiiiiiiiinn, 26
DNA-Acrylamid/Harnstoff-Gelelektrophorese........ccccovvnnniiiiiniiiieiniinnnin, 27
RNA-Agarose-Gelelektrophorese ......c.ovvuviininininiiiniiiniiiininiiinnne, 27
3.11 Extraktion und Reinigung von DNA-Fragmenten............ccocvevvuviiinininiininines 28
Isolierung von DNA-Fragmenten aus Gelen. .........coocviviiiniiiininiiinininnn. 28




1i

Aufreinigung von OLgonukIeotiden. ... ....c.vovviviviiviiriniiriierieenierereeneneenens 28
3.12 Sequenzierung vOn DINA. ... .ot re e e e reaaes 29
3.13 Markierung von DNA mit Radionukliden ...........coveviiiiiiniiiiinineennniinnnine. 29
Multiprime 1abENg ... evvitieiiiier e et eeaaaas 29
Kinasierung von OligonukIeotiden .......c.vveviiiiriiiniiieiiiniiineiencnnnnanans 30
3.14 Transfer von Nukleinsduren auf Nylonfilter und Hybridisierung.................... 30
SOUthEIN-BIOt ..vouiiiniiiiii it 30
) (012 & 10 O 31
NOTtheIN-Blot ... uiiitiit ittt rie e eeaaaes 31
Heparin-HybridiSierung ...........coceviiiiiiiiiiiiiiiiee, 31
Formamid-HybridiSierung.......o.cooeviiiiiiiiiiiiiiiiniinnniininnn 32

4 Ergebnisseo0.0.0.0..00000Oo.000000000000000000.000000000000010.0.00...'0..o00000033

4.1 Die Rolle des Wachstumsfaktors IL2 und seines Rezeptors fiir das Wachstum
Theileria-infizierter LymphOzyten .........coevvvvuiiiineninineiinieniniiinininnnes 33
4.1.1 Hemmung der IL2-Funktion durch Antikorper.........covvvviviiiniiininnnen. 33
4.1.1.1 Wachstumshemmung Theileria-infizierter Lymphozyten durch anti-IL2
AN K OIPT 1.t ettt ivie it et eeirt et eeterereerereeeenentensnsrasnsosnnsssnennsnssnens 33
4.1.2 Hemmung der IL2Ra-Expression durch Anwendung von "antisense"-RNA-
TeChNIK ..oviviiiiiiiiiiiii 35
4.1.2.1 Etablierung eines geeigneten induzierbaren TestsyStems .........ccceveuennsne. 35
4.1.2.2  Herstellung der "sense"- und "antisense"-IL2Ra-Konstrukte................. 37
4.1.2.3  Herstellung und Klonierung von stabilen Transfektanten mit den "sense”-
und "antisense"-IL2R0-Konstrukten.. .....coovvviinininiiiiiininini, 38
4.1.2.4 Nachweis der transfizierten Konstrukte in den stabilen Transfektanten.......39
4.1.2.5 Reduktion endogener IL2Ra-mRNA-Menge in "antisense"-IL2Rot-
Transfektanten .......o.veviiiiviiiiiiiiiiiii 42
4.1.2.6 Hemmung des Wachstums in "antisense"-IL2Ro-Transfektanten ............ 44
4.2 MHC-Klasse II-vermittelte Hemmung der T-Zellproliferation................. 47
4.2.1 Bindung von anti-Klasse II Antikérpern an Klasse II Antigene fiihrt zur
Hemmung des Wachstums in T-Zellen. ......c..cccoovviviiiiniiniininininn, 48
4.2.2 Der wachstumshemmende Effekt der anti-Klasse II Antikdrper beruht nicht
auf Toxizitdt und erist reversibel.........ooovviviiiiiiiiiii . 50

4.2.3 Exogene Zugabe des Wachstumsfaktors IL2 kann den
wachstumshemmenden Effekt von anti-Klasse II Antikdrpern nicht aufheben




iv

4.2.4 An der Wachstumshemmung durch die MHC-Klasse II Molekiile sind andere
Oberflichenproteine indirekt beteiligt ........c.coovviviviiiiiniiiiiinininn, 54

4.2.5 MHC-Klasse II-vermittelte wachstumshemmende Signale interagieren nicht
mit den fiir die frilhe T-Zellaktivierung typischen Molekiile NF-xB, AP1, c-
myc, IL2 und TL2R....iiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiireniieeeenesnieisensenonns 56
4.2.6 Extrazelluldres Calzium und Serin/Threonin-Kinasen sind an der Klasse II-
vermittelten DNA-Synthese-Hemmung nicht beteiligt. ............cocooevenni. 59
4.2.7 Intrazelluldres Calzium und Tyrosinkinasen sind an der Klasse II-vermittelten
DNA-Synthese-Hemmung beteiligt ........ocoeveiiviiiiiinininiiiiiininn, 62

5 Diskussionooo.0000.0oo.ooo.oo...ooo.ooo..ooool.000000000000000000000000000 65

5.1 IL2 und IL2R sind fiir das autokrine Wachstum Theileria-infizierter T-Zellen von

BedeUtUNE . ..viviiiitiniitiiin it e eaes 65
Theileria-infizierte T-Zellen brauchen IL2 fiir ihr Wachstum.......................... 65
Theileria-infizierte T-Zellen brauchen fiir ihr Wachstum einen IL2R von hoher

AFFINIAL ..o 66

5.2 MHC-Klasse II-vermittelte Hemmung der T-Zellproliferation........................ 70
Die iiber MHC-Klasse II Antigene vermittelten Signale fiihren zur reversiblen

Hemmung der DNA-Synthese in Theileria-infizierten T-Zellen................ 71
MHC-Klasse II-vermittelte Hemmung der DNA-Synthese wirkt nicht iiber die

Inhibition der T-ZellaktiVierung.......cccocvvvevvrerrriinicerrnnneserneeninnienns 72
Sind andere Oberflichenmolekiile an der Wachstumshemmung durch die MHC-

Klasse I Molekiile beteiligt? ......o.ovvriiiiiiiineiriiiiiiiiiiiiinnin, 72

Intrazelluldres Calzium und Tyrosinkinasen spielen eine potentielle Rolle bei der
Klasse II-vermittelten Wachstumshemmung........ccoeeevvveiiiininiiniiniinn, 73

Literatur P00 0ECOOON00000NOO00000LOEE000EOOCOOOOOOEOODO000000DEV0E000LCO00POOOCOIOIOIOOES 76

Lebenslauf




ABKURZUNGEN

A Adenin

Abb.: Abbildung

ATP: Adenosintriphosphat

bp: Basenpaare

BSA: Rinderserum Albumin

BW 720C Theilerizides Medikament

C Cytosin

CAT: Chloramphenicol Acetyltransferase

Cd: Cadmium

Ci: Curie

cm: Zentimeter

ConA Concanavalin A

cpm: Zertfidlle pro Minute (counts per minute)
Dex: Dexamethason

DMSO: Dimethylsulfoxid

DNA: Desoxyribonukleinsiure

DNAse: Desoxyribonuklease

dNTP: Desoxy-Nukleotidtriphosphat

DTT: Dithiothreitol

E: Extinktion

EDTA: Ethylendiamintetraessigsidure

FCS: Fotales Kilberserum

g Erdbeschleunigung

G: Guanin

G418 Geniticin-Sulfat

h: Stunde

H7: 1-(5-Isoquinolinsulfonyl)-2-methylpiperazin dihydrochlorid
HEPES N-2-Hydroxyethylpiperazin-N-2-ethansulfonsiure
HIV: Human Immunodeficiency Virus
hrlL2: menschliches rekombinantes Interleukin-2
IgG: Immunglobulin-g

IL2: Interleukin-2

IL2R: Interleukin-2 Rezeptor

ILRAD: International Laboratory for Research on Animal Diseases
IPTG: Isopropylthiogalactosid

kb: 1000 Basenpaare

LTR: "Long Terminal Repeat",

M: molar

MHC Klasse II: Haupt-Histokompatibilititskomplex-Klasse Il Antigene
MMTV Maus Mamma Tumor Virus

mRNA: Boten RNA

mg: Milligramm

min; Minuten

pe: Mikrogramm

mM: millimolar

NaAcetat: Natriumacetat

NF-xB: Nuklearer Faktor-kappa B

ng: Nanogramm

nt: Nukleotide

poly-A+-RNA: polyadenylierte RNA

RNA: Ribonukleinsdure

RNAse: Ribonuklease




vi

Rous Sarkoma Virus

Raumtemperatur

Natriumdadecylsulfat

Sekunden

Thymin

Thymidinkinase

Transfer RNA
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
N,N,N”",N”*-tetramethyl-ethylendiamin
12-O-Tetradecanoyl-Phorbol-13-Acetat
Theileria parva Muguga infizierte T-Lymphozyten
Umdrehungen pro Minute

Enzymeinheit pro pl

Ultraviolett

Volt

Verleger
5-Brom-4-Chlor-3indolyl-8-D-galactosid




1 EINLEITUNG

Der intrazelluldre protozoische Parasit Theileria parva infiziert Rinderlymphozyten und
verursacht dadurch eine Rinderkrankheit, die als "East Coast fever" oder Theileriosis bezeichnet
wird (Ubersicht: Morrison et al., 1986). Die Krankheit tritt hauptsichlich in Ost- und
Zentralafrika auf, wo sie wegen der hohen Mortalititsrate (95%) groe 6konomische Schiden
verursacht (Brocklesby et al., 1961).

Die Ubertragung erfolgt durch die Schildzeckenart Rhipicephalus appendiculatus, die dem
Parasit als Zwischenwirt dient. Gamogonie und Sporogonie von 7. parva finden in der Zecke
statt, die Schizogonie- und Merogonie-Stadien laufen im Rind ab (Mehlhorn, 1984). Die fiir die
Rinder infektiosen Sporozoiten gelangen wihrend des Blutsaugens der Zecke aus deren
Speicheldriisen in das Rind und infizieren dort hauptséchlich die T-Lymphozyten (Emery et al.,
1988). Nach Aufnahme des Sporozoiten ins Zytoplasma durch rezeptorvermittelte Endocytose
(Fawcett et al., 1982; Shaw et al., 1991), findet die Differenzierung des Sporozoiten in das
pathogene vielkernige Schizontenstadium statt, Der intrazelluldre Makroschizont induziert eine
unkontrollierte klonale Vermehrung der Lymphozyten, wobei er sich synchron mit der
Wirtszelle teilt (Jarret et al., 1969). Der Krankheitsverlauf ist daher in der Anfangsphase durch
eine massive Proliferation der Lymphozyten (Anschwellen der Lymphknoten, Fieber)
gekennzeichnet, der spiter eine durch unspezifische zellvermittelte Immunabwehr
hervorgerufene allgemeine Lyse der Lymphozyten folgt (Morrison et al., 1989). Der Tod der
Tiere tritt infolge der Bildung von Lungentdemen ca. 3 Wochen nach der Infektion ein
(Brocklesby et al., 1961).

Transformation von T-Lymphozyten durch Infektion mit Theileria parva

Die lymphoblastoide Transformation der Lymphozyten nach der Theileria-Infektion ermoglicht
es, in vitro Zellinien zu erhalten. Infizierte Lymphozyten kdnnen durch Biopsie aus den
lymphoiden Organen infizierter Rinder oder durch in vitro Infektion von Lymphozyten mit
isolierten Sporozoiten gewonnen werden (Malmquist et al., 1970; Brown et al., 1973). Die
infizierten Zellinien zeigen viele Merkmale von Tumorzellen. Sie besitzen ein unbegrenztes
Wachstumspotential in vitro und sie bilden nach Injektion in immunsupprimierte nackte Miuse
metastasierende Tumore (Irvin et al., 1975). Zellklone kénnen durch Wachstum in Weichagar




oder mit Hilfe von "limiting dilution" erhalten werden (Nelson & Hirumi, 1981; Lalor et al.,
1986).

Der Mechanismus der Induktion dieses kontinuierlichen Wachstums in Theileria-infizierten
Lymphozyten ist noch weitgehend unbekannt. Der transformierte Zustand infizierter Zellen ist
allerdings strikt von der Anwesenheit des Parasiten abhiingig (Pinder et al., 1981). Zellen, die
durch Anwendung eines fiir die Wirtszelle nicht toxischen Naphtochinon-Derivates (BW720C)
vom Parasiten befreit werden, verlieren ihre lymphoblastoiden Merkmale und horen auf zu
proliferieren (Pinder et al., 1981; McHardy, 1984). Die Weiterkultivierung dieser Zellen wird
nur durch fortlaufende Zugabe des Wachstumsfaktors Interleukin 2 (IL2) und des
Phorbolesters 12-O-Tetradecanoyl-Phorbol-13-Acetat (TPA) erméglicht (Dobbelaere et al.,
1988). Gerade diese Reversibilitit des transformierten Zustands erdffnet ausgezeichnete
Moglichkeiten zum Studium der Mechanismen, die zum unkontrollierten
Lymphozytenwachstum fiihren.

Theileria-infizierte Lymphozyten besitzen viele Merkmale von normalen aktivierten T-
Lymphozyten. Im Gegensatz zu normalen T-Lymphozyten erfolgt jedoch die Expression bzw.
Aktivierung der Eigenschaften aktivierter T-Zellen in Theileria-infizierten Lymphozyten in
abnormer Weise permanent. Sie sezernieren z.B. den fiir das Wachstum von normalen T-Zellen
essentiellen Wachstumsfaktor Interleukin 2 und exprimieren biologisch funktionelle Interleukin
2 Rezeptoren an ihrer Zelloberfliche (Coquerelle et al., 1989; Heussler et al., 1992). Auerdem
wurde im Kern Theileria-infizierter T-Zellen eine permanente Aktivierung des
Transkriptionsfaktors NF-kB nachgewiesen (Ivanov et al., 1989; Baumann et al., 1991), der
als transkriptioneller Genregulator des Interleukin 2 und seines Rezeptors fungiert (Bohnlein,
1988; Hoyos, 1989). Als ein weiteres Charakteristikum aktivierter T-Zellen weisen Theileria-
infizierte Zellen eine groBe Anzahl von Oberflichenmolekiilen des Haupt-
Histokompatibilititskomplexes Klasse II (major histocompatibility complex, abgekiirzt MHC-
Klasse II) auf (Dobbelaere et al., 1990). Diese Proteine spielen normalerweise eine
Schliisselrolle bei Reaktionen der Immunantwort (Ubersicht: Kourilsky & Claverie, 1989).

Ziel dieser Arbeit war es, die Rolle zweier fiir aktivierte T-Zellen typische Molekiile bei der
Proliferation der Theileria-infizierten T-Zellinie TpM[803] zu untersuchen. Dabei handelt es
sich um die Proteinkomplexe: Interleukin 2 Rezeptor (IL2R) und die MHC Klasse IT Antigene,
die sich auf der Oberfliche aktivierter T-Zellen befinden. Im folgenden wird zunichst die
Bedeutung des IL2 und IL2R und anschlieBend die Bedeutung der MHC Klasse I Antigene fiir




die Aktivierung normaler T-Zellen erldutert, und herausgearbeitet, welche mogliche
Unterschiede in Theileria-infizierten T-Zellen vorliegen.

IL2 und IL2 Rezeptor

Bei der Vermehrung von normalen T-Lymphozyten spielen Wachstumsfaktoren eine wichtige
Rolle. Dabei handelt es sich um Interleukine, die im allgemeinen von den Lymphozyten nur
nach Wechselwirkung mit anderen Zellen und einer spezifischen Stimulierung der
Oberflichenmolekiile transient synthetisiert und ausgeschiittet werden (Ubersicht: Smith,
1988a). Viele der wihrend der Lymphozytenaktivierung in der Zelle ablaufenden Schritte sind
bis heute noch nicht erforscht. Es ist bekannt, daBl es sich dabei um eine Kaskade von
Reaktionen handelt, die zur Aktivierung von verschiedenen Proteinkinasen (Ubersicht: Isakov
et al.,, 1988; Rudd, 1990) und von bestimmten regulatorischen Transkriptionsfaktoren
(Ubersicht: Ullman et al., 1990) sowie letztlich zur Expression von Wachstumsfaktor- und
Wachstumsfaktorrezeptorgenen fiihren. Interleukin 2 (IL2) ist der nach der Aktivierung der T-
Zellen zuerst gebildete und fiir die Proliferation bedeutendste Wachstumsfaktor. Nach Sekretion
bindet IL2 an den Rezeptor (IL2R) hoher Affinitdt ("high affinity") und stimuliert nach
Internalisierung des IL2/IL2R-Komplexes die Lymphozyten zum Wachstum (Robb & Green,
1987). Die Interaktion des IL2 mit dem IL2 Rezeptor vermittelt sowohl in IL2 produzierenden
Lymphozyten selbst (autokriner Stimulus), als auch in anderen Zellen, die IL2 Rezeptoren
exprimieren (parakriner Stimulus), ein Signal zuom Durchlaufen des Zellzyklus (Ubersicht:
Smith, 1988a). Dabei wird die Expression des IL2R erhoht und somit den aktivierten Zellen
ermdglicht, optimal auf den Wachstumsfaktor zu reagieren (Smith & Cantrell, 1985). Um eine
unkontrollierte Proliferation und somit eine maligne Entartung zu verhindern, besitzen normale
Lymphozyten wachstumshemmende Mechanismen. Sie fiihren zur Hemmung der IL2-und
IL2R-Genexpression und damit zum Proliferationsstop der Zellen (Ubersicht: Smith, 1988a).

Im Unterschied dazu entziehen sich die in Kultur gehaltenen Theileria-infizierten Lymphozyten
diesen Regulationsmechanismen, Sie proliferieren unbegrenzt, haben permanent aktivierte
NF«kB Molekiile im Kern und exprimieren kontinuierlich IL2, IL2R und MHC Klasse II
Molekiile, Nach Abtotung des Parasiten verschwinden die fiir aktivierte T-Zellen typischen
Molekiile und die Lymphozyten stellen ihr Wachstum ein (Dobbelaere et al., 1988 und 1991;
Coquerelle et al., 1989; Ivanov et al., 1989; Heussler et al., 1992). Die Korrelation zwischen
dem Vorhandensein der Molekiile, dem Wachstum und der Anwesenheit des Parasiten fiihrte zu




der Vermutung, dal diese Molekiile bei der Transformation Theileria-infizierter T-Lymphozyten
eine Rolle spielen konnten.

Da IL2 und IL2R die entscheidende "Triebfeder" fiir die Proliferation von normalen T-
Lymphozyten darstellen, konnte man sich auch im Falle Theileria-infizierter T-Lymphozyten
eine Beteiligung von autokrinen Wachstumsmechanismen an der Proliferation vorstellen,
Neben der oben erwihnten Expression von IL2 und IL2R unterstiitzen folgende Daten diese
Hypothese. Theileria-infizierte T-Zellen werden nach der Infektion mit dem Parasiten
unabhiingig von der Zugabe exogener Wachstumsfaktoren. Weiterhin ist in ihren
Medieniiberstinden ein wachstumsstimulierender Faktor mit IL2 Aktivitit nachweisbar (Brown
et al.,, 1986). AuBerdem wird das Wachstum Theileria-infizierter T-Zellen durch starkes
Verdiinnen der Zellkulturen vermindert bzw. gechemmt (Dobbelaere et al., 1991). Letzteres
deutet auf die Notwendigkeit von Wachstumsfaktoren und von direktem Zell-Zellkontakt fiir
eine optimale Proliferation dieser Zellen hin.

Trotz dieser Ergebnisse bestand die Moglichkeit, daB in Theileria-infizierten Zellen IL2 und
IL2R nur als Folge der permanenten Aktivierung koexprimiert werden und keine essentielle
Bedeutung fiir das Wachstum besitzen. Beispielsweise spielen in der Anfangsphase der T-Zell-
Transformation durch HTLV-1 (human T-cell leukemia virus, Typ 1) IL2 und IL2R vermutlich
eine entscheidende Rolle. Im Verlauf der Zeit werden diese Zellen jedoch in ihrem Wachstum
von IL2 unabhingig (Russel, 1989). Ein dhnlicher Mechanismus der Transformation knnte
auch im Fall Theileria-infizierter T-Zellen vorliegen.

Ein Ziel der Arbeit war deshalb die Klidrung der Frage, ob IL2 und IL2R fiir das ungehemmte
Wachstum infizierter Lymphozyten essentiell sind. Hierzu wurden zwei experimentelle Ansitze
zur Untersuchung der biologischen Funktionen beider Molekiile gewihlt, Zum einen wurde
durch Anwendung von Antikérpern die Wirkung von IL2 blockiert, zum anderen wurde mit
Hilfe von "antisense"-Plasmid-Konstrukten die Expression endogener IL2ZR mRNA gehemmt.
Die Auswirkungen beider Blockierungen auf das kontinuierliche Wachstum Theileria-infizierter
Zellen wurden untersucht.




MHC-Klasse II Antigene

T-Lymphozyten sind eine der Hauptkomponenten der zelluliren Immunantwort. Thre
Funktionen, wie die Eliminierung von infizierten oder entarteten Korperzellen und die
Unterstiitzung bzw. Aktivierung der Immunabwehr, hidngen von deren Wechselwirkung mit
anderen Zellen ab (Ubersicht: Wagner & Eichmann, 1989). Sie kénnen mit Hilfe ihres
spezifischen Rezeptors (T-Zell-Rezeptor/CD3-Komplex) nur dann Fremd-Antigene erkennen,

wenn sie in Zusammenhang mit zelluliren Oberflichenproteinen des Haupt-

Histokompatibilititskomplexes (major histocompatibility complex, MHC) exponiert werden
(MHC-Restriktion, Ubersicht: Kourilsky & Claverie, 1989). Es werden zwei Klassen von
MHC-Molekiilen (Antigenen) unterschieden. Klasse I-Molekiile werden auf allen kernhaltigen
Kdrperzellen, MHC-Klasse II Molekiile fast ausschlieBlich auf immunokompetenten Zellen,
wie aktivierten T-Zellen, B-Zellen, Makrophagen und anderen antigen-prisentierenden Zellen
exprimiert (Ubersicht: Benoist & Mathis, 1990). Die Interaktion des T-Zell-Rezeptors mit den
MHC-Antigenen muf} anschlieBend in entsprechende biochemische Signale, die die zellulire
Antwort kontrollieren, iibersetzt werden (Ubersicht: Klausner & Samelson, 1991). Dieser
ProzeB ist sowohl an der Selektion im Thymus wihrend der Reifung der T-Zellen, als auch an
der Regulation der Immunantwort von reifen T-Zellen beteiligt (Ubersicht: Finkel et al., 1991),

Anhand der Oberflichenmolekiile (CD4/CD8) werden die T-Lymphozyten grob in zwei
Gruppen unterteilt. Die CD8-positiven cytotoxischen T-Zellen oder Killerzellen erkennen alle
pathogen verdnderten Korperzellen an den von MHC-Klasse I priisentierten Fremd-Antigenen
und zerstoren sie mit Hilfe spezieller Enzyme (Salter et al., 1990). Die CD4-positiven T-Zellen
oder Helferzellen hingegen erkennen nur die Antigene, die von antigen-présentierenden Zellen
mit Hilfe von MHC-Klasse II Proteinen an der Zelloberfldche prisentiert werden (Gay et al.,
1987). Die so aktivierten Helferzellen schiitten Wachstumsfaktoren (Interleukine) aus, die sie
selbst und die antikorper-produzierenden B-Zellen zur Teilung anregen und damit die
Immunantwort regulieren. Neben dieser antigen-spezifischer Aktivierung von Lymphozyten,
konnen die MHC-Klasse II Molekiile unter gewissen, pathologischen Bedingungen (in
Assoziation mit "Superantigenen") Lymphozyten unspezifisch polyklonal zum Wachstum
anregen (McDonald et al., 1988; Choi et al., 1989; Ubersicht: Cole & Atkin, 1991).

