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Einleitung 1

1. Einleitung

Eine Vielzahl von infektiosen Mikroorganismen wie Bakterien, Viren, Pilze und Parasiten
kénnen zu einer pathologischen Schadigung eines Organismus filhren. Als Schutz gegen solche
Infektionen entwickelte sich im Laufe der Evolution das Immunsystem, das durch ein
komplexes Zusammenspiel von spezialisierten Zellen die pathogenen Erreger unschadlich
macht (Male & Roitt, 1991). Dabei unterscheidet man ein angeborenes und ein spezifisches,
adaptives Immunsystem. Das angeborene Immunsystem versucht zundchst das Eindringen
pathogener Mikroorganismen physikalisch (z. B. durch die Haut) oder biochemisch (z. B.
durch Enzyme) abzuwehren. Gelingt es Infektionserregern dennoch einzudringen, so stehen
durch das angeborene Immunsystem Phagozyten (Fref3zellen) zur Verfugung, die die Erreger
aufnehmen und damit unschadlich machen (Male & Roitt, 1991). Das spezifische, adaptive
Immunsystem beruht dagegen auf den Lymphozyten, die auf ihrer Oberfliche Rezeptoren
besitzen, die spezifisch korperfremde Molekule (Antigene) erkennen konnen. Bei Bindung
eines Antigens kommt es zur klonalen Expansion der Lymphozyten, wobei ein Teil dieser
Lymphozyten nach Beendigung der Infektion erhalten bleibt, so dal3 eine dauerhafte Immunitat

gegeben ist (Janeway & Travers, 1995)

1.1 T-Lymphozyten

T-Lymphozyten entstehen wie alle Leukozyten (weil3e Blutkdrperchen) aus einer
hamatopoetischen Stammzelle, von denen sich zwei verschiedene Zellinien, die lymphatischen
und die myeloischen Zellen ableiten. Die lymphatischen Stammzellen differenzieren zu T-
Lymphozyten, die im Thymus sowie in der fetalen Leber gebildet werden, und B-
Lymphozyten, die im Knochenmark entstehen (Lydyard et al, 1991). Zu Beginn einer
Immunantwort werden naive T-Lymphozyten durch Kontakt mit ihnrem spezifischen Antigen im
lymphatischen Gewebe aktiviert. Dadurch kommt es zu einer Vergré3erung der Zelle und zur
Neusynthese von RNA und Proteinen. Durch Teilung dieses Lymphoblasten entstehen Klone
mit gleicher Antigen-Spezifitat (klonale Expansion), die durch Differenzierung dann zu

Effektorzellen oder T-Gedachtniszellen werden (Janeway & Travers, 1995).

1.1.1 Aktivierung von T-Lymphozyten
Die Aktivierung der T-Lymphozyten erfolgt tUber den T-Zellrezeptor-Komplex (TZR-
Komplex) durch Bindung an ein Antigen. Der TZR-Komplex besteht aus dem T-Zell-Rezeptor

(a- und B-Kette), den assoziierten CD3-Kettgn &, €) und einen-Homodimer bzw. einem
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{/n-Heterodimer, wobei alle sieben Polypeptidketten die Zellmembran einfach durchspannen
(Weiss, 1991; Finkel et al, 1991). Die spezifische Bindung eines Antigens an den T-
Zellrezeptor ist nur mdglich, wenn das Antigen von einer Antigen-prasentierenden Zelle (APC)
prozessiert wurde und von einem MHC-Molekil (Haupthistokompabilitatskomplex) auf ihrer
Zelloberflache so prasentiert wird, daf3 die antigene Bindungsstelle in den variablen Bereich der
o- und B-Kette des TZR kommt. Da der T-Zellrezeptor nur kurze cytoplasmatische Domanen
besitzt, die weder eine enzymatische Aktivitat noch Interaktionen zu anderen Proteinen zeigen,
erfolgt die Signaltransduktion tber den CD3-Komplex sowie uUber Co-Rezeptoren wie CD4
und CDS8, die an den invarianten Teil des MHC-Molekils binden (Emmrich, 1988; Janeway,
1992).

Nach der Ligation des TZR werden bestimmte Doméanen (ITAM = imnageptor tyrosine-

based activation motif) im cytosolischen Teil des CD3-Komplexes sowié-Hetten durch
membrangebundene Proteinkinasen der src-Familie, fyn und Ick, tyrosinphosphoryliert. An die
phosphorylierten ITAMs bindet dann ZAP-70, eine Proteinkinase der syk-Familie, die durch
Phosphorylierung aktiviert wird und wiederum eine Reihe von intrazellularen Proteinen wie die
Phospholipase Y@ (PLGy1) phosphoryliert (Wange & Samelsen, 1996; Rudd, 1990)yPLC
wird dadurch aktiviert und spaltet Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (Ptdingj4zu)P
Inositol-1,4,5-trisphosphat (Ins(1,4,3)Pund 1,2-Diacylglycerol (DAG). Ins(1,4,5)Psetzt

dann C& aus intrazellularen Speichern frei, welches zu einem Einstrom von extrazellularem
C&* und so zu einer erhéhten intrazellularerf*®nzentration fiihrt. Die freien Ealonen
aktivieren dann zusammen mit DAG die Proteinkinase C (PKC), die verschiedene
membrangebundene Proteine wie digette des CD3-Komplexes, cytoplasmatische Domanen
von CD4 und CD45 und die Tyrosinkinase Ick phosphoryliert (Berry und Nishizuka, 1990).
Die Aktivierung von PKC ist notwendig fur die Expression von Rezeptoren fir Interleukin-2
(IL-2) sowie die Freisetzung von IL-2, das autokrin oder parakrin als Wachstumsfaktor fur T-
Lymphozyten dient. Dadurch wird die klonale Expansion und Differenzierung der T-Zellen
stimuliert, die essentiell fur die spezifische Immunantwort sind. Allerdings reicht fur die volle
Aktivierung der T-Lymphozyten die Stimulation tber den T-Zellrezeptor allein nicht aus,
sondern es sind weitere costimulatorische Signale erforderlich. Rezeptoren, die solche
costimulatorischen Signale liefern, sind neben CD28, CD2, LFA-1, CD5 und diverse

Interleukin-Rezeptoren.
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1.1.2 Wanderung von T-Lymphozyten

Auf der Suche nach Infektionsherden und entzindlichen Bereichen mussen aktivierte T-
Lymphozyten sich im Korper bewegen kdnnen und verlassen dabei auch die Blutbahn, um in
lymphatisches oder entziindliches Gewebe einzudringen. Diese Migration der Zellen erfolgt im
Wesentlichen Uber drei Schritte, die durch unterschiedliche Interaktionen von Rezeptoren mit

Endothelzellen und Proteinen der extrazelluldaren Matrix gekennzeichnet sind (Abb. 1.1).
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Abb. 1.1: Modell fir die Migration von T-Lymphozyten

T-Lymphozyten werden durch Interaktion von Selectinen mit Kohlenhydraten abgebremst und Botenstoffen
(z. B. Chemokinen) ausgesetzt, die an einen 7-Transmembran-Rezeptor binden, der an ein G-Protein gekoppelt
ist. Dadurch kommt es zur Aktivierung der Integrine, die dann zu einer Spreitung und Adhasion an die
Endothelzellen fihren. AnschlieRend wandern die T-Lymphozyten durch die Endothelschicht in die darunter

liegende Basalmembran ein, wobei ebenfalls Integrine involviert sind. (verandert nach Brown, 1997)

Im ersten Schritt wird der im Blut schwimmende T-Lymphozyt Gber Selecteee{i®oren, die

Kohlenhydratketten an Zelloberflachen erkennen; McEver, 1994; Varki, 1994) abgebremst,
dann kommt es zu einer Adhasion an die Endothelzellen (Butcher, 1991) sowie zu einer
Spreitung der T-Zellen und anschlieRend zu einer Wanderung durch die Endothelschicht
(Diapedesis) in die darunter befindliche basale Lamina (Ager, 1994; Albelda, 1994; Brown,
1997). Bei den letzten beiden Schritten spielen Integrine, eine Klasse von
Oberflachenrezeptoren, eine wesentliche Rolle (Ager, 1994; Albelda, 1994; Brown, 1997).

Diese Prozesse beinhalten eine Vielzahl von Regulationsmdglichkeiten (Ubersichtsartikel:
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Springer, 1994). So wird z. B. sowohl die Expression als auch die Aktivierung der Rezeptoren
durch bestimmte Botenstoffe, sog. Chemoattractants, und damit die Adhasion und Wanderung
der T-Zellen beeinflut (Shimizu et d@991). Chemoattractants kénnen hierbei ibeste
Cytokine wie Interleukine (IL-7; Ariel et al, 1997; IL-15; Nieto et al, 1996; IL-2, Ariel et al,
1998) oder Tumor-Necrosis-Faktar(TNF-a; Hershkoviz et al, 1994) oder Chemokine wie
MIP-1la (macrophage inflammatory protein a)l MIP-13, MCP-13 (monocyte
chemoattractant proteir3)l oder RANTES (regulated orctvation, rormal T cell expressed
and_secreted) sein (del Pozo et al, 1995; Lloyd et al, 1996; Tanaka et al, 1993; Cai et al, 1996).
Desweiteren stimuliert der Hepatozyt Wachstumsfaktor (HGF) T-Zellen zu Adhasion und
Wanderung (Adams et al, 1994). In entzindlichem Gewebe kommt es zu einer Rekrutierung
von T-Lymphozyten auch durch Abbauprodukte der extrazellularen Matrix, wobei Serin-
Proteinasen sowie Matrix-Metalloproteinasen (MMP) eine wichtige Rolle spielen (Vaday &
Lider, 2000). Da T-Lymphozyten diese Proteinasen nach Stimulation durch Chemokine zum
Tell selbst sezernieren, sind sie aktiv an Verdnderungen des entziindlichen Gewdlggs bete
und damit an der Signalgebung fur weitere Zellen sowie am Verlauf einer Entziindung. Wie
wichtig diese Regulation ist, zeigt sich im Falle der rheumatoiden Arthritis, bei der es zu einer
aul3erordentlichen Rekrutierung von Lymphozyten und Monozyten in der Synovia
(Gelenkschmiere) kommt und anschlie3end durch Freisetzung von Cytokinen und Enzymen zu

einer Degradation der extrazellularen Matrix (Liote et al, 1996; Brown, 1997).

1.2 Extrazellulare Matrix

Zellen vielzelliger Organismen sind in die edellulare Matrix (EZM) eingebettet, die von
Zellen, z. B. von Fibroblasten sezerniert wird. Als extrazellulare Matrix wird dabei ein
komplexes Netz aus faserbildenden Proteinen, vor allem Collagenen, Elastin und Fibrillin,
bezeichnet, in das Glykoproteine und Glykosaminoglykane, die Polysaccharidketten der
Proteoglykane eingelagert sind. Die wichtigsten Glykosaminoglykane sind dabei Hyaluronat,
Chondrotinsulfat, Heparansulfat und Heparin. Die Zusammensetzung der extrazellularen
Matrix ist je nach Gewebe unterschiedlich. Neben der Stabilisierung von Gewebestrukturen hat
die extrazellulare Matrix auch eine Reihe von biologischen Funktionen bei der Entwicklung,
Wanderung und Differenzierung von Zellen. Dabei sind insbesondere ihre makromolekulare
Zusammensetzung und Struktur, sowie synergistische Interaktionen mit Wachstumsfaktoren

und die Bindung an Rezeptoren an der Zelloberflache von Bedeutung.
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1.2.1 Struktur und Komponenten der Basalmembran

Als Basalmembran oder basale Lamina werden bestimmte Teile derzedidiren Matrix
bezeichnet, die unterschiedliche Zellagen wie z. B. die Dermis von der Epidermis trennen. Sie
besteht aus speziellen Proteinen der extrazellularen Matrix und grenzt direkt an Zellen an oder
umgibt diese. Hauptbestandteile der Basalmembran sind Collagen Typ IV und Laminin, die
jeweils Netzwerke ausbilden, die wiederum Uber Nidogen (Entactin) miteinander verbunden
sind (Aumailley et al1989). Fibulin (ein Ca-bindendes Protein, Thomas & Dziadzek, 1993)

und Perlecan (ein Proteoglykan, Auleg et al, 1989) sind entweder durch direkte Bindung

an Laminin oder Collagen oder Gber Nidogen in die Netzwerke eingelagert (Timpl et al, 1981,
Yurchenco & O’Rear, 1994).

1.2.2 Struktur und Funktion von Laminin

Laminin ist ein extrazellulares Matrixprotein, das ausschlielich in der Basalmembran
epithelialer und nicht-epithelialer Zellen vorkommt. Es besteht aus drei Kettemy€iferund
y-Kette, die ein kreuzférmiges Heterotrimer mit einem langen und drei kurzen Armen bilden
(Abb. 1.2; Sonnenberg, 1990). Durch Kombination unterschiedlicher Laminin-Ketten werden
je nach Gewebe verschiedene Isoformen des Laminins gebildet, wobei zur Zeit 7 Isoformen
(Laminin-1 bis Laminin-7) bekannt sind (Burgeson et al, 1994; Timpl & Brown, 1994). Am
besten charakterisiert ist dabei das auch in dieser Arbeit verwendete Laminin-1, das aus dem
EHS-Tumor (Engelbreth-Holm-Swarm) der Maus recht einfach und in gro3en Mengen isoliert
werden kann. Laminin-1 besteht aus dér(M, 400 kDa), def31 (M, 200 kDa) und deyl-

Kette (M 220 kDa), die im nativen Molekul (MBOO kDa) durch Disulfidbriicken verknipft

sind (Abb. 1.2).
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Abb. 1.2: Struktur von Laminin-1

Die drei Laminin-Kettend, B, y) sind C-terminal in einem-Helix durch zwei Disulfidbriicken miteinander
verbunden. In den kurzen Armen befinden sich globuldre Strukturen (als Punkte dargestellt), die durch
Cystein-reiche, EGF-ahnliche Strukturen voneinander getrennt sind. Die rémischen Zahlen und G markieren
durch Sequenz-analyse gefundene Doménen, wahrend die mit E und P bezeichneten Doméanen durch
limitierten Abbau von Laminin gefunden wurden (E: durch Elastase und P: durch Pepsin). Jeweilige

Bindungsstellen des Laminins sind gekennzeichnet. (verandert nach Yurchenco et al, 1990)

Laminin ist ein multifunktionales Protein, das fur die Struktur der Basalmembran und die
Morphogenese von Bedeutung ist. Dabei ist es in der Lage, durch Assemblierung ein Netzwerk
zu bilden und Zellen durch Adhasion zu Differenzierung, Migration und Proliferation
anzuregen. Durch limitierten Abbau von Laminin durch Elastase, Pepsin, Chymotrypsin und
Cathepsin wurden unterschiedliche Regionen des Laminins charakterisiert (Timpl et al 1983).
So bindet dasivp3-Integrin an eine RGD-Sequenz im P1-Fragment (Aumailley eto80;

Abb. 1.2), wahrend die Bindungsstellen fur dag1- und dasx231-Integrin im E1’-Fragment
liegen. Das E8-Fragment (Abb. 1.2) enthalt die Bindungsstellen flxGfds, dasa7p1- und

das a9B1-Integrin und stimuliert so u. a. das Neuritenwachstum und die Differenzierung,
Wanderung und Proliferation von Myoblasten (Aumailley ed890; Sonnenberg et al, 1990,

von der Mark, 1991).
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1.2.3. Struktur und Funktion von Collagen Typ IV

Aus der Familie der Collagene ist in der Basalmembran hauptsachlich das Collagen Typ IV
vorhanden, das aus zwei Ketten, eia&(lV) und einera2(lV) Kette besteht. Collagen Typ

IV bildet wie Laminin ein Netzwerk, welches das strukturgebende Grundgerist der
Basalmembran darstellt (Timpl et al, 1981). Dieses Netzwerk entsteht durch drei
unterschiedliche Interaktionen: 1. durch Zusammenlagerung von vier N-terminalen Segmenten
zu einer 4-armigen Struktur, 2. durch kovalente Bindung von C-terminalen Doménen (NC1-
Doméne) zu Dimeren und 3. durch nicht-kovalente Interaktionen der Tripelhelices (Yurchenco
et al, 1994).

Fir CD4 T-Lymphozyten konnte eine spontane Wanderung in dreidimensionalen Collagen-

Matrices beobachtet werden (Friedl| et al, 1998).

1.3 Integrine

Die Adhéasion von Zellen an extrazellulare Matrixproteine fuhrt zu Proliferation, Wanderung
und Differenzierung der Zellen. Diese Prozesse sind insbesondere von Bedeutung bei der
Embryogenese, der Wundheilung und der Metastasenbildung bei Krebs. Die Adhasion der
Zellen wird dabei hauptsachlich Gber bestimmte Oberflaezeptoren, die Integrine vermittelt
(Clark & Brugge, 1995).

1.3.1 Struktur der Integrine

Integrine sind heterodimere, transmembrane Glykoproteine, die ausieined einer3-Kette
gebildet werden, die nicht kovalent miteinander verbunden sind und beide an der Bindung eines
Liganden beteiligt sind (Hyne$987; Abb. 1.3).
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Ligandenbindungsstelle

Zellmembran

g [
extrazellular \\ | l
intrazellular | [

Abb. 1.3: Struktur der Integrine

Integrine bestehen aus eireer und einerp-Kette, die beide an der Bindung von Liganden beteiligt sind.
Die a-Kette besitzt extrazellular drei bis vier Kationenbindungsstellen und besteht aus zwei Untereinheiten, die
durch eine Disulfidbriicke miteinander verknipft sind. Bikette ist durch eine Disulfidbriicke stark gefaltet

und enthélt eine Cystein-reiche Domane (C). (verandert nach Sonnenberg, 1992)

Auffallig ist eine groRe extizellulare Doméne gegentber einer kleinen intrazellularen Doméane.
Die a-Kette enthalt drei bis vier Bindungsstellen fiir zweiwertige Kationen, die eine hohe
Homologie zu den C&bindenden Loops der EF-Hand, z. B. von Calmodulin und Parvalbumin
aufweisen (Strynadka & James, 1989; Tuckwell, 1992), sowie zu dem Galaktose bindenden
Protein von E. coli (Vyas et al, 1987) und zu der Glykosyl-phosphatidyl-inositol spezifischen
Phospholipase D (Low & Huang, 1991). Diese Kationenbindungsstellen sind fir eine
Konformationsanderung verantwortlich, die zu einer héheren Affinitat der Integrine zu einem
Liganden fuhrt und daher als die aktive Form der Integrine bezeichnet wird. E#kigden

der Integrine (u. ax6) werden posttranslational in zwei Untereinheiten gespalten, bleiben aber
Uber eine Disulfidbricke miteinander verknipft (von der Mark et al 1991, Abb. 1.3). Andere
o-Ketten (z. B.al, o2) enthalten eine eingefugte I|-Domane, die Bindungsstellen fur
verschiedene Liganden erhalt, z. B. fur Collagen (Kamata et al, 1994).

