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I. Einleitung

1. Einleitung

Der Fas-Ligand (FasL, CD95L, Apo-1L, CD178, TNFSF6) kann durch Interaktion mit
seinem Rezeptor Fas Apoptose in Fas-exprimierenden Zellen induzieren und spielt
so als Todesfaktor eine zentrale Rolle bei der Induktion des programmierten
Zelltodes im Immunsystem. Der FasL ist an der Beendigung einer Immunantwort im
Rahmen des Aktivierungs-induzierten Zelltodes (AICD) und der negativen Selektion
von T-Zellen im Thymus beteiligt und stellt ein Effektormolekul zytotoxischer T-Zellen
und NK-Zellen dar. Darlber hinaus partizipiet er an der Etablierung
immunprivilegierter Gewebe und kann durch Expression auf der Oberflache von
Tumoren diese vor Angriffen Tumor-infiltrierender Lymphozyten schutzen. Da der
Todesrezeptor Fas abundant in verschiedenen Geweben exprimiert wird, muss die
Oberflachenexpression des FasL stringent reguliert werden. Fehlregulationen im
Fas/FasL-System haben demzufolge schwere Folgen fir die funktionelle Integritat
und die Aufrechterhaltung der zellularen Homoostase des Immunsystems. Bei der
Regulation der Oberflachenexpression des FasL spielt eine im zytoplasmatischen
Anteil des FasL lokalisierte Prolin-reiche Domane (PRD) eine entscheidende Rolle.
Diese Region erlaubt Interaktionen mit Proteinen, die ihrerseits Uber SH3- oder WW-
Domanen verfugen. In den vergangenen Jahren wurden in unserer und in anderen
Arbeitsgruppen verschiedene Proteine identifiziert, die mit der intrazellularen Prolin-
reichen Region des FasL interagieren. Die detaillierte Analyse dieser Proteine und
die funktionelle Charakterisierung der Interaktion mit dem FasL tragt dazu bei, nicht
nur die komplexen Prozesse im Zusammenhang mit der Regulation der FasL-
Oberflachenexpression besser zu verstehen, sondern auch die generelle Bedeutung
des Fas/FasL-Systems fur die Aufrechterhaltung der Immunzell-Homobostase.
Daruber hinaus ermdglicht die Kenntnis der Regulation der FasL-Expression und der
Prozessierung eine bessere Einschatzung der gerade in der Entwicklung

befindlichen Fas/FasL-basierten Therapiekonzepte.




I. Einleitung

1.1 Struktur des Fas-Liganden

Strukturell ist der Fas-Ligand ein Typ-2-Transmembranprotein der TNF-Familie, das
im Menschen aus 281 Aminosauren (278 AS in der Maus) besteht (Abb. 1.1) (Suda

et al., 1993). Die Primarstruktur des FasL ist innerhalb verschiedener Spezies stark

konserviert.
intrazellulz‘ire Domﬁne extrazellulare Domane
a 184 250 260 O
4 @
N . I I SA THD - C
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Abb. 1.1: Aufbau des Fas-Liganden. Der N-terminale zytoplasmatische Abschnitt (AS 1-81) enthalt
ein Casein-Kinase-1-Substrat-Motiv (CK1-S, AS 17-21) und eine Prolin-reiche Domane (PRD, AS 37-
70). Die Transmembranregion erstreckt sich Uber die Aminosduren 81-102. Innerhalb des
extrazelluldren Abschnitts gibt es mehrere Bereiche, die Spaltstellen fur Matrix-Metalloproteasen (MP-
S) darstellen kénnten. (AS 109-115 (ELAELR), S126/127L, K129/130Q). Diese Spaltstellen befinden
sich C-terminal der fiir die Trimerisierung benétigten Region (SA, Selbstaggregation, self-assembly).
Eine I6sliche Form des FasL (sFaslL) ist somit theoretisch zur Bildung funktioneller Trimere fahig. Die
C-terminale TNF-Homologie-Domane (THD) enthalt einige putative N-Glykosylierungsstellen (AS 184,
250, 260). Die Rezeptorbindungsstelle (RB) befindet sich am C-Terminus. (Abb. nach (Janssen et al.,
2003),verandert)

Entsprechend weisen humaner und muriner FasL eine Sequenzidentitat von 76,9%
auf und sind funktionell redundant (Nagata, 1997). Der N-terminale zytoplasmatische
Anteil (AS 1-81) enthalt ein Casein-Kinase 1-Substrat-Motiv (CK-1S) und eine Prolin-
reiche Region (PRD, proline rich domain), welche ein Interaktionsmotiv flr Proteine
mit SH3- und WW-Domanen darstellt (Wenzel et al., 2001; Ghadimi et al., 2002;
Janssen et al.,, 2003). Die Transmembranregion (TM) erstreckt sich Uber die
Aminosauren 81 bis 102. Innerhalb des extrazellularen Bereichs befinden sich
mehrere potentielle Spaltstellen fur Matrix-Metalloproteasen (MP-S, AS 109-115,
S126/127L, K129/130Q). C-terminal davon liegt eine Region, die fur die

Selbstaggregation und Trimerisierung (SA) des Fas-Liganden essentiell ist. Weiterhin




I. Einleitung

enthalt der extrazellulare Teil eine TNF-Homologie-Domane (THD). Die

Rezeptorbindungsstelle (RB) bildet das C-terminale Ende des Molekuls.

1.2 Induktion der Apoptose durch den Fas-Liganden

Die Hauptfunktion des Fas-Liganden besteht in der Induktion von Apoptose durch
Ligation seines Rezeptors Fas. Im Gegensatz zur Nekrose wird bei der Apoptose,
dem programmierten Zelltod, das Auslosen einer EntzUndungsreaktion dadurch
vermieden, dass die sterbenden Zellen in kleine membranumschlossene Vesikel
zerfallen. So werden zu keiner Zeit Zellinhaltsstoffe in die Umgebung entlassen.
Diese apoptotischen Korperchen, die auch die Zellorganellen und Teile des Zellkerns
enthalten, werden von benachbarten Zellen und Makrophagen durch Phagozytose
internalisiert und beseitigt.

Der Apoptose liegt ein endogenes, aktivierbares Programm zugrunde. Sie stellt bei
vielzelligen Organismen die physiologische Art des Zelltodes dar und spielt eine
malfgebliche Rolle bei so verschiedenartigen Prozessen wie der embryonalen
Morphogenese, der Ruckbildung larvaler Organe wahrend der Metamorphose von
Amphibien, der Eliminierung von Virus-infizierten Zellen und Tumorzellen, der
Beendigung von Immunantworten durch Aktivierungs-induzierten Zelltod und der
klonalen Deletion autoreaktiver Thymozyten. Morphologisch zeichnet sich die
Apoptose durch eine Kondensation des Zytoplasmas und des Zellkerns aus. Die
Morphologie der Organellen bleibt zundchst erhalten; sie verlieren erst spat ihre
Integritat. Des Weiteren bilden sich Ausstulpungen der Plasmamembran, die sich als
apoptotische Koérperchen abschniren kénnen (,blebbing“). Endonukleasen werden
aktiviert, welche die genomische DNA zwischen den Nukleosomen schneiden und
damit DNA-Fragmente mit Vielfachen von etwa 200 Basenpaaren erzeugen. Eine
Fehlregulation der Apoptose ist mit der Pathogenese vieler Erkrankungen assoziiert.
So kann eine verminderte oder fehlende Apoptose zu Autoimmun- oder
Tumorerkrankungen fuhren.

Das Apoptose-Programm kann Uber intrinsische oder extrinsische Signalwege
ausgefuhrt werden (Abb. 1.2) (Hengartner, 2000). Beim intrinsischen Signalweg wird

in Mitochondrien die Freisetzung von Cytochrom c induziert.
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Abb. 1.2: Signaltransduktion der Apoptose liber das Fas/FasL-System. Die Bindung des
trimerisierten FasL (CD95L) an Fas (CD95) resultiert in der Ausbildung des Todes-induzierenden
Signalkomplexes (,death-inducing signaling complex®, DISC) und der Aktivierung der Procaspase-8.
Das Protein c-FLIP kann die Aktivierung der Caspase-8 inhibieren. In ,Typ-1-Zellen“ prozessiert und
aktiviert Caspase-8 direkt Caspase-3, welche ihrerseits weitere zelluldre Substrate spaltet. In ,Typ-2-
Zellen® spaltet die Caspase-8 Bid. Das Spaltprodukt tBid transloziert zu den Mitochondrien und
induziert unter Beteiligung von Bax oder Bak die Freisetzung von Cytochrom c. Cytochrom c bildet mit
Apaf-1 und der Procaspase-9 das ,Apoptosom®, wodurch Caspase-9 aktiviert wird und die
Procaspase-3 prozessieren und aktivieren kann. Aus Mitochondrien freigesetztes Smac/DIABLO kann
anti-apoptotische IAPs (,inhibitor of apoptosis proteins®) inhibieren. Die anti-apoptotischen Proteine
Bcl-2 und Bcl-x, kénnen die Freisetzung der mitochondrialen Faktoren hemmen. (Abb. nach
(Hengartner, 2000),verandert)

Apoptotische Substrate

Dies resultiert primar in der Bildung des Apoptosoms aus dem Adapterprotein Apaf-
1, Cytochrom c und Caspase-9 (Li et al., 1997; Salvesen und Renatus, 2002). Dabei
wird die Caspase-9 aktiviert, welche wiederum die Effektor-Caspase-3 aktivieren

kann.
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Diese terminale Caspase kann zahlreiche zellulare Substrate spalten und vermittelt
letztendlich die Apoptose (Li et al., 1997).

Auch andere mitochondriale Proteine werden nach einem Apoptose-induzierenden
Stimulus von Mitochondrien freigesetzt. AIF (apoptosis-inducing factor) induziert
nach Aktivierung die Kondensation und Spaltung nuklearer DNA (Susin et al., 1999).
Smac/DIABLO hebt die Blockierung von Caspasen durch IAPs (inhibitors of
apoptosis proteins) auf und erlaubt so die Aktivierung von Effektor-Caspasen (Du et
al., 2000; Verhagen et al., 2000).

Die mitochondrial vermittelte apoptotische Aktivitat kann durch Expression von anti-
apoptotisch wirkenden Mitgliedern der Bcl-2-Familie inhibiert werden, vermutlich
durch eine Blockierung der Freisetzung pro-apoptotischer Faktoren aus den
Mitochondrien (Green und Reed, 1998).

Der extrinsische Signalweg wird von Todesrezeptoren wie TNF-R1, TRAIL-
Rezeptoren oder Fas initiiert (Peter et al., 1999). Die Stimulation des Rezeptors Fas
fuhrt zur Rekrutierung des Adapterproteins FADD (Fas-associated death domain
protein) an dessen zytoplasmatische Todes-Domane (death domain, DD). FADD
rekrutiert Caspase-8 und es entsteht der Todes-induzierende Signalkomplex (death-
inducing signaling complex, DISC), in dem die Caspase-8 autokatalytisch aktiviert
wird. Aktivierte Caspase-8 aktiviert ihrerseits direkt die terminale Effektor-Caspase-3,
aber auch andere Caspasen, wie Caspase-6 und Caspase-7, welche in einer Signal-
verstarkenden Ruckkopplung wiederum Caspase-8 aktivieren (Medema et al., 1997;
Kischkel et al., 1995). Das Protein c-FLIP kann den programmierten Zelltod auf
Ebene des DISC inhibieren, indem es durch die strukturelle Ahnlichkeit mit der
Caspase-8 mit der Aktivierung dieser Initiator-Caspase interferiert (Scaffidi et al.,
1999; Irmler et al., 1997).

Unter bestimmten Voraussetzungen bedarf jedoch auch der extrinsische Signalweg
der durch Beteiligung der Mitochondrien vermittelten Amplifikation des Todes-
Signals. Entsprechend der Mitwirkung der Mitochondrien wird deshalb bei der Fas-
vermittelten Apoptose zwischen ,Typ-1-“ und ,Typ-2-Zellen“ unterschieden (Scaffidi
et al., 1998). In ,Typ-1-Zellen“ ist die Induktion der Apoptose durch die Aktivierung
groler Mengen Caspase-8 am DISC gekennzeichnet, die zu einer raschen Spaltung
und Aktivierung von Caspase-3 fuhrt (Scaffidi et al., 1998). Da in diesen Zellen die
Apoptose ohne mitochondriale Beteiligung verlauft, kann die Expression anti-

apoptotischer Proteine wie Bcl-2 oder Bcl-x. diese nicht verhindern, obgleich sie die
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Freisetzung mitochondrialer Faktoren inhibieren. Im Gegensatz dazu generieren
,1yp-2-Zellen® nur geringe Mengen aktiver Caspase-8 am DISC und der
fortschreitende Verlauf der Apoptose bedarf daher einer Amplifikation des CD95-
Signals durch Beteiligung der Mitochondrien. Die Aktivierung der Mitochondrien wird
durch das pro-apoptotische Bcl-2-Familienmitglied Bid vermittelt (Li et al., 1998a; Luo
et al., 1998). Bid ist ein Substrat der Caspase-8, wobei die geringe Menge an aktiver
Caspase-8 in ,Typ-2-Zellen® zur Spaltung von Bid ausreicht, nicht aber fur eine
effektive Aktivierung der Caspase-3. Das verkurzte Spaltprodukt tBid (truncated Bid)
transloziert zu den Mitochondrien und vermittelt dort unter Beteiligung anderer pro-
apoptotischer Bcl-2-Familienmitglieder wie Bax oder Bak die Freisetzung der
mitochondrialen Effektoren und damit die Verstarkung des apoptotischen Signals
(Zhai et al., 2000; Gross et al., 1999). Aufgrund der Beteiligung der Mitochondrien in
»1yp-2-Zellen“ flhrt die Expression von Bcl-2/Bcl-X. zu einer partiellen Resistenz

gegentber CD95-vermittelter Apoptose (Scaffidi et al., 1998).

1.3 Expression des Fas-Liganden

Wahrend Fas in verschiedenen Zelltypen und Geweben konstitutiv oder induzierbar
exprimiert wird (Nagata und Golstein, 1995), ist die Expression seines Liganden auf
wenige Zelltypen beschrankt. In verschiedenen T-Zell-Subpopulationen wird der Fas-
Ligand unterschiedlich exprimiert. In CD4" TH1-Zellen lasst sich die
Oberflachenexpression des FasL durch Stimulation des T-Zell-Rezeptors mit
Antigen, anti-TCR/CD3-Antikorpern, mitogenen Lektinen, bakteriellen
Superantigenen und anderen Stimuli wie Phorbolestern und Kalziumionophor
induzieren. In CD8" T-Zellen ist die derart initiierte Expression des FasL starker
(Janssen et al., 2000a; Suda et al., 1995). CD4" TH2-Zellen zeigen nach
entsprechender Stimulation des T-Zell-Rezeptors keine oder eine nur sehr schwache
Expression des Fas-Liganden (Janssen et al., 2000b; Oberg et al., 1997a). Der Fas-
Ligand wird auch in unstimulierten NK-Zellen exprimiert. Durch CD16-Stimulation
oder Zytokine wie IL-2 oder IL-12 kann seine Expression in diesen Zellen erhoht
werden (Bossi und Griffiths, 1999; Eischen et al., 1996; Medvedev et al., 1997). In
zytotoxischen T- und NK-Zellen wird der FasL intrazellular in sogenannten

sekretorischen Lysosomen (s.u.) gespeichert (Bossi und Griffiths, 1999; Blott et al.,
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2001). Auch in Monozyten ist der FasL intrazellular nachweisbar. Aus diesen Zellen
kann er durch Stimulation mit Immunkomplexen, PHA oder Superantigen freigesetzt
werden (Kiener et al., 1997). In Zellen einiger immunprivilegierter Gewebe, wie dem
Auge (Griffith et al., 1995) und den Testis (Green und Ferguson, 2001) aber auch in
einigen Tumoren (Hahne et al., 1996) wird der FasL konstitutiv auf der Zelloberflache
exprimiert. Die genauen molekularen Grundlagen dieser differentiellen Expression
sind derzeit noch ungeklart.

1.4 Funktionelle Rolle des Fas-Liganden im Immunsystem

Der FasL spielt als Todesfaktor eine zentrale Rolle bei der Induktion des
programmierten Zelltodes im Immunsystem. Er tragt zur Zytotoxizitat zytotoxischer T-
Zellen und NK-Zellen bei, vermittelt den Aktivierungs-induzierten Zelltod von T-
Lymphozyten und spielt eine wichtige Rolle bei dem Uberleben von Tumorzellen und

der Etablierung immunprivilegierter Gewebe.

1.4.1 Zytotoxizitat von T- und NK-Zellen

Innerhalb des Immunsystems sind zytotoxische T- und NK-Zellen die wichtigsten
Trager der zellvermittelten Zytotoxizitat. Reife, immunkompetente T-Zellen verlassen
den Thymus und zirkulieren durch die peripheren lymphatischen Organe, wo sie das
T-Zell-Repertoire der Peripherie bilden. Sobald ihnen dort von Antigen-
prasentierenden Zellen (APZ) in geeignetem MHC-Kontext das Antigen prasentiert
wird, fir das der Rezeptor der betreffenden T-Zelle spezifisch ist, wird die Zelle
aktiviert, klonal expandiert und differenziert letztendlich zu T-Effektorzellen. Im Falle
zytotoxischer T-Zellen geht diese Differenzierung einher mit der Synthese der
erwahnten zytotoxischen Granula (sekretorische Lysosomen) und ihrer enthaltenen
Proteine. In NK-Zellen werden diese Granula bereits wahrend der Reifung der Zellen
gebildet. Erkennt eine zytotoxische Zelle eine Zielzelle, werden die zytotoxischen
Granula zum Ort des Zell-Zell-Kontakts transportiert, wo sie mit der Plasmamembran
fusionieren und ihre zytotoxischen Effektorproteine in die sich bildende

immunologische Synapse entlassen. Das Zusammenwirken der Serin-Protease
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Granzym B und des porenbildenden Proteins Perforin leitet selektiv die Eliminierung
der Zielzelle durch Induktion von Apoptose ein (Russell und Ley, 2002).

Der Fas-Ligand stellt neben den klassischen Komponenten der zellvermittelten
Zytotoxizitat (Granzym B und Perforin) einen Teil der Effektormaschinerie von T- und
NK-Zellen dar (Abb. 1.3)(Rouvier et al., 1993). Naive T-Zellen (CD45RA")
exprimieren nur geringe Mengen an FasL. Im Vergleich dazu ist die Expression in
aktivierten T-Zellen (CD45RO") deutlich erhoht (Barry und Bleackley, 2002). Der
Granzym B/Perforin-vermittelte und der FasL-vermittelte Weg der Zielzelllyse
scheinen sich dabei funktionell zu erganzen, wobei in Abhangigkeit vom jeweiligen
physiologischen Kontext im Hinblick auf die Fas-Expression und die Sensitivitat der
Zielzelle gegenuber Fas/FasL-induzierter Apoptose jeweils der eine oder der andere
Weg dominiert (Brunner et al., 2003). So exprimieren Hepatozyten den Fas-Rezeptor
auf ihrer Oberflache und sind sensitiv gegenluber Fas/FasL-vermittelter Apoptose
(Ogasawara et al., 1993). Entsprechend wird die Schadigung dieser Zellen im
Rahmen von Hepatitis C- oder Hepatitis B-Infektionen im Wesentlichen durch das
Fas/FasL-System vermittelt, wahrend Perforin eine nur untergeordnete Rolle spielt
(Kondo et al., 1997). Auf der anderen Seite kdnnen Zellen gegenuber Fas-induzierter
Apoptose resistent sein. Herzmuskelzellen oder Zellen der Skelettmuskulatur
exprimieren im Gegensatz zu Zellen der Leber das anti-apoptotische Protein c-FLIP
(Rasper et al., 1998). DarUber hinaus koénnen Zielzellen nach Infektion mit
bestimmten Viren das Virus-kodierte Protein v-FLIP exprimieren, welches ebenfalls
zur Resistenz gegenlber Fas/FasL-vermittelter Apoptose beitragt (Thome et al.,
1997). Entsprechend werden verschiedene zytotoxische Effektormechanismen
bendtigt, um ein breites Spektrum unterschiedlicher Zielzellen in verschiedenen

(patho)physiologischen Situationen eliminieren zu kénnen.

1.4.2 Aktivierungs-induzierter Zelltod von T-Lymphozyten

Wahrend die Aktivierung naiver T-Zellen zur klonalen Expansion und Differenzierung
fuhrt, wird in zuvor aktivierten T-Zellen durch erneute Stimulation Aktivierungs-
induzierter Zelltod (activation-induced cell death, AICD) induziert (Shi et al., 1990;
Dhein et al., 1995). Durch AICD werden vermutlich reaktive T-Zellen eliminiert und so

die Immunantwort beendet. Die Auslésung der Apoptose erfolgt dabei erst einige Zeit
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nach Beginn der primaren Aktivierung; frisch isolierte T-Zellen sind gegentiber AICD
und Fas/FasL-induzierter Apoptose resistent (Green et al., 1992). Die spater
auftretende Sensitivitat gegenuber AICD korreliert mit der zunehmenden Expression
von Fas und FasL sowie mit der Abnahme des anti-apoptotischen Proteins c-FLIP
innerhalb der ersten drei Tage nach antigener Stimulation (Janssen et al., 2000a;
Refaeli et al., 1998). CD4" TH2-Zellen zeigen keine oder eine eingeschrankte FasL-
Expression, was zum Teil die in vitro beobachtete Resistenz entsprechender T-
Zellklone gegenuber AICD erklart (Oberg et al., 1997a; Janssen et al., 2000Db;
Ramsdell et al., 1994a). Aber auch weitere Mechanismen scheinen an der
Insensitivitat der TH2-Zellen gegenluber Fas/FasL-vermittelter Apoptose beteiligt zu
sein, wie z.B. die PI-3-Kinase-vermittelte Modulation der Fas-assoziierten Caspase-
Aktivitat (Varadhachary et al., 1997; Varadhachary et al., 1999; Varadhachary et al.,
2001) oder die madgliche Inhibition der Fas-Signaltransduktion durch die Fas-
assoziierte Phosphatase 1 (Zhang et al., 1997). Die Sensitivitdt der T-Lymphozyten
gegenuber Fas/FasL-induzierter Apoptose betreffend konnen drei Phasen
unterschieden werden. Auf die klonale Expansions- und Effektor-Phase, in denen die
IL-2-abhangige Proliferation und die Beseitigung des Pathogens stattfinden, folgt die
Deletionsphase, welche sich durch eine Sensitivitdt der Zellen gegenuber AICD
auszeichnet. Nur wenige Zellen bleiben dauerhaft resistent gegenuber dem AICD
und differenzieren zu Gedachtniszellen.

Neben dieser peripheren Deletion reaktiver Lymphozyten wird auch eine maogliche
Beteiligung des Fas-Liganden als Effektormolekil an der negativen Selektion von
Fas-positiven Thymozyten wahrend der T-Zell-Reifung diskutiert (Kishimoto et al.,
1998).

1.4.3 Etablierung immun-privilegierter Gewebe und Tumor-Counter-Attack

Immunologisch privilegierte Regionen sind Korperbereiche, in denen allogene
Gewebetransplantate keine Abstol3ungsreaktion verursachen und immunologische
Entzindungsreaktionen stark reduziert sind. Zu den immunprivilegierten Geweben
gehoren das Gehirn, das Auge, die Testis und der Uterus (Fetus). Die Etablierung
des Immunprivilegs beruht zum einen auf physikalischen Barrieren, die der

Wanderung von Zellen und Antigenen entgegenstehen, zum anderen auf dem
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Vorhandensein |oslicher und membranstandiger Faktoren, die das Immungeschehen
lokal beeinflussen konnen (Niederkorn, 2006). Die konstitutive Expression des Fas-
Liganden auf der Oberflache von Zellen immunprivilegierter Gewebe kann so die
lokale Immunantwort durch die Eliminierung infiltrierender Fas-positiver Lymphozyten
minimieren. In Zellen des Auges wird der FasL konstitutiv auf der Zellmembran
exprimiert. Die Fas/FasL-vermittelte Apoptose in einwandernden Lymphozyten tragt
zur Etablierung des Immunprivilegs des Auges bei (Griffith et al., 1995). Auch fur
Zellen anderer immunprivilegierter Gewebe wie den Hoden, dem Uterus und der
Plazenta ist eine konstitutive Oberflachenexpression des FasL beschrieben worden
(Bellgrau et al., 1995; Hunt et al., 1997).

Einige Tumoren konnen sich eine eigene immunprivilegierte Mikroumgebung
schaffen. Die konstitutive Expression des membranstandigen FasL auf Tumorzellen
oder die Sekretion von léslichem FasL oder membranstandigem FasL als
Komponente exozytierter Mikrovesikel durch Tumorzellen, kann diese vor Angriffen
Fas-positiver Tumor-infiltrierender T-Lymphozyten schutzen (O'connell et al., 1996;
Andreola et al., 2002).

1.4.4 Der Fas-Ligand als kostimulatorisches/akzessorisches Protein

Einige Mitglieder der TNF-Liganden-Familie sind in der Lage, ihrerseits Signale in die
Liganden-exprimierende Zelle zu transduzieren. Beispielsweise induziert die
Stimulation von membranstandigem TNF-o. mit anti-TNF-a-Antikérpern bzw. durch
Inkubation mit TNF-R1 exprimierenden Zellen Ca?*-Mobilisierung (Watts et al., 1999),
eine vermehrte IL-2- und IFN-y-Sekretion (Higuchi et al., 1997) und die Expression
von E-Selectin (CD62E) auf aktivierten CD4" T-Lymphozyten (Harashima et al.,
2001).

Unter Annahme einer derartigen reversen Signaltransduktion werden dem FasL auch
akzessorische oder kostimulatorische Funktionen im Zusammenhang mit der T-
Zellaktivierung zugesprochen. Nach zum Teil widersprichlichen Befunden soll
Ligation des FasL die Proliferation muriner CD4" T-Zellen hemmen (Desbarats et al.,
1998). Im Gegensatz dazu wurde berichtet, dass FasL-Bindung die Proliferation
muriner CD8" T-Lymphozyten in vitro (Suzuki und Fink, 1998) und in vivo (Suzuki et

al., 2000) positiv moduliert. Die kostimulatorische Wirkung des FasL wird dabei
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offensichtlich von seiner Prolin-reichen Doméane vermittelt und beruht nach aktuellen
Befunden auf einer erhdhten Phosphorylierung von Akt, Erk1/2, Jnk und dem FasL
selbst, sowie einer Aktivierung der Transkriptionsfaktoren NFAT und AP-1 (Sun et
al.,, 2006). Im Kontext dieser mdglichen reversen Signaltransduktion wird eine
Beteiligung des FasL als akzessorisches Molekul bei der positiven Selektion von
Thymozyten diskutiert (Boursalian und Fink, 2003).

1.4.5 Bedeutung des Fas-Liganden fiir bestimmte Krankheitsbilder

In Anbetracht der vielfaltigen Funktionen des Fas/FasL-Systems innerhalb des
Immunsystems aulRern sich Defekte des Rezeptors Fas oder seines Liganden in
schweren systemischen Stérungen.

Die naturliche Maus-Mutante gld (generalized lymphoproliferative disease) weist eine
einzelne Punktmutation im Gen des FasL auf, die einen Aminosaureaustausch im
extrazellularen Bereich des FasL verursacht (Phe273/Leu273). Der mutierte Ligand
ist deshalb nicht mehr in der Lage mit Fas zu interagieren und Apoptose zu
induzieren (Takahashi et al., 1994; Nagata und Suda, 1995; Ramsdell et al., 1994b).
Eine weitere naturliche Maus-Mutante weist einen Defekt im Fas-Rezeptor auf.
Dieser Gendefekt in Ipr- (lymphoproliferative disease) Mausen beruht auf der
Rekombination eines Retrotransposons in das Intron 2 des Fas-Gens, was zu einem
veranderten Gentranskript mit verringerter Stabilitat fihrt. Dies hat eine verminderte
Expression des Fas-Rezeptors und damit auch eine verminderte Apoptose in T-
Zellen dieser Mause zur Folge (Watanabe-Fukunaga et al., 1992; Nagata und Suda,
1995). Die Defekte im Fas/FasL-System in diesen Tieren resultieren phanotypisch in
einer massiven Akkumulation von Lymphozyten, Splenomegalie, Lymphadenopathie
und Autoimmunerscheinungen. Der Phanotyp der FaslL-Knock-out-Maus entspricht
dem der gld-Mause, ist aber in seiner Auspragung deutlich starker und weist damit
auf weitere regulatorische Funktionen des FasL neben der Rezeptor-induzierten
Apoptose hin (Nagata und Suda, 1995).

Im Menschen resultieren Defekte im Fas/FasL-System in speziellen Formen des
Autoimmunen Lymphoproliferativen Syndroms (ALPS). Ahnlich dem Phanotyp von
gld/lpr-Mausen wird in ALPS-Patienten eine VergroRerung der Milz und

Lymphadenopathie, die Produktion von Autoantikdrpern sowie eine Akkumulation
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von CD4” CD8" doppelt negativen T-Lymphozyten beobachtet. Die Klassifizierung des
ALPS beruht auf der Analyse der Sensitivitat der Lymphozyten gegenuber Fas/FasL-
induzierter Apoptose in vitro. So bezeichnet ALPS 0 einen Expressionsdefekt von
Fas, wahrend funktionelle Defekte des Fas-Rezeptors ALPS 1 definieren. Defekte
von Proteinen, die an der Signaltransduktion des Fas-Rezeptors beteiligt sind
verursachen ALPS 2. Mutationen im FasL definieren ALPS 1b (Rieux-Laucat et al.,
2003). Ein ahnliches Krankheitsbild kennzeichnet SLE-Patienten (Systemischer
lupus erythematosus). In einem von 75 SLE-Patienten wurde eine Deletion im Exon
4 des FasL-Gens gefunden (Wu et al., 1996). Verglichen mit Fas sind Mutationen im
FasL-Gen extrem selten, ein weiterer Hinweis auf die kritische Bedeutung des FasL
fur die Aufrechterhaltung der organismischen Integritat. In Hashimoto-Thyroiditis-
Patienten exprimieren die Thyrozyten neben funktionellem FasL auch Fas auf ihrer
Oberflache, was den apoptotischen Zelltod dieser Zellen zur Folge hat und damit zur
Zerstorung der Schilddrise flhrt (Giordano et al., 1997).

1.5 Regulation der Expression des Fas-Liganden

In Anbetracht seiner vielfaltigen Funktionen innerhalb des Immunsystems muss die
Expression des FasL stringent reguliert werden. Neben der Regulation der
Transkription des FasL sind dabei unterschiedliche posttranskriptionelle Prozesse an

der Modulation der FasL-Oberflachenexpression beteiligt.

1.5.1 Regulation der Transkription des Fas-Liganden

In T-Zellen induziert die Stimulation des TZR/CD3-Komplexes durch MHC/Antigen
die Transkription und Expression des Fas-Liganden mit einer frihen Beteiligung von
Src-Kinasen (Dhein et al., 1995). Entsprechend blockiert eine Inhibition der Src-
Kinasen die FasL-Expression in AICD-sensitiven Zellen (Oberg et al., 1997a). Die T-
Zell-Rezeptor-vermittelte  FasL-Expression kann durch akzessorische oder
kostimulatorische Signale moduliert werden. So interferiert in einigen T-Zellklonen
die Ligation des CD4-Korezeptors mit der regularen Komposition des T-Zell-

Rezeptor-assoziierten Signalkomplexes (Oberg et al., 1997b; Sanzenbacher et al.,
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1999). Die Expression des FasL wird von Vvielen unterschiedlichen
Transkriptionsfaktoren beeinflusst. NF-AT (Latinis et al., 1997; Li-Weber et al., 1999),
NF-«xB (Kasibhatla et al., 1999), c-myc (Brunner et al., 2000), IRF-1 (Chow et al.,
2000) und Egr-3 (Rengarajan et al., 2000) sind an der Induktion der FasL-Expression
nach T-Zellaktivierung z.B. im Rahmen des AICD beteiligt. In TH1- und TH2-Zellen
zeigen Egr-Faktoren unterschiedliche Bindungsaktivitaten zu den entsprechenden
Bindestellen innerhalb des FasL-Promotors, was zum Teil die unterschiedliche FasL-
Expression und AICD-Sensitivitat dieser Subtypen erklart (Dzialo-Hatton et al.,
2001). In CD4°CD8 doppelt-negativen Thymozyten sind ebenfalls Egr-Faktoren
malfdgeblich an der Kontrolle der FasL-Genexpression beteiligt (Mittelstadt und
Ashwell, 1999). Transkriptionsfaktoren der Forkhead-Familie spielen eine Rolle bei
der Induktion der FasL-Expression nach Entzug von Wachstumsfaktoren (Brunet et
al., 1999), wahrend der AP-1-Komplex an der Stress-induzierten FasL-Expression
beteiligt ist (Faris et al., 1998). Die Expression ist also durch eine Vielzahl cis-
agierender Promotorelemente kontrolliert, welche eine spezifisch auf den jeweiligen

Stimulus abgestimmte Genaktivitat ermoglichen.

1.5.2 Speicherung des Fas-Liganden in sekretorischen Lysosomen

In T- und NK-Zellen wird der Fas-Ligand in sogenannten sekretorischen Lysosomen
gespeichert (Abb. 1.3) (Bossi und Griffiths, 1999). Sekretorische Lysosomen sind
hochspezialisierte bifunktionelle Organellen, die sowohl als sekretorisches als auch
als degradatives Kompartiment dienen. Sie entsprechen konventionellen Lysosomen
insofern, als dass sie einen niedrigen pH-Wert aufweisen und Uber die lysosomale
Maschinerie des Proteinabbaus verfugen. Daruber hinaus dienen diese Organellen
der Speicherung sekretorischer Proteine und ermdglichen die regulierte Exozytose
der in ihnen enthaltenen Mediatoren. Die meisten Zellen, die Uber sekretorische
Lysosomen verfugen, sind hamatopoetischen Ursprungs, wobei Melanozyten eine
wichtige Ausnahme darstellen (Blott und Griffiths, 2002). Die sekretorischen
Lysosomen von T- und NK-Zellen sind von einer externen Membran umgeben und
weisen interne membranassoziierte Vesikel sowie Bereiche dicht gepackter Proteine

(dense cores) auf (Peters et al., 1991).
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Abb. 1.3: Sekretorische Lysosomen zytotoxischer Lymphozyten. Nach Erkennen einer Zielzelle
werden die sekretorischen Lysosomen zum Ort des Zell-Zell-Kontakts transportiert, wo sie mit der
Plasmamembran fusionieren. Die gemeinsame Speicherung und regulierte Freisetzung der
verschiedenen exekutiven (Granzym B, Perforin, Fasl), akzessorischen (Serglycin) und
regulatorischen (CD63, CTLA-4) Komponenten der zellvermittelten Zytotoxizitat erlaubt deren lokale,
konzertierte Aktion (Abb. nach (Lettau et al., 2007)), verandert).

Neben Proteinen, die charakteristisch fir konventionelle Lysosomen sind, wie
lysosomalen Hydrolasen und lysosomalen Membranproteinen (LAMPSs), enthalten
die sekretorischen Lysosomen zytotoxischer Zellen Proteine, die an der Zielzelllyse
beteiligt sind wie Granzym B, Perforin und den FasL (Peters et al., 1991; Bossi und
Griffiths, 1999). Weitere Faktoren wie das Proteoglykan Serglycin sind an der
Speicherung der Granulakomponenten beteiligt, dienen aber auch als akzessorische
Elemente bei der gerichteten Exozytose der Effektoren (Raja et al., 2005; Galvin et
al., 1999). Die regulatorischen Proteine CTLA-4 und CD63 werden ebenfalls in
sekretorischen Lysosomen gespeichert und koénnen die Effektorfunktion
zytotoxischer Zellen modulieren (van der Merwe et al., 1997; lida et al.,, 2000;
Metzelaar et al., 1991; Pfistershammer et al.,, 2004). Bei Erkennen einer Zielzelle
werden die sekretorischen Lysosomen zum Ort des Zell-Zell-Kontakts transportiert,

wo sie mit der Plasmamembran fusionieren. Dabei werden die 10slichen Effektoren in
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die zytotoxische immunologische Synapse entlassen. Gleichzeitig werden
Membranproteine sekretorischer Lysosomen lokal im Bereich der Synapse auf der
Zelloberflache exprimiert. Demzufolge ermoglichen diese Organellen die sichere
Speicherung, die regulierte Exozytose und die lokal begrenzte Wirkung der
verschiedenen exekutiven, akzessorischen und regulatorischen Komponenten der
zellvermittelten Zytotoxizitat (Lettau et al., 2007). In T- und NK-Zellen stellt der FasL
eine Membrankomponente sekretorischer Lysosomen dar. Im Gegensatz zu anderen
Proteinen, die aufgrund ihrer Di-Leucin- oder Tyrosin-basierten Motive zu
lysosomalen Kompartimenten dirigiert werden (Letourneur und Klausner, 1992;
Trowbridge et al., 1993), wird die Sortierung des FasL zu sekretorischen Lysosomen
durch die Prolin-reiche Domane vermittelt (Blott et al., 2001). Der FasL kann auch als
Membrankomponente von Mikrovesikeln freigesetzt werden, welche einen
Durchmesser von etwa 100-200 nm haben (Martinez-Lorenzo et al., 1999). Da die
sekretorischen Lysosomen in T-Zellen Charakteristika multivesikularer Korperchen
haben, fuhren Degranulationsprozesse vermutlich auch zur Freisetzung solcher

Exosomen.