In letzter Zeit mehren sich die Hinweise, daB die MHC-Klasse II Proteine nicht nur bei der
Antigenprisentation eine wichtige Rolle spielen (Ubersicht: Germain, 1986; Marrack &
Kappler, 1988), sondern auch bei der Weiterleitung von Signalen ins Innere der Klasse II-
exprimierenden Zelle (Cambier et al., 1987a und 1987b; St-Pierre et al., 1989; Cambier &




Lehman, 1990; Lane et al., 1990; Mooney et al., 1990; @dum et al., 1991). Besonders intensiv
wurde die Signaltransduktion durch die MHC-Klasse II Antigene in B-Zellen untersucht
(Cambier et al., 1987a und 1987b; St-Pierre et al., 1989; Cambier & Lehman, 1989 und 1990;
Lane et al., 1990; Mooney et al., 1990). Die Klasse II-vermittelten Signale konnen sich sowohl
negativ, als auch positiv auf das Wachstum der B-Zellen auswirken (Clement et al., 1986;
Cambier & Lehman, 1989 und 1990). Je nach Aktivierungszustand der B-Zellen, werden diese
durch die Klasse II-vermittelten Signale zur Proliferation oder zur Differenzierung
(Wachstumsstop) angeregt.

Aktivierte T-Zellen exprimieren auch MHC-Klasse II Molekiile an ihrer Zelloberfliche. Ob
durch die Bindung eines Liganden an die MHC-Klasse I Molekiile, &hnlich wie in B-Zellen ein
wachstumsmodulierendes Signal iibertragen werden kann, war bisher nicht bekannt. Studien
der Klasse II-vermittelten Signale in aktivierten T-Zellen beschriinkten sich auf die Analyse der
Aktivierung von Proteinkinasen, Proteinphosphatasen und Adhésionsmolekiilen, die an der
Signaltransduktion in T-Zellen beteiligt sind (Mourad et al., 1990; @dum et al., 1991). Deren
direkte Auswirkungen beziiglich der Proliferation aktivierter T-Zellen wurden aber nicht
untersucht.

Theileria-infizierte T-Zellen exprimieren eine groBe Anzahl an MHC-Klasse I Molekiilen und
16sen in nicht-infizierten Lymphozyten eine starke polyklonale Aktivierung und Proliferation
aus (Pearson et al., 1979; Eugui & Emery, 1981). Dabei besteht die Moglichkeit, daf sich die
infizierten T-Zellen untereinander iiber den selben Mechanismus stimulieren konnten.
Interessanterweise wird nach Abtétung des Parasiten die Menge an MHC-Klasse II Molekiilen
reduziert (D. Dobbelaere persinliche Mitteilung, Dobbelaere et al.,, 1990). Deswegen war es
vorstellbar, daB Theileria-infizierte T-Zellen durch die MHC-Klasse II Molekiile
wachstumsstimulierende Signale erhalten.

Im zweiten Teil der Arbeit wurde durch Anwendung von anti-Klasse II Antikdrpern die
Bindung natiirlicher Liganden an die MHC-Klasse II Molekiile simuliert und der daraus
resultierende Effekt auf das Wachstum Theileria-infizierter T-Zellen niher untersucht.




2 MATERIAL

Bezugsquellen

Chemikalien wurden soweit nicht anders aufgefiihrt von der Firma Merck, Darmstadt bezogen,
Enzyme soweit nicht anders aufgefiihrt von Boehringer, Mannheim oder Promega Biotec,

Heidelberg,

Acetyl-Coenzym A, Li-Salz
Acrylamid

Agarose
Ammoniumperoxodisulfat
Ampicillin

Aprotinin

Bacto-Agar
Bacto-Hefeextrakt
Bacto-Trypton
Bakterienschalen (9 cm)
Bromphenolblau

BSA

BW720C

ConA

DEAE-Dextran
DEAE-Membran, NA45
Desoxy-Nukleosidtriphosphate
Dexamethason
Dialyseschliduche
Dimethylchlorsilan
Dimethylsulfoxid
Dithiothreitol

DNase 1

Ethanol
Ethidiumbromid
Ethylacetat

Ficoll 400

Ficoll Paque

Formamid

Fotales Kilberserum
Folin-Reagenz

G418

Genistein

Giemsa

Glycerin

Glyoxal

Harnstoff

HEPES

Herbimycin A

Pharmacia, Freiburg
Sigma, Miinchen
Appligene, Heidelberg

Bio Rad, Miinchen

Sigma, Miinchen

Sigma, Miinchen

Difco Laboratories, Detroit
Difco Laboratories, Detroit
Difco Laboratories, Detroit
Greiner, Niirtingen

Serva, Heidelberg

Serva, Heidelberg
Cooper’s Animal Health, UK
Pharmacia, Freiburg
Pharmacia, Freiburg
Schleicher&Schuell, Dassel
Boehringer, Mannheim
Sigma, Miinchen

Bender & Hobein, Karlsruhe
Fluka, Neu-Ulm

Fluka, Neu-Ulm

BRL Inc., Neu-Isenburg
Pharmacia, Freiburg

Roth, Karlsruhe

Sigma, Miinchen

Merck, Darmstadt

Serva, Heidelberg
Pharmacia, Uppsala, Schweden
Merck, Darmstadt

Gibco, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Gibco, Karlsruhe

Sigma, Miinchen

Merck, Heidelberg

Roth, Karlsruhe

BRL (Gibco), Karlsruhe
Bio Rad, Miinchen

Sigma, Miinchen

Sigma, Miinchen




Hybond N/N+ Filter
hr Interleukin-2
Isoton
Kieselgel-DC-Platten
L15

Lachs-Spermien-DNA Typ III, Na-Salz

Leupeptin

Lysozym

B-Mercaptoethanol
Mikrotiterplatten
NACS-Prepac-Siulen
Natriumorthovanadat
N-Broth '

Nifedipin
N,N'-Methylen-bisacrylamid
Nonidet P-40
Oligo-dT-Cellulose Typ VI
Penicillin/Streptomycin
Proteaseinhibitoren

Protein A-Sepharose
Proteinase K
Quiagen-tip-500-Séulen
Quicxkszint

Rontgenfilme (HyperfilmMP)
RPMI 1640

SDS

Sephadex G-50

TEMED

TPA

transfer-RNA (aus Kalbsleber)
Transformations-Chemikalien
Tris-HCI, Tris-Base
TritonX-100

Trypan Blau

Tryptose Phosphat Broth
Trypsin

Whatman 3MM-Papier
Zellkulturflaschen

Amersham-Buchler,Braunschweig
Amersham-Buchler,Braunschweig
Sigma; Miinchen
Macherey-Nagel, Diiren
Gibco, Karlsruhe

Sigma, Miinchen
Boehringer, Mannheim
Boehringer, Mannheim
Roth, Karlsruhe

Linbro, Flow Lab., Meckenheim
Gibco, Karlsruhe

Sigma, Miinchen

Difco Laboratories, Detroit
Sigma, Miinchen

Bio Rad, Miinchen

Bio Rad, Miinchen
Collaborative Research Inc.
Gibco, Karlsruhe

Sigma, Miinchen

Pharmacia, Freiburg

Merck, Darmstadt

Diagen, Diisseldorf

Zinsser, Frankfurt
Amersham, Braunschweig
Gibco, Karlsruhe

Serva, Heidelberg
Pharmacia, Freiburg

Bio Rad, Miinchen

Sigma, Miinchen
Boehringer, Mannheim
Fluka, Buchs Schweiz
Sigma, Miinchen

Bio Rad, Miinchen

Serva, Heidelberg

Gibco, Karlsruhe

Gibco, Karlsruhe

Bender & Hobein, Karlsruhe
Greiner, Niirtingen




Radiochemikalien:

0—32P-dATP (370MBg/ml, 110 TBg/mmol)

¥-32P-dATP (370MBg/ml, >185 GBg/mmol)

0-32P-dCTP (370MBg/ml, 110 TBg/mmol)
D-threo-(dichloracetyl-1-14C)-Chloramphenicol (7.4MBg/ml, 2.11 GBg/mmol)
(methyl-*H) Thymidin (37 MBg/ml, >1.55 TBg/mmol)

Alle Radiochemikalien wurden von Amersham, Braunschweig bezogen.

Bakterien und Zellen

- E. coli TG1: Derivat von JM 101, GenotypA (lac pro), supE, thi, hsdA5(r-m-)F traD36,
proAB, laclqZ, dN15

- Theileria parva Muguga infizierte Rinderlymphozyten:

- TpM [803]: T-Zellen, CD4 positiv, CD8 negativ, erhalten von ILRAD, Nairobi

- B1 [D409]: B-Zellen, erhalten von ILRAD, Nairobi

- In7: T-Zellen, CD4 negativ, CD8 positiv, zur Verfiigung gestellt von Dr. Ina Baumann,
Karlsruhe

- Nicht infizierte Rinderlymphozyten, isoliert aus Lymphknoten (vom Schlachthof,
Karlsruhe) und mit ConA (5pg/ml) stimuliert.

- Hela tk-: menschliche Cervix-Karzinoma-Zellen aus der Zell-Bank des IGT, Karlsruhe

- HL-60: menschliche promyelotische Leukdmie-Zellen (erhalten von Dr. H. Krug,
Karlsruhe).
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Bakterien-Nihrmedien

Alle Medien wurden in Wasser geldst und autoklaviert. Zur Herstellung fester Nahrboden
wurde 15% Agar zugegeben

2xYT-Medium:
1.6% Bacto-Trypton, 1 % Bacto-Hefeextract, 1 % NaCl

SOB-Medium:
20% Bacto-Trypton, 5% Bacto-Hefeextrakt, 10 mM NaCl, 10 mM MgCl,, 10 mM MgSO;,
2.5mM KCl

LB-Medium:
10% Bacto-Trypton, 5% NaCl, 5% Bacto-Hefeextrakt, 1% Glukose

Einfrier-Medium (Bakterien):
75% LB-Medium, 25% Gycerol

Gewebekultur-Medien

Complete Leibovitz 15-Medium (cL15):
10% FCS (30 min bei 569C inaktiviert), 10% Tryptose Phosphat Broth, 20 pg L-Glutamin, 20
mM HEPES pH 7.1, 1% Penicillin/Streptomycin

Complete RPMI 1640-Medium (cRPMI):
10% FCS (30 min bei 56°C inaktiviert),, 20 pg L-Glutamin, 20 mM HEPES pH 7.1, 1%
Penicillin/Streptomycin, 50 pg b-2-Mercaptoethanol

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM):
10% FCS (30 min bei 56°C inaktiviert), 1% Penicillin/Streptomycin

Einfrier-Medium (Zellkultur):
90% Medium, 10% DMSO
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Puffer und Losungen

PBS pH7.3: 0.14 M NaCl, 2.7 mM KCl, 0.7 mM CaCl,, 0.6 M MgCl,, 6.5 mM NayHPOy,
1.5 mMKH,PO4

1XxTBE: 135 mM Tris , 7.5 mM Borsiure, 2.5 mM EDTA pH 8.9
1XTAE: 40 mM Tris, 40 mM NaAcetat, 2 mM EDTA pH 8.3
1xTE: 10 mM Tris, ] mM EDTA pH 8

1XNTE: 10 mM Tris, % mM EDTA, 100 mM NaCl pH 7.5

1xTBS: 137 mM NaCl, 25 mM Tris pH 7.4, 5 mM KCl, 0.7 mM CaCl,, 0.5 mM MgCl,, 0.6
mM Na,HPO4

PiPPi: 200 mM NaH,PO4, 300 mM NayHPOy,, 1.5% NayP,0

20xSSC: 3 M NaCl, 300 mM NaCitrat pH6.5

S0xDenhardts: 1%, Ficoll, 1% Polyvinylpyrrolidon, 1% BSA
Lowry-Reagenzl I: 2% NaCOs3, 0.1 M NaOH

Lowry-Reagenz II: 2% NaK-Tartrat

Lowry-Reagenz III: 1% CuSO;,

Lowry-Reagenz IV: Gemisch aus Reagenz I (10 ml) + IT (0.1ml) + III (0.1ml)
Lowry-Reagenz V: Folin-Ciocalteau/H,0 (1:1)

0.1 M Phosphatpuffer: 0.1 M NaH,P04/0.1 M NasHPOy, unterschiedlicher pH-Wert
entsteht durch verschiedene Volumenanteile der zwei Komponenten
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S5xDNA-Ladepuffer: 10 mM EDTA, 10% Glycerin, 0.1% SDS, 0.02% Bromphenolblau
RNA -Ladepuffer: 50% Glycerin, 10 mM NayHPOy, 0.4% Bromphenolblau

Sanger-Ladungspuffer: 20 mM EDTA, 99% deionisiertes Formamid, 0.03% Xylencyanol,
0.03% Bromphenolblau

Antikorper

Alle Priimmun- und Immunseren wurden vor der Anwendung iber ProteinA-Sepharose-
Sédulen gereinigt und gegen Medium dialysiert.

- Praimmunserum: Kaninchenserum aus nicht immunisierten Tieren (Kontrollantikorper).

- anti-IL2 Antikorper: Kaninchenserum gegen menschliches IL2, gekauft bei Genzyme,
Miinchen.

- anti-Klasse IT Antikorper: Hybridoma-Medieniiberstand, monoklonale Antikdrper vom
Isotyp IgG2a, gegen menschliches MHC-Klasse II (anti-HLA-DR, M704), gekauft bei
Dakopatts, Hamburg.

- IgG2a Antikorper: Hybridoma-Medieniiberstand, monoklonale Antikdrper vom Isotyp
IgG2a, nicht spezifisch, (anti-B—2-6-Fruktosan, UPC10, Kontrollantikdrper fiir anti-Klasse II

Antikorper), gekauft bei Sigma, Miinchen,

- anti-CD2: Maus-Ascites, monoklonale Antikdrper gegen Rinder CD2 (IL-A 42) vom Isotyp
IgG2a, erhalten von ILRAD, Nairobi.

- anti-CD45: Maus-Ascites, monoklonale Antikorper gegen Rinder CD45 (CC1) vom Isotyp
1gG1, erhalten von Dr. C. Howard, Comtton.
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DNA-Sonden

- Rinder IL2- und IL2Ra-cDNA, erhalten von Dr.R Reeves, Washington

- Rinder c-myc genomische DNA (Regionen aus dem Exon 2 und 3), erhalten von Dr. D

Dobbelaere, Bern

- Rinder Aktin und Theileria Aktin-cDNA, erhalten von Dr. A. Ehrfeld, Freiburg

Plasmide

- HIV-CAT:-121/+232 des HIV-1 LTR vor dem CAT-Gen im pBLCATS Vektor (Stein, et
al., 1988).

- MMTV-CAT: -631/+125 des MMTYV LTR vor dem CAT-Gen (Cato, et al., 1986)
- IL2Ro-cDNA: Rinder IL2Ra-cDNA im pTZ18U Vektor (Weinberg, et al., 1988).

- HS1-CAT: -770/+73 des menschlichen Metallothionein IIa Promotors vor dem CAT-Gen
im PUCS Vektor (Scholer, et al., 1986)

- RSVneo: Austausch vom CAT-Gen im RSV-CAT-Vektor (Gorman, et al., 1982a) durch

Neomycin-Gen Sequenzen.

Oligonukleotide

- NFkB (HIV-1, Position -92 bis -79, Ivanov, et al., 1989)
5 AGCTTGGGGACTTTCCAGCCG 3°
3" ACCCCTGAAAGGTCGGCCTAG 5

- AP1 (Kollagenase-Gen , TRE-C-1, Position -72 bis -65, Angel, et al., 1987)
5‘GATCGAGCATGAGTCAGACACA 3
3’'CTAGCTCGTACTCAGTCTGTGT 5
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3 METHODEN

Die beschriebenen Methoden wurden, wenn nicht anders gekennzeichnet, aus den
Handbiichern Ausubel et al. (1989) und Maniatis et al.(1982) abgeleitet.

3.1 Zellkulturtechniken
Kultivierung von Zellen

Die Zellen wurden bei 370C als Suspensionskulturen in 75 cm2 und 175 cm? Kulturflaschen
ohne COZ-Begasung kultiviert. Das Zellmedium wurde mit 10 mM HEPES pH 7.1 gepuffert.
Alle 3-4 Tage wurde frisches Medium zugefiigt und die Zellen mit einer Dichte von 1x105/ml
(transformierte Zellinien) bzw 5x105/ml (primire Zellen) angesetzt. Bei der Kultivierung von
primiren Lymphozyten isoliert aus Rinderlymphozyten wurde S pg/ml ConA und 10 U/ml
rekombinantes menschliches IL-2 zugegeben. Zum Einfrieren von Zellen wurden ca. 5x106
Zellen bei 330xg zentrifugiert, in 1 ml Medium mit 10% DMSO aufgenommen und fiir 1
Stunde auf Eis gestellt. Zum Aufbewahren verblieben die Zellen zunéchst 1 Tag bei -800C,
anschlieBend wurden sie in fliissigen Stickstoff (-1960C) tiberfiihrt. Zum Auftauen wurden die
Zellen direkt aus dem fliissigen Stickstoff in ein 370C Wasserbad gestellt. Sobald die Zellen
aufgetaut waren, wurden sie mit 10 ml warmem Medium gewaschen und in 20 ml Medium in -
eine 75 cm? Kulturflasche gegeben.,

Bestimmung der Zelldichte

Die Zelldichte wurde auf zwei verschiedene Arten bestimmt. Einerseits durch Zihlen der Zellen
in Gegenwart von Trypan-Blau in einer Neubauer-Zihlkammer, andererseits durch Zéhlen im
Coulter Counter (Model ZBI, Coulter Electronics LTD) in geeigneten isotonischen Losungen.
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Morphologische Untersuchung der Zellen

Ca. 1x104 Zellen wurden in einem Volumen von 100-200 pl in den Cytospin (Shandon &
Southern, England) pipettiert und 5 min mit 1000 rpm auf Ethanol-gereinigte Objekttriger
zentrifugiert. Die Zellen, die sich nun auf dem Objekttriger befanden, wurden 5 min bei RT
getrocknet, 5 min in 100% Methanol fixiert und anschlieend in einer 6%-igen Giemsa-Losung
bei 370C 30 min inkubiert. AnschlieBend wurde die Firbelosung dekantiert und die
Objekttriager bei RT getrocknet. Die so hergestellten Priparate konnten mit Hilfe von
Immersionstl im Mikroskop bei einer 1250x Vergroferung betrachtet und photographiert

werden.

Abtrennung toter Lymphozyten

Die Lymphozyten-Zellsuspension wurde mit doppeltem Volumen an Ficoll-Paque (Pharmacia)
unterschichtet und die toten Zellen durch eine 30 miniitige Zentrifugation bei 1500xg
abgetrennt. Die lebenden Zellen, die sich in der Interphase befanden, wurden vorsichtig
abgenommen, einmal mit Medium gewaschen und anschlieBend in frischem Medium
resuspendiert.

Isolierung von Lymphozyten aus Lymphknoten (Mastro & Pepin, 1980)

Die Lymphknoten (aus der Leistengegend) eines frischgeschlachteten Rindes wurden zuniéichst
von Fett befreit, dann mit Skalpell und Schere in RPMI-Medium (1% P/S, 0.1% DNAse)
zerkleinert. Dieses Gemisch aus Zellen und Gewebepartikel wurde durch eine feinmaschige
Gaze filtriert. Die so gewonnenen Zellen wurden nach zweimaligem 15 miniitigen Waschen mit
RPMI-Medium (1% P/S, 0.1% DNAse) bei 1000xg mit einer Dichte von 1-2x106/ml im
Medium aufgenommen. Diese Zellen wurden in Anwesenheit von ConA (5 pg/ml) kultiviert.
Nach lingerer Kultivierung (mehr als 2 Wochen) erfolgte ein Zusatz von 10 U/ml IL-2.
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Eliminierung des Parasiten in Theileria-infizierten Zellen

Infizierte Lymphozyten wurden durch Zugabe von 50 ng/ml BW 720C, einem fiir Sdugerzellen
nicht toxischem Naphtochinon, vom Parasiten befreit. Die so behandelten Zellen konnten in
Anwesenheit von TPA und IL-2 (10 U/ml) fiir 3-4 Wochen in Kultur gehalten werden.

3H-Thymidin-Pulsmarkierung der Zellen

Zur Messung der DNA-Synthese wurden die Zellen mit oder ohne Behandlung durch
verschiedene Stoffe (z.B. Antikorper oder Inhibitoren) in Mikrotiterplatten mit 96 Vertiefungen
(Volumen: 200 ul) verteilt. Nach einer Inkubation von 2-72 Stunden bei 370C wurden die
Zellen mit 0.7 pC/200 pl 3H-Thymidin fiir 2 Stunden bei 370C markiert. Danach wurden die
Zellen mit Hilfe von Cell Harvester Combi (Scatron AS, Lier, Norwegen) auf Glasfilter
gesaugt und mit destilliertem Wasser lysiert. Nach Trocknen der Filter wurden sie mit 3 ml
Quickszintfliissigkeit (Zinsser, Frankfurt) versetzt und die eingebaute Radioaktivitit wurde im
Betamatic Liquid Scintillation Counter gemessen.

Herstellung von "Filler cells"

Theileria-infizierte T-Zellen (TpM[803]) wurden in 25 cm? Kulturflaschen fiir 3 min der Y-
Strahlung (5000 rad) ausgesetzt. AnschlieBend bei RT mit 1000xg zentrifugiert, in kalter 0.2%
Glutaraldehyd/PBS-Losung resuspendiert und fiir 20 min auf Eis fixiert. Nach der Fixierung
wurden die "Filler cells" zweimal mit kalter PBS-Losung, zweimal mit kaltem L15-Medium
und zweimal mit kaltem cL15-Medium gewaschen. Nach der letzten Zentrifugation (1300xg)
wurden die "Filler cells” in warmem cL15-Medium mit lebenden Theileria-infizierten T-Zellen
(TpM[803]) in bestimmten Verhéltnis gemischt und fiir weitere Experimente in Mikrotiterplatten
(96 Vertiefungen) verteilt.
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3.2 Transiente und stabile Transfektionstechniken
DEAE-Dextran-Methode fiir Lymphozyten

Ein Tag vor der Transfektion wurden die Zellen mit 1.5x10° Zellen/ml angesetzt, sodaf sie sich
am folgenden Tag in logarithmischer Wachstumsphase befanden. Ca 5x100 Zellen wurden 5
min bei 1200xg zentrifugiert und mit 10 ml warmem 1xTBS (137 mM NaCl, 25 mM Tris pH
7.4, 5 mM KCl, 0.7 mM CaClp, 0.5 mM MgClp, 0.6 mM NaHPO4) gewaschen. Die
Lymphozyten wurden mit 1 ml DNA-DEAE-Dextran-Lésung (10 pg DNA, 300 pul DEAE-
Dextran in 1xTBS) gut resuspendiert und fiir 1/2 Stunde bei RT inkubiert. Danach wurden die
Zellen fiir exakt 3 min mit 733 pl 25% DMSO in 1xTBS behandelt. Durch zweimaliges
Waschen mit je 10 ml warmem 1xTBS wurde die Reaktion gestoppt. Das Zellpellet wurde in
20 ml Medium resuspendiert und falls gewiinscht mit verschiedenen Induktoren
(Dexamethason, Cadmium) oder Antikérpern behandelt. Diese Methode wurde nur fiir
transiente Transfektionen angewendet. Die Proteinextraktion fiir den CAT-Assay erfolgte nach
42 Stunden.