Die B-Kette der Integrine besitzt 56 Cystein-Reste, die interne Disulfidbriicken ausbilden und
so fur eine stark gefaltete Konformation d@Kette verantwortlich sind. Im extrazellularen

Teil fast allerp-Ketten wurde ebenfalls eine I-Domane gefunden, auf der sich ein Metall-lon-
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abhangiges Adhasionsmotiv (MIDAS) befindet, das essentiell fir die Integrin-vermittelte
Adhéasion von Zellen zu sein scheint (Lee et al, 1995). Die cytoplasmatische Domdde der
Kette enthélt eine potentielle Tyrosin-Phosphorylierungsstelle, die homolog zu der
Phosphorylierungsstelle im EGF-Rezeptor ist (Argraves et al, 1987; Dedhar & Hannigan,
1996). Bei Bindung an ein EZM-Protein wird diese Stelle durch Kinasen, wahrscheinlich die
fokale Adhasionskinase pp125 phosphoryliert. FiiB1-Ketten wurde in fokalen Kontakten
eine direkte Bindung aa-Actinin (Otey et al, 1993) und Talin beschrieben, die Gber weitere
VerknlUpfung mit Vinculin, Paxilin und Tensin zu einer Interaktion mit den Actinfasern des
Cytoskeletts fuhrt (Johnson & Craig, 1995)

1.3.2 Die Integrin-Familie

Durch Kombination der z. Zt. bekannten 15 verschieden&etten und 8 verschieden@n

Ketten werden 21 unterschiedliche Integrine gebildet, die die Integrin-Familie darstellen (Abb.
1.4).

Die gro3te Gruppe bilden hierbei (id-Integrine, die als VLA (= very late after activation
antigens) bezeichnet werden. Die meisten Rezeptoren fir EZM-Proteine gehdren zu dieser
Klasse, so auch die Rezeptoren fir Laminin und Collagen (Abb. 1.4). Die zweite Gruppe, die
B2-Integrine sind hauptsachlich fir die Interaktionen zwischen Zellen verantwortlich (Hogg,
1989; Kishimoto et al, 1987), wahrend die-Integrine wiederum Rezeptoren fur EZM-
Proteine wie Vitronektin (Cheresh & Spiro, 1987; Cheresh et al, 1989) darstellen.
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alpl Collagen, Laminin-1 aMB2 iC3b, Faktor X, Fibrinogen, ICAM-1
a2pl Collagen, Laminin-1 aLp2 ICAM-1,-2,-3
a3pl Collagen, Laminin, Fibronektin,  ax@2 iC3Db, Fibrinogen
Epiligrin
a4l Fibronektin (CS-1), VCAM a4f37 Fibrinogen (CS-1), VCAM, MADCAM
a5p1 Fibronektin (RGD), Invasin alELB7 ?
a6p1 Laminin-1 (E8), Laminin-2, -5, a6p4 Laminin-1, -5
Invasin
a7pl Laminin-1 allb B3 Vitronektin, Fibronektin, Fibrinogen, von
Willebrand-Faktor, Thrombospondin, Collagen
aspl ? avp3 Vitronektin, Fibrinogen, von Willebrand-Faktor,

Fibronektin, denaturiertes Collagen, Laminin,
Tenascin, Osteopontin, Thrombospondin
a9B1 Laminin-1 (E8), Collagen, Tenascimvp5 Vitronektin
avpl Fibronektin, Vitronektin avp6 Fibronektin
avps ?

Abb. 1.4: Die Integrin-Familie

Durch Kombination der unterschiedlichenund-Ketten werden verschiedene Integrine gebildet, die sich
in drei Gruppen einteilen lassen: @i&-, f2- oderav-Integrine. Die jeweiligen Liganden sind im unteren Teil
der Abbildung aufgelistet (? = kein Ligand bekannt). Abklirzungen: VCAM = vascular cell adhesion molecule;
ICAM = intercellular adhesion molecule; MAdCAM = mucosal addressin cell adhesion molecule (verandert
nach Cheresh, 1994)

1.3.3 Funktion der Integrine

Integrine sind nicht nur an der Adhéasion von Zellen an EZM-Proteine oder an andere Zellen
beteiligt, sondern vermitteln auch Signale in das Innere der Zelle (ClarkuggBy 1995). Da

Integrine Uber keine enzymatische Aktivitat verfliigen, werden die Signale durch Interaktion der
Integrine mit intrazellularen Proteinen weitergegeben (Hemler, 1998). Nach Bindung an einen
Liganden entstehen meist Integrin-Protein-Komplexe, sog. fokale Adh&sionen. Dabei kommt

es zu einer Zusammenlagerung mehrerer Integrine in der Zellmembran, die dann wiederum an



Einleitung 11

intrazellulare Proteine binden (Clark & Brugge, 1995). Direkte Bindungen konnten fif die
Kette ana-Actinin und Talin gezeigt werden, die wiederum Uber Vinculin,liregder Tensin

die Verbindung zu den Actinfasern des Cytoskeletts herstellen. Eine wichtige Rolle bei der
Signaltransduktion spielt die in fokalen Adhasionen gefundene Kinase "Pp12BK = fokale
Adhésionskinase), die weitere Proteine an Tyrosinresten phosphoryliert (Schaller & Parsons,
1994; Parsons et al, 1994). Dabei ist pp25mit der B-Kette der Integrine assoziiert
(Schaller & Parsons, 1994; Danker et al, 1998). Durch Ligandenbindung an ein Integrin
kommt es zu einer Autophosphorylierung von ppt25ie somit Protein-Tyrosin-Kinasen der
src-Familie (wie src, fyn oder csk) binden und aktivieren kann und durch
Tyrosinphosphorylierung Paxillin in fokalen Adhasionen lokalisiert. Es wird vermutet, dafl3
durch die Phosphorylierung von Paxillin eine Bindung von Proteinen mit Src-Homologie (SH)
2-Doménen wie csk und crk ermdglicht wird (Schaller & Parsons, 1994). Ein weiteres
Adaptorprotein, Grb2, kann ebenfalls an die phosphorylierte FAK binden und so eine
Verbindung zu dem ras/MAP-Kinase Signaltransduktionsweg herstellen (Schlaepfer et al,
1994), der in vielen Zellsystemen die Genexpression reguliert.

Eine Besonderheit der Integrin-vermittelten Signalgebung ist, daf Integrine nicht nur Signale
von auf3en nach innen in die Zelle geben, sondern auch Signale von innerhalb der Zelle
empfangen und so die Affinitat zu ihrem Liganden erhéhen kdnnen. Dies geschieht durch eine
Konformationsanderung der Integrine, die durch Antikorper, die bestimmte Epitope erkennen,
gezeigt werden kann (Luque et al, 1996). So kann die Aktivierung der Proteinkinase C (PKC)
durch Phorbolester zu einer verstarkten Adhésion der Zellen an EZM-Proteine fiihren, die auf
~aktivierte Integrine zurtickzufuhren ist (Luque et al, 1996). Ebenso kénnen Chemokine fur
eine Aktivierung der Integrine verantwortlich sein (Hershkoviz et al, 1995) oder eine Ligation
von L-Selectin (Giblin et al, 1997). Desweiteren ist bei der Signalgebung Uber Integrine die
Zusammenlagerung (clustering) von Integrinen von Bedeutung. So konnten Miyamoto und
Mitarbeiter (1995) zeigen, dal3 die Bindung eines Liganden an ein Integrin wie auch die
Zusammenlagerung der Integrine ohne Ligandenbindung bereits zu einem Signal fuhrt. Das
volle Signal wird aber erst durch Ligandenbindung und Zusammenlagerung der Integrine

ermoglicht (Miyamoto et. al, 1995).
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1.4 C&*-Signalgebung in T-Lymphozyten

Wie bereits erwahnt, kommt es nach Aktivierung der T-Lymphozyten Uber den T-Zellrezeptor
u. a. zu einer Erhéhung der intrazellulareri*®mnzentration, die fir die klonale Expansion
und Differenzierung der T-Lymphozyten und damit fiir eine effektive Immunantwort essentiell
ist. Bei der Erhohung der intrazellularen “Giéonzentration werden zwei Phasen
unterschieden: 1. ein transientes*Zignal und 2. eine langanhaltende Erhohung der
intrazellularen C4-Konzentration (Plateau; Premack & Gardner 1992; Imboden et al, 1985).
In der ersten Phase kommt es durch Botenstoffe zu eiféF@isetzung aus intrazellularen
Speichern, die den €&Einstrom aus dem extrazellularen Raum aktiviert, der fir das
langanhaltende CaSignal verantwortlich ist. Wie der €&instrom durch die
Plasmamembran in die Zelle aktiviert wird, ist noch nicht geklart. Weit verbreitet ist das
Modell des kapazitativen €aEinstroms nach Putney (Putney, 1986). Hierbei fiihrt die
Entleerung der intrazellularen Speicher zur Offnung ein€s-kGmals, der als SOC (store
operated Ca-channel) oder CRAC (Carelease activated €achannel) bezeichnet wird und
elektrophysiologisch charakterisiert werden konnte (Hoth & Penner, 1992; Zweifach & Lewis,
1993; Premack et al, 1994). Der Mechanismus der Aktivierung dieses Kanals ist allerdings
noch nicht geklart. Diskutiert wird hierfir ein Calcium-Influx-Faktor (CIF) (Randriamampita &
Tsien, 1993) oder eine direkte physikalische Kopplung zwischen Vesikeln in der Néhe der
Plasmamembran und €a&analen in der Plasmamembran (Kiselyov et al, 1998). Zidf- Ca
Freisetzung aus den intrazellularen Speichern sind drei physiologische Botenstoffe beschrieben:
Ins(1,4,5)R (Streb et al, 1983), cyklische ADP-Ribose (CADPR; Lee et al, 1989) und NAADP
(Nicotinsaureadenindinukleotid-2’-phosphat; Lee & Aarhus, 1995).

1.4.1 Inositol-1,4,5-trisphosphat

Nach Aktivierung von T-Lymphozyten Uber den T-Zellrezeptor kommt es u. a. zu einer
Stimulation von PL&L und damit zur Hydrolyse von Ptdins(4,542 Ins(1,4,5)Pund DAG.
Ins(1,4,5)R setzt dann tber einen spezifischen Rezeptor, den Ins(L;R&3Eptor, CA aus
intrazellularen Speichern des endoplasmatischen Reticulums (ER) frei, welches zu einem
transienten Anstieg der intrazellularen®Ggonzentration fuihrt (Berridge & Irvine, 1989;
Berridge, 1993).

In T-Lymphozyten steigt die Ins(1,4,5)Ronzentration nach Aktivierung tber den T-

Zellrezeptor schnell an, erreicht aber bereits nach 10 min wieder den Basalwert unstimulierter
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Zellen (Guse, 1998). Ins(1,4,5)Rvird dabei durch zwei Enzyme metabolisiert, die 5-
Phosphatase, wobei Ins(1,4)entsteht (Verjans et al, 1994), und die 3-Kinase, die
Ins(1,3,4,5)-tetrakisphosphat (Ins(1,3,4/p)Bildet (Takazawa, 1990). Guse et al (1993)
konnten zeigen, dald die Konzentration von Ins(1,3,4,3Eh Stimulation Uber den TZR im
Gegensatz zu Ins(1,4,%)Rr mind. 60 min erhéht blieb. Allerdings fuhrte eine Inhibition der
Ins(1,4,5)-3-Kinase zu keiner Hemmung des langanhaltendefi-SiQaals, so daR
Ins(1,3,4,5)Rnicht in der Lage ist, CaSignale zu generieren (da Silva et al, 1994).

Wie bereits erwahnt, setzt Ins(1,4,5)&" aus intrazellularen Speichern frei. Die
intrazellularen  C#-Speicher des ERs werden durch die *@dPase des
sarcoplasmatischen/endoplasmatischen Reticulums (SERCA = sarcoplasmic/endoplasmic
reticular C&-ATPase) wieder aufgefiillt. Werden die intrazellularert*Saeicher durch
Hemmung von SERCA mit dem spezifischen Inhibitor Thapsigargin entleert und die Zellen
anschlieBend stimuliert, so ist die*C8ignalgebung inhibiert. Dadurch konnte gezeigt werden,
dafR Ins(1,4,5)PC&"* aus Speichern des ER freisetzt (Guse et al, 1993; Clementi et al, 1994).
Dabei bindet Ins(1,4,5)Pan einen spezifischen Ins(1,4,5fezeptor, der sich dann durch
Konformationsénderung 6ffnet, so daR*@anen aus den Speichern strémen. In Jurkat T-
Lymphozyten konnte hierflr der Typ | Ins(1,4,8ezeptor gefunden werden, der essentiell
fur die C&'-Freisetzung nach TZR-Stimulierung ist (Harnick et al, 1995; Jayaraman et al,
1995). Der Typ | Ins(1,4,5)Rezeptor besitzt Tyrosinphosphorylierungsstellen, die durch
p59" phosphoryliert werden (Jayaraman et al, 1996). Dadurch besteht die Mdglichkeit einer
Regulation durch p%9 nach Aktivierung iiber den TZR/CD3-Komplex. Allerdings war die
Ca*-Signalgebung in T-Zellen von fyn-defizienten Mausen nur geringfligig beeinflult (Hedin
et al, 1995).

Ein weiterer Ins(1,4,5¥Rezeptor wurde in der Plasmamembran von Jurkat T-Lymphozyten
gefunden (Khan et al, 1992), der die gleiche Affinitat zu Ins(1,4mM& Ins(1,3,4,5)Pzeigte.

Da aber Ins(1,3,4,5)Rlie C&*-Signalgebung in T-Lymphozyten nicht beeinfluRt, ist die Rolle

dieses Ins(1,4,5)FRezeptors weiterhin unklar.
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1.4.2 Cyklische ADP-Ribose

Als weiterer Botenstoff, der €aaus intrazellularen Speichern freisetzen kann, wurde die
cyklische ADP-Ribose (CADPR, Abb. 1.6) in Seeigeleiern entdeckt (Lee et al, 1989).

HO  on
O\ P/ O— CH2/201
- N _NH
SN 1 2
o N _
O\ y JN
HO OH

Abb. 1.6: Struktur von cADPR

Guse und Mitarbeiter konnten in den letzten Jahren zeigen, dall cADPR auch in T-
Lymphozyten C& mobilisiert (Guse et all995, 1996, 1997; da Silva et al, 1998) und eine
wichtige Rolle bei der langanhaltenden*€gignalgebung spielt (Guse et al, 1999). Durch
Messung der cADPR-Konzentration mit Hilfe von HPLC wurde gezeigt, dal3 die
Konzentration von cADPR in T-Lymphozyten kurz nach Stimulation tGber den TZR/CD3-
Komplex ansteigt und bis zu 60 min erhoht bleibt (Guse et al, 1999).

cADPR wird durch Zyklisierung vof-NAD™ unter Freisetzung von Nicotinamid gebildet. Die
Bildung von cADPR erfolgt enzymatisch mit Hilfe von ADP-Ribosyl-Cyklasen. Am besten
untersucht ist hierbei die audsplysia californica dem kalifornischen Seehasen, gewonnene
Aplysia-Cyklase (Lee & Aarhus, 1991). Dabei handelt es sich um ein 29 kDa grof3es Enzym,
das in Lésung als Dimer vorliegt und deren Struktur durch Rontgenstrukturanalyse bereits
aufgeklart wurde (Prasad et al, 1996). Desweiteren fanden Graeff et al (1998) in Homogenaten
aus Seeigeleiern eine cytosolische cADPR-Cyklase, die durch cGMP aktiviert wurde und eine
membrangebundene cADPR-Cyklase, die cGMP-unabhéngig war. In héheren Eukaryonten
wurde durch Sequenzhomologie eine neue Klasse an ADP-Ribosyl-Cyklasen gefunden, die
membrangebunden vorliegen und neben der Cyklase-Aktivitat auch NAD-Glykohydrolase und
eine cCADPR-Hydrolase-Aktivitat besitzen (States et al, 1992). Hier wird besonders CD38, ein
Transmembranprotein, das auch in T-Lymphozyten exprimiert wird, diskutiert. Allerdings liegt

die katalytische Aktivitat von CD38 aul3erhalb der Zelle, und es ist noch nicht geklart, wie das
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gebildete cADPR in die Zellen gelangen soll, um hief* @@izusetzen. Guse et al (1999)
konnten im Cytosol von Jurkat T-Lymphozyten bereits eine ADP-Ribosyl-Cyklase-Aktivitat
messen, aber die Charakterisierung dieser cytosolischen Cyklase in T-Zellen steht noch aus.
Die C&*-Freisetzung durch cADPR wird nicht von Thapsigargin, einem spezifischen Inhibitor
fur SERCA, beeinflusst. Daher muf? die Freisetzung aus andefeBg@ichern als aus dem

ER erfolgen. Neben dem ER wurden Coffein-sensitivé-Speicher in Jurkat T-Lymphozyten
gefunden (Guse et al, 1993; Ricard et al, 1997a). Coffein ist seit langem bekahabeCaen
Ryanodin-Rezeptor (RyR) freizusetzen und langanhaltendeSimale zu generieren. Die

von cADPR vermittelte CaFreisetzung wird durch Coffein (Lee, 1993) und" @ree, 1995)
verstarkt, wahrend Ryanodin (Galione et al, 1991), Ruthenium Rot (Galione et al, 1991) und
Mg* in hohen Konzentrationen (Graeff et al, 1995) di¢*-€eeisetzung durch cADPR
hemmen. Desweiteren zeigte eine Bindungsstudie’htjtRyanodin in einer Zellfraktion von
T-Lymphozyten, da? cADPR die Bindung von Ryanodin an den Rezeptor verstarkt. Da
Ryanodin nur an den Ryanodin-Rezeptor bindet, wenn er geoffnet ist, erscheint eine Offnung
durch cADPR sehr wahrscheinlich (Guse et al, 1999). Allerdings wurde noch keine direkte
Bindung fur cADPR an den Ryanodin-Rezeptor gezeigt, so dal3 ein weiterer Botenstoff an der

Ca*-Freisetzung durch cADPR beteiligt sein kénnte.