1.5.3 Prozessierung des Fas-Liganden durch Metalloproteasen

In verschiedenen Zelltypen kénnen Matrix-Metalloproteasen durch Spaltung des
FasL an einer extrazellularen Spaltstelle die Freisetzung einer I6slichen Form des
FasL (sFasL) induzieren und gleichzeitig die Oberflachenexpression des
membranstandigen FasL reduzieren (Ethell et al., 2002; Kayagaki et al., 1995;
Tanaka et al., 1998). Eine Spaltstelle flir Metalloproteasen wurde im humanen FasL
im Bereich Ser126/Leu127 beschrieben, wahrend er im murinen System zwischen
Lys129/GIn130 gespalten werden soll (Schneider et al., 1998). Die bei der
Prozessierung entstehende 16sliche Form des FasL vermittelt in Abhangigkeit vom
lokalen Mikromilieu sowohl pro- als auch anti-apoptotische Effekte (Chen et al., 1998;
Schneider et al.,, 1998). Die Spaltung erfolgt dabei N-terminal der fiur die
Trimerisierung des FasL verantwortlichen Region, so dass auch der I6sliche FasL in
der Lage ist, funktionelle Trimere zu bilden. Der Serumspiegel des sFasL scheint mit

dem Verlauf diverser Erkrankungen zu korrelieren, wie z.B. der asymptomatischen
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Phase der HIV-Infektion, rheumatoider Arthritis und einer Vielzahl maligner

Erkrankungen (Linkermann et al., 2005).

1.5.4 Assoziation des Fas-Liganden mit Lipidmikrodomanen der Zellmembran

Lipidmikrodomanen (Lipid rafts) sind Membrankompartimente, die reich an
Cholesterol, Glykosphingolipiden und gesattigten Phospholipiden sind (Simons und
Ikonen, 1997). Eine ihrer wichtigsten Eigenschaften ist die selektive Rekrutierung
oder Ausgrenzung von Signalmolekilen, wodurch deren Aktivitat reguliert und
moduliert werden kann (Dykstra et al., 2003). Lipidmikrodomanen sind auch an der
Regulation der Todesrezeptor-vermittelten Induktion der Apoptose beteiligt. (Legler
et al., 2003; Doan et al., 2004). Der Fas-Rezeptor ist in Mikrodomanen der
Plasmamembran lokalisiert und diese Assoziation moduliert den Fas-vermittelten
Zelltod in T-Zellen (Hueber et al., 2002; Muppidi und Siegel, 2004).

Auch fur den FasL konnte eine Assoziation mit Lipidmikrodomanen sowohl in
Transfektanten als auch in primaren T-Zellen nachgewiesen werden (Nachbur et al.,
2006; Cahuzac et al., 2006). Dabei wird die Rekrutierung des Fas-Liganden zu
Lipidmikrodomanen von seiner Prolin-reichen Domane vermittelt und die Fahigkeit

zur Induktion von Apoptose positiv moduliert.

1.6 Interaktionspartner des Fas-Liganden

Eine derart komplex regulierte Expression muss von einer entsprechend
umfassenden und zuverlassigen molekularen Maschinerie kontrolliert werden. Die
Prolin-reiche Region im zytoplasmatischen Anteil des FasL erlaubt die Interaktion mit
Proteinen, die ihrerseits Uber SH3- oder WW-Domanen verfugen (Kay et al., 2000).
Vor einigen Jahren wurde beschrieben, dass die Src-verwandte Kinase Fyn(T)
selektiv mit ihnrer SH3-Domane mit Peptiden der Prolin-reichen Doméane des murinen
FasL interagiert (Hane et al., 1995). In weiteren Analysen unserer Arbeitsgruppe
zeigte sich, dass der intrazellulare Anteil des FasL mit seiner Prolin-reichen Doméne
in vitro mit SH3-Domanen weiterer Src-verwandter Kinasen (Abl, Fgr, Hck, Lck, Lyn,
Src) und Adapterproteine (Grb-2, Gads, Grap, Nck1, p47phox, p85a-Untereinheit der
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P13-Kinase) interagiert. Darlber hinaus konnte eine Interaktion des FasL mit WW-
Domanen der Adapterproteine Dystrophin, FBP11 und Fe65 beschrieben werden
(Wenzel et al, 2001). In weiteren Untersuchungen wurden mit GST-
Fusionsproteinen der intrazellularen Domane des FasL potentielle FaslL-
interagierende Proteine aus Lysaten von T-Zellen prazipitiert. Die Prazipitate wurden
mittels zweidimensionaler Gelelektrophorese separiert und die prazipitierten Proteine
mittels Peptidmassenanalytik als Grb-2, B-Aktin, Tubulin, FBP17 und PACSIN2
identifiziert (Ghadimi et al., 2002).

1.6.1 Nck

Nck ist ein ubiquitar exprimiertes, zytosolisches Adapterprotein von 47 kDa, welches
fast ausschliel3lich aus einer N-terminalen SH2-Domane und drei SH3-Doméanen
besteht. Es gibt zwei Isoformen von Nck (Nck1/Nck2), die sich aber in nur wenigen
Aminosauren innerhalb der funktionell vermutlich irrelevanten Verknupfungsregionen
zwischen den SH2/SH3-Adapter-Domanen unterscheiden und die deshalb funktionell
redundant sind. Entsprechend weisen weder Nck1- noch Nck2-Knock-out-Mause
einen offensichtlichen Phanotyp auf, wahrend Nck1/2-Doppel-Knock-out-Mause
embryonal letal sind (Bladt et al., 2003). Eine wichtige Funktion von Nck besteht in
der Verschaltung von Rezeptortyrosinkinasen mit der Maschinerie der Aktin-
Reorganisation (Li et al., 2001). In diesem Zusammenhang stellt Nck ein zentrales
Adapterprotein in der T-Zell-Rezeptorvermittelten Umgestaltung des Zytoskeletts dar
(Zeng et al., 2003; Barda-Saad et al., 2005; Gil et al., 2002). In Vorarbeiten der
Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden, dass Nck mit zwei seiner SH3-Domanen mit
der Prolin-reichen Domane des FasL interagiert. Dies kdnnte bedeuten, dass Nck
eine Rolle bei der T-Zell-Rezeptor-vermittelten Mobilisierung des FasL zur sich

ausbildenden immunologischen Synapse spielt.

1.6.2 PCH-Proteine

Mit PACSIN2 und FBP17 konnten in Vorarbeiten zwei strukturell verwandte Proteine

identifiziert werden, die ebenfalls mit dem intrazellularen Anteil des FasL interagieren

17



I. Einleitung

(Ghadimi et al., 2002). Diese Proteine sind Mitglieder der sogenannten PCH (pombe
cdc15 homology)-Familie von Adapterproteinen. Diese Proteinfamilie umfasst im
Menschen 21 Mitglieder, die funktionell und strukturell funf Subfamilien konstituieren
(Abb. 1.4). Die Funktion der PCH-Proteine besteht in der Verschaltung von
Membrankrimmungsprozessen mit der Maschinerie der Aktin-Reorganisation
(Aspenstrom et al., 2006a). So weisen alle PCH-Proteine eine EFC-Domane
(Extended Fer/CIP4-homology domain) auf, welche es PCH-Proteinen erlaubt, an

Membranen zu binden und diese zu deformieren (Tsujita et al., 2006).

Fes/Fer-Tyrosinkinasen

... FER PACSIN/Syndapin-Subfamilie

PACSINZ/Syndapin I

PACSING/Syndagin Il

Nk "'“2\‘

1 / _ FCHO2
RhoGAP4 ~ / -
- FCHO1
STGAP-3 / » ~L
SIGAP-1 \ . T Gas7?
srGAP-: ' \ N
\ i "\.\\
srGAP-Subfamilie Y N\, PSTPIP-2

PSTPIP-Subfamilie

CIP4-Subfamilie

Abb. 1.4: Humane PCH-Proteine. Auf Grundlage der Homologie ihrer EFC-Domanen lassen sich
PCH-Proteine finf Subfamilien zuordnen, der srGAP-Subfamilie (blau), der Subfamilie der Fes- und
Fer-Tyrosinkinasen (gelb), der PSTPIP (CD2BP)/Gas7/FCHO-Subfamilie und der CIP4-Subfamilie mit
den Proteinen Toca-1, FBP17 und CIP4. Nostrin und HA-1 lassen sich keiner dieser Subfamilien
eindeutig zuordnen. Innerhalb dieser 21 humanen PCH-Proteine konnten FBP17, CIP4, PSTPIP-1
(CD2BP1) und die PACSINe 1-3 als Interaktoren des FasL identifiziert werden (schwarz umrandet).
(Abb. nach (Aspenstrom et al., 2006a),verandert)
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Entsprechend weist die EFC-Doméane eine ausgepragte strukturelle Ahnlichkeit mit
der BAR-Domane auf, die in endozytotischen Proteinen wie Endophilin und
Amphiphysin die Krummung zellularer Membranen vermittelt (Peter et al., 2004).
Weitere Adapter-Untereinheiten, wie die in vielen PCH-Proteinen vorhandenen SH3-
Domanen ermoglichen die Interaktion mit Proteinen der  Aktin-
Reorganisationsmaschinerie. Viele PCH-Proteine sind Effektoren oder Modulatoren
von Rho-GTPasen, die ihrerseits wichtige Regulatoren morphologischer
Veranderungen oder der Migration von Zellen sind (Ho et al., 2004; Wong et al.,
2001; Aspenstrom et al., 2006b; Carnahan und Gould, 2003). Daruber hinaus
beeinflussen PCH-Proteine den WASP/Arp2/3-Komplex, welcher die Bildung
verzweigter Netzwerke von Aktinflamenten vermittelt. Einige PCH-Proteine
interagieren mit DRFs (diaphanous-related formins), die ihrerseits die Elongation von
Aktinfilamenten modulieren (Aspenstrom et al., 2006b; Badour et al., 2003b; Higgs,
2005). Von den 21 im humanen System bekannten PCH-Proteinen konnten in
weiteren Untersuchungen der Arbeitsgruppe neben PACSIN2 und FBP17 die
PACSINe 1 und 3, CD2BP1 (PSTPIP1) und CIP4 als FaslL-interagierende Proteine

identifiziert werden, die alle eine C-terminale SH3-Doméane aufweisen.

Diese Proteine sind funktionell mit Prozessen wie dem Transport von Organellen, der
Endo- und Exozytose und der Ausbildung der immunologischen Synapse assoziiert
(Qualmann und Kelly, 2000; Badour et al., 2003a). Sie kdonnten so eine wichtige

Rolle bei der Regulation der Oberflachenexpression des FasL spielen.
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2. Fragestellung

1.) Basierend auf Vorarbeiten der Arbeitsgruppe und eigenen Vorbefunden sollte
die Dynamik der induzierten Oberflachenexpression des FasL in T-Zellen und
NK-Zellen mechanistisch untersucht und charakterisiert werden. Dabei sollte
insbesondere die intrazellulare Lokalisation des FasL in primaren T-Zellen
unter Etablierung geeigneter Farbeprotokolle fluoreszenzmikroskopisch

untersucht werden.

2.) In Vorarbeiten der Arbeitsgruppe im Rahmen der Doktorarbeit von Jing Qian
konnten FasL-interagierende PCH-Proteine in Transfektanten funktionell mit
dem intrazellularen Transport des FasL assoziiert werden. Die Interaktion
dieser Proteine mit dem FasL sollte zunachst verifiziert werden. Um endogene
PCH-Proteine in primaren T-Zellen untersuchen zu kdnnen, sollten in der
Arbeitsgruppe hergestellte monoklonale Antikdrper gegen diese Proteine
charakterisiert werden. Unter Verwendung dieser Antikorper sollte dann die

Expression dieser Proteine in primaren humanen T-Zellen untersucht werden.

3.) Die Interaktion des FasL mit dem Adapterprotein Nck sollte verifiziert und

funktionell in primaren humanen T-Zellen charakterisiert werden.

4.) In Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Prof. Saftig (Biochemisches Institut,
CAU, Kiel) sollte die fur die Zelloberflachenprozessierung des FasL
verantwortliche Protease identifiziert werden und die physiologische Relevanz

dieser Prozessierung in primaren humanen T-Zellen untersucht werden.
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3. Material
3.1. Material fur die Zellbiologie
3.1.1 Zellen

Mononukleare Zellen des peripheren Blutes (PBMNZ) wurden aus Buffy-Coat-
Praparationen gesunder Spender isoliert, die vom Institut fir Transfusionsmedizin,
UK-SH, Campus Kiel bzw. Campus Libeck bereitgestellt wurden. Der CD4" T-
Zellklon 12603, die CD8" T-Zelllinien K CD8 und L CD8 und die yd T-Zelllinie EP3
wurden in der Arbeitsgruppe etabliert, ebenso die EBV-transformierten B-Zelllinien
EBV-O und EBV-M. JFL ist eine stabil mit dem FasL transfizierte Jurkat-Variante, die
ebenfalls in der Arbeitsgruppe hergestellt wurde (Jing Qian, Dissertation). Daneben
wurde die Jurkat-Linie JM301 verwendet. KFL-9 sind stabile FasL-Transfektanten der
Erythroleukamie-Linie K562, die von David Kaplan (Cleveland, USA) zur Verfugung
gestellt wurden. Weiterhin wurden die humane embryonale Nierenzelllinie 293T
(ATCC: CRL-1573), die humane Zervixkarzinomzelllinie HeLa (ATCC: CCL-2) und
die humane T-Zell-Lymphomlinie Hut78 (ATCC: TIB-161) verwendet.

3.1.2 Medien und Puffer
3.1.2.1 Zellkultur

Zellkulturmedien

RPMI1640-Zellkulturmedium mit 25 mM Gibco-Invitrogen,
HEPES (N-2-Hydroxyethylpiperazin-N-2- Karlsruhe
Ethansulfonsaure) und L-Glutamin

DMEM (Dulbecco’s minimum essential Gibco-Invitrogen
medium)

Penicillin/Streptomycin (10000 U/10000 pg) Biochrom AG, Berlin
FCS (Fetal calf serum) Invitrogen, Karlsruhe
(Inaktiviert bei 56°C fur 30 min, 0,22 ym steril

filtriert)

L-Glutamin (200 mM) Biochrom AG

21



l1l. Material

Vor Gebrauch in der Zellkultur wurden die Medien mit 1% (v/v)
Penicillin/Streptomycin und mit 5-10% (v/v) FCS erganzt. DMEM-Medium
wurde zusatzlich mit 1% (v/v) L-Glutamin versetzt.

Einfriermedium

Zellkulturmedium mit 20% (v/v) FCS und 10%
(v/v) Dimethylsulfoxid (DMSO)

PBS (Phosphate-buffered saline)

Trypsin/EDTA (0,5%/0,2% (w/v))

Eosin-LOosung

Eosin
NaN3

Merck, Darmstadt

Biochrom AG
Biochrom AG
29
0,259 Merck

Lésen in 450 ml 0,9%iger NaCl-Lésung und 50 ml FCS, durch Faltenfilter

filtrieren

Trypanblau-Losung

0,1% Trypanblau in PBS

3.1.2.2 Zellseparation
Ficoll (1,077 g/ml)

Schaferythrozyten (SRBC)
Test-Neuraminidase

3.1.2.3 Immunfluoreszenz: Durchflusszytometrie

Waschpuffer

1% (w/v) BSA (bovines Serumalbumin) in PBS
mit 0,1% (w/v) NaN3

Fixierungspuffer

1% (w/v) PFA (Paraformaldehyd) in PBS

Merck

Biochrom AG
DEMIR, Wankendorf
Dade Behring,
Marburg

Carl Roth, Karlsruhe
Merck

Merck
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Propidiumjodid-Lésung

Propidiumjodid (3 pg/ml) in PBS Serva, Heidelberg
Cytofix/Cytoperm-Kit Becton Dickinson,
Heidelberg

3.1.2.4 Immunfluoreszenz: Konfokale Mikroskopie

Poly-L-Lysin-Losung

Poly-L-Lysin (100 pg/ml) in PBS Sigma, Minchen

PEM-Puffer (2x)

PIPES (Piperazin-N,N'-bis(2- 200 MM Merck
ethansulfonsaure))

MgCl, 2 mM Merck

EGTA (bis-(Aminoethyl)glycolether- 2 mM Merck

N,N,N",N’-tetraessigsaure)

Auf pH 6,95 einstellen und steril filtrieren (0,22 um)

Borat-Puffer (2x)

Natriumborat (Na;B4O7) 200 MM Merck
MgCl, 2 mM Merck

Auf pH 11 einstellen und steril filtrieren (0,22 pm)

Fixierungspuffer

6% (w/v) PFA in PBS Merck

Auf pH 7 einstellen, zur Herstellung der Fixierungspuffer mit gleichem Volumen
PEM-Puffer (2x) bzw. Borat-Puffer (2x) mischen

Permeabilisierungspuffer

1% (v/v) Triton X-100 in PBS Merck

Reduktionslosung

0,1% (w/v) NaBH4 in PBS Merck
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Blockierungspuffer

0,2% (w/v) BSA/0,01% (v/v) Triton X-100 in
PBS

MoBiGLOW-Mounting Medium MoBiTec, Gottingen

3.1.2.5 Kalzium-Phosphat-Transfektion

BES-Puffer (2X)

BES (N, N-bis (2-Hydroxyethyl)-2-Amino- 50 mM Merck
ethansulfonsaure)

NaCl 280 mM  Merck

NayHPO4 1,5mM  Merck

Auf pH 6,95 einstellen und steril filtrieren (0,22 ym)

Kalziumchlorid-Ldsung

CaCl, 25M Merck

Steril filtrieren (0,22 pm)

3.1.3 Antikorper

Tabelle 3.1, Teil A: In der Immunfluoreszenz verwendete Primérantikorper.

Primarantikorper Konzentration Applikation Bezugsquelle
DzO Dzl KM
a-op-TCR-FITC (WT31) 50 pg/ml 1/5 - - BD Pharmingen, Heidelberg
a-y3-TCR-PE (11F2) 25 pg/ml 1/5 - - BD Pharmingen
o-CD2-FITC (S5.2) 12,5 pg/ml 1/5 - - BD Pharmingen
o-CD3-PE (SK7) 12,5 ug/mi 1/5 - - BD Pharmingen
o-CD4-FITC (SK3) 3 pg/ml 1/5 - - BD Pharmingen
a-CD8-PE (SK1) 12,5 pg/ml 1/5 - - BD Pharmingen
a-CD56-PE (NCAM16.2) 12,5 ug/ml 1/5 - - BD Pharmingen
o-CD95-PE (DX2) 6,3 pg/mi 1/5 - - BD Pharmingen
a-FasL-PE (NOK-1) k.A. unv. - - Caltag, Hamburg

Abkirzungen: DZO: Durchflusszytometrische Analyse von Oberflaichenantigenen; DZI: Durchflusszytometrische
Analyse intrazelluldrer Antigene; KM: Konfokale Mikroskopie; k.A.: Keine Angabe der Konzentration durch
Hersteller; unv.: unverdiinnt
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Tabelle 3.1, Teil B: In der Immunfluoreszenz verwendete Primarantikorper.

Primarantikorper Konzentration Applikation Bezugsquelle
DzO DzI KM

a-Cathepsin D, k.A. - - 1/75 Sigma

polyklonal
a-Nck, polyklonal 1 mg/ml - - 1/50 Lab Vision, CA, USA
o-myc (9B11) k.A. - - 1/50 Cell Signaling, MA, USA
a-myc, polyklonal k.A. - - 1/50 Cell Signaling
a-Phosphotyrosin (4G10) 1 mg/ml - - 1/50 Upstate, Hamburg
a-FasL (NOK-1) 0,5 mg/mli - - 1/50 BD Pharmingen
a-Perforin Alexa k.A. - - 1/50 Biolegend, CA, USA

Fluor 488 (dG8)
a-Perforin Alexa k.A. - - 1/50 Biolegend

Fluor 647 (dG8)
o-Granzym B Alexa 0,2 mg/ml - - 1/50 BD Pharmingen

Fluor 647 (GB11)
o-LAMP1 (Clone 25) 0,25 mg/ml - - 1/50 BD Pharmingen
o-Nck (280C10) 1 mg/ml - - 1/50 Eigene Herstellung
o-FBP17 (144C6) 1 mg/ml 1/5 1/100  1/50 Eigene Herstellung
a-FBP17 (144B8) 1 mg/ml 1/5 1/100  1/50 Eigene Herstellung
a-PACSIN1 (13E5) 1 mg/ml 1/5 1/100  1/50 Eigene Herstellung
o-PACSIN3 (106C10) 1 mg/ml 1/5 1/100  1/50 Eigene Herstellung
o-CD2BP1 (129H10) 1 mg/ml 1/5 1/100  1/50 Eigene Herstellung
a-CIP4 (208A3) 1 mg/ml 1/5 1/100  1/50 Eigene Herstellung
o-FLAG (M2) 1 mg/ml - - 1/100  Sigma

Abklrzungen: DZO: Durchflusszytometrische Analyse von Oberflaichenantigenen; DZI: Durchflusszytometrische
Analyse intrazelluldrer Antigene; KM: Konfokale Mikroskopie; k.A.: Keine Angabe der Konzentration durch

Hersteller; unv.: unverdinnt

Tabelle 3.2, Teil A: In der Inmunfluoreszenz verwendete Isotypkontrollen.

Isotypkontrolle Konzentration Applikation Bezugsquelle
DzO Dzl KM

a-1gG4-PE (X40) 50 pg/ml unv.-1/5 - - BD Pharmingen

a-1gG4-FITC (X40) 50 ug/mi 1/5 - - BD Pharmingen

19G..-PE (X39) 50 ug/mi 1/5 - - BD Pharmingen

19G2,-FITC (X39) 50 pg/ml 1/5 - - BD Pharmingen

IgG4, unkonjugiert (X40) 50 pg/ml unv.-1/5 - - BD Pharmingen

1G4, unkonjugiert 0,5 mg/ml - 1/50 1/25 Abcam, UK
(MOPC-21)

IgG;, unkonjugiert 0,5 mg/ml - 1/50 1/25 R&D, MN, USA
(11711)

Abkirzungen: DZO: Durchflusszytometrische Analyse von Oberflachenantigenen; DZI: Durchflusszytometrische
Analyse intrazelluldrer Antigene; KM: Konfokale Mikroskopie; k.A.: Keine Angabe der Konzentration durch

Hersteller; unv.: unverdiinnt
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Tabelle 3.2, Teil B: In der Imnmunfluoreszenz verwendete Isotypkontrollen.

Isotypkontrolle Konzentration Applikation Bezugsquelle
DzO DzI KM

19G..,, unkonjugiert (X39) 50 pg/ml 1/5 - - BD Pharmingen

19G,,, unkonjugiert 0,5 mg/ml - 1/50 1/25 Abcam, UK
(MOPC-173)

IgG2b Alexa Fluor 488 k.A - - 1/50 Biolegend
(MPC-11)

IgG2b Alexa Fluor 647 k.A. - - 1/50 Biolegend
(MPC-11)

IgG1 Alexa Fluor 647 k.A. - - 1/50 BD Pharmingen
(MOPC-21)

Abkilrzungen: DZO: Durchflusszytometrische Analyse von Oberflachenantigenen; DZI: Durchflusszytometrische
Analyse intrazellularer Antigene; KM: Konfokale Mikroskopie; k.A.: Keine Angabe der Konzentration durch
Hersteller; unv.: unverdiinnt

Tabelle 3.3: In der Immunfluoreszenz verwendete Sekundarantikorper.

Sekundarantikorper Konzentration Applikation Bezugsquelle
DzO Dzl KM

Ziege a-Maus-PE 0,2 mg/ml 1/60 1/600 - Caltag

Esel a-Kaninchen Alexa 2 mg/mi - - 1/200 Invitrogen
Fluor 488

Ziege o-Kaninchen Alexa 2 mg/ml - - 1/200 Invitrogen
Fluor 488

Esel a-Maus Alexa 2 mg/mi - - 1/200 Invitrogen
Fluor 488

Ziege a-Maus Alexa 2 mg/ml - - 1/200 Invitrogen
Fluor 488

Ziege a-Kaninchen Alexa 2 mg/ml - - 1/400 Invitrogen
Fluor 546

Ziege a-Maus Alexa 2 mg/ml - - 1/400 Invitrogen
Fluor 546

Esel a-Kaninchen Alexa 2 mg/ml - - 1/400 Invitrogen
Fluor 555

Ziege a-Kaninchen Alexa 2 mg/ml - - 1/400 Invitrogen
Fluor 647

Ziege a-Maus Alexa 2 mg/ml - - 1/400 Invitrogen
Fluor 647

Esel a-Kaninchen 0,4 mg/ml - - 1/75 Santa Cruz, CA, USA
Rhodamin

Abkirzungen: DZO: Durchflusszytometrische Analyse von Oberflachenantigenen; DZI: Durchflusszytometrische
Analyse intrazellularer Antigene; KM: Konfokale Mikroskopie
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3.1.4 Faktoren und weitere Reagenzien
(unter Angabe der Einsatzkonzentration)

Rekombinantes Interleukin-2 10 U/ml Chiron, Marburg

Phytohamagglutinin (PHA) 0,5 ug/ml Murex Biotech, England

Staphylokokken Enterotoxin A, B, C, D, 0,5 ng/ml Toxin Technologies, FL, USA
E (SEA, B, C,D, E)

Phorbol-12-Myristat-13-Acetat (TPA) 10 ng/ml Sigma

lonomycin 500 ng/ml  Calbiochem, Darmstadt
Rhodamin-konjugiertes Phalloidin 1U MoBiTec
Tetramethylrhodamin-konjugiertes 2 ug/ml Invitrogen

Weizenkeim-Agglutinin
DAPI (4’,6-Diamidino-2-phenylindol) 0,5 pug/ml Merck

3.1.5 Inhibitoren
(unter Angabe der Einsatzkonzentration)

Cytochalasin D 5,1 ug/ml Calbiochem
Latrunculin A 5 uM Sigma

Brefeldin A 1 pg/mi Sigma
Cycloheximid 2 ug/ml Sigma

GM 6001 (llomastat, Galardin) 5 pg/ml Calbiochem
TAPI (TNF-a protease inhibitor) 50 uM Calbiochem
GW280264X 5uM Prof. Paul Saftig
G1254023X 5uM Prof. Paul Saftig

3.1.6 Nukleofektions-Kits

Kit fur primare humane T-Zellen
Kit fur Zelllinien V

Die Nukleofektions-Kits wurden von Amaxa, Koln bezogen.

27



l1l. Material

3.2 Material fur die Molekularbiologie

3.2.1 Primer

Tabelle 3.4: Verwendete Primer

Name Sequenz (5°-3’)
GAPDH s: 5" GAC CCC TTC ATT GACCTC 3

as: 5 CCAAAG TTG TCATGG ATG &
FBP17 s: 5 AAGCGAACATCCTCTCCTTT 3
(NM_015033) as: 5 GAG GTT GTAGTGAGC CGAGA 3
PACSIN1 s: 5 AAG CAG GAT GTG CAG AAGAC 3

(NM_020804)

PACSIN2
(NM_007229)

PACSIN3
(NM_016223)

CIP4
(NM_004240)

CD2BP1S/L
(AF038603/AF038602)

CD2BP1L
(AF038603/AF038602)

Random Primer (fur RT-PCR)

as: 5’ AGC TCA CGG TAC ACATGG AT &

s: 5 ATT TAC CAT GAC CTG GAG CA 3’
as: 5 TTACTC GGC AAAAACTGGTC 3

s: 5 CCG AGA AGA CAAAAG CTCAG 3
as: 5 TTC TCACTG CTG GAAAGG TC &

s: 5 TCA CAG ATG CCC CAGATATT &
as: 5 AAACCTGAC TTG TGC AGC TC &

s: 5 GAC ATC GACAGTTTCATCCAZ
as: 5" ACGAAG TGG TCTTGG GACTT &

s: 5 GGT GCC CTACCAGAACTATT &
as: 5 GGT CAG GGT CTC TGT GGAC 3

Abkilrzungen: s: sense; as: anti-sense

Alle verwendeten Primer (bis auf die Random Primer) wurden von TIB MOLBIOL,
Berlin bezogen. Die in der RT-PCR verwendeten Random Primer stammen von

Invitrogen, Karlsruhe.
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3.2.2 Vektoren

Tabelle 3.5: Verwendete Konstrukte

Insert Vektor Bezugsquelle

- pGEX2T Pharmacia, Schweden
- pEGFP C1 Invitrogen

- pEGFP N1 Invitrogen

- pcDNA3.1/myc His A Invitrogen

PACSIN1 pGEX 3X Dr. M. Plomann, Koln
PACSIN2 pGEX 2T Dr. M. Plomann, Kéln
PACSIN3 pGEX 3X Dr. M. Plomann, Koln
FBP17 pcDNAS3.1/V5-His-TOPO Dr. U. Fuchs, Giessen
FBP17ASH3 pcDNAS3.1/V5-His-TOPO Dr. U. Fuchs, Giessen
Nck1 pcDNAS3.1/Myc His C Dr. L. Larose, Montral, CA

Nck1, alle SH3-Domanen mutiert
(W38R, W153R, W229R)

pcDNA3.1/Myc His C

Dr. L. Larose, Montral, CA

Nck1 pEGFP C1 Dr. L. Larose, Montral, CA

Nck1, alle SH3-Doméanen mutiert pEGFP C1 Dr. L. Larose, Montral, CA
(W38R, W153R, W229R)

Nck1 CB6 GFP Dr. M. Way, London, UK

CIP4 pGEX 2T Dr. Jing Qian

CIP4 pcDNAS3.1/myc His A Dr. Jing Qian

CIP4ASH3 pcDNA3.1/myc His A Dr. Jing Qian

CD2BP1 pGEX 2T Dr. Jing Qian

CD2BP1 pcDNAS3.1/myc His A Dr. Jing Qian

PACSIN1 pcDNA3.1/myc His A Dr. Jing Qian

PACSIN2 (murin) pcDNA3.1/myc His A Dr. Jing Qian

PACSIN2 P478L (murin) pcDNAS3.1/myc His A Dr. Jing Qian

PACSIN2 pcDNA3.1/myc His A Dr. Jing Qian

PACSIN3 pcDNA3.1/myc His A Dr. Jing Qian

FasL (pl217s) pcDNA3 M. Thome, Lausanne, Schweiz

FasL pEGFP C1 Dr. Jing Qian

FasL pEGFP N1 Dr. Jing Qian

FasL pCR33 Dr. Martin Z6rnig, Frankfurt

FasLA40-80 pCR33 Dr. Martin Z6rnig, Frankfurt

3.2.3 siRNA

Tabelle 3.6: Verwendete siRNAs

siRNA ID Bezugsquelle
Nck1 Silencer® Pre-designed siRNA #144183 Ambion, CA, USA
Nck1 Silencer® Pre-designed siRNA #144184 Ambion

Nck1 Silencer® Pre-designed siRNA #144185 Ambion

Silencer® Negative Control siRNA #1 Ambion

Silencer® FAM™ labeled Negative Control siRNA  #1 Ambion

Samtliche siRNAs wurden von Ambion, CA, USA bezogen.
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3.2.4 Enzyme

Restriktionsenzyme

EcoRI NEB, Frankfurt
BamHI NEB
Xhol Promega,Mannheim
Xbal NEB
Hindlll NEB
HotStar Tag DNA-Polymerase Qiagen, Hilden
M-MLV Reverse Transkriptase Promega

3.2.5 Puffer und weitere Reagenzien

Tris/Acetat/EDTA-Puffer (TAE, 50x)

Tris (Tris (Hydroxymethyl)- 242 g Merck
Aminomethan

Borsaure 55¢

0.5 M EDTA (Ethylendiamin- 40 ml Serva
tetraessigsaure)

4qH20 Auf 11| Braun, Melsungen

1% Agarose-Gel

Agarose 1% (w/v) Merck

1x TAE-Puffer 50-200 ml S.0.

Ethidiumbromid 0,5 ug/ml Merck
Agarose-Gel-Probenpuffer (10x) Promega

Molekulargewichtsstandards

1 Kb DNA Ladder Invitrogen
100 bp DNA Ladder Invitrogen
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Kompetente Bakterien

One Shot® TOP10 Competent
E.coli

3.2.6 Kits fur die Molekularbiologie

Nucleospin® RNA I1-Kit
Nucleospin® Plasmid-Kit
NucleoBond® PC500-Kit

Die Kits wurden von Macherey-Nagel, Duren bezogen.