Elektroporation

Pro Ansatz wurden 3x100 logarithmisch wachsende Lymphozyten 5 min bei 1200xg
zentrifugiert und mit einer Zelldichte von 1x107/ml in geeignetem eiskaltem
Elektroporationspuffer (10 mM Phosphatpuffer pH 7.3, 214.5 mM Sucrose, 0.5 mM MgCl2,
10 mM Glucose) aufgenommen. Je 300 pl dieser Zellsuspension wurde in sterile Plastik-
Kiivetten pipettiert und mit 15 pg Plasmid-DNA fiir 3 min bei RT inkubiert. Danach erfolgte die
Elektroporation mit Hilfe einer Apparatur (Jouan) bei 1 kV/cm und 1 msec Pulsdauer in 5
Intervallen von je einer Sekunde. Nachdem die elektroporierten Zellen 10 min bei RT standen,
wurden sie in 10 ml Medium aufgenommen. Diese Methode wurde zur Herstellung stabil
transfizierter Zellen verwendet. Dabei wurden die Zellen neben dem gewiinschten DNA-
Plasmid mit einem Neomycin-Resistenz vermittelnden DNA-Plasmid kotransfiziert.
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Selektion und Klonierung stabil transfizierter Zellklone

48 Stunden nach der Elektroporation wurde dem Medium 1 mg/ml G418 (Neomycin)
zugegeben, um nur den Zellen das Wachstum zu ermdglichen, die das kotransfizierte
Neomycin-Resistenz-Gen aufgenommen haben. Nach 8 Tagen wurden die toten Zellen {iber
eine Ficoll-Paque-Siule abgetrennt und die lebenden Zellen in frischem Medium mit 300 pg/ml
G418 fiir weitere 2 Wochen kultiviert. Nach nochmaliger Entfernung toter Zellen wurden die
lebenden Zellen in Mikrotiterplatten mit 96 Vertiefungen ( Volumen: 200 pl) mit einer Zelldichte
von 0.5, 1 und 10 Zellen pro ml in Anwesenheit von 300 pg/ml G418 verteilt. Die Platten
wurden in einer feuchten Plastik-Schachtel bei 370C aufbewahrt. Nach 2-3 Wochen wurden die
Platten nach wachsenden Kolonien untersucht und die hochgewachsenen Klone weiter
expandiert. Die transfizierten Zellen wurden permanent mit 300 pg/ml G418 kultiviert.

Enzymatischer Farbtest fiir B-Galaktosidase auf Einzelzell-Niveau (Chang &
Brenner, 1988)

Dieser Test diente der Bestimmung der Transfektionseffizienz der Elektroporations-Methode.
48 Stunden nach der Transfektion der Lymphozyten mit dem pSGS-f-gal-Plasmid wurden 1-
5x105 Zellen zweimal mit PBS gewaschen und mit Hilfe von Cytospin auf Objekttriger
zentrifugiert. Die Objekttriger wurden fiir 5 min bei RT in 2% Formaldehyd/0.2%
Glutaraldehyd fixiert. Nach Waschen mit PBS wurden die Objekttriiger fiir 2-24 Stunden bei
370C in die Firbelosung (5 mM K3[Fe(CN)gl, S mM K4[Fe(CN)g], 2 mM MgCl2, 1 mg/ml
X-Gal) gelegt. Danach konnte man im Lichtmikroskop die blauen Zellen mit B-Galaktosidase -
Aktivitiit auszihlen.

3.3 CAT-Assay (Gorman et al., 1982b)

Zunichst wurden die Zellen ca. 42 Stunden nach Transfektion durch Gefrierschock
aufgebrochen. Dazu wurden sie zweimal mit 1XTBS (137 mM NaCl, 25 mM Tris pH 7.4, 5
mM KCI, 0.7 mM CaClp, 0.5 mM MgCl, 0.6 mM NaHPO4) gewaschen und in 80-100 pl
0.25 M Tris pH 7.8 aufgenommen und gut gemischt. Das Aufbrechen der Zellen erfolgte durch
dreimaliges Eintauchen in ein Trockeneis/Ethanol-Bad mit anschlieBendem Auftauen im 370C
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Wasserbad. Der Proteinextrakt wurde fiir 7 min bei 600C erhitzt und fiir 10 min mit 13000xg
zentrifugiert,

Die Proteinbestimmung im Uberstand erfolgte nach der Methode von Lowry et al., 1951, Bei
jeder Messung wurde paralell eine Eichkurve mit dem Standard-Protein BSA (1mg/ml) erstellt.
5 pl der Proteinextrakte wurden mit 135 pl Lowry-Reagenz I gemischt und mit 250 pul frisch
hergestelltem Lowry-Reagenz IV fiir 10 min bei RT inkubiert. Danach wurde unter sofortigem
Mischen 30 pl 50% Folin-Losung zugegeben. Nach 60-120 min im Dunkeln wurde die
Extinktion bei 735 nm gemessen. Die Proteinmenge in den Proben wurde anhand der
Eichkurve bestimmt.

Fiir den CAT-Assay wurde von allen Proben die gleiche Menge an Protein eingesetzt. Die
Proben wurden mit 0.25 M Tris pH 7.8 auf 80 pl aufgefiillt, 1.25 pl 14¢_Chloramphenicol
und 20 pl 4 mM Acetyl-CoA wurden zugesetzt und die Reaktion fiir 2 Stunden bei 370C
inkubiert. Durch Zugabe von 1 ml Essigsdureethylester wurde die Reaktion abgestoppt. Nach
Mischen der Probe wurde die obere Essigséureethylester/Chloramphenicol-Phase abgenommen
und in einer Vakuumzentrifuge 30 min eingetrocknet. Das Chloramphenicol wurde wieder in 20
ul Essigsidureethylester aufgelost und tropfchenweise punktférmig auf eine Kieselgel-DC-Platte
aufgetragen. In einer Glas-Kammer mit Chloroform:Methanol (9:1) als Laufmittel wurde die
Chromatographie fiir 60-90 min durchgefiihrt. Nach Lufttrocknung der DC-Platte wurde diese
mit einem Rontgenfilm bei -800C exponiert.

Die Auswertung des CAT-Assay erfolgte iiber die Bestimmung der spezifischen Enzymaktivitiit
(pmol/mgxmin) der Chloramphenicol-Transferase, indem die verschiedenen Formen des
acetylierten und nicht acetylierten Chloramphenicols aus der DC-Platte ausgeschnitten und in
einem Szintillationszdhler gemessen wurden. Da bekannt war, wieviel pmol l4c.
Chloramphenicol eingesetzt wurde, wieviel Substrat in 2 Stunden acetyliert und welche
Proteinmenge eingesetzt wurde, konnte man die spezifische Aktivitiit berechnen.

3.4 Priiparation von nukleiren und zellulidren Proteinextrakten

Vor der Priparation der Extrakte wurden die Zellen zweimal mit kaltem PBS gewaschen und
das Zellsediment je nach Zellzahl in 25 pl (5x106) oder in 100 pl (2x107) Lysis-Puffer (10 mM
HEPES/KOH pH 7.9, 60 mM KCl, 1 mM EDTA, 0.5% NP-40, 1 mM DTT, 1 mM PMSF)
aufgenommen. Nach 5 min auf Eis wurden die Keme durch Zentrifugieren bei 1000xg vom
zytoplasmatischen Proteiniiberstand abgetrennt. Der zytoplasmatische Extrakt wurde mit
halbem Volumen Kern-Puffer ( 250 mM Tris pH 7.8, 60 mM KCI, 1 mM EDTA, 1 mM DTT,
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1 mM PMSF) verdiinnt und 30 min bei 13000xg klar zentrifugiert. Die Kerne wurden mit dem
Lysis-Puffer ohne NP-40 vorsichtig gewaschen und in 25 pl bzw. 100pul Kern-Puffer
resuspendiert. Durch dreimaliges Einfrieren und Auftauen im Trockeneis/Ethanol-Bad wurden
die Kerne aufgebrochen. Die Kerntriimmer wurden durch 30 min Zentrifugieren bei 13000xg
abgetrennt und die Proteinkonzentration beider Extrakte nach Lowry-Methode bestimmt. Alle
Schritte wurden bei 40C durchgefiihrt und die Proteinaseinhibitoren wurden den Puffern immer

frisch zugesetzt.

3.5 Gelretardations-Analyse

Mit Hilfe der Gelretardations-Analyse ("bandshift"-Analyse) wurde die DNA-Protein-
Interaktion untersucht. Dazu wurden 2 pg Kerextrakt bzw. 10 g Zytoplasmaextrakt 5 min bei
RT in einem Gesamtvolumen von 18 pl in 10 mM HEPES pH 7.9, 60 mM KCl, 4% Ficoll
400, 1 mM DTT, 1 mM EDTA mit 2 pg poly(dI-dC) inkubiert. Danach wurde, falls erwiinscht,
fiir weitere 5 min nicht markiertes Oligonukleotid bzw Antikérper zum Kompetieren zugesetzt,
bevor dann die Inkubation mit dem markierten Oligonukleotid erfolgte. Die DNA-Protein-
Bindung erfolgte 30 min bei RT mit 2 fmol radioaktivmarkiertem Oligonukleotid. Die
elektrophoretische Auftrennung der DNA-Protein-Komplexe wurde auf 14x15 cm groBen, 1
mm dicken 4% Acrylamid-Gelen (30:0.8) in 0.25xTBE mit 10 V/cm 1.5 Stunden durchgefiihrt.
Die Gele wurden 10 min in 10% Essigsiure fixiert, dann 30 min auf einem 3MM Whatman-
Papier bei 750C getrocknet und bei -800C mit einer Verstiirkerfolie auf einem Rontgenfilm -
exponiert.

3.6 Reinigung von Antikérpern iiber eine Protein A-Sepharose-
Siule

Um die Antikorper von anderen, stérenden Proteinen (z.B. Serumproteine) abzutrennen, wurde
eine Filtration der Antikorper iiber eine Protein A-Sepharose-Séule (Staphylococcus-Protein A
gebunden an Sepharose CL4B, Pharmacia) durchgefiihrt. Dazu wurde die Protein A-Sepharose
zunéchst im Verhéltnis 1:1 in TSA (10 mM Tris pH 8, 140 mM NaCl, 0.025% NaN3)
aufgelost und in dieser Form auch bei 40C aufbewahrt. Fiir die Reinigung der Antikorper
wurde die Protein A-Sepharose in eine 1 ml Glassiule luftblasenfrei gepackt und mit Hilfe des
FPLC-Geriites (Pharmacia) mit Bindungspuffer (0.1 M Phosphatpuffer pH 8) 1 Stunde
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dquilibriert. 500 pl der Antikérper wurden mit 500 pl 0.2 M Phosphatpuffer pH 8 gemischt
und auf die Sdule aufgetragen. Die nicht an die Séule gebundenen Proteine wurden zunichst 30
min mit Bindungspuffer aus der Sdule gespiilt, die gebundenen Antikérper mit Mcllvaines
Universal-Puffer pH 4 (0.2 M NagHPO4/0.1 M Citrat, 1:1.6) eluiert. Die Elution wurde iiber
die Messung der optischen Dichte verfolgt. Die Fraktionen, die eine grole Menge an eluierten
Antikorpern enthielten, wurden vereinigt und der saure pH-Wert durch Zugabe von 1/10
Volumen 2 M Tris-base neutralisiert. Die Menge der gereinigten Antikorper wurde nach der
Lowry-Methode bestimmt und die Antikorper wurden iiber Nacht bei 40¢ gegen L15- oder
RPMI-Medium dialysiert. Wihrend der Dialyse wurde das Medium dreimal gewechselt.
Danach wurden die Antikdrper durch Filter (Millipore) sterilfiltriert und bei 40C aufbewahrt.

3.7 Allgemeine Arbeitsmethoden mit Nukleinsiduren
Spektrophotometrische Konzentrationsbestimmung von Nukleinsduren

Die Konzentration der wissrigen Nukleinsdurelgsung wurde iiber die Messung der optischen
Dichte (OD) im Spektralphotometer berechnet. Dabei wurde die Extinktion der Losung bei einer
Wellenldnge von 260 nm und 280 nm bestimmt. Einer optischen Dichte von 1 bei einer
Wellenldnge von 260 nm entsprechen 50 pg/ml DNA bzw. 40 pg/ml RNA bzw. 20 pg/ml

Oligonukleotide.

Phenol/Chloroform-Extraktion

Um die Proteinverunreinigungen aus der wissrigen Nukleinséurelosung zu entfernen, wurde
diese zunichst mit gleichem Volumen Phenol (TNE-gesittigt) und gleichen Volumen
Chloroform/Isoamylalkohol (24:1) gut gemischt. Die Auftrennung der Phasen erfolgte durch 2
min Zentrifugieren. Die wissrige Oberphase wurde zweimal mit gleichen Volumen
Chloroform/Isoamylalkohol extrahiert.
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Fillung von Nukleinsiduren

Die wissrige Nukleinsdurelosung wurde mit 1/10 Volumen an 3M NaAcetat, pH 4,8 und mit
2,5 fachem Volumen an Ethanol versetzt. Die Fillung erfolgte 15-120 min auf Eis oder iiber
Nacht bei -209C. Die ausgefillten Nukleinsduren wurden anschlieBend 10-30 min bei 13000xg
zentrifugiert. Zur Entfernung von Salz wurde der Niederschlag mit 80% Ethanol gewaschen.

3.8 DNA-Klonierungstechniken
Schneiden von DNA mit Restriktionsenzymen

Eine Enzymeinheit ist definiert als die Menge Enzym, die 1 pg Lambda-DNA in einer Stunde
vollstindig verdaut. Die DNA (100p.g/ml) wurde mit 2-10 Einheiten Restriktionsenzym pro ug
DNA in Gegenwart der vom Hersteller angegebenen Temperatur- und Pufferbedingungen fiir 3
Stunden bzw. iiber Nacht inkubiert.

Priparation von Vektoren fiir die Subklonierung von DNA-Fragmenten

5 ug Vektor-DNA wurden in einer 50 pl-Reaktion mit dem gewiinschten Enzym verdaut. Ein
Aliquot (500ng) wurde auf einem Agarose-Minigel auf vollstindigen Verdau tiberpriift. Die
restliche DNA wurde dephosphoryliert, Phenol/Chloroform extrahiert und nach dem Fillen in
Wasser aufgelost.

Dephosphorylierung von DNA-Fragmenten

Die DNA wurde in einem Endvolumen von 50 pl mit 1 pl Alkalischer Phosphatase (1U/pl) und
1/10 Volumen 10xDephosphorylierungspuffer(500 mM Tris pH 9, 10 mM MgCl2, 1 mM
ZnCl2, 10 mM Spermidin) versetzt. Nach 30 min Inkubationszeit bei 370C wurde das Enzym
durch eine Phenol/Chloroform-Extraktion entfernt.
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Auffiillen von 5'-Uberhéngen

Die DNA wurde in einem Reaktionsvolumen von 20 gl mit 2 pl 10x Polymerase-
Reaktionspuffer (70mM Tris pH 7.5, 70mM MgCl2, 500mM NaCl) und 1 pl E. coli DNA-
Polymerase 1 (Klenow-Fragment, 5 U/pl) versetzt und S min bei RT inkubiert. AnschlieBend
wurden 2 pl einer 2 mM dNTP-Losung (2 mM dATP, 2mM dTTP, 2 mM dCTP, 2 mM dGTP,
10 mM Tris pH 7.5) zugegeben und weitere 20 min bei RT inkubiert. Danach erfolgte eine
Phenol/Chloroform-Extraktion.

Ligation von DNA-Fragmenten

100ng der geschnittenen und dephosphorylierten Vektor-DNA wurde in einem
Reaktionsvolumen von 10 pl mit Insert-DNA (Vektor-DNA in 3x molarem UberschuB zur
Insert-DNA), 1 pl 10x Ligase-Puffer (660mM Tris pH 7.6, 66 mM MgCl2, 100 mM DTT),
Ipl 10 mM ATP und 1 pl T4 DNA-Ligase (2.5U/ul, Amersham) versetzt. Die Reaktion
erfolgte bei 150C iiber Nacht.

Priparation von kompetenten Bakterien fiir die Transfomation

Eine Ubernachtkultur von E.coli TGI in 10 ml SOB-Medium (2% Baktotrypton, 0.5%
Hefeextrakt, 10 mM NaCl) mit Magnesiumsalzen (10 mM MgSO4, 10 mM MgCl2) wurde im
Endvolumen von 50 ml 1:50 mit frischem SOB-Medium verdiinnt und bei 370C solange
geschiittelt bis die ODgQQ etwa 0.5 betrug. Nach 15 min Inkubation auf Eis wurden die
Bakterien fiir 5 min bei 1500xg abzentrifugiert und der Uberstand verworfen. Der Niederschlag
wurde in 25 ml 0.5M CaClp-Losung resuspendiert und fiir weitere 30 min auf Eis
stehengelassen. Nach 5 min Zentrifugieren bei 1500xg wurde das Bakteriensediment in 5 ml
kalter 0.5M CaCl2-Losung resuspendiert. Die Bakterien waren nun kompetent rekombinante
DNA aufzunehmen,
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Transformation von Bakterien

Zu 200 pl kompetenten Bakterien wurden 5 pl eines Ligationsansatzes bzw 10 ng eines
Plasmides gegeben und der Ansatz fiir 1 Stunde auf Eis gestellt. Nach einem Hitzeschock von 5
min bei 370C wurden die Bakterien fiir eine weitere Stunde auf Eis gestellt. AnschlieBend
wurde 800 pl SOB-Medium zugegeben und die Bakterien wurden 1 Stunde bei 370C inkubiert.
Danach wurden die Bakterien 5 min bei 1500xg zentrifugiert und der Niederschlag in 200 pl
SOB-Medium aufgenommen und auf Selektiv-Agarplatten (LB-Agar mit 100 pg/ml Ampicillin)
ausgestrichen. Bei Verwendung von pUC19 Vektoren wurde vor dem Ausplattieren der
Bakterien 100 pl 2% X-Gal und 30 pl 2% IPTG auf dem Agar ausgestrichen. Bakterien mit
rekombinierter DNA wurden durch Restriktionsanalyse der in kleinem MaBstab isolierten
Plasmid-DNA identifiziert.

3.9 Isolierung von Nukleinsiuren
Priparation von Plasmid-DNA in kleinem MaBstab

Eine Bakterien-Kolonie mit dem entsprechenden Plasmid wurde in 5 ml 2xYT-Medium (1.6%
Trypton, 1% Hefeextrakt, 100mM NaCl) in Gegenwart von 100 pg/ml Ampicillin bei 370C
iiber Nacht geschiittelt. Die Bakterien wurden 10 min bei 1500xg zentrifugiert, der
Niederschlag in 500 pl 50 mM Tris pH 8 und 50 pl Lysozym-Losung (10 mg/ml) resuspendiert
und 30 min auf Eis stehengelassen. Nach Zugabe von 50 ul 0.5M EDTA pH 7.5 und einer
weiteren Inkubation auf Eis fiir 10 min wurde 50 pl 10% Triton X-100 zugegeben und fiir 10
min auf Eis gelassen. AnschlieBend wurde 15 min bei 13000xg zentrifugiert, der Uberstand mit
Phenol/Chloroform extrahiert und mit 25 pl 3 M NaAcetat und mit 1 ml Ethanol gefillt. Der
Niederschlag wurde in 50 pul Wasser aufgenommen.

Priaparation von Plasmid-DNA in groSem MaBstab

200 ml 2xYT-Medium (1.6% Trypton, 1% Hefeextrakt, 100mM NaCl) mit 100 pg/ml
Ampicillin wurden mit der entsprechenden Bakterienkolonie angeimpft und iiber Nacht bei
370C geschiittelt. Die Bakteriensuspension wurde dann bei 8000xg und 40C 10 min
zentrifugiert, das Sediment in 10 ml Puffer 1 (100p1g/ml RNase A, 50 mM Tris, 10 mM EDTA
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pH 8) aufgenommen und anschlieend 10 ml Puffer 2 (200 mM NaOH, 1% SDS) zugegeben.
Nach 5 min Inkubation bei RT wurden 10 m1 2.5 M KAc pH 4.8 hinzugefiigt und sofort fiir 30
min bei 16000xg zentrifugiert. Der Uberstand wurde auf eine mit 10 m1 Puffer QBT (750 mM
NaCl, 50 mM MOPS, pH 7, 15% Ethanol, 15% Triton X-100) dquilibrierte Quiagen-tip-500
Sdule gegeben. Nach Durchfluf dieses Uberstandes wurde die Siule mit 30 ml Puffer QC (1 M
NaCl, 50 mM MOPS, 15% Ethanol, pH 7) gewaschen und die Plasmid-DNA mit 5 ml Puffer
QF (1.25 M NaCl, 50 mM MOPS, 15% Ethanol, pH 8.2) eluiert. Das Eluat wurde mit 4 ml
Isopropanol bei RT gefillt und sofort bei 16000xg zentrifugiert. Der Niederschlag wurde in 500
ul Wasser gelost.

Priparation von genomischer DNA (Miller et al.,1988)

Etwa 3x107 Zellen wurden in 50 ml Falcon Réhrchen abzentrifugiert, der Uberstand dekantiert
und das Zellsediment zweimal mit kaltem PBS gewaschen. Das Zellpellet wurde in 10 ml
Homogenisations-Puffer (0.3M Sucrose, 10 mM Tris pH 8, 10 mM NaCl, 1.5 mM MgAc,
0.1% NP40, 1 mM DTT) aufgenommen, 5 min auf Eis gestellt und 5 min bei 1500xg
zentrifugiert. Das Sediment wurde in 10 ml1 TNE (10 mM Tris, 5 mM EDTA, 100 mM NaCl
pH 7.5) mit Proteinase K (200 pg/ml) und 0.5% SDS aufgenommen und iiber Nacht bei 370C
inkubiert. Das Lysat wurde vorsichtig zweimal mit Phenol/Chloroform extrahiert und die
genomische DNA mit 2-fachem Volumen Ethanol gefillt. Die ausgefiliten DNA-Fiden wurden
mit einer Pasteurpipette herausgenommen und an der Luft getrocknet. AnschlieBend wurde die
DNA in Wasser gelost und bei 40C aufbewahrt.

Priparation von PolyA*-RNA (Aviv & Leder, 1972)

Etwa 5x107 Zellen wurden zweimal mit eiskaltem PBS gewaschen und in 10 ml kaltem STE
(100 mM NaCl, 20 mM Tris pH 7.4, 10 mM EDTA pH 7.8) mit 300 pg/ml Proteinase K und
0.5% SDS fiir 30 Sekunden mit einem Ultraturrax homogenisiert. Nach 45 min Inkubation bei
370C erfolgte eine Phenol/Chloroform-Extraktion. AnschlieSend wurde der Losung NaCl bis
zu einer Endkonzentration von 0.5 M zugesetzt und etwa 100 mg Oligo-dT-VII-Cellulose in 1
ml HSB (0.3 M NaCl, 10 mM Tris pH 7.5, 5 mM EDTA pH 7.8, 0.1% SDS) zugegeben.
Durch Mischen auf einer Rotationsapparatur iiber Nacht wurde die PolyA*-RNA an die Oligo-
dT-Cellulose adsorbiert. Das Adsorptionsmaterial wurde 4 min bei 330xg zentrifugiert und
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dreimal mit 10 ml HSB gewaschen. Die RNA wurde dreimal mit 1 ml sterilem Wasser eluiert,
diec 3 ml RNA-Losung wurden vereinigt und zur vollstindigen Abtrennung des
Adsorptionsmaterials nochmals zentrifugiert. Nach Bestimmung der RNA-Konzentration wurde
die RNA durch Zugabe von 1/10 Volumen 3 M NaAc pH 4.8 und 2.5-fachem Volumen Ethanol
gefillt. Nach Zentrifugieren und Trocknen des Niederschlages wurde die RNA mit einer
Konzentration von 1 plg/ ml in sterilem Wasser aufgenommen und bei -800C aufbewahrt,

3.10 Elektrophoretische Auftrennung von Nukleinsduren
DNA-Agarose-Gelelektrophorese

Die Auftrennung der DNA erfolgte nach Grofe der DNA-Fragmente in 0.8% bis 1.5%
Agarose-Gelen. Je nach Gr68e und Volumen der Gelkammern (30, 100 oder 250 ml) wurde
1xTAE-Puffer (40 mM Tris pH 8.3, 40 mM NaAc, 2 mM EDTA) mit entsprechenden Menge
an Agarose versetzt und bis zur Auflésung der Agarose erhitzt. Entsprechend der Art der
aufzutrennenden DNA wurde die Agarose sofort mit 0.4 pg/ml Ethidiumbromid versetzt oder
das Gel wurde erst nach dem Lauf mit Ethidiumbromid angefibt. Nach GieBien des Geles in
einen horizontalen Geltank wurde das Gel mit 1XTAE-Laufpuffer iiberschichtet und die DNA-
Proben in 1xLadepuffer (2 mM EDTA, 2% Glycerin, 0.02% SDS, 0.004% Bromphenolblau)
in die mit einem Kamm ausgesparten Taschen pipettiert. Die Elektrophorese erfolgte entweder 1
bis 2 Stunden bei 100V oder iiber Nacht bei 20V-40V. Die DNA-Fragmente waren unter UV-
Licht sichtbr und konnten mit Hilfe einer Polaroidkamera photogaphiert werden.