1.4.3 Nikotinsaureadenindinukleotid-2‘-phosphat (NAADP)

NAADP wurde als weiterer Botenstoff fir die ‘G&reisetzung aus intrazellularen Ga
Speichern beschrieben (Lee & Aarhus, 1995). Es entsteht durch Austausch der Nikotinamid-
Gruppe von NADP (Nikotinamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat) durch Nikotinsaure (Abb.
1.7).
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Abb. 1.7: Struktur von NAADP
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NAADP setzt C& schon in nanomolaren Konzentrationen in Seeigeleiern (Lee & Aarhus,
1995), in Azinuszellen des Pankreas (Cancela, 1999) und in Jurkat T-Lymphozyten (Berg et al,
2000) frei, wahrend in Mikrosomen aus Hirn 1 uM NAADP ndtig ist (Bak et al, 1999). Die
Ca*-Freisetzung durch NAADP in Seeigeleiern sowie in T-Lymphozyten konnte dabei weder
durch Ins(1,4,5)P noch durch cADPR-Antagonisten gehemmt werden und ist damit, im
Gegensatz zur CaFreisetzung in Azinuszellen, unabhangig von der durch Ins(1:4q6)E
cADPR vermittelten CaFreisetzung. In hoheren Konzentrationen ist NAADP in der Lage,
sich selbst zu desensitivieren, so daR di&-Baisetzung gehemmt wird (Lee et al, 1997,
Genazzani et el, 1996). Durch gleichzeitige Mikroinjektion von selbst-inaktivierenden
Konzentrationen an NAADP mit aktivierenden Konzentrationen an Ins(1;48#? cADPR

in Jurkat T-Lymphozyten, konnte die ‘G&reisetzung durch Ins(1,4,5)hzw. cADPR
inhibiert werden (Berg et al, 2000). In Ubereimshung hiermit fiihrte eine Injektion von
selbst-hemmenden NAADP-Konzentrationen auch zu einer kompletten Hemmung®der Ca
Signalgebung tber den TZR/CD3-Komplex (Berg et al, 2000). Nach dem Modell von Petersen
und Cancela (1999) liefert die Tdrreisetzung durch NAADP das TriggerZCalas dann den
Ins(1,4,5)R-Rezeptor und den Ryanodin-Rezeptor fur ihre Liganden sensitiviert. Ob NAADP
dabei an einen eigenen Rezeptor bindet oder als Costimulator fir den Ins¢l,BZwWP

Ryanodin-Rezeptor wirkt, ist noch nicht geklart.

1.5 Integrine und C&*-Signalgebung

Neben zahlreichen Signaltransduktionsprozessen sind Integrine auch in der Lagigrade

zu stimulieren. Dabei scheint die ’G&ignalgebung von Zelltyp zu Zelltyp sowie von Integrin
zu Integrin zu variieren. So konnte fur HUVEC (= human ilicab vein endothelial cells)
Zellen eine Erhohung der intrazellularen®@gonzentration, die auf einem €&instrom
beruhte, nach Kontakt mit Vitronektima{33-Integrin) aber nicht mit Collagena2(31-
Integrin) gemessen werden (Leavesley et al, 1993). Schwartz et al (1994) fanden bei
Endothelzellen ebenfalls eine Erhéhung der intrazellularéirKomzentration nach Kontakt
mit Fibronektin Gber daav-Integrin, obwohl dieses Integrin nicht an der Adhéasion der Zellen
an Fibronektin beteiligt ist, die Uber da$pl-Integrin verlduft. In Endothelzellen wurde
auBerdem ein Integrin-assoziiertes Protein (IAP) beschrieben, daR bei*d8igBalgebung
nach Kontakt mit Fibronektin oder Vitronektin involviert ist (Schwartz et al, 1993). Aufgrund
der vorausgesagten Struktur von IAP kommt es sogar als moglicheKaal in Frage
(Schwartz et al, 1993).
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In Leukozyten wurde eine €&aSignale nach Kreuzvernetzung von CD18, eifiintegrin,
beobachtet, die durch eine’G&reisetzung und einen €&instrom bedingt war (Altieri et al,
1992). Allerdings war diese €&Signalgebung von der Aktivierung und Differenzierung der
Zellen sowie von der assoziiertarKette (CD11b) abhangig.

Zur Frage wie Integrine €aSignale in den Zellen generieren, fanden Hellberg et al (1996)
eine Tyrosinphosphorylierung von PYZ in Neutrophilen nach Stimulation tber da2-
Integrin und eine C4Freisetzung durch Ins(1,4,5)An Azinuszellen des Pankreas wurde
nach Stimulation Utbe31-Integrine eine Tyrosinphosphorylierung von RILCgefunden
(Wrenn et al, 1996), und in Jurkat T-Lymphozyten wurde nach Stimulation Gber4fids
Integrin eine ErhOhung der Ins(1,4,5onzentration gemessen (Ricard et al, 1997).
Weismann et al (1997) fanden in Jurkat T-Lymphozyten ebenfalls eine Erhdhung der
intrazellularen C#&-Konzentration nach Interaktion mit diversen Matrix-Proteinen wie
Laminin, Collagen und Fibronektin. Nur Vitronektin war nicht in der Lagé€;-Signale zu
generieren (Weismann et al, 1997).

Fur die C&-Signalgebung durch Integrine scheint Calreticulin, eii’-BGiadendes Protein,
wichtig zu sein. So konnten in Calreticulin-defizienten embryonalen Stammzellen keine
Integrin-vermittelten C&Signale mehr beobachtet werden und die Adhasion der Zellen war
trotz gleicher Expression der Integrine gestort (Coppolino et al, 1997). Die Aufnahme von
C&" in die intrazellularen Speicher war dabei aber vergleichbar mit Wildtyp-Zellen. Kurzlich
konnten Coppolino et al (1999) Calreticulin in Immunprazipitaten emintegrin nach
Stimulation mit Vitronektin, aber nicht mit Collagen Typ IV, nachweisen. Fur Jurkat T-
Lymphozyten wurde eine Interaktion von Calreticulin af#31-Integrinen nach Kontakt mit

Collagen Typ | beschrieben (Coppolino et al, 1995).
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2. Problemstellung

Weismann et al (1997) fanden bereits, dal3 Integrine nach Interaktion mit verschiedenen
Proteinen der extrazellularen Matrix in der Lage sind;-Smnale in Jurkat T-Lymphozyten

zu stimulieren. Aufbauend auf dieser Arbeit solite daher die Integrin-vermittefe Ca
Signalgebung in Jurkat T-Lymphozyten nach Interaktion mit zwei Proteinen der
Basalmembran, Laminin und Collagen Typ IV, untersucht werden. Dabei war es Ziel der
vorliegenden Arbeit, die intrazellularen Mechanismen der Integrin-vermittelteti- Ca

Signalgebung zu untersuchen.

Die Messung der intrazellularen G#&onzentration solite mit Hilfe des Easensitiven
Fluoreszenzfarbstoffes FURA 2-AM in einzelnen Zellen an einem digitalen Imaging-System
erfolgen. Hierfur wurden die T-Lymphozyten auf mit Laminin oder Collagen Typ IV
beschichtete Deckglaser gegeben und auf den Objekttrager des Mikroskops am Imaging-
System Uberfuhrt. Da die Zellen nur sehr schlecht an Laminin und auch Collagen Typ IV
hafteten, blieben sie nicht im Fokus oder in dem Bildausschnitt der digitalen Kamera des
Imaging-Geréates, so daR eine Bestimmung deazetiularen C#-Konzentration tber einen
langeren Zeitraum dann nicht mehr moglich war. Daher sollte zunachst ein besser geeignetes
Mel3system etabliert werden. Poly-L-Lysin war schon bekannt, T-Lymphozyten (wie auch
andere Zellen) ohne Stimulation an Deckglaser zu adhérieren. Daher wurde eine Kombination
von Laminin bzw. Collagen Typ IV und Poly-L-Lysin als Beschichtung der Deckglaser
gewahlt. Kontakt der T-Lymphozyten mit dieser Beschichtung fuhrte 1. zu einer sehr starken
Adhasion der Zellen, 2. zu einer stark erhéhten, langanhaltendeBi@aalgebung verglichen

mit Zellen auf EZM-Protein allein, und 3. zu einer Spreitung der Zellen.

Der Ersatz von Poly-L-Lysin durch andere Polyaminoséauren sollte zunéchst die Rolle der
Polyaminosaure klaren und sicherstellen, dal? dfé-Signalgebung sowie die Spreitung der
Zellen nicht auf unspezifische Effekte zurtckzufihren war.

Die C&*-Signalgebung und die Spreitung der T-Lymphozyten nach Kontakt mit Laminin/Poly-
L-Lysin soliten dann mit Hilfe spezifischer Antikdrper sowie mit spezifischen inhibitorischen
Substanzen untersucht werden. Bei der Aufklarung der sekundaren Botenstoffe*’der Ca
Signalgebung stand ein membranpermeabler Antagonist fur die cyklische ADP-Ribose, 7-

Deaza-8-Br-cADPR, zur Verfugung, Die nahere Besiung von Proteinen, die in die
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Integrin-vermittelte Signaltransduktion in T-Lymphozyten involviert sind, solite mittels
Gelelektrophorese und Western Blot erfolgen.

Da die C&-Kandle in T-Lymphozyten bis heute nur unzureichend beschrieben sind, war die
pharmakologische Charakterisierung def*®anale, durch die der €aEinstrom nach der
Integrin-vermittelten C& Signalgebung erfolgt, ein weiteres Ziel dieser Arbeit. Diese Daten
soliten mit der pharmakologischen Charakterisierung déi-Kamnale verglichen werden, die
nach Stimulation Gber den TZR/CD3-Komplex dent*@&instrom dienen. Dadurch sollte
geklart werden, ob nach Stimulation der T-Lymphozyten tber unterschiedliche Rezeptoren,
TZR/CD3-Komplex und Integrine, dieselben oder eben unterschiedlichiek@zéle fir den

C&'-Einstrom verantwortlich wéren.



Material und Methoden 20

3. Material und Methoden

3.1 Material

Alle im folgenden nicht genannten Substanzen wurden in hdchstmoglicher Reinheit bei Merck,

Darmstadt oder Sigma, Deisenhofen bezogen.

3.1.1 Zellkultur
RPMI 1640 mit Glutamax |

Serum neugeborener Kalber (NCS)
Serum fotaler Kéalber (FCS)
Penicillin/Streptomycin

Trypanblau

alle Substanzen von Gibco LifeTechnologies, Karlsruhe

3.1.2 EZM-Proteine und Polyaminosauren

Laminin I, Maus, isoliert aus EHS-Tumor, LifeTechnologies, Karlsruhe
Collagen Typ IV; LifeTechnologies, Eggenstein

Poly-L-Lysin, Hydrobromid, M. W. 15000-30000

Poly-D-Lysin, Hydrobromid, M. W. 15000-30000

Poly-DL-Serin, M.W. 5000-15000

Poly-L-Arginin, Hydrochlorid, M. W. 15000-70000
Poly-L-Glutaminséure, Na-Salz, M. W. 15000-50000

alle Polyaminosauren von Sigma, Deisenhofen

3.1.3 Antikorper

anti31 Integrin, P4C10, monoclonal, Maus, Pharmingen, Hamburg

anti31 Integrin, 4B7R, monoclonal, Maus, Pharmingen, Hamburg

anti-a6 Integrin, CD49f, monoclonal, Ratte, Pharmingen, Hamburg

anti-a6 Integrin, GoH3, monoclonal, Maus, LifeTechnologies

antif34 Integrin, CD104, monoclonal, Maus, Pharmingen, Hamburg
anti-Phosphotyrosin, PY99, monoclonal, Maus, Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg
anti-Phosphotyrosin, polyclonal, Kaninchen, Upstate

anti-PLGy1, polyclonal, Kaninchen Antiserum, Pharmingen, Hamburg
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anti-PLG/1, E-12, monoclonal, Maus, Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg

anti-FAK, C-20, polyclonal, Kaninchen, Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg

anti-FAK, A.17, polyclonal, Kaninchen, Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg

anti-fyn, 15, monoclonal, Maus, Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg

anti-lck, 3A5, monoclonal, Maus, Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg

Peroxidase konjugierter Ziege anti-Maus, IgG (H+L), dianova, Hamburg

Peroxidase konjugierter Ziege anti-Kaninchen, IgG (H+L), dianova, Hamburg

Peroxidase konjugierter Esel anti-Maus, IgG (H+L), minimale Reaktion mit Rind, Huhn,
Ziege, Meerschweinchen, Hamster, Pferd, Mensch, Kaninchen, Ratte und Schaf Serum

Proteine, dianova, Hamburg

3.1.4 Spezifische Substanzen zur Aufklarung der Signaltransduktion

Die folgenden Substanzen wurden bei Calbiochem Novabiochem, Bad Soden bezogen:
U73122, U73343

Genistein, Daidzein

Calphostin C

Cytochalasin D

OBAA

SK-F96365 Hydrochlorid

Nitrendipin

Verapamil

GF109203x, Biomol, Hamburg

Bromophenacyl-Bromid (BPB) Sigma, Deisenhofen

3.1.5 Proteaseinhibitoren

Alle Proteaseinhibitoren wurden bei Biomol, Hamburg bezogen:
Pefabloc SC

Leupeptin

Pepstatin

Antipain
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3.1.6 Weitere Substanzen

FURA 2 freie Saure, Calbiochem, Bad Soden

FURA 2-AM, Calbiochem, Bad Soden

Protein-G-Sepharose, fastflow, Amersham Pharmacia Biotech
ECL-kit, RPN 2106, Amersham Pharmacia Biotech

BioRad Reagenz, Biorad, Miinchen

MultiMark, multi coloured protein standard, Novex

3.1.7 Gerate

Varifuge 3.0 R, Heraeus, Hanau

COxInkubator, Heraeus, Hanau

Sterile Werkbank, BDK, Sonnenbiihl-Genkingen
Lichtmikroskop, Will, Wetzlar

Inversmikroskop, Leitz, Wetzlar

Hamozytometer mit Teilung nach Neubauer, Hellma, Milheim, Baden

Inverses Axiovert 100 Fluoreszenz-Mikroskop, Zeiss, Oberkochen

Digitale, ratiometrische Imaging-Station, Photo Med GmbH/Photon Technology, Wedel

PAGE-Elektrophoresekammer, Hofer, Pharmacia, Freiburg

Western Blot Kammer, BioRad, Miinchen
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3.2 Methoden
3.2.1 Zellkultur

3.2.1.1 Haltung von Jurkat T-Lymphozyten

Zellkulturmedium I: RPMI 1640 mit Glutamax I, 7,5 % Serum neugeborener Kélber (NCS),
25 mM HEPES, 100 U/ml Penicillin und 50 pg/ml Streptomycin

Fur alle Versuche wurden T-Lymphozyten der humanen leukdmischen Zellinie Jurkat

verwendet. Diese wurden in Zellkulturmedium | im Brutschrank bei 37°C und 5 %inCO

sterilen Zellkulturflaschen kultiviert. Verdinnt wurde die Zellsuspension alle 2 Tage von 1 x

10° Zellen/ml auf 0,3 x 10 Zelen/ml. Die Zelizahlung erfolgte mit Hilfe eines

Hamozytometers. Die Vitalitat der Zellen wurde durch Anfarbung mit Trypanblau bestimmt.

3.2.1.2 Kryokonservierung von Jurkat T-Lymphozyten
Einfriermedium: 90 % (v/v) Serum von Kalberféten (FCS) und 10 % (v/v) DMSO

Zur Kryokonservierung von Jurkat T-Lymphozyten wurden 2 %ZHllen bei 338 x g 5 min in
einem 12 ml Plastikr6hrchen (Falcon) zentrifugiert, in 1 ml Einfriermedium aufgenommen und
in ein Kryoréhrchen tberfihrt. Die Zellen wurden fir mind. 2 Stunden bei -70°C eingefroren

bevor sie in flussigem Stickstoff gelagert wurden.