Invitrogen

Rekombinanter Ribonuklease- 40 U/ml Becton Dickinson
Inhibitor RNasin®
dNTP-Set, PCR Grade Invitrogen
LB-Medium
Pepton 10 g/l Carl Roth
Hefe-Extrakt 5 g/l Carl Roth
NaCl 10 g/l Merck
Ampicillin oder Kanamycin 50 pg/ml Merck
(Zugabe erst nach dem
Autoklavieren)
SOC-Medium
Pepton 10 g/l Carl Roth
Hefe-Extrakt 2,549l Carl Roth
NaCl 0,25 g/l Merck
KCI 1,25¢g Merck
Auf pH 7,0 einstellen, mit H,O auf 485 ml aufflillen, autoklavieren
Glucose 1M 10 ml Merck
MgCl,1 M 5 mi Merck
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3.3 Material fir die Biochemie
3.3.1 Puffer und Reagenzien
3.3.1.1 Antikorperaufreinigung

Saulenmaterial

Protein G-Sepharose™ 4B Zymed, Miinchen

Startpuffer (20 mM Phosphatpuffer, pH 6.5)

1.) 1M NaH;PO4-Lésung
NaH,PO, - H,0 68,995 g Merck
4aH20 500 ml Braun

Mit 4qH20 1/20 verdinnen (20 mM) und NaCl zugeben (8,8 g auf 500 ml; 0,3 M)

2.) 1M NazHPO,-Lésung
Na,HPO4 - 2H,0 88,995 g Merck
aqH20 500 ml Braun

Mit 4qH2O 1/20 verdinnen (20 mM) und NaCl zugeben (8,8 g auf 500 ml; 0,3 M)

Ldsungen mischen und auf pH 6,5 einstellen, steril filtrieren und entgasen

Elutionspuffer (0,1 M Glycin-HCI-Puffer, pH 2,7)

Glycin 3,275 g Merck
Auf pH 2,7 einstellen und mit 44H>O auf 500 ml einstellen

Neutralisierungspuffer (1M Tris-HCI-Puffer, pH 9.0)

Tris (Tris (Hydroxymethyl)- 60,625 g Merck
Aminomethan
Auf pH 9,0 einstellen und mit 44H2O auf 500 ml einstellen

3.3.1.2 Aufreinigung von GST-Fusionsproteinen

Beads

Glutathion-Sepharose™ 4B Amersham,
Freiburg
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Isopropyl-1-thio-Galactopyranosid (IPTG)

Lysepuffer
1% (v/v)Triton X-100 in PBS

Elutionspuffer

Glutathion (reduziert) 10 mM

Tris-Puffer pH 8,0 50 mM
Dialysepuffer

PBS

3.3.1.3 Proteinbestimmung

Coomassie-Protein-Assay-Reagenz

3.3.1.4 Lysieren von Zellen

Lysepuffer

Nonidet® P 40 (NP40) 1% (VIv)
Tris-Puffer 20 mM
NaCl 0,15 M
EDTA 5 mM
Aprotinin 2 ug/ml
Leupeptin 2 ug/ml
Phenylmethyl-Sulfonyl-Fluorid 1 mM
Natriumorthovanadat 1 mM
Natriumfluorid 10 mM
Natriumpyrophosphat 1mM
Pepstatin A 2 ug/ml

Calbiochem

Merck

Sigma
Merck

Biochrom AG

Pierce, IL, USA

Fluka, Seelze
Merck
Merck
Serva
Sigma
Sigma
Sigma
Merck
Fluka
Sigma
Sigma
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3.3.1.5 Subzellulare Fraktionierung

Fraktionierungspuffer (Dichtegradienten-Zentrifugation)

Saccharose 340 mM Merck

HEPES (N-2-Hydroxyethylpiperazin-N- 10 mM Merck
2-Ethansulfonsaure)

EDTA (Ethylendiamintetraessigsaure) 0,3 mM Serva

Auf pH 7,3 einstellen

Fraktionierungspuffer (Differentielle Zentrifugation)

Saccharose 250 mM Merck

HEPES (N-2-Hydroxyethylpiperazin-N- 10 mM Merck
2-Ethansulfonsaure)

EDTA (Ethylendiamintetraessigsaure) 0,3 mM Serva

Auf pH 7,3 einstellen

Percoll-Losung Amersham

3.3.1.6 Immunprazipitation

ImmunoPure® Protein L-Beads Pierce

Protein A-Sepharose™ CL-4B GE Healthcare,
Minchen

Protein G-Sepharose™ 4B Zymed

3.3.1.7 SDS-PAGE: Protean II-System (Bio-Rad)

Laufgel (30 ml pro Gel, 10%)

30% Acrylamid/0,8% Bisacrylamid 10 ml Carl Roth
Tris-Puffer 1 M, pH 8,8 11,2 ml Merck
SDS 10% 300 pl Merck
aaH20 8,7 ml Braun
APS 20% 100 pl Merck
TEMED (N, N, N’, N'-Tetra- 20 pl Merck

methylendiamin)
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Sammelgel (10 ml pro Gel)

30% Acrylamid/0,8% Bisacrylamid 1,67 ml
Tris-Puffer 1 M, pH 6,8 1,25 ml
SDS 10% 100 pl
aaH20 7,03 ml
APS 20% 50 ul
TEMED (N, N, N’, N'-Tetra- 10 pl

methylendiamin)

Elektrophoresepuffer (10x)

Tris (Tris (Hydroxymethyl)- 30,3 ¢g
Aminomethan

Glycin 144 g

SDS 19

ddeO Auf 11

pH auf 8,2-8,3 einstellen

Probenpuffer

SDS 6% (W/v)
Glycerin 30% (v/v)
Tris-Puffer 1 M, pH 6,8 200 mM
Bromphenolblau 0,005% (w/v)
B-Mercaptoethanol 2-5% (v/v)

Protein-Molekulargewichts-Standards

Low Range-Standard
Precision Plus Protein All Blue
Standards

3.3.1.8 SDS-PAGE: NuPAGE-System (Invitrogen)

NuPAGE® LDS-Probenpuffer (4x)

NuPAGE® MES SDS-Laufpuffer (20x)

Vor Gebrauch 1/20 mit H,O verdiinnen

Carl Roth
Merck
Merck
Brau
Merck
Merck

Merck

Merck
Merck
Braun

Merck
Merck
Merck
Merck
Merck

Bio-Rad, Munchen
Bio-Rad

Invitrogen

Invitrogen
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NuPAGE® MOPS SDS-Laufpuffer (20x)

Vor Gebrauch 1/20 mit H,O verdiinnen

Reduktionslésung

1,4-Dithio-DL-threitol (DTT) in 4qH20 0,85 M
Protein-Molekulargewichts-Standards
SeeBlue® Plus2 Standard
MagicMark™ XP Standard
3.3.1.9 Coomassie-Farbung
Coomassie-Farbe-Ldsung
Methanol 410 ml
Eisessig 70 ml
Coomassie-Brilliant-Blau G250 0,125¢
aqH20 510 ml
Coomassie-Entfarbe-Lo6sung
Methanol 410 ml
Eisessig 70 ml
aqH20 510 ml
3.3.1.10 Western Blot
Transferpuffer
Tris (Tris (Hydroxymethyl)- 25 mM
Aminomethan
Glycin 192 mM
Methanol 20% (v/v)
SDS 0,015% (v/v)

Protein-Farbe-Losung

Ponceau S-Farbkonzentrat

Invitrogen

Merck

Invitrogen
Invitrogen

Sigma
Merck
Merck
Braun

Sigma
Merck
Braun

Merck
Merck

Sigma
Merck

Sigma
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Waschpuffer (TBS)

Tris
NaCL

Auf pH 7,5-8,0 einstellen

Waschpuffer (TBST)

Tris (Tris (Hydroxymethyl)-
Aminomethan

NaCl

Tween 20

Blockierungslosung

Tris pH 7,5
NaCl
BSA
NaN3

Steril filtrieren (0,22 pm)

“Stripping”-Losung

Tris pH 6,8
B-Mercaptoethanol
SDS

4aH20

ECL-Detektionsreagenzien

10 mM
150 mM

10 mM

150 mM
0,05%

100 mM
2,2% (wiv)
5% (w/v)
0,1% (w/v)

62,5 mM
2% (vIv)
6,9% (v/v)

Merck
Merck

Merck

Merck
Merck

Merck
Merck
Carl Roth
Merck

Merck
Merck
Merck
Braun

GE Healthcare
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3.3.2 Antikorper

Tabelle 3.7: Fur Western Blot (WB) bzw. Inmunprazipitation (IP) verwendete Antikorper

Antikorper Konzentration Applikation Bezugsquelle
wB IP
a-B-Aktin (AC-15) 2,7 mg/ml 1/10000 - Sigma
o-FasL (NOK-1) 0,5 mg/ml - 1 ug BD Pharmingen
o-FasL (G247-4) 0,4 mg/ml 1/1500 - BD Pharmingen
a-FasL, polyklonal (Ab-3) 0,1 mg/ml 1/100 - Calbiochem
o-Nck, polyklonal 1 mg/mi 1/2500 - Lab Vision
o-myc 1,2 mg/mi 1/5000 - Invitrogen
a-myc (9B11) k.A. - 1l Cell Signaling
a-myc-HRP 1,42 mg/ml 1/5000 - Invitrogen
o-LAMP-1 (Clone 25) 0,25 mg/ml 1/500 - BD Pharmingen
o-FBP17 (144C6) 1 mg/mi 1/2500 0,1-10ug Eigene Herstellung
o-FBP17 (144B8) 1 mg/ml 1/2500 0,1-10pg Eigene Herstellung
a-PACSIN1 (13E5) 1 mg/mi 1/2500 0,1-10ug Eigene Herstellung
o-PACSIN3 (106C10) 1 mg/ml 1/1500 0,1-10ug Eigene Herstellung
o-CD2BP1 (129H10) 1 mg/mi 1/2500 0,1-10ug Eigene Herstellung
a-CIP4 (208A3) 1 mg/ml 1/2500 0,1-10ug Eigene Herstellung
Kaninchen a-Maus 1,7 mg/mi - 2 ug Dianova, Hamburg
o-Maus-lgG-HRP k.A. 1/7500 - GE Healthcare
a-Kaninchen-IgG-HRP k.A. 1/7500 - GE Healthcare

Abkirzungen: WB: Western Blot; IP: Immunprazipitation, HRP: Meerettich-Peroxidase

3.4 Weitere Materialien

Nitrozellulose-Membran Hybond™ C Extra
Filterpapier Whatman 3MM
Spritzenvorsatzfilter 0,2 um
Spritzenvorsatzfilter 0,45 um

Sterilvakuumfilter
Zellkulturflaschen

Zellkulturplatten

Zentrifugenréhrchen (15 ml, 50 ml)

Reaktionsgefasse
Pipettenspitzen
Serologische Pipetten
Microlance® Kaniilen
PCR-Rd&hrchen
Objekttrager
Deckglaschen
Gene-Pulser-Kuvetten

Amersham
Whatman, UK
Sartorius, Géttingen
Sartorius

Millipore, Eschborn
Greiner, Frickenhausen
Nunc, DK

Nunc

Sarstedt, Nurnberg
Sarstedt

Sarstedt

Greiner

Becton Dickinson
Sarstedt

Carl Roth

Carl Roth

Bio-Rad
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Polycarbonat-Zentrifugen-Réhrchen (7 x 20 mm)
Ultra-Clear ™-Zentrifugen-Réhrchen (11 x 60 mm)
Ultra-Clear ™-Zentrifugen-Réhrchen (16 x 102 mm)
Centricon®-30 Konzentrator 30000 MWCO
Spektrometer-Kuvetten

NuPAGE™ 4-12% Bis-Tris-Gel (10 Wells, 1.0 mm)
NuPAGE™ 4-12% Bis-Tris-Gel (15 Wells, 1.0 mm)
NuPAGE™ 4-12% Bis-Tris-Gel (10 Wells, 1.5 mm)
NuPAGE™ 4-12% Bis-Tris-Gel (15 Wells, 1.5 mm)

3.5 Geriate

CO,-Begasungsbrutschranke
Dounce-Homogenisatoren
Ein- und Zwdlfkanalpipetten
Elektrophoresekammer Protean
Elektrophoresekammer X Cell SureLock™
Elektrophoresekammer X Cell 6™

Western Blot Transfer-Tank Trans-Blot®
Western Blot Transfer-Tank Mini Trans-Blot®
Elektrophoresekammer DNA Sub Cell™
Elektrophoresekammer Mini-Sub® Cell™
Entwicklungskassetten Hypercassette™
Geltrockner

Filmentwicklungsmaschine Agfa Curix60
Spektrometer SmartSpec™ 3000
Ultraschallstab

Lichtmikroskop

Netzgerate Power Pack 200/300

Netzgerat PS 250-2

Neubauer-Zahlkammer

Feinwaage A120S

Gel Imager (Videokamera und Thermodrucker)
LAS3000 (Image capturing unit)
Ultraschallbad RK 100

pH-Meter wtw pH 315i

Ultra-Zentrifuge TL-100

Ultra-Zentrifuge XL-80

Laser-Scanning Mikroskop LSM 510 Meta
Durchflusszytometer FACScan
Durchflusszytometer FACSCalibur
PCR-Maschine T Gradient

@

Beckman Coulter, Krefeld

Beckman Coulter
Beckman Coulter
Amicon, MA, USA
Sarstedt
Invitrogen
Invitrogen
Invitrogen
Invitrogen

Heraeus, Osterrode
Braun

Eppendorf, Hamburg
Bio-Rad

Invitrogen
Invitrogen

Bio-Rad

Bio-Rad

Bio-Rad

Bio-Rad

Amersham

Bio-Rad

Agfa Deutschland, KoIn

Bio-Rad
Branson, USA
Zeiss, Jena
Bio-Rad

Sigma Techware, Minchen

Fischer, Frankfurt/M
Sartorius

Intas, Gottingen
Fujifilm, DUsseldorf
Bandelin, Berlin
WTW, Weilheim
Beckman Coulter
Beckman Coulter
Zeiss

Becton Dickinson
Becton Dickinson
Biometra, Gottingen
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Schuttelwasserbad
Sicherheits-Sterilbank
Tischzentrifugen 5415C

Zentrifuge Biofuge 15R

Zentrifuge Varifuge 3.0R

Zentrifuge Megafuge 1.0

Zentrifuge J2MC (Rotor JA-14, JA-20)
Zentrifuge Typ J6HC (Rotor JS-42)
Wipptisch Rocky

Heizbl6cke Thermostat DB-2 und DB-3
Nukleofektionsgerat Nucleofector™ I

Elektroporationsgerat GenePulser || mit RF-Modul

GFL, Burgwedel
Heraeus
Eppendorf
Heraeus

Heraeus

Heraeus
Beckman Coulter
Beckman Coulter
Frobel Labortechnik, Lindau
Techne, Wertheim
Amaxa

Bio-Rad
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4. Methoden
4.1 Zellbiologische Methoden
4.1.1 Kultivierung von Zellen

Die  Kultivierung samtlicher Zelllinien erfolgte bei 37°C in  einer
wasserdampfgesattigten Atmosphare mit 5% CO,. Die Suspensionszelllinien Jurkat
(JFL, JM 301), Hut78, EBV-M, EBV-O und KFL-9 wurden in RPMI-1640-Medium mit
HEPES (10 mM), L-Glutamin (2 mM), 1% Penicillin/Streptomycin (v/v) und 5% FCS
(v/v) kultiviert.

Zur Expansion der verwendeten T-Zellklone und -linien wurde dem Medium 10%
FCS (v/v) und rekombinantes IL-2 (10 U/ml) zugesetzt. Direkt nach dem Auftauen
der T-Zellklone oder -linien oder periodisch nach etwa 14-21 Tagen Kultur wurden
diese mit einem sogenannten ,Feeder-Cocktail“ restimuliert. Dieser ,Feeder-Cocktail®
bestand aus 1 x 10° isolierten peripheren mononukledren Zellen (PBMNZ, 4000 rad
bestrahlt) und 0,1 x 10° EBV-transformierten B-Zellen (B-LCL, 6000 rad bestrahlt) pro
ml. Der Feedercocktail wurde zehnfach konzentriert angesetzt und in einem
Volumen, das einem Zehntel des Volumens der zu ,feedernden® Zellen entspricht,
eingesetzt. Um mdogliche Radikale zu entfernen wurden die PBMNZ und B-LCLs
nach dem Bestrahlen zweimal mit Kulturmedium gewaschen, dann vereinigt,
abzentrifugiert und in einem entsprechenden Volumen Kulturmedium mit 10% FCS
(v/v) aufgenommen. Danach wurden IL-2 (100 U/ml) und PHA (5 pg/ml)
hinzugegeben. Nach drei Tagen wurden die ,gefeederten® Klone Uuber Ficoll
gegeben, um lebende von toten Zellen zu trennen. Mit NK-Zellen wurde nach
demselben Protokoll verfahren. Der Phanotyp der Zellen wurde in regelmalligen
Abstanden durchflusszytometrisch uUberpruft. Zur Generierung von T-Zell-Blasten
wurden isolierte mononukleare Zellen mit PHA (0,5 pg/ml) stimuliert. Nach drei
Tagen wurden mittels Ficoll-Hypaque-Dichtegradienten-Zentrifugation die toten
Zellen beseitigt und die lebenden PHA-Blasten nach intensivem Waschen unter
Zusatz von rekombinantem IL-2 (10 U/ml) fur weitere 7-21 Tage expandiert.

Die adharenten Zelllinien HeLa und 293T wurden in DMEM-Medium mit 10% FCS
(v/v), 1% Penicillin/Streptomycin (v/v) und 1% L-Glutamin (v/v) Kkultiviert. Zum

Passagieren der Zellen wurde das Medium abgenommen und die Zellen durch
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Inkubation mit einer Trypsin/EDTA-PBS-Lésung (0,05%/0,02% (w/v), 5-10 Minuten
bei 37°C) abgelost. Die Zellen wurden dann abzentrifugiert (1300 rpm, 7 min), im

Verhaltnis 1/3-1/5 geteilt und erneut in Kultur genommen.

4.1.2 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Zellen konnen in flussigem Stickstoff kryokonserviert werden, um sie bei Bedarf
wieder aufzutauen und erneut in Kultur zu nehmen. Dazu wurden die Zellen
abzentrifugiert, maximal 20-30 x 10° Zellen pro Aliquot in kaltem (4°C)
Einfriermedium aufgenommen und auf Eis in 1 ml Kryoréhrchen Uberfuhrt. Die Zellen
wurden mit Folie zunachst bei -20°C eingefroren. Die Zugabe von DMSO, das in die
Zellen diffundiert, soll die Kristallbildung beim Einfrieren und somit die Zerstérung der
Zellmembranen verhindern. Nach der ersten Einfrierphase bei -20°C und -80°C folgte
die Lagerung der Zellen in flussigem Stickstoff (-196°C). Zum Auftauen der Zellen
wurde das RoOhrchen im Wasserbad erwarmt und die Zellsuspension in ein
Zentrifugenrohrchen Uberfuhrt. Unter standigem Schatteln wurden zunachst
tropfenweise 10 ml (kaltes) Kulturmedium hinzugegeben. Nach zweimaligen
Waschen (1300 rpm, 7 min) mit Kulturmedium und dem Bestimmen der Zellzahl und
der Zellvitalitdt konnten die Zellen weiter verarbeitet werden. Da DMSO bei

Raumtemperatur fur die Zellen toxisch ist, erfolgte der Vorgang maoglichst rasch.

4.1.3 Bestimmung der Zellzahl und Zellvitalitat

Zur Bestimmung der Zellzahl wurden 10-50 ul der Zellsuspension in 50-90 ul einer
Eosin-Losung oder Trypanblau-Losung verdunnt. Die toten Zellen werden dabei
aufgrund ihrer Membrandurchlassigkeit selektiv angefarbt, was eine Einschatzung
der Zellvitalitat ermdglicht. Die lebenden Zellen wurden in einer Neubauer-
Zahlkammer mit definiertem Kammervolumen ausgezahlt. Die Zellzahl pro Milliliter
Zellsuspension ergab sich durch Multiplikation des Mittelwerts der in zwei bis vier
Teilquadraten gezahlten Zellen, dem Verdunnungsfaktor (2-10) und dem
Kammerfaktor (10%).
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4.1.4 Isolierung mononuklearer Zellen aus peripherem Blut

,Buffy-Coats“ sind Leukozytenkonzentrate, die nach dem Abzentrifugieren von
Vollblut abgepresst werden. Aus diesem Konzentrat lassen sich periphere
mononukleare Zellen (PBMNZ) durch eine Dichtegradientenzentrifugation isolieren.
Dabei sammeln sich die Lymphozyten und Monozyten entsprechend ihrer
spezifischen Dichte in der Interphase zwischen Plasma- und Thrombozyten-
Uberstand und der Ficoll-Lésung an. Das Zellsediment setzt sich aus Erythrozyten
und Granulozyten (und gegebenenfalls toten MNZ) zusammen, welche eine hdhere
Dichte aufweisen als 1,077 g/ml. Es wurden in einer mittleren Zellkulturflasche 100
ml PBS vorgelegt und der ,Buffy-Coat” (meist ca. 25-30 ml) darin verdunnt. In 50 ml
Roéhrchen wurden jeweils 15 ml Ficoll (d=1,077 g/ml) vorgelegt und 25 ml des
verdunnten Buffy-Coats vorsichtig Uberschichtet. Nach Zentrifugation (2000 rpm, 20
min, ohne Bremse) wurde der Uberstand bis zum Interphasering abgesaugt. Der
Lymphozytenring wurde abgenommen und in ein neues Rohrchen uberfuhrt, zweimal
mit PBS, einmal mit Kulturmedium gewaschen (1300 rpm, 7 min) und schlieRlich in
RPMI-Medium mit 5% FCS aufgenommen. Die Waschschritte dienen der Entfernung

von Thrombozyten, Serum und Ficollriickstanden.

4.1.5 E-Rosettierung

T-Zellen weisen in der Regel ein charakteristisches Oberflachenmolekul (CD2) auf,
das ein Glykoprotein (T11TS) auf Schaferythrozyten (sheep red blood cells, SRBC)
bindet. Bei der Inkubation beider Zelltypen bilden sich SRBC-Rosetten um einzelne
T-Zellen. Diese Rosetten lassen sich aufgrund ihrer insgesamt héheren Dichte
effektiv Uber einen Ficoll-Gradienten von (nicht rosettierenden) B-Zellen oder
Monozyten ("E° Zellen") trennen. SRBC lassen sich anschlieBend mit einer 1 M
NH4CI-Lésung lysieren. Die zu behandelnden Zellen wurden auf eine Zelldichte von 1
x 10® Zellen/ml eingestellt und 20 ml dieser Zellsuspension mit 5 ml Neuraminidase-
behandelten Schaferythrozyten vermengt. Dieses Gemisch wurde auf 15 ml Ficoll
geschichtet und anschlieliend abzentrifugiert (2000 rpm, 20 min, ohne Bremse). Der
Interphasering enthalt die E- Zellen, die E* Zellen finden sich im Zellsediment. Zur

Isolierung dieser CD2" Zellen wurde das sedimentierte Material in 1-2 ml NH4Cl-
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Losung resuspendiert, um die Erythrozyten zu lysieren. Die Zellen wurden

anschlie3end dreimal mit RPMI-Medium mit 10% FCS gewaschen.

4.1.6 Ansatz von Neuraminidase-behandelten Schafserythrozyten

20 ml Schafblut wurden dreimal mit PBS gewaschen (2000 rpm, 5 min, ohne
Bremse). Dabei wurde jeweils die sich ablagernde Schicht von Schaflymphozyten auf
den Erythrozyten abgesaugt. Das Erythrozytensediment wurde dann in 20 ml RPMI-
Medium mit 10% FCS aufgenommen. Nach Zugabe von 500 uyl Neuraminidase und
30minuatiger Inkubation bei 37° wurden die Erythrozyten noch zweimal mit PBS
gewaschen (2000 rpm, 5 min, ohne Bremse). Ausgehend vom erhaltenen Pellet
wurde eine 10%ige SRBC-Suspension in RPMI-Medium mit 10% FCS hergestellt.
Zur Uberpriifung der Reinheit wurden 500 pl Erythrozyten in NH4Cl-Ldsung lysiert
und die Anzahl der Leukozyten in einer Neubauer-Zahlkammer ermittelt. Die SRBCs
wurden nur fur Rosettierungen verwendet, wenn die Auszahlung weniger als sieben

Leukozyten pro Quadrant ergab.

4.1.7 Transfektion von Zellen

4.1.7.1 Kalzium-Phosphat-Prazipitation

Die Transfektion von 293T-Zellen wurde nach der Kalzium-Phosphat-Prazipitat-
Methode durchgefuhrt. Am Tag vor der Transfektion wurden die Zellen gemal den
Angaben in Tabelle 4.1 ausgesat und bis zu einer Konfluenz von 70-80% kultiviert.
Der Transfektionsansatz besteht aus einem gleichen Volumen an BES (2x) und einer
250 mM Kalziumchloridlésung, welche die zu transfizierende DNA enthalt. Zunachst
wurde die DNA zur CaCl,-Lésung gegeben und das Volumen mit Wasser gemaf
Tabelle 4.1 dem Volumen der einzusetzenden BES-LOsung angeglichen.
Nachfolgend wurde die BES-LAsung tropfenweise unter leichtem Schutteln (800 rpm)
zur Kalziumchlorid-Losung mit der entsprechenden DNA gegeben. Der
Reaktionsansatz verblieb zehn Minuten bei Raumtemperatur und wurde dann

tropfenweise dem Kulturmedium beigeflgt. Die Zellen wurden flr weitere 18-24
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Stunden kultiviert und nachfolgend flir die entsprechenden Analysen verwendet. In
Abhangigkeit von der verwendeten Zellkulturschale wurde die Zellzahl, die DNA-

Menge und die Menge der eingesetzten Reagenzien gemaf Tabelle 4.1 variiert.

Tabelle 4.1: Zellzahl, Menge an DNA und Volumen der eingesetzten Puffer bei Verwendung
unterschiedlicher Zellkulturschalen

Zellkulturschale Anzahl der Zellen/ DNA-Menge Puffervolumen
Volumen Medium (Vektor 1: Vektor 2) (2xBES/2.5 M CaCl2)
10 cm-Zellkulturschale 5-6 x 10°/10 ml 5ug:1ug 500 piI/50 pl
20 cm-Zellkulturschale 3-4 x 10°%/40 ml 20 ug : 6 ug 2 mi/200 pl
6-Well-Platte 1,2-1,5 x 10°/2 ml 1ug:0.2ug 100 pl/10 pl
12-Well-Platte 1,2 x 10%2 ml 1ug:0.2ug 100 pi/10 pl

4.1.7.2 Elektroporation

Die adharente Zelllinie HeLa wurde bei 80% Konfluenz durch Zugabe von 10 ml
Trypsin/EDTA geerntet, dreimal mit PBS gewaschen und in RPMI-Medium ohne
weitere Zusatze auf eine Dichte von 10 x 10° Zellen/ml eingestellt. Die
Suspensionszellen Hut78 wurden am Vortag der Elektroporation in frisches
Kulturmedium uberfuhrt. Zur Elektroporation wurden sie dreimal mit PBS gewaschen
und in RPMI-Medium ohne weitere Zusitze auf eine Dichte von 20 x 10° Zellen/ml
eingestellt. Jeweils 200 pl der Zellsuspension wurden mit 20 ug Vektor oder
zusatzlich mit 6 ug eines zweiten Vektors in einer ,Gene Pulser‘-Kuvette gemischt
und im Gene Pulser Il (RF model) elektroporiert. Die Parameter wurden
entsprechend des zu elektroporierenden Zelltyps variiert (Tabelle 4.2). Nach der
Elektroporation wurden die Zellen in 6 ml vorgewarmtes Kulturmedium tberfuhrt und
sorgfaltig resuspendiert. Die Zellen wurden fir weitere 18-24 Stunden in 12-Well-

Platten kultiviert und fir entsprechende Analysen verwendet.
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Tabelle 4.2: Elektroporationseinstellungen fur HeLa-Zellen und Hut78-Zellen

Zelltyp Volt (V) Frequenz Modifikation Anzahl der Pulsdauer
(kHz) (%) Pulse (msec)
HelLa 240 40 50 5 5
Hut78 370 40 100 5 7

4.1.7.3 Nukleofektion

Jurkat-Zellen und PHA-Blasten wurden mit dem Nukleofektionssystem von AMAXA
transfiziert. Je Transfektionsansatz wurden 5 x 10° Zellen in 100 pl der
entsprechenden Nukleofektionslésung (Tab. 4.3) resuspendiert. Die Zellsuspension
wurde mit 2 pg der zu transfizierenden DNA bzw. 150 pmol siRNA in
Nukleofektionskuvetten Uberfuhrt und im Nukleofektor unter Verwendung eines
geeigneten Programms (Tab. 4.3) elektroporiert. Nachfolgend wurden rasch 500 pl
vorgewarmtes Kulturmedium zu den Zellen gegeben. Die Zellen wurden dann
sorgfaltig resuspendiert und in 12-Well-Zellkulturplatten mit jeweils 1,5 ml
vorgewarmtem Kulturmedium Uberfuhrt. Nach etwa 4 Stunden Inkubation bei 37°C
wurden die Zellen geteilt. Jurkat-Zellen wurden 24 Stunden kultiviert und dann fir
nachfolgende Analysen verwendet. Nach Transfektion mit siRNA wurden PHA-
Blasten 72 Stunden inkubiert, bevor sie fur weitere Untersuchungen verwendet

wurden.

Tabelle 4.3: Verwendete Losungen und Programme zur Nukleofektion von PHA-Blasten und
Jurkat-Zellen

Zelltyp Nukleofektorlésung Programm
Jurkat \ G-010, S-018
PHA-Blasten For primary cells X-001
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4.1.8 Immunfluoreszenzanalysen
4.1.8.1 Durchflusszytometrie

Die Immunfluoreszenz ~ ermdéglicht  sowohl  den Nachweis  zellularer
Oberflachenantigene als auch intrazellularer Antigene. Mit Hilfe des
Durchflusszytometers konnen Zellen, welche mit Fluorochrom-gebundenen
Antikdrpern  markiert sind, hinsichtlich ihrer ZellgroRe, Granularitat und

Fluoreszenzintensitat analysiert werden.

Nachweis von Zelloberflachenantigenen

Jeweils 1-2 x 10° Zellen wurden in einer 96-Well Spitzboden-Mikrotiterplatte
abzentrifugiert (1000 rpm, 4 min, 4°C) und einmal mit 100 ul kaltem Waschpuffer
(PBS mit 1% BSA und 0,1% NaNs3) gewaschen. AnschlieRend wurden die
sedimentierten Zellen mit Antikérpern bzw. einer geeigneten Isotypkontrolle gleicher
Konzentration in einem Volumen von 5-10 pl resuspendiert und fir 30 Minuten auf
Eis inkubiert. Je nach Art des Primarantikorpers erfolgten weitere Farbeschritte. Bei
direkt konjugierten Antikdrpern wurden die Zellen nach zwei weiteren Waschschritten
direkt in einer 1%igen PFA-L6sung aufgenommen. Bei Verwendung unkonjugierter
Antikorper wurden die Zellen nach zwei weiteren Waschschritten mit einem
geeigneten Fluorochrom-konjugierten Sekundarantikorper fur 20 Minuten auf Eis
inkubiert. Bei Gebrauch biotinylierter Antikorper erfolgte ein weiterer Farbeschritt mit

Fluorochrom-konjugiertem Streptavidin.

Nachweis intrazellularer Antigene

Zur Detektion intrazellularer Antigene wurde das Cytofix/Cytoperm-Kit von Becton
Dickinson verwendet. Jeweils 1-2 x 10° Zellen wurden in einer 96-Well-Spitzboden-
Mikrotiterplatte abzentrifugiert (1000 rpm, 4 min, 4°C) und einmal mit 100 ul kaltem
Waschpuffer (PBS mit 1% BSA und 0,1% NaN3) gewaschen. Zur Fixierung und

Permeabilisierung der Zellen wurden diese in 100 pl Cytofix/Cytoperm-Losung

47



IV. Methoden

resuspendiert und 15 Minuten auf Eis belassen. Nach zwei weiteren Waschschritten
mit jeweils 100 yl Perm/Wash-L6osung wurden die pelletierten Zellen mit Antikdrpern
in geeigneter Konzentration (1-5 pg) bzw. einer entsprechenden Isotypkontrolle
gleicher Konzentration in einem Volumen von 100 pl Perm/Wash-Lésung
resuspendiert und fir 30 min auf Eis inkubiert. Wie auch bei dem Nachweis von
Zelloberflachenantigenen erfolgten je nach Art des Primarantikorpers weitere
Farbeschritte. Bei direkt konjugierten Antikorpern wurden die Zellen nach zwei
weiteren Waschschritten mit Perm/Wash-Losung direkt in einer 1%igen PFA-LAsung
aufgenommen. Bei Verwendung unkonjugierter Antikdrper wurden die Zellen nach
zwei weiteren Waschschritten mit einem geeigneten Fluorochrom-konjugiertem

Sekundarantikorper inkubiert.

Bestimmung des Anteils toter Zellen mittels Propidiumjodid

Der Anteil toter Zellen lasst sich durchflusszytometrisch anhand der Aufnahme von
Propidiumjodid messen. Propidiumjodid  wird hierbei aufgrund der
Membrandisfunktion selektiv von toten Zellen aufgenommen und interkaliert in die
DNA. Interkaliertes Propidiumjodid fluoresziert wesentlich starker als Iosliches und
lasst sich somit im FACScan (FL2 oder FL3) nachweisen. Die Zellen wurden einmal
mit PBS gewaschen und dann in 100 ul Propidiumjodid-Lésung (2,5 ug/ml
Propidiumjodid in PBS) aufgenommen. Die Messung erfolgte nach 10 bis 20 Minuten
im FACScan.

4.1.8.2 Konfokale Mikroskopie

Reinigung der Deckglaser

Zur Vorbereitung der Deckglaser flr den Gebrauch in der Zellkultur wurden diese flr

15 Minuten in konzentrierter Salzsdure geschwenkt. AnschlieRend wurden sie

zweimal mit Wasser und einmal mit 70%igem Ethanol gewaschen. Nachfolgend

wurden sie zu Sterilisationszwecken Uber Nacht bei 180°C getrocknet.
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Vorbehandlung der Deckglaser

Um die Adharenz der Zellen auf den Glas-Deckglasern zu gewahrleisten, wurden
diese in 12-Well-Platten Uberflhrt und anschlielend dreimal mit PBS gewaschen. Es
wurde dann Poly-L-Lysin (50 pg/ml in PBS) hinzugegeben und die Deckglaser 30
Minuten bei 37°C inkubiert. Nachfolgend wurden die Deckglaser wiederum dreimal

mit PBS gewaschen.

Vorbereitung der Zellen

Adharente Zellen wurden in einer Dichte von 1,2-1,5 x 10° Zellen fiir 24 Stunden auf
Deckglasern in 12-Well-Platten kultiviert. Nachfolgend wurden die Zellen entweder
direkt fur mikroskopische Analysen verwendet oder im Falle von 293T-Zellen bei
Bedarf mittels Kalzium-Phosphat-Prazipitation transfiziert, fur weitere 18-24 Stunden
kultiviert und dann mikroskopisch analysiert. HelLa-Zellen wurden nach
Elektroporation auf Deckglasern in 12-Well-Platten ausgesat und fur 18-24 Stunden
kultiviert, bevor sie mikroskopisch analysiert wurden. Suspensionszellen wurden
direkt auf vorgekuhlte Deckglaser in einer 12-Well-Platte Gberfuhrt und 10 Minuten
auf Eis inkubiert. Die Adharenz der Zellen wurde lichtmikroskopisch untersucht.
Nicht-adharente Zellen wurden durch Abnehmen des Kulturmediums vorsichtig

entfernt.

Fixierung der Zellen

Vor der Fixierung der auf den Deckglasern adharierenden Zellen wurden diese
einmal mit PBS gewaschen. Die Fixierung erfolgte durch eine funfminutige
Inkubation mit 3% PFA in PEM-Puffer, gefolgt von einer zehnminitigen Inkubation
mit 3% PFA in Borat-Puffer. Zur Permeabilisierung der Zellen wurden diese
nachfolgend 15 Minuten mit 1% Triton X-100 in PBS behandelt. Anschliefend
wurden die Deckglaser zweimal mit PBS gewaschen. Bei Farbung der
Plasmamembran mit Fluorochrom-konjugierten Weizenkeim-Agglutininen wurde auf

eine Permeabilisierung der Zellen verzichtet. Zur Reduktion reaktiver

49



IV. Methoden

Aldehydgruppen, welche zur Hintergrundfluoreszenz des Praparats beitragen
konnten, wurden die Zellen zweimal zehn Minuten mit Natriumborhydrid (1 mg/ml in
PBS) behandelt. Nach zwei weiteren Waschschritten mit PBS wurde die Zellen

gefarbt.

Farbung der Zellen

Zunachst wurden die Praparate fur eine Stunde mit 0,2% BSA in PBS blockiert. Zur
Farbung wurden die Zellen mit Antikorpern in geeigneter Konzentration inkubiert.
Dazu wurden die Antikorper in einem Volumen von 50-100 ul in Blockierungspuffer
verdunnt und auf Parafiim aufgebracht. Die Deckgléaser wurden dann bei
Raumtemperatur eine Stunde mit den entsprechenden auf dem Parafilm vorgelegten
Antikérpern inkubiert. Je nach Art des Primarantikérpers erfolgten weitere
Farbeschritte. Bei direkt konjugierten Antikorpern wurden die Deckglaser nach zwei
weiteren Waschschritten mit PBS und einem mit destilliertem Wasser direkt auf die
Objekttrager aufgebracht. Bei Verwendung unkonjugierter Antikorper wurden die
Zellen nach zwei weiteren Waschschritten mit PBS mit einem geeigneten
Fluorochrom-konjugiertem Sekundarantikorper inkubiert (45-60 min, RT). Rhodamin-
konjugiertes Phalloidin wurde zur Farbung von Aktinfilamenten verwendet (30 min,
RT). Die Plasmamembran wurde mit Fluorochrom-konjugierten Weizenkeim-
Agglutininen gefarbt (20-30 min, RT). Zur Visualisierung der Zellkerne wurden die
Zellen fur 15 Minuten mit DAPI inkubiert. Die Deckglaser wurden mit 12 pl
MoBiGLOW-Mounting-Medium auf dem Objekttrager fixiert.

4.1.9 Durchfiihrung der Versuchsansatze mit T-Zellklonen und T-Zelllinien
4.1.9.1 Kinetik der FasL-Oberflachenexpression

Fur die Versuche wurden Zellen verwendet, die sich in der Proliferationsphase (9-21
Tage nach Restimulation mit ,Feeder-Cocktail“) befanden. Die Zellen wurden auf

eine Zelldichte von 1 x 10%ml eingestellt, aliquotiert und jeweils mit den Inhibitoren in

geeigneter Konzentration flr 30 min bei 37° C vorinkubiert. Dann wurden 90 pl der
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Zellsuspension in eine 96-Well-Flachboden-Mikrotiterplatte UGberfihrt und zur
Stimulation mit 10 pl einer Verdinnung von TPA und lonomycin (Endkonzentration:
10 ng/ml TPA und 500 ng/ml lonomycin) in Kulturmedium versetzt. Die Zugabe von
TPA/lonomycin erfolgte sukzessiv, d.h. die Zellen wurden flr unterschiedliche
Zeitraume stimuliert, aber gleichzeitig gefarbt. Zum Abbruch der Stimulation wurden
die Zellen in eine 96-Well Spitzboden-Mikrotiterplatte Uberfuhrt und abzentrifugiert
(1000 rpm, 4°C, 4 min) und zur durchflusszytometrischen Untersuchung der FaslL-
Oberflachenexpression gemal des Standardprotokolls gegen den Fas-Liganden und

mit einer geeigneten Isotypkontrolle gefarbt.

4.1.9.2 Aktivierungs-induzierter Zelltod

Zur Analyse des Aktivierungs-induzierten Zelltodes wurden Zellen des CD4" T-
Zellklons 12603 (TH1) auf eine Zellzahl von 2 x 10%/ml in Kulturmedium eingestellt,
aliquotiert und jeweils mit den Inhibitoren in geeigneter Konzentration fur 30 min bei
37° C vorinkubiert. 400 ul der entsprechend vorbehandelten Zellsuspension wurden
in eine 24-Well Zellkulturplatte Gberfihrt und fir 18 Stunden mit Staphylokokken-
Enterotoxin A (0.5 ng/ml) oder zur Kontrolle ohne weitere Zusatze inkubiert. Nach
Ablauf der Inkubationszeit wurde die Zellviabilitdt mittels Propidiumjodid-Farbung
ermittelt. Die FasL-Oberflachenexpression wurde durchflusszytometrisch gemaf

Standardprotokoll untersucht.

4.1.9.3 Kokultur von T-und B-Zellen

Zur mikroskopischen Analyse der zytotoxischen immunologischen Synapse zwischen
T-Zellen und B-Zellen wurden 2 x 10° PHA-Blasten oder Zellen des Klons 12603
bzw. 1 x 10° Jurkat-Zellen mit 1 x 10° EBV-transformierten B-Zellen (EBV-M) in 1 ml
Kulturmedium fir 10-30 Minuten in Eppendorf-Reaktionsgefallen bei 37°C inkubiert.
Im Falle der Kokultur mit PHA-Blasten wurden die EBV-transformierten B-Zellen 30
Minuten mit einer Mischung der bakteriellen Superantigene A, B, C, D und E (jeweils
20 ng/ml) inkubiert und dreimal intensiv mit Medium ohne weitere Zusatze

gewaschen. Fir die Kokultur mit Jurkat-Zellen wurde mit bakteriellem Superantigen
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E analog verfahren. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die Zellkonjugate
vorsichtig auf vorgekuhlte Deckglaser uberfuhrt und nach dem Standardprotokoll
fixiert und gefarbt. Bei Verwendung von Inhibitoren wurden die Effektorzellen 30

Minuten bei 37°C mit den entsprechenden Substanzen vorinkubiert.