DNA-Acrylamid-Gelelektrophorese

30 ml einer 6% Acrylamid-Lésung (3 m1 30:0.8 Acrylamid/Bisacrylamid, 3 m1 10x TBE und 21
ml Wasser) wurde mit 200 pl 10% Ammoniumperoxydisulfat und 15 pl TEMED versetzt. Das
Gel wurde zwischen zwei 14x15 cm groBe Glasplatten mit 1 mm dicken Kunststoff-
Abstandshaltern gegossen und ein geeigneter Kamm wurde eingesetzt. Nach 15 min wurde der
Kamm entfernt und die Taschen mit Wasser ausgespiilt. Die Gelplatten wurden in einer
Gelapparatur fixiert, der Spalt zwischen Kammer und Glasplatte mit 1% Agarose abgedichtet
und die Pufferkammern mit 1xXTBE aufgefiillt. Nach Auftragen der Proben in Glycerin-
Probenpuffer (10 mM EDTA pH 8, 10% Glycerin, 0.1% SDS, 0.02% Bromphenolblau)
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erfolgte die Auftrennung 1 Stunde bei 100V. Danach wurde die obere Glasplatte entfernt und
das Gel fiir 10 min in 200 m1 1xTBE mit 1 pg/ml Ethidiumbromid geférbt. Die Banden wurden
unter UV sichtbar gemacht.

DNA-Acrylamid/Harnstoff-Gelelektrophorese (Sequenzier-Gel)

50 ml einer 6% Acrylamid/Harnstoff-Stammldsung (30:0.8 Acrylamid/Bisacrylamid, 7 M
Harnstoff in 1xXTBE) wurden mit 80 pl 25% Ammoniumperoxydisulfat-Losung und 80 pl
TEMED versetzt, in eine Gelkammer (20x40 cm, 0.4 mm Abstandshalter) gegossen und fiir 30
min polymerisiert. Die Geltaschen wurden durch einen 48-zihnigen Kamm gebildet. Als
Laufpuffer diente 1xXTBE (90 mM Tris pH 8.3, 90 mM Borséure, 2.5 mM EDTA). Die Proben
wurden in Sanger Probenpuffer (20 mM EDTA, 99% deionisiertes Formamid, 0.03%
Xylencyanol, 0.03% Bromphenolblau) aufgenommen, 3 min gekocht, auf Eis abgekiihlt,
unverziiglich auf das Gel aufgetragen und die Proben bei 28 mA 2-8 Stunden aufgetrennt. Nach
dem Lauf wurde die obere Glasplatte entfernt, das an der unteren Glasplatte haftende Gel 15
min in 10% Methanol/10% Essigsiure-Losung fixiert, das Gel auf ein Whatman-3 MM-Papier
abgezogen und 30 min bei 700C getrocknet. Das getrocknete Gel wurde autoradiographiert.
Zur Aufreinigung der Oligonukleotide wurden 1 mm dicke 20% Gele mit 2 cm breiten Taschen
benutzt sie wurden anschlieend in 1XTBE mit Ethidiumbromid (10 mg/ml) gefirbt.

RNA-Agarose-Gelelektrophorese

Zur Vorbereitung der Proben wurde 4 pul poly A*-RNA mit 7.2 pl Denaturierungspuffer (30 pl
30% deionisiertes Glyoxal, 105 ul DMSO, 4.2 pl 500 mM NapHPO4, pH 6.9) versetzt und 10
min bei 550C erhitzt. Nach dem Abkiihlen auf Eis wurde dem Gemisch 1 pl RNA-Ladepuffer
(50% Glycerin, 10 mM NapHPO4, 0.4% Bromphenolblau) zugegeben und auf ein 1.4%
Agarosegel geladen. Die Elektrophorese wurde mit 75V 2.5 Stunden auf einem horizontalen
Agarosegel durchgefiihrt. Der Laufpuffer (pH 6.9) wurde wihrend der Elektrophorese durch
eine peristaltische Pumpe rezirkuliert (Laufrichtiung von + zum - Pol). Nach der
elektrophoretischen Auftrennung wurde das Gel 10 min mit Acridinorange (30 pg/ml in RNA-
Laufpuffer) gefirbt. Die Entfirbung erfolgte durch dreimaliges 20 min Waschen im RNA-
Laufpuffer. Die RNA wurde anschlieBend durch UV-Licht sichtbar gemacht und
photographiert.
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3.11 Extraktion und Reinigung von DNA-Fragmenten
Isolierung von DNA-Fragmenten aus Gelen

Bei der Extraktion von Fragmenten aus Agarose-Gelen wurde die DNA mit Hilfe von DEAE-
Membran aus dem Gel entfernt. Zunichst wurde die gewiinschte Bande unter UV-Licht
lokalisiert, mit einem Skalpell ein Schnitt unterhalb der Bande gemacht und ein Stiick DEAE-
Membran hineingeschoben. Die Elektophorese wurde solange fortgesetzt bis sich die Bande
vollstidndig in der Membran befand. AnschlieBend wurde die DNA mit 500 pl 1.5 M NaCl 5
min gevortext, 30 min bei 650C aus der DEAE-Membran eluiert und das Gemisch aus
Membran und Eluat durch ein mit Quarzsand gefiilltes Eppendorfrohrchen in ein neues
Rohrchen filtriert. Die DNA wurde mit 1 ml Ethanol gefillt,

Aufreinigung von Oligonukleotiden

Die Oligonukleotide, die auf einem Gene Assembler (Pharmacia) synthetisiert wurden, wurden
16 Stunden bei 509C mit konzentriertem Ammoniak aus der Kassette gelost. Nach dem
Eintrocknen des Ammoniak wurden die Oligonukleotide in 500 pl Wasser gelost und die
Konzentration bestimmt. Die Reinigung erfolgte iiber ein 20% denaturierendes Acrylamid/8.3
M Harnstoff-Gel. 250 pg Oligonukleotide wurden in 60 pl Formamid-Probenpuffer (20 mM
EDTA pH 7.8, 99%: Formamid, 0.03% Xylencyanol, 0.03% Bromphenolblau) aufgenommen
und fiir 3 Stunden bei 1000V aufgetrennt, Nach 2 Stunden wurde der Laufpuffer (1xTBE)
gewechselt. Nach 10 min Anfirben des Geles in 1XTBE mit 1 pg/ml Ethidiumbromid wurde
unter UV-Licht eine, die dem vollstindig synthetisiertem Oligonukleotid entsprechende Bande
herausgeschnitten. Das Gelstiickchen wurde mit einem Skalpell zerkleinert und mit 1 ml Wasser
iber Nacht eluiert. Nach Filtration iiber Glaswolle wurde die Konzentration bestimmt, gleiche
Menge an komplementiren Einzelstringen vereinigt und mit 4 M NHgAcetat auf eine
-Endkonzentration von 0.25 M eingestellt. Die Endaufreinigung erfolgte iiber Nacs-Prepac
S#ule, die zundchst mit 4 M NH4Acetat gewaschen und viermal mit 0.25 M NH4Acetat
dquilibriert wurde. Nach Auftragen der doppelstringigen Oligonukleotide, wurde die Siule mit
0.25 M NH4Acetat gewaschen und die Oligonukleotide mit viermal 100 pl 4 M NH4Acetat
eluiert. AnschlieBend wurde das Eluat eingetrocknet und das zihe Pellet einige Male in Wasser
aufgenommen,
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3.12 Sequenzierung von DNA (Sanger et al. 1977)

Die Plasmid-DNA wurde nach der Kettenabbruch-Methode von Sanger in vitro mit Hilfe eines
synthetischen Startermolekiils (Primer), das an einer einzelstrinigen DNA hybridisiert,
sequenziert. Dabei wurde durch die Zugabe von entsprechenden Didesoxynukleotide nach
kurzer Strangverldngerung die Kettenabbruch-Reaktion ausgelost. 1 pug doppelstringiger
Plasmid-DNA (in 8 pl Volumen) wurde zunichst mit 2 pl 2 M NaOH fiir 10 min bei RT
denaturiert, anschlieBend mit 3 pl 3 M NH4Acetat pH 4.5 und 7 pl Wasser versetzt und fiir 15
min auf Eis mit 60 pl Ethanol ausgefillt. Nach Waschen und Trocknen des Niederschlages
wurde die DNA in 10 pl Wasser aufgenommen, 1 pl Primer (2.5 ng/pl) und 2 pl Sequenase-
Puffer (280 mM Tris pH 7.5, 100 mM MgCl2, 350 mM NaCl) zugegeben, 20 min bei 370C
erhitzt und anschliefend bei RT abkiihlen lassen. Die Kettenverlidngerung erfolgte durch Zugabe
von 2 pl eines Nukleotid-Mixes (2 pM dGTP, 2 uM dCTP, 2 uM dTTP) 1 ul DTT, 0.5 pl o-
35S-dATP und 2 ul T7 DNA-Polymerase fiir 5 min bei RT. Je 4.5 pl dieser Losung wurde
durch Zugabe von 4 verschiedenen Terminations-Mixe (150 uM dGTP, 150 uM dATP, 150
UM dCTP, 150 pM dTTP, 10 mM MgClp, 40 mM Tris pH 7.5, 50 mM NaCl), die entweder
15 uM ddATP oder 15 uM ddCTP oder 15 pM ddTTP oder 15 pM ddGTP, 5 min bei 370C
gestoppt. Nach Abstoppen der Reaktion mit Sanger-Probenpuffer (20 mM EDTA pH 7.5, 95%
Formamid, 0.03% Xylencyanol, 0.05% Bromphenolblau) und 3 min Kochen wurden die
Proben auf einem denaturierenden 6% Acrylamid/7 M Harnstoff-Gel aufgetrennt.

3.13 Markierung von DNA mit Radionukliden
Multiprime labelling (Feinberg & Vogelstein, 1983)

Fir diese Markierung stand ein Kit der Firma Amersham-Buchler, Braunschweig zur
Verfiigung. 25 ng DNA in 10 pl Wasser wurde fiir 5 min bei 950C denaturiert und
anschlieBend auf Eis abgekiihlt. In einem Reaktionsvolumen von 50 pl wurden 18 pl Wasser,
10 pl Losung 1 (dATP, dGTP, dTTP in Tris pH 7.8-Puffer), 5 pl Losung 2 (Hexanukleotide
mit zufilliger DNA-Sequenz), 5 pl &-32P-dCTP (50 pCi) und 2 ul Losung 3 (DNA-
Polymerase I, Klenow-Fragment, 1 U/ul) gemischt und fiir 30 min bei 370C inkubiert. Die
Reaktion wurde mit 5 ul 5 mM EDTA gestoppt. Die Abtrennung der freien Nukleotiden von der
radioaktiv-markierten DNA erfolgte iiber eine Sephadex G50-Séule. Dazu wurde eine 1 ml
Spritze mit Glaswolle abgedichtet und mit dem S#ulenmaterial luftblasenfrei gefiillt. Nach dem
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Abzentrifugieren des iiberschiissigen Puffers wurde die radioaktive Probe aufgetragen und
durch nochmaliges Zentrifugieren befand sich die Probe im Sdulendurchlauf. Die Bestimmung
der spezifischen Aktivitit erfolgte im Betamatic Liquid Scintillation Counter durch Cerenkov-
Zihlung,

Kinasierung von Oligonukleotiden

20 ng doppelstringiges Oligonukleotid (ca. 2 pmol) wurde in einem Endvolumen von 20 pl mit
4 pl 5x Kinase-Puffer (250 mM Tris pH 7.5, 50 mM MgClp, 25 mM DTT), 5 pl v-32P-ATP
und 1 pl T4 Polynukleotid-Kinase (10U/ul) versetzt und fiir 1 Stunde bei 370C inkubiert.
Danach wurde der Losung 0.8 pl 0.5 M EDTA pH 8, 10 pg tRNA, 30 pl 1xTE (10 mM Tris
pH 7.5, 1 mM EDTA pH 7.5) 50 ul 0.2 M NaCl in 1xTE zugegeben. Eine Nacs-Prepac-Siule
wurde mit 1 M NaCl in 1xTE gewaschen und viermal mit 0.1 M NaCl in 1xTE &quilibriert.
Nach Aufladen der Probe wurde die Siule wieder viermal mit 0.1 M NaCl in 1xTE gewaschen
und die Probe mit dreimal 100 pl 1 M NaCl in 1xTE eluiert. Das Eluat wurde mit 10 pg tRNA,
25 13 M NaAcetat pH 4.8 und 1 m1 Ethanol iiber Nacht bei -200C gefillt.

3.14 Transfer von Nukleinsiuren auf Nylonfilter und
Hybridisierung

Southern Blot (Southern, 1975)

Das Agarose-Gel mit elektophoretisch aufgetrennter DNA wurde zuerst fiir 10 min in 0.25 M
HCI geschiittelt und dann fiir 1 Stunde in 0.5 M NaOH/1.5 M NaCl denaturiert. Danach wurde
das Gel fiir mindestens 1 Stunde in 1 M Tris pH 8/1.5 M NaCl neutralisiert. Der Transfer der
DNA aus dem Gel auf den Nylonfilter erfolgte in einer Wanne, die einen mit 20xSSC
getrinkten Schwamm enthielt. Dabei wurde das Gel auf ein Whatman-3MM-Papier, das sich
auf dem Schwamm befindet, gelegt. Auf das Gel wurde luftblasenfrei ein Nylonfilter von
passender GroBe plaziert. Auf den Filter kamen 3 Lagen Whatman-3MM-Papier und ein Stapel
von Papierhandtiichern, die mit einem Gewicht beschwert waren. Nach dem Transfer iiber
Nacht wurde der Nylonfilter 5 min mit UV-Licht bestrahlt und in eine Plastikfolie
eingeschweift.
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Slot-Blot (Bresser et al., 1983, modifiziert)

1-2x103 Zellen wurden in 10 pl Lysispuffer (0.1 M NaCl, 0.01 M Tris pH §, 0.01 M EDTA,
0.2% SDS) fiir 15 min bei 370C inkubiert, dann mit 90 pl SDS-freien Lysispuffer verdiinnt
und mit 20 pl Proteinase K (20 mg/ml) wurden die zelluliren Proteine iiber Nacht bei 370C
verdaut. AnschlieBend wurde die DNA 5 min bei 957C erhitzt, sofort auf Eis gestellt und mit
gleichem Volumen (120 pl) 20xSSC gemischt. Die denaturierte DNA wurde mit Hilfe eines
Mehrfach-Filtrationsgerites fiir Mikroproben (Schleicher & Schuell, Minifold II, SRC 072/0)
auf einen mit 10xSSC befeuchteten Hybond N*t-Nylonfilter transferiert. Der Filter wurde mit
der DNA nach oben fiir 5 min auf 3 MM Whatmann-Papier, das mit 0.5 M NaOH/1.5 M NaCl
getrinkt war, gelegt. AnschlieBend wurde der Filter fiir 1 min in 1 M Tris pH 8/1.5 M NaCl
neutralisiert und fiir 20 min in 0.4 M NaOH denaturiert. Nach kurzem Schwenken in 10xSSC
wurde der Filter in Folie eingeschweiBt und entweder bei 40C aufbewahrt oder gleich bei 650C
in der Hybridisierungslosung (5xSSC, 5xDenhardt’s, 0.5% SDS) vorhybridisiert (mindestens
fiir 4 Stunden) und iiber Nacht in gleicher Losung mit der gewiinschten DNA-Sonde
hybridisiert. Das Waschen des Filters erfolgte wie in der Heparin-Hybridisierungsmethode
beschrieben.,

Northern-Blot (Thomas, 1980)

Die auf einem Agarose-Gel elektrophoretisch aufgetrennter RNA wurde nach dem
Photographieren, da sie schon durch die Bedingungen des Gellaufs denaturiert vorlag, sofort,
wie in der Methode fiir Southern-Blot beschrieben, auf ein Nylonfilter transferiert. Das
denaturierende Glyoxal wurde nach dem Blot durch 2 Stunden Backen bei 800C aus dem Filter
entfernt. Nun war der Filter fiir die Hybridisierung vorbereitet.

Heparin-Hybridisierung

Der Filter wurde in eine Plastikfolie eingeschweiBit und zur Absittigung freier, unspezifischer
Bindungsstellen fiir 4-24 Stunden in der Heparin-Hybridisierungslosung (0.5% Heparin,
5xSSC, 0.1 % SDS, 0.5% PiPPi, 5xDenhardt's) bei 650C vorhybridisiert. Die radioaktive
Sonde wurde fiir 5 min bei 950C denaturiert, sofort im Eis abgekiihit und mit 0.5-2 x 1060pm
pro ml Hybridisierungslosung zugegeben. Nach 16 Stunden bei 650C wurde der Filter
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stufenweise fiir je 30 min mit 2xSSC/0.1%SDS, 1xSSC/0.1%SDS, 0.1xSSC/0.1%SDS bei
der selben Temperatur in einem Schiittelwasserbad gewaschen.

Formamid-Hybridisierung

Bei dieser Hybridisierungsmethode wurde der Filter bei 420C iiber Nacht in der
Vorhybridisierungslosung (50% Formamid, 4xSSC, 0.1% SDS, 0.1% PiPPi, 10xDenhardt's)
inkubiert. Die Hybridisierung erfolgte auch bei 420C in der Hybridisierungslosung (50%
Formamid, 6xSSC, 0.1% SDS, 0.1% PiPPi, 5xDenhardt's, 10% Dextransulfat). Das Waschen
des Filters erfolgte wie fiir die Heparin-Hybridisierungs-Methode beschrieben.

Der noch feuchte Filter wurde wieder in eine Plastikfolie eingeschweifit und auf einem
Rontgenfilm der Marken Kodak X-AR oder Amersham HyperfilmTM in Kassetten mit
Verstirkerfolie bei -800C exponiert.




33

4 ERGEBNISSE

4.1 Die Rolle des Wachstumsfaktors IL2 und seines Rezeptors fiir
das Wachstum Theileria-infizierter Lymphozyten

Theileria-infizierte Lymphozyten zeigen eine permanente Expression des Interleukin 2 Gens
(IL2) und funktioneller Interleukin 2 Rezeptoren (IL2R) auf der Zelloberfliche (Coquerelle et
al., 1989; Heussler et al., 1992). Nach spezifischer Abtotung des Parasiten verschwinden diese
Molekiile und die Zellen horen auf zu wachsen (McHardy, 1984; Dobbelaere et al., 1988;
Heussler et al., 1992). Die Korrelation zwischen Vorhandensein der Molekiile, Wachstum der
Zellen und Anwesenheit des Parasiten fiihrte zur Vermutung, daB diese Molekiile bei der
Transformation Theileria-infizierter Lymphozyten eine Rolle spielen konnten.

Um direkt zu beweisen, daB IL2 und IL2R essentiell fiir das Wachstum sind, wurden zwei
unterschiedliche experimentelle Ansitze gewihlt. Zum einem wurde die Funktion des IL2 durch
Antikorper blockiert, zum anderen wurde die Expression der IL2Ra-Kette durch Anwendung

von "antisense"-RNA-Technik gehemmt.

4.1.1 Hemmung der IL2-Funktion durch Antikérper

4.1.1.1 Wachstumshemmung Theileria-infizierter Lymphozyten durch anti-IL2
Antikorper

Die Transkription des IL2-Genes wurde durch Anwendung einer neuen, empfindlichen
Nachweismethode ("Polymerase chain reaction") in allen Theileria-infizierten Lymphozyten
nachgewiesen (Heussler et al., 1992). Um die mogliche Bedeutung des IL2 fiir das Wachstum
(autokriner IL2/IL2R "loop") Theileria-infizierter Lymphozyten zu untersuchen, wurden
Wachstums-Experimente mit Antikorpern durchgefiihrt. Festgestellt werden sollte, ob die
Blockierung des von den Zellen ins Kulturmedium sezernierten IL2 nach Bindung der
Antik6rper zu einer Wachstumshemmung fijhrt. Dabei wurden die Zellen mit Antikdrpern in
Mikrotiterplatten fiir 24 Stunden inkubiert und anschliefend wurde die DNA-Synthese durch
Pulsmarkierung mit 3H-Thymidin gemessen, Da keine Antikorper vorhanden waren, die gegen
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das Rinder-IL2 gerichet waren, wurden polyklonale Antikorper, die gegen das menschliche IL2
gerichtet waren (Immunserum vom Kaninchen) eingesetzt. In fritheren Arbeiten wurde gezeigt,
daB sowohl infizierte als auch nicht-infizierte Rinderlymphozyten bei exogener Zugabe von
rekombinanten, menschlichen IL2 mit verstirkter Proliferation reagieren. Dies deutet auf eine
hohe Homologie des IL2-Proteins zwischen den beiden Spezies (Mensch-Rind) hin. Um zu
testen, ob die Antikorper, die gegen das menschliche IL2 gerichtet waren, auch das Rinder IL2
erkennen, wurde die DNA-Synthese von nicht-infizierten, IL2 abhéngigen ConA-stimulierte
Rinderlymphozyten nach anti-IL2 Antikérper Zugabe gemessen. ConA ist ein Pflanzenlektin,
das zur polyklonalen Wachstumsstimulierung von T-Zellen angewendet wird. Gleichzeitig
wurde eine Theileria-infizierte T-Zelline (TpM[803]) und eine Theileria-infizierte B-Zellinie
(B1) getestet.

Zellen Antikorper 3H-Thymidineinbau
+Standardabweichung

ConA- Kontroll-AK 2961 (x219)
Rinderlymphozyten anti-IL-2 1166 (+148)
TpM[803] Kontroll-AK 45856 (x1095)
anti-IL-2 23172 (x£375)
B1 Kontroll-AK 52863 (x£349)
anti-TL-2 51406 (x1780)

Tab. 1: Wachstumshemmung Theileria-infizierter Lymphozyten durch anti-IL2 Antikoérper.
Nicht infizierte, ConA-stimulierte Rinderlymphozyten (4 Wochen in Kultur) wurden mit einer Zelldichte von
5x105/ml, Theileria-infizierte Zellen (TpM[803] und B1) wurden mit einer Zelldichte von 2.5x10%/ml angesetzt
und fiir 24 h in Anwesenheit von 100 pg/ml Kontrollantikérpern (Kontroll-Ak, Priimmunserum vom
Kaninchen) oder 100 pg/ml anti-IL2 Antik6rpern (anti-IL-2, Immunserum vom Kaninchen) in Mikrotiterplatten
inkubiert. Die DNA-Synthese wurde durch Pulsmarkierung mit 3.5 pCi/ml 3H-Thymidin fiir 2 h bei 370C
gemessen. Die Werte sind in cpm +Standardabweichung von vier unabhiingigen Ansitzen angegeben.

Wie aus der Tabelle 1 zu ersehen, wurden sowohl die nicht-infizierten, IL2 abhiéingigen ConA-
stimulierte Rinderlymphozyten, als auch die Theileria-infizierte T-Zelline (TpM[803]) nach anti-
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IL2 Antikdrper Zugabe um 50%-60% in ihrem Wachstum im Vergleich zu Kontroll-Antikpern
(Praimmunserum von Kaninchen) reduziert. Die Theileria-infizierte B-Zellinie (B1) wurde
hingegen durch die anti-IL2 Antikorper in ihrem Wachstum nicht inhibiert. Diese Ergebnisse
zeigten zum einen, daf} die wachstumshemmenden Effekte des anti-IL2 Antikorpers spezifisch
und nicht toxisch sind. Zum anderen, daf die Theileria-infizierte T-Zelline (TpM[803]) in ihrem
Wachstum von IL2 abhéingig sind.