Zellkulturmedium II: RPMI 1640 mit Glutamax I, 10 % FCS, 25 mM HEPES, 100 U/ml
Penicillin und 50 pg/ml Streptomycin

Zum Auftauen der Jurkat T-Lymphozyten wurden 1 bis 2 Kryor6éhrchen im Wasserbad bei
37°C aufgetaut und unter einer sterilen Werkbank in ein steriles Rohrchen mit 15 ml
vorgewarmtem Zellkulturmedium Il pipettiert. Danach wurden die Zellen 3 mal gewaschen
indem sie bei 555 x g 5 min zentrifugiert und in jeweils 15 ml Medium wieder resuspendiert
wurden. Nach dem letzten Waschschritt wurden die Zellen in sterile Zellkulturflaschen
Uberfuhrt und im Brutschrank bei 37°C und 5 %.,G@Qltiviert. Nachdem sie sich innerhalb

von 24 Stunden ca. um den Faktor 1,8 vermehrten, wurde das Zellkulturmedium [l mit
Zellkulturmedium | nach jeder Verdinnung in folgenden Verhaltnissen eingesetzt: 3:1; 1:1; 1:3

und die Zellen dann wie unter 3.2.1.1 beschrieben in Zellkulturmedium | kultiviert.
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3.2.2 Beschichtung der Deckglaser mit EZM-Proteinen
PBS-Puffer: 137 mM NaCl, 7 mM MPO,, 1 mM KHPO,, 2 mM KCI, pH 7,4

Zunachst wurden kleine Dichtungsringe € 1,2 cm) mit Silikonpaste auf den Deckglasern

(21 x 56 mm, Starke 0,13 - 0,17 mm) befestigt. In diese Kammern wurden je 100 pl EZM-
Protein (5 pg/ml in PBS-Puffer) gegeben und eine Stunde bei 37°C im Brutschrank (oder tber
Nacht bei 4°C) inkubiert. AnschlieRend wurden die Deckglaser je zweimal mit 100 pl kaltem
PBS-Puffer gewaschen und 100 pl der entsprechenden Polyaminosaure (50 pg/ml in A. bidest)
oder BSA (2% in PBS-Puffer) in die Kammer gegeben und fur eine weitere Stunde bei 37°C
inkubiert. Nach zweimaligem Waschen der Deckglaser mit je 100 pl kaltem PBS-Puffer
wurden die Beschichtungen unter 100 pl PBS-Puffer abgedeckt bis zur Messung

stehengelassen, so dal3 die Beschichtung nicht trocknete.

3.2.3 C&"-Messung in Jurkat T-Lymphozyten

Die Messung der intrazellularen G#&onzentration von Jurkat T-Lymphozyten erfolgte
ratiometrisch mit Hilfe des Casensitiven Fluoreszenzfarbstoffes FURA 2-AM an einem
digitalen Imaging-System. FURA 2 ist ein fluoreszierendes EGTA-Derivat mit von dér Ca
Konzentration abhangigen Fluoreszenzeigenschaften. So nimmt die Intensitdt des emittierten
Lichts bei 510 nm nach Anregung bei 340 nm mit steigend&rKomzentration zu, wahrend

die Intensitat des emittierten Lichts bei 510 nm nach Anregung bei 380 nm mit steigetider Ca
Konzentration abnimmt. Die Ratio wird durch das Verhaltnis der Intensitdten der Emission
nach Anregung bei 340 nm und nach Anregung bei 380 nm gebildet (Ratid ) lund in

der vorliegenden Arbeit als Ratiowert bezeichnet. Der Vorteil der ratiometrischen Messung
liegt darin, dal3 Parameter wie Konzentration des Farbstoffes, Empfindlichkeit des
Mel3systems, Ausbleichen des Farbstoffes etc. die Mel3werte nicht beeinflul3en (Thomas et al.,
1991).

FURA 2-AM ist die veresterte Form der FURA 2 freien Saure und somit permeabel fur
Zellmembranen. Wahrend der Beladung der Zellen spalten cytosolische Esterasen den
Acetoxymethylester FURA 2-AM zu FURA 2 freier Saure, so dafd der Farbstoff nun nicht
mehr membranpermeant ist und im Cytosol sowie Diffusions-bedingt auch im Nucleus der

Zellen verbleibt.
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3.2.3.1 Beladung der Zellen mit FURA 2-AM

Ca**-MeRpuffer: 140 mM NaCl, 5 mM KCI, 1 mM MgSO©mM CaCJ, 20 mM HEPES,

1 mM NaHPQO,, 5,5 mM Glucose, pH 7,4
Ca. 8 x 16 Zellen wurden bei 555 x g 4 min zentrifugiert, in 1 ml warmem Zellkulturmedium |
(vgl. 3.2.1.1) resuspendiert und 5 min bei 37°C im Wasserbad stehengelassen. Dann wurden 4
UM (Endkonzentration) FURA 2-AM zugegeben und die Zellen 15 min bei 37°C inkubiert.
Nach Zugabe von weiteren 4 ml Zellkulturmedium | wurde nochmals fir 15 min bei 37°C
inkubiert. Danach wurden die Zellen bei 555 x g 4 min bei Raumtemperatur zentrifugiert, mit 4
ml C&*-MeRpuffer gewaschen und anschlieRend in 4 ml-KaRpuffer resuspendiert. Diese
Zellsuspension wurde vor Licht geschiitzt bei Raumtemperatur bis zur Messung aufbewabhrt,

wobei die Messungen in einem Zeitraum von bis zu 6 Stunden durchgefiihrt wurden.

3.2.3.2 Messung der intrazellularen Cd-Konzentration am Imaging-System

Die Messung der intrazellularen G&onzentration erfolgte an einem digitalen Imaging
System der Firma Photomed/PTI (Wedel). Hierzu wurden jeweils 40 ul Zellsuspension und 60
ul Ca*-MeRpuffer in die Kammer (s. 3.2.2) auf den beschichteten Deckglasern gegeben. Die
Deckglaser wurden auf das inverse Fluoreszenzmikroskop (Axiovert 100; Zeiss,
Oberkochingen) des Imaging Gerates uberfuhrt und bei einer 400-fachen Vergrof3erung
fokussiert. Die Probe wurde mit Wellenlangen von 340 nm bzw. 380 nm angeregt. Das
Emissionslicht wurde bei 510 nm gefiltert, mit einer CCD-Kamera (Typ C2400-77 Auflosung:
525 x 487 pixel; Hamamatsu) aufgenommen und an einen Rechner weitergeleitet. Mit Hilfe
entsprechender Software (Image Master, Version 1.333 for windows; Photomed/PTI) wurden
die Fluoreszenzbilder nach Anregung von 340 nm und 380 nm aufgenommen und gespeichert
und das Ratiobild 340:380 mit Hilfe der Software errechnet. Dieiligere Fluoreszenzbilder
wurden als Falschfarbenbilder in der sog. Poenie-Tsien-Darstellung dargestellt. Bei der Poenie-
Tsien-Darstellung sind von 8 bit nur 6 bit fur die Darstellung der Farben verfugbar wahrend die
restlichen 2 bit zur Berechnung eines besseren Signal-Rausch-Verhéltnisses genutzt werden,
indem durch Festlegung eines Grenzwertes die gemessene Intensitat verstarkt oder geschwacht
wird. In der Regel wurden alle 20 sec Fluoreszenzbilder Uber einen Zeitraum bis zu 60 min
aufgenommen.

Die Auswertung der so aufgenommenen Rohdaten erfolgte mit Hilfe entsprechender Software
der Firma Photomed/PTI (Image Master, Version 1.333 for windows). Dabei wurden sog.

Jsegions of interest” (ROI) in einzelne Zellen gesetzt, so dal’ jeweils die ganze Zelle ein ROI
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darstellte, und der Mittelwert der Ratio 340/380 fur die jEyee Interessenzone gebildet.
Mittels der Software wurden also die Mittelwerte der Ratios einzelner ganzer Zellen zu allen
Zeitpunkten der Messung errechnet. Die Ratiowerte wurden dann mit Hilfe einer externen

Kalibrierung in die intrazellularen €aKonzentrationen umgerechnet.

3.2.3.3 Kalibrierung des Imaging-Systems

Intrazellularer Puffer: 20 mM HEPES, 110 mM KCI, 10 mM Mg&ImM KHPO,, pH 7,2

Da das Imaging-System wie unter 3.2.3.2 beschrieben nur die Ratiobilder 340:380 der
Fluoreszenzbilder nach Anregung mit den Wellenlangen 340 nm bzw. 380 nm darstellte, war
eine Kalibrierung des Systems erforderlich, um dié*-€anzentration zu bestimmen. Die
Kalibrierung des Systems erfolgte durch Puffer mit definierten Konzentrationen an fr&ien Ca
lonen. Die Konzentrationen an freiem?Ca intrazellularem Puffer plus 1 mM EGTA und
definierten Mengen an CaClurden nach (Alexander Fabiato, 1991) berechnet. Danach
wurden Puffer mit definierten Konzentrationen an freient* Gan 25 nM bis 10 uM
hergestellt.

Zur Kalibrierung wurden 100 pl des definierterr@Ruffers auf ein Deckglas gegeben, 1 pM
(Endkonzentration) FURA 2 freie Sdure zugegeben und gut durchmischt. Das Deckglas wurde
auf das Mikroskop des Imaging-Systems Uberfuhrt und mit Licht der Wellenlangen 340 nm
bzw. 380 nm angeregt. Die Emission wurde bei 510 nm gefiltert und die Fluoreszenzbilder
aufgenommen. Mit Hilfe der Imaging Software (Image Master, Version 1.333 for windows)
wurde die Ratio 340:380 gebildet. Anhand dieser Ratiowerte flr verschiedene Konzentrationen

an freiem C& wurde eine Eichkurve erstellt (Abb. 3.2.1).
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Ratio 340/380

[Ca®] [uM]

Abb. 3.2.1: Kalibrierung des Imaging-Systems

Zur Kalibrierung des Imaging-Systems wurden Puffer mit definiertéiKanzentrationen hergestellt, mit
1 uM FURA 2 freier Séaure versetzt und die Emission nach Anregung bei 340 nm bzw. 380 nm bei 510 nm
gemessen. Mit Hilfe der Software (Image Master, Version 1.333 for windows; Photomed/PTI) wurde die

jeweilige Ratio 340/380 gebildet. Aufgetragen sind die Mittelwerte aus mind. 3 Messungen.

Die so erstellte Eichkurve wurde zur Bestimmung der freieazetiularen Ca-Konzentration
genutzt. Bei entscheidenden Anderungen des MeRsystems, z. B. dem Einbau einer neuen UV-
Lampe, wurde die Eichkurve neu erstellt. Daher differiert der Zusammenhang zwischen
Ratiowert und Ca-Konzentration im Laufe dieser Arbeit, da Uber den gesamten Zeitraum 4

verschiedene Eichkurven erstellt wurden.

3.2.4 Bestimmung der Adhésion von T-Lymphozyten

3.2.4.1 Bestimmung der schwachen Adh&sion von T-Lymphozyten

Zur Bestimmung der schwachen Adhasion von T-Lymphozyten wurden Deckglaser wie unter
3.2.2 beschrieben beschichtet. Ca. 8 X2dllen wurden 4 min bei 555 x g zentrifugiert, in 4

ml Ca*-MeRpuffer gewaschen und anschlieRend in 4 ril-RaRpuffer resuspendiert. 40 pl
dieser Zellsuspension und 60 plPGRleRpuffer wurden in die beschichtete Kammer auf dem
Deckglas gegeben und zur Adhéasion 15 min bei RT stehengelassen. Danach wurde das
Deckglas um ca. 45° gekippt und die Zellsuspension mit der Pipette abgesaugt. Die Zellen in
der abgenommenen Suspension wurden im Hamozytometer gezahlt. Die eingesetzte Zellzahl
wurde durch Mischen von 40 pl Zellsuspension plus 60 fi+K@aRpuffer und Zellzahlung im

Hamozytometer bestimmt.
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3.2.4.2 Bestimmung der starken Adhasion der T-Lymphozyten

Vor Bestimmung der starken Adh&sion wurde zunéchst die schwache Adhéasion wie unter
3.2.4.1 beschrieben bestimmt. Nach Absaugen der Zellsuspension zur Bestimmung der
schwachen Adhésion, wurden 100 pF@deRpuffer in die Kammer gegeben und die noch
adharierenden Zellen durch 8-maliges kraftiges Auf- und Abziehen mit der Pipette
resuspendiert und im Hamozytometer gezahlt. Die eingesetzte Zellzahl wurde wiederum durch
Mischen von 40 pl Zellsuspension und 60 pi‘@4eRpuffer und Zahlung im Hamozytometer
bestimmt.

3.2.5 Bestimmung der Spreitung

Nach Kontakt der Zellen mit einem Deckglas, dafd mit einem EZM-Protein in Kombination mit
einer positiv geladenen Polyaminosaure beschichtet war, zeigten die Zellen eine Spreitung, d.
h., dal3 die sonst eher runden T-Lymphozyten sich abflachten. Als gespreitet galt daher eine
Zelle, deren Durchmesser oder langste Achse mind. zweimal so lang war verglichen mit einer
Zelle auf BSA/Poly-L-Lysin, die keine Spreitung zeigte. Zur quantitativen Bestimmung der
Spreitung wurden Zellen auf beschichtete Deckglaser Uberfuhrt und 10 min bei RT zur
Adhéasion stehengelassen. Anschlielend wurde das Verhéltnis von gespreiteten zu nicht

gespreiteten Zellen aus drei Zellfeldern pro Experiment bestimmt.

3.2.6 Herstellung von Zellysaten

3.2.6.1 Beschichtung von Petrischalen

Zur Untersuchung von Tyrosinphosphorylierungen wurden Zellysate hergestelit. Da eine
groRere Zellzahl als fur €aMessungen benétigt wurde, wurden anstatt der Deckglaser
Petrischalenl{ = 11cm) beschichtet. Dazu wurden die Petrischalen mit 5 ml EZM-Protein (5
pag/mlin PBS) im Brutschrank bei 37°C 1 Stunde (oder tber Nacht bei 4°C) inkubiert, zweimal
mit je 5 ml kaltem PBS gewaschen und eine weitere Stunde bei 37°C mit Poly-L-Lysin (50
pa/mlin A. bidest.) oder BSA (2 % in PBS) inkubiert. Nach zweimaligem Waschen mit kaltem
PBS wurden die beschichteten Petrischalen bis zur Messung unter PBS stehengelassen, so dal3
sie nicht trockneten. Als Kontrolle wurden Petrischalen mit BSA (2 % in PBS) und Poly-L-

Lysin (50 pg/mlin A. bidest) in gleicher Weise beschichtet.
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3.2.6.2 Praparation von Zellysaten und Proteinbestimmung

Lysis-Puffer A: 150 mM NacCl, 50 mM Tris, pH 7,5, 1 mMMV@, 500 uM AEBSF, 20 uM
Leupeptin, 1 uM Pepstatin, 10 uM Antipain

Lysis-Puffer B: 150 mM NacCl, 50 mM Tris, pH 7,5, 1 mMM@, 500 uM AEBSF, 20 uM
Leupeptin, 1 uM Pepstatin, 10 uM Antipain, 1 % (v/v) NP-40

Zur Herstellung der Zellysate wurden ca. 150 ml Zellsuspensidrzelién/ml) bei 555 x g 4

min bei Raumtemperatur zentrifugiert, in “ClleRpuffer gewaschen und in 50 ml*Ca

MeRpuffer resuspendiert. Die Zelldichte betrug dann 3*Z#&en/ml.

5 ml dieser Zellsuspension wurden auf eine beschichtete Petrischale gegeben und fur die jeweils

angegebene Zeit zur Adhésion bei Raumtemperatur stehengelassen. Danach wurde der

Uberstand abgenommen, 1 ml eiskalter Lysis-Puffer A zugegeben und die Petrischale auf Eis

Uberfuhrt. Mit Hilfe eines Gummischabers wurden die adharierenden Zellen von der Petrischale

geldst und in ein eiskaltes Eppendorfgefal? tberfuhrt. Dann wurden die Zellen bei 555 x g 4

min bei 4°C zentrifugiert und in 100 pl Lysis-Puffer B resuspendiert. Zur Lysis wurden die

Zellen 10 min auf Eis inkubiert und dann bei 12000 x g bei 4°C 10 min zentrifugiert. Aus dem

Uberstand wurde die Proteinbestimmung durchgefiihrt und der Rest bei -70°C bis zur weiteren

Verarbeitung aufbewahrt. Die Proteinbestimmung erfolgte nach der BioRad-Methode mit Hilfe

einer Eichgeraden mit verschiedenen Konzentrationen an BSA

3.2.6.3 Immunprazipitation
SDS Probenpuffer (1x): 62,5 mM Tris-HCI, pH 6,8, 10 % (v/v) Glycerol, 2 % (w/v) SDS,

5 % (v/v)B-Mercaptoethanol, 0,00125 % (w/v) Bromophenolblau
Zur Bestimmung der Tyrosinphosphorylierung von Proteinen und vorylPk@irde nach
Herstellung der Zellysate eine Immunprazipitation durchgefihrt. Dazu wurde anti-
Phosphotyrosin Antikorper (3 g, polyclonal, rabbit, Upstate) oder anydPIA@Gtikorper
(1:125, polyclonal, rabbit, Pharmingen) mit 25 pl Protein G-Sepharose-Perlen (50 % wi/v in
Lysis-Puffer B, s. 3.2.6.3) in 250 pl Lysis-Puffer B 2 h im Kuhlraum geschiittelt, anschlie3end
bei 12000 x g 1 min bei 4°C zentrifugiert und dreimal mit je 800 pl kaltem Lysis-Puffer B
gewaschen. Dann wurden 500 pg Protein aus den Zellysaten in 250 pl Lysis-Puffer B
zugegeben und weitere 2 h im Kihlraum geschittelt. Anschlie3end wurde wiederum bei 12000
X g 1 min bei 4°C zentrifugiert und dreimal mit je 800 ul kaltem Lysis-Puffer B und einmal mit
kaltem PBS-Puffer gewaschen. Das Pellet wurde dann in 35 pl SDS-Probenpuffer (zweifach

konzentriert) resuspendiert und 4 min bei 95°C gekocht. Die Probe wurde erneut 1 min bei
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12000 x g bei 4°C zentrifugiert und der Uberstand entweder direkt auf ein SDS-Gel

aufgetragen oder bei -70°C aufbewahrt.

3.2.6.4 Gelelektrophorese

SDS Laufpuffer: 25 mM Tris, 192 mM Glycin, 0,1 % (w/v) SDS

Die Auftrennung der Zellysate oder Immunprazipitate erfolgte mit Hilfe von Gelelektrophorese
nach der Methode von Laemmli. Dazu wurden 7,5 %ige oder 10 %ige Polyacrylamidgele (8 x

6 cm, 0,75 mm dick), wie in Tab. 3.2.1 dargestellt, hergestelit.