4.2 Molekularbiologische Methoden
4.2.1 RNA-Isolierung

1-2 x 10° Zellen wurden mit PBS gewaschen und die RNA unter Verwendung des
Nucleospin® RNA Il-Kits isoliert. Dazu wurden 5 x 10° T-Zellen einmal mit PBS
gewaschen. Die sedimentierten Zellen wurden in 350 ul Lysepuffer (RA1) mit 3,5 pl
B-Mercaptoethanol aufgenommen und vorsichtig resuspendiert. Nach kurzer
Inkubation wurde die Lysate auf eine Filtersaule gegeben und zentrifugiert (11000 x
g, 1 min). Der Durchlauf wurde mit 350 ul 70%igem Ethanol versetzt und zur Bindung
der RNA auf eine weitere Saule gegeben und zentrifugiert (11000 x g, 30 sec). Zum
Entsalzen der Probe wurde die Saule nach Zugabe von 350 ul Entsalzungspuffer
(MDB) ein weiteres Mal zentrifugiert (11000 x g, 1 min). Um enthaltene DNA zu
entfernen wurde die Silikamembran fur 15 Minuten mit DNAse behandelt.
Nachfolgend wurde die Membran dreimal gewaschen, davon einmal mit 200 pl
Waschpuffer RA2 (11000 x g, 30 sec), und zweimal mit einem weiteren Waschpuffer
RA3 (600 ul, 11000 g, 30 sec und 250 ul, 11000 g, 2 min). Schliellich wurde die
RNA mit 60 pl RNAse-freiem Wasser eluiert und bei -80°C gelagert.

4.2.2 RT-PCR

Zur Generierung von cDNA wurden 1 ug der isolierten RNA mit RNAse-freiem
Wasser auf ein Volumen von 12,5 pl eingestellt. Es wurde dann 1 pl Primer (Random
Primer) hinzugegeben. Die Proben wurden flr funf Minuten bei 72°C im PCR-Gerat
inkubiert, um die Bindung der Primer zu gewahrleisten. Es wurden nachfolgend 4 ul
PCR-Puffer, 1 pyl dNTPs, 0,5 pl RNAse-Inhibitor (RNasin) und 1 pl Reverse
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Transkriptase beigefugt. Die Proben wurden anschliel3end fir eine Stunde bei 37°C
im PCR-Gerat inkubiert.

4.2.3 Regulare PCR

Zur Amplifikation individueller cONAs wurden in einem Gesamtvolumen von 25 pl 2
Ml der aus der RT-PCR erhaltenen DNA (s. 4.2.2) mit jeweils 3 ul der entsprechenden
Primer (10 pmol/pl) und 2,5 ul PCR-Puffer (10x), 0,5 pl MgCI2 (25 mM), 1 yl dNTPs
(10 mM), 0,25 pl Hot-Start-Tag-Polymerase sowie 12,75 pl Wasser versetzt. Als
Kontrollen dienten jeweils eine Probe ohne Primer und Template (N1) und eine ohne
Template (N2). Nach der Aktivierung der Polymerase fur 15 Minuten bei 95°C
erfolgte die Amplifikation in 30 Zyklen. Nach einer initialen Denaturierungsphase bei
95°C fur 30 Sekunden fand die Bindung der Primer bei geeigneter Temperatur fir 40
Sekunden statt. Die Elongation erfolgte bei 72°C fur 30 Sekunden. Die PCR wurde

durch eine zehnminutige Synthesephase abgeschlossen.

4.2.4 Transformation kompetenter Bakterien

Zur Transformation kompetenter Bakterien (TOP10) mit Plasmid-DNA wurden 50 pl
der Bakteriensuspension mit 2 ul DNA versetzt. Der Transformationsansatz wurde 30
Minuten auf Eis belassen und anschlielend fur 30 Sekunden bei 42°C inkubiert.
Nach weiteren zwei Minuten auf Eis wurden 950 pl vorgewarmtes SOC-Medium zu
dem Transformationsansatz gegeben und dieser nachfolgend fir eine Stunde bei
37°C inkubiert. 50 yl des Ansatzes wurden entnommen und auf Antibiotika-haltigen
Agarplatten  ausplattiert. Der verbleibende Transformationsansatz  wurde
abzentrifugiert, der Uberstand verworfen, die sedimentierten Bakterien in 50 pl SOC-
Medium aufgenommen und ebenfalls auf Antibiotika-haltigen Agarplatten ausplattiert.
Nach Inkubation bei 37°C fur 24 Stunden wurde die Agarplatte auf das Wachstum

definierter Kolonien untersucht.
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4.2.5 Anlegen von Glycerol-Stocks

Zur Aufbewahrung transformierter Bakterien wurden 3-5 ml Antibotika-haltiges LB-
Medium mit den gewahlten Kolonien angeimpft. Nach Inkubation bei 37°C Uber
Nacht wurde die Bakteriensuspension abzentrifugiert (2000 rpm, 5 min), die
sedimentierten Bakterien in 500 yl LB-Medium aufgenommen und weiterhin mit 500
pl Glycerol versetzt. Die Bakterien wurden bei —80°C gelagert.

4.2.6 Aufreinigung von Plasmid-DNA

Plasmid-DNA wurde in kleinem Malistab mittels des NucleoSpin Plasmid Kits
(Macherey Nagel), in groRem Malstab unter Verwendung des NucleoBond PC500
Kits (Macherey Nagel) aufgereinigt. Zur Isolierung kleiner Mengen Plasmid-DNA
wurden am Vortag 3-5 ml Antibiotika-haltiges LB-Medium mit Bakterien angeimpft
(aus Glycerolstock oder ausgewahlten Kolonien) und tber Nacht bei 37°C kultiviert.
Die Bakteriensuspension wurde abzentrifugiert (2000 rpm, 5 min) und das Pellet in
250 ul RNAse-haltigem Puffer (A1) aufgenommen. Der Ansatz wurde in ein
Eppendorf-Reaktionsgefal® uberfuhrt, mit 250 ul Lysepuffer (A2) versetzt und durch
vorsichtiges  Schwenken gemischt. Nach  funfminutiger Inkubation  bei
Raumtemperatur wurden 300 pl Neutralisierungspuffer (A3) zugeflgt und der Ansatz
abermals durch vorsichtiges Schwenken durchmischt. Nach Zentrifugation (11000
rom, 10 min) wurde der Uberstand auf eine S&ule gegeben und durch Zentrifugation
(11000 rpm, 1 min) mit 600 pl Waschpuffer (A4) gereinigt. Zur Trocknung wurde die
Saule eine weiteres Mal zentrifugiert (11000 rpm, 2 min). Die DNA wurde mit
destilliertem Wasser durch Zentrifugation bei 11000 rpm fur zwei Minuten eluiert.

Zur Aufreinigung grolRerer DNA-Mengen wurden 350 ml Antibiotika-haltiges LB-
Medium mit Bakterien angeimpft. Nach Kultivierung tber Nacht bei 37°C wurde die
Bakteriensuspension abzentrifugiert (5000 rpm, 10 min). Die sedimentierten
Bakterien wurden in 12 ml RNAse-haltigem Puffer resuspendiert (S1), mit weiteren
12 ml Lysepuffer (S2) versetzt und nach vorsichtigem Schwenken funf Minuten bei
Raumtemperatur belassen. Nachfolgend wurden 12 ml Neutralisierungspuffer (S3)
hinzugefigt und der Ansatz flr weitere 15 Minuten auf Eis inkubiert. Das erhaltene

Lysat wurde zentrifugiert (13000 rpm, 40 min), filtriet und auf eine mit
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Equilibrierungspuffer (N2) equilibrierte Saule geladen. Die an die Saule gebundene
DNA wurde gewaschen (32 ml Waschpuffer N3) und mit 15 ml Elutionspuffer (N5)
eluiert. Das erhaltene Eluat wurde mit 11 ml Isopropanol versetzt, leicht geschwenkt
und bei 13000 rpm fur 30 Minuten zentrifugiert. Die sedimentierte DNA wurde mit
70%igem Ethanol gewaschen, zentrifugiert (13000 rpm, 5 min), getrocknet und in
500 pl destilliertem Wasser aufgenommen. Die Konzentration wurde photometrisch

bestimmt.

4.2.7 Restriktionsverdau

In einem Gesamtvolumen von 10 pyl wurden 1 pg der zu testenden DNA mit jeweils
0,5 ul der entsprechenden Restriktionsenzyme, 1 pl des geeigneten Reaktionspuffers
(10x) und einem entsprechenden Volumen von destilliertem Wasser versetzt. Der
Ansatz wurde eine Stunde bei 37° C inkubiert und dann mittels Agarose-

Gelelektrophorese analysiert.

4.2.8 Agarose-Gelelektrophorese

Die Auftrennung restriktionsverdauter Plasmid-DNA oder von PCR-Produkten
erfolgte mittels Agarose-Gelelektrophorese. Aufgrund des linear zur Lange der DNA
negativ geladenen Desoxyribose-Phosphat-Ruckgrats findet ein Ladungstransport
statt, wobei die Nukleinsduren ihrem Molekulargewicht entsprechend zur Anode
wandern. Die Elektrophorese wurde in der Regel bei 100 V in 0,8-2%igen Gelen mit
0,5 ug/ml Ethidiumbromid durchgefiihrt, die mit TAE-Puffer umspult wurden. Die
Laufzeit betrug unter den Bedingungen ca. 30 Minuten. Die Auswertung der Gele

erfolgte unter UV-Licht an einem Gelscanner mit angeschlossenem PC.
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4.3 Biochemische Methoden

4.3.1 Aufreinigung monoklonaler Antikorper

Der Kulturiberstand der entsprechenden Hybridomzellen wurde gesammelt, filtriert
und der pH-Wert auf 6.5 eingestellt. Der Uberstand wurde dann (iber eine Protein G
Sepharose-Saule gegeben, die zuvor mit Bindungspuffer equilibriert und intensiv
gewaschen worden war. Das gebundene Protein wurde mit Elutionspuffer von der
Saule in Sammelréhrchen eines Fraktionssammlers eluiert und neutralisiert. Die
Protein-haltigen Fraktionen wurden vereinigt und Uber Nacht in Dialysierschlauchen
gegen PBS dialysiert. Die Proteinkonzentration wurde photometrisch bestimmt und
die erhaltene Antikorperlosung gegebenenfalls mit einem Centricon-30-Konzentrator

ankonzentriert. Die Antikorper wurden aliquotiert und bei —80°C gelagert.

4.3.2 Expression und Aufreinigung von GST-Fusionsproteinen

Zur Aufreinigung rekombinanter GST-Fusionsproteine wurden transformierte
Bakterien Uber Nacht in 100 ml sterilem LB-Medium mit 50 pg/ml Ampicillin bei 37°C
auf einem Schuttler angezogen. Diese Vorkultur wurde dann in 250 ml LB-Medium
mit Ampicillin Gberfuhrt und flir weitere ein bis zwei Stunden expandiert. Die
Expression der Fusionsproteine wurde durch Zugabe von IPTG (1 mM) induziert.
Nach weiteren vier bis funf Stunden wurden die Bakterien abzentrifugiert (10 min,
5000 rpm, 4°C). Das Bakterienpellet wurde in 27 ml PBS resuspendiert und
anschlielend lysiert. Dazu wurden die Bakterien zunachst dreimal fur jeweils drei
Sekunden mit Ultraschall behandelt und nach Zugabe von in 3 ml 10%igem Triton X-
100 Lysepuffer weitere 15 Minuten auf Eis inkubiert. Das erhaltene Lysat wurde
abzentrifugiert (30 min, 13000 rpm, 4°C), wobei die Fusionsproteine in der Regel im
Uberstand verblieben. Zur Préazipitation der GST-Fusionsproteine wurde der
Uberstand mit 3 ml Glutathion-Sepharose-4B-Beads (50% (v/v) in PBS) versetzt und
bei 4°C flr zwei Stunden rotiert. Nach dreimaligem Waschen mit PBS wurde die
Proteinbeladung der Beads photometrisch bestimmt. Entweder wurden die mit
Fusionsprotein beladenen Beads aliquotiert und bei -80°C eingefroren oder die

Fusionsproteine mit Glutathion-Elutionspuffer eluiert. Dabei wurde das Beads-
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Elutionspuffergemisch fir 20-30 Minuten bei 4°C rotiert. Die Elution wurde dreimal
durchgefiihrt. Nach kurzer Zentrifugation wurde der Uberstand abgenommen, filtriert
und die Konzentration des Fusionsproteins photometrisch bestimmt. Danach wurden
die Eluate Uber Nacht bei 4°C gegen PBS dialysiert und der Proteingehalt nach der
Dialyse erneut bestimmt. Die erhaltenen Fusionsproteine wurden gegebenenfalls
ankonzentriert. Die Reinheit der eluierten Fusionsproteine wurde mittels SDS-PAGE
und nachfolgender Coomassie-Farbung uberprift. Die eluierten und dialysierten

Fusionsproteine wurden aliquotiert und bei -80°C gelagert.

4.3.3 Bestimmung von Proteinkonzentrationen

Proteinkonzentrationen wurden mit einem modifizierten Bradford-Test (Pierce) nach

Angaben des Herstellers photometrisch bestimmt.

4.3.4 Herstellung von Zelllysaten

Eine definierte Anzahl von Zellen (abhangig von Zelltyp und Applikation) wurde
einmal mit PBS gewaschen und in 1% NP40-Lysepuffer resuspendiert. Zur
Vermeidung weiterer Degradierung von Proteinen wurden dem Lysepuffer die
Inhibitoren Aprotinin, Leupeptin, Phenylmethyl-Sulfonyl-Fluorid, Pepstatin A, Natrium-
Orthovanadat, EDTA, Natriumfluorid und Natriumpyrophosphat beigefugt. In einigen
Fallen wurde das Lysat unter Verwendung eines Homogenisators weiter
homogenisiert. Nach 15-25 Minuten Inkubation auf Eis wurde das Lysat bei 14000
rom fur 10 Minuten bei 4°C abzentrifugiert. Die erhaltenen Lysate wurden entweder

direkt fur weitere Analysen verwendet oder aliquotiert und bei -80°C eingefroren.

4.3.5 Subzellulare Fraktionierung

Zur subzellularen Fraktionierung mittels Dichtegradientenzentrifugation wurden PHA-

Blasten (200 x 10°) bzw. JFL-Zellen (100 x 10°) mit PBS gewaschen und in 1 ml

Fraktionierungspuffer aufgenommen. Zum schonenden Aufschluss der Zellen
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wurden diese jeweils zweimal in flissigem Stickstoff tiefgefroren und bei 37°C im
Wasserbad aufgetaut. Zur Entfernung verbliebener intakter Zellen und der Zellkerne
wurde das erhaltene Zellhomogenisat abzentrifugiert (4000 x g, 4°C, 10 min). Der
Uberstand wurde Uber einen Percoll-Dichtegradienten separiert. Dazu wurden
zunachst 1,7 ml Percoll-Lésung (d=1,05 g/ml, eingestellt mit Fraktionierungspuffer)
mit 1,7 ml Percoll-Lésung anderer Dichte (d=1,12 g/ml) unterschichtet. Auf den
Percoll-Dichtegradienten wurde dann 1 ml des Zellhomogenisats gegeben und der
Fraktionierungsansatz in einer Ultra-Zentrifuge zentrifugiert (100000 x g, 150 min,
4°C, ohne Bremse). Danach wurde der Boden des Zentrifugen-Rdéhrchens mit einer
Kandule perforiert und Fraktionen von 4 Tropfen (jeweils ca. 100 pl) gesammelt.

Zur subzellularen Fraktionierung mittels differentieller Zentrifugation wurden 200 x
10®  Zellen analog aufgeschlossen, wobei jedoch ein  modifizierter
Fraktionierungspuffer verwendet wurde (s. 3.3.1.6). Das erhaltene Zellhomogenisat
wurde ebenfalls zunachst fur zehn Minuten bei 4000 x g und 4°C zentrifugiert, um
verbliebene intakte Zellen und Zellkerne zu entfernen. Der Uberstand wurde dann
zur Entfernung von Membranfragmenten bei 8000 x g und 4°C fur zwei Minuten
zentrifugiert. Nach einer weiteren Zentrifugation bei 100000 x g fur zwei Minuten, bei
der die Organellen sedimentieren, wurde der Uberstand zwolf Minuten bei 400000 x

g zentrifugiert, um Mikrosomen vom Zytosol zu trennen.

4.3.6 Prazipitation mit Fusionsproteinen

Zur Prazipitation von Proteinen mit GST-Fusionsproteinen wurden die Lysate von 10-
20 x 10° Zellen zwei Stunden bei 4°C mit 20-50 pg des entsprechenden
Fusionsprotein und 50 pl Glutathion-Sepharose-Beads (50% (v/v) in PBS) rotiert. Die
Beads wurden abzentrifugiert, dreimal mit kaltem PBS gewaschen und in
Probenpuffer aufgekocht (5 min, 95°C). Die Proben wurden dann Uber SDS-

Gelelektrophorese separiert und mittels Western Blot analysiert.
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4.3.7 (Ko-)Immunprazipitation

Zur Immunprazipitation wurden Lysate zwei Stunden mit 1-5 ug eines Antikorpers
und in Abhangigkeit vom Isotyp des verwendeten Antikdrpers mit 50-60 ul Protein A-,
Protein G- oder Protein L-Sepharose-Beads (50% (v/v) in PBS) zwei Stunden rotiert.
Die Beads wurden dann abzentrifugiert, dreimal mit kaltem PBS oder Lysepuffer
gewaschen und in Probenpuffer gekocht (5 min, 95°C). Die Proben wurden
schlieBlich Uber SDS-Gelelektrophorese separiert und mittels Western Blot
analysiert. Zur Ko-Immunprazipitation wurden etwa 4 x 10° 293T-Zellen 24 Stunden
nach Transfektion geerntet und lysiert. Die erhaltenen Lysate wurden geteilt und
jeweils fur 2 Stunden mit 2-5 yg des entsprechenden Antikérpers und 50-60 pl
Protein A-Sepharose-Beads (50% (v/v) in PBS) rotiert. Die Beads wurden analog der

einfachen Immunprazipitation weiter verarbeitet.

4.3.8 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (PAGE)

Zur elektrophoretischen Auftrennung von Proteinen nach ihrem Molekulargewicht
wurden diese mit Natriumdodecylsulfat (SDS) denaturiert und mit B-Mercaptoethanol
reduziert. Durch die Bindung von SDS an hydrophobe Regionen der Proteine werden
negative Ladungen eingeflhrt, welche die Eigenladung des Proteins uUberdecken.
Dadurch hangt die Mobilitdt der Proteine im Acrylamidgel nicht mehr von ihrem
isoelektrischen Punkt, sondern nur noch von ihrer Grof3e ab.

Zur Durchfihrung der SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese standen das Protean II-
System der Firma Bio-Rad und das NuUPAGE-System von Invitrogen zur Verfigung.
Beim Protean |[I-System wurde die Acrylamidkonzentration des Trenngels
entsprechend des Molekulargewichts des zu untersuchenden Proteins variiert. Nach
dem GielRen des Trenngels wurde dieses mit 96%igem Ethanol Uberschichtet. Nach
erfolgter Polymerisation wurde der Alkohol abgegossen und verbliebenes Ethanol
durch dreimaliges Spulen mit destilliertem Wasser entfernt. Das Sammelgel wurde
auf das Trenngel gegossen und der Probenkamm luftblasenfrei eingesetzt. Der
Gesamtproteingehalt der zu analysierenden Proben betrug 20-50 ug. Die Proben
wurden mit Probenpuffer (3x) versetzt und funf Minuten bei 95°C erhitzt. Nachfolgend

wurden die Proben zentrifugiert und in die mit Laufpuffer gefullten Geltaschen
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uberfuhrt. Prazipitate auf Protein A/G/L- bzw. Glutathion-Beads wurden nach dem
Aufkochen in die trockenen Geltaschen geladen und erst anschliel3end mit Laufpuffer
uberschichtet. Die Auftrennung erfolgte bei 55-70 V Uber Nacht.

Bei dem NuPAGE-System von Invitrogen wurden in der Regel 4-12% Bis-Tris-
Fertiggele verwendet. 1-5 ug der Probe wurden mit 2,5 yl NUPAGE-Probenpuffer (4x)
und 1 yl DTT (0,85 M) versetzt und mit Wasser auf ein Volumen von 10 pl eingestellt.
AnschlieRend wurden die Proben zehn Minuten bei 70°C inkubiert, zentrifugiert und

in die Geltaschen Uberfuhrt. Die Auftrennung erfolgte fur ca. eine Stunde bei 200 V.

4.3.9 Coomassie-Farbung

Proteine in Polyacrylamidgelen kdénnen mit Coomassie Brilliant Blue dargestellt
werden. Die Gele wurden fur 1-5 Stunden in einer Farbelésung inkubiert, danach

entfarbt und schliellich getrocknet.

4.3.10 Western Blot

Nach erfolgter Gelelektrophorese wurden die separierten Proteine auf eine
Nitrozellulosemembran transferiert. Die Komponenten der Transfer-Kammer wurden
zunachst in Western Blot-Transferpuffer equilibriert. Die Transferkammer wurde von
der Kathode zur Anode wie folgt zusammengesetzt: Schwamm, zwei Whatman-
Papiere, Gel, Nitrozellulose-Membran, zwei Whatman-Papiere, Schwamm. Die
Transfer-Kassette wurde in die Pufferkammer gesetzt und der Transfer wurde bei
4°C und 0,8 Ampere flur zwei Stunden oder bei 0,15 A Uber Nacht durchgefiihrt. Der
Transfer von NUPAGE-Gelen auf Nitrozellulose erfolgte analog unter Verwendung
kleiner Gelkassetten bei 100 V fur eine Stunde unter Eiskihlung. Die Effizienz des
Transfers wurde durch Farbung mit Ponceau S Uberpruft. Dazu wurde die Membran
kurz mit Wasser gesplilt, finf Minuten mit Ponceau S gefarbt und abermals mit
Wasser gespult. Zur Immunodetektion von Proteinen wurde die Membran mit TBS
entfarbt und mit Blockierungslosung fir eine Stunde blockiert. Nachfolgend wurde die
Membran eine Stunde mit Primarantikérper (verdinnt in TBST) und 45 Minuten mit

HRP-konjugiertem Sekundarantikorper inkubiert. Zwischen jedem Schritt wurde die
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Membran dreimal fur 7-10 Minuten mit TBST gewaschen. Zur Visualisierung der
Proteine wurde die Membran eine Minute mit ECL-Detektionsreagenz inkubiert und

die Chemilumineszenz durch Belichtung von Hyperfilm ECL Filmen dokumentiert.
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5. Ergebnisse

5.1 Expression des FasL

Der Fas-Ligand wird als Todesfaktor im Verlauf des Aktivierungs-induzierten
Zelltodes (AICD) auf CD4" T-Zellen und als zytotoxisches Effektormolekiil auf CD8"
T-Zellen exprimiert. Im Rahmen des AICD wird der FasL in der Regel in Abhangigkeit
von der vorangegangenen Stimulation nach etwa 2-3 Stunden exprimiert (Oberg et
al., 1997a). Im Falle der zytotoxischen Effektorzellen ist eine schnelle Expression des
FasL in der immunologischen Synapse zur Unterstlitzung der Zielzelllyse erforderlich
(Bossi und Giriffiths, 1999).

In eigenen Vorarbeiten im Rahmen der Diplomarbeit konnte gezeigt werden, dass die
durch Phorbolester und Kalziumionophor induzierte Oberflachenexpression des FasL
in kultivierten T- und NK-Zellen einer biphasischen Kinetik folgt. Unter Verwendung
pharmakologischer Inhibitoren der Proteinbiosynthese, des Proteintransports, der
Aktinpolymerisation und von Metalloproteasen konnte diese Expressionskinetik
naher charakterisiert werden. Da diese Ergebnisse die Grundlage der vorliegenden
Arbeit darstellen und im Rahmen der Doktorarbeit verifiziert wurden, sollen sie
einfuhrend kurz dargestellt werden.

T-Zellklone und T-Zelllinien unterschiedlichen Phanotyps sowie NK-Zellen wurden
unter Umgehung des T-Zell-Rezeptors mit Phorbolester (TPA) und Kalziumionophor
(lonomycin) stimuliert (Abb. 5.1.1). Anschlielend wurde die Oberflachenexpression
des Fas-Liganden durchflusszytometrisch bestimmt. Aus zu unterschiedlichen
Zeitpunkten aufgenommenen individuellen Histogrammen wurden die Verlaufe der
Expression uUber einen Zeitraum von drei Stunden erstellt. Dabei tritt ein erstes
Maximum nach einer Stimulationsdauer von nur zehn Minuten auf. Die
Oberflachenexpression nimmt bei andauernder Stimulation wieder ab und erreicht
ein  Minimum nach etwa 40 Minuten. Im weiteren Stimulationsverlauf ist ein
Wiederanstieg zu beobachten, welcher in einem zweiten Maximum nach etwa 120
Minuten resultiert. Unter Verwendung pharmakologischer Inhibitoren der
Proteinbiosynthese, des Proteintransports, der Aktinpolymerisation und von
Metalloproteasen konnte diese Expressionskinetik naher charakterisiert werden
(Abb. 5.1.2 exemplarisch fiir CD8" T-Zellen der Linie K CD8).
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Abb. 5.1.1: Kinetik der TPA/lonomycin-stimulierten FasL-Oberflaichenexpression in T-und NK-
Zellen. Zusammenstellung reprasentativer Experimente mit T-Zellen unterschiedlichen Phanotyps
sowie NK-Zellen.

Sowohl die Inhibition der Proteinbiosynthese durch Cycloheximid (Abb. 5.1.2 A) als
auch die Inhibition des Proteintransports vom Endoplasmatischen Reticulum zum
Golgi-Apparat durch Brefeldin A (Abb. 5.1.2 B) zeigt keinen signifikanten Einfluss auf
das erste Maximum der FasL-Oberflachenexpression. Im  weiteren
Stimulationsverlauf nimmt die Menge des FasL auf der Zelloberflache jedoch
kontinuierlich ab und es lasst sich kein zweites Maximum beobachten. Unter
Verwendung von Inhibitoren der Aktinpolymerisation (Cytochalasin D und Latrunculin
A) wurde untersucht, inwieweit die induzierte Oberflachenexpression einen Aktin-
abhangigen Prozess darstellt (Abb. 5.1.2 C). Sowohl Cytochalasin D als auch
Latrunculin A inhibieren beide Phasen der FasL-Oberflachenexpression. Um den
Einfluss von Matrix-Metalloproteasen auf den beobachteten biphasischen Verlauf der
TPA/lonomycin-stimulierten ~ Oberflachen-Expression des  Fas-Liganden zu
untersuchen, wurde GM6001 (llomastat, Galardin) verwendet (Abb. 5.1.2 C). Diese
Substanz inhibiert Matrix-Metalloproteasen durch Komplexierung des katalytischen

Metall-lons und stellt somit einen Breitband-MMP-Inhibitor dar.
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Abb. 5.1.2: Charakterisierung der induzierten FasL-Oberflachenexpression. Kinetik der
TPA/lonomycin-induzierten FasL-Oberflachenexpression in CD8" T-Zellen der Linie K CD8 unter
Einfluss von Inhibitoren der Proteinbiosynthese (Cycloheximid, A), des Proteintransports (Brefeldin A,
B), der Aktinpolymerisation (Cytochalasin D und Latrunculin A, C) sowie von Matrix-Metalloproteasen
(GM6001, D).

Bei GM6001-behandelten Zellen zeigt sich das erste Maximum in seiner Auspragung
geringfugig verstarkt. Wie in Kontrollzellen nimmt die Expression ab und erreicht ein
Minimum nach etwa 50 Minuten, so dass sich ein klarer biphasischer Verlauf ergibt.
Im weiteren Stimulationsverlauf nimmt die Expression jedoch stetig zu. Das zweite
Maximum ist in seiner Intensitat deutlich verstarkt.

Diese Beobachtungen legen nahe, dass der FasL in kultivierten T- und NK-Zellen in
sekretorischen Lysosomen gespeichert und nach Stimulation mit Phorbolester und
Kalziumionophor in einem Aktin-abhangigen Degranulationsprozess auf der
Zelloberflache exprimiert wird. Dies resultiert in dem beobachteten ersten

Expressionsmaximum nach zehnminutiger Stimulation. Gleichzeitig induziert diese
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Stimulation die Biosynthese des Proteins. Neusynthetisierter FasL wird ebenfalls zur
Zelloberflache transportiert und bedingt  das beobachtete zweite
Expressionsmaximum. Auf der Oberflache der Zelle kdnnen Metalloproteasen die
Expression des FasL beeinflussen. Interessanterweise konnten in diesem System

keine Unterschiede zwischen einzelnen T-Zellsubpopulationen beobachtet werden.

Da die Speicherung des FasL in sekretorischen Lysosomen eine Voraussetzung fur
die beobachtete schnelle Aktivierungs-induzierte Mobilisierung und
Oberflachenexpression des Todesfaktors darstellt, sollte die intrazellulare
Lokalisation des FasL in T-Zellen unterschiedlichen Phanotyps
fluoreszenzmikroskopisch naher untersucht werden. Dazu wurden CD4" T-Zellen des
Klons 12603 und CD8" T-Zellen der Linie L CD8" fixiert, permeabilisiert und gegen
die lysosomale Protease Cathepsin D sowie die gut charakterisierten zytotoxischen
Effektorproteine Perforin und Granzym B, flr die ebenfalls eine Speicherung in
sekretorischen Lysosomen beschrieben ist, gefarbt. Sowohl in CD4" (Abb. 5.1.3 A)
als auch in CD8" T-Zellen (Abb. 5.1.3 B) findet sich der FasL in distinkten
intrazellularen Granula. In diesen granularen Strukturen kolokalisiert der Todesfaktor
mit Cathepsin D, Perforin und Granzym B. FasL wird in diesen Zellen somit
gemeinsam mit Komponenten der zytotoxischen Effektormaschinerie intrazellular in
einem lysosomalen, sekretorischen Kompartiment gespeichert. Zur verbesserten
Darstellung der Verteilung dieser intrazellularen Granula innerhalb der Zelle wurden
Zellen der Linie L CD8" fixiert, permeabilisiert und gegen den FasL gefarbt. Die
Zellen wurden dann durch Aufnahme von Z-Stapeln von xy-Scans dreidimensional
visualisiert. Anhand der erhaltenen Aufnahmen (Abb. 5.1.4) lasst sich erkennen,
dass die intrazellularen Granula, in denen der FasL lokalisiert ist, relativ gleichmaRig

im Zytosol der Zelle verteilt sind.
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Abb. 5.1.3: Intrazellulire Lokalisation des FasL. CD4" T-Zellen des Klons 12603 (A) und CD8" T-
Zellen der Linie L CD8" (B) wurden fixiert, permeabilisiert und gegen FasL mit anti-FasL mAk NOK-1
und Alexa Fluor 488-konjugiertem Ziege anti-Maus IgG, gegen Cathepsin D mit anti-Cathepsin D pAk
und Alexa Fluor 546-konjugiertem Ziege anti-Kaninchen IgG gefarbt. Nach intensivem Waschen
wurden Granzym B und Perforin mit Alexa Fluor 647-konjugiertem anti-Perforin mAk bzw. Anti-
Granzym B mAk gefarbt. Die Zellkerne wurden mit DAPI dargestellt und die Zellform wurde

durchlichtmikroskopisch visualisiert.
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Abb. 5.1.4: Intrazelluldre Lokalisation des FasL. CD8" T-Zellen der Linie L CD8" wurden fixiert,
permeabilisiert und gefarbt gegen FasL mit anti-FasL mAk NOK-1 und Alexa Fluor 488-konjugiertem
Ziege anti-Maus IgG. Die Zellkerne wurden mit DAPI visualisiert. Dargestellt sind Einzelansichten
eines dreidimensionalen Bildes, welches aus Z-Stapeln von xy-Scans (0,2 uym Unterschied in z-
Richtung) konstruiert wurde. Die Bilder stellen eine Rotation um die z-Achse um jeweils ca. 45° dar.
Zur Verdeutlichung der Darstellung wurde eine individuelle Akkumulation von Granula rot markiert.

5.2 FasL-interagierende Proteine

Die posttranskriptionelle Regulation der Oberflachenexpression des Fas-Liganden
beinhaltet die Speicherung des Todesfaktors in sekretorischen Lysosomen und die
Aktivierungs-abhangige Degranulation dieser Speicherorganellen, was zur lokalen
Oberflachenexpression des Fas-Liganden flhrt. Neben der induzierten Mobilisierung
gespeicherter FasL-Moleklle fuhrt die Aktivierung von T- und NK-Zellen zur
Induktion der FasL-Biosynthese und der Expression auch der neusynthetisierten
Proteine auf der Zelloberflache. Dort kann die Aktivitat des Fas-Liganden durch die
Assoziation mit Lipidmikrodomanen der Zellmembran moduliert werden (Cahuzac et
al., 2006; Nachbur et al., 2006). Daruber hinaus konnen Matrix-Metalloproteasen
(MMPs) durch Spaltung des FasL an einer extrazellularen Spaltstelle die Freisetzung
einer l6slichen Form des FasL induzieren und gleichzeitig die Oberflachenexpression
des membranstandigen FasL reduzieren.

In Vorarbeiten anderer Arbeitsgruppen wurde die Prolin-reiche Doméane des FasL
funktionell mit der Regulation des Transports und der Oberflachenexpression
assoziiert (Blott et al., 2001). Wir haben uns daher im folgenden mit Proteinen
beschaftigt, die Uber SH3-Domanen mit der FasL-PRD interagieren. Der Fokus
wurde dabei auf Proteine der PCH-Familie und das Adapterprotein Nck gelegt, die

zuvor in unserer Arbeitsgruppe als FasL-Interaktoren identifiziert wurden.
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5.2.1 PCH-Proteine

Mit GST-Fusionsproteinen der intrazellularen Domane des FasL wurden in
Vorarbeiten potentielle FasL-interagierende Proteine aus Lysaten von T-Zellen
prazipitiert. Die Prazipitate wurden mittels zweidimensionaler Gelelektrophorese
separiert und die prazipitierten Proteine mittels Peptidmassenanalytik identifiziert. Mit
PACSIN2 und FBP17 konnten zwei strukturell verwandte Proteine identifiziert
werden (Ghadimi et al., 2002). Diese Proteine sind Mitglieder der sogenannten PCH
(pombe cdc15 homology)-Familie. Wie in der Einleitung erlautert, konnten von den
im humanen System 21 bekannten PCH-Proteinen neben PACSIN2 und FBP17 die
PACSINe 1 und 3, CD2BP1 und CIP4 als FasL-interagierende Proteine identifiziert
werden. Alle PCH-Proteine weisen eine C-terminale FCH bzw. EFC-Domane auf. Die
als FasL-Interaktoren identifizierten Proteine verfligen darlber hinaus Uber eine N-
terminale SH3-Domane. Funktionell sind Mitglieder der PCH-Familie an Prozessen
wie der Endo- bzw. Exozytose, der Reorganisation des Zytoskeletts sowie dem
Transport von Organellen und Proteinen beteiligt. Entsprechend konnte in
Vorarbeiten der Arbeitsgruppe gezeigt werden, dass PCH-Proteine bei
Uberexpression die subzelluldre Lokalisation des FasL in Transfektanten
beeinflussen und eine Rolle bei der lysosomalen Assoziation des FasL spielen

konnten (Doktorarbeit, Jing Qian, (Aspenstrom et al., 2006a)).

5.2.1.1 PCH-Proteine interagieren mit dem Fas-Liganden in vitro

Zunachst wurde die Interaktion der PCH-Proteine mit dem Fas-Liganden verifiziert
und naher charakterisiert. Der FasL ist mit GST-Fusionsproteinen der PCH-Proteine
effizient aus Lysaten stabil FasL-transfizierter Jurkat T-Zellen (JFL) oder K562-Zellen
(KFL-9) zu prazipitieren (Abb. 5.2.1).
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Abb. 5.2.1: PCH-Proteine interagieren mit dem FasL in vitro. GST-Fusionsproteine von FBP17,
PACSIN 1-3, CD2BP1 und CIP4 wurden verwendet, um den FasL aus Lysaten der FasL-
exprimierenden Zellen KFL-9 und JFL zu prazipitieren. Der anti-FasL mAk NOK-1 diente als Positiv-
Kontrolle, GST als Negativ-Kontrolle. Prazipitierter FasL wurde mit dem mAk G247-4 nachgewiesen.
Die verwendeten Fusionsproteine sind in der Ponceau S-Farbung dargestellit.