4.1.2 Hemmung der IL2Ro-Expression durch Anwendung von
"antisense'-RNA-Technik

4.1.2.1 Etablierung eines geeigneten induzierbaren Testsystems

Bei der Anwendung von "antisense"-RNA-Techniken werden "antisense"-Konstrukte von dem
entsprechenden Gen hergestellt, die nach Transfektion in die Zellen die Proteinexpression
dieses Gens verhindern sollen (Ubersicht; Walder, 1988). Dabei bindet die "antisense"-RNA an
die komplementiren Sequenzen der entsprechenden endogenen Transkripte und blockiert
sowohl Transport aus dem Kern wie die Ubersetzung in das Protein. Gleichzeitig wird das aus
endogener mRNA und "antisense"-RNA gebildete Hybrid durch ein spezifisches Enzym
erkannt und abgebaut (Ubersicht: Walder, 1988). Als Kontolle fiir den hemmenden Effekt der
“antisense"-Konstrukte werden parallel dazu "sense"-Kontrukte hergestellt, die zur endogenen
mRNA homologe Sequenzen produzieren und somit die Translation nicht hemmen konnen.
"antisense"-RNA kann man von aufien z.B. durch Mikroinjektion in die Zellen transferieren
(Melton, 1985) oder mit Hilfe eines transfizierten DNA-Konstuktes innerhalb der Zelle
produzieren (Izant, 1985; Ubersicht: Walder, 1988). In den hier vorgestellten Experimenten
wird die "antisense"-RNA endogen hergestellt.

Da der Effekt der "antisense"-RNA auf das Wachstum infizierter Zellen untersucht wird, sollte
der Vektor einen induzierbaren Promotor besitzen. Dadurch kann die Produktion der
"antisense"-RNA durch Zugabe eines Induktors kontrolliert werden. Das geeignete Vektor-
/Induktor-System sollte folgende Voraussetzungen erfiillen:

-Der induzierbare Promotor sollte in Theileria-infizierten Zellen funktionell aktiv sein.

-Die Basalexpression des Promotors sollte ohne Induktor niedrig sein.

-Die Menge an Induktor, die effizient den Promotor einschaltet, sollte fiir Theileria-infizierte

Zellen nicht toxisch sein.
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Es wurden zwei induzierbare Vektoren gewihlt. Zum einen wurde der Vektor -631/+125
MMTV-CAT (Cato et al., 1986), der als Promotor das hormoninduzierbare LTR des Mouse-
Mamma-Tumor Virus (MMTYV) enthilt, auf die Erfiillung der oben genannten Voraussetzungen
untersucht. Der Promotor besitzt vier Bindungsstellen (-200/-60 im LTR) fiir den
Glukokortikoid-Rezeptor, so da er durch Zugabe des synthetischen Glukokortikoids
Dexamethason induziert werden kann. Zum anderen wurde der Vektor HS1-CAT (Scholer et
al., 1986), der den Promotor des menschlichen Metallothionein IIa-Genes vor dem CAT-Gen
inseriert hat und durch Schwermetalle wie z.B. Cadmium induziert werden kann, verwendet.

MMTV-CAT HIV-CAT HS1-CAT HIV-CAT

. r I ]
10°6M Dex: - + - +

Abb. 1: Test der Induzierbarkeit der MMTV-CAT und HS1-CAT Vektoren in Theileria-
infizierten Zellen (CAT-Assay). (A) Je 10 pg MMTV-CAT- oder HIV-CAT-Plasmide wurden transient
in Theileria-infizierte Zellen transfiziert. Den Zellen wurde entweder 10-0M Dexamethason zugegeben (+) oder
sie blicben unbehandelt (-). Nach 42 Stunden wurde ein CAT-Assay durchgefiihrt. (B) Je 10 g vom HS1-CAT-
oder HIV-CAT-Plasmiden wurden transient in Theileria-infizierte Zellen transfiziert. Den Zellen wurde entweder
10-6M Cadmium zugegeben (+) oder sie blieben unbehandelt (-). Nach 42 Stunden wurde ein CAT-Assay

durchgefiihrt. Pro Versuchansatz wurde jeweils die gleiche Proteinmenge aufgetragen,
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Zuniichst wurde in transienten Transfektionen getestet, ob beide Vektoren in Theileria-
infizierten Zellen induzierbar sind, Dabei wurde die Aktivitit des bakteriellen Chloramphenicol-
Acetyltransferase (CAT)-Reportergens vor und nach Induktion mit 10-6M Dexamethason bzw.
10-6M Cadmium untersucht. Als Kontrolle fiir einen konstitutiv aktivierten Promotor in
Theileria-infizierten Zellen wurde der Vektor -121/+232 HIV-CAT (Nabel & Baltimore, 1987;
Stein, et al., 1988), der in seiner LTR-Promotorregion zwei Bindungsstellen fiir den
Transkriptionsfaktor NF-kB besitzt, verwendet.

Wie in Abb.1A zu erkennen ist, wurde das MMTV-CAT-Konstrukt in Theileria-infizierten
Zellen durch Dexamethason nicht induziert. Hingegen wurde der Metallothionein-Promotor des
HS1-CAT durch das zugesetzte Cadmium aktiviert (Abb.1B). Da sowohl die Basalaktivitit des
Metallothionein-Promotors relativ niedrig war, als auch die Untersuchung von verschiedenen
Cadmium-Konzentrationen (10-3, 10-6 und 10-7M) auf das Wachstum Theileria-infizierter
Zellen iiber mehrere Tage keinen hemmenden (10-6 und 10-7M)) Effekt zeigte (Daten nicht
gezeigt), wurde fiir die Herstellung der "sense"-/"antisense"-Konstrukte der HS1-CAT Vektor
verwendet,

4.1.2.2 Herstellung der "sense"- und "antisense'-IL2Ro-Konstrukte

Die "sense"-/"antisense"- IL2Ro-Konstrukte wurden aus dem 1020 bp langen Rinder IL2Rot-
c¢DNA-Fragment (Weinberg et al., 1988) und dem mit Ncol linearisierten HS1-CAT Plasmid
(Abb. 2) hergestellt. Das CAT-Gen wurde im Konstrukt belassen, da es spiter die Detektion
der aufgenommenen DNA und auch der RNA in den stabil transfizierten Zellen erleichtern
sollte.

Das 1020 bp lange IL2Ra-Fragment wurde mit den Enzymen EcoRI und Xbal aus der 2600 bp
langen Rinder IL2Rai-cDNA herausgeschnitten (Abb. 2). Da dieses Fragment den 5’nicht-
translatierten Bereich und den gesamten proteinkodierenden Bereich des IL2Ro-Gens
beinhaltet, wurde eine effektive Hemmung der Proteintranslation durch die "antisense"-RNA
erwartet.

Mit Hilfe einer Hind III-Schnittstelle im 1020 bp IL2Ro-Fragment konnte nach der Ligation mit
dem HS1-CAT Plasmid die Orientierung des Fragments innerhalb des Vektors festgestellt
werden. Die Fragmentldngen, die bei der Restriktionsanalyse mit Hind III entstehen, betragen
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bei den hergestellten IL2Ro-Konstrukten 4500bp und 1600bp ("sense") und 3900bp und

2200bp ("antisense"). Durch Sequenzierung der so ausgewdihlten "sense"- und "antisense"-
Konstrukte wurde die Orientierung des IL2Ra-Fragmentes nochmals bestiitigt (Daten nicht

gezeigt).
EcoRI
Hind!II
S
—[ | + Rinder IL2Ro—cDNA
- 1
Xbal
EcoRI
5 3
HS1-CAT
| MTIIa I CAT
HindIII Ncol

Abb. 2: Die Rinder IL2Ro "sense'"-und "antisense"-Konstrukte. Schematische Darstellung der
IL2Ro-cDNA-Region aus dem pTZU18-Vektor (Weinberg, et al., 1988) und der Metallothionein-Promotor
(MTIIa)/Cat-Gen-Region des HS1-CAT-Vektors (Scholer, et al., 1986). Das 1020 bp lange EcoRIl/Xbal-
Fragment der Rinder IL2R0o-cDNA wurde in die Ncol-Schnittstelle im CAT-Gen des HS1-CAT Vektors in
"sense”-(+) oder "antisense"-(-) Orientierung kloniert. Die HindIII-Schnittstelle diente der Bestimmung der
Orientierung des IL2Ro-Fragmentes.

4.1.2.3 Herstellung und Klonierung von stabilen Transfektanten mit den
"sense''- und -"antisense''-IL2Ro-Konstrukten

Da die wachstumshemmende Wirkung der "antisense"-Konstrukte in infizierten Zellen wegen
der geringen Transfektionseffizienz (0.1%0) nicht in transienten Analysen untersucht werden
konnten, muflten die Zellen stabil mit diesen Konstrukten transfiziert werden. Dazu wurde,
nach dem Testen von verschiedenen Methoden, eine effizientere Transfektionsmethode
etabliert. Theileria-infizierte Lymphozyten konnten mit herkdmmlichen Transfektionsmethoden
wie z.B. Calziumphosphat- oder DEAE-Dextran-Methode nicht erfolgreich stabil transfiziert
werden, erst nach Anwendung von Elektroporation wurden stabile Transfektanten erhalten. Zur
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Selektion stabiler Transfektanten wurden die Zellen zusitzlich mit einem Antibiotikaresistenz-
Gen (Neomycin-Gen) kotransfiziert (RSVneo Vektor) und dann in einem antibiotikahaltigen
(Neomycin[G418]) Medium kultiviert. Die Transfektanten wurden zunichst fiir 8 Tage mit 1
mg/ml Neomycin vorselektioniert, fiir die weitere Kultivierung wurde dann eine niedrigere
Dosis von 300 pg/ml gewdhlt.

Da Theileria-infizierte Lymphozyten in Suspension wachsen, entsteht nach der Transfektion
eine Mischpopulation, die aus

- nicht-transfizierten Zellen,

- nur mit dem Resistenzgen transfizierten Zellen,

- nur mit den "sense"-oder -"antisense"-IL2Ra-Konstrukten transfizierten Zellen

- oder Zellen, die beide Vektoren aufgenommen haben, besteht.

Um einen mit dem Resistenzgen und "sense"/"antisense"-IL2Ra-Konstrukten transfizierten
Zellklon zu erhalten, wurden die Transfektanten durch Anwendung der "limiting dilution"-
Methode kloniert. Dabei wurden die Zellen so verdiinnt, daf theoretisch nur eine Zelle pro
Mikrotiterplattenvertiefung vorhanden war. Nach 2-4 wdochiger Kultivierung in
Mikrotiterplatten wurden 6 "sense"-IL2Ra-Klone und 1 "antisense"-IL2Ro-Klon erhalten. Um
weitere "antisense"-Klone zu erhalten, wurde die Klonierung wiederholt, wobei 2 "antisense"-
Klone hochwuchsen.

Die "sense"-/"antisense"-Klone wurden durchnummeriert und je nach Herkunft ("sense"=s,
"antisense"=as) wurden sie als s-Klon 1 bis 6 oder as-Klon 1 bis 3 bezeichnet. Die
urspriinglichen Stammbkulturen (SK), aus denen sie kloniert wurden, wurden entsprechend als
s-SK oder as-SK benannt.

4.1.2.4 Nachweis der transfizierten Konstrukte in den stabilen Transfektanten

Um zu {iberpriifen, ob die neomycinresistenten Klone die transfizierten "sense"-/"antisense"-
Konstrukte stabil in ihr Genom aufgenommen hatten, wurde genomische DNA aus ihnen
isoliert. Die genomische DNA wurde entweder direkt ("Slot-Blot") oder nach Auftrennung der
enzymgeschnittenen DNA-Fragmente ("Southern-Blot") auf ein Filter gebracht. Durch
Hybridisierung mit dem CAT-Gen-Fragment, das nur mit den transfizierten "sense"-
/"antisense"-Konstrukten reagiert, konnte die erfolgte Aufnahme in das Genom nachgewiesen

werden.
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A

as SK as Klon 1

as Klon 2 as Klon 3

Kontrolle s SK

s Klon 1 s Klon 2

s Klon 3 s Klon 4

s Klon 5 s Klon 6
CAT

B

as SK as Klon 1

as Klon 2 as Klon 3

Kontrolle s SK

s Klon 1 s Klon 2

s Klon 3 s Klon 4

s Klon 5 s Klon 6

Neo

Abb. 3: Nachweis der transfizierten Konstrukte in den stabilen Transfektanten durch '"Slot-
Blot'-Analyse. Je 1x105 Zellen nicht-transfizierter Theileria-infizierter Lymphozyten (Kontrolle), "sense"-
und "antisense"-Stammkulturen (s SK, as SK), "sense"-Transfektanten (s Klon 1-6) und "antisense"-
Transfektanten (as Klon 1-3) wurden lysiert und auf Nylon N*-Filter transferiert. Nach Hybridisierung mit dem

CAT-Gen (A) oder mit dem Neomycin-Gen (B) wurden die Filter mit einem Rontgenfilm exponiert.

In der "Slot-Blot"-Analyse (Abb. 3) wurde aus 1x105 Zellen/Klon ein Lysat hergestellt, das
sofort auf ein Nylon-Filter transferiert wurde, Es wurden zwei identische Filter hergestellt, die
mit dem CAT-Gen (Abb. 3A) oder mit dem Neomycin-Gen (Abb. 3B) hybridisiert wurden. In
der Abb. 3B ist zu erkennen, daf} alle Transfektanten das Neomycin-Gen anfgenommen haben.
Auch die "sense"-/"antisense"-IL2Ro, Konstrukte waren, mit Ausnahme des "sense"-IL2R0l-
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Klones 5, in den Theileria-infizierten Lymphozyten vorhanden (Abb. 3A). Als negative
Kontrolle fiir beide Hybridisierungen dienten nicht-transfizierte Theileria-infizierte

Lymphozyten.

Fiir die "Southern-Blot"-Analyse wurde genomische DNA aus den transfizierten und nicht-
transfizierten Zellen isoliert und mit dem Enzym Hind III geschnitten. Wie aus den
Restriktions- Analysen mit Hind III bekannt (Kapitel 4.1.2.2), waren nach Hybridisierung mit
dem CAT-Gen, die fiir "sense"- (1600bp) und "antisense"- (2200bp) IL2Ro.-Konstrukte
typische Fragmente sichtbar (Abb. 4). In den nicht-transfizierten Kontrollzellen und in dem
"sense"-IL2Ro-Klon 5 waren, wie erwartet, keine Banden sichtbar.

s-Klone
sSK'1 2 3 4 5§ 6

2
[
b
et
c
o
X

as Klon 1

2200bp —

— 1600 bp

Abb. 4: Nachweis der transfizierten Konstrukte in den stabilen Transfektanten durch
"Southern-Blot"-Analyse. Je 15 pg genomischer DNA aus nicht-transfizierten Theileria-infizierten
Lymphozyten (Kontrolle), aus der "sense"-Stammkultur (s SK, ), aus "sense”-Transfektanten (s Klon 1-6) und
aus einem "antisense"-Transfektanten-Klon (as Klon 1) wurde mit dem Restriktionsenzym Hind I1I geschnitten,
auf einem 0.8% Agarose-Gel aufgetrennt und auf einen Nylon-Filter transferiert. Der Filter wurde mit dem
radioaktiv markierten CAT-Gen hybridisiert. Als Grofenmarker diente DNA des Phagen Lambda, die mit dem
Enzym BstE Il geschnitten worden ist.
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4.1.2.5 Reduktion endogener IL2Ro-mRNA-Menge in '"antisense'-IL2Ro-
Transfektanten

Nach dem oben gefiihrten Nachweis der Aufnahme der "sense"-/"antisense"-IL2Roi-
Konstrukte, wurde im folgenden die Transkription transfizierter Vektoren durch "Northern-
Blot"-Analyse untersucht. Durch Zugabe von Cadmium iiber einen ldngeren Zeitraum (3 Tage)
sollte eine verstirkte Transkription der "antisense"-RNA stattfinden und damit eine deutliche
Abnahme an endogener, "steady state" IL2ZRo—mRNA—Menge zu sehen sein. Dafiir wurden
nicht-transfizierte Theileria-infizierte Zellen, ein "antisense"-Klon und ein "sense"-Klon mit und
ohne Cadmium (10-6M) fiir drei Tage kultiviert. Anschliefend wurde aus diesen Zellen polyA+
RNA isoliert. Nach dem Transfer der polyA* RNA auf einen Nylon-Filter, wurde dieser mit
verschiedenen DNA-Sonden hybridisiert. Als Kontrolle fiir die gleiche Menge an aufgetragenen
polyA* RNA wurde der Filter mit Rinder-Aktin- und Theileria-Aktin-Gensonden hybridisiert.

Durch die Hybridisierung mit dem CAT-Gen sollte die Transkription der transfizierten
Konstrukte nachgewiesen werden (siche Abb. 2). Wie in Abb. 5 zu sehen, sind nur in dem
“sense"-Klon Transkripte (CAT/IL2Ra) von erwarteter GroBe (~2600 bp) zu erkennen.
Zugabe von Cadmium zeigte keinen Effekt auf die Mengen der CAT/IL2Ra-mRNA. Im

"antisense"-Klon konnten mit Hilfe dieser Analyse keine Transkripte nachgewiesen werden.

Durch Hybridisierung mit dem IL2Ra-Gen wurde gezeigt, dal die Menge an endogenem
IL2Ro-Transkript im "antisense"-Klon im Vergleich zum "sense"-Klon und nicht-transfizierten
Kontrollzellen drastisch reduziert wurde. Also miissen die "antisense"-Transkripte effektiv
synthetisiert werden. Es ist anzunehmen, daf} die entstehenden Hybride aus "antisense"-
IL2Ra-RNA und endogener IL2ZRa-mRNA von speziﬁscheﬁ RNAsen degradiert wurden.

Da noch eine gewisse Menge an endogenen IL2Ro-Transkripten sichtbar waren, konnte mit
groBer Wahrscheinlichkeit ausgeschlossen werden, daf} es sich bei den klonierten "antisense"-
Transfektanten um IL2Ra-negative "Klonmutanten” handelt. Bisher wurde bei der Klonierung
von Theileria-infizierten T-Zellen noch nie ein Klon erhalten, der nicht die IL2Ro-Kette
exprimierte (personliche Mitteilung Dr, I. Baumann und Dr. D. Dobbelaere)
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Abb. 5: Die Menge an endogener IL2Ro-mRNA ist in "antisense"-IL2Ro. Transfektanten
verringert ('"'Northern-Blot"-Analyse). Theileria-infizierte Zellen (Kontrolle), "antisense"-Klon 1
(antisense) und “"sense"-Klon (sense) wurden fiir 3 Tage mit und ohne 10-6M Cadmium behandelt und
polyA*RNA isoliert. 4ug RNA wurde auf einem 1.4% Agarose-Gel aufgetrennt und auf ein Nylon-Filter
transferiert, Der Filter wurde mit verschiedenen DNA-Sonden nach der Formamid-Methode hybridisiert: CAT-
Gen, Rinder IL2Ro-Gen, Rinder Aktin-Gen und Theileria Aktin-Gen.

Wie aus der Abb. 5 ersichtlich ist, erfolgte auch im Ansatz ohne Cadmium die Reduktion des
endogenen IL2Ra-Transkripts durch "antisense"-IL2Roi-mRNA. Diese Beobachtung
zusammen mit der oben erwihnten Beobachtung, dafl keine verstirkte CAT/IL2Ro-mRNA
durch Cadmium Zugabe im "sense"-Klon stattfand, zeigt, daB die Basalaktivitit des
Metallothionein-Promotors in den Transfektanten schon vollig ausreicht. Somit konnte auf der
mRNA-Ebene in der "Northern-Blot"-Analyse kein Unterschied in der Promotoraktivitit mit
und ohne Cadmium in den stabilen Transfektanten detektiert werden. In transienten
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Transfektionen (Abb. 1B) hingegen, zeigte der Metallothionein-Promotor des HS1-CAT
Vektors relativ geringe Basalaktivitit und verstirkte CAT-Enzymaktivitdt nach Cadmium
Zugabe. Dies kionnte durch ein unterschiedliches Verhalten des Metallothionein-Promotors in
Abhingigkeit vom Transfektionszustand (transient-stabil) des Vektors in Theileria-infizierten
Zellen erkldrt werden.

4.1.2.6 Hemmung des Wachstums in "antisense''-IL2Ro—Transfektanten

Um festzustellen, ob die Verringerung der Transkription des IL2Ro auch zu biologisch
messbaren Effekten auf das Wachstum Theileria-infizierter Zellen fiihrt, wurden

Wachstumsexperimente mit transfizierten Klonen durchgefiihrt.

Zunidchst wurde das Wachstum von nicht-transfizierten Theileria-infizierten Zellen, des
“antisense"-Klons1 und des "sense"-Klonsl, verglichen. Dazu wurde iiber einen Zeitraum von
4 Tagen die DNA-Synthese mit Hilfe des 3H-Thymidineinbaus gemessen. Dafiir wurden alle
Zellen mit gleicher Zelldichte (2.5x104Zellen/ml) angesetzt und in Mikrotiterplatten
(200p)/Vertiefung) verteilt. Jeden Tag wurde die eingebaute Radioaktivitit durch Messung im
Szintillations-Zihler bestimmt. Abb. 6 zeigt, daB der "antisense"-IL2Ro-Klonl im Vergleich
zum "sense"-IL2Ra-Klonl, der das gleiche Wachstumsverhalten wie die nicht-transfizierten
Kontrollzellen aufweist, eine deutlich verlangsamte DNA-Synthese hat. Alle 3 "antisense"-
Klone wuchsen im Vergleich zu den "sense"-Klonen schlechter (Daten nicht gezeigt). Dies
konnte noch einmal mit der erhthten Basalaktivitit des Metallothionein-Promotors in den
Transfektanten erklirt werden, die sich nur auf das Wachstum der "antisense"-Transfektanten

auswirkte,
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Abb. 6: "antisense"-IL2Ro-Transfektanten haben eine niedrigere DNA-Syntheserate als die
"sense'-IL2Ra-Transfektanten. Theileria-infizierte Zellen (Kontrolle), "sense"-Klon 1 (s-Klonl) und
"antisense"-Klon 1 (as-Klon1) wurden mit einer Zelldichte von 2.5x104 Zellen/ml in Mikrotiterplatten (200
ul/Vertiefung) verteilt. Die Zellen wurden iiber einen Zeitraum von 4 Tagen jeden Tag mit 3.5 pCi/ml 3H-
Thymidin fiir 2 h bei 370C pulsmarkiert und das eingebaute SH-Thymidin im Szintillations-Zahler bestimmt,
Die Werte sind in cpm/200 pl angegeben. Die Standardabweichungen (die Linien iiber den Symbolen) wurden aus
den Werten von je 4 unabhiingigen Ansétzen berechnet.

Um zu zeigen, daB das schlechtere Wachstum der "antisense"-Klone tatsichlich auf eine
Abnahme endogener IL2Ro-Transkriptmenge beruht, wurde durch Hinzufiigen von Cadmium
versucht diesen Effekt in "antisense"-Transfektanten zu verstirken. Aufgrund der Halbwertszeit
des IL2 Rezeptorproteins von 2-3 Tagen wurde zur Verdeutlichung des Wachstumseffekts ein
"sense"-Klon und ein "antisense"-Klon 6 Tage mit und ohne Cadmium (10-6M) kultiviert.
Nach Passage am 3. Tag und erneuter Zugabe vom Cadmium wurde an den Tagen 4 bis 6 die
DNA-Synthese gemessen. In der Abb. 7 sind die Werte in % des 3H-Thymidin-Einbaus der
ohne Cadmium wachsenden transfizierten Klone angegeben. Zur statistischen Absicherung der
Ergebnisse wurden alle Wachstumsexperimente in 4 unabhingigen Kulturen durchgefiihrt.
Cadmium-Zugabe fijhrte im "antisense"-Klon zur einer um ca. 50% reduzierten Thymidin-
Inkorporation im Vergleich zum unbehandelten "antisense"-Klon. Der "sense"-Klon hingegen
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wurde durch Cadmium in seinem Wachstum iiber einen Zeitraum von 6 Tagen nicht signifikant
beeinfluft.

100 Kontrolle:-Cd
o s-Klon1 :+Cd
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Abb. 7: Hemmung der DNA-Synthese in "antisense"-IL2Ro-Transfektanten durch Cadmium
Zugabe. "sense"-Klon 1 (s-Klonl) und "antisense"-Klon 1 (as-Klonl) wurden 3 Tage mit (+Cd) und ohne (-Cd)
10-6M Cadmium inkubiert, anschlieSend passagiert, wieder mit und ohne 10"6M Cadmium versetzt und mit
5x104 Zellen/ml in Mikrotiterplatten (200 ul/Vertiefung) verteilt. Am Tag 4, 5 und 6 nach Cadmium-Zugabe
wurden die Zellen mit 3.5 pCi/ml 3H-Thymidin fiir 2 h bei 370C pulsmarkiert und das eingebaute 3H-Thymidin
im Sz:ntillations-Zihler bestimmt, Die Werte sind in % von den Kontrollwerten ("sense- und antisense"-Klon
ohne Cadmium, Kontrolle:-Cd) angegeben. Die Standardabweichungen (die Linien iiber den Symbolen) wurden
aus den Werten von je 4 unabhiingigen Ansitzen berechnet.