Trenngel 7,5 %| Trenngel 10 % Sammelgel 3 %

0,5 M Tris, pH 6,8 — — 2,5 ml

1,5 M Tris, pH8,8 2,5ml 2,5 ml —
Acrylamid (30 %) 2,5 mi 3,3 mi 1,0 ml

A. bidest 4,8 mi 4,0 mi 6,3 mi
TEMED 10 pl 10 pl 10 pl

SDS (10 % wi/v) 100 pl 100 pl 100 pl

APS (10 % w/v) 100 pl 100 pl 100 pl

Tab. 3.2.1: Zusammensetzung der Polyacrylamidgele

Vor dem Auftragen auf das Gel wurden die Proben bei 95°C 5 min in SDS-Probenpuffer
inkubiert und 60 pg Protein pro Tasche (Zellysate) bzw. 30 pl des Immunpréazipitats
aufgetragen. Die Proteine wurden bei 17 mA in einer Hoefer Elektrophoresekammer

aufgetrennt.

3.2.6.5 Western Blot

Blot-Puffer: 192 mM Glycin, 25 mM Tris, 0,1 % (w/v) SDS, 20 % (v/v) Methanol

TBS-Puffer: 1,4 M NacCl, 0,1 M Tris, pH 8,0

Die aufgetrennten Proteine wurden im Naf3blotverfahren (3 h, 550 mA, bei 4°C) auf eine
Nitrocellulose-Membran uberfuhrt. AnschlieRend wurde die Membran in TBS-Puffer kurz
gewaschen und dann mit 5 % Magermilchpulver in TBS/0,5 % Tween 20 fir 1 Stunde bei 4°C
abgedeckt, um unspezifische Bindungen des Antikdrpers zu vermeiden. Danach wurde der
erste Antikdrper in 2,5 % Magermilchpulver in TBS/0,5 % Tween 20 utber Nacht bei 4°C

inkubiert. Nach dreimaligem Waschen der Membran mit 2,5 % Magermilchpulver in TBS/0,5
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% Tween 20 fur jeweils 10 min, wurde mit dem zweiten, Peroxidase-gekoppelten AntikGrper
eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurde intensiv mit TBS/0,5 % Tween 20
mehrmals gewaschen, im letzten Schritt dann nur mit TBS. Die Detektion erfolgte mittels
Chemilumineszenz mit dem ECL-Kit von Amersham. AnschlielRend wurde der Film in der

Dunkelkammer entwickelt, fixiert, gewassert und getrocknet.

3.3 Statistische Auswertung

Soweit nicht anders angegeben, sind alle angegebenen Werte Mittelterte
Standardabweichung aus mind. 3 unabhangigen Experimenten. Die Berechnung signifikanter
Unterschiede zwischen verschiedenen Melireihen erfolgte mit Hilfe des ungepaarten t-Tests
nach Student. Zur Berechnung der Inhibition de&-Sgnals wurden die Mittelwerte der
einzelnen Zellen aus verschiedenen Experimenten zu einem bestimmten Zeitpunkt (z. B. 10 min
nach Stimulation) gebildet. Die prozentuale Inhibition bezieht sich auf eine 100%-ige
Stimulation der Zellen mit Laminin/Poly-L-Lysin ohne Inhibitor, wobei der Mittelwert der
basalen C&Konzentration (von unstimulierten Zellen auf BSA/Poly-L-Lysin) jeweils

abgezogen wurde.
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4. Ergebnisse

4.1 Adhasion, C&"-Signale und Spreitung von T-Lymphozyten auf Laminin/Poly-L-
Lysin und Collagen IV/Poly-L-Lysin

4.1.1 Adhésion von T-Lymphozyten auf Laminin/Poly-L-Lysin

Weismann et al (1997) zeigten, dal3 Kontakt von Jurkat T-Lymphozyten mit einer
Beschichtung von Deckglasern aus Laminin und BSA zu einer Erh6éhung der intrazellularen
Ca&*-Konzentration fiihrte. Ein Problem bei diesen Messungen war die schwache Adhasion der
T-Lymphozyten auf den mit Laminin und BSA beschichteten Deckglasern, so daf3 die Zellen im
Laufe der Messungen am digitalen Imaging-System nicht innerhalb des Fokus oder des
Bildausschnitts der digitalen Kamera blieben und ihf*-S@nal somit nicht weiter verfolgt
werden konnte. Daher wurde zu Beginn dieser Arbeit nach einer Méglichkeit gesucht, die
Zellen starker zu adharieren. Aus Versuchen mit BSA und Poly-L-Lysin beschichteten
Deckglasern war bekannt, dal3 sich Poly-L-Lysin gut eignet, die nicht adharenten T-
Lymphozyten an die Deckglaser anzuheften ohne sie dabei zu stimulieren (vgl. Kontrollen bei
Weismann et al, 1997 und Guse et al, 1997). Daher wurde zunachst eine Beschichtung aus
Laminin und Poly-L-Lysin gewahlt und die Adhésion der T-Lymphozyten mit dem

Adhésionsassay wie in Material und Methoden unter 3.2.4 beschrieben bestimmt (Abb. 4.1.1).
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Abb. 4.1.1: Adhasion der £llen auf verschiedenen Beschichtungen

Zur Bestimmung der Adhéasion wurden Deckglaser mit BSA, BSA/Poly-L-Lysin, Laminin/BSA oder
Laminin/Poly-L-Lysin beschichtet. T-Lymphozyten wurden auf die beschichteten Deckglaser Uberfuhrt und
nach 15 min die schwache und die starke Adhasion wie in Material und Methoden (3.2.4) beschrieben
bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte Standardfehler aus mind. 5 Experimenten. Die Sternchen
markieren einen signifikanten Unterschied (P>0,95) jeweils fur die schwache und die starke Adhasion ermittelt

durch den t-Test nach Student verglichen mit Zellen auf BSA.

Die schwache wie auch die starke Adhasion der T-Lymphozyten ist auf einer Beschichtung aus
Laminin/Poly-L-Lysin deutlich hdher verglichen mit der Adhasion von Zellen auf einer
Beschichtung aus Laminin/BSA oder auch BSA/Poly-L-Lysin (Abb. 4.1.1). Dabei scheinen

Laminin und Poly-L-Lysin synergistische Effekte auf die Adhasion der Zellen zu haben.

4.1.2 C&"-Signale und Spreitung der T-Lymphozyten auf Laminin/Poly-L-Lysin

Interessanterweise zeigten Jurkat T-Lymphozyten nach Kontakt mit Laminin/Poly-L-Lysin
neben der oben beschriebenen verstarkten Adhésion eine Spreitung sowie eine wesentlich

erhohte intrazellulare CaKonzentration verglichen mit Zellen auf Laminin/BSA.
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Abb. 4.1.2: Stimulation intrazellularer Ca**-Signale durch Laminin

Deckglaser wurden mit Laminin/BSA (A; C; D) oder Laminin/Poly-L-Lysin (B; E; F) beschichtet, T-
Lymphozyten auf die beschichteten Deckglaser tUberfihrt und 15 min zur Adhésion stehengelassen. Die
Durchlichtbilder (A, B, C) wurden mit einem Phasenkontrastmikroskop bei einer 630-fachen VergrofRerung
aufgenommen. Fir die Falschfarbenbilder (D, E, F, G, H, I) wurden mit FURA 2 AM beladene T-Lymphozyten
auf die beschichteten Deckglaser tberfiihrt und die intrazelluldre Ca®*-Konzentration 2 und 10 min nach
Kontakt der Zellen mit der Beschichtung ratiometrisch wie in Material und Methoden beschrieben bestimmt.
Der Pfeil in C markiert eine Zelle, die aufgrund ihrer Grof3e eine hthere Konzentration an FURA 2 AM hatte,
so daf? die Intensitét des emittierten Lichtes aufferhalb des dynamischen Bereiches der CCD-Kamera lag.
Solche Zellen wurden nicht in die Auswertung einbezogen. Gezeigt sind représentative Experimente in der
Poenie-Tsien-Darstellung (s. Material und Methoden, 3.2.3.2) aus mind. 15 Versuchen.

Anhand der Durchlichtbilder ist deutlich zu erkennen, da3 T-Lymphozyten, die auf
Laminin/BSA (Abb. 4.1.2 A) beschichteten Deckglasern hafteten, keine Spreitung zeigten.
Hingegen befanden sich fast dle Zdlen auf Laminin/Poly-L-Lysin nach 15 min in einem
gespreiteten Zustand (Abb. 4.1.2 B).
Die Anderung der intrazelluldren Ca?*-Konzentration in Abhangigkeit der Beschichtung ist
ebenfals in Abb. 4.1.2 as Falschfarbenbild (vgl. Materia und Methoden, 3.2.3.2) dargestellt.
Hier ist zu erkennen, dal3 Zellen auf Laminin/BSA (Abb. 4.1.2 C und D) eine leicht erhthte
#.Konzentration im Vergleich zu Zellen auf BSA/Poly-L-Lysin (Weismann et
et a, 1997) zeigten, wohingegen Zellen auf Laminin/Poly-L-Lysin (Abb. 4.1.2 E und F) eine

stark erhohte intrazelludre Ca?*-K onzentration hatten.
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In Kontrollexperimenten konnte festgestellt werden, dal3 Poly-L-Lysin in Kombination mit
BSA die T-Lymphozyten nach Kontakt weder zu einer Spreitung noch ZuS{@aalen
stimulierte. Die Daten fir BSA/Poly-L-Lysin sind vergleichbar mit denen auf BSA allein, mit
der Ausnahme, daf} die Adhasion auf BSA/Poly-L-Lysin starker war (vgl. Abb. 4.1.1). In
Bezug auf die CaSignale scheint Poly-L-Lysin in Kombination mit Laminin also den Effekt

von Laminin allein zu verstarken, wahrend die Spreitung der Zellen als neu zu beobachtendes

Phanomen hinzukommit.

4.1.3 Untersuchung der Adhésion auf Laminin/Poly-L-Lysin

Die Adhésion der T-Lymphozyten auf Laminin/Poly-L-Lysin wurde unter verschiedenen

Bedingungen und an mehreren Zeitpunkten bestimmt (Abb. 4.1.3).

100
B | n/PL
— g0 - ¥ Ln/PL+EGTA
5 ¢ |n/PL + anti-p1
E’ ® BSA/PL
o 60— A BSA/PL+Tg
©
C
@
o 40 —
S
5
c 20 —
S,
0 —
[ [ [ [
0 200 400 600

Zeit [s]

Abb. 4.1.3: Zeitwerlauf der starken Adhésion unter verschiedenen Bedingungen

T-Lymphozyten wurden auf BSA/Poly-L-Lysin oder Laminin/Poly-L-Lysin beschichtete Deckglaser
Uberfuhrt und die starke Adhéasion wie in Material und Methoden (3.2.4.2) beschrieben bestimmt. Die Zellen
wurden hierbei mit Thapsigargin (Tg, 1 pM) oder EGTA (2 mM) 2 min bei RT oder mit einenf3lanti-
Integrin Antikodrper (10 pg/ml) 30 min bei RT vorinkubiert. Dargestellt sind die Mittelwe@tandardfehler

aus mind. 5 unabhéangigen Versuchen.
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Weismann et al (1997) haben durch Vorinkubation der Zellen mit spezifischen Antikorpern
gezeigt, daR die €aSignale der T-Lymphozyten nach Kontakt mit Laminin/BSA (toé1-
Integrine vermittelt werden. Zunachst sollte daher die Frage geklart werden, ob die Adhasion
der Zellen auf Laminin/Poly-L-Lysin ebenfalls dur@i-Integrine vermittelt wirde. Dazu
wurden die Zellen mit einem spezifischen @ti- Integrin  Antikdrper (P4C10,
LifeTechnologies) vorinkubiert und die starke Adh&sion der Zellen auf Laminin/Poly-L-Lysin
zu verschiedenen Zeitpunkten bestimmt. Deutlich zu sehen ist, dal3 die Adh&sion der Zellen auf
Laminin/Poly-L-Lysin durch Vorinkubation mit anfd Integrin AntikGrper nur geringfigig
beeinflut wurde. Die verstarkte Adhasion der Zellen auf Laminin/Poly-L-Lysin scheint also
nicht durchp1-Integrine vermittelt zu werden.

Ferner sollte die Frage geklart werden, ob die Adhasion abhangig vom intrazelluldten Ca
Spiegel der Zellen ware, der nach Kontakt der T-Lymphozyten mit Laminin/Poly-L-Lysin stark
erhoht war (vgl. 4.1.2.). Dazu wurden die Zellen mit 2 mM EGTA vorinkubiert, so dafl? ein
Ca*-Einstrom in die Zellen und die dadurch bewirkte Erhéhung der intrazellular&n Ca
Konzentration unterbunden wurde. Die Ergebnisse in Abb. 4.1.3. zeigen, dal3 die Adhasion der
Zellen auf Laminin/Poly-L-Lysin auch unabh&ngig von der langanhaltenden Phase der erhohten
intrazellularen Ca-Konzentration war.

Als weiterer Hinweis wurde ebenfalls die Adh&sion von Zellen auf BSA/Poly-L-Lysin
bestimmt, die mit Thapsigargin vorinkubiert waren. Thapsigargin ist ein Hemmstoff tfer Ca
ATPase des endoplasmatischen Reticulums, so daR es nach Entleerung der intrazefitdaren Ca
Speicher Uber den kapazitativen Mechanismus (Putney et al, 1986) zu einem Einstrom von
Ca* von auRerhalb der Zelle kommt, die intrazellularé*-®anzentration also steigt. So
stimulierte T-Lymphozyten zeigten aber keine Erhéhung der Adhésion auf BSA/Poly-L-Lysin
verglichen mit unstimulierten Zellen.

Die Adhésion der Zellen auf Laminin/Poly-L-Lysin war also unabhéngig von der intrazellularen

Ca*-Konzentration und wurde nicht Uib@t-Integrine vermittelt.

4.1.4 Abhéngigkeit der Adhasion von Polyaminosauren

Zur weiteren Charakterisierung der Adhasion wurden Beschichtungen mit BSA, Laminin oder
Collagen Typ 1V, als weiterem Protein der extrazellularen Matrix, jeweils in Kombination mit
verschiedenen Polyaminosauren untersucht. Ziel war es zu klaren, ob die Adhasion der Zellen
abhangig ware von der Ladung der Polyaminosdure. Daher wurden als positiv geladene

Polyaminosauren Poly-L-Lysin, Poly-D-Lysin und Poly-L-Arginin eingesetzt, als neutrale aber
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polare Polyaminosdure Poly-D,L-Serin und Poly-L-Glutaminsdure as negativ geladene
Polyaminosdure. Es wurden jewells die schwache und die starke Adhasion der Zellen 15 min
nach Kontakt zur jeweiligen Beschichtung bestimmt (Abb. 4.1.4).
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Abb. 4.1.4: Adhésion und Spreitung von T-Lymphozyten auf verschiedenen Beschichtungen

Jurkat T-Lymphozyten wurden auf Deckgléser mit verschiedenen Beschichtungen gegeben und die
schwache und starke Adhésion nach 15 min wie in Materia und Methoden (3.2.4) beschrieben bestimmt.
Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardfehler von mind 5 Experimenten. Die Sternchen markieren
signifikante Abweichungen (P>0,95) nach dem t-Test nach Student gegen BSA (A), Ln/BSA (B) und Col/BSA
(C). Ferner wurde die Spreitung der Zellen wie in Material und Methoden (3.2.5) beschrieben bestimmt. ,, +*
bedeutet, dal3 mind. 75 % der Zellen 15 min nach Kontakt mit der Beschichtung gespreitet waren.
Abklrzungen: PL, Poly-L-Lysin; PDL, Poly-D-Lysin; PA, Poly-L-Arginin; PS, Poly-D,L-Serin; PG, Poly-L-
Glutaminséure; Ln, Laminin |; Col, Collagen Typ IV
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Die Adhéasionsversuche auf BSA in Kombination mit einer Polyaminosaure (Abb. 4.1.4 A)
belegten die Ladungsabhangigkeit der Adhasion sehr gut. So adhérierten Zellen auf einer
Beschichtung aus BSA in Kombination mit Poly-L- oder D-Lysin, sowie mit Poly-L-Arginin
wesentlich starker als auf BSA allein oder in Kombination mit Poly-D,L-Serin. Auf einer
Beschichtung aus BSA kombiniert mit Poly-L-Glutaminsaure war die starke Adhé&sion dagegen
so gut wie nicht mehr vorhanden (Abb. 4.1.4 A).

T-Lymphozyten in Kontakt mit den extrazellularen Matrixproteinen Laminin oder auch
Collagen Typ IV in Kombination mit BSA zeigten schon eine hthere Adhasion verglichen mit
BSA allein. Die Adhéasion wurde aber auch hier durch die positiv geladenen Polyaminosduren
deutlich verstarkt und nahm zur negativ geladenen Polyaminosaure hin ab (Abb. 4.1.4 B und
C).

Die starke Adhasion der Zellen an Beschichtungen mit Poly-L-Lysin war also nicht spezifisch
fur Poly-L-Lysin, da sie durch andere positiv geladene Polyaminosduren ersetzt werden
konnte. Hingegen scheint die Ladungswechselwirkung zwischen negativ geladener
Zellmembran und positiv geladenen Polyaminoséuren wie Poly-L- oder -D-Lysin und Poly-L-
Arginin die Adh&sion der Zellen zu verstarken.

Ferner war die Spreitung der Zellen auf Beschichtungen aus Laminin oder Collagen Typ IV nur
in Kombination mit positiv geladenen Polyaminosduren zu beobachten. Beschichtungen aus
Laminin sowie Collagen Typ IV allein und Kombinationen dieser EZM Proteine mit Poly-D,L-
Serin oder Poly-L-Glutaminsdure fuhrten dagegen zu keiner Spreitung der Zellen. Ebenfalls
konnte auf BSA allein oder in Kombination mit einer Polyaminosdure nie eine Spreitung
beobachtet werden (s. Abb. 4.1.4 A).