Die Interaktionen lielken sich mittels Ko-Immunoprazipitationen aus Transfektanten
verifizieren (Abb. 5.2.2). Dazu wurden myc-konjugierte PCH-Proteine zusammen mit
FasL transient in 293T-Zellen Uberexprimiert. 24 Stunden nach Transfektion wurden
die Zellen lysiert, die Lysate geteilt und jeweils eine Immunprazipitation mit dem anti-
FasL mAk NOK-1 bzw. einem anti-myc mAk durchgefuhrt. Die koprazipitierten
Proteine wurden anschlieRend mittels Western Blot detektiert. FBP17 und die
PACSINe 1-3 prazipitieren kotransfizierten FasL und FasL umgekehrt die PCH-
Proteine. Auch CIP4 prazipitiert effizient FasL. Die nur sehr schwach ausgepragte
Bande von prazipitierten CIP4 erklart sich durch die geringe Expression des Proteins
in den untersuchten Zellen. Die Deletion der SH3-Domanen im Falle von FBP17 und
CIP4 oder eine Punktmutation innerhalb der SH3-Domane von PACSIN2 fihren zu

einem kompletten Verlust der Interaktion.
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Abb. 5.2.2: Der FasL koprazipitiert mit PCH-Proteinen. Myc-konjugierte Wildtyp oder mutierte PCH-
Proteine wurden zusammen mit dem FasL transient in 293T-Zellen Uberexprimiert. 24 Stunden nach
Transfektion wurden die Zellen lysiert, die Lysate geteilt und jeweils eine IP mit anti-FasL mAk NOK-1
bzw. mit anti-myc mAk 9B11 durchgefiihrt. Die Western Blots wurden mit einem anti-myc mAk und
anti-FasL mAk G247-4 entwickelt.

Zwar liefd sich mit CD2BP1 FasL prazipitieren, nicht jedoch CD2BP1 mit FasL, wofur
womaoglich die geringe Menge an exprimiertem FasL im entsprechenden
Prazipitationsansatz ursachlich war. Eine Wiederholung der Ko-Immunoprazipitation
mit verschiedenen Mengen an transfiziertem FasL und CD2BP1 ergab eine effiziente
Prazipitation von CD2BP1 durch FasL und umgekehrt von FasL durch CD2BP1
(Abb. 5.2.3). Die in den dargestellten Experimenten (Abb. 5.2.1/5.2.2) verwendeten
PACSIN2-Konstrukte sind murinen Ursprungs, doch weisen murines und humanes
PACSIN2 eine Homologie von 87% auf. Die SH3-Domanen der orthologen Proteine
sind annahernd identisch. Entsprechend lasst sich der humane FasL auch mit
humanem PACSIN2 prazipitieren. Umgekehrt prazipitiert FasL auch humanes
PACSIN2 (Abb. 5.2.3).
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Abb. 5.2.3: FasL koprazipitiert mit murinem und humanem PACSIN2 und mit CD2BP1. Humanes
und murines PACSIN2 und unterschiedliche Mengen von myc-gekoppeltem CD2BP1 und FasL
wurden transient in 293T-Zellen Uberexprimiert. 24 Stunden nach Transfektion wurden die Zellen
lysiert, die Lysate geteilt und jeweils eine IP mit anti-FasL mAk NOK-1 bzw. mit anti-myc mAk 9B11
durchgefuhrt. Die Western Blots wurden mit einem anti-myc mAk und anti-FasL mAk G247-4
entwickelt.

5.2.1.2 PCH-Proteine kolokalisieren mit dem Fas-Liganden in Transfektanten

und beeinflussen dessen subzellulare Verteilung

Die Speicherung des Fas-Liganden in sekretorischen Lysosomen stellt einen
bedeutenden Aspekt der posttranskriptionellen Regulation der Expression dar und ist
ausschlieBlich fur Zellen hamatopoetischen Ursprungs beschrieben (Bossi und
Griffiths, 1999). Diese lysosomale Assoziation wird von der Prolin-reichen Domane
des Fas-Liganden vermittelt, welche im zytoplasmatischen Teil lokalisiert ist.
Interessanterweise ist fur Zellen nicht-hamatopoetischen Ursprungs eine
Zelloberflachenexpression des FasL beschrieben (Blott et al., 2001). Um die
subzellulare Lokalisation des FasL in Zellen unterschiedlichen Ursprungs zu
untersuchen, wurden nicht-hamatopoetische Zellen wie die humane epitheliale
Zervixkarzinomzelllinie HeLa und die embryonale Nierenzelllinie 293T sowie die
hamatopoetische T-Zell-Lymphomlinie Hut78 mit EGFP-konjugiertem FasL

transfiziert. 24 Stunden nach Transfektion wurden die Zellen fixiert, die
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Plasmamembran der Zellen gefarbt und die subzellulare Lokalisation des FasL
fluoreszenzmikroskopisch untersucht. Zur Farbung der Plasmamembran wurde
Tetramethylrhodamin-konjugiertes Weizenkeim-Agglutinin verwendet (Abb. 5.2.4).

In HeLa- und 293T-Zellen fiihrt die Uberexpression von EGFP-gekoppeltem FasL zu
einer deutlichen Oberflachenexpression des Todesfaktors (Abb. 5.2.4). Aufgrund der
Uberexpression ist der FasL auch intrazelluléar nachweisbar. Er wird in diesen Zellen
jedoch deutlich membranassoziiert exprimiert und kolokalisiert mit der Farbung der
Plasmamembran. Bei Uberexpression in hamatopoetischen Zellen wie der T-Zell-
Lymphomlinie Hut78 findet sich FasL wie auch in primaren humanen T-Zellen

beobachtet vor allem intrazellular in distinkten granularen Strukturen (Abb. 5.2.4).

293T
FasL Membran Uberlagerung/
Durchlicht
HelLa
FasL Membran Uberlagerung/
Durchlicht
Hut78 v

Uberlagerung/
Durchlicht

FasL Membran

Abb. 5.2.4: Expression des FasL in verschiedenen Zelltypen. FasL-EGFP wurde transient in den
nicht-hdmatopoetischen Zelllinien 293T und Hela und in der hamatopoetischen Zelllinie Hut78
Uberexprimiert. 24 Stunden nach Transfektion wurden die Zellen fixiert und die Plasmamembran
mittels Tetramethylrhodamin-konjugiertem Weizenkeim-Agglutinin gefarbt. Die Zellform wurde
durchlichtmikroskopisch visualisiert.
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Um Hinweise auf eine funktionelle Rolle der Interaktion der PCH-Proteine mit dem
FasL zu erhalten, wurde zunachst untersucht, ob sich die PCH-Proteine und FasL
bei gemeinsamer Uberexpression in diesen nicht-hdmatopoetischen Zellen
gegenseitig in ihrer subzellularen Verteilung beeinflussen. Zu diesem Zweck wurde
das EGFP-FasL-Konstrukt alleine oder zusammen mit myc-konjugiertem CD2BP1 in
HelLa-Zellen Uberexprimiert und die subzellulare Lokalisation der Proteine
fluoreszenzmikroskopisch untersucht (Abb. 5.2.5). Wie zuvor erwahnt, erscheint
FasL bei alleiniger Uberexpression deutlich membranassoziiert (Abb. 5.2.5 A). Die
Kotransfektion von CD2BP1 fuhrt zu einer Retention im Zellinneren und einer
deutlichen Assoziation mit granularen Strukturen, in denen der FasL mit CD2BP1
kolokalisiert (Abb. 5.2.5 B).

A

FasL-EGFP Durchlicht

CD2BP1 FasL-EGFP  Uberlagerung Uberlagerung/
C Durchlicht

&

CD2BP1 FasLAPRD Uberlagerung

Abb. 5.2.5: Kolokalisation von CD2BP1 mit FasL in HeLa-Transfektanten. Myc-gekoppeltes
CD2BP1 und/oder EGFP-gekoppelter FasL oder FLAG-gekoppelter FasL ohne Prolin-reiche Domane
(FasLAPRD) wurden in 293T Zellen exprimiert bzw. koexprimiert. 24 Stunden nach Transfektion
wurden die Zellen fixiert, permeabilisiert und mit anti-myc mAk und Alexa Fluor 546-konjugiertem
Ziege anti-Maus 1gG bzw. anti-Flag mAk und Alexa Fluor 488-konjugiertem Ziege anti-Maus IgG
gefarbt.
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Bei Uberexpression einer FasL-Deletionsmutante ohne Prolin-reiche Domaéne
(FasLAPRD) und CD2BP1 assoziiert FasL verstarkt mit der Plasmamembran und es
kann keine deutliche Kolokalisation mit CD2BP1 beobachtet werden (Abb. 5.2.5 C).

Dieser Retentionseffekt kann auch bei Kotransfektion der anderen Mitglieder der
PCH-Familie in weiteren Zelllinien beobachtet werden. Das EGFP-FasL-Konstrukt
wurde alleine oder zusammen mit myc-konjugierten PCH-Proteinen beispielsweise in
293T-Zellen Uberexprimiert und die subzellulare Verteilung der Proteine
mikroskopisch untersucht (Abb. 5.2.6). Auch in diesem Zellsystem erscheint FasL bei
Einzeltransfektion im Bereich der Plasmamembran (Abb. 5.2.4/5.2.5/5.2.6).
Kotransfektion der PCH-Proteine fuhrt in allen Fallen zu einer eher intrazellularen
Expression des FasL. Neben dieser intrazellularen Retention ist vor allem bei
Kotransfektion von FBP17 und PACSIN3 eine deutliche Assoziation des FasL mit
granularen Strukturen erkennbar. Bei Kotransfektion von CIP4 findet sich der FasL
ebenfalls in distinkten Granula, welche im Gegensatz zu den bei Kotransfektion von
FBP17 und PACSIN3 beobachteten Strukturen jedoch grélker erscheinen. Bei
Kotransfektion von PACSIN1, PACSIN2 und CD2BP1 ist im vorliegenden Experiment
die Assoziation mit granularen Strukturen weniger ausgepragt, doch lasst sich
sowohl die intrazellulare Retention des FasL als auch die damit einhergehende
verminderte Oberflachenexpression beobachten. Die in allen Fallen deutliche
Kolokalisation bestatigt die zuvor biochemisch definierten Protein-Protein-
Interaktionen. Die PCH-Proteine scheinen somit bei Uberexpression die subzellulare
Verteilung des FasL zu beeinflussen, was auf eine funktionelle Rolle dieser Proteine

bei FasL-Transportprozessen schliel3en |asst.

In weiteren Untersuchungen der Arbeitsgruppe konnten die intrazellularen Granula,
in denen der FasL bei Kotransfektion von PCH-Proteinen lokalisiert ist, als
lysosomales Kompartiment identifiziert werden. Weiterhin konnte die verminderte
Oberflachenexpression des FasL flr einige PCH-Proteine durchflusszytometrisch
quantifiziert werden. Dabei geht die durch PCH-Proteine verminderte
Oberflachenexpression mit einer geringeren Zytotoxizitat der FasL-exprimierenden
Zellen einher (Qian et al., 2006; Baum et al., 2005).
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FasL + FBP17  FasL + PACSIN1 FasL + PACSIN2

FasL + PACSIN3 FasL + CD2BP1 FasL + CIP4

Abb. 5.2.6: Kolokalisation von PCH-Proteinen mit FasL in 293T Transfektanten. Myc-gekoppelte
PCH-Proteine und/oder EGFP-gekoppelter FasL wurden in 293T Zellen exprimiert bzw. koexprimiert.
24 Stunden nach Transfektion wurden die Zellen fixiert, permeabilisiert und mit anti-myc mAk und
Alexa Fluor 546-konjugiertem Ziege anti-Maus IgG gefarbt.
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5.2.1.3 Monoklonale Antikorper gegen PCH-Proteine

Um die Funktion der PCH-Proteine insbesondere fur die Biologie des FasL in
primaren humanen Zellen untersuchen zu kénnen, wurden monoklonale Antikdrper
gegen verschiedene Mitglieder dieser Proteinfamilie hergestellt und auf ihre
Funktionalitat im Hinblick auf Western Blot, Immunprazipitation und konfokale
Mikroskopie untersucht.

Eignung der Antikorper fiir Western Blot/Immunprazipitation

Zunachst wurde getestet, ob die hergestellten Antikorper ihr jeweiliges Antigen im
Immunoblot erkennen. Dazu wurden 293T-Zellen transient mit myc-konjugierten
PCH-Konstrukten transfiziert, lysiert, die Lysate Uber SDS-Gelelektrophorese
aufgetrennt und mittels Western Blot analysiert (Abb. 5.2.7).
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Abb. 5.2.7: Detektion von PCH-Proteinen mit den generierten Antikérpern im Western Blot.
293T-Zellen wurden transient mit myc-gekoppelten PCH-Proteinen transfiziert. 24 Stunden nach
Transfektion wurden die Zellen lysiert, Gber SDS-Gelelektrophorese separiert, auf Nitrozellulose
transferiert und die PCH-Proteine sequentiell mit einem anti-myc mAk und den entsprechenden
generierten mAk (FBP17: 144C6, PACSIN1: 13E5, PACSIN3: 106C10, CD2BP1: 129H10, CIP4:
208A3) nachgewiesen.
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Die Blots wurden nachfolgend mit den entsprechenden anti-PCH-Antikérpern und
einem anti-myc-Antikorper behandelt. Mit dem anti-myc-Antikorper lassen sich alle
Fusionsproteine nachweisen. FBP17 migriert bei ca. 75 kDa, PACSIN1 bei ca. 60
kDa, PACSIN3 und CD2BP1 bei ca. 55 kDa und CIP4 bei ungefahr 75 kDa. Die auf
Grundlage der Primarstruktur berechneten Molekulargewichte betragen fir FBP17 71
kDa, fur PACSIN1 51 kDa, fur PACSIN3 49 kDa, fur CD2BP1 48 kDa und fir CIP4
68 kDa. Die Farbung mit den monoklonalen Antikorpern nach dem Strippen des Blots
ergibt ein entsprechendes Bild. Die Antikorper eignen sich somit zur Detektion der
denaturierten Proteine im Western Blot.

Dann wurde Uberprift, ob sich die Antikérper zur Prazipitation der
korrespondierenden Proteine eignen. Dazu wurden 293T-Zellen transient mit myc-
konjugierten PCH-Proteinen transfiziert und lysiert. Die Lysate wurden mit den
jeweiligen anti-PCH-Antikdrpern und Protein A-Beads bzw. im Falle des anti-
PACSIN3-Antikorpers mit Protein L-Beads inkubiert. Zur Kontrolle der
Transfektionseffizienz wurden die jeweiligen Proteine parallel unter Verwendung des
anti-myc-Antikorpers 9B11 prazipitiert. Die Prazipitate wurden elektrophoretisch
aufgetrennt, mittels Western Blot auf Nitrozellulose transferiert und dort mit einem
anti-myc-Antikorper nachgewiesen (Abb. 5.2.8). Von den hergestellten Antikdrpern
werden PACSIN1, CD2BP1 und CIP4 effizient prazipitiert. PACSIN3 und FBP17
lieRen sich mit den Antikorpern 106C10 und 144C6 im Vergleich zur Prazipitation mit
einem anti-myc-Antikdrper nur unzureichend prazipitieren. Aus diesem Grund wurde
versucht, die Prazipitationseffizienz durch modifizierte Protokolle zu erhéhen. Da es
sich bei dem anti-FBP17-Antikorper um einen IgG-Antikrper handelt, wurden zur
Prazipitation Protein G-Beads verwendet (Abb. 5.2.9). In der Tat flhrte die
Verwendung von Protein G-Beads zu einer deutlich effizienteren Immunprazipitation.
Um die Prazipitation mit dem anti-PACSIN3-Antikorper 106C10 zu optimieren,
wurden die Lysate transient PACSINS3-transfizierter 293T-Zellen mit dem anti-
PACSIN3-Antikorper inkubiert. Erst dann wurden die Immunkomplexe mit einem anti-
IgG/IgM-Antikérper (Kaninchen anti-Maus) in Kombination mit Protein A-Beads
prazipitiert (Abb. 5.2.9).
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Abb. 5.2.8: Immunprazipitation transfizierter PCH-Proteine unter Verwendung der generierten
Antikorper. 293T-Zellen wurden ftransient mit myc-gekoppelten PCH-Proteinen transfiziert. 24
Stunden nach Transfektion wurden die Zellen lysiert und die PCH-Proteine mit unterschiedlichen
Konzentrationen (10 pg, 1 pg, 0,1 ug) der entsprechenden AK (FBP17: 144C6, PACSIN1: 13ES5,
PACSIN3: 106C10, CD2BP1: 129H10, CIP4: 208A3) und Protein A- oder Protein L-Beads prazipitiert
(Spuren 3-5). Als Positivkontrolle diente die Prazipitation mittels des anti-myc mAk 9B11 (Spur 1), die
Prazipitation aus Lysaten untransfizierter 293T Zellen mit den entsprechenden hergestellten mAk
diente als Negativkontrolle (Spur 2).

Auch in diesem Fall lie3 sich die Prazipitationseffizienz deutlich verbessern. Dennoch
ist in beiden Fallen die Prazipitation mit den hergestellten Antikdrpern deutlich
ineffizienter als die entsprechende Prazipitation der Fusionsproteine mit dem anti-
myc Antikorper 9B11.
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Abb. 5.2.9: Optimierte Immunprazipitation von FBP17 und PACSIN3 unter Verwendung der
Antikorper 106C10 und 144C6. 293T-Zellen wurden transient mit myc-gekoppelten PACSIN3 bzw.
FBP17 transfiziert. 24 Stunden nach Transfektion wurden die Zellen lysiert und PACSIN3 mittels des
anti-PACSIN3 mAk 106C10 (10 ug), einem anti-IgG/IgM pAk und Protein A-Beads prazipitiert. FBP17
wurde mit 10 pg anti-FBP17 mAk 144C6 und Protein G-Beads prazipitiert (jeweils Spur 3). Als
Positivkontrolle diente die Prazipitation mittels des anti-myc mAk 9B11 (Spur 1), die Prazipitation aus
Lysaten untransfizierter 293T Zellen mit den entsprechenden generieten mAk diente als
Negativkontrolle (Spur 2).

Eignung der Antikorper fiir die konfokale Mikroskopie

Die verschiedenen Antikorper wurden auch bezuglich ihrer Eignung fur
fluoreszenzmikroskopische Anwendungen getestet. Zu diesem Zweck wurden 293T-
Zellen transient mit den entsprechenden myc-konjugierten Proteinen transfiziert,
fixiert und permeabilisiert. Die transfizierten Proteine wurden mit einem polyklonalen
anti-myc-Antikorper in Kombination mit einem Alexa-Fluor-546-konjugiertem anti-
Kaninchen-Antikorper visualisiert. Gleichzeitig wurden die Zellen mit dem
korrespondierenden Antikdrper behandelt und dieser mit einem Alexa Fluor488-

konjugiertem anti-Maus-Antikdrper nachgewiesen (Abb. 5.2.10).
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Abb. 5.2.10: Immunfluoreszenzfirbung transfizierter PCH-Proteine unter Verwendung der
generierten Antikorper. 293T-Zellen wurden fransient mit myc-konjugierten PCH-Proteinen
transfiziert. 24 Stunden nach Transfektion wurden die Zellen fixiert, permeabilisiert und mit anti-myc
pAk und Alexa Fluor 546-konjugiertem Ziege anti-Kaninchen IgG sowie den entsprechenden anti-PCH
mAk (FBP17: 144C6 bzw. 144B8, PACSIN1: 13E5, PACSIN3: 106C10, CD2BP1: 129H10, CIP4:
208A3) und Alexa Fluor 488-konjugiertem Ziege anti-Maus 1gG gefarbt. Die Zellkerne wurden mit
DAPI dargestellt und die Zellform wurde durchlichtmikroskopisch visualisiert.
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In allen Fallen konnte das transfizierte Protein unter Verwendung des anti-myc-
Antikorpers nachgewiesen werden, was bedeutet, dass sowohl die Transfektion als
auch die nachfolgende Farbung flur jedes untersuchte Protein funktioniert haben. Mit
den hergestellten Antikorpern konnten PACSIN1, CD2BP1 und CIP4 nachgewiesen
werden. FBP17 wurde bei Verwendung des mAk 144B8 nachgewiesen, nicht aber
bei Farbung mit dem mAk 144C6. PACSIN3 lie3 sich nicht detektieren. Da die
Einstellungen entsprechend der Fluoreszenzintensitat nicht-transfizierter Zellen
kalibriert wurden, lassen sich eventuell vorhandene endogene Proteine nicht

nachweisen.

5.2.1.4 Nachweis von PCH-Proteinen in T-Zellen

Eine Voraussetzung fir die Einflussnahme von PCH-Proteinen auf die Biologie des
Fas-Liganden ist deren Expression in den zu untersuchenden FasL-exprimierenden
Zellen. Zunachst wurde untersucht, inwieweit PCH-Proteine in T-Zellen
unterschiedlichen Phanotyps und Ursprungs exprimiert werden und ob sich die
hergestellten Antikérper auch fur die Analyse endogener Proteine eignen. Zunachst
wurden die mRNA-Expressionslevel der einzelnen PCH-Proteine in verschiedenen T-
Zellen analysiert (Abb. 5.2.11). Verwendet wurden die T-Zell-Lymphomlinie Hut78
(da in diesen Zellen initial PACSIN2 und FBP17 als FasL-interagierende Proteine
identifiziert wurden), PHA-Blasten, CD4" T-Zellen des Klons 12603 und CD8" T-
Zellen der Linie L CD8. Da die Moglichkeit bestand, dass die Gene fur PCH-Proteine
erst nach Stimulation der Zelle transkribiert werden, wurden die Zellen jeweils fur
zwei Stunden mit einer Kombination aus Phorbolester und Kalziumionophor
(TPA/lonomycin) inkubiert. Da fiur CD2BP1 zwei unterschiedliche Isoformen
beschrieben sind, wurden die Primer so konstruiert, dass ein Primerpaar
(CD2BP1S/L) beide Isoformen erfassen kann, wahrend das zweite Primerpaar
(CD2BP1L) selektiv nur die mRNA der putativen langen Isoform amplifiziert (Abb.
5.2.11). Die Transkripte fir FBP17, PACSIN2, PACSIN3 und CIP4 lief3en sich in
allen analysierten T-Zellen nachweisen. PACSIN1 war unter den gewahlten
Bedingungen lediglich in Zellen der T-Zell-Lymphomlinie Hut78 und aul3erst schwach
in PHA-Blasten detektierbar. Fur CD2BP1 konnte die putative lange Isoform
nachgewiesen werden (CD2BP1L).
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Abb. 5.2.11: Nachweis der mRNA fiir PCH-Proteine in T-Zellen. Hut78-Zellen, PHA-Blasten, CD4"
T-Zellen des Klons 12603 und CD8" T-Zellen der Linie L CD8 wurden fiir zwei Stunden mit Medium (-)
oder TPA/lonomycin (+) behandelt. Nachfolgend wurde RNA aus diesen Zellen isoliert, in cDNA
umgeschrieben und tber PCR selektiv amplifiziert. Als Kontrolle diente ein PCR-Ansatz ohne cDNA
(N1/N2) und/oder Primer (N1). Als Haushaltsgen diente GAPDH.

Bei Verwendung des anderen Primerpaares zeigt sich nur eine Bande, die auf Hohe

des erwarteten Fragments fur die putative lange Isoform migriert.

Als nachster Schritt folgte der Proteinnachweis unter Verwendung der hergestellten
Antikorper. Initial wurde die Expression von CIP4, CD2BP1 und PACSIN1
untersucht, da sich insbesondere die Antikdrper gegen CIP4 (208A3), CD2BP1
(129H10) und PACSIN1 (13ES5) fur verschiedene biochemische und zellbiologische

Applikationen eignen. Ferner stellen diese Proteine jeweils prototypische Mitglieder
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dreier unterschiedlicher PCH-Subfamilien dar (Abb. 1.4). Lysate von transient mit
dem nachzuweisenden Protein transfizierten (Positivkontrolle) und untransfizierten
293T-Zellen, von Hut78, von PHA-stimulierten (10 Tage und 21 Tage) T-Zellen
zweier Spender, einem CD4" T-Zellklon (12603) und einer CD8" T-Zelllinie (L CD8)
wurden mittels Western Blot auf die Prasenz der entsprechenden Proteine
untersucht (Abb. 5.2.12).
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Abb. 5.2.12: Expression von CIP4, CD2BP1 und PACSIN1 in T-Zellen. Die Lysate von Hut78, von
PHA-Blasten zweier Spender, von CD4" T-Zellen des Klons 12603 und CD8" T-Zellen der Linie L CD8
wurden mittels SDS-Gelelektrophorese aufgetrennt und die Proteine mittels Western Blot analysiert.
Als Positivkontrolle dienten die Lysate transient transfizierter 293T-Zellen, Lysate untransfizierter 293T
Zellen als moégliche Negativkontrolle.

CIP4 konnte in allen untersuchten Zellen nachgewiesen werden und migriert auf
Hoéhe des Uberexprimierten Proteins bei ungefahr 80 kDa. Interessanterweise lasst
sich endogenes CIP4 auch schwach in untransfizierten 293T-Zellen detektieren.
CD2BP1 scheint ebenfalls in allen analysierten T-Zellen exprimiert zu sein. In den
untersuchten T-Zellen migriert das Protein bei ca. 45 kDa und lauft damit deutlich

niedriger als das Uberexprimierte Protein (ca. 55 kDa).
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In beiden Fallen lassen sich die Expressionslevel betreffend bei diesen Tests keine
signifikanten Unterschiede feststellen. Endogenes PACSIN1 liel3 sich in keiner der

untersuchten T-Zellpopulationen nachweisen.

Zur weiteren Verifikation wurden Immunprazipitationen durchgefuhrt. Die Lysate von
transient transfizierten (Positivkontrolle) und untransfizierten 293T-Zellen, von Hut78-
Zellen, von isolierten fur unterschiedliche Zeitraumen mit PHA stimulierten (10 Tage
und 21 Tage) T-Zellen zweier Spender und einer CD4" T-Zelllinie (12603) wurden
dazu mittels Immunprazipitation auf die Prasenz der entsprechenden Proteine
untersucht (Abb. 5.2.13). Entsprechend der Vorbefunde konnten sowohl CIP4 als
auch CD2BP1 in allen untersuchten T-Zellen nachgewiesen werden. Die
untersuchten Zellen weisen in erster Naherung ahnliche Proteinexpressionslevel auf.
CIP4, nicht aber CD2BP1, konnte endogen in untransfizierten 293T-Zellen
nachgewiesen werden. Auch im vorliegenden Experiment migriert transfiziertes
CD2BP1 bei ca. 55 kDa, wahrend endogenes CD2BP1 dagegen bei ca. 45 kDa
nachgewiesen wird. PACSIN1 konnte auch bei langerer Expositionszeit der Blots in
keiner der analysierten T-Zelllinien detektiert werden. In einigen Fallen (besonders
deutlich in Hut78-Zellen) wurde jedoch eine deutliche Bande bei ca. 55 kDa
beobachtet.

Zur weiteren Untersuchung der endogenen Proteine CIP4, CD2BP1 und PACSIN1 in
T-Zellen wurden durchflusszytometrische Analysen angeschlossen. Der anti-FBP17-
Antikorper 144B8 eignete sich in Vorversuchen fur Immunfluoreszenzanalysen. Aus
diesem Grund wurde 144B8 ebenfalls in FACS-Analysen getestet. CD4" T-Zellen
des Klons 12603, CD8" T-Zellen der Linie L CD8 und PHA-Blasten wurden mit und
ohne vorangegangene Permeabilisierung mit den monoklonalen Antikorpern gegen
CIP4 (208A3; Abb. 5.2.14 A), FBP17 (144B8; 5.2.14 B), CD2BP1 (129H10; Abb.
5.2.14 C) und PACSIN1 (13E5; 5.2.14 D) bzw. einer Isotypkontrolle und PE-
konjugiertem Sekundarantikorper gefarbt und die intra- und extrazellulare Expression
der Proteine durchflusszytometrisch analysiert. In keiner der untersuchten Zellen
waren CIP4, FBP17, CD2BP1 oder PACSIN1 auf der Zelloberflache nachweisbar.
CIP4, FBP17 und CD2BP1 lassen sich jedoch intrazellular detektieren.
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Abb. 5.2.13: Prazipitation von CIP4, CD2BP1 und PACSIN1 aus T-Zellen. Lysate von Hut78-
Zellen, von PHA-Blasten unterschiedlicher Spender (A, B von Spender 1 und C, D von Spender 2),
welche fir unterschiedliche Zeitrdume stimuliert wurden (A, C fir 10 Tage und B, D fir 21 Tage)
sowie von CD4" T-Zellen des Klons 12603 wurden mit anti-CIP4 mAk 208A3 (1 ug), CD2BP1 mit anti-
CD2BP1 mAk 129H10 (2 ug) oder PACSIN1 mAk 13E5 (2 ug) und Protein G-Beads inkubiert, die
Prazipitate Uber SDS-Gelelektrophorese aufgetrennt und die Proteine mittels Western Blot analysiert.
Als Positivkontrolle diente die Prazipitation mittels des anti-myc mAk 9B11 (Spur 1), die Prazipitation
aus Lysaten untransfizierter 293T Zellen mit den entsprechenden hergestellten mAk diente als
Negativkontrolle (Spur 2).

75

50

In Bezug auf den Phanotyp der untersuchten T-Zellen lassen sich keine signifikanten
Unterschiede in der Expression von CIP4, FBP17 und CD2BP1 erkennen. Darlber
hinaus demonstriert das vorliegende Experiment die Eignung der monoklonalen
Antikorper gegen CIP4 (208A3), FBP17 (144B8) und CD2BP1 (129H10) fir die

Detektion endogener intrazellularer Proteine mittels Durchflusszytometrie.
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Abb. 5.2.14: Expression von CIP4 (A), FBP17 (B), CD2BP1 (C) und PACSIN1 (D) in CD4" T-Zellen
(12603), CD8" T-Zellen (L CD8) und PHA-Blasten. Zur Analyse der Oberflichenexpression der
Proteine wurden die Zellen mit dem anti-CIP4 mAk 208A3, dem anti-FBP17 mAk 144B8, dem anti-
CD2BP1 mAk 129H10 oder dem anti-PACSIN1 mAk 13E5 (jeweils graue Linie) oder den
entsprechenden Isotypkontrollen und PE-konjugierten Sekundarantikérpern gefarbt und die
Fluoreszenzintensitat durchflusszytometrisch bestimmt (obere Histogramme). Die intrazellulare
Expression wurde nach Permeabilisierung der Zellen unter Einsatz einer entsprechenden
Isotypkontrolle analog bestimmt (untere Histogramme).

Um die subzellulare Lokalisation von endogenem CIP4, CD2BP1 und FBP17 in
primaren humanen T-Zellen zu untersuchen, wurden PHA-Blasten permeabilisiert,
mit dem anti-CIP4 mAk 208A3, dem anti-CD2BP1 mAk 129H10 und dem anti-FBP17
mAk 144B8 bzw. einer geeigneten Isotypkontrolle und Alexa-Fluor 488-konjugiertem
Sekundarantikdrper gefarbt und die subzellulare Lokalisation der entsprechend

gefarbten Proteine fluoreszenzmikroskopisch untersucht (Abb. 5.2.15).
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A

Isotypkontrolle CiP4 CD2BP1

B

Isotypkontrolle CiP4 CD2BP1 FBP17

Abb. 5.2.15: Subzellulare Lokalisation von CIP4, CD2BP1 und FBP17 in PHA-Blasten. PHA-
Blasten wurden fixiert, permeabilisiert, mit dem anti-CIP4 mAk 208A3 und dem anti-CD2BP1 mAk
129H10 bzw. einer geeigneten Isotypkontrolle und Alexa-Fluor 488-konjugierten Sekundarantikérpern
gefarbt. Zellkerne wurden mit DAPI gefarbt und die Zellform wurde durchlichtmikroskopisch
visualisiert.

Die positive Farbung der Proteine im Vergleich zur Isotypkontrolle bestatigt die
beobachtete Expression von CIP4, CD2BP1 und FBP17 in primaren humanen T-
Zellen. Die untersuchten Proteine zeigen in diesen Zellen eine vorwiegend

zytosolische Lokalisation.

Nachfolgend wurde untersucht, ob CIP4 und CD2BP1 in aktivierten und nicht-
aktivierten T-Zellen differentiell exprimiert sind. Zu diesem Zweck wurde die
Expression von CIP4 und CD2BP1 in Lysaten von PHA-Blasten und von frisch
isolierten E* T-Zellen mittels Western Blot analysiert (Abb. 5.2.16). Dabei scheinen
sowohl CIP4 als auch CD2BP1 in PHA-Blasten deutlich starker exprimiert zu sein als
in den analysierten nicht-aktivierten T-Zellen. Dartber hinaus migriert CD2BP1 nur in

E* T-Zellen als Doppelbande.
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Abb. 5.2.16: Expression von CIP4 und CD2BP1 in aktivierten und nicht aktivierten T-Zellen.
Lysate von PHA-Blasten und frisch isolierten E* T-Zellen wurden mittels SDS-Gelelektrophorese
aufgetrennt und die Expression von CIP4 und CD2BP1 mittels Western Blot unter Verwendung der
Antikorper 208A3 (CIP4) und 129H10 (CD2BP1) analysiert.

5.2.2 Nck

FasL wird in kultivierten T-Zellen und NK-Zellen in sekretorischen Lysosomen
gespeichert und nach Stimulation in einem Aktin-abhangigen Degranulationsprozess
auf der Zelloberflache exprimiert. Nck ist ein modulares Adapterprotein von 47 kDa,
welches im Wesentlichen aus einer C-terminalen SH2-Domane und drei SH3-
Domanen besteht. Seine Hauptfunktion besteht in der Regulation Aktivierungs-
abhangiger Veranderungen des Aktin-Zytoskeletts. Es interagiert sowohl mit
phosphoryliertem SLP-76, einem wichtigen Adapterprotein im Rahmen der
Signaltransduktion des T-Zellrezeptors, als auch mit WASP, einem Aktivator des
Arp2/3-Komplexes und damit der Aktinpolymerisation. Nck kann so die
Aktinmaschinerie zum Ort der T-Zellaktivierung rekrutieren. Da in Vorarbeiten der
Arbeitsgruppe gezeigt werden konnte, dass Nck mit zwei seiner SH3-Doméanen auch
mit dem FasL interagiert, sollte untersucht werden, inwieweit dieses Adapterprotein
bei der Aktin-abhangigen Rekrutierung des Fas-Liganden zur immunologischen

Synapse eine Rolle spielt.
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5.2.2.1 Charakterisierung des monoklonalen anti-Nck Antikorpers 280C10

Im Rahmen der Herstellung der Antikorper gegen Proteine der PCH-Familie wurde
auch ein monoklonaler Antikdrper gegen Nck hergestellt und charakterisiert. Das
etablierte Hybridom produziert einen 1gGo,-Antikdrper. Wie auch bei den Antikdrpern
gegen die PCH-Proteine wurde zunachst untersucht, ob sich der aufgereinigte
Antikorper 280C10 zur Prazipitation von Nck eignet. Dazu wurden 293T-Zellen
transient mit myc-konjugiertem Nck transfiziert und lysiert. Das Lysat wurde mit
Protein A-Beads und dem Antikorper 28C10 inkubiert. Zur Kontrolle der
Transfektionseffizienz wurde Nck auch mittels eines anti-myc-Antikorpers aus dem
Lysat prazipitiert. Die an die Beads gebundenen Proteine wurden elektrophoretisch
aufgetrennt, mittels Western Blot auf Nitrozellulose transferiert und dort mit einem

anti-myc-Antikorper nachgewiesen (Abb. 5.2.17).
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Abb. 5.2.17: Prazipitation von transfiziertem Nck mit dem anti-Nck-Antikérper 280C10. 293T-
Zellen wurden transient mit myc-konjugiertem Nck transfiziert. 24 Stunden nach Transfektion wurden
die Zellen lysiert und Nck mit unterschiedlichen Konzentrationen (10 ug, 1 ug, 0,1 ug) des anti-Nck
mAk 280C10 und Protein A-Beads prazipitiert (Spuren 3-5). Als Positivkontrolle diente die
Prazipitation mittels des anti-myc mAk 9B11 (Spur 1), die Prazipitation aus Lysaten untransfizierter
293T Zellen mit den entsprechenden generierten Ak diente als Negativkontrolle (Spur 2).