Aus diesen Wachstumsexperimenten folgt, da8 die IL2Ra-Kette fiir das Wachstum Theileria-
infizierter Zellen eine essentielle Rolle spielt. Dies wurde durch weitere Beobachtungen
withrend der Kultivierung bestitigt. Schon beim Klonieren stabiler Transfektanten hat es sich
als schwierig erwiesen, "antisense"-IL2Ra-Klone zu erhalten. Diese Beobachtungen weisen
noch einmal auf die grundlegende Voraussetzung der IL2Ro-Expression bei der autokrinen
Proliferation Theileria-infizierter Lymphozyten hin.
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4.2 MHC-Klasse II-vermittelte Hemmung der T-Zellproliferation

Klasse IT Antigene des Haupthistokompatibilititskomplexes (Major histocompatibility complex,
MHC) haben nicht nur antigenprisentierende Aufgaben, sondern sie konnen selbst als
signalweiterleitende Rezeptoren agieren (Cambier et al., 1987a und 1987b; St-Pierre et al.,
1989; Cambier & Lehman, 1990; Lane et al., 1990; Mooney et al., 1990). Dies wurde vor
allem fiir Klasse IT Antigene auf B-Zellen gezeigt. Durch Anwendung von Antikorpern, die
gegen Klasse I1 Antigene gerichtet waren, war man in der Lage, die signaltransduzierende
Funktion dieser Oberflichenmolekiile in vitro zu untersuchen. Die Vernetzung von Klasse 11-
Antigenen auf B-Zellen durch Antik6rper beeinflufite die Entstehung von intrazelluldren
Signalketten und dadurch auch das Wachstum der Zellen (Clement et al., 1986; Vaickus et al.,
1989; Cambier & Lehman, 1989).

Seit einiger Zeit ist bekannt, daB auch aktivierte T-Zellen Klasse II Antigene auf ihrer
Oberfliche exprimieren (Ubersicht: Benoist & Mathis, 1990). Die physiologische Bedeutung
fiir die T-Zellen ist noch unbekannt. Bisher wurde nur ein indirekter, wachstumshemmender
EinfluB von Klasse II-Antigenen auf T-Zellen gezeigt, der im Zusammenhang mit der
Aktivierung der T-Zellen durch anti-T-Zellrezeptor Antikorper in Anwesenheit von Monozyten
auftrat (Ruggiero et al., 1987 und 1991).

Am Modellsystem Theileria-infizierter T-Zellen sollte untersucht werden, ob Klasse IT Antigene
auch direkt eine proliferationsinhibierende Funktion in aktivierten, proliferierenden T-Zellen
haben. Die Vorexperimente zeigten, da8 anti-Klasse I Antikorper eine hemmende Wirkung auf
das Wachstum Theileria-infizierter T-Zellen haben (D. Dobbelaere, personliche Mittelung).
Weitere Untersuchungen ergaben, dafl dieses proliferationshemmende Klasse II-vermittelte
Signal auch in nicht-infizierten Zellen auftrat. Da diese Beobachtungen auf ein neuartiges und
biologisch interessantes Phinomen der Hemmung von aktivierten T-Zellen hindeuteten, wurde
es im zweiten Teil der vorliegenden Arbeit weiter verfolgt.
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4.2.1 Bindung von anti-Klasse II Antikorpern an Klasse II Antigené fiihrt zur
Hem:mung des Wachstums in T-Zellen

Im folgendem wurde ein Wachstumsexperiment durchgefiihrt, bei dem nach Zugabe von anti-
Klasse IT Antikdrpern nach mehreren Zeitpunkten die DNA-Synthese gemessen wurde. Dafiir
wurden zunichst transformierte, permanent wachsende Theileria-infizierte T-Zellinien, die wie
aktivierte T-Zellen neben IL2 und IL2R auch eine groBe Anzahl an Klasse II-Antigenen
exprimieren, benutzt (Coquerelle, et al.,, 1989; Dobbelaere, et al., 1990; Heussler, et al.,
1992). Als Kontrolle fiir aktivierte T-Zellen dienten, die mit Con A fiir 4 Tage polyklonal
stimulierte, primire Lymphozyten.

Ein Teil der Zellen wurde nur mit Medium (Kontrolle), ein Teil mit Medium und anti-Klasse II
Antikorpern (o-Klasse IT) und ein Teil mit Medium und unspezifischen Kontrollantikbrpern der
selben Subklasse (IgG2a) versetzt und in Mikrotiterplatten verteilt. Nach 2, 4, 6 und 24
Stunden wurden die Zellen mit 3H-Thymidin pulsmarkiert und die DNA-Synthese gemessen.
Wie in Abb. 8A zu sehen ist, wurde die DNA-Synthese in permanent wachsenden Theileria-
infizierten T-Zellen schon innerhalb von 4 Stunden um fast 50% im Vergleich zum
Kontrollansatz reduziert. Die maximale Inhibition der DNA-Synthese von 70% bis iiber 90% ist
nach 24 Stunden erreicht. Auch die DNA-Synthese der primidren ConA-stimulierten
Lymphozyten (~80-90% T-Zellen, der Rest besteht aus B-Zellen und Makrophagen) wurde
durch die Zugabe von anti-Klasse II Antikdrpern inhibiert (Abb. 8B). Hier kam der hemmende
Effekt nicht so schnell zum Ausdruck, da die Verdopplungszeit (Dauer des Zellzyklus) ConA-
stimulierter Lymphozyten (ca. 40 h) im Vergleich zu transformierten, permanent wachsenden
Theileria-infizierten Lymphozyten (ca. 20 h) linger ist.
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Abb 8: Die Kinetik der DNA-Synthese-Hemmung in anti-Klasse II-behandelten T-Zellen.
(A) Theileria-infizierte T-Zellen (TpM[803], 5x104 Zellen/ml) und (B) ConA-stimulierte, nicht-infizierte
Rinderlymphozyten (4 Tage mit 5pg/ml ConA stimuliert, 5x10° Zellen/ml) wurden mit Medium (Kontrolle),
9pg/ml anti-Klasse II Antikérpern (ci-Klasse II) oder 9ug/ml Kontrollantikrpern (IgG2a) gemischt und in
Mikrotiterplatten (200 ul/Vertiefung) verteilt, Nach 2, 4, 6, und 24 h wurden dic‘Zellen mit 3.5 pCi/ml 3H-
Thymidin fiir 2 h bei 370C pulsmarkiert und das eingebaute 3H-Thymidin im Szintillations-Zihler bestimmt.
Die Werte sind in % von den Kontrollwerten angegeben, Die Standardabweichungen (die Linien iiber den
Symbolen) wurden aus den Werten von je 4 unabhiingigen Ansiitzen berechnet.
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4.2.2 Der wachstumshemmende Effekt der anti-Klasse II Antikorper beruht
nicht auf Toxizitit und er ist reversibel

Da die Behandlung der T-Zellen mit anti-Klasse II Antik6rpern zu einer sehr schnellen
Hemmung der DNA-Synthese fiihrte, mufite zunidchst ausgeschlossen werden, dafl diese
Inhibition auf eine Schiddigung der Zellen beruhte.

Dafiir wurde die Anzahl toter Zellen in anti-Klasse II-behandelten Zellen im Vergleich zu den
Zellen mit Medium bzw. Kontrollantikorpern bestimmt. Mit Hilfe von Trypan Blau, das sehr
schnell durch die Zellmembran toter Zellen eindringt, konnte nach 24 Stunden Inkubation mit
Antikorpern kein Unterschied im prozentualen Anteil toter Zellen (5-10%) zwischen den
einzelnen Ansitzen festgestellt werden. Weiterhin zeigten anti-Klasse II Antikorper keinen
wachstumshemmenden Einflufl auf andere Zellinien, die keine MHC-Klasse II Molekiile
besitzen wie z.B. HeLa Tk-, HL-60, eine Hybridoma-Zellinie der Maus (Daten nicht gezeigt).
Damit konnte eine unspezifische Zelltoxizitit der anti-Klasse IT Antikoérper ausgeschlossen
werden. Die Spezifitit der Signale, welche iiber Klasse II-vemittelt werden, zeigt Abb. 9A.
Hierfiir wurden MHC-Klasse II-positive Theileria-infizierte B-Zellen mit anti-Klasse II
Antikdrpern behandelt und nach verschiedenen Zeitpunkten die DNA-Synthese gemessen.
Dieses Experiment wurde parallel mit dem Experiment, das in Abb. 8 gezeigt wurde,
durchgefiihrt.

Ein weiteres Merkmal der anti-Klasse II Antikérper-Inhibition ist die Reversibilitdt der
wachstumshemmenden Wirkung (Abb. 9B). Nach 24 Stunden Behandlung der Theileria-
infizierten T-Zellen (TpM[803]) mit anti-Klasse II Antikérpern, wurden die Zellen zweimal mit
warmem Medium gewaschen und fiir weitere 3 Tage kultiviert. Die DNA-Synthese der Zellen
wurde durch 3H-Thymidin-Inkorporation verfolgt. Wie man in Abb. 9B erkennen kann, wurde
die Hemmung durch anti-Klasse II Antikorper nach dem Auswaschen der Antikdrper
aufgehoben. Die verbleibende Hemmung am Tag 3 und 4 beruhte vermutlich auf eine
Restmenge an Antikrpern, die durch das Waschen nicht vollkommen entfernt werden konnte.
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Abb. 9: Anti-Klasse II Antikérper sind nicht toxisch und ihr wachstumshemmender Effekt
in T-Zellen ist reversibel. (A) Theileria-infizierte B1-Zellen (5x104 Zellen/ml) wurden wie in Abb. 8
beschrieben mit Medium (Kontrolle), anti-Klasse I Antikorpern (o-Klasse IT) oder Kontrollantikdrpern (IgG2a)
behandelt und nach 2, 4, 6, und 24 h mit 3.5 pCi/ml 3H-Thymidin fiir 2 h bei 370C pulsmarkiert. Die
eingebaute Radioaktivitit wurde im Szintillations-Zihler gemessen. (B) Theileria-infizierte T-Zellen (TpM[803],
5x104 Zellen/ml) wurden fiir 24 h mit Medium (Kontrolle), anti-Klasse II Antikorpern (o—Klasse II) oder
Kontrollantikérpern (IgG2a) behandelt, anschlieBend zweimal mit warmem cL15-Medium gewaschen, in
Mikrotiterplatten verteilt und fiir weitere 3 Tage kultiviert. Jeden Tag wurde der 3H-Thymidin-Einbau gemessen.
Die Standardabweichungen (die Linien tiber den Symbolen) wurden aus den Werten von je 4 unabhingigen
Ansiitzen berechnet,
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4.2.3 Exogene Zugabe des Wachstumsfaktors IL2 kann den
wachstumshemmenden Effekt von anti-Klasse II Antikorpern nicht aufheben

Die infizierten TpM[803] T-Zellen exprimieren konstitutiv den Wachstumsfaktor IL2 und
funktionelle IL2 Rezeptoren und zeigen ein verstirktes Wachstum nach Zugabe von exogenem
IL2. Ruggiero (Ruggiero et al., 1987 und 1991) und Racioppi (Racioppi et al., 1990) zeigten,
daf nach anti-Klasse I Behandlung CD3-stimulierter T-Zellen die IL2 Expression sowohl auf
der mRNA-Ebene, als auch auf der Proteinebene (keine IL2 Aktivitidt im Mediumiiberstand

messbar) stark reduziert wird.

Im folgenden wurde deshalb untersucht, ob die wachstumshemmenden Signale von MHC-
Klasse IT Molekiilen durch die Zugabe des Wachstumsfaktors IL.2 aufgehoben werden konnen.
Dazu wurde die DNA-Synthese in Theileria-infizierten T-Zellen nach Behandlung mit anti-
Klasse II Antikdrpern und exogener IL2 Zugabe gemessen.

Theileria-infizierte T-Zellen wurden nur mit Medium oder mit Medium und anti-Klasse II
Antikérpern oder mit Medium und Kontrollantikrpern (IgG2a) mit und ohne 10 U/ml IL2
behandelt. Nach 24 h wurde die DNA-Synthese gemessen. Abb. 10A zeigt, dafl die Zellen, die
mit Medium oder Kontrollantikérpern inkubiert wurden, annihernd die gleiche Menge an 3H-
Thymidin eingebaut hatten. Das zugegebene IL2 fiihrte in allen Ansdtzen zur um ca. 30%
erh6hten 3H-Thymidin-Inkorporation im Vergleich zu Kontrollen ohne IL2. Die Hemmung der
DNA-Synthese in Zellen, die mit anti-Klasse II-behandelt wurden, konnte hingegen durch die
IL2 Zugabe nicht auf die Werte der Kontrollzellen angehoben werden.

Auch Theileria-infizierte T-Zellen, die vom Parasiten mit Hilfe des Naphtochinonderivates BW
720C 4 Tage kuriert wurden, zeigten 24 h nach anti-Klasse I Zugabe eine starke Inhibition der
DNA-Synthese. Exogenes IL2 konnte auch hier die Hemmung der DNA-Synthese nicht auf die
Werte der Kontrollzellen erhShen (Abb. 10B). Dieses Ergebnis zeigt noch einmal, da die
wachstumshemmenden Effekte der anti-Klasse IT Antikorper nicht nur auf die infizierten T-
Zellen beschrinkt sind.

Somit 148t sich ein spezifischer MHC-Klasse II induzierter Signalweg von dem iiber IL2/IL2R-
laufenden experimentell trennen. MHC-Klasse II vermittelt einen eigenen Beitrag zur
Wachstumskontrolle.
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Abb. 10: Exogenes IL2 kann die Klasse II-vermittelte DNA-Synthese-Hemmung nicht
aufheben. (A) Theileria-infizierte T-Zellen (TpM[803], 5x104 Zellen/ml) und (B) BW 720C kurierte T-Zellen
(4 Tage mit 50 ng/ml BW 720C behandelt, 5x103 Zellen/ml) wurden fiir 24 h mit Medium (Kontrolle), Oug/ml
anti-Klasse II Antiktérpern (o-Klasse II) oder 9ug/ml Kontrollantikdrpern (IgG2a) mit (+) und ohne (-)
rekombinantes menschliches IL2 (10U/ml) inkubiert. Die Zellen wurden mit 3.5 pCi/ml 3H-Thymidin fiir 2 b
bei 370C pulsmarkiert und die eingebaute Radioaktivitit im Szintillations-Z#hler gemessen. Die Werte (aus 4

unabhingigen Ansétzen) sind in Prozent von Kontrollwerten angegeben. Die Linien iiber den Balken geben

jeweils die Standardabweichung pro Versuchsansatz an.
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4.2.4 An der Wachstumshemmung durch die MHC-Klasse II Molekiile sind
andere Oberflicheproteine indirekt beteiligt

Bei der Entstehung einer Signaltransduktion in Lymphozyten wirken meistens zwei oder mehr
Oberflichenproteine zusammen. Dies wurde am intensivsten am Beispiel des T-Zellrezeptor-
Komplexes untersucht. Um z.B. ein effizientes, stimulierendes Signal zu generieren, miissen
mindestens drei verschiedene Oberflichenmolekiile miteinander in rdumlicher Nihe
interagieren. Dazu gehren in diesem Fall neben dem T-Zellrezeptor-Komplex (Tof/CD3) auch
die CD4- und die CD45-Oberflachenmolekiile und weitere Adhdsionsmolekiile (Owens et al.,
1987, Schraven et al., 1990).

Wihrend der Untersuchung der wachstumshemmenden Effekte der anti-Klasse II Antikdrper
wurde festgestellt, dal die Hohe der DNA-Synthese-Inhibition von der Zelldichte abhéngt
(Tab. 2). Da sich die Hemmung mit steigender Zelldichte erhohte, lag die Vermutung nahe, dafl
entweder sezernierte Faktoren oder andere Oberflidchenproteine fiir diesen Effekt verantwortlich
sein konnten. Dazu wurden Theileria-infizierte T-Zellen mit verschiedenen Zelldichten (5 000-
100 000 Zellen/ml) mit bestrahlten und fixierten Theileria-infizierte T-Zellen ("Filler cells")
gemischt und auf gleiche Endkonzentration von 600 000 Zellen/ml gebracht. Die Fixierung der
"Filler cells" schloB die Moglichkeit der Sekretion von loslichen Faktoren aus (Dobbelaere et
al., 1991). Durch Zugabe dieser "Filler cells" zu den lebenden Zellen, wurde die Menge an
vorhandenen Oberflichenmolekiilen "kiinstlich" erhoht. AnschlieBend wurden anti-Klasse II
Antikorper dazugegeben und die DNA-Synthese 24 h spiiter gemessen. Als Kontrolle fiir den
Effekt der erhthten Zellkonzentration auf die Klasse I Hemmung wurden die lebenden Zellen
mit entsprechenden Zelldichten ohne "Filler cells" nach Behandlung mit anti-Klasse II
Antikdrpern verwendet.

In Tabelle 2 sind die Werte des 3H-Thymidin-Einbaus nach Behandlung mit anti-Klasse II
Antik6rpern in % der Werte der mit Kontrollantikérpern behandelten Zellen aufgefiihrt. In dem
Experiment ohne "Filler cells" betrigt die Wachstumsinhibition im Ansatz mit niedrigster
Zelldichte (5 000/ml) nur 30%. Mit steigender Zelldichte steigt die Hemmung durch Klasse II
Antigene von 30% auf 80%. Nach "kiinstlicher" Erh6hung der Intensitiit des interzellulédren
Kontaktes durch "Filler cells”, konnte die Hemmung durch Klasse IT Antigene auch im Ansatz
mit niedriger Zelldichte (5 000/ml) auf 70% erh6ht werden.

Dieses Ergebnis deutet darauf hin, da neben den MHC-Klasse II-Antigenen noch andere
Oberflichenmolekiile an dem wachstumshemmenden EinfluB beteiligt sind. Weiterhin kann mit
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groBer Wahrscheinlichkeit die Beteiligung eines sezernierten Faktors ausgeschlossen werden,
da die Verstirkung der Wachstumshemmung in Ansdtzen mit niedriger Zelldichte in
Anwesenheit von bestrahlten und fixierten Zellen auftrat.

lebende Zellen/ml 5000 10 000 50 000 100 000

ohne "Filler cells" 30 (x19) 51 (26.4) 76 (+1) 80 (x0.6)

mit "Filler cells" 70 (x45) 71 (365) 76(21) 75 (3)
6x10° Zellen

Tabelle 2: Die Klasse II-vermittelte DNA-Synthese-Hemmung ist von der Anwesenheit
zusiitzlicher Oberfliichenmolekiile abhingig. Theileria-infizierte T-Zellen (TpM[803]) wurden mit
5000, 10000, 50000 und 100000 Zellen/ ml mit Medium, 9pug/ml anti-Klasse II Antik6rpern oder 9pg/ml
Kontrollantikdrpern mit oder ohne "Filler cells" angesetzt. Die "Filler cells" wurden durch y-Bestrahlung (5000
rad) und Glutaraldehyd-Fixierung Theileria-infizierter T-Zellen (TpM[803]) emalten und den lebenden Zellen in
der Menge dazugegeben, dafl die Endkonzetration in allen Ansitzen mit "Filler cells" 600000 Zellen/ml betrug.
Nach 24 h wurden die Zellen mit 3.5 pCi/ml 3H-Thymidin fiir 2 h bei 370C pulsmarkiert und die eingebaute
Radioaktivitit im Szintillations-Zihler gemessen, Die Werte sind in Prozent Hemmung der DNA-Synthese in
Klasse II-behandelten T-Zellen im Vergleich zu Kontrollzellen angegeben. Die Standardabweichung (Werte in
Klammern) wurde aus drei unabhéngigen Kulturen berechnet.

Fir die Untersuchung der Bedeutung anderer Oberflichenmolekiile fiir die
proliferationshemmende Wirkung der MHC-Klasse II Antigene standen monoklonale
Antikorper, die gegen die Rinderoberflichenproteine CD2 und CD45 gerichtet waren, zur
Verfiigung. Fiir diese beide Molekiile wurde gezeigt, daB sie neben einer
proliferationsstimulierenden auch eine proliferationshemmende Signalweiterleitung haben
konnen (Ledbetter et al., 1988; Meuer & Resch, 1989; Kiener & Mittler, 1989; Ohno et al.,
1991).
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Theileria-infizierte-T-Zellen wurden zunéchst mit anti-CD2 oder anti-CD45 Antikorpern fiir 10
min bei 379C vorbehandelt und anschlieBend wurden anti-Klasse IT Antikérper dazugegeben.
Die Bindung der hier verwendeteten anti-CD2/CD45 Antikorper an die entsprechenden
Oberflichenmolekiile hatte keinen EinfluB auf den wachstumshemmenden Effekt der anti-
Klasse II Antikorper (Daten nicht gezeigt). Ob diese beiden Molekiile eine Rolle bei der von
Klasse II-vermittelten Signalen spielen, kann aus diesen Ergebnissen nicht eindeutig bestimmt
werden, da manche Antikorper zwar an ihren Liganden binden, dabei aber keine biologische
Wirkung ausiiben.

4.2.5 MHC-Klasse II-vermittelte wachstumshemmende Signale interagieren
nicht mit den fiir die frithe T-Zellaktivierung typischen Molekiile, NF-xB,

AP1, c-myc, IL2 und IL2R

Eines der frithen Ereignisse bei der T-Zellaktivierung ist die Expression und Aktivierung von
verschiedenen Transkriptionsfaktoren wie z.B. c-fos und NF-xB, die wiederum an der
Regulation von anderen frithen Gene wie z.B. IL2 und IL2R beteiligt sind (Ullman et al,,
1990). Da Ruggiero (Ruggiero et al., 1987 und 1990) vorgeschlagen hat, daf} anti-Klasse II
Antikorper eine Verminderung der IL2 und IL2R Expression verursachen, wurde der mogliche
EinfluB Klasse II-vermittelter Signale zunichst auf die regulatorischen Transkriptionsfaktoren,
NF-xB und AP1 (c-fos/c-jun Komplex), die im Kern Theileria-infizierter T-Zellen permanent
aktiviert vorliegen (Ivanov et al., 1989; Baumann et al., 1991), untersucht.

Dafiir wurden Kernproteine aus Theileria-infizierten T-Zellen, die nur mit Medium oder mit
Medium und anti-Klasse I Antikérpern oder mit Medium und Kontrollantikdrpern (IgG2a) fiir
24 h behandelt wurden, extrahiert. AnschlieBend wurde in Gelretardations- Analysen die in vitro
Bindungsfihigkeit des NF-kB-Proteinkomplexes an synthetische Oligonukleotide untersucht.
Hierzu wurden radioaktiv-markierte Oligonukleotide, die die NF-xB-Erkennungssequenzen aus
dem HIV-LTR besitzen, benutzt. Wihrend der Inkubation der radioaktiven NF-kB-
Oligonukleotide mit den Kernextrakten binden die Transkriptionsfaktoren an die
Oligonukleotide und bewirken dadurch, daB diese Oligonukleotid-Protein-Komplexe bei der
Elektrophorese auf einem nativen Gel langsamer als die freien Oligonukleotide wandern.
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In den Kernextrakten aus mit Antikdrpern gegen Klasse II behandelten Zellen wurde nach 24 h
keine signifikante Abnahme an aktivierten NF-kB-Molekiilen im Vergleich zu den

Kontrollansitzen festgestellt. (Abb. 11A).

Um zu testen, ob diese in Gelretardations-Analysen in vitro bindenden NFkB Molekiile auch
biologisch funktionell sind, wurden CAT-Analysen durchgefiihrt. Dabei wurden Theileria-
infizierte T-Zellen transient mit dem Vektor -121/+232 HIV-CAT, der im Promotorbereich zwei
fast identische Kopien eines NFxB-Sequenzmotivs enthilt, transfiziert.