4.1.5 C&"-Signale in Abhangigkeit der Polyaminosaure

Wahrend in Kapitel 4.1.4 die Adhasion in Abhéangigkeit der Polyaminosaure untersucht wurde,
solliten hier die C&Signale in Abhangigkeit der Beschichtungen bestimmt werden. Dazu
wurde die intrazellulare CGaKonzentration von T-Lymphozyten gemessen, die auf
Beschichtungen aus Laminin bzw. Collagen Typ IV in Kombination mit einer positiv geladenen
Polyaminosaure hafteten. Als Kontrolle dienten Zellen auf Beschichtungen aus BSA/Poly-L-

Lysin. Reprasentative €aMessungen sind in Abb. 4.1.5 dargestellt.
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Abb. 4.1.5: Zeiterlaufe der C&*-Signalgebung von T-Lymphozyten auf Laminin und Collagen Typ IV

jeweils kombiniert mit positiv geladenen Polyaminoséauren

FURA 2-AM beladene T-Lymphozyten wurden auf Deckglaser mit verschiedenen Beschichtungen utberfuhrt

und die intrazellulare G&Konzentration alle 20 s Uber 15 min gemessen. Auf der linken Seite sind

reprasentative Experimente von Zellen auf BSA/Poly-L-Lysin (A), Laminin/Poly-L-Lysin (B), Laminin/Poly-L-

Arginin (C), Collagen IV/Poly-L-Lysin (D), Collagen IV/Poly-L-Arginin (E) dargestellt. Auf der rechten Seite

sind die berechneten Durchschnittswerte der jeweiligen Experimente gezeigt (F-J; n=Anzahl der Zellen). Die

gestrichelte Linie zeigt die basale intrazellularé'@nzentration von unstimulierten Zellen auf BSA/Poly-L-

Lysin.
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Unstimulierte T-Lymphozyten, die auf BSA/Poly-L-Lysin hafteten, zeigten eine intrazellulare
Ca*-Konzentration von 9% 21 nM (n=99), die als basale intrazellulare”*@@nzentration
definiert wurde. Dagegen zeigten Zellen nach Kontakt mit Beschichtungen aus Laminin in
Kombination mit Poly-L-Lysin bzw. Poly-L-Arginin eine Zunahme der intrazellularefi-Ca
Konzentration auf 31% 13 nM (n=196) bzw. 294 8 nM (n=238) 10 min nach Kontakt der
T-Lymphozyten mit der Beschichtung. Das*Cgignal stieg dabei innerhalb der ersten 2 min
nach Kontakt der Zellen mit der Beschichtung an und die erhdRteKGazentration wurde

bis zu einer Stunde aufrecht erhalten (langeré&-Klassungen waren aus technischen Grinden
nicht moglich).

Vergleichbare Ergebnisse wurden fur Zellen gefunden, die auf Beschichtungen aus Collagen
Typ IV und Poly-L-Lysin bzw. Poly-L-Arginin hafteten. Hier stieg die intrazellularé-Ca
Konzentration auf 262 15 nM (n=156) auf Collagen Typ IV/Poly-L-Lysin und auf 2084

nM (n=161) auf Collagen Typ IV/Poly-L-Arginin.

Desweiteren wurden €aSignale von T-Lymphozyten in Bezug auf verschiedene
Polyaminosauren untersucht. Dazu wurden wiederum Deckglaser mit BSA in Kombination mit
einer Polyaminosaure, sowie mit Laminin bzw. Collagen Typ IV in Kombination mit einer
Polyaminosaure beschichtet und die intrazellularé-Kanzentration der Zellen 10 min nach

Kontakt mit der Beschichtung gemessen (Abb. 4.1.6).
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Abb. 4.1.6: Erhdhung der intrazellularen Ca?*-Konzentration in Abhangigkeit von der Beschichtung

Die intrazellulare C#H-Konzentration von T-Lymphozyten wurde ratiometrisch wie in Material und
Methoden (3.2.3) beschrieben 10 min nach Kontakt der Zellen bei RT mit BSA (2%)/Polyaminosaure (A),
Laminin (5 pg/ml)/Polyaminoséure (B) oder Collagen IV/Polyaminosaure (C) gemessen (Polyaminosaure
jeweils 50 pg/ml). Dargestellt sind die Mittelwerte Standardfehler von mind. 100 Zellen aus mind. 5
unabhéngigen Versuchen. Die Sternchen markieren signifikante Unterschiede (P>0,95) gegen BSA (A),
Laminin/BSA (B) oder Collagen IV/BSA (C) nach dem t-Test nach Student. Abkiirzungen: PL, Poly-L-Lysin;
PDL, Poly-D-Lysin; PA, Poly-L-Arginin; PS, Poly-D;L-Serin; PG, Poly-L-Glutamins&ure; Ln, Laminin I; Col,
Collagen Typ IV
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In den Kontrollexperimenten, in denen T-Lymphozyten auf Beschichtungen aus BSA und einer
Polyaminosaure hafteten, zeigten die Zellen eine basale intrazellufir&oBaentration von

95 bis 120 nM (Abb. 4.1.6 A) 10 min nach Kontakt der Zellen mit der Beschichtung. Diese
Konzentration blieb tber den gesamten Zeitraum der Messung konstant (vgl. Abb. 4.1.5 A und
F).

Nach Kontakt mit Beschichtungen aus Laminin bzw. Collagen Typ IV in Kombination mit
BSA zeigten T-Lymphozyten eine leicht erhohte intrazellularé-Kanzentration von 12%

17 nM (n=197) bzw. 142 17 nM (n=223). Diese Daten sind in Uberdingtung mit
Ergebnissen von Weismann et al (1997). Eine Adhasion der Zellen an eine Beschichtung aus
Laminin bzw. Collagen Typ IV in Kombination mit einer positiv geladenen Polyaminosaure
fuhrte dagegen zu einer signifikant hohererd-®anzentration von 263 15 nM (Col/PL;
n=156) bis zu 31% 13 nM (Ln/PL; n=196) verglichen mit Zellen auf Laminin bzw. Collagen
Typ IV. Kontakt der Zellen zu einer Beschichtung aus Laminin bzw. Collagen Typ IV in
Kombination mit Poly-DL-Serin bzw. Poly-L-Glutamindure fuhrte dagegen zu keiner
signifikanten Erhéhung der €aKonzentration in den Zellen verglichen mit Zellen, die auf den
EZM Proteinen kombiniert mit BSA hafteten. Einzige Ausnahme bildete hierbei der Kontakt
der Zellen zu einer Beschichtung aus Collagen Typ IV in Kombination mit Poly-D,L-Serin.
Hier war die Erh6hung auf 18215 nM (n=91) zwar relativ gering, aber dennoch signifikant

verglichen mit Zellen auf Collagen Typ IV/BSA.

Zusammenfassend laRt sich also feststellen, daR dieSaale wie die Adhasion der T-
Lymphozyten ebenfalls durch die vorhandene Polyaminoséure beeinflul3t wurden in dem Sinne,
dal3 auch hier die Stimulation der Zellen durch die EZM Proteine Laminin und Collagen Typ
IV durch Kombination mit einer positiv geladenen Polyaminoséure wesentlich verstarkt wurde.
Da auch hier Poly-L-Lysin durch die anderen positiv geladenen Polyaminosauren Poly-D-Lysin
sowie Poly-L-Arginin ersetzt werden konnte, ist eine spezifische Wirkung von Poly-L-Lysin
auszuschlie3en, zumal auch die Kontrollen auf BSA/Poly-L-Lysin keine Stimulierung der

Zellen zeigten.



Ergebnisse 43

4.1.6 Untersuchung der Spezifitat der C4-Signale auf Laminin/Poly-L-Lysin

Weismann et al (1997) konnten in Versuchen mit spezifischen Antikérpern zeigen, %dalR Ca
Signale von Jurkat T-Lymphozyten nach Kontakt mit Laminin durch a%l-Integrin
vermittelt werden. Daher wurden zur weiteren Charakterisierung d&rSigaale der T-
Lymphozyten nach Kontakt mit einer Beschichtung aus Laminin/Poly-L-Lysin die Zellen mit
einem spezifischen arpid Integrin Antikbrper (P4C10) vorinkubiert und anschlieRend die

intrazellulare C4-Konzentration gemessen (Abb. 4.1.7).
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Abb. 4.1.7: Zeiterlauf der Laminin-vermittelten intrazelluldren Ca?-Konzentration unter
verschiedenen Bedingungen

T-Lymphozyten wurden auf Deckglaser Uberfiihrt, die entweder mit BSA (2%)/Poly-L-Lysin (50 pg/ml)
oder Laminin (5 pg/ml)/Poly-L-Lysin (50 pg/ml) beschichtet waren. Fir die Inhibitionsversuche wurden die
Zellen vor Kontakt mit Laminin/Poly-L-Lysin mit anfi1 Integrin Antikdrper (10 pg/ml) 30 min oder mit
EGTA (2 mM) 3 min bei RT inkubiert. Die aMessung erfolgte alle 20 s liber 15 min. Gezeigt sind

reprasentative Experimente von mind. 6 unabh&angigen Versuchen.

Es ist deutlich zu erkennen, dafl? Vorinkubation der Zellen mit dem spezifischeBil anti-
Integrin Antikorper zu einer fast kompletten Inhibition des*ignals flhrte. Die
intrazellulare C#-Konzentration der vorinkubierten Zellen auf Laminin/Poly-L-Lysin war
vergleichbar mit der von unstimulierten Zellen, die auf BSA/Poly-L-Lysin hafteten. Das starke
Ca*-Signal der Zellen nach Kontakt mit Laminin/Poly-L-Lysin wurde also ausschlieRlich durch

B1-Integrine vermittelt.
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Ferner wurde untersucht, ob ein®G&instrom von auBerhalb der Zellen zu der erhchten
intrazellularen C&-Konzentration fiihrte. Dazu wurden die Zellen 10 min mit 2 mM EGTA
vorinkubiert und anschlieRend die intrazellulare** ®mnzentration gemessen. Auch hier
konnte die Stimulation der T-Lymphozyten inhibiert werden (ndhere Untersuchungerfdes Ca

Einstroms folgen in Kap. 4.5).

Zusammenfassend ist demnach festzustellen, daR die Erhohung der intrazellufsren Ca
Konzentration der T-Lymphozyten nach Kontakt mit Laminin/Poly-L-Lysin d{ttntegrine

vermittelt und durch einen Einstrom von extrazellulareri Badingt wurde.
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4.2 Versuche zur Signaltransduktion nach Stimulierung der T-Lymphozyten

durch Laminin/Poly-L-Lysin

Wie in Kap. 4.1 beschrieben flihrte der Kontakt von Jurkat T-Lymphozyten mit einer

Beschichtung aus Laminin/Poly-L-Lysin

1. zu einer verstarkten Adhasion der Zellen verglichen mit Zellen auf einer Beschichtung aus
Laminin/BSA

2. zu einer stark erhéhten intrazellulareri*@nzentration verglichen mit Zellen auf einer
Beschichtung aus Laminin/BSA

3. zu einer Spreitung der Zellen.

Zur Aufklarung der Signaliibertragung wurden zunéchst verschiedene spezifische Inhibitoren

eingesetzt und deren Wirkung aufC8ignale und Spreitung der Zellen untersucht.

4.2.1 Rolle von Integrinen

Weismann et al (1997) haben gezeigt, daf3 bei Jurkat T-Lymphozyten der Rezeptor flr Laminin
dasa6B1-Integrin ist. Im Rahmen dieser Arbeit sind daher ebenfalls Experimente mit einem
spezifischen anfg1 Integrin Antikdrper durchgefiihrt worden. Dabei konnte sowohl d&s Ca
Signal der Zellen nach Kontakt mit Laminin/Poly-L-Lysin wie auch die Spreitung inhibiert
werden (vgl. Kap. 4.1), nicht aber die starke Adhéasion der Zellen. Ferner s6[gi&dntegrin

als Laminin-Rezeptor bekannt (E. Lee et al, 1992). Daher wurden T-Lymphozyten mit einem
spezifischen anf84 Integrin Antikorper vorinkubiert und auf Laminin/Poly-L-Lysin

beschichtete Deckglaser gegeben (Abb. 4.2.1).
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Abb. 4.2.1: Rdle von B4-Integrinen bei Laminin-vermittelten Ca?*-Signalen

T-Lymphozyten wurden auf BSA/Poly-L-Lysin oder Laminin/Poly-L-Lysin beschichtete Deckglaser
uberfiihrt und die intrazellulare EaKonzentration (A) sowie die Spreitung der Zellen (B) wie in Material und
Methoden beschrieben bestimmt. Fur die Inhibitionsversuche wurden die Zellen vor Kontakt mit Laminin/Poly-
L-Lysin mit antif31 Integrin Antikdrper (P4C10), anfi4 Integrin Antikérper (CD104) oder IgG (je 10 pg/ml)
30 min bei RT inkubiert. Dargestellt sind jeweils die Mittelwett&tandardabweichung nach 10 min aus

mind. 3 Versuchen.

Abb. 4.2.1 A zeigt die intrazellulare €&onzentration 10 min nach Kontakt der Zellen mit
Laminin/Poly-L-Lysin. Hier ist eine deutliche Hemmung de$*Gagnals nach Vorinkubation

mit antif31 Integrin AntikGrper zu sehen. Vorinkubation mit gdi{ntegrin Antikorper fuhrte
ebenfalls zu einer geringen Hemmung de$*-Smnals, die jedoch nach dem t-Test nach
Student nicht signifikant war (P=0,78). Kontrollversuche, in denen die Zellen mit einem IgG
gleichen Isotyps als Kontrolle vorinkubiert wurden, beeinfluRten d&sSal dagegen nicht
(Abb. 4.2.1 A).

Ebenso war die Spreitung der Zellen auf Laminin/Poly-L-Lysin nach Vorinkubation mpanti-
Integrin Antikérpern stark inhibiert, nicht aber nach Vorinkubation mit demf&ntiategrin
Antikorper (Abb. 4.2.1 B). DaB4-Integrin scheint also weder bei der"Eaignalgebung noch

bei der Spreitung der T-Lymphozyten auf Laminin/Poly-L-Lysin eine Rolle zu spielen, wahrend

dasP1-Integrin essentiell fur die Signallibertragung beider Prozesse ist.
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4.2.2 Rolle von Tyrosinkinasen

Weismann (personliche Mitteilung) zeigte bereits, daf? durch Vorinkubation der T-
Lymphozyten mit Genistein, einem Tyrosinkinase-Inhibitor, d&s-Signal nach Kontakt der
Zellen mit Laminin/BSA gehemmt werden konnte. Daher wurde die Rolle von Tyrosinkinasen
auch in Bezug auf die Stimulation durch Kontakt der Zellen mit Laminin/Poly-L-Lysin
untersucht (Abb. 4.2.2).
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Abb. 4.2.2: Wirkung von Genistein und Daidein auf die Laminin-vermittelte Ca®*-Signalgebung und
Spreitung der Zellen

T-Lymphozyten wurden auf BSA/Poly-L-Lysin oder Laminin/Poly-L-Lysin beschichtete Deckglaser
uberfiihrt und die intrazellulare €aonzentration (A) sowie die Spreitung (B) der Zellen 10 min nach
Kontakt mit der jeweiligen Beschichtung bestimmt. Fir die Inhibitionversuche wurden die Zellen vor Kontakt
mit Laminin/Poly-L-Lysin mit Genistein bzw. Daidzein (je 80 pg/ml) 10 min bei RT inkubiert. Dargestellt sind

die Mittelwertet Standardabweichung aus je 6 Versuchen.

Vorinkubation der Zellen mit Genistein inhibierte sowohl da&-Smnal (Abb. 4.2.2 A) als

auch die Spreitung (Abb. 4.2.2 B) der T-Lymphozyten auf Laminin/Poly-L-Lysin. Daidzein als
wirkungsloses Analogon des Genisteins zeigte dagegen keine Effekte aufdSgaa noch

auf die Spreitung der Zellen (Abb. 4.2.2 A und B). Da Genistein ein Inhibitor fir viele
Tyrosinkinasen ist, wurde nach diesen Ergebnissen ein spezifischer Inhibitor fir src-Kinasen
eingesetzt. In Versuchen zur Messung der Enzymaktivitdt, hemmt PP2 die Tyrosinkinasen
p56% und p59" schon in nanomolaren Konzentrationen (Hanke et al, 1996). In den folgenden

Versuchen wurden verschiedene Konzentrationen von PP2 eingesetzt und die intrazellulare
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Ca*-Konzentration 300 s nach Kontakt der Zellen mit Laminin/Poly-L-Lysinifnest (Abb.
4.2.3).
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Abb. 4.2.3: Wirkung von PP2 auf die Laminin-vermittelte C&*-Signalgebung und Spreitung der Zellen
T-Lymphozyten wurden auf BSA/Poly-L-Lysin oder Laminin/Poly-L-Lysin beschichtete Deckglaser
uberfiihrt und die intrazellulare €aKonzentration (A) sowie die Spreitung (B) der Zellen 10 min nach
Kontakt mit der jeweiligen Beschichtung bestimmt. Fur die Inhibitionsversuche wurden die Zellen vor Kontakt
mit Laminin/Poly-L-Lysin mit verschiedenen Konzentrationen an PP2 20 min bei RT inkubiert. Dargestellt
sind die Mittelwertex Standardabweichung aus mind. 3 Versuchen. Die Sternchen markieren signifikante

Unterschiede (P>0,95) nach dem t-Test nach Student gegen nicht behandelte Zellen auf Laminin/Poly-L-Lysin.

Vorinkubation mit 1,3 pM PP2 zeigte eine signifikante Hemmung d&sSmals 300 s nach
Kontakt der T-Zellen mit Laminin/Poly-L-Lysin (P>0,99; Abb. 4.2.3 A). Diese Ergebnisse
stimmen recht gut mit den Ergebnissen von Hanke el386) Uberein. Bei quantitativen
Untersuchungen der Tyrosinphosphorylierung eines Proteins von 70 kD im Western Blot von
T-Zellen nach Stimulation Uber den T-Zell-Rezeptor, fanden Hanke et al (1996) eine
signifikante Inhibition der Tyrosinphosphorylierung nach Vorinkubation mit 1 uM, 10 pM und
100 pM PP2.

Ebenso wurde die Spreitung der Zellen auf Laminin/Poly-L-Lysin durch Vorinkubation mit 5
KM PP2 signifikant gehemmt (Abb. 4.2.3 B).