Das prazipitierte Protein Nck migriert im gezeigten Experiment bei ungefahr 52 kDa
knapp oberhalb der Bande der schweren Kette des Antikorpers. Selbst bei Einsatz

geringer AntikOrperkonzentrationen lasst sich das Protein effizient prazipitieren.
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Um zu untersuchen, inwieweit sich der Antikérper 280C10 fir die konfokale
Mikroskopie eignet, wurden 293T-Zellen transient mit myc-gekoppeltem Nck
transfiziert, fixiert und permeabilisiert. Das transfizierte Protein wurde mit einem
polyklonalen anti-myc-Antikdrper in Kombination mit einem Alexa Fluor 546-
konjugierten anti-Kaninchen-Antikérper visualisiert. Gleichzeitig wurden die Zellen mit
dem anti-Nck-Antikorper 280C10 behandelt und dieser mit einem Alexa Fluor 488-
konjugiertem anti-Maus-Antikorper nachgewiesen (Abb. 5.2.18). Anhand der Farbung
der Zellen mit dem polyklonalen anti-myc-Antikorper lieRen sich die Transfektanten
nachweisen. Nur die transfizierten Zellen wurden auch mit dem anti-Nck-Antikdrper
angefarbt. Da die Einstellungen entsprechend der Fluoreszenzintensitat nicht-
transfizierter Zellen kalibriert wurden, liel3 sich eventuell vorhandenes endogenes
Nck nicht nachweisen. Der hergestellte Antikbrper erkennt somit selektiv Nck und

eignet sich fur die Anwendung in der konfokalen Mikroskopie.

o-myc a-Nck (280C10) o-myc/280C10 Uberlagerung

Abb. 5.2.18: Immunfluoreszenzfarbung von transfiziertem Nck unter Verwendung des
monoklonalen anti-Nck-Antikorpers 280C10. 293T-Zellen wurden transient mit myc-gekoppeltem
Nck transfiziert. 24 Stunden nach Transfektion wurden die Zellen fixiert, permeabilisiert und mit einem
anti-myc pAk und Alexa Fluor 546-konjugiertem Ziege anti-Kaninchen IgG sowie dem anti-Nck mAk
280C10 und Alexa Fluor 488-konjugiertem Ziege anti-Maus 1gG gefarbt. Die Zellkerne wurden mit
DAPI gefarbt und die Zellform wurde durchlichtmikroskopisch visualisiert.

Um zu analysieren inwieweit der generierte Antikdrper endogenes Nck erkennt und
inwieweit Nck in unterschiedlichen Zellen exprimiert wird, wurden Lysate der
myeloiden Leukamiezelllinie KFL-9, der T-Zell-Lymphomlinie Hut78, von PHA-
Blasten zweier Spender (A, B), des CD4" T-Zellklons 12603 und der CD8" T-Zelllinie
L CD8 elektrophoretisch aufgetrennt, mittels Western Blot auf Nitrozellulose
transferiert und Nck mit dem Antikérper 280C10 detektiert (Abb. 5.2.19).
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Abb. 5.2.19: Expression von Nck in T-Zellen. Die Lysate von KFL9-Zellen, von Hut78-Zellen, von
PHA-Blasten zweier Spender, von CD4" T-Zellen des Klons 12603 und CD8" T-Zellen der Linie L CD8
wurden mittels SDS-Gelelektrophorese aufgetrennt und die Proteine mittels Western Blot unter
Verwendung des monoklonalen Antikorpers 280C10 analysiert.

In allen untersuchten Zellen lasst sich Nck als spezifische Einzelbande bei ca. 47
kDa nachweisen. Hinsichtlich der Auspragung dieser Expression lassen sich in den

analysierten Zellen keine signifikanten Unterschiede feststellen.

5.2.2.2 FasL interagiert mit Nck

Die in Vorarbeiten der Arbeitsgruppe beschriebene Interaktion des FasL mit Nck
wurde mittels Ko-Immunoprazipitationen aus Transfektanten verifiziert (Abb. 5.2.20).
Dazu wurden myc-konjugiertes Wildtyp-Nck oder eine mutierte Nck-Variante mit
Punktmutationen in allen SH3-Domanen zusammen mit dem FasL transient in 293T-
Zellen uberexprimiert. 24 Stunden nach Transfektion wurden die Zellen lysiert, die
Lysate geteilt und jeweils eine Immunprazipitation mit dem anti-FasL mAk NOK-1
bzw. einem anti-myc mAk durchgefuhrt. Es wurden dann die koprazipitierten Proteine
mittels Western Blot Uberprift. Da Uberexprimiertes myc-konjugiertes Nck bei 52 kDa
und damit knapp oberhalb der schweren Kette der zur Prazipitation eingesetzten
Antikorper migriert, wurde Nck im Western Blot mit einem polyklonalen anti-Nck-

Antikérper aus dem Kaninchen detektiert (Abb. 5.2.20).
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Abb. 5.2.20: Der FasL koprazipitiert mit Nck in Transfektanten. Myc-konjugiertes Wildtyp- oder
mutiertes Nck wurde zusammen mit dem FasL transient in 293T-Zellen Uberexprimiert. 24 Stunden
nach Transfektion wurden die Zellen lysiert, die Lysate geteilt und jeweils eine IP mit anti-FasL mAk
NOK-1 bzw. mit anti-myc mAk 9B11 durchgefiihrt. Die Western Blots wurden mit einem anti-myc mAk
und anti-FasL mAk G247-4 entwickelt.

Bei der Prazipitation des Fas-Liganden wird Nck koprazipitiert. Umgekehrt
koprazipitiert Nck den FasL. Diese Interaktion wird durch Mutation der SH3-
Domanen vollstandig inhibiert. Der FasL lasst sich mit dem mutierten Nck-Konstrukt
nicht koprazipitieren. Umgekehrt koprazipitiert der FasL Nck nicht, wenn die SH3-
Domanen mutiert sind, obwohl jeweils beide Proteine exprimiert und effizient

prazipitiert werden.

5.2.2.3 FasL und Nck assoziieren in 293T Transfektanten

Im Folgenden wurde untersucht, ob sich die Proteine bei gemeinsamer
Uberexpression in 293T-Zellen gegenseitig in ihrer subzelluldren Verteilung
beeinflussen, um so erste Hinweise auf die funktionelle Bedeutung der Interaktion

von Nck mit FasL zu erhalten.
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Zu diesem Zweck wurde ein EGFP-Nck-Konstrukt in 293T-Zellen allein oder
zusammen mit dem Fas-Liganden uberexprimiert. 24 Stunden nach Transfektion
wurde die subzellulare Verteilung der Proteine fluoreszenzmikroskopisch untersucht
(Abb. 5.2.21).

Einzeltransfektion

Nck FasL

FasL
Kotransfektion

Uberlagerung

Abb. 5.2.21: Kolokalisation von Nck mit FasL in 293T Transfektanten. EGFP-gekoppeltes Nck
und/oder FasL wurden in 293T Zellen exprimiert bzw. koexprimiert. 24 Stunden nach Transfektion
wurden die Zellen fixiert, permeabilisiert und mit dem anti-FasL mAk NOK-1 und Alexa Fluor 546-
konjugiertem Ziege anti-Maus IgG gefarbt. Die Koexpression von Nck fiihrt zu einer intrazellularen
Retention des FasL in granularen Strukturen.

In den Einzeltransfektanten zeigte der FasL neben der aufgrund der Uberexpression
zu erwartenden intrazellularen Akkumulation im Golgi-Apparat vor allem eine
membranassoziierte Expression. Nck ist in den einzeltransfizierten Zellen
gleichmalig im Zytosol verteilt. Bei Anwesenheit von Nck ist der FasL deutlich mit
intrazellularen granuldren Strukturen assoziiert. Auch Nck findet sich im Bereich
dieser Granula, wo es mit dem Fas-Liganden partiell kolokalisiert. Interessanterweise
scheinen die beiden Proteine sich in diesem Uberexpressionssystem in ihrer
subzellularen Verteilung zu beeinflussen. Dies deutet ebenfalls auf eine mdgliche

funktionelle Rolle von Nck bei FasL-Transportprozessen hin.
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5.2.2.4 Lysosomale Assoziation von endogenem FasL und Nck in primaren

humanen T-Zellen

Im Folgenden wurde die subzellulare Verteilung der endogenen Proteine in einem
primaren humanen CD4" T-Zellklon (12603) untersucht. Dazu wurden die Zellen
fixiert, permeabilisiert, gegen die lysosomale Protease Cathepsin D, FasL und Nck
gefarbt und fluoreszenzmikroskopisch analysiert (Abb. 5.2.22). Wie bereits erlautert,
findet sich FasL in distinkten intrazellularen Granula, wo er mit der lysosomalen

Protease Cathepsin D kolokalisiert.

A..-

Cathepsin D FasL Cathepsin D/FasL Uberlagerung

FasL Nck/FasL

Nck Glowscale FasL Glowscale

Uberlagerung

Abb. 5.2.22: Subzellulire Verteilung von FasL und Nck in humanen CD4" T-Zellklonen. (A)
Kolokalisation von Cathepsin D und FasL. (B) Kolokalisation von Nck und FasL. (C) Glowscale-
Darstellung der Nck-Farbung und der FaslL-Farbung aus B. CD4" T-Zellen des Klons 12603 wurden
fixiert, permeabilisiert und gefarbt mit anti-Cathepsin D pAk (A) oder anti-Nck pAk (B, C) und Alexa
Fluor 546-konjugiertem Ziege anti-Kaninchen IgG und mit dem anti-FasL mAk NOK-1 und Alexa Fluor
488-konjugiertem Ziege anti-Maus 1gG (A, B, C). Zellkerne wurden mit DAPI gefarbt und die Zellform
wurde durchlichtmikroskopisch visualisiert.
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Nck zeigt eine gleichmaRigere Verteilung, ist aber im Bereich der FasL-enthaltenden
Granula deutlich angereichert. Die Assoziation mit granularen Strukturen Iasst sich

anhand der dargestellten Glow-Scale-Aufnahmen verdeutlichen.

5.2.2.5 FasL und Nck sind in lysosomalen Fraktionen angereichert

Anhand  subzelluléarer  Fraktionierungen von  T-Zelllysaten wurde  die
fluoreszenzmikroskopisch untersuchte subzellulare Verteilung des FasL biochemisch
verifiziert. Dazu wurden Lysate von stabil FasL-transfizierten Jurkat T-Zellen (JFL)
oder PHA-Blasten uber Percoll-Dichtegradientenzentrifugation fraktioniert und die
Fraktionen mittels SDS-Gelelektrophorese und Western Blot auf das Vorhandensein
des lysosomalen Membranproteins LAMP-1 sowie des FasL und Nck hin analysiert
(Abb. 5.2.23). Der FasL findet sich ausschlieBlich in den LAMP-1-positiven,
lysosomalen Fraktionen 1 und 2. Wie auch fluoreszenzmikroskopisch beobachtet
weist Nck eine diffusere Verteilung auf, ist aber vor allem bei dem mit PHA-Blasten
durchgefuhrten Experiment deutlich in der lysosomalen Fraktion angereichert. Diese
Anreicherung von Nck in den lysosomalen Fraktionen lasst sich tendenziell auch in
den stabil mit dem FasL transfizierten Jurkat-Zellen (JFL) nachweisen. Dieser
Unterschied konnte auf der unterschiedlichen FasL-Expression in den verwendeten
Zellen beruhen. In JFL-Zellen ist FasL intrazellular gespeichert, dennoch weisen
diese Zellen auch ohne Stimulation eine starke FasL-Oberflachenexpression auf
(Doktorarbeit, Jing Qian). In primaren T-Zellen findet sich der FasL ausschlieBlich
intrazellular und ist erst nach Stimulation auf der Zelloberflache nachweisbar (Abb.
5.1.3).
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Abb. 5.2.23: Anreicherung von FasL und Nck in lysosomalen Fraktionen. Lysate unstimulierter
JFL-Zellen (A) oder PHA-Blasten (B) wurden Uber Percoll-Dichtegradientenzentrifugation fraktioniert.
Gleiche Proteinmengen der jeweiligen Fraktion wurden Uber SDS-Gelelektrophorese aufgetrennt und

mittels Western Blot beziglich der Expression des FasL, Nck und dem lysosomalen Membranprotein
LAMP-1 analysiert.

Entsprechende Ergebnisse wurden bei der Fraktionierung von Lysaten des CD4" T-
Zellklons 12603 mittels differentieller Zentrifugation erhalten (Abb. 5.2.24). Der FasL
findet sich ausschlieBlich in der LAMP-1-positiven Organellenfraktion. Nck hingegen

zeigt eine deutlich gleichmaligere Verteilung, ist aber auch in der Organellenfraktion
nachweisbar.
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Abb. 5.2.24: Anreicherung von FasL und Nck in lysosomalen Fraktionen. Das Lysat des CD4" T-
Zellklons 12603 wurde Uber differentielle Zentrifugation fraktioniert. Gleiche Proteinmengen der
jeweiligen Fraktionen wurden Uber SDS-Gelelektrophorese aufgetrennt und mittels Western Blot
beziglich LAMP-1, Nck und FasL analysiert.

5.2.2.6 Kolokalisation von Nck, FasL und lysosomalen Markern an der

zytotoxischen immunologischen Synapse

Um nahere Hinweise auf eine mogliche Beteiligung des Adapterproteins Nck am
Transport des FasL zur zytotoxischen immunologischen Synapse zu erhalten, wurde
die subzellulare Verteilung beider Proteine in einer T-Zell/Zielzell-Kontaktsituation
untersucht. Dazu wurde der CD4" T-Zellklon 12603 mit EBV-transformierten B-Zellen
fur 30 Minuten kokultiviert, die Zellen fixiert, permeabilisiert und gegen
Phosphotyrosin, F-Aktin, die lysosomale Serinprotease Cathepsin D, die
zytotoxischen Effektorprotease Granzym B, den FasL und gegen Nck gefarbt (Abb.
5.2.25). Am Ort des Zell-Zell-Kontakts kommt es zu einer massiven Zellaktivierung,
wie anhand der Phosphotyrosin-Farbung zu erkennen ist. Daruber hinaus
akkumuliert F-Aktin im Bereich der sich ausbildenden Synapse (A). Cathepsin D
kolokalisiert mit Granzym B und dem FasL an der Kontaktzone. Dies deutet darauf
hin, dass lysosomale, zytotoxische Granula zum Ort der Zellaktivierung transportiert
werden (B, C). Nck ist im Bereich des Zell-Zell-Kontakts deutlich angereichert. Wie
schon vorher beobachtet, zeigt es dort zwar eine etwas diffusere Verteilung,

akkumuliert aber deutlich in der Umgebung der Granula, wo es mit FasL kolokalisiert.
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F-Aktin pTyr Uberlagerung  Durchlicht

Cathepsin D pTyr Uberlagerung

Cathepsin D Granzym B Uberlagerung  Durchlicht

Cathepsin D FasL Uberlagerung  Durchlicht

Nck FasL Uberlagerung  Durchlicht

Abb. 5.2.25: Kolokalisation von FasL und Nck in Konjugaten klonaler T-Zellen und EBV-
transformierter B-Zellen (B-LCL). Die T-Zellen wurden mit den B-LCL fir 30 min inkubiert, fixiert,
permeabilisiert und gefarbt mit anti-Cathepsin D pAk, anti-Nck pAk und Alexa Fluor 546-konjugiertem
Ziege anti-Kaninchen IgG, mit einem anti-Granzym B mAk, einem anti-Phosphotyrosin mAKk, anti-FasL
mAk NOK-1 und Alexa Fluor 488-konjugiertem Ziege anti-Maus IgG und Rhodamin-konjugiertem
Phalloidin. Zellkerne wurden mit DAPI gefarbt und die Zellform wurde durchlichtmikroskopisch
visualisiert.

98



V. Ergebnisse

5.2.2.7 Aktin-Abhangigkeit der Rekrutierung des FasL zur immunologischen
Synapse

Eine der Hauptfunktionen des Adapterproteins Nck besteht in der Rekrutierung der
Aktinpolymerisations-Maschinerie zum Ort der T-Zellaktivierung. Daher wurde
untersucht, welchen Einfluss eine Inhibition der Aktinpolymerisation auf den
Transport des FasL zur zytotoxischen immunologischen Synapse hat, um so
zumindest indirekte Rlckschllsse auf eine mdgliche Beteiligung von Nck bei diesem
Prozess zu erhalten. Dazu wurden T-Zellen in Anwesenheit der Inhibitoren der
Aktinpolymerisation Latrunculin A und Cytochalasin D mit EBV-transformierten B-
Zellen inkubiert und der Transport des FasL zur Synapse fluoreszenzmikroskopisch
untersucht (Abb. 5.2.26). Bei Kokultivierung der T-Zellen mit Zielzellen akkumulieren
F-Aktin und FasL im Bereich der Kontaktzone. In Anwesenheit von Inhibitoren der
Aktinpolymerisation findet sich im Bereich des Zell-Zell-Kontakts weder F-Aktin noch
lasst sich ein Transport des FasL dorthin beobachten. Die Inhibitoren beeinflussen
gleichzeitig die intrazellulare Speicherung des FasL nicht. Interessanterweise scheint
aber im Vergleich zu den Zellen, welche nicht mit Zielzellen inkubiert wurden, bei
Kontakt mit Zielzellen die Menge an nachweisbarem FasL in den mit Inhibitoren
behandelten Zellen abzunehmen. Das deutet darauf hin, dass auch in diesen Zellen
womoglich noch induzierte Degranulationsprozesse mit anschlieRendem Shedding
stattfinden, diese aber aufgrund der Beeintrachtigung der Aktinpolymerisation
ungerichtet sind, so dass es zu keiner lokalen und stabilen Expression des FasL auf

der Zelloberflache kommt.

5.2.2.8 Der Transport des FasL zur immunologischen Synapse ist von einer

funktionellen Interaktion mit Nck abhangig

FasL interagiert mit seiner zytoplasmatischen Domane mit SH3-Domanen von Nck.
Uns hat deshalb die Frage interessiert, welchen Einfluss die Uberexpression einer
nicht-bindenden Nck-Mutante (s. Abb. 5.2.20) auf den Transport des FasL zur
Synapse hat.
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Abb. 5.2.26: Aktin-Abhédngigkeit der Rekrutierung des FasL zur zytotoxischen
immunologischen Synapse. (A) Subzellulére Verteilung des FasL in unstimulieten CD4" T-
Zellklonen. Die Zellen wurden fir 30 min in Medium oder in Anwesenheit von Latrunculin A oder
Cytochalasin D inkubiert, fixiert und permeabilisiert. Aktinflamente wurden mit Rhodamin-
konjugiertem Phalloidin und FasL mit anti-FasL mAk NOK-1 gefolgt von Alexa Fluor 488-konjugiertem
Esel anti-Maus Sekundarantikérpern gefarbt. (B) Subzellulare Verteilung des FasL in Konjugaten von
CD4" T-Zellklonen mit EBV-transformierten B-Zellen. Die T-Zellen wurden mit den B-Zellen im
Verhaltnis 2:1 fir 20 min kokultiviert, fixiert, permeabilisiert und wie beschrieben (s.0.) gefarbt. Die
Zellformen wurden durchlichtmikroskopisch visualisiert.
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Um zu uberprifen, ob sich Jurkat-Zellen fir diese Fragestellung eignen und bei
Kontakt mit Zielzellen ebenfalls die Charakteristika der zytotoxischen
immunologischen Synapse aufweisen, wurden diese mit EGFP-konjugiertem FasL
transfiziert, mit Superantigen E-beladenen EBV-transformierten B-Zellen kokultiviert,
fixiert, permeabilisiert und gegen Nck und Cathepsin D gefarbt (Abb. 5.2.27). Wie
zuvor beim T-Zellklon 12603 beobachtet (s. Abb. 5.2.25), akkumulieren sowohl
Cathepsin D als auch FasL am Ort des Zell-Zell-Kontakts, wo sie in granularen

Strukturen kolokalisieren.

Cathepsin D FasL Uberlagerung/
Durchlicht

Nck FasL Uberlagerung/
Durchlicht

Abb. 5.2.27: Subzellulare Verteilung des FasL in Konjugaten transient FasL-transfizierter Jurkat
Zellen mit EBV-transformierten B-Zellen. Jurkat Zellen wurden transient mit FasL transfiziert, mit
Superantigen E-beladenen EBV-transformierten B-Zellen kokultiviert, fixiert, permeabilisiert und gegen
FasL mit anti-FasL mAk NOK-1 und Alexa Fluor 488-konjugiertem Ziege anti-Maus IgG sowie gegen
Cathepsin D und Nck mit anti-Cathepsin D pAk bzw. anti-Nck pAk und Alexa Fluor 546-konjugiertem
Ziege anti-Kaninchen IgG gefarbt. Die Zellformen wurden durchlichtmikroskopisch visualisiert.

Auch Nck ist im Bereich der Kontaktzone angereichert und kolokalisiert mit FasL.

In weiteren Experimenten wurden stabil FasL-transfizierte Jurkat-Zellen (JFL) mit
EGFP-konjugiertem Wildtyp- oder SH3-mutiertem Nck transfiziert und ebenfalls mit
Superantigen E-beladenen EBV-transformierten B-Zellen kokultiviert, fixiert und
gegen FasL und F-Aktin gefarbt (Abb. 5.2.28).
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Abb. 5.2.28: Kolokalisation von FasL und Nck in Konjugaten von stabil FasL-transfizierten
Jurkat Zellen (JFL) und EBV-transformierten B-Zellen (B-LCL). JFL Zellen wurden transient mit
EGFP-gekoppelten Nck-Konstrukten transfiziert, mit Superantigen E-beladenen B-LCL fir 10-30 min
kokultiviert, fixiert, permeabilisiert und gegen den FasL mit anti-FasL mAk NOK-1 und Alexa Fluor
488-konjugiertem Ziege anti-Maus IgG und gegen F-Aktin mit Rhodamin-konjugiertem Phalloidin
gefarbt. Die Zellkerne wurden mit DAPI gefarbt und die Zellform wurde durchlichtmikroskopisch

visualisiert.
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Uberexprimiertes Wildtyp-Nck zeigt eine Anreicherung im Bereich des Zell-Zell-
Kontakts, obgleich diese Akkumulation nicht so ausgepragt erscheint wie in anderen
Zellsystemen. Dies konnte darauf zurlickzufihren sein, dass es sich um
Uberexprimiertes Protein handelt. Im Bereich der Synapse kolokalisiert Nck mit F-
Aktin und mit FasL. Bei Uberexpression von mutiertem Nck beobachtet man an der
Kontaktstelle weder eine Akkumulation von FasL, noch von F-Aktin oder Nck. Das
bedeutet, dass eine funktionelle Interaktion mit SH3-Domanen des Adapterproteins
Nck fur den Transport des FasL zur zytotoxischen immunologischen Synapse eine
wichtige Rolle spielt. In diesem Zellsystem Uberexprimierter FasL wird somit in
sekretorischen Lysosomen gespeichert und bei Kontakt mit Zielzellen zur
immunologischen Synapse transportiert. Nck erscheint im Bereich des Zell-Zell-

Kontakts ebenfalls angereichert.

Als nachstes wurde die Expression von Nck in PHA-stimulierten T-Zellblasten durch
RNA-Interferenz vermindert, um die funktionelle Relevanz des Adapterproteins Nck
fur den Transport FaslL-beladener Vesikel in primaren humanen T-Zellen zu
demonstrieren. Wie auch die untersuchten T-Zellklone und Jurkat-Zellen bilden diese
Zellen bei Kontakt mit Zielzellen eine zytotoxische Synapse aus, an der F-Aktin und
Nck akkumulieren und der FasL lokal auf der Zelloberflache exprimiert wird (Abb.
5.2.29).

Unbehandelte, siRNA-transfizierte und mit Kontroll-RNA transfizierte T-Zellen wurden
jeweils mit Superantigen-beladenen EBV-transformierten B-Zellen kokultiviert, fixiert,
permeabilisiert und gegen FasL gefarbt. Die subzellulare Verteilung des FasL wurde
fluoreszenzmikroskopisch untersucht (Abb. 5.2.30). Durch Transfektion dieser Zellen
mit Nck-siRNA liel3 sich eine Herunterregulation des Nck-Proteins um ca. 50-60%
erreichen (Abb. 5.2.30 B). Die Zellpopulation konnte jedoch in ihrer Gesamtheit
transfiziert werden, wie anhand der durchflusszytometrischen Analyse nach
Transfektion mit FAM-markierter siRNA deutlich wird (Abb. 5.2.30 A).
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F-Aktin Nck Uberlagerung/
Durchlicht

Nck FasL Uberlagerung/
Durchlicht

Abb. 5.2.29: Kolokalisation von FasL und Nck in Konjugaten von PHA-Blasten und EBV-
transformierten B-Zellen (B-LCL). PHA-Blasten wurden mit Superantigen-beladenen B-LCL fiir 10-
30 min kokultiviert, fixiert, permeabilisiert und gegen den FasL mit anti-FasL mAk NOK-1 und Alexa
Fluor 488-konjugiertem Ziege anti-Maus IgG, gegen Nck mit anti-Nck pAk und Alexa Fluor 488-
konjugiertem Esel anti-Kaninchen IgG bzw. Alexa Fluor 546-konjugiertem Ziege anti-Kaninchen I1gG
und F-Aktin mit Rhodamin-konjugiertem Phalloidin gefarbt. Zellkerne wurden mit DAPI gefarbt und die
Zellform wurde durchlichtmikroskopisch visualisiert.

Das bedeutet, dass die Menge an Nck in der Population gleichmaRig
herunterreguliert ist. Die erreichte Reduktion reicht aus, den Transport des FasL zur
zytotoxischen immunologischen Synapse massiv zu beeinflussen. In untransfizierten
oder mit Kontroll-RNA transfizierten Zellen ist im Gegensatz zu den mit siRNA
transfizierten Zellen innerhalb des analysierten Zeitraums von 30 Minuten in fast
allen Zellkonjugaten eine Ilokale Expression des FasL im Bereich der
immunologischen Synapse zu beobachten (rote Kreise). In mit siRNA behandelten
Zellen ist diese lokale Expression geringer oder der FasL ist innerhalb der Zelle
lokalisiert, obwohl sich morphologisch deutliche Zellkonjugate ausbilden konnten
(weilde Kreise). Bei Auszahlung von jeweils 100 immunologischen Synapsen konnte
in 78,9% der unbehandelten Zellen und in 78,2% der mit Kontroll-siRNA
transfizierten Zellen eine effiziente Mobilisierung des FasL zum Ort des Zell-Zell-
Kontakts beobachtet werden. Demgegenuber war in nur 54,5% der mit siRNA-

transfizierten Zellen eine stabile Expression des FasL in der IS nachweisbar.
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Abb. 5.2.30: Partieller ,,Knock-down*“ von Nck vermindert den Transport des FasL zur sich
ausbildenden zytotoxischen immunologischen Synapse. (A) Transfektionskontrolle: PHA-Blasten
wurden nicht behandelt (graue Linie) oder mit FAM-konjugierter siRNA transfiziert (schwarze Linie)
und die Fluoreszenzintensitat durchflusszytometrisch bestimmt. (B) Western Blot-Analyse: PHA-
Blasten wurden nicht transfiziert oder transfiziert mit siRNA gegen Nck bzw. einer Kontroll-siRNA.
Nach 72 Stunden wurden die Zellen lysiert. Die Menge an Nck ist um ca. 50-60% reduziert. (C) Die
entsprechend transfizierten PHA-Blasten wurden mit Superantigen-beladenen B-LCL fir 30 Minuten
inkubiert, fixiert, permeabilisiert und gegen den FasL mit anti-FasL mAk NOK-1 und Alexa Fluor 488-
konjugiertem Ziege anti-Maus 1gG gefarbt. Zellkonjugate wurden durchlichtmikroskopisch visualisiert.
In den Ubersichtsaufnahmen sind die Synapsen mit effizient transportiertem FasL (rot) und jene mit
unzureichend transportiertem FasL (weil3) markiert.
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5.3 Prozessierung des FasL

Matrix-Metalloproteasen (MMPs) sind in verschiedenen Zellsystemen an der
Prozessierung des FasL beteiligt. Entsprechend stabilisiert der Breitband-MMP-
Inhibitor GM6001 (Galardin, ein synthetisches Hydroxamsaurederivat) die
biphasische TPA/lonomycin-induzierte FasL-Oberflachenexpression sowohl in CD4"
und CD8" T-Zellen als auch in NK-Zellen, ohne jedoch den biphasischen Verlauf
qualitativ zu beeinflussen. Dementsprechend kénnten MMPs auch in T-Zellen oder
NK-Zellen die Oberflachenexpression des Fas-Liganden durch Shedding-Prozesse
beeinflussen. In Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Prof. Saftig (Biochemisches
Institut der CAU) sollte die verantwortliche Protease identifiziert und die funktionelle

Relevanz des FasL-Sheddings untersucht werden.

5.3.1 Prozessierung des FasL in 293T-Zellen

Proteolytische Spaltung von Transmembranproteinen resultiert neben der
Generierung einer l6slichen Form in der Bildung eines verkirzten transmembranen
Spaltprodukts. Um erste Hinweise auf einen solchen Mechanismus im
Zusammenhang mit der Spaltung des FasL zu erhalten, wurden 293T-Zellen mit
FasL sowie zwei FasL-EGFP-Konstrukten transfiziert, wobei das grune
Fluoreszenzprotein in einem Fall am extrazellularen C-Terminus, im anderen Fall am
intrazellularen N-Terminus des FasL gekoppelt war. Nach 24 Stunden wurden die
Zellen lysiert, die Lysate gelelektrophoretisch separiert und mittels Western Blot
analysiert. Zum Nachweis mdglicher N-terminaler Spaltprodukte wurde dabei ein
gegen den intrazellularen Anteil des FasL gerichteter polyklonaler Antikérper (Ab-3)
verwendet (Abb. 5.3.1).
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Abb. 5.3.1: Prozessierung von transfiziertem FasL in 293T-Zellen. 293T-Zellen wurden mit FasL
oder N- bzw. C-terminal EGFP-gekoppeltem FasL transfiziert oder unbehandelt belassen. 24 Stunden
nach Transfektion wurden die Zellen lysiert und mittels SDS-Gelelektrophorese (15% Gel) separiert.

Im Falle der Transfektion mit unkonjugiertem FasL migriert das Volle-Lange-Protein
bei ca. 32 kDa. Interessanterweise beobachtet man auch eine ausgepragte Bande
bei ca. 15 kDa. Da diese Bande bei Verwendung eines Antikdrpers gegen den
extrazellularen Anteil des FasL (G247-4) nicht vorhanden ist, kdnnte es sich hierbei
um ein N-terminales Spaltfragment des FasL handeln. Entsprechend des
Molekulargewichts des EGFP von ca. 30 kDa migrieren die FasL-EGFP-Konstrukte
deutlich héher (ca. 75 kDa). Bei Verwendung des Antikdrpers Ab-3 lasst sich nur im
Falle des FasL-Konstrukts mit N-terminal konjugiertem EGFP eine ausgepragte
Bande bei ca. 45 kDa nachweisen. Diese ist bei Verwendung des Antikorpers G247-
4 nicht zu erkennen. Somit kdnnte es sich dabei ebenfalls um ein N-terminales

Spaltfragment handeln, welches aufgrund des EGFP ca. 30 kDa hdéher migriert.

In Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Prof. Saftig konnte die Metalloprotease
ADAM10 als die fur die Prozessierung des FasL in 293T-Zellen und auch Maus-

Fibroblasten verantwortliche Protease identifiziert werden. Um zu ermitteln, inwieweit
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diese Beobachtung eine physiologische Relevanz hat, sollte die Prozessierung von

endogenem FasL in primaren humanen T-Zellen untersucht werden.

5.3.2 Prozessierung des FasL in primaren humanen T-Zellen

In kultivierten T-Zellen folgt die TPA/lonomycin-induzierte Oberflachenexpression der
beschriebenen Kinetik. Da diese Expression durch Breitband-Inhibitoren von MMPs
stabilisiert werden konnte, sollte untersucht werden, welchen Einfluss ,spezifischere”
Inhibitoren von ADAM-Proteasen auf die TPA/lonomycin-induzierte FasL-
Oberflachenexpression haben. Das Hydroxamsaurederivat GW280264X inhibiert
spezifisch sowohl ADAM10 als auch ADAM17. Die Substanz G1254023X stellt einen
hochspezifischen ADAM10-Inhibitor dar und beeinflusst ADAM17 mit hundertfach

reduziertem Potenzial (Ludwig et al., 2005).

Zunachst wurden unbehandelte oder mit GI254023X vorbehandelte CD4" T-Zellen
des Klons 12603 fur einen Zeitraum von drei Stunden mit Phorbolester und
Kalziumionophor stimuliert. Zu unterschiedlichen Zeitpunkten wurde die
Oberflachenexpression des FasL durchflusszytometrisch bestimmt (Abb. 5.3.2 A). In
unbehandelten Zellen zeigt sich bereits nach zehn Minuten eine deutliche Zunahme
der FasL-Oberflachenexpression. Bei langer andauernder Stimulation nimmt die
Fluoreszenzintensitat zunachst wieder ab und erreicht ein Minimum nach etwa 40
Minuten. Im weiteren Stimulationsverlauf ist ein Wiederanstieg zu beobachten mit
einer maximalen Fluoreszenzintensitat nach etwa 100 Minuten. Diese Expression ist
ebenfalls transient. Bei G1254023X-behandelten Zellen zeigt sich das erste Maximum
in seiner Auspragung geringfugig verstarkt. Wie auch in Kontrollzellen nimmt die
Expression ab und erreicht ein Minimum nach etwa 40 Minuten, so dass sich ein
klarer biphasischer Verlauf ergibt. Im weiteren Verlauf nimmt die FasL-Expression in
Anwesenheit von GI254023X jedoch stetig zu. Das zweite Maximum ist in seiner
Intensitat deutlich verstarkt und es ist im Gegensatz zu unbehandelten Zellen bei
fortschreitender Stimulation keine weitere Abnahme der Oberflachenexpression des

FasL zu beobachten.
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Abb. 5.3.2: Einfluss von Inhibitoren von Matrix-Metalloproteasen auf die Kinetik der
TPA/lonomycin-induzierten FasL-Oberflichenexpression in CD4" T-Zellen (Klon 12603). (A)
Einfluss des ADAM10-spezifischen Inhibitors GI254023X im Vergleich mit unbehandelten Zellen. (B)
Einfluss von DMSO, dem ADAM10/ADAM17-Inhibitor GW280264X und dem ADAM10-Inhibitor
G1254023X im Vergleich mit unbehandelten Zellen.

Ein weiteres Experiment unter Einbeziehung des ADAM10/ADAM17-Inhibitors
GW280264X und DMSO als Losungsmittelkontrolle ergab ahnliche Befunde (Abb.
5.3.2 B). Bei Verwendung von GW280264X zeigen sich sowohl das erste als auch
das zweite Maximum in ihrer Intensitat verstarkt und es kann in der spaten Phase der
Expression keine weitere Abnahme beobachtet werden. Der Effekt von GI1254023X
ist im vorliegenden  Experiment besonders ausgepragt. Die FasL-
Oberflachenexpression ist in der Degranulationsphase (20-40 min) und in der Phase
der de novo Synthese stark verstarkt. Dies deutet darauf hin, dass ADAM10 auch an

der Oberflachenprozessierung von endogenem FasL malgeblich beteiligt ist.

Stimulation aktivierter T-Zellen Uber den TZR/CD3-Komplex resultiert in einer
gesteigerten Expression des FasL und seines Rezeptors Fas. Bindet FasL daraufhin
auf der Oberflache derselben oder benachbarter Zellen exprimiertes Fas, so induziert
dies den Tod der Zelle (Suizid/Fratrizid). Auf diese Weise ist der FasL im Rahmen
dieses Aktivierungs-induzierten Zelltodes maligeblich an der Beendigung der T-
Zellvermittelten Immunantwort und damit an der Aufrechterhaltung der Homodostase
des Immunsystems beteiligt. Daher wurde untersucht, ob die beobachtete
Modulation der FasL-Oberflachenexpression durch ADAM10 einen Einfluss auf den

Aktivierungs-induzierten Zelltod humaner T-Zellen hat.
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CD4" T-Zellen des Klons 12603 wurden zur Induktion von AICD in Anwesenheit von
DMSO oder GI254023X oder ohne weitere Zusatze fur 18 Stunden mit Superantigen
stimuliert. Nach Ablauf der Stimulation wurde die Zellviabilitat tber die Aufnahme von
Propidiumjodid  bestimmt und die  Oberflachenexpression des  FasL

durchflusszytometrisch analysiert (Abb. 5.3.3).
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Abb. 5.3.3: Einfluss des ADAM10-Inhibitors GI254023X auf den Aktivierungs-induzierten
Zelltod. Die Zellen wurden in Anwesenheit von G1254023X, DMSO oder ohne weitere Zusatze fir 18
Stunden mit Medium oder Superantigen inkubiert. (A) Die Zellviabilitdt wurde mittels PI-Farbung
bestimmt. Die Ergebnisse dreier unabhangiger Experimente sind in C dargestellt (B) Nach Ablauf der
Stimulation wurden die Zellen gegen den FasL gefarbt und dessen Oberflachenexpression
durchflusszytometrisch bestimmt. Dargestellt sind die Expression nach Stimulation mit Medium
(schwarze Linie) und nach Stimulation mit Superantigen (graue Linie, skaliert). Die Ergebnisse dreier
unabhangiger Experimente sind in D dargestellt. (C, D) Graphische Darstellung der Zellviabilitat (C)
bzw. der FasL-Oberflachenexpression aus drei unabhangigen Experimenten, die am siebten Tag nach
zweiter Restimulation der Zellen durchgefiihrt wurden.
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Werden unbehandelte Zellen fur 18 Stunden mit Superantigen inkubiert, so induziert
dies massiven Zelltod. Der Anteil der lebendigen Zellen sinkt im Verlauf der
Stimulation von 84% auf 22%. Dies entspricht einer relativen Apoptoseinduktion von
etwa 74%. Bei Anwesenheit des ADAM10-Inhibitors GI254023X im
Stimulationsansatz nimmt die Zellviabilitdt wahrend der Stimulation von 81% auf 11%
ab. Im Vergleich mit unbehandelten Zellen sind nach Ablauf der Stimulationszeit nur
noch halb so viele Zellen lebendig. Dies entspricht einer relativen Apoptoseinduktion
von 86%. DMSO hat unter diesen Bedingungen keinen Effekt auf die Zellviabilitat
(Abb. 5.3.3 A/C). Die Behandlung der Zellen mit Protease-Inhibitoren fihrt zu einer
starken Zunahme der FasL-Oberflachenexpression. In Gegenwart des ADAM10-
Inhibitors G1254023X ist die Menge an FasL auf der Zelloberflache im Vergleich zu
Kontrollzellen (Medium, DMSO) deutlich erhdht. Da selektiv die FasL-
Oberflachenexpression der lebendigen Zellen bestimmt wurde, diese Population im
Verlauf der Stimulation aber stark zurlckgeht, wurde zur Verbesserung der
Darstellung das entsprechende Histogramm (graue Linie) mittels WinMDI-
Analysesoftware aufskaliert. Eine Inhibition von ADAM10 fuhrt in diesem System
sowohl zu einer Stabilisierung der Oberflachenexpression des FasL als auch zu
gesteigertem Zelltod in den behandelten Zellen (Abb. 5.3.3. B/D).