In der Zeit als die DNA-Synthese-Hemmung ihr Maximum (nach 24 h) erreichte, konnten in
anti-Klasse II-behandelten Zellen im Vergleich zu den Kontrollen keine Unterschiede in der
CAT-Aktivitit beobachtet werden. (Abb.11C). In einigen Experimenten trat nach 48 h eine
geringe Reduktion der CAT-Aktivitdt auf,

Auch fiir einen anderen nach der T-Zellaktivierung friih induzierten Transkriptionsfaktor, AP1,
der ein Multiprotein-Komplex aus den Produkten zweier Proto-Onkogenen (c-fos und c-jun)
bildet, konnten in Gelretardations-Analysen keine quantitative (Abb. 11B) oder qualitative
Unterschiede in anti-Klasse II-behandelten Zellen festgestellt werden (Daten nicht gezeigt).

Die Untersuchung der Expression des Wachstumsfaktors IL2, seines Rezeptors (IL2R) und
eines weiteren Proto-Onkogens, c-myc, ergab keine Unterschiede in den anti-Klasse II-
behandelten Theileria-infizierten Zellen im Vergleich zu den Kontrollansitzen (Eichhorn et al.,
1992). Abb. 12. zeigt eine "Northern Blot"-Analyse, bei der die RNA Menge des IL-2Ra., ¢-
myc und Aktin Gens nach 24 h Behandlung mit Medium, anti-Klasse II und
Kontrollantikdrpern bestimmt wurde.
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Abb. 12: Die IL-2Ro- und c-myc-Transkriptmenge
wird in Klasse II-behandelten Theileria;infizierten

T-Zellen nicht beeinfluft (""Northern-Blot'"-
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Analyse). Je 4 pug polyAt RNA aus Theileria-infizierten T-
Zellen (TpM([803]), die fiir 24 h mit Medium, 9 pg/ml anti-
]__ Klasse II Antikorpern (o-Klasse IT) oder 9 pg/ml
IL-2Ro Kontrollantikorpern (IgG2a) behandelt waren, wurden auf ein
1.4 % Agarose-Gel aufgetrennt und auf ein Nylon-Filter
transferiert, Der Filter wurde mit radioaktiv markierten DNA-

— ¢-myc Sonden fiir das Rinder IL-2Ra-Gen, ¢c-myc-Gen und als
Kontrolle fiir die aufgetragene RNA-Menge mit dem Rinder
Aktin-Gen hybridisiert. '

— Aktin

Diese Ergebnisse lassen vermuten, daB die Klasse II-vermittelte Hemmung der T-
Zellproliferation nicht iiber eine negative Interaktion mit den Signalwegen, die bei der T-
Zellaktivierung erfolgen, verlduft, W

4.2.6 Extrazellulires Calzium und Serin/Threonin-Kinasen sind an der Klasse
II-vermittelten DNA-Synthese-Hemmung nicht beteiligt.

In T-Zellen resultieren die MHC-Klasse II-vermittelten Signale in Mobilisierung von Calzium-
Ionen, Anderungen im Tyrosin-Phosphorylierungsmuster und in Aktivierung der
Serin/Threonin-spezifischen Proteinkinase C (@dum et al., 1991). Eine der Konzequenzen der
Interaktion zwischen anti-Klasse II Antikérpern und MHC-Klasse II-Antigenen ist die
Aktivierung eines Lymphozyten-Adhésionsmolekiils (LFA-1, "lymphocyte function associated
antigen-1"), das durch die Bindung an seinen Liganden ICAM-1 ("intercellular adhesion
molecule-1") zur verstirkten Aggregation der Lymphozyten fiihrt (Mourad et al., 1990). Das
Adhisionsmolekiil LFA-1 wird iiber die Phosphorylierung seiner B-Kette durch die aktiviette
Proteinkinase C (PKC) in Anwesenheit von Calzium und Magnesium im Medium aktiviert
(Figdor et al., 1990; Valmu et al., 1991),
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Die Behandlung mit anti-Klasse II Antikdrpern induzierte eine ausgeprigte Aggregation bei
Theileria-infizierter T-Zellen (Abb. 13A). Nun soll untersucht werden, ob die von MHC-Klasse
II vermittelte Aktivierung der PKC und der damit verbundenen verstirkten Aggregation durch
LFA-1 Molekiile im wachstumshemmenden Effekt involviert ist.

Dazu wurde ein Proteinkinase C-Inhibitor, H7, und ein Chelatbildner, EGTA, eingesetzt, um
zu erforschen, ob diese Hemmer der PKC und extrazellulidrer bivalenter Kationen mit der
Klasse II-vermittelten Hemmung und Aggregation interagieren. Fiir dieses Experiment wurden
Theileria-infizierte T-Zellen 10 min vor anti-Klasse II Antikorper Zugabe mit 20 UM H7 bzw.
10 mM EGTA vorinkubiert. Nach 24 h wurde die 3H-Thymidin-Inkorporation gemessen und
der Aggregationszustand der Zellen wurde mit einem Lichtmikroskop beobachtet. Die
Kontrollansitze sind hier die Zellen, die mit den Kontrollantikdrpern (IgG2a) und den
entsprechenden Inhibitoren (H7/EGTA) oder Medium behandelt worden sind. Wie in Abb. 13A
zu erkennen, verhindern diese zwei Agentien zwar die starke Aggregation in anti-Klasse II-
behandelten Zellen, beeinfluien aber dabei nicht die Klasse II-vermittelte DNA-Synthese-
Hemmung (Abb. 13B).

Die Aggregation der Zellen erfolgte schon 1.5 bis 2 Stunden nach anti-Klasse II Antikdrper
Zugabe. Der hemmende EinfluB8 von H7 bzw. EGTA auf die Aggregation konnte auch nach
dieser kurzen Zeit beobachtet werden, Dies zeigt die schnelle Wirksamkeit dieser Substanzen
auf die durch Klasse II-ausgeldsten Signale.
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Abb. 13: H7 und EGTA verhindern die Aggregation, nicht aber die DNA-Synthese-
Hemmung in Klasse II-behandelten Theileria-infizierten T-Zellen. (A) Theileria-infizierten T-
Zellen (TpM[803],1x105 Zellen/ml) wurde 20 pM H7 bzw. 10 mM EGTA zugegeben, anschlieBend wurden sie
fiir 24 h mit Medium, 9 pg/ml anti-Klasse II Antikorpern (o-Klasse II) oder 9 pg/ml Kontrollantikdrpern
(IgG2a) behandelt und photographiert (VergroBerung 125-fach). (B) Die Zellen wurden wie unter (A) behandelt
und nach 24 h mit 3.5 uCi/ml 3H—Thymid'm fiir 2 h bei 370C pulsmarkiert und die eingebaute Radioaktivitit im
Szintillations-Zihler gemessen. Die Werte (aus 4 unabhiingigen Ansitzen) sind in Prozent von Kontrollwerten

angegeben. Die Linien iiber den Balken geben jeweils die Standardabweichung pro Versuchsansatz an.

Da die Klasse II-vermittelte DNA-Synthese-Hemmung weder durch H7 noch EGTA beeinfluft
wurde, wurde die Beteiligung eines anderen Signalweges, der unabhingig von PKC und
extrazellulirem Calzium ist, vermutet.

4.2.7 Intrazellulires Calzium und Tyrosinkinasen sind an der Klasse II-
vermittelten DNA-Synthese-Hemmung beteiligt

@dum et al., 1991, haben gezeigt, daB in anti-Klasse II-behandelten T-Zellen neben einer
verstirkten Aktivierung von Tyrosinkinasen auch eine Mobilisierung der intrazelluldren
Konzentration an Calzium stattfindet. Welche Auswirkungen diese Verdnderung fiir das
Wachstum Klasse II-behandelter T-Zellen hat, wurde im folgenden untersucht.

Um die Bedeutung von Tyrosinkinasen fiir die Klasse II-vermittelte DNA-Synthese-Hemmung
niher zu untersuchen, wurde die Funktion der Tyrosinkinasen durch Anwendung von
verschiedenen Tyrosinkinase-Inhibitoren (Herbimycin A, Genistein) blockiert. Anschlieend
wurden anti-Klasse II Antikdrper dazugegeben und die DNA-Synthese gemessen. Im
folgenden werden exemplarisch nur die Ergebnisse, die mit Herbimycin A erhalten wurden
beschrieben. Theileria-infizierte T-Zellen wurden iiber Nacht mit 1pM Herbimycin A
vorbehandelt, mit dem Medium gewaschen und dann in Gegenwart von Medium, anti-Klasse II
Antikorpern oder Kontrollantikdrpern mit verschiedenen Konzentrationen an Herbimycin A
(0.1-1uM) fiir weitere 24 h kultiviert.
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Abb. 14: Herbimycin A und Nifedipin heben die DNA-Synthese-Hemmung in Klasse II-
behandelten Theileria-infizierten T-Zellen auf. (A) Theileria-infizierte T-Zellen (TpM[803], 1x10°
Zellen/ml) wurden fiir 24 h mit 1 pM Herbimycin A vorbehandelt, gewaschen und mit 0.1, 0.5 1 uM
Herbimycin A versetzt und fiir weitere 24 h mit Medium (Kontrolle), 9 pg/ml anti-Klasse II Antikérpern (o~
Klasse II) oder 9 pg/ml Kontrollantikérpern (IgG2a) inkubiert. Die Zellen wurden mit 3.5 pCi/ml 3H-Thymidin
fiir 2 h bei 370c pulsmarkiert und die eingebaute Radioaktivitiit im Szintillations-Zihler gemessen. Die Werte
(aus 4 unabhiingigen Ansiitzen) sind in Prozent von Kontrollwerten angegeben. Die Linien iiber den Balken
geben jeweils die Standardabweichung pro Versuchsansatz an, (B) Theileria-infizierten T-Zellen (TpM[803],
1x105 Zellen/ml) wurde 50, 100, 150 puM Nifedipin zugegeben und sie wurden fiir 24 h mit Medium
(Kontrolle), anti-Klasse II Antikérpern (o-Klasse II) oder Kontrollantikorpern (IgG2a) inkubiert. Die DNA-
Synthese Messung erfolgte wie in Teil (A) beschrieben.
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Abb. 14A zeigt, daBl mit steigenden Mengen an Herbimycin A die Klasse II-vermittelte DNA-
Synthese-Hemmung teilweise aufgehoben wird. Die verwendeten Konzentrationen an
Herbimycin A zeigten nur einen geringen EinfluB8 auf die DNA-Synthese Rate in den
Kontrollzellen. Weiterhin wurde die Klasse IT-vermittelte Aggregation der T-Zellen durch die
Tyrosinkinasehemmer nicht verhindert (Daten nicht gezeigt).

Die Ergebnisse mit Serin/Threoninkinase-Inhibitoren, die im vorherigen Kapitel beschrieben
wurden, zeigen, daf die Aktivierung der Serin-/Threoninkinase, PKC, an der verstirkten
Adhision der Zellen und nicht am wachstumshemmenden Effekt beteiligt ist.

Ein weiterer Hinweis dafiir, daB§ die Tyrosinphosphorylierung eine Rolle bei der Klasse II-
vermittelten Hemmung spielen konnte, zeigt die Anwendung von einem Tyrosinphosphatase-
Inhibitor (Natriumorthovanadat, 15 pM) in Wachstumsexperimenten. Die in vivo Wirkung von
Natriumorthovanadat wurde in der Arbeit von Beckwith (Beckwith et al., 1991) gezeigt. Das
Natriumorthovanadat, das die Abspaltung der Tyrosinphosphat-Reste in anti-Klasse II-
behandelten T-Zellen verhindern sollte, fithrte zur Verstirkung der DNA-Synthese-Hemmung
in diesen Zellen (Daten nicht gezeigt). Die Kontrollzellen wurden durch das
Natriumorthovanadat in ihrer DNA-Synthese nur unwesentlich beeinfluBt.

Um die Rolle des intrazelluldren Calziums fiir die Klasse II-vermittelte DNA-Synthese-
Hemmung nédher zu untersuchen, wurde der EinfluB§ eines Calziumkanal-Inhibitors getestet.
Durch Zugabe von verschiedenen Mengen eines organischen Calziumkanal-Blockers
(Nifedipin, 50-150 pM) zu Theileria-infizierten T-Zellen, die mit Medium, anti-Klasse II
Antikdrpern oder Kontrollantikorpern behandelt wurden, sollte die zusitzliche Mobilisierung
des intrazelluldren Calzium in Klasse II-behandelten Zellen gehemmt werden. Der Effekt der
Blockade der Calziumfreisetzung wurde auf die Klasse II-vermittelte DNA-Synthese-Hemmung
getestet.

Abb. 14B zeigt, daB mit steigenden Nifedipin-Konzentrationen die Klasse II-vermittelte
Hemmung der 3H-Thymidin-Inkorporation vollstindig aufgehoben werden konnte. Allerdings
muBl erwidhnt werden, daB die Anwendung von Nifedipin, vor allem in h&heren
Konzentrationen, zur einen allgemeinen Reduktion der DNA-Synthese fiihrte. Die Werte der
3H-Thymidin-Inkorporation in den Experimenten waren aber immer so hoch, daB signifikante
Unterschiede gut mefbar waren.

Diese Ergebnisse weisen auf eine Beteiligung von Tyrosinkinasen und intrazellulirem Calzium
an der MHC-Klasse I-vermittelten DNA-Synthese-Hemmung hin.
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S DISKUSSION

5.1 IL2 und IL2R sind fiir das autokrine Wachstum Theileria-
infizierter T-Zellen von Bedeutung

Mit Theileria parva infizierte Lymphozyten wachsen unbegrenzt als transformierte,
lymphoblastoide Zellinien. Diese Proliferation wird durch die Anwesenheit des Parasiten im
Zytoplasma der Wirtszelle aufrechterhalten (Dobbelaere et al., 1988). Nach erfolgter Infektion
werden die T-Zellen unabhingig von der Zugabe exogener Wachstumsfaktoren (Brown et al.,
1986). Experimente mit stark verdiinnten Theileria-infizierten Zellkulturen, bei denen die
Wachstumsrate durch Zugabe von rekombinanten IL2 auf normales Niveau erhdht wird,
zeigen, dal diese Zellen in ihrer Proliferation von der Sekretion endogener Wachstumsfaktoren
abhingig sind (Dobbelaere et al., 1988). Weiterhin konnen Mediumiiberstinde Theileria-
infizierter Zellen die DNA-Synthese sowohl von nicht-infizierten, IL2-abhéngigen T-Zellen
(Brown et al., 1986) als auch von stark verdiinnten Theileria-infizierten Zellen stimulieren
(Dobbelaere et al., 1991). Heussler et al. (1992) konnte in neueren Untersuchungen
nachweisen, daB in Theileria-infizierten Zellen das IL2-Gen transkribiert wird. Diese
Ergebnisse sowie die Beobachtung, daB Theileria-infizierte Zellen biologisch funktionelle IL2R
an ihrer Oberflidche exprimieren (Coquerelle et al., 1989; Dobbelaere et al., 1990), bestirkte die
Vermutung eines autokrinen Wachstums Theileria-infizierter Zellen.

Fiir ein besseres Verstindnis des Mechanismus der durch Parasiten induzierten Transformation,
war es wichtig festzustellen, ob IL2 und IL2R eine notwendige Voraussetzung fiir das
permanente Wachstum sind. Dieser Fragestellung wurde im ersten Teil dieser Arbeit
nachgegangen.

Theileria-infizierte T-Zellen brauchen IL2 fiir ihr Wachstum ,

Die Bedeutung von IL2 fiir die Proliferation Theileria-infizierter Zellen wird durch die
Hemmung der Funktion des Wachstumsfaktors durch anti-IL2 Antikdrper deutlich (Tabelle 1,
Dobbelaere et al., 1991). Die Behandlung Theileria-infizierter T-Zellen mit anti-IL2 Antikorpermn
filhrte zur signifikanten Inhibition des Wachstums. Es wurde allerdings keine vollstindige
Hemmung der DNA-Synthese weder in Theileria-infizierten Zellen TpM[803] noch in nicht-
infizierten IL2-abhidngigen und ConA-stimulierten Lymphozyten erhalten. Dies 148t sich auf
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verschiedene Weise erkldren. Zum einen ist die Affinitit der Antikorper fiir IL2 viel geringer als
die Affinitit des IL2 fiir seinen Rezeptor (Smith, 1988a). Zum anderen wire es moglich, dafl
eine gewisse Anzahl von IL2 Molekiilen intrazelluldr an den IL2 Rezeptor gebunden werden,
bevor dieser die Zelloberfliche erreicht, was von Browder et al. (1989) bereits fiir den
Wachstumsfaktor IL-3 gezeigt wurde. SchlieBlich kénnten an der Proliferation Theileria-
infizierter Zellen auler IL2 noch andere, bisher noch nicht identifizierte Wachstumsfaktoren
beteiligt sein.

Theileria-infizierte T-Zellen brauchen fiir ihr Wachstum einen IL2R von hoher
Affinitat

Das Zellzyklus-Progressionssignal durch IL2 erfordert in normalen, aktivierten T-Zellen die
Bindung an den "high affinity" IL2R sowie die Internalisierung des IL2/IL2R-Komplexes
(Ubersicht: Smith, 1988b). Der "high affinity” IL2R besteht aus mindestens zwei nicht
kovalent gebundenen Proteinketten (Ubersicht: Waldman, 1989), einer 55 kD groBen o-Kette
(Tac) und einer 75 kD groBen B-Kette. Beide Proteinketten, die o-Kette mit niedriger Affinitiit
(Kg~10-8M) und die B-Kette mit intermedidrer Affinitit (K4~109M), sind in der Lage, IL2 zu
binden. Zusammen bilden sie den IL2R von hoher Affinitit (Ky4~10-11M). Die Wechselwirkung
des lymphotropen Wachstumsfaktors IL2 mit seinem Rezeptor fiihrt iiber die zytoplasmatische
Proteindomiéne der B-Kette zur intrazelluliren Signaltransduktion. Hierdurch wird die
Aktivierung einer zur src-Protoonkogen-Familie gehtérenden Tyrosinkinase (p56‘°%) ausgelost
(Hatakeyama et al., 1991). Die a-Kette ist zwar allein in der Lage IL2 zu binden, aber sie kann
keine Signale weiterleiten (Ferris et al., 1989). Fiir eine optimale Proliferation mit IL2 miissen
T-Zellen in der Regel beide Ketten an ihrer Zelloberfldche exprimieren. Fiir verschiedene
Lymphozytentypen wie "natural killer"-Zellen (Ortaldo et al., 1984), "large granular"-
Lymphozyten (Tsudo et al., 1987) oder fiir die lymphoblastoide B-Zellinie SKW6-4 (Tanaka et
al., 1987) wurde jedoch gezeigt, da8 diese auch ohne die a-Kette, d. h. ausschlieBlich iiber die
B-Kette auf IL2 reagieren.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde untersucht, ob die Expression der o-Kette des IL2R eine der
Voraussetzungen fiir die Proliferation Theileria-infizierter Zellen ist. Die hierzu entwickelte
"antisense"-Technik unterdriickte durch komplementire Basensequenzen ("antisense”-RNA)
selektiv die a-Ketten-Genexpression. Grundsitzlich ermdglicht die Anwendung von

"antisense"-RNA Techniken die Untersuchung der Funktion verschiedener Gene (Ubersicht:
\
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Walder, 1988). Am Beispiel der Protoonkogene c-myc (Sklar et al., 1991) oder c-fos (Holt et
al., 1986), die eine essentielle Rolle bei der Zellwachstumsregulation spielen, erfolgte der
Nachweis der Effektivitdt dieser Methode. Aber auch fiir eine Reihe weiterer Gene, die
konstitutiv exprimiert werden wie z.B. y-Aktin und B-Tubulin (Gunning et al., 1987) oder die
schwere Kette des Myosin (Knecht & Leonis, 1987), wurde durch "antisense"-RNA Techniken
die Expression dieser Gene erfolgreich blockiert.

Eine Moglichkeit "antisense"-RNA in die Zellen einzuschleusen, ist beispielsweise die
Mikroinjektion der in vitro produzierten, spezifischen "antisense”-RNA in das Zytoplasma von
Zellen bzw Oozyten (Melton, 1985). Diese Technik wird hauptsidchlich fiir die Untersuchung
der an der Embryogenese beteiligten Gene angewandt. Nachteilig ist die Kurzlebigkeit der
“antisense"-RNA sowie deren mit dem Zellwachstum verbundenen Konzentrationsabnahme.
Eine fiir die durchgefiihrten Experimente besser geeignete Vorgehensweise endogene Gene
kontrolliert zu supprimieren, ist die Transfektion von DNA-Plasmiden, die in der Zelle
"antisense"-RNA vom gewiinschten Gen produzieren (Izant & Weintraub, 1985). Bei der
Untersuchung von Genen, die fiir die Proliferation essentiell sind, sollte die Produktion der
"antisense"-Transkripte durch einen induzierbaren Promotor reguliert werden. Mit Hilfe der
kontrollierten Expression der "antisense"-RNA wird das Hochwachsen transfizierter Zellen
ermdglicht, bei denen ein fiir das Wachstum notwendiges Gen durch "antisense"-RNA
gehemmt werden soll. Abhéngig von dem zu untersuchenden Zelltyp, bieten sich verschiedene
induzierbare Promotor-Modelle an: das Steroid-induzierbare LTR des MMTV (Izant &
Weintraub, 1985; Holt et al., 1986), der durch Wirme induzierbare Promotor des "Hitze-
Schock"-Proteins (McGarry & Lindqiust, 1986) oder der durch Schwermetalle induzierbare
Promotor des Metallothionein-Gens (Mayo et al., 1982).

In Theileria-infizierten Zellen zeigte der Metallothionein-Promotor des HS1-CAT-Vektors
(Abb. 1) nach transienter Transfektion die gewiinschten Eigenschaften wie niedrige
Basalaktivitit und gute Induzierbarkeit bei nicht toxischen Konzentrationen an Cadmium. Aus
diesem Grund wurden aus dem HS1-CAT-Plasmid und den Rinder IL-2Ra-cDNA Sequenzen
(in Abhingigkeit von der Orientierung des IL2R-Fragmentes) rekombinante "sense"- und
“antisense"-Vektoren hergestellt. Wegen der geringen Transfektionseffizienz Theileria-
infizierter Zellen konnten die Auswirkungen der "sense"/"antisense"-IL-2Ro-RNA auf das
Wachstum nur nach stabiler Transfektion und Klonierung erfolgen. Fiir Theileria-infizierte
Zellen wurde deshalb zuerst eine Transfektionsmethode (Elektroporation) optimiert, mit der die
Zellen erfolgreich stabil transfiziert werden konnten. Nach Klonierung der stabilen
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Transfektanten und Nachweis der Aufnahme der rekombinanten Vektoren in das Genom (Abb.
3 und 4) wurden die Effekte der "antisense"-IL-2R0.-RNA in Theileria-infizierten Zellen

untersucht.