Diese Ergebnisse bestatigten somit die Resultate der Versuche mit Genistein. Tyrosinkinasen,
insbesondere Kinasen der src-Familie sind daher sowohl bei tieBigaalgebung als auch bei

der Spreitung der T-Lymphozyten auf Laminin/Poly-L-Lysin involviert.
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4.2.3 Rolle von Phosphatasen

Neben der Phosphorylierung von Proteinen ist die Dephosphorylierung durch Phosphatasen
eine weitere Moglichkeit der Signalgebung (Hunter, 1995). Daher wurden T-Lymphozyten mit
dem Phospho-Tyrosin-Phosphatase-Inhibitor Dephostatin (Imoto et al, 1993) vorinkubiert
(Abb. 4.2.4).
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Abb. 4.2.4: Wirkung von Dephostatin auf die Laminin-vermittelte C&*-Signalgebung

T-Lymphozyten wurden auf Laminin/Poly-L-Lysin beschichtete Deckgléaser tberfihrt und die intrazelluléare
C&*-Konzentration nach 10 min ratiometrisch bestimmt. Fiir die Inhibitionsversuche wurden die Zellen vor
Kontakt mit der Beschichtung mit 20 uM, 50 uM oder 100 pM Dephostatin 15 min bei RT inkubiert. Als
Kontrolle dienten Zellen auf BSA/Poly-L-Lysin beschichteten Deckglasern. Dargestellt sind Mittelwerte

Standardabweichung aus mind. 3 Experimenten.

Eine Vorinkubation der Zellen mit steigenden Konzentrationen an Dephostatin fihrte weder zu
einer Inhibition des C4&Signals (Abb. 4.2.4) noch zu einer Hemmung der Spreitung (nicht
gezeigt). Langere Inkubationszeiten bis zu 30 min ergaben keine Anderung dieser Ergebnisse.
Eine Dephosphorylierung von Proteinen scheint daher als moglicher Regulationsmechanismus

keine wesentliche Rolle zu spielen.
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4.2.4 Rolle von Phospholipase C

Durch einen spezifischen Inhibitor der PLC, U73122, sollte untersucht werden, ob die PLC-
vermittelte Ins(1,4,5)PSynthese auch bei der Gé&reisetzung nach Stimulation GbpL-
Integrine in T-Lymphozyten genutzt wirde. Als Kontrolle wurden Zellen mit einem nicht
wirksamen Analogon des Inhibitors, U73343 vorinkubiert (Abb. 4.2.5).
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Abb. 4.2.5: Wirkung von U73122 auf die C&-Signalgebung und Spreitung der Zellen

FURA 2-AM beladene T-Lymphozyten wurden auf BSA/Poly-L-Lysin oder Laminin/Poly-L-Lysin
beschichtete Deckgléaser tberfiihrt und die intrazellulaféKanzentration (A) sowie die Spreitung der Zellen
(B) nach 10 min bestimmt. Fir die Inhibitionsversuche auf Laminin/Poly-L-Lysin wurden die Zellen mit
U73122 oder U73343 10 min bei RT vorinkubiert. Dargestellt sind die MitteltteBimndardabweichung aus
mind. 3 Versuchen. Die Sternchen markieren signifikante Unterschiede nach dem t-Test nach Student gegen

Zellen auf Laminin/Poly-L-Lysin (P>0,95).

Vorinkubation der Zellen mit 1 pM U73122 fihrte zu einer Verringerung der intrazellularen
Ca*-Konzentration 10 min nach Kontakt der Zellen mit Laminin/Poly-L-Lysin (Abb. 4.2.5 A),

die nach dem t-Test nach Student nahe an der Signifikanzschwelle liegt (P=0,89). Eine hohere
Konzentration von U73122 (2 uM) reduzierte die intrazellularé-Kanzentration zwar
signifikant (P>0,99; Abb. 4.2.5 A). Allerdings fuhrte eine Vorinkubation mit 2 uM der
Kontrollsubstanz, U73343 ebenfalls zu einer signifikanten Erniedrigung der intrazellularen
Ca*-Konzentration (P=0,98; Abb. 4.2.5 A). Vorinkubationen der Zellen mit dem Inhibitor
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sowie mit dem unwirksamen Analogon von 5 pM waren bereits so toxisch, dal3 die Zellen
lysierten und somit keine €aMessungen mehr mdglich waren. Eine zuverlassige Aussage zur
Rolle von PLC in Bezug auf die €&Signalgebung nach Stimulation mit Laminin/Poly-L-Lysin

ist somit nach diesen Ergebnissen schwierig, deutet aber auf eine Beteiligung von PLC, und
damit der Ins(1,4,5)Pvermittelten C&-Freisetzung hin.

Eindeutig sind dagegen die Ergebnisse bei der Untersuchung der Spreitung der Zellen auf
Laminin/Poly-L-Lysin nach Vorinkubation mit U73122 (Abb. 4.2.5 B). Nach Inhibition von
PLC befanden sich nur 15% der Zellen 600 s nach Kontakt mit Laminin/Poly-L-Lysin in einem
gespreiteten Zustand. Vorinkubation der Zellen mit U73343 fuihrte dagegen nur zu einer sehr
geringen nicht signifikanten Verringerung der Spreitung der T-Lymphozyten. PLC ist somit in

den Prozel} der Spreitung der Zellen involviert.

4.2.5. Rolle von Proteinkinase C

Durch Spaltung von Ptdins(4,5)Rntsteht neben Ins(1,4,5)Ruch DAG, das wiederum
Proteinkinase C (PKC) aktiviert. PKC spielt in vielen Signaltransduktionsprozessen eine
wichtige Rolle, da es Serin- oder Threonin-Reste verschiedener Proteine phosphorylieren kann.
Ob PKC in der C&-Signalgebung bzw. in der Spreitung von T-Lymphozyten nach Stimulation
Uber B1-Integrine von Bedeutung ware, sollte durch spezifische Inhibition von PKC mit
GF109203x und Calphostin C untersucht werden (Abb. 4.2.6).
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Abb. 4.2.6: Rdle von PKC in der Laminin-vermittelten Ca?*-Signalgebung und Spreitung von T-
Lymphozyten

FURA 2-AM beladene T-Lymphozyten wurden auf Laminin/Poly-L-Lysin beschichtete Deckglaser
uberfithrt und die intrazellulare €aKonzentration ratiometrisch gemessen (A). Fiir die Inhibitionsversuche
wurden die Zellen mit GF109203x 10 min bei RT vorinkubiert. Ferner wurde die Spreitung der Zellen 10 min
nach Kontakt der Zellen mit Laminin/Poly-L-Lysin bestimmt. Zur Inhibition der Spreitung wurden die Zellen
mit 240 nM GF109203x oder mit 1,3 uM Calphostin C 10 min bei RT vorinkubiert (B). Dargestellt sind die

Mittelwerte+ Standardabweichung aus je 5 Versuchen.

Vorinkubation von T-Lymphozyten mit 5 puM GF109203x fuhrte zu keiner Hemmung des
Ca*-Signals nach Kontakt mit Laminin/Poly-L-Lysin (Abb. 4.2.6 A). Die Spreitung der Zellen
konnte dagegen schon mit nanomolaren Konzentrationen von GF 109203x inhibiert werden.
(Abb. 4.2.6 B). Dieses Ergebnis konnte mit einem weiteren PKC-Inhibitor, Calphostin C,
verifiziert werden (Abb. 4.2.6 B). €aMessungen von T-Lymphozyten nach Vorinkubation

mit Calphostin C (1,3 pM, 10 min) auf Laminin/Poly-L-Lysin ergaben dagegen
widerspruchliche Ergebnisse. Hier wurde nur in 50 % der Versuche (von 10 unabhangigen
Versuchen, Daten nicht gezeigt) die intrazellular&-&anzentration 600 s nach Kontakt der

Zellen mit Laminin/Poly-L-Lysin gehemmt, so dal3 hier keine zuverlassige Aussage maglich ist.

Zusammenfassend ist festzustellen, dall PKC eine entscheidende Rolle bei der Spreitung der
Zellen auf Laminin/Poly-L-Lysin zukommt, sie nach den Ergebnissen mit GF109203x in der

Ca*-Signalgebung aber nicht von Bedeutung zu sein scheint.
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4.2.6 Rolle von Phospholipase A

Phospholipase A (PLA;) hydrolysiert Phospholipide und setzt so freie Fettsauren wie
Arachidonsaure in Zellen frei. In HeLa-Zellen ist bereits die Rolle von,PeAder Spreitung

von Zellen nach Kontakt mit Collagen beschrieben worden (Auer et al, 1995). Durch Inhibition
von PLA, solite deren Bedeutung in der Signalgebung dysékintegrine in T-Zellen
untersucht werden. Hierzu wurden die Zellen mit dem HbAibitor Bromophenacyl-Bromid
(BPB) vorinkubiert und auf mit Laminin/Poly-L-Lysin beschichtete Deckglaser tberfuhrt (Abb.
4.2.7).
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Abb. 4.2.7: Rdle von PLA, in der Laminin-vermittelten Ca?*-Signalgebung und Spreitung von T-
Lymphozyten

T-Lymphozyten wurden auf BSA/Poly-L-Lysin oder Laminin/Poly-L-Lysin beschichtete Deckglaser
uberfiihrt und die intrazellulare €a&onzentration nach 10 min ratiometrisch gemessen (A). Fir die
Inhibitionsversuche wurden die Zellen mit 6 uM BPB 10 min bei RT vorinkubiert. Dargestellt sind die
Mittelwerte+ Standardabweichung aus 7 Versuchen. Ebenso wurde die Spreitung der Zellen auf Laminin/Poly-
L-Lysin nach 10 min bestimmt (B). Dazu wurden die Zellen mit 6 uM BPB (+ BPB) oder 105 nM OBAA (+
OBAA) 5 min bei RT vorinkubiert. Bei den Arachidonsaure-Versuchen wurden die Zellen entweder mit 0,4
MM Arachidonsaure (+ AA) 5 min bei RT vorinkubiert oder die Zellen mit 6 uM BPB 5 min vorinkubiert und 2
min vor Uberfilhrung der Zellen auf Laminin/Poly-L-Lysin 0,4 uM Arachidonsdure (BPB + AA) zugegeben.

Dargestellt sind die Mittelwerte Standardabweichung aus mind. 3 Versuchen.
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Die C&"-Signalgebung nach Kontakt der Zellen mit Laminin/Poly-L-Lysin konnte nicht
signifikant (P=0,54) durch Vorinkubation mit BPB inhibiert werden, so dal3 sie,-PLA
unabhéngig zu sein scheint (Abb. 4.2.7 A).

Die Spreitung der Zellen nach Kontakt mit Laminin/Poly-L-Lysin wurde dagegen nach
Vorinkubation mit BPB reduziert (Abb. 4.2.7 B). Diese Inhibition konnte durch Zugabe von
Arachidonséaure, einem Produkt von BLAumindest teilweise wieder aufgehoben werden
(Abb. 4.2.7 B). OBAA, ein weiterer spezifischer PLHAhibitor, hemmte ebenfalls die
Spreitung der Zellen auf Laminin/Poly-L-Lysin, zeigte sich aber weniger effektiv (Abb. 4.2.7
B).

PLA; scheint somit auch in T-Lymphozyten nach Stimulation durch Laminin/Poly-L-Lysin bei

der Spreitung eine wesentliche Rolle zu spielen.
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4.3 Untersuchungen tyrosinphosphorylierter Proteine

In Kap. 4.2.2 konnte mit den Tyrosinkinase-Inhibitoren, Genistein und PP2, sowohFdie Ca
Signalgebung als auch die Spreitung der Zellen nach Kontakt mit Laminin/Poly-L-Lysin
inhibiert werden. Daher solite mit Hilfe von Western Blot Experimenten untersucht werden,
welche Proteine nach Stimulation der Zellen UlmeBpB1-Integrine an Tyrosinresten
phosphoryliert wirden (Abb. 4.3.1).

- 22

Abb. 4.3.1: Anti-Phosphotyrosin Blot nach Stimulation mit Laminin/Poly-L-Lysin

Jurkat T-Lymphozyten wurden auf BSA/Poly-L-Lysin (BSA/PL) oder Laminin/Poly-L-Lysin (Ln/PL)
beschichtete Petrischalen tberfihrt, 10 min zur Adhasion inkubiert und Zelllysate wie unter Material und
Methoden (3.2.6) beschrieben hergestellt. Im Kontrollexperiment wurden T-Lymphozyten in Suspension (Susp)
unstimuliert oder mit anti-CD3 Antikorper (OKT3, 10 pg/ml, 1 min) stimuliert und ebenfalls Zellysate
hergestellt. Die tyrosinphosphorylierten Proteine wurden mit anti-Phosphotyrosin-Antikdrper (polyclonal,
rabbit, Upstate; 3 pg) immunprazipitiert. Als Kontrollen wurden Immunpréazipitationen ohne Protein (-Prot)
und ohne Antikdrper (-Ab) durchgefihrt. Die Prazipitate wurden @®8-PAGE (10%) aufgetrennt und
mittels NaRblot auf eine Nitrozellulosemembran Uberfihrt. Die Membran wurde anschlieBend mit einem anti-
Phosphotyrosin-Antikorper (PY99, monoclonal, mouse, Santa Cruz; 1 pg/ml) inkubiert und die Proteine mit
einem Peroxidase-gekoppelten Zweitantikdrper (goat anti-mouse, Dianova; 1:5000) durch Chemilumineszenz
detektiert.

Nach OKT3-Stimulation ist eine deutliche Zunahme an tyrosinphosphorylierten Proteinen zu
erkennen, wahrend die Zelllysate von Zellen auf Laminin/Poly-L-Lysin keine Unterschiede zu

unstimulierten Zellen auf BSA/Poly-L-Lysin oder zu Zellen in Suspension aufwiesen (Abb.
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4.3.1). Unterschiedliche Adhasionszeiten (2, 5, 10 und 30 min) der T-Lymphozyten auf
Laminin/Poly-L-Lysin erbrachten ebenfalls keine unterschiedliche Tyrosinphosphorylierung
(nicht gezeigt). Auch eine direkte Auftrennung der Zellysate mit SDS-PAGE und
anschlieendem anti-Phosphotyrosin-Blot zeigten keine Unterschiede zu unstimulierten Zellen,

wohl aber zu OKT3-stimulierten Zellen (nicht gezeigt).

Mit Hilfe des anti-Phosphotyrosin-Blots a3t sich also keine Tyrosinphosphorylierung von
Proteinen nach Stimulation der T-Lymphozyten Uber af¥l-Integrin nachweisen, obwohl

die Inhibitoren der Tyrosinkinasen (Genistein und PP2) sowohl dieS&malgebung als auch

die Spreitung der Zellen auf Laminin/Poly-L-Lysin inhibieren konnten (vgl. 4.2.2).
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4.4 Mégliche Botenstoffe fur C4™-Signalgebung

In Kapitel 4.2 wurden Inhibitoren fiir verschiedene Enzyme eingesetzt, um mdgliche
Signaltransduktionswege aufzuzeigen. Hierbei wurde sowohl dieS@malgebung wie auch

die Spreitung der Zellen nach Kontakt mit Laminin/Poly-L-Lysin betrachtet. In diesem Kapitel
sollte nun untersucht werden, welche intrazellularen Botenstoffe fir die-@isetzung aus

den intrazellularen Speichern verantwortlich ist. Dazu wurden die beiden in T-Lymphozyten
bekannten Botenstoffe, Ins(1,4,5)id cADPR, untersucht.

4.4.1 Die Rolle von cADPR

Zur Untersuchung der Rolle von cADPR wurden die Zellen mit einem membranpermeablen
cADPR-Antagonisten, 7-Deaza-8-Br-cADPR (Sethi et al, 1997) vorinkubiert und dann auf
Laminin/Poly-L-Lysin beschichtete Deckglaser Gberfuhrt (Abb. 4.4.1).
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Abb. 4.4.1: 7-Deaza-8-Br-cADPR inhikert das Integrin-vermittelte Ca*-Signal

FURA 2-AM beladene T-Lymphozyten wurden auf BSA/Poly-L-Lysin oder Laminin/Poly-L-Lysin
beschichtete Deckglaser uberfilhrt und die intrazellular&-Kanzentration ratiometrisch iiber 40 min
gemessen. Fir die Inhibitionsversuche wurden die Zellen 20 min mit 100 uM 7-Deaz#&BHR-bei RT
vorinkubiert. Die C&-Werte wurden alle 20 s aufgenommen. Dargestellt sind die gemittelten Kurvenverlaufe
aus mind. 3 Versuchen (A) und die prozentuale Inhibiidgtandardfehler nach 1500 sec (B). Das Sternchen
markiert einen signifikanten Unterschied (P>0.99) nach dem t-Test nach Student gegen nicht inkubierte Zellen

auf Laminin/Poly-L-Lysin.(BSA/PL: n=39, Ln/PL: n=89, +7-d-8-BABPR: n=113).
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Vorinkubation der Zellen mit 100 uM 7-Deaza-8-Br-cADPR fiihrte zu einer signifikanten
Inhibition des langanhaltenden ‘G&ignals (Abb. 4.4.1 A) auf 61,3 % 25 min nach Kontakt
der Zellen mit Laminin/Poly-L-Lysin (Abb. 4.4.1 B). Diese Ergebnisse sind somit vergleichbar
mit der Hemmung durch 7-Deaza-8-Br-cADPR nach Stimulierung tGber den T-Zellrezeptor in
T-Lymphozyten, bei der eine Inhibition auf 58 % beobachtet wurde (Guse et. al., 1999).
Hiermit wurde erstmals gezeigt, dal3 cADPR auch nach Stimulation Gb@ldagegrin an

der langanhaltenden €&ignalgebung beteiligt ist.

Die Spreitung der T-Lymphozyten auf Laminin/Poly-L-Lysin wurde dagegen durch 7-Deaza-8-
Br-cADPR nicht inhibiert. Dies zeigt auch, dal} 7-Deaza-8-Br-cADPR keine unspezifischen
Effekte auf die Signaltransduktion zur Spreitung und damit auf PLC, Bhé PKC ausubte,

sondern spezifisch auf die cADPR-vermittelteri*Gignale wirkte.

4.4.2 Rolle von Ins(1,4,5)P

Die Rolle von Ins(1,4,5)%ollte indirekt durch Inhibition der PLC (vgl. Kap. 4.2.5) und durch
Tyrosinphosphorylierung von P untersucht werden, da eine direkte quantitative Analytik
von Ins(1,4,5)P nicht moglich war. Fur eine HPLC-Analytik von Ins(1,4,5)#ren 5 x 10

Zellen pro Probe benotigt worden, welches fur diese Experimente nicht durchfuhrbar war (vgl.
Diskussion der Methoden, 5.1.4). Daher sollte eine mogliche Tyrosinphosphorylierung von
PLCyl mittels Western Blot untersucht werden (Abb. 4.4.2).

In Abb. 4.4.2 A ist zu erkennen, dal3 durch die Immunprazipitation mit dem amnyitPLC
Antikorper gut detektierbare Mengen an RILG146 kD) gewonnen werden konnten. Ferner

ist auch die aufgetragene Menge an PL@ir alle Proben vergleichbar. Abb. 4.4.2 B zeigt
dagegen keine Tyrosinphosphorylierung von ZL,Guicht einmal bei der Probe, die mit einem
anti-CD3-Antikorper (OKT3) Uber den T-Zellrezeptor/CD3-Komplex stimuliert wurde. Auch
andere Bedingungen bei der Herstellung der Zellysate, wahrend der Immunprézipitation oder

die Verwendung anderer Antikorper fihrte zu demselben Ergebnis.

Zusammenfassend muf3 hier festgestellt werden, dal3 eine Tyrosinphosphorylierung ybn PLC
zwar durch Western Blot Experimente nicht nachgewiesen werden konnte, dies aber
methodisch begriindet zu sein scheint. Durch die Experimente mit dem PLC-Inhibitor U73122
(vgl. Kap. 4.2.5) erscheint aber eine Rolle von Ins(1,4,3)&ch Stimulierung von T-

Lymphozyten durch Laminin/Poly-L-Lysin dennoch wahrscheinlich (vgl. Diskussion).



Ergebnisse 59

- '  AE S B i , & 8

N | 1D'{§_E§:¢ 5 2 & 10' 2' &' 1I:l'|'-aj c*l-".‘ Q’P‘i!_ s
L]

- 250
—— - 148
- 88
= 84
RN cmuma 1—'95"'“-"‘-.‘-.- -
P e AR '-'-—-—'_----l--....-..u-..-.'"'HE

Abb. 4.4.2: Anti-PLCyl Western Blot nach Stimulation der Zellen mit Laminin/Poly-L-Lysin

Jurkat T-Lymphozyten wurden auf BSA/Poly-L-Lysin (BSA/PL) oder Laminin/Poly-L-Lysin (Ln/PL)
beschichtete Petrischalen Uberfihrt, 2, 5 oder 10 min zur Adhé&sion stehengelassen und Zelllysate wie unter
Material und Methoden (3.2.6) beschrieben hergestellt. Als Kontrolle wurden T-Lymphozyten in Suspension
(Susp) unstimuliert oder mit anti-CD3 Antikoérper (OKT3, 10 pg/ml, 1 min) stimuliert und ebenfalls Zellysate
hergestellt. PLEL wurde mit anti-PL@L-Antikdrper (polyclonal, rabbit, Pharmingen; 1:125)
immunprazipitiert. Als Kontrollen wurden ebenfalls Immunprazipitationen ohne Protein (-Prot) und ohne
Antikorper (-Ab) durchgefiihrt. Die Prazipitate wurden geteilt, Uber 2 Gele miBBIS-PAGE (7,5%)
aufgetrennt und durch NaRblot-Verfahren auf eine Nitrozellulosemembran Uberfihrt. Die Membran wurde
anschlie3end mit einem anti-PYCAntikdrper (monoclonal, mouse, Santa Cruz; 1 pug/ml; A) bzw. einem anti-
Phosphotyrosin-Antikdrper (PY99, monoclonal, mouse, Santa Cruz; 1 pg/ml; B) inkubiert und die Proteine mit
einem Peroxidase-gekoppelten Zweitantikérper (goat anti-mouse, Dianova; 1:5000) Uber Chemilumineszenz

detektiert. Dargestellt ist ein reprasentatives Experiment von mind. 6 Experimenten.
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4.5 Untersuchungen der bei den CaSignalen beteiligten CA™-Kanidle und C&'-

Speicher nach Stimulation mit Laminin/Poly-L-Lysin

Wie in der Einleitung beschrieben, besteht eine Mdglichkeit der Erhohung der intrazellularen
Ca*-Konzentration nach Stimulation von Zellen durch Freisetzung véna@a intrazellularen
Speichern, gefolgt von einem Einstrom von extrazellularefh dtaich bestimmte CaKanéle

in der Zellmembran. In diesem Kapitel soll zunéchst untersucht werden, ob dieser kapazitative
Mechanismus auch fur die Stimulation von T-Lymphozyten durch Laminin/Poly-L-Lysin gilt

und durch welche CaKanale der Einstrom aus dem extrazellularen Raum erfolgt.

4.5.1 Untersuchung des C&Einstroms

Zunachst sollte die Freisetzung von®Caus intrazellularen Speichern untersucht werden.
Dazu wurden T-Lymphozyten mit EGTA vorinkubiert, auf mit Laminin/Poly-L-Lysin
beschichtete Deckglaser Uberfiihrt und die Freisetzung aus den intrazellul&r&pedzhern
gemessen (Abb. 4.5.1 D). Als Kontrolle wurden Zellen mit EGTA vorinkubiert, auf BSA/Poly-
L-Lysin beschichtete Deckglaser tberfiihrt und die Freisetzung aus den intrazelluldren Ca
Speichern mit Thapsigargin, einem ATPase-Inhibitor des endoplasmatischen Reticulums,
stimuliert (Abb. 4.5.1 B).
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Abb. 4.5.1: Untersuchung des Laminin-vermittelten C&-Einstroms

FURA 2-AM beladene T-Lymphozyten wurden A: auf BSA/Poly-L-Lysin beschichtete Deckglaser gegeben
und durch Zugabe von Thapsigargin (Tg, 1 uM) stimuliert; B: mit EGTA (2 mM) 5 min bei RT vorinkubiert,
auf BSA/Poly-L-Lysin beschichtete Deckglaser uberfihrt und nach 4 min durch Zugabe von Thapsigargin (1
M) stimuliert; C: auf Laminin/Poly-L-Lysin beschichtete Deckgléaser gegeben; D: mit EGTA (2 mM) 10 min
bei RT vorinkubiert und auf Laminin/Poly-L-Lysin beschichtete Deckgléaser Uberfiihrt; E: mit EGTA (2 mM)
und Thapsigargin (1 pM) 10 min bei RT vorinkubiert und auf Laminin/Poly-L-Lysin beschichtete Deckglaser
Uberfuhrt; F: mit EGTA (2 mM) 10 min bei RT vorinkubiert, auf Laminin/Poly-L-Lysin beschichtete
Deckglaser Uberfihrt und nach 5 min Cag¥r50 pM) zugegeben. Die ratiometrische Messung der
intrazellularen C&-Konzentration erfolgte alle 20 sec. Dargestellt sind reprasentative Experimente aus mind.

3 Versuchen.

Thapsigargin setzte durch Hemmung der ATPasé &iss intrazellularen Speichern frei und
bewirkte so einen CaEinstrom aus dem extrazellularen Raum (Abb. 4.5.1 A). Wurden die
Zellen vor Kontakt mit BSA/Poly-L-Lysin mit EGTA inkubiert und anschlieRend mit

Thapsigargin stimuliert, so erfolgte lediglich die *Careisetzung aus den intrazellularen
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Speichern (Abb. 4.5.1 B). T-Lymphozyten, die mit EGTA vorinkubiert wurden und dann mit
Laminin/Poly-L-Lysin stimuliert wurden, zeigten nach Kontakt mit der Beschichtung ebenfalls
eine Freisetzung aus intrazellularen®c3peichern (Abb. 4.5.1 D). Die Erhohung der
intrazellularen C&-Konzentration erfolgte kurz nach Kontakt der Zellen mit Laminin/Poly-L-
Lysin und dauerte ca. 2-3 min bis die basalé-®anzentration wieder erreicht wurde. T-
Lymphozyten, deren intrazellulare GG&peicher bereits durch Vorinkubation mit Thapsigargin
entleert wurden, zeigten in Gegenwart von EGTA auf Laminin/Poly-L-Lysin keirfé Ca
Signale mehr (Abb. 4.5.1 E), d. h. also, daR Thapsigargin-sensitt/eSgicher nach
Stimulation der Zellen tbea6B1-Integrine entleert wurden. Zur Untersuchung de$-Ca
Einstroms wurden T-Lymphozyten wiederum mit EGTA vorinkubiert und auf Laminin/Poly-L-
Lysin beschichtete Deckglaser gegeben (Abb. 4.5.1. F). Nach der Freisetzung aus den
intrazellularen C&-Speichern wurde CagCkugegeben, so daB der?Ca&instrom erfolgte.
Dieser war vergleichbar mit der Erhohung der intrazellularef-Kanzentration nach

Stimulation mit Laminin/Poly-L-Lysin von nicht vorinkubierten Zellen (vgl. Abb. 4.5.1 C).

4.5.2 Pharmakologische Untersuchungen der CaKanale

Welche C&-Kanale an dem Einstrom des extrazellulare’™ ®ateiligt sind, sollte anhand
eines pharmakologischen Profils der Kanale untersucht werden. Dazu wurden T-Lymphozyten
auf mit Laminin/Poly-L-Lysin beschichtete Deckglaser gegeben und unterschiedliche

Inhibitoren von C&-Kanalen in verschiedenen Konzentrationen zugegeben (Abb. 4.5.2).

In Abb. 4.5.2 B ist zu erkennen, dal3 Zugabe von 1 pM SK-F 96365 zu einer deutlichen
Hemmung des C&Signals nach Kontakt mit Laminin/Poly-L-Lysin fiihrte. Zugabe von 5 uM
SK-F 96365 filhrte zu keiner Inhibition des?C8ignals, Zugabe von 10 uM SK-F 96365
erhohte dagegen noch die intrazellulare”®@nzentration (nicht gezeigt). Diese Daten
stimmen mit Ergebnissen tiberein, die fir die Hemmung d&sSmals nach Stimulation tiber

den TCR/CD3-Komplex mit Hilfe von OKT3 gefunden wurden (Diplomarbeit C. de Witt,
1996). Hierbei wurde ebenfalls eine stimulierende Wirkung von SK-F 96365 bei hdheren
Konzentrationen gefunden. Allerdings war nach Stimulation mit OKT3 die Inhibition dé&s Ca
Signals nach Zugabe von 10 pM SK-F 96365 am grof3ten, derbé@ug 7 pM. Nach
Stimulation der Zellen tibex6B1-Integrine wurde das €aSignal bereits nach Zugabe von 1

MM SK-F 96365 effektiv gehemmt, wahrend 10 uM bereits zu einer deutlichen Erhdhung der

intrazellularen C4-Konzentration fiihrten.
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Abb. 4.5.2: Wirkung von C&*-Kanal Inhibitoren auf die Laminin-vermittelte Ca #*-Signalgebung

FURA 2-AM beladene T-Lymphozyten wurden auf Laminin/Poly-L-Lysin beschichtete Deckglaser gegeben
und die intrazellulare G&Konzentration ratiometrisch bestimmt (A). Dann wurden 1 uM SK-F 96365 (B),
100 pM Verapamil (C) oder 50 pM Nitrendipin (D) zugegeben. Die Pfeile markieren den Zeitpunkt der
Zugabe. Dargestellt sind die gemittelten intrazellularerf*-Banzentrationen von Zellen aus mind. 3

unabhangigen Experimenten. Die gestrichelte Linie stellt die basale intrazellui&t¢oBaentration dar.

Verapamil und Nitrendipin, beides Inhibitoren der spannungsabhangigeKapsle, fuhrten

bis zu Konzentrationen von 100 uM (Abb. 4.5.1 C) bzw. 50 uM (Abb. 4.5.1 D) zu keiner
Inhibition des C&-Einstroms. Versuche mit Econazol, einem Inhibitor mit &hnlicher Struktur
wie SK-F 96365, fuhrten zu keinem Ergebnis, da 1 uM Econazol die Zellen aktivierte und bei

hoheren Konzentrationen (10 uM) die Zellen bereits lysierten (Daten nicht gezeigt).

Zusammenfassend ist also festzustellen, daf3 nach Kontakt von T-Lymphozyten mit
Laminin/Poly-L-Lysin Thapsigargin-sensitive intrazellulare*c3peicher entleert werden und

der Einstrom von extrazellularem Tdurch SK-F 96365 sensitive Tdkanale erfolgt.
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5. Diskussion

Im folgenden Kapitel sollen zunachst die angewendeten Methoden diskutiert werden. Spezielle
methodische Probleme werden aber auch in der ,Diskussion der Ergebnisse* an entsprechender
Stelle erortert, sofern die Interpretation der Ergebnisse dieses erfordert. In Kapitel 5.2 werden
dann die Ergebnisse diskutiert und eine Modellvorstellung zur Signaltransduktion in Jurkat T-

Lymphozyten Ubep1l-Integrine entwickelt.

5.1 Diskussion der Methoden

5.1.1 Messung der intrazellularen C&-Konzentration und Auswertung

Die Messung der intrazellularen G&onzentration erfolgte mit Hilfe eines Imaging-Systems.

Als groBer Vortell erwies sich hierbei die Verwendung des *-&msitiven
Fluoreszenzfarbstoffes FURA 2, da er eine ratiometrische Messung ermdglicht (Tsien et al,
1985). Bei einer ratiometrischen Messung erfolgt die Anregung des Fluoreszenzfarbstoffes
durch Licht mit den Wellenlangen 340 nm und 380 nm wéhrend die Emission jeweils bei 520
nm gemessen wird. AnschlieBend wird das Verhéltnis der Fluoreszenzintensitaten nach
Anregung beider Wellenlangenllssg), also der Ratiowert 340/380 gebildet. Dadurch war die
Messung unabhangig von der intrazellularen FURA 2 Konzentration, der Lichtintensitat, der
Zelldicke und vom Ausbleichen des Farbstoffes (Thomas et al, 1991). Ebenso war die
Beladung der Zellen durch die veresterte und damit membranpermeable Form von FURA 2,
FURA 2-AM, sehr einfach und zuverlassig durchfiihrbar. Ein weiterer Vorteil liegt in den
Eigenschaften des Fluoreszenzfarbstoffes selbst. So ist er recht stabil, zeigt sehr wenig
Hintergrundfluoreszenz und ist vor allem recht spezifisch fuf* @agenlber anderen
zweiwertigen Kationen wie z. B. Mg(Thomas et al, 1991). Probleme mit FURA 2-AM
konnten durch unspezifische Bindung an zelluldre Proteine, eine Einlagerung in zellulare
Kompartimente oder durch eine nicht vollstandige Spaltung des Acetoxymethylesters durch die
intrazellularen Esterasen und damit eine nicht vollstdndige Freisetzung von FURA 2 freier
Saure entstehen (Thomas et al, 1991). Ebenso kann die Pufferwirkung von FURA 2 die
Messung der CaKonzentration beeinflussen (Thomas et al, 1991). Hierbei erweist sich die
starke Fluoreszenzintensitdt von FURA 2 als vorteilhaft, da er so in relativ geringen
Konzentrationen (im Gegensatz z. B. zu Quin-2) eingesetzt werden kann (Grynkiewicz et al,
1985).
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Die Umsetzung der gemessenen Ratiowerte 340/380 in die intrazellularén Ca
Konzentrationen erfolgte durch eine externe Kalibrierung des Imaging-Systems. Diese wurde
in Puffern mit definierten C&Konzentrationen und FURA 2 freier Saure durchgefihrt und
anhand dieser Daten eine Eichkurve erstellt (s. Material und Methoden, 3.2.3). Dabei wurde
davon ausgegangen, daf} die verwendeten Puffer den Bedingungen in der Zelle sehr ahnlich
sind. Dies ist insbesondere wichtig bei pH-Wert, Temperatur und lonenstarke, da diese
Parameter direkt die Dissoziationskonstante von FURA 2 beeinflussen (Bers et al, 1994; Tsien
et al, 1994) Auch Proteine haben einen Einfluld auf die Dissoziationskonstante. Somit birgt die
externe Kalibrierung Ungenauigkeiten fiir die exakte Bestimmung dezdtitrlaren C3-
Konzentration. Dies wurde minimiert durch Verwendung einesazetiularen Puffers mit
physiologischem pH-Wert (pH 7,2) und Messung bei Raumtemperatur, bei der ebenfalls alle
Messungen der intrazellularen ‘GKonzentration in Zellen durchgefiihrt wurden. Ferner war

die ratiometrische Bestimmung von“GKonzentrationen tber 1 pM problematisch, da sich
hierbei der Ratiowert 340/380 nur noch minimal oder gar nicht &nderte (vgl. Abb. 3.2.1). Die
intrazellularen C&-Konzentrationen, die selbst nach Stimulation der Zellen gemessen wurden,
Uberschritten jedoch nur selten bei einzelnen Zellen die Konzentration von 1 pM frélem Ca
so dal} dieser Fehler fur die hier durchgefiihrten Messungen vernachlassigbar ist. Ebenso
erwies sich die Bestimmung der sehr kleinerf*®anzentrationen (<25 nM) als recht
schwierig, da hier der Fehler durch eine eventuelle Verunreinigung mit anderen lonen von den
Deckglasern oder eingesetzten Reagenzien sehr grof3 wird. Dennoch bietet die externe
Kalibrierung gerade in dem fuir die Messungen der intrazellularéak@azentration von T-
Lymphozyten interessanten Bereich von 50 nM (basal) bis ca. 700 nM (nhach Stimulation) eine
zuverlassige Methode zur Bestimmung derainéilularen Ca-Konzentration. Dies wird auch

durch die gute Korrelation der in dieser Arbeit gewonnenen Daten mit Literaturdaten