In weiteren Experimenten unter zusatzlicher Verwendung des ADAM10/ADAM17-
Inhibitors GW280264X konnte der beobachtete Effekt von GI1254023X bestatigt
werden (Abb. 5.3.4). Zwar ist in beiden gezeigten Experimenten die Zelltodinduktion
und die FasL-Expression vergleichsweise geringer, doch zeigt GI254023X einen
signifikanten Einfluss auf beide Parameter. GW280264X hat einen noch starkeren
Einfluss auf die Zellviabilitat, wahrend die FasL-Oberflachenexpression betreffend
die Effekte von G1254023X und GW280264X annahernd gleich sind.
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Abb. 5.3.4: Einfluss des MMP-Breitbandinhibitors TAPI, des ADAM10/ADAM17-Inhibitors
GW280264X und des ADAM10-Inhibitors GI254023X auf den Aktivierungs-induzierten Zelltod.
Die Zellen wurden in Anwesenheit von DMSO, TAPI, GW280264X, GI254023X oder ohne weitere
Zusatze fiur 18 Stunden mit Medium oder Superantigen inkubiert. (A) Graphische Darstellung der
Zellviabilitdt (links) bzw. der FasL-Oberflachenexpression (rechts) aus drei unabhangigen
Experimenten, die acht Tage nach Restimulation der Zellen durchgefiihrt wurden. (B) Graphische
Darstellung der Zellviabilitdt (links) bzw. der FasL-Oberflachenexpression (rechts) aus drei
unabhangigen Experimenten, die neun Tage nach Restimulation der Zellen durchgefihrt wurden.
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6. Diskussion

6.1 Biphasische Expression des FasL in aktivierten T-Zellen und NK-Zellen

Der FasL stellt ein wichtiges Effektormolekill des Aktivierungs-induzierten Zelltodes
dar. Die T-Zell-Rezeptor-vermittelte Stimulation aktivierter CD4" T-Zellen (TH1)
induziert die Biosynthese des FasL und nach etwa zwei Stunden dessen Expression
auf der Zelloberflache, welche mit der Sensitivitat der Zellen gegenuber AICD
korreliert (Oberg et al., 1997a; Janssen et al., 2000b). Entsprechend flhrt in diesem
System die Inhibition der Expression des FasL durch Inhibitoren von Tyrosin-Kinasen
(z.B. Herbimycin) oder durch Ligation des CD4-Korezeptors zu einer verminderten
Induktion der Apoptose (Oberg et al., 1997b; Sanzenbacher et al., 1999).
Andererseits wird der FasL in zytotoxischen CD8" T-Zellen und in NK-Zellen in
sekretorischen Lysosomen gespeichert. Die Aktivierung zytotoxischer Effektorzellen
resultiert in einer Degranulation der intrazellularen Speicherorganellen und in einer
schnellen Expression des FasL auf der Zelloberflache. Dies gewahrleistet nach
Erkennen einer Zielzelle die lokale Expression des FasL als Effektormolekll der
zellvermittelten Zytotoxizitat in der sich ausbildenden immunologischen Synapse
(Bossi und Giriffiths, 1999; Blott et al., 2001).

Zur Untersuchung der Kinetik der Oberflachenexpression des FasL in T-Zellen
unterschiedlichen Phanotyps und NK-Zellen wurden die Zellen unter Umgehung des
T-Zell-Rezeptors mit Phorbolester (TPA) und Kalziumionophor (lonomycin) stimuliert
und die Oberflachenexpression des Fas-Liganden durchflusszytometrisch bestimmt.
Aus zu unterschiedlichen Zeitpunkten aufgenommenen individuellen Histogrammen
wurden die Verlaufe der Expression Uber einen Zeitraum von drei Stunden erstellt
(Abb. 5.1.1). Interessanterweise wurde fur alle untersuchten Zellen ein biphasischer
Verlauf der FasL-Expression beobachtet. Dabei trat das erste Maximum in der Regel
nach einer Stimulationsdauer von nur zehn Minuten auf. Bei andauernder Stimulation
nahm die Oberflachenexpression wieder ab und erreichte ein Minimum nach etwa 40
Minuten. Im weiteren Stimulationsverlauf war ein Wiederanstieg zu beobachten,
welcher in einem zweiten Maximum nach etwa 120 Minuten resultierte. Die FasL-

Oberflachenexpression folgte in allen untersuchten Zellen diesem klaren
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biphasischen Verlauf. Es wurden lediglich Unterschiede in der Auspragung der

einzelnen Maxima beobachtet.

Unter Verwendung pharmakologischer Inhibitoren der Proteinbiosynthese, des
Proteintransports, der Aktinpolymerisation und von Matrix-Metalloproteasen wurde
die beobachtete Kinetik naher charakterisiert (Abb. 5.1.2). Die Inhibition der
Proteinbiosynthese durch Cycloheximid, welches die Peptidyltransferase in 80s-
Ribosomen hemmt (Chow et al., 1995), zeigte keinen Einfluss auf die frUihe Phase
der Expression. Nach dem ersten Maximum nahm jedoch die Oberflachenexpression
des FaslL stetig ab und ein zweites Expressionsmaximum blieb aus. Bei Inhibition
des Proteintransports durch Brefeldin A, welches spezifisch den Transport von
Proteinen aus dem Endoplasmatischen Retikulum zum Golgi-Apparat hemmt,
wurden ahnliche Ergebnisse erhalten. Das frihe Maximum blieb bei Behandlung der
Zellen mit Brefeldin A unbeeinflusst, aber es wurde keine gesteigerte
Oberflachenexpression des FasL zu spateren Zeitpunkten beobachtet. Das zweite
Maximum beruht somit auf dem Transport neusynthetisierter FasL-Molekule zur
Zelloberflache, = wahrend intrazellular  gespeicherter FasL das  frihe

Expressionsmaximum bedingt (Lettau et al., 2004).

In CD8" T-Zellen und in NK-Zellen wird der FasL nach Befunden verschiedener
Arbeitsgruppen in sekretorischen Lysosomen gespeichert und nach Aktivierung in
einem Degranulationsprozess auf der Zelloberflache exponiert (Bossi und Griffiths,
1999; Blott et al., 2001). Interessanterweise konnten wir auch im Falle von CD4" T-
Zellen nach Stimulation eine schnelle Oberflachenexpression des FasL beobachten.
Deshalb wurde die subzellulare Verteilung des FasL in unterschiedlichen
Zellpopulationen fluoreszenzmikroskopisch untersucht (Abb. 5.1.3). Wie auch in
CD8" T-Zellen fand sich der FasL in den analysierten CD4" T-Zellen intrazellular in
distinkten Granula, wo er mit der lysosomalen Protease Cathepsin D und den

zytotoxischen Effektoren Perforin und Granzym B kolokalisierte.

Zur Untersuchung der Aktin-Abhangigkeit der Mobilisierung des FasL zur
Plasmamembran wurden zwei unterschiedliche Inhibitoren der Aktinpolymerisation
verwendet (Abb. 5.1.2). Cytochalasin D bindet an Aktinflamente und verhindert die

Assoziation weiterer Untereinheiten (Flanagan und Lin, 1980). Latrunculin A bindet
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an Aktinmonomere und inhibiert deren Bindung an das Aktinflament (Coue et al.,
1987). Die Behandlung der Zellen mit diesen Inhibitoren fuhrte sowohl in der frihen
Degranulationsphase als auch in der spaten Phase der Proteinbiosynthese zu einer

starken Verminderung der Oberflachenexpression des FasL.

Da FasL von Matrix-Metalloproteasen prozessiert werden kann, hat uns die Frage
interessiert, inwieweit diese Prozessierung den Verlauf der Oberflachenexpression
beeinflusst und ob sie durch Breitband-Inhibitoren von Matrix-Metalloproteasen
(GM6001) moduliert werden kann (Abb. 5.1.2). Bei Einsatz von GM6001 wurde die
Oberflachenexpression des FasL vor allem in der spaten Phase stabilisiert, obgleich
auch das erste Maximum in seiner Auspragung leicht verstarkt erschien. Der Verlauf
der biphasischen Expression blieb jedoch qualitativ erhalten. Matrix-
Metalloproteasen sind somit an der Regulation der Oberflachenexpression des FasL
in aktivierten T-Zellen beteiligt. Die Ergebnisse deuten auch darauf hin, dass der
beobachteten Abnahme der FasL-Expression nach der frihen Degranulationsphase
weitere Mechanismen zugrunde liegen mussen. In diesem Zusammenhang ware

eine Internalisierung des FasL denkbar.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass die Oberflachenexpression des
FasL in CD4" und CD8" op-T-Zellen, in y5-T-Zellen und in NK-Zellen einer
biphasischen Kinetik folgt. Dabei beruht das erste Expressionsmaximum auf der
Aktin-abhangigen Degranulation sekretorischer Lysosomen. Gleichzeitig induziert die
Stimulation die Transkription und Biosynthese des FasL. Der neusynthetisierte FasL
wird ebenfalls in einem Aktin-abhangigen Prozess zur Zelloberflache transportiert
und bedingt das zweite Expressionsmaximum. Matrix-Metalloproteasen modulieren
die Oberflachenexpression des FasL, sind aber nicht an der Verminderung nach

erfolgter Degranulation beteiligt.

Wie in der Einleitung erlautert, scheinen sich der Granzym B/Perforin-vermittelte und
der FasL-vermittelte Weg der Zielzelllyse funktionell zu erganzen, wobei in
Abhangigkeit vom physiologischen Kontext jeweils der eine oder der andere Weg
dominiert (Brunner et al., 2003). Im Falle klassischer zytotoxischer Zellen wie CD8"
T-Zellen und NK-Zellen ist zur Unterstitzung der Zielzelllyse nach dem Erkennen

einer Zielzelle eine schnelle und regulierte Oberflachenexpression des FasL in der
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zytotoxischen immunologischen Synapse erforderlich, um eine lokal begrenzte
Aktivitat des Todesfaktors zu gewahrleisten. In diesen Zellen wird der FasL deshalb
gemeinsam mit weiteren exekutiven, akzessorischen und regulatorischen
Komponenten der zellvermittelten Zytotoxizitdt in sekretorischen Lysosomen
gespeichert. Diese Organellen ermoglichen so die sichere Verwahrung, die regulierte
Exozytose und die lokal begrenzte Aktion der in ihnen enthaltenen Effektoren (Lettau
et al., 2007). Interessanterweise konnte auch in CD4" T-Zellen und in 1o T-Zellen
eine schnelle, Aktivierungs-abhangige Oberflachenexpression von intrazellular
gespeichertem FasL beobachtet werden. Die Beobachtung, dass CD4" T-Zellen
neben ihren etablierten Funktionen in der Aktivierung von Makrophagen und B-Zellen
und ihrer akzessorischen Rolle bei der Auslésung von CD8-T-Zellreaktionen auch
zytotoxisches Effektorpotential aufweisen konnen, wurde anfangs als mogliches
Zellkulturartefakt angesehen. Inzwischen konnten jedoch von anderen
Arbeitsgruppen zytotoxische CD4" T-Zellen aus dem peripheren Blut humaner
Spender isoliert werden, wo sie etwa 2% der CD4" T-Zellpopulation ausmachen.
Diese Zellen weisen den Phanotyp stark ausdifferenzierter T-Zellen auf (CD45RA"/
CD45RO" / CD11a"), zeichnen sich aber darlber hinaus durch den Verlust der
Expression von CD27, CD28 und CCR7 auf. Funktionell exprimieren sie Perforin und
Granzym und sind in der Lage Superantigen-beladene Zielzellen zu lysieren (Appay
et al., 2002). Bei chronischen viralen Infektionen z.B. durch HIV, CMV oder EBV,
aber auch bei einigen Tumorerkrankungen (z.B. B-CLL) ist die Menge an
zytotoxischen CD4" T-Zellen im peripheren Blut erhdht (Appay, 2004), so dass die
von ihnen vermittelte MHCII-restringierte Zytotoxizitdt in diesen Fallen eine
besondere physiologische Relevanz haben konnte. Die unterschiedlichen
Effektormechanismen betreffend konnte gezeigt werden, dass zytotoxische CD4" T-
Zellen EBV-infizierte B-Zellen sowohl mithilfe von Perforin/Granzym B (Su et al.,
2001) als auch Uber das Fas/FasL-System eliminieren konnen (Nikiforow et al., 2003;
Paludan et al., 2002).

T-Zellen unterscheiden sich neben dem Phanotyp CD4" oder CD8" auch in der
Expression verschiedener T-Zell-Rezeptor-Typen. Etwa 90% der Zellen im
peripheren Blut exprimieren ein Heterodimer aus a- und B-Untereinheiten und 5-10%
weisen einen T-Zell-Rezeptor vom y5-Typ auf. Auch diese y5-T-Zellen haben ein

ausgepragtes zytotoxisches Potential, wobei die Zytotoxizitdt sowohl Uber
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Perforin/Granzym B (Viey et al., 2005) als auch Uber das Fas/FasL-System vermittelt
werden kann (Dalton et al., 2004).

Die Expression des FasL als Todesfaktor auf CD4" T-Zellen im Verlauf des
Aktivierungs-induzierten Zelltodes (AICD) wird in Abhangigkeit von der
vorangegangenen Stimulation nach etwa 2-3 Stunden beobachtet (Oberg et al.,
1997a). Eine derartige spate Expressionsphase des FasL wurde im Rahmen der
vorliegenden Arbeit auch in CD8" T-Zellen, in y& T-Zellen und in NK-Zellen
beobachtet. In CD8" T-Zellen und NK-Zellen wurde bereits eine ,spate“ Expression
von Granzym A und B beschrieben, also von zwei zytotoxischen Effektorproteinen,
die ebenfalls in sekretorischen Lysosomen gespeichert werden (Isaaz et al., 1995).
In diesem Zusammenhang fuhrte die Aktivierung der zytotoxischen Zellen zur
Degranulation der Speicherorganellen und damit zur Freisetzung von Granzym A
und B. Dabei wurde auch die Neusynthese beider Proteine induziert, wobei diese
Proteine wieder in entsprechende Granula transportiert wurden. Ein Teil der Proteine
wurde jedoch ohne Beteiligung sekretorischer Lysosomen direkt zur
Plasmamembran transportiert und sezerniert. Dabei induzierten nur diese
neusynthetisierten Proteine die Eliminierung benachbarter zytotoxischer Zellen
(,bystander Kkilling“). Inhibitoren der Proteinbiosynthese (Cycloheximid) oder des
Proteintransports (Brefeldin A) verhinderten entsprechend die Induktion des
Zelltodes in benachbarten Zellen (Isaaz et al., 1995). Eine solche Modulation der pro-
apoptotischen Funktion des FasL hinsichtlich der Zielzellselektivitat durch zeitliche
und raumliche Unterschiede in der Oberflachenexpression wirde einen neuen

interessanten Aspekt der Regulation der Aktivitat des FasL darstellen.

6.2 FasL-interagierende Proteine: PCH-Proteine

Ein wesentlicher Aspekt der Regulation der FasL-Expression ist seine Speicherung
in sekretorischen Lysosomen und die Aktivierungs-induzierte Mobilisierung dieser
Speicherorganellen in einem Aktin-abhangigen Prozess. Daruber hinaus induziert die
Aktivierung die Neusynthese des FasL und dessen nachfolgenden Transport zur
Zelloberflache, welcher womdglich ohne Beteiligung sekretorischer Lysosomen

erfolgt. Ferner konnten Endozytoseprozesse die Oberflachenexpression des FasL

117



VI. Diskussion

modulieren. In Vorarbeiten anderer Gruppen wurde die Prolin-reiche Domane
funktionell mit der intrazellularen Lokalisation assoziiert. In diesen Analysen
resultierte die Uberexpression des FasL in leukdmischen Basophilen der Ratte (RBL,
rat basophilic leukemia) nur in Anwesenheit der PRD in einer lysosomalen
Assoziation, wahrend die Deletion der Prolin-reichen Region zur Expression auf der
Zelloberflache fuhrte. Auf Grundlage dieser Daten postulierten die Autoren, dass
vermutlich Proteine, die Uber SH3-Domanen mit dem FasL interagieren, den
intrazellularen Transport und die lysosomale Assoziation vermitteln (Blott et al.,
2001). Basierend auf der Identifizierung von FasL-Interaktoren wurden im Rahmen
der vorliegenden Arbeit insbesondere die PCH-Proteine untersucht, die in
verschiedenen Zellsystemen funktionell mit Prozessen wie dem Transport von
Organellen, der Endo- und Exozytose und der Ausbildung der immunologischen

Synapse assoziiert sind.

Zunachst wurde die Interaktion dieser Proteine mit FasL verifiziert. Der FasL konnte
mit GST-Fusionsproteinen von FBP17, PACSIN 1-3, CD2BP1 und CIP4 effizient aus
Lysaten FaslL-exprimierender Zellen prazipitiert werden (Abb. 5.2.1). Diese
Interaktionen wurden in Ko-Immunprazipitationen aus Transfektanten bestatigt (Abb.
5.2.2/5.2.3). Erwartungsgemal} fuhrte die Deletion der SH3-Doméane im Falle von
FBP17 und CIP4 oder die Einfuhrung einer Punktmutation in die SH3-Domane von
PACSIN2 zu einem kompletten Verlust der Interaktion. Um Hinweise auf die
funktionelle Rolle der PCH-Proteine flr die Regulation der Expression des FasL zu
erhalten, wurde ihr Einfluss auf die subzellulare Lokalisation des Todesfaktors in
Transfektanten untersucht. Wie auch in primaren humanen T-Zellen beobachtet, war
der FasL bei Uberexpression in hamatopoetischen Zellen (Hut78) in distinkten
intrazellularen Granula lokalisiert (Abb. 5.2.4). In nicht-hamatopoetischen Zellen
(293T, HelLa) wurde der FasL hingegen membranassoziiert exprimiert (Abb. 5.2.4).
Die Kotransfektion von PCH-Proteinen fiuhrte in diesen Zellen zu einer
zytoplasmatischen Retention des FasL und zu verminderter Oberflachenexpression
(Abb. 5.2.5/5.2.6). Bei gemeinsamer Uberexpression von CD2BP1 mit FasL in HelLa-
Zellen fuhrt die Deletion der Prolin-reichen Doméane zu einem Verlust der
Kolokalisation und einer verstarkten Membranassoziation des FasL (Abb. 5.2.6). In
weiteren Analysen im Rahmen der Doktorarbeit von Jing Qian und in Kooperation mit

Dr. Martin Zornig (Georg-Speyer-Haus, Frankfurt) konnten die intrazellularen
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Granula, in denen der FasL mit Proteinen der PCH-Familie kolokalisiert, als
lysosomales Kompartiment identifiziert werden (Qian et al., 2006). Weiterhin wurde
die verminderte Oberflachenexpression des FasL fur einige PCH-Proteine
durchflusszytometrisch quantifiziert. Dabei korreliert die reduzierte
Oberflachenexpression mit einer geringeren Zytotoxizitat der FasL-exprimierenden
Zellen (Baum et al., 2005).

Um die Funktion der PCH-Proteine insbesondere fur die Biologie des FasL in
primaren humanen Zellen untersuchen zu kdnnen, wurden im Labor hergestellte
monoklonale Antikérper gegen Mitglieder dieser Proteinfamilie hergestellt und auf
ihre Verwendbarkeit in Western Blot, Immunprazipitation und konfokaler Mikroskopie
untersucht. Dabei wurden Antikorper gegen FBP17 (144B8, 144C6, jeweils 1gG1),
PACSIN1 (13E5, 1gG1), PACSIN3 (106C10, IgM), CD2BP1 (129H10, 1gG1) und
CIP4 (208A3, IgG1) getestet. Diese Antikdrper eignen sich zur Detektion der
entsprechenden denaturierten Proteine im Western Blot (Abb. 5.2.7). Daruber hinaus
konnen die mAk 13E5 (PACSIN1), 129H10 (CD2BP1) und 208A3 (CIP4) die
jeweiligen PCH-Proteine effizient aus den Lysaten transient transfizierter Zellen
prazipitieren (Abb. 5.2.8). PACSIN3 und FBP17 lief3en sich mit den mAk 106C10 und
144C6 im Vergleich zur Prazipitation mit einem anti-myc-Antikorper nur unzureichend
prazipitieren (Abb. 5.2.8/5.2.9). Weiterhin wurde die Eignung der Antikorper fur die
konfokale Mikroskopie evaluiert (Abb. 5.2.10). Dabei konnten FBP17, PACSIN1,
CD2BP1 und CIP4 in Transfektanten nachgewiesen werden, wahrend PACSIN3
nicht detektiert wurde.

Eine Voraussetzung fur die Einflussnahme von PCH-Proteinen auf die Biologie des
FasL ist deren Expression in FasL-exprimierenden Zellen. In der Literatur finden sich
bereits Hinweise auf die Expression dieser Proteine. Basierend auf
immunhistochemischen Untersuchungen von Gefrierschnitten konnte FBP17 in
verschiedenen Geweben nachgewiesen werden. Dabei wurde eine besonders starke
Expression in epithelialen Zellen insbesondere im Bereich der Atmungsorgane, des
Gastrointestinal- und des Urogenitaltrakts beobachtet. Im hamatopoetischen System
konnte FBP17 bisher nur wahrend der Erythropoese nachgewiesen werden und nicht
in Zellen der myeloiden Linie (Fuchs et al., 2001). Auf der Grundlage von Northern-

Blot-Analysen von Gesamt-RNA aus verschiedenen Geweben scheint die
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Expression von CD2BP1 auf das hamatopoetische System beschrankt (Li et al.,
1998Db). In diesem Zusammenhang wurden zwei putative Isoformen des Proteins
beschrieben (CD2BP1L/CD2BP1S), von denen die lange Isoform (CD2BP1L) in
hamatopoetischen Zellen verstarkt exprimiert sein soll. Dies hatte insofern
funktionelle Konsequenzen, da die lange Isoform eine Prolin-reiche Domane und ein
zusatzliches Tyrosin aufweist, die sich nicht in der kurzen Isoform finden (Li et al.,
1998b). CD2BP1 wurde auch auf Proteinebene in aktivierten T-Zellen nachgewiesen
(Li et al., 1998b). Eine Expression von CIP4 wurde bisher fur das Herz,
Skelettmuskelgewebe und die Plazenta auf mRNA-Ebene gezeigt (Aspenstrom,
1997). Die PACSIN-Isoformen unterscheiden sich massiv in ihrer Gewebeverteilung.
So scheint die Expression von PACSIN1 auf neuronale Gewebe beschrankt,
wahrend PACSIN2 ubiquitar exprimiert wird. PACSINS soll vor allem in Herz- und
Skelettmuskelgewebe exprimiert sein (Kessels und Qualmann, 2004). Da der
Nachweis in diesen Studien in vielen Fallen auf der Analyse von mRNA aus
Gewebeproben beruhte, wurde die Expression von FasL-interagierenden PCH-
Proteinen unter Verwendung der im Labor hergestellten Antikdrper in primaren

humanen T-Zellen unterschiedlichen Phanotyps im Detail untersucht.

Zunachst wurde die Expression der PCH-Proteine in leukédmischen T-Zellen (Hut78),
PHA-Blasten, einem CD4" T-Zellklon (12603) und einer CD8" T-Zelllinie (L CD8") auf
MRNA-Ebene untersucht (Abb. 5.2.11). Dabei konnte mRNA fur FBP17, PACSINZ2,
PACSIN3, CD2BP1 und CIP4 in allen untersuchten Zellen nachgewiesen werden.
PACSIN1 lie® sich dagegen nur in Hut78-Zellen detektieren. Wie bereits erwahnt
wurden im Rahmen der Identifizierung von CD2BP1 zwei Isoformen postuliert. Mittels
auf Grundlage der unterschiedlichen mRNA-Sequenzen entworfenen Primer konnte
in allen untersuchten Zellen ausschlieBlich die putative lange Isoform von CD2BP1

nachgewiesen werden.

Auf Proteinebene wurde im Wesentlichen die Expression von CIP4, CD2BP1 und
PACSIN1 untersucht, da sich insbesondere die Antikérper 208A3 (CIP4), 129H10
(CD2BP1) und 13E5 (PACSIN1) fur verschiedene biochemische und zellbiologische
Applikationen eignen. Ferner stellen diese Proteine jeweils prototypische Mitglieder
von drei PCH-Subfamilien dar, aus denen FaslL-interagierende Proteine identifiziert
wurden (Abb. 1.4). CIP4 und CD2BP1 konnten in allen untersuchten T-Zellen
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nachgewiesen werden (Abb. 5.2.12/5.2.13). PACSIN1 konnte auch nach
Immunprazipitation nicht in den untersuchten T-Zellen detektiert werden (Abb.
5.2.13). Die Expression der Proteine wurde mittels Immunfluoreszenz verifiziert. Da
sich der monoklonale anti-FBP17-Antikorper 144B8 in Vorversuchen flr
Immunfluoreszenzanalysen geeignet zeigte, wurde auch die Expression von FBP17
in T-Zellen untersucht. CIP4, CD2BP1 und FBP17 konnten durchflusszytometrisch in
allen analysierten T-Zellen nachgewiesen werden (Abb. 5.2.14). Dabei zeigte die
Expression der betrachteten Proteine keine deutlichen quantitativen Unterschiede
hinsichtlich der untersuchten T-Zellsubpopulationen. Wie auch in den
vorangegangenen Analysen konnte PACSIN1 nicht nachgewiesen werden, was die
Spezifitat der verwendeten Antikorper auch in dieser Applikation verdeutlicht.
Dartber hinaus wurden CIP4, CD2BP1 und FBP17 fluoreszenzmikroskopisch in
aktivierten primaren humanen T-Zellen detektiert (Abb. 5.2.15). Die Proteine zeigten

dabei eine relativ gleichmaRige Verteilung im Zytosol.

Zusammenfassend konnten auf mRNA-Ebene die Proteine FBP17, PACSINZ2,
PACSIN3, CD2BP1 und CIP4 in humanen T-Zellen unterschiedlichen Phanotyps
nachgewiesen werden. Unter Verwendung der im Labor hergestellten Antikorper
wurde die Expression von FBP17, CD2BP1 und CIP4 auf Proteinebene verifiziert.
CIP4 und CD2BP1 sind in aktivierten T-Zellen im Vergleich zu frisch isolierten T-
Zellen verstarkt exprimiert, was maoglicherweise flur eine spezifische Funktion in T-
Effektorzellen spricht (Abb. 5.2.16). Das Protein PACSIN1, flir das eine auf
neuronale Gewebe beschrankte Expression beschrieben ist, konnte in keiner der
untersuchten T-Zellen nachgewiesen werden. Hinsichtlich unterschiedlicher
Isoformen von CD2BP1 wurden keine eindeutigen Befunde erhalten. Auf Grundlage
der publizierten Sequenzen wurde in aktivierten T-Zellen auf mRNA-Ebene
ausschlieBlich die putative lange Isoform nachgewiesen (Abb. 5.2.11). In nicht-
aktivierten T-Zellen migrierte das Protein als Doppelbande, wobei in aktivierten T-
Zellen nur die niedrigere Bande detektiert wurde. Dies kdnnte auch erklaren, warum
endogenes CD2BP1 in kultivierten T-Zellen niedriger migrierte als das
uberexprimierte Protein (Abb. 5.2.12/5.2.13). Weiterfuhrende Analysen der CD2BP1-
mRNA in aktivierten und nicht-aktivierten T-Zellen unter BerUcksichtigung der
Architektur des CD2BP1-Gens koénnen in diesem Zusammenhang bei der

Identifizierung unterschiedlicher CD2BP1-Isoformen helfen.
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Die Hauptfunktion der PCH-Proteine besteht vermutlich in der Verschaltung von
Membrankrimmungsprozessen mit der Maschinerie der Aktin-Reorganisation
(Aspenstrom et al., 2006a). Strukturell sind alle Mitglieder dieser Familie durch eine
FCH-Domane und eine benachbarte Coiled-Coil-Doméane charakterisiert. Spater
wurde berichtet, dass diese beiden Strukturelemente eine funktionelle Einheit bilden,
die als EFC-Domane (Extended Fer/CIP4-homology domain) bezeichnet wird. Diese
Region erlaubt es PCH-Proteinen, an Membranen zu binden und diese zu
deformieren (Tsujita et al., 2006). Entsprechend weist die EFC-Domane eine
ausgepragte strukturelle Ahnlichkeit mit der sogenannten BAR-Domaéne auf, die in
endozytotischen Proteinen wie Endophilin und Amphiphysin die Krimmung zellularer
Membranen vermittelt (Peter et al., 2004). Dabei scheint die FCH-Subddémane die
Bindung an Membranbestandteile zu vermitteln, wahrend die Coiled-Coil-Domane
die Oligomerisierung von PCH-Proteinen bedingt, die die treibende Kraft der

Membrankrummung darstellt.

Weitere Adapter-Domanen in PCH-Proteinen vermitteln Interaktionen mit Proteinen,
die an der Reorganisation des Aktin-Zytoskeletts beteiligt sind. Alle PCH-Proteine,
die als Interaktionspartner des FasL identifiziert wurden, weisen SH3-Domanen auf.
Daruber hinaus verfugen FBP17 und CIP4 Uber eine Domane, die die Interaktion mit
Rho-GTPasen erlaubt. Die als FasL-Interaktoren identifizierten PCH-Proteine
interagieren mit N-WASP/WASP (ltoh et al., 2005; Tsujita et al., 2006; Ho et al.,
2004; Kessels und Qualmann, 2004; Modregger et al., 2000). Wahrend WASP
ausschlieBlich in hamatopoetischen Zellen exprimiert wird, ist fur N-WASP eine
ubiquitare Expression beschrieben. Die Hauptfunktion dieser Multidomanen-
Adapterproteine besteht in der Aktivierung des Arp2/3-Komplexes, welcher die
Bildung verzweigter Netzwerke von Aktinflamenten vermittelt (Badour et al., 2003b).
WASP liegt in einer autoinhibierten Konformation vor, die eine Bindung an den
Arp2/3-Komplex nicht zulasst (Badour et al., 2004). Autoinhibiertes WASP kann
jedoch durch Bindung der Rho-GTPase cdc42 an eine GTPase-bindende Domane,
welche in einer Konformationsanderung resultiert, aktiviert werden, wobei diese
Aktivierung durch Bindung von PIP; an einer weiteren Domane kooperativ verstarkt
wird (Prehoda et al., 2000). Dieser aktivierte Zustand kann durch Phosphorylierung

an Tyrosinresten stabilisiert werden (Stradal et al., 2004). Daruber hinaus kann auch
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die autoinhibierte Konformation von WASP durch Bindung von Proteinen der WIP-
Familie stabilisiert werden. Eine zentrale Prolin-reiche Domane erlaubt die auf der
Wechselwirkung mit SH3-Domanen beruhende Interaktion mit Proteinen der PCH-
Familie und weiteren Proteinen wie Nck, Grb-2 oder Intersectin (Badour et al., 2004).
Auf welche Weise diese Proteine die Aktivitat von WASP beeinflussen, ist dabei noch

nicht im Detail verstanden.

Daruber hinaus interagieren CIP4, FBP17 und die PACSINe mit Dynamin (ltoh et al.,
2005; Tsuijita et al., 2006; Ho et al., 2004; Kessels und Qualmann, 2004; Modregger
et al., 2000). Diese GTPase ist funktionell grundlegend an der Generierung von
Vesikeln beteiligt, indem sie deren Abschnurung katalysiert. Sie spielt eine wichtige
Rolle bei intrazellularen Transportprozessen, insbesondere bei der Endozytose
(Schafer, 2004; Hinshaw, 2000). In diesem Zusammenhang kénnten PCH-Proteine
die Membran deformieren und simultan Dynamin zum Ort der Invagination
rekrutieren. Gleichzeitig konnten sie Uber Interaktion mit WASP die Rekrutierung der
Aktinpolymerisations-Maschinerie zu dem sich abschnirenden Vesikel vermitteln, die
eine entscheidende Rolle bei dem folgenden Internalisierungsschritt spielt (Merrifield
et al., 2005).

Daneben sind auch Interaktionen beschrieben, die auf individuelle Funktionen der
einzelnen Mitglieder der PCH-Familie schliel3en lassen. FBP17 interagiert mit SNX2
(Sorting nexin 2) (Fuchs et al.,, 2001), welches vermutlich ein Bestandteil des
Retromer-Komplexes ist, der am retrograden Transport von Transmembranproteinen
aus endolysosomalen Kompartimenten in den Golgi-Apparat verantwortlich ist (Griffin
et al., 2005). Dieser zytosolische Komplex ist beispielsweise am Transport des
Mannose-6-Phosphat-Rezeptors von Endosomen zum Golgi-Apparat beteiligt. Da
der Mannose-6-Phophat-Rezeptor seinerseits den selektiven Transport lysosomaler
Hydrolasen oder von Granzym B vom Golgi-Apparat zu (sekretorischen) Lysosomen
vermittelt, wird auf diese Weise dessen RuUckflhrung ermdglicht, um so einen
konstanten Transport lysosomaler Proteine zu gewahrleisten (Arighi et al., 2004;
Griffiths und Isaaz, 1993). Daruber hinaus scheint SNX2 an der lysosomalen

Assoziation von internalisiertem EGFR beteiligt zu sein (Gullapalli et al., 2004).
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CD2BP1 spielt eine wichtige Rolle in der Regulation der T-Zellaktivierung. In diesem
Zusammenhang bindet CD2BP1 mit seiner Coiled-Coil-Domane an den
intrazellularen Anteil von CD2 oder an das CD2-interagierende Adapterprotein
(CD2AP) (Li et al., 1998b; Badour et al., 2003a). Nach Interaktion von CD2 mit
seinen Liganden CD48/58 auf einer Antigen-prasentierenden Zelle rekrutiert
CD2BP1 das Protein WASP und damit die Aktinpolymerisations-Maschinerie zum Ort
des Zell-Zell-Kontakts und ermoglicht so die Ausbildung der immunologischen
Synapse und die Aktivierung der T-Zelle (Badour et al., 2003a). Dartuber hinaus
interagiert CD2BP1 mit der Phosphatase PTP-PEST (Spencer et al., 1997), die
wiederum die Aktivierung von Lymphozyten negativ regulieren kann (Li et al., 1998b;
Yang und Reinherz, 2006).

CIP4 weist neben einer SH3-Domane ein Bindungsmotiv fir Rho-GTPasen auf und
interagiert so direkt mit der Rho-GTPase cdc42 (Aspenstrom, 1997), welche eine
fundamentale Rolle in der Aktivierung von WASP spielt (Prehoda et al., 2000).
Daruber hinaus kann CIP4 das WASP-Protein zu Mikrotubuli rekrutieren, indem es
direkt an diese bindet (Tian et al., 2000). Ferner interagiert CIP4 mit DAAM1, einem
DRF (diaphanous-related formin), die ihrerseits die Elongation von Aktinfilamenten
modulieren (Aspenstrom et al., 2006b; Badour et al., 2003b; Higgs, 2005).

Die PACSINe 1-3 scheinen wie die anderen Mitglieder der PCH-Familie an
endozytotischen Prozessen beteiligt zu sein, wobei sie in verschiedenen
Zellsystemen die Endozytose inhibieren (Modregger et al., 2000; Cuajungco et al.,
2006; Roach und Plomann, 2007) oder fordern (Anggono et al., 2006; Kim et al.,
2006) kénnen. Daruber hinaus scheinen sie auch an der Generierung von Vesikeln

am Golgi-Apparat (trans-Golgi-network, TGN) zu partizipieren (Kessels et al., 2006).