Eine verstirkte Induktion der Expression der Hybridtranskripte des "sense"/"antisense"-IL-
2Ra - und des CAT-Genes durch Cadmium konnte auf der mRNA-Ebene nicht gezeigt werden
(Abb. 5). Dies steht in Widerspruch mit den oben genannten Daten (Abb. 1), wobei die
Induzierbarkeit des Metallothionein-Promotors mit Cadmium durch die Messung der CAT-
Enzymaktivitit und nicht auf der mRNA-Ebene iiberpriift wurde. Eine Rolle kdnnte dabei die
unterschiedliche Sensitivitit der beiden Nachweismethoden "Northern-Blot" und "CAT-Assay"
spielen. Aulerdem beruht das unterschiedliche Verhalten des Metallothionein-Promotors mit
groBer Wahrscheinlichkeit auf der verschiedenen DNA-Struktur der Konstrukte in transienter
(nackte, ringformige DNA) und stabiler (genomisches Chromatin) Analyse. Dies konnte auch
die erhohte Basalaktivitit des Metallothionein-Promotors in den stabilen Transfektanten
erklidren. Die dauernde Aktivitit des Promotors fithrte dazu, daB in "antisense"-IL-2Rot-
Transfektanten keine "antisense"-IL-2Ra-Transkripte nachweisbar waren und die endogene
Menge an IL-2Ra-Transkripten gegeniiber den Kontrollzellen schon ohne Zugabe von
Cadmium drastisch reduziert war (Abb. 5). Diese Beobachtung spricht fiir die geringe Stabilitiit
der "antisense"-IL-2Roi-Transkripte und fiir die Kurzlebigkeit der endogen-"antisense"-IL-
2Ro—Hybride, in der Art wie es Izant & Weintraub (1984) fiir das "antisense"-
Thymidinkinase-Gen postulieren. Einen weiteren Hinweis auf die erhohte Basalaktivitit des
Metallothionein-Promotors und auch auf die Bedeutung der IL-2Ra-Kette fiir die Proliferation
Theileria-infizierter T-Zellen wurde bei der Klonierung der stabilen Transfektanten gewonnen.
Die Zahl hochgewachsener "antisense"-Klone (1 Klon) war im Vergleich zur Zahl der "sense"-
Klone (6 Klone) deutlich geringer. Aber auch das Wachstum der "antisense"-Klone war im
allgemeinen gegeniiber den "sense"-Klonen reduziert (Abb. 6). SchlieBlich wird die
Abhingigkeit der Proliferation Theileria-infizierter Zellen von einem "high affinity" IL2R im
sensitiven biologischen Testsystem nach Kultivierung des "antisense"-Klons in Cadmium
sichtbar (Abb. 7). Um sicher zu sein, daB die Anzahl der Proteinmolekiile der IL2Ra-Kette
(Halbwertszeit von 2-3 Tagen) in den "antisense"-Transfektanten durch Cadmium reduziert
wurde, wurden die Transfektanten iiber einen Zeitraum von 6 Tagen mit dem Schwermetall
behandelt. Da die Lymphozyten die Wachstumssignale durch IL2 auch iiber die B-Kette,
allerdings mit geringerer Effizienz, in das Zellinnere weiterleiten konnen (Hatakeyama et al.,
1989), war nach Unterdriickung der IL-2Ra-Kettenexpression in Theileria-infizierten Zellen
eine vollstindige Wachstumshemmung nicht zu erwarten.

A
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Ein weiterer Grund fiir die nicht so effektive Inhibition des Wachstums in "antisense"-
Transfektanten, konnte die suboptimale Menge an "antisense"-IL-2Ra-Transkripten sein.
Melton (1985), Izant & Weintraub (1984) sowie Kim & Wold (1985) berichten iiber eine
signifikante Inhibition der entsprechenden Gene durch "antisense"-RNA, wenn das Verhiltnis
von Transkriptmenge des endogenen Genes zu "antisense"-RNA 1:50 oder sogar 1:300 betrigt.
Die Produktion so groer Mengen "antisense"-RNA kann beispielsweise durch Aufnahme einer
hohen Kopienzahl rekombinanter Vektoren oder einen starken Promotor erreicht werden. Dies
scheint fiir die IL2R-Transfektanten in Theileria-infizierten Zellen nicht der Fall zu sein. Die aus
den "Southern"- und "Northern-Blots" (Abb.4 und 5) erhaltenen sehr schwachen
Hybridisierungssignale legen die Vermutung nahe, daB sowohl die Zahl der ins Genom
integrierten Vektoren, als auch die Stirke des Methallothionein-Promotors fiir eine optimale
Hemmung der Genexpression nicht ausreichten. Da die endogene IL2R-mRNA relativ stabil
und in groBerer Menge vorhanden war, konnte keine komplette Hemmung erwartet werden.
Trotz dieses Nachteils, konnte durch Anwendung der "antisense"-RNA-Technik auf biologisch
funktioneller Ebene die Bedeutung der IL-2Ro-Kette fiir das Wachstum Theileria-infizierter T-
Zellen geklart werden. Zum ersten Mal wurde mit Hilfe von "antisense"-RNA die Funktion
eines Wachstumsfaktorrezeptors gehemmt.

Die in dieser Arbeit vorgestellten Ergebnisse lassen den SchluB8 zu, daB Theileria-infizierte T-
Zellen durch die Interaktion von IL2 mit dem "high affinity"” IL2R zur autokrinen Proliferation
stimuliert werden. Der fiir das Wachstum Theileria-infizierter T-Zellen notwendige enge
Zellkontakt begiinstigt zusitzlich die Stimulation (Dobbelaere et al., 1991). Desweiteren ist die
konstitutive Expression beider Gene in infizierten Zellen von der Anwesenheit des Parasiten im
Zytoplasma der Wirtszelle abhiingig (Coquerelle et al., 1989; Heussler et al., 1992).

Einige Beispiele belegen eine Beteiligung von IL2 und IL2R an der Transformation von
Lymphozyten (Duprez et al., 1985). Gallo & Wong-Staal (1982) sowie Russel (1989) zeigen,
daf IL.2 und sein Rezeptor nicht nur beim Wachstum von normalen T-Zellen, sondern auch bei
der Entstehung von bestimmten bosartigen Leukdmien und Lymphomen einen entscheidenden
EinfluB besitzen, Im Falle der durch den Retrovirus HTLV-1 (human T-cell leukemia virus,
Typ 1) verursachten Leukdmie im Erwachsenenalter (adult T-cell leukemia, ATL), erfolgt durch
ein virales Genprodukt die unkontrollierte Erhohung der Expression von IL2 und dessen
Rezeptor (Siekevitz et al., 1987). Ob in Theileria-infizierten T-Zellen die Transformation durch
den Parasiten iiber dhnliche regulatorische Proteine ablduft, muB8 noch untersucht werden.
Dabei sollte beriicksichtigt werden, daB normalerweise die Aktivierung von IL2 und IL2R in T-
Zellen iiber Signale erfolgt, die von der Zelloberfliche kommen (Ubersicht: Klausner &
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Samelson, 1991). Diese Signale resultieren in einer Kaskade von Aktivierungsschritten, an
denen spezifischen Kinasen, Phosphatasen und Transkriptionskaktoren beteiligt sind, die zur
Expression von IL2 und IL2R und letztlich zur Proliferation der T-Zellen fiihren. Die
Ergebnisse dieser Arbeit unterstiitzen somit weitere Untersuchungen der Molekiile, die mit der
Weiterleitung der Aktivierungssignale in Theileria-infizierte T-Zellen interagieren. Die
Identifizierung dieser Molekiile konnte zur Aufklirung des Transformationsmechanismus durch
den Parasiten beitragen.

5.2 MHC-Klasse II-vermittelte Hemmung der T-Zellproliferation

MHC-Klasse II Antigene iiben sowohl bei der Regulation und Restriktion der Immunantwort
(Germain, 1986; Marrack & Kappler, 1988) als auch bei der Signaltransduktion wichtige
Funktionen aus (St-Pierre et al., 1989; Cambier & Lehman, 1990; Lane et al., 1990; Mooney et
al., 1990; @dum et al., 1991). In vitro Experimente mit anti-Klasse II Antikorpern an B-Zellen
(Forsgren et al., 1984; Cambier et al., 1987; Kabelitz & Janssen, 1989; Kansas & Tedder,
1991) und Monozyten (Ruggiero et al., 1987; Vaickus et al., 1989) haben gezeigt, daBl Klasse
IT Antigene neben der Antigenpriisentation zusétzliche Aufgaben wahmehmen. Die Bindung
eines Liganden an MHC Klasse II Antigene aktiviert eine Signalkette, die zu verschiedenen
biologischen Effekten fiihren kann. Beispielsweise resultieren die Signale, die in anti-Klasse II-
behandelten B-Zellen entstehen, je nach Aktivierungszustand der Zellen in einer Inhibition
(Clement et al., 1986) oder Stimulierung (Cambier & Lehman, 1989) der Proliferation. Neben
dieser Beeinflufung des Wachstums wird oft eine verstirkte Aggregation der Zellen nach deren
Behandlung mit anti-Klasse II Antikorpern beobachtet (Mourad et al., 1990; Kansas & Tedder,
1991).

Im zweiten Teil der vorliegenden Arbeit wurde die mégliche Beteiligung der MHC-Klasse 11
Antigene an der Regulation der Proliferation der T-lymphozyten am Modellsystem Theileria-
infizierter T-Zellinie (TpM[803]) untersucht.
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Die iiber Klasse II Antigene vermittelten Signale fithren zur reversiblen
Hemmung der DNA-Synthese in Theileria-infizierten T-Zellen

Die dem Kulturmedium Theileria-infizierter T-Zellen zugegebenen anti-Klasse I Antikorper
filhrten sehr schnell zur Hemmung der DNA-Synthese in diesen Zellen (Abb. 8A). Die
beobachtete drastische Inhibition (70% bis iiber 90%) resultierte nicht aus einer unspezifischen
toxischen Wirkung der Antikorper, denn die Lebensfihigkeit der behandelten T-Zellen war
nicht beeintrichtigt und verschiedene Kontrolizellen wurden nicht gehemmt. Desweiteren war
die Hemmung nach Auswaschen der Antikorper aufgehoben (Abb. 9B), was auf die
Reversibilitit der durch Klasse II Antigene entstehenden Signale deutet. Fiir die iiber
Oberflichenmolekiile induzierten Signale gibt es auch Beispiele, die zu einem permanenten
Proliferationsstopp fiihren konnen. Page & DeFranco (1988) haben iiber eine irreversiblen
Wachstumshemmung berichtet, die nach Behandlung der B-Lymphoma-Zellinie WEHI-231 mit
anti-Immunglobulin Antikérpern auftrat.

Da die Klasse II-vermittelten wachstumshemmenden Signale sowohl in in normalen ConA-
stimulierten Lymphozyten als auch in T-Zellen wirksam wurden, die vom Parasiten befreit
wurden, kann man von einem eher allgemeinen Mechanismus der Hemmung des Wachstums
von T-Zellen sprechen (Abb. 8B und 10B).

Die Kinetik der DNA-Synthese-Hemmung in anti-Klasse II-behandelten Theileria-infizierten T-
Zellen weist auf die Entstehung von Signalen hin, die in sehr kurzen Zeitrdumen (~2 Stunden)
wirksam sein konnen, Studien mit T-Zellen, die in Gegenwart von Monozyten und anti-CD3
Antikdrpern stimuliert wurden, zeigten nach anti-Klasse I Behandlung auch eine Inhibition der
Proliferation. Dabei scheinen die anti-Klasse II Antikorper ihren hemmenden Einfluf§
hauptsichlich auf die Monozyten auszuiiben und dadurch die Aktivierung sowie die
nachfolgende Proliferation der T-Zellen indirekt zu hemmen (Ruggiero et al., 1987 und 1991).
In diesen T-Zellen konnte die Hemmung des Wachstums durch Zugabe von rekombinanten IL2
wieder aufgehoben werden. Im Gegensatz dazu wurde in Theileria-infizierten T-Zellen nach
anti-Klasse II Behandlung durch Zugabe von rekombinanten IL2 die normale Proliferation nicht
wieder hergestellt (Abb 10). Dies zeigt die Dominanz der durch Klasse II Antigene vermittelten
wachstumshemmenden Signale iiber die proliferationstimulierenden Signale des
Wachstumsfaktors IL2. Welche Signalwege konnen zu dieser schnellen Hemmung der DNA-
Synthese in anti-Klasse II-behandelten Theileria-infizierten T-Zellen fiihren?
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Die MHC-Klasse II-vermittelte Hemmung der DNA-Synthese wirkt nicht iiber
die Inhibition der T-Zellaktivierung

Ruggiero et al. (1987 und 1991) und Racioppi et al. (1990) zeigten in ihren Experimenten mit
T-Zellen, die durch anti-CD3 Antikorper zur Proliferation angeregt wurden, eine Hemmung der
IL2 und IL2R Expression nach Zugabe von anti-Klasse II Antikorpern. Hierbei wurde die
Aktivierung der T-Zellen durch anti-Klasse II Antikdrper indirekt liber eine Hemmung des
Proliferationsstimulus durch anti-CD3 Antikorper in Anwesenheit von Monozyten blockiert.
Dadurch wurde der Ablauf der Aktivierungskaskade in den T-Zellen verhindert und damit auch
die Induktion der entsprechenden Gene. In kontinuierlich wachsenden Theileria-infizierten T-
Zellen liegt eine andere Situation vor, denn die fiir die T-Zellaktivierung typischen Molekiile
wie NF-xB, AP1, c-myc, IL2 und IL2R werden permanent exprimiert. Hier stellte sich die
Frage, ob die Klasse II-vemittellte DNA-Synthese-Hemmung iiber die Inhibition der
Aktivierungssignale verlduft oder ob andere Signalwege beteiligt sind.

Die Untersuchung der Effekte der anti-Klasse II Antikorper auf den an der Regulation der IL2
und IL2R Expression beteiligten Transkriptionsfaktors NF-xB (Bohnlein, 1988; Hoyos,
1989), ergab weder in in vitro Gelretardations-Analysen noch in biologisch funktionellen Tests
("CAT-Assay", Abb. 11) eine Abnahme an aktivierten NF-kB Molekiilen. Auch die in vitro
DNA-Bindungsfihigkeit eines anderen regulatorischen Transkriptionsfaktor AP1 (Ubersicht:
Ullman et al., 1990), der ein Komplex aus Mitgliedern der Proto-onkogenfamilien c-fos und c-
Jun bildet, war nach anti-Klasse IT Behandlung nicht beeintrichtigt worden (Abb. 11B). Die
Expression eines weiteren nach der T-Zellaktivierung sehr friilh induzierten
Transkriptionsfaktors c-myc (Ubersicht: Ullman et al., 1990) wurde ebensowenig durch die
Klasse II-vermittelten Signale beeinfluBit (Abb. 12). Da auch die Expression des IL2 (Eichhorn
et al., 1992) und IL2Ro-Kette in anti-Klasse II-behandelten Zellen nicht reduziert wurde (Abb.
12), kann mit groBer Wahrscheinlichkeit angenommen werden, dafl die Antikdrper-vermittelte
Wachstumshemmung nicht iiber die Inhibition dieser Molekiile verlduft.

Sind andere Oberflichenmolekiile an der Wachstumshemmung durch die MHC-
Klasse II Molekiile beteiligt?

Fast alle von Lymphozyten bei der Regulation der Immunantwort ausgeiibten Funktionen,
werden erst durch Kooperation und Interaktion verschiedener Oberflichenmolekiile ermoglicht
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(Ubersicht: Meuer & Resch 1989; Wagner & Eichmann 1989). Daneben spielt natiirlich die
Sekretion von Faktoren, die sowohl autokrin als auch parakrin auf die Lymphozyten und
andere Zellen wirken kinnen, eine entscheidende Rolle (Ubersicht: Hamblin, 1988).

Auch im Fall der Klasse II-vermittelten Hemmung in Theileria-infizierter T-Zellen wird eine
Zusammenarbeit mit anderen membrangebundenen Oberflichenproteinen angenommen (Tabelle
2). Der wachstumshemmende Effekt der anti-Klasse I Antikdrper war in verdiinnten Kulturen
nicht so ausgeprigt wie in dichteren Kulturen. Nach Intensivierung des Zellkontaktes mit Hilfe
bestrahlter und fixierter "Filler cells" konnte die Hemmung der DNA-Synthese durch anti-
Klasse II Antikorper in verdiinnten Theileria-infizierten T-Zellen verstirkt werden. Damit
wurde gezeigt, daB nicht sezernierte Faktoren, sondern andere bisher noch nicht identifizierte
Oberflichenmolekiile mit der Klasse II-vermittelten Inhibition kooperieren. Die Untersuchung
von zwei fiir die T-Zellproliferation und Adhision bedeutenden Oberflichenmolekiile CD45
und CD2 (Ledbetter et al., 1988; Kiener & Mittler, 1989; Schraven et al., 1990; Ohno et al.,
1991), ergab keinen modulierenden Einfluf auf den wachstumshemmenden Effekt der anti-
Klasse Il Antikorper. Die Beteiligung dieser Molekiile an Klasse II-vermittelten
Proliferationshemmung kann aus dem Ergebnis dieses Experimentes allerdings nicht
ausgeschlossen werden, da die Moglichkeit besteht, daB die Bindung der Antikdrper an
CD2/CD45-Molekiile nicht zu einem physiologischen Effekt gefiihrt hat. Das Austesten von
weiteren Antikorpern konnte interessante Informationen iiber die Rolle anderer
Oberflichenmolekiile, wie z.B. CD44, LFA-3, ICAM-1 oder ICAM-2 (Shimizu et al., 1989;
Ubersicht: Springer, 1990) an Klasse II-vermittelten Proliferationshemmung geben.

Intrazelluliires Calzium und Tyrosinkinasen spielen eine potentielle Rolle bei
der Klasse II vermittelten Wachstumshemmung

Ahnliche in vitro Studien mit Antikérpern, die gegen andere Oberflichenmolekiile der
Lymphozyten gerichtet waren, weisen auf die Bedeutung der Anderungen von intrazelluliren
Ionenkonzetration und Phosphorylierungen fiir die wachstumshemmenden Wirkung der
Antikorper hin (Kiener & Mittler, 1989; Beckwith et al., 1991).

Klasse II-vermittelte Signale resultieren in einer Mobilisierung von Calzium, Anderungen im
Tyrosinphosphorylierungsmuster (Lane et al., 1990; @dum, et al., 1991) und Aktivierung der
Serin/Threonin spezifischen Proteinkinase C (Mourad et al., 1990). Uber die Wirkungen dieser
Signale auf das Wachstum aktivierter T-Zellen war bisher nichts bekannt. Mourad et al. (1990)
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beschrieben eine verstirkte Aggregation der anti-Klasse II-behandelten T- und B-Zellen als eine
Folge der Aktivierung der Proteinkinase C. Dabei konnten sie zeigen, dal die Aggregation auf
eine Interaktion des durch die Proteinkinase C aktivierten Lymphozyten-Adhisionsmolekiils
LFA-1 ("lymphocyte function associated antigen-1") mit seinem Liganden beruht. Die
Konformationsidnderung des LFA-1 Molekiils wird durch die Phosphorylierung seiner -
Proteinkette durch Proteinkinase C und durch die Prisenz von Magnesium und Calzium im
Medium erméglicht (Ubersicht: Figdor, et al., 1990). Auch in anti-Klasse II-behandelten
Theileria-infizierten T-Zellen wurde eine verstirkte Aggregation, die durch den Proteinkinase
C-Inhibitor H7 und durch Wegfangen von bivalenten Kationen aus dem Medium mit Hilfe des
Chelatbildners EGTA gehemmt wurde, beobachtet (Abb. 13A). Die Klasse II-vemittelte
Inhibition der DNA-Synthese blieb allerdings unter diesen Bedingungen in diesen Zellen
erhalten (Abb. 13B). Das Ergebnis deutet darauf hin, daB die Hemmung iiber einen zweiten,
unterschiedlichen Signalweg ablduft, an dem PKC und extrazelluldre Ionen nicht beteiligt sind.

Anderungen von Tyrosinphosphorylierungen (Hsi et al., 1989; June, et al., 1990) und die
Mobilisieung von Calzium (Ubersicht: Gardner, 1989) sind in T-Zellen einer der ersten und
fundamentalsten Mechanismen bei der Umwandlung einer Vielzahl extrazelluldrer Signale in
intrazellulire Antworten. Ahnliche Ereignisse finden auch nach MHC-Klasse 1 Stimulierung
statt,

@dum et al. (1991) hat nach Zugabe von anti-Klasse II Antikérpern eine sehr schnelle
Mobilisierung von Calzium aus intrazelluliren Speichern und einen Anstieg an
Tyrosinphosphorylierungen in aktivierten T-Zellinien beobachtet. In der vorliegenden Arbeit
wurde mit Hilfe von verschiedenen Inhibitoren, die Tyrosinkinasen (Herbimycin A, Genistein;
June et al., 1990; Beckwith et al., 1991), Tyrosinphosphatasen (Natriumorthovanadat; Kiener
& Mittler, 1989; Beckwith et al., 1991) und Calzium-Kanile (Nifedipin; Lee & Tsien, 1983)
hemmen, die Bedeutung dieser Molekiile fiir die anti-Klasse II-vermittelte Wachstumshemmung
in T-Zellen untersucht. Die bei den Experimenten verwendeten Konzentrationen an Inhibitoren
fiihrten in den Kontrollzellen zur moderaten Inhibition der DNA-Synthese. Die 3H-Thymidin-
Inkorporation war aber immer so hoch, daB signifikante Unterschiede in den einzelnen
Ansitzen gut meBbar waren. Dabei konnte gezeigt werden, dafl die anti-Klasse II-vermittelte
Wachstumshemmung durch Anwendung von Herbimycin A teilweise und durch Anwendung
von Nifedipin vollstindig aufgehoben werden konnte (Abb. 14). Desweiteren verstérkte der
Tyrosinphosphatase-Inhibitor Natriumorthovanadat die Wachstumshemmung (Daten nicht
gezeigt). Diese Ergebnisse deuten auf die Beteiligung von einer oder mehreren Tyrosinkinasen
und von intrazellulirem Calzium an der anti-Klasse II-vermittelten Wachstumshemmung in T-
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Zellen hin. Durch Anwendung von Herbimycin A und Natriumorthovanadat haben Beckwith et
al. (1991) die Bedeutung von Tyrosinkinasen und Phosphatasen fiir die anti-IgM-induzierte
Wachstumshemmung in B-Zellen aufgezeigt.

Da Phosphorylierungen und Dephosphorylierungen an fast allen Signalketten beteiligt sind, ist
es schwierig aus einer Vielzahl von moglichen Proteinen die fiir die Hemmung der DNA-
Synthese verantwortlichen experimentell zu identifizieren.

Inwiefern haben aber unter in vivo Bedingungen diese wachstumshemmende Effekte der anti-
Klasse II Antikorper eine Bedeutung ? Normalerweise kann man in einem gesunden
Organismus keine anti-Klasse IT Antikorper detektieren. Es gibt allerdings einige Krankheiten
fiir deren Verlauf sie eine wichtige Rolle spielen konnten. Zum Beispel wurden im Blut von
Patienten mit Autoimmun-Erkrankungen Antikdrper nachgewiesen, die gegen MHC-Klasse 11
Antigene gerichtet sind (Okudaira, et al., 1982). Weiterhin existieren in Patienten, die mit dem
Retrovirus HIV-1 (Ausloser des erworbenen Immunschwiiche-Syndroms, AIDS) infiziert sind,
mit MHC-Klasse II Antigenen reagierende Antikirper (Golding et al., 1988). Die Entstehung
solcher anti-Klasse 1T Antikorper in AIDS-Patienten wird anscheinend durch die Ahnlichkeit der
Proteinsequenzen zwischen Klasse II Antigenen und einigen HIV-1-Peptiden gefordert
(Young, 1988; Vega et al., 1990). Die Tatsache, daB HIV-1-Peptide zusitzlich zur Induktion
der T-Zellaktivierung (Kornfeld et al., 1988) und somit auch zur verstirkten Expression von
MHC-Klasse II Antigenen fiihren, deutet auf eine Priddisposition dieser Zellen fiir die
wachstumshemmende Wirkung der anti-Klasse II Antikorper in AIDS-Patienten hin. Da AIDS
viele klinische und serologische Eigenschaften mit Autoimmun-Erkrangungen gemein hat (Kion
& Hoffmann, 1991), ist auch eine Beteiligung der hier beschriebenen Proliferationshemmung
von aktivierten T-Zellen am Verlauf dieser Krankheiten vorstelibar.

Wegen ihrer eingangs beschriebener Eigenschaften wie aktivierter (reversibler) Zustand und
kontinuierliche klonale Vermehrung bieten Theileria-infizierte T-Zellen ein einzigartiges Modell
zur Erforschung von Mechanismen der Transformation, Wachstumskontrolle und
immunologischen Phinomenen. Theileria-infizierte T-Zellen haben die Untersuchung eines
neuen Mechanismus der negativen Regulation der Proliferation von T-Zellen ermoglicht. Der
Klasse II-vermittelte wachstumshemmende Effekt konnte somit zum groBeren Verstindnis der
Mechanismen der Pathogenese von spontan entstehenden Autoimmun-Erkrankungen und viral
verursachten AIDS beitragen.
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