Die Oligomerisierung von PCH-Proteinen ist einerseits die treibende Kraft bei der
Membrankrimmung, bietet andererseits aber auch die Mdglichkeit, hochmolekulare
Komplexe mit einer Vielzahl individueller SH3-Interaktionspartner zu bilden (Tsujita et
al., 2006; Halbach et al., 2007). Derzeit ist unklar, welche Rolle die PCH-Proteine bei
der Regulation der Oberflachenexpression des FasL spielen. Da diese Proteine eine
grundlegende Rolle insbesondere bei Endozytose-Prozessen spielen, konnten sie an

der Internalisierung des FasL beteiligt sein. Denkbar ware auch, dass PCH-Proteine
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intrazellulare Transportprozesse des FasL regulieren, wie z.B. dessen Speicherung
in sekretorischen Lysosomen oder aber den Transport des FasL zur Zellmembran im
Verlauf der spaten Phase der Oberflachexpression. Darlber hinaus kdonnten PCH-
Proteine auch als akzessorische Proteine beim Transport des FasL zur
immunologischen Synapse fungieren. Eine detaillierte Analyse der molekularen
Netzwerke, an denen PCH-Proteine beteiligt sind, konnte zum Verstandnis der
Funktionen dieser Proteine vor allem in T-Zellen beitragen (medizinische
Doktorarbeit, Andreas Linkermann). Inzwischen stehen mit den im Labor
hergestellten monoklonalen Antikdrpern die nétigen Hilfsmittel zur Untersuchung der
PCH-Proteine in primaren humanen Lymphozyten zur Verfigung. Des Weiteren kann
die Funktion dieser Proteine insbesondere fur die Regulation der
Oberflachenexpression des FasL unter Verwendung der im Rahmen der
vorliegenden Arbeit etablierten Transfektionsprotokolle fir primare T-Zellen mittels

RNA-Interferenz analysiert werden.

6.3 FasL-interagierende Proteine: Nck

In Vorarbeiten der Arbeitsgruppe wurde gezeigt, dass das Multidomanen-
Adapterprotein Nck mit zwei seiner SH3-Domanen mit der Prolin-reichen Domane
des FasL interagiert (Lettau et al., 2006). Eine wichtige Funktion von Nck besteht in
der Verschaltung von Rezeptor-Tyrosinkinasen mit der Maschinerie der Aktin-
Reorganisation (Li et al.,, 2001). Nck interagiert mit WASP und kann dieses
vermutlich direkt und unabhangig von cdc42 aktivieren (Rohatgi et al., 2001). Nck
stellt in diesem Zusammenhang ein zentrales Adapterprotein fir die T-Zell-Rezeptor-
vermittelte Umgestaltung des Zytoskeletts dar. Es interagiert mit phosphoryliertem
SLP-76, das eine wichtige Komponente in der Signaltransduktion des TZR darstellt.
(Zeng et al.,, 2003; Barda-Saad et al., 2005; Gil et al., 2002). Deshalb wurde
untersucht, inwieweit dieses Adapterprotein eine Rolle bei der Aktin-abhangigen

Rekrutierung des FasL zur zytotoxischen immunologischen Synapse (IS) spielt.

Zunachst wurde die Interaktion des FasL mit Nck verifiziert. Beide Proteine
koprazipitierten aus transient transfizierten 293T-Zellen. Punktmutationen innerhalb
der SH3-Domanen von Nck inhibierten die Interaktion mit FasL (Abb. 5.2.20).

125



VI. Diskussion

Darliber hinaus flihrte die gemeinsame Uberexpression von FasL und Nck in 293T-
Zellen zu einer Assoziation beider Proteine innerhalb der Zelle (Abb. 5.2.21). Diese
Assoziation konnte auch bei der fluoreszenzmikroskopischen Analyse der
endogenen Proteine in primaren humanen T-Zellen beobachtet werden (Abb.
5.2.22). In den untersuchten CD4" T-Zellen war FasL wie erwahnt intrazelluldr in
distinkten lysosomalen Granula lokalisiert. Nck zeigte eine diffusere Verteilung, war
aber im Bereich dieser Speicherorganellen stark angereichert und kolokalisierte dort
mit FasL. Anhand subzellularer Fraktionierungen konnte die intrazellulare
Lokalisation beider Proteine verifiziert werden (Abb. 5.2.23/5.2.24). Dabei wurde
FasL ausschlie3lich in den LAMP1-positiven lysosomalen Fraktionen nachgewiesen.
Nck zeigte, wie auch in den fluoreszenzmikroskopischen Analysen beobachtet, ein
diffuseres Verteilungsmuster, war aber ebenfalls in den lysosomalen Fraktionen
angereichert. Entsprechend dieser konstitutiven Assoziation des FasL mit
sekretorischen Lysosomen, erfolgt die Oberflachenexpression des FasL erst nach
Aktivierung der Zellen. Deshalb wurde die subzellulare Verteilung von FasL, Nck und
weiteren Komponenten sekretorischer Lysosomen bei Kontakt einer T-Zelle mit einer
Zielzelle untersucht (Abb. 5.2.25/5.2.27/5.2.29). Dabei wurde beobachtet, dass die T-
Zelle zunachst lokal im Bereich der sich ausbildenden Synapse aktiviert wird und F-
Aktin am Ort des Zell-Zell-Kontakts akkumuliert. Daruber hinaus werden lysosomale
zytotoxische Granula zur IS transportiert. Folglich konnten Granzym B, Cathepsin D
und FasL im Bereich der IS nachgewiesen werden. Nck war ebenfalls in der

Kontaktzone angereichert und kolokalisierte dort mit FasL.

Inhibition der Aktinpolymerisation mit Latrunculin A und Cytochalasin D flhrte bei
Kokultivierung von T-Zellen mit Zielzellen zu einer deutlich reduzierten Mobilisierung
des FasL zur IS (Abb. 5.2.26). Da Nck ein Bindeglied zwischen T-Zell-Rezeptor-
Aktivierung und Rekrutierung des Zytoskeletts darstellt, deutet dies indirekt auf eine
funktionelle Rolle von Nck auch im Rahmen der Rekrutierung des FasL zur IS hin.
Dafur spricht auch, dass die Mobilisierung des FasL unterbleibt, wenn in Jurkat-
Zellen Nck mit Punktmutationen innerhalb der SH3-Domanen exprimiert wird (Abb.
5.2.28). AuRerdem fuhrte partieller Knock-Down von Nck mittels RNA-Interferenz in
primaren T-Zellen zu einer deutlichen Reduktion der Expression des FasL in der
zytotoxischen IS (Abb. 5.2.30).
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Die vorliegenden Daten zeigen, dass die lokale Nck-vermittelte Aktin-Reorganisation
bei Kontakt mit einer Zielzelle mit der T-Zell-Rezeptor-vermittelten Mobilisierung des
FasL zur sich ausbildenden zytotoxischen immunologischen Synapse assoziiert ist
(Lettau et al., 2006). Der FasL stellt eine Transmembrankomponente sekretorischer
Lysosomen dar, wobei seine Prolin-reiche Domane ins Zytosol weist. In diesem
Zusammenhang konnte die PRD als neues Rekrutierungs-Motiv angesehen werden,
welches durch Interaktion mit Nck die Mobilisierung sekretorischer Lysosomen zum
Ort des Zell-Zell-Kontakts vermittelt. Dies wurde bedeuten, dass der FasL neben
seiner Funktion als Todesfaktor eine sehr viel grundlegendere Rolle in der
zellvermittelten Zytotoxizitat spielt.

Bisher wurde ein Aktin- und Mikrotubuli-abhangiger Transport bereits fur
Melanosomen beschrieben, bei denen es sich ebenfalls um eine Variante
sekretorischer Lysosomen handelt (Orlow, 1995; Wu et al., 1998). In Melanozyten
speichern diese Organellen Pigmentproteine und vermitteln deren regulierte
Exozytose. Dabei scheint der Transport der Melanosomen zur Zellperipherie
Mikrotubuli-abhangig zu sein, wobei jedoch die Direktionalitat dieses Transports,
welche die regulierte Exozytose gewahrleistet, Aktin-abhangig ist (Wu et al., 1998).
Die letzte Phase der Mobilisierung in der Zellperipherie scheint dabei ausschliel3lich
auf der Bewegung entlang der Aktinflamente zu beruhen (Jordens et al., 2006).
Entsprechend resultiert die Mutation des Motorproteins Myosin V in Mausen in einem
Defekt in der Fellfarbung (dilute) (Wei et al., 1997).

Die Mobilisierung sekretorischer Lysosomen zytotoxischer Zellen zur IS beginnt mit
der Reorientierung des Mikrotubuli-organisierenden Zentrums (MTOC) zur sich
ausbildenden immunologischen Synapse und einem Dynein/Dynactin-vermittelten
Transport sekretorischer Granula entlang von Mikrotubuli. Nach Translokation zur IS
findet die Fusion mit der Plasmamembran statt (Bossi und Griffiths, 2005).
Insbesondere diese letzte Phase der Degranulation ist dabei in ihren molekularen
Ablaufen noch nicht im Detail charakterisiert. So konnte lokal eine Nck-induzierte
Aktin-Reorganisation insbesondere fir den ,Kurzstreckentransport® sekretorischer
Granula vom polarisierten MTOC zur immunologischen Synapse eine wichtige Rolle
spielen. In diesem Zusammenhang wurde bereits gezeigt, dass Nck gemeinsam mit
Grb-2, WIP und WASP am Aktin-vermittelten Transport intrazellularer Vesikel
beteiligt ist (Benesch et al., 2002).
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Die Befunde der vorliegenden Arbeit deuten darauf hin, dass die Stérung der
Interaktion des FasL mit Nck neben der Mobilisierung des Todesfaktors generell den
Transport sekretorischer Lysosomen beeintrachtigt. Die Rekrutierung des FasL
kdnnte aber auch auf anderen Ebenen beeinflusst werden. Es ware denkbar, dass
die Interaktion mit Nck nach erfolgter Degranulation der intrazellularen
Speicherorganellen die lokale Expression des FasL in der zytotoxischen Synapse
stabilisiert. Die IS weist eine hoch-organisierte Mikroarchitektur auf. Signalmolekule
wie der T-Zell-Rezeptor, CD2 oder CD4/CD8 sind in einer zentralen Region
lokalisiert. Dieser zentrale supramolekulare Aktivierungskomplex (c-SMAC) ist
umgeben von einem Ring von Adhasionsmolekilen wie LFA-1, welcher den
peripheren  supramolekularen  Aktivierungskomplex bildet (p-SMAC). Die
Degranulation sekretorischer Lysosomen erfolgt dabei in einer definierten Region
innerhalb des p-SMAC in direkter Nahe des c-SMAC (Stinchcombe et al., 2001). Die
zentrale Region innerhalb der immunologischen Synapse bleibt wahrend der
regulierten Exozytose vermutlich unbeeinflusst. Kurzlich konnte gezeigt werden, dass
Aktin in der immunologischen Synapse ebenfalls einen peripheren Ring um den
zentralen Bereich des Zellkontakts bildet, in dem es mit Nck kolokalisiert (Barda-
Saad et al.,, 2005). Die exakte Lokalisation des FasL innerhalb der Synapse ist
derzeit unklar. Doch nach Fusion der sekretorischen Lysosomen mit der
Plasmamembran im Bereich des p-SMAC wird der FasL lokal im Bereich der
immunologischen Synapse exponiert. Nck kdnnte die lokale Oberflachenexpression
des FasL stabilisieren, indem es dessen Lokalisation innerhalb der Mikroarchitektur
des Zell-Zell-Kontakts beeinflusst. Die detaillierte Analyse von Mausen, welche nur
den extrazellularen Anteil des FasL membranstandig exprimieren, konnte
entscheidend dazu beitragen, eine mogliche regulatorische Funktion des FasL bei
dem Transport sekretorischer Lysosomen zur immunologischen Synapse zu

definieren.

6.4 Prozessierung des FasL

An der Prozessierung des FaslL, die in der Bildung einer I6slichen Form (sFasL)

resultiert und dessen Oberflachenexpression moduliert, sind Matrix-Metalloproteasen
beteiligt (Ethell et al., 2002; Kayagaki et al., 1995; Tanaka et al., 1998). In
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verschiedenen Zellsystemen wurde eine Prozessierung des FasL durch MMP-3
(Stromelysin-1) (Matsuno et al., 2001) und MMP-7 (Matrilysin) (Mitsiades et al., 2001;
Powell et al., 1999) beschrieben. Da diese Prozessierung durch TIMPs (tissue
inhibitors of metalloproteinases) kaum beeinflusst wird, wurden auch ADAM-
Proteasen funktionell mit der proteolytischen Spaltung des FasL assoziiert (Ethell et
al., 2002).

Im Einklang mit publizierten Daten konnten wir bei Inhibition von Matrix-
Metalloproteasen eine Stabilisierung der induzierten Oberflachenexpression des
FasL beobachten (Abb. 5.1.2). Dariiber hinaus wurden nach Uberexpression des
FasL in 293T-Zellen N-terminale Spaltfragmente nachgewiesen (Abb. 5.3.1). In
Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Prof. Saftig (Biochemisches Institut der CAU)
wurde die Metalloprotease ADAM10 als FasL-Sheddase identifiziert. Initiale
Analysen im Rahmen dieser Zusammenarbeit ergaben, dass die Uberexpression des
FasL in 293T-Zellen zur Freisetzung von I6slichem FasL (sFasL) ins Medium fuhrt.
Die Menge an sFasL konnte durch Inhibition von Matrix-Metalloproteasen stark
verringert werden. Der Einsatz von ADAM10/17-Inhibitoren zeigte dabei deutliche
Effekte (Schulte et al., 2007). Das Hydroxamsaure-Derivat GW280264X inhibiert
sowohl ADAM10 als auch ADAM17. GI254023X kann als ADAM10-Inhibitor
angesehen werden, da es die Aktivitat von ADAM17 deutlich weniger beeinflusst
(Ludwig et al., 2005). Der MMP-Breitband-Inhibitor TAPI, der ADAM10/17-Inhibitor
GW280264X und der ADAM10-Inhibitor GI254023X zeigten einen vergleichbaren
Einfluss auf die Freisetzung von sFasL. Dies deuteten wir als einen ersten Hinweis
auf eine Rolle von ADAM10 im Rahmen der Oberflachenprozessierung des FasL. Im
Uberstand ADAM10”" muriner embryonaler Fibroblasten (MEFs) konnte kein sFasL
nachgewiesen werden, wahrend die Menge an sFasL im Uberstand ADAM17" MEFs
mit der von Wildtyp-MEFs vergleichbar war. Nach Retransfektion von ADAM10 (nicht
aber ADAM17) in ADAM10”~ MEFs war sFasL im Uberstand nachweisbar. Nur in
Wildtyp-Zellen sowie in mit ADAM10 transfizieten ADAM10”" MEFs konnten
entsprechend N-terminale Spaltfragmente detektiert werden. Auch rekombinantes
ADAM10 prozessierte FasL in vitro, wobei zwei verklrzte N-terminale

Spaltfragmente von ungefahr 14 kDa und 12 kDa entstehen (Schulte et al., 2007).
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Auf Grundlage dieser Untersuchungen wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit die
Prozessierung von endogenem FasL in primaren humanen T-Zellen untersucht.
Zunachst wurde der Einfluss der ADAM-Inhibitoren auf die biphasische Kinetik der
FasL-Oberflachenexpression analysiert (Abb. 5.3.2). Dabei zeigte sich, dass beide
Inhibitoren die Expression des FasL vor allem in der spaten Phase signifikant
stabilisieren. Insbesondere GI254023X fuhrte zu einer deutlichen Steigerung der
FasL-Oberflachenexpression. Weitere Analysen im Rahmen der Kooperation mit
Prof. Saftig ergaben, dass dabei die Stabilisierung durch GI254023X mit einer
verminderten Menge an freigesetztem sFasL im Uberstand und einer Reduktion der
N-terminalen Spaltfragmente in den Zelllysaten korreliert. Knock-Down von ADAM10
fuhrte ebenfalls zu einer deutlichen Abnahme der Menge an sFasL im
Kulturiberstand (Schulte et al., 2007).

Die Stimulation aktivierter T-Zellen tUber den TZR/CD3-Komplex resultiert in einer
gesteigerten Expression des FasL und seines Rezeptors Fas. Bindet FasL daraufhin
auf der Oberflache derselben oder benachbarter Zellen exprimiertes Fas, so induziert
dies den Tod der Zelle (Suizid/Fratrizid). Im Rahmen dieses Aktivierungs-induzierten
Zelltodes ist FasL malgeblich an der Beendigung der T-Zellvermittelten
Immunantwort und damit an der Aufrechterhaltung der Homodostase des
Immunsystems beteiligt. Daher wurde untersucht, welchen Einfluss die Modulation
der FasL-Oberflachenexpression durch ADAM10 auf den Aktivierungs-induzierten
Zelltod in vitro kultivierter humaner T-Zellen hat (Abb. 5.3.3/5.3.4). Die Inhibition von
ADAM10 durch GI254023X fiihrte bei Stimulation aktivierter CD4" T-Zellen mit
bakteriellen  Superantigenen in der Tat zu einer Stabilisierung der
Oberflachenexpression und zu gesteigertem Zelltod in den behandelten Zellen.
GW280264X zeigte teilweise einen starkeren Einfluss auf die Zellviabilitat, wahrend
beide Inhibitoren die FasL-Oberflachenexpression gleichermallen beeinflussten
(Abb. 5.3.4). Das FasL-Shedding durch ADAM10 scheint somit auch den
Aktivierungs-induzierten Zelltod von primaren humanen T-Zellen zu beeinflussen. Die
Befunde deuten auch darauf hin, dass im untersuchten System die ADAM17-
vermittelte Prozessierung anderer Oberflachenproteine die in aktivierten T-Zellen
induzierte Apoptose ebenfalls beeinflussen kdonnte. Weitere Analysen im Rahmen

der Kooperation mit Prof. Saftig ergaben, dass die Inhibition der FasL-Prozessierung
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in einer gesteigerten Zytotoxizitat gegenuber Fas/FasL-sensitiven Zellen resultiert
(Schulte et al., 2007).

Eine Spaltstelle flur Metalloproteasen wurde im humanen FasL im Bereich
Ser126/Leu127 beschrieben, wahrend er in der Maus zwischen Lys129/GIn130
(Tanaka et al., 1998; Schneider et al., 1998) gespalten werden soll. Die Spaltstellen
fur ADAM-Proteasen sind in unterschiedlichen Substraten relativ variabel und bisher
lieRen sich keine Konsensussequenzen definieren. In vielen Fallen beeinflusst die
Sekundarstruktur des membranproximalen Anteils des Substrats die ADAM-
vermittelte Spaltung (Reiss et al., 2006). Unterschiede in der Spaltstelle kénnten
deshalb durch Zelltyp-bedingte Unterschiede (z.B. Glykosylierung) zustande
kommen oder in strukturellen Unterschieden in der membrannahen Region des

humanen und murinen FasL begrindet sein.

Die ADAM-vermittelte Spaltung von Substraten kann generell konstitutiv erfolgen
oder aber durch verschiedene Stimuli induziert werden. In vielen Fallen ist dabei
ADAM17 an der induzierten Prozessierung von Substraten beteiligt. Aber auch
ADAM10 kann neben der konstitutiven auch die regulierte Spaltung von Substraten
vermitteln (Reiss et al., 2005; Maretzky et al., 2005). In den untersuchten Zellen war
jeweils die basale Prozessierung des FasL sehr ausgepragt und Induktoren des
ADAM-vermittelten Sheddings wie Methyl-3-Cyclodextrin (MCD) flhrten zu keiner
signifikanten Zunahme der Freisetzung von l6slichem FasL (Schulte et al., 2007).
Dies lasst vermuten, dass der FasL in T-Zellen konstitutiv prozessiert wird und kann
als weiterer Hinweis fur die stringente Kontrolle der Oberflachenexpression dieses

Todesfaktors angesehen werden.

Die bei der Prozessierung entstehende I6sliche Form des FasL kann in Abhangigkeit
vom lokalen Mikromilieu sowohl pro- als auch anti-apoptotische Effekte vermitteln
(Chen et al., 1998; Schneider et al., 1998). Die Spaltung erfolgt N-terminal der fur die
Trimerisierung des FasL verantwortlichen Region, so dass auch der I6sliche FasL in
der Lage ist, funktionelle Trimere zu bilden. Die Serumspiegel des sFasL scheinen
mit dem Verlauf diverser Erkrankungen zu Kkorrelieren, wie z.B der
asymptomatischen Phase der HIV-Infektion, rheumatoider Arthritis und einer Vielzahl

maligner Erkrankungen (Linkermann et al., 2005).
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Die Prozessierung des FaslL resultiert neben der Freisetzung einer |0slichen Form in
der Generierung von mindestens zwei N-terminalen Spaltfragmenten (Schulte et al.,
2007). Da ADAM-Proteasen keine genau definierte Konsensus-Spaltstelle
verwenden, konnten diese Produkte durch die Prozessierung an unterschiedlichen
Stellen entstehen, insbesondere da auch die Spaltung von FasL durch
rekombinantes ADAM10 in vitro diese Spaltfragmente erzeugt (Schulte et al., 2007).
Es kann dennoch nicht ausgeschlossen werden, dass auch andere Proteasen an der
Generierung dieser Fragmente beteiligt sind oder dass es sich bei den
Spaltprodukten um nur ein Proteinfragment mit jeweils unterschiedlichen

posttranslationalen Modifikationen handelt.

In vielen Fallen kann die Spaltung von Membranproteinen durch ADAM-Proteasen
weitere intrazellulare Prozessierungsschritte initieren und so in der Zelle das
Signalgeschehen beeinflussen (Reiss et al., 2005; Maretzky et al., 2005).
Beispielsweise generiert die Spaltung von Notch durch ADAM-Proteasen ein
transmembranes Spaltfragment, welches durch den Presenilin/y-Secretase-Komplex
weiter prozessiert wird. Dabei entsteht ein intrazellulares Fragment, welches in den
Zellkern transloziert und dort die Transkription von Zielgenen aktiviert (de Strooper et
al., 1999).

Es gibt Hinweise, dass die N-terminalen transmembranen Spaltfragmente durch die
Aktivitat der Protease SPPL2a weiter prozessiert werden, wobei ein kurzes
intrazellulares Spaltfragment erzeugt wird. Initiale Untersuchungen haben ergeben,
dass dieses Fragment in den Kern translozieren und dort die Transkription von
Zielgenen regulieren kann (PD Dr. Martin Z6rnig, Georg-Speyer-Haus, Frankfurt). In
Anbetracht der diskutierten Rolle des FasL als akzessorisches oder
kostimulatorisches Molekul, konnte ein derartiger Mechanismus an der reversen
Signaltransduktion beteiligt sein. Daruber hinaus stellt die Modulation der
Oberflachenexpression durch ADAM10 einen Mechanismus dar, die proapoptotische
Wirkung des membranstandigen FasL im Rahmen des Aktivierungs-induzierten
Zelltodes von T-Zellen zu modulieren. Entsprechend konnte eine Fehlregulation in
diesem System zu unzureichender Apoptose im T-Zell-Kompartiment fihren und

damit zu chronisch-entzundlichen Erkrankungen beitragen.

132



VI. Diskussion

6.5 Regulation der Oberflachenexpression des Fas-Liganden

Vor dem Hintergrund der vorliegenden Daten und der publizierten Befunde lasst sich
zusammenfassend feststellen, dass FasL in kultivierten T- und NK-Zellen in
sekretorischen Lysosomen gespeichert wird (Abb. 6.1). Erst nach Aktivierung der
Zelle wird er auf der Zelloberflache exprimiert, wobei diese Expression einer
biphasischen Kinetik folgt. Im Rahmen der Stimulation der Zelle fuhrt die Ligation des
T-Zell-Rezeptors Uber Tyrosinkinasen der Src- (Fyn, Lck) und Syk-Familie (ZAP70)
und Adapterproteine wie LAT und Gads zur Rekrutierung und Phosphorylierung von

SLP-76, welches daraufhin Nck zum Ort der Zellaktivierung rekrutiert.

1. Maximum furc| 2. Maximum Zielzelle

T-Zell-
Rezeptor

(égliche
Internalisierung

PCH-Proteine?

Transport-
Vesikel

Polymerisation

/ FasL

Sekretorisches
Lysosom

PCH-Proteine?

Lysosomale
Hydrolase < i i : Golgi

Abb. 6.1: Aktivierungs-induzierte Oberflichenexpression des FasL. Die Aktivierungs-induzierte
Oberflachenexpression des FasL folgt einer biphasischen Expressionskinetik. Dabei bedingt die
Degranulation sekretorischer Lysosomen die erste Phase. Die zweite Phase der Expression beruht
auf de novo-Synthese. Dabei stellen die Speicherung in sekretorischen Lysosomen, die Aktivierungs-
abhangige Mobilisierung dieser Speicherorganellen und die Prozessierung des FasL durch ADAM10
wichtige regulatorische Mechanismen dieser Oberflachenexpression dar. Das Adapterprotein Nck, ist
an der Mobilisierung des FasL zur zytotoxischen immunologischen Synapse beteiligt, wahrend PCH-
Proteine an intrazellularen Transportvorgangen partizipieren kénnten.
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Die erste Phase der FasL-Oberflachenexpression beruht auf der Nck-abhangigen
Mobilisierung des FasL und sekretorischer Lysosomen zur immunologischen
Synapse, wo sie mit der Plasmamembran fusionieren und FasL lokal auf der
Zelloberflache exponiert wird.

Die zweite Phase der Expression beruht auf der induzierten Neusynthese des FasL
und dem nachfolgenden Transport zur Zelloberflache. An intrazellularen
Transportprozessen konnten Proteine der PCH-Familie beteiligt sein. Auf der
Plasmamembran kann der FasL durch ADAM10 prozessiert werden. Die
Oberflachenexpression des FasL wird somit auf unterschiedlichen Ebenen reguliert.
Die detaillierte Charakterisierung der verschiedenen Regulationsmechanismen und
ihrer Wechselbeziehungen sowie der zugrundeliegenden molekularen Maschinerie
tragt dazu bei, die generelle Bedeutung des Fas/FasL-Systems fur die funktionelle
Integritat des Immunsystems besser zu verstehen und Dysregulationen in diesem

System im pathophysiologischen Kontext zu beurteilen.
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7. Zusammenfassung

Der Fas-Ligand induziert nach Bindung an seinen Rezeptor Zelltod in Fas-
exprimierenden Zellen. Als prototypischer Todesfaktor im Rahmen des Aktivierungs-
induzierten Zelltodes (AICD) und der Zielzelllyse spielt FasL eine zentrale Rolle bei
der Regulation der Immunzell-HomoOostase und -Effektorfunktion. Das hohe
zytotoxische Potenzial des Fas/FasL-Systems setzt eine stringente Regulation der

FasL Expression und gleichzeitig eine rasche Mobilisierbarkeit voraus.

Basierend auf eigenen Vorarbeiten wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit
zunachst die Kinetik der induzierbaren FasL-Expression in humanen T- und NK-
Zellen im Detail analysiert. Uber die Verwendung pharmakologischer Inhibitoren
wurde nachgewiesen, dass die erste Welle der FasL-Expression auf der raschen,
Aktin-abhangigen Degranulation lysosomaler Speicherorganellen (den
sekretorischen Lysosomen) beruht, wahrend die zweite Phase eine Protein-

Neusynthese voraussetzt.

Die lysosomale Assoziation von FasL in T- und NK-Zellen wurde bereits von anderen
Arbeitsgruppen berichtet, ohne jedoch die molekularen Grundlagen der Rekrutierung
zum lysosomalen Kompartiment bzw. zur immunologischen Synapse (IS) definiert zu
haben. Untersuchungen an Transfektanten hatten ergeben, dass der Prolin-reichen
Domane (PRD) im zytoplasmatischen Anteil des FasL eine entscheidende Rolle im
Rahmen der intrazellularen Retention des Molekuls zukommt. In Vorarbeiten der
Arbeitsgruppe waren verschiedene FasL-interagierende Proteine benannt worden,

die Uber SH3- oder WW-Domanen mit der FasL-PRD interagieren kénnen.

Mit Fokus auf potenzielle Regulatoren des Vesikeltransports wurden im Rahmen
der vorliegenden Arbeit die Interaktionen zwischen FasL und Mitgliedern der PCH-
Familie (FBP17, PACSIN 1-3, CD2BP1, CIP4) untersucht. Es konnte dokumentiert
werden, dass alle untersuchten PCH-Proteine die subzelluladre Lokalisation von FasL
in Richtung einer lysosomalen Assoziation nach Kotransfektion beeinflussen. Nach
Herstellung monoklonaler Antikorper gegen verschiedene PCH-Proteine konnten
wir endogenes CD2BP1, CIP4 und FBP17 (nicht PACSIN1) in humanen T-Zellen

nachweisen. Diese Analysen bilden die Grundlage fir zukilnftige Untersuchungen
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zur funktionellen Bedeutung der Interaktion von PCH-Proteinen mit FasL in primaren

T- und NK-Zellen und in Tumorzellen.

Daruber hinaus wurde die Interaktion von FasL mit dem Adapterprotein Nck im
Detail analysiert, da Nck als zentrales Adapterprotein im Rahmen der T-Zell-
Rezeptor-vermittelten Reorganisation des Aktin-Zytoskeletts beschrieben wurde.
Wir konnten zeigen, dass FasL in primaren T-Zellen bei Kontakt mit Zielzellen im
Bereich der immunologischen Synapse mit Nck kolokalisiert. Inhibition der Aktin-
Polymerisation oder Stérung der FasL/Nck-Interaktion verhindern gleichermalf3en den
Transport von FaslL-assoziierten sekretorischen Lysosomen zur Kontaktzone. Diese
Befunde legen nahe, dass Nck auch eine entscheidende Rolle im Rahmen des

Aktivierungs-induzierten Transports von FasL zur immunologischen Synapse spielt.

Die proteolytische Spaltung (Shedding) von Oberflachenmolekilen durch
verschiedene Metalloproteasen bietet eine weitere Moglichkeit zur Modulation der
Expression und Funktion. In Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Prof. Saftig
wurde ADAM10 als FasL-Sheddase identifiziert. Wir konnten zeigen, dass ADAM10
die Aktivierungs-abhangige FasL-Oberflachenexpression moduliert und so den

Aktivierungs-induzierten Zelltod von T-Lymphozyten beeinflusst.

Mit der vorliegenden Arbeit wurden knapp 15 Jahre nach der Entdeckung des FasL
wesentliche neue Beitrage zur Biologie des Todesfaktors erbracht. Die Beschreibung
der Dynamik der FasL-Expression in zytotoxischen Zellen und die ersten Hinweise
auf verschiedene regulative Protein-Netzwerke zur Steuerung der Speicherung und
Mobilisierung  bilden die Grundlage fur weiterfihrende Untersuchungen,
beispielsweise zur Generierung von sekretorischen Vesikeln im Rahmen der T-Zell-
Differenzierung und -Effektorfunktion einerseits und zur Bedeutung der FaslL-
Expression im pathophysiologisch relevanten Kontext der Tumorentstehung

andererseits.
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8. Summary

Upon binding to its default receptor, the Fas Ligand (FasL) induces cell death in Fas-
expressing cells. As a prototypic death factor for activation-induced cell death (AICD)
and target cell lysis, FasL plays a pivotal role in the regulation of immune cell
homeostasis and effector function. The immense cytotoxic potential of the Fas/FasL
system implies a stringent control of its expression while at the same time a

mechanism for rapid mobilization is required.

Based on preliminary experiments performed during my diploma thesis, | started to
analyze the kinetics of the inducible FasL expression in human T und NK cells in
more detail. Using an array of different pharmacological inhibitors, we demonstrated
that the first wave of FasL expression observed after 10 minutes of activation is
based on a rapid, actin-dependent degranulation of lysosomal storage vesicles (the
so-called secretory lysosomes), while the second phase (maximum at 2 hrs) required

protein de novo synthesis.

The lysosomal association of FasL in T and NK cells was also reported by other
groups. However, the molecular basis for the recruitment of FasL to the lysosomal
compartment or the immunological synapse (IS) has not been defined. Several lines
of evidence from experiments with transfectants suggested that the proline-rich
domain (PRD) within the intracellular portion of FasL plays an essential role in the
context of the intracellular retention of the molecule. In addition, our group identified a
number of potential FasL interacting proteins that bind to FasL via SH3 or WW

domains.

With a special emphasis on regulators of vesicular transport, in course of the
present thesis, interactions of FasL with members of the PCH protein family
(FBP17, PACSIN 1-3, CD2BP1, CIP4) were further investigated. All tested PCH
proteins influence the subcellular localization of FasL. When co-transfected, FasL
surface expression and cytotoxicity is reduced presumably due to an increased
lysosomal association as previously reported. The generation of a set of monoclonal
antibodies against different PCH proteins allowed the detection of endogenous
CD2BP1, CIP4 and FBP17 (but not PACSIN1) in human T cells. These analyses
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form the basis for planned future experiments to clarify the role of the FasL/PCH

protein interaction in primary T and NK cells and in tumor cells.

Since Nck was described as a central adapter protein during TCR-initiated
reorganisation of the actin cytoskeleton, we followed our previous finding that
FasL might directly interact with Nck. We could demonstrate that in primary T cells,
FasL colocalizes with Nck in the area of the immunological synapse when cells are
exposed to putative target cells. Inhibition of actin polymerization or disruption of the
FasL/Nck-interaction abolish the transport of FasL-loaded secretory lysosomes to the
contact area. These observations suggest that Nck also plays a crucial role for the

activation-induced transport of FasL to the IS.

Proteolytic cleavage (shedding) of surface structures, e.g. by different
metalloproteases offers an alternative mechanism to modulate expression and
function of the respective receptors. In cooperation with the group of Prof. Saftig at
the Biochemical Institute, we identified ADAM10 as a FasL sheddase. We could
show that ADAM10 modulates the activation-dependent FasL surface expression

and thereby influences the AICD in primary T cells.

About 15 years after the discovery of FasL, the present thesis offers several new
insights into the rather complex biology of the death factor. The detailed description
of the dynamics of FasL expression in cytotoxic cells and the first hints pointing to
protein networks that govern lysosomal storage or mobilization of the protein form the
basis for further investigations. It will now be possible to follow the fate of secretory
vesicles from their generation during T cell differentiation until their use as effector
organelles and it will be interesting to look at storage and expression of FasL in

pathophysiologically relevant situations including tumor formation.
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	Diese Proteine sind funktionell mit Prozessen wie dem Transport von Organellen, der Endo- und Exozytose und der Ausbildung der immunologischen Synapse assoziiert (Qualmann und Kelly, 2000; Badour et al., 2003a). Sie könnten so eine wichtige Rolle bei der Regulation der Oberflächenexpression des FasL spielen.
	 
	PACSIN1 
	(NM_020804)
	Ein wesentlicher Aspekt der Regulation der FasL-Expression ist seine Speicherung in sekretorischen Lysosomen und die Aktivierungs-induzierte Mobilisierung dieser Speicherorganellen in einem Aktin-abhängigen Prozess. Darüber hinaus induziert die Aktivierung die Neusynthese des FasL und dessen nachfolgenden Transport zur Zelloberfläche, welcher womöglich ohne Beteiligung sekretorischer Lysosomen erfolgt. Ferner könnten Endozytoseprozesse die Oberflächenexpression des FasL modulieren. In Vorarbeiten anderer Gruppen wurde die Prolin-reiche Domäne funktionell mit der intrazellulären Lokalisation assoziiert. In diesen Analysen resultierte die Überexpression des FasL in leukämischen Basophilen der Ratte (RBL, rat basophilic leukemia) nur in Anwesenheit der PRD in einer lysosomalen Assoziation, während die Deletion der Prolin-reichen Region zur Expression auf der Zelloberfläche führte. Auf Grundlage dieser Daten postulierten die Autoren, dass vermutlich Proteine, die über SH3-Domänen mit dem FasL interagieren, den intrazellulären Transport und die lysosomale Assoziation vermitteln (Blott et al., 2001). Basierend auf der Identifizierung von FasL-Interaktoren wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit insbesondere die PCH-Proteine untersucht, die in verschiedenen Zellsystemen funktionell mit Prozessen wie dem Transport von Organellen, der Endo- und Exozytose und der Ausbildung der immunologischen Synapse assoziiert sind.
	DissertationDeckblatt.pdf
	Regulation der Expression und Freisetzung 
	des Fas-Liganden
	Dissertation




<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Error
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJDFFile false
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /CMYK
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments true
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /Description <<
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000410064006f006200650020005000440046002065876863900275284e8e9ad88d2891cf76845370524d53705237300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef69069752865bc9ad854c18cea76845370524d5370523786557406300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /FRA <>
    /ITA <>
    /JPN <FEFF9ad854c18cea306a30d730ea30d730ec30b951fa529b7528002000410064006f0062006500200050004400460020658766f8306e4f5c6210306b4f7f75283057307e305930023053306e8a2d5b9a30674f5c62103055308c305f0020005000440046002030d530a130a430eb306f3001004100630072006f0062006100740020304a30883073002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee5964d3067958b304f30533068304c3067304d307e305930023053306e8a2d5b9a306b306f30d530a930f330c8306e57cb30818fbc307f304c5fc59808306730593002>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020ace0d488c9c80020c2dcd5d80020c778c1c4c5d00020ac00c7a50020c801d569d55c002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken die zijn geoptimaliseerd voor prepress-afdrukken van hoge kwaliteit. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /PTB <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents best suited for high-quality prepress printing.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /ConvertToCMYK
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /DocumentCMYK
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /DocumentCMYK
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /UseDocumentProfile
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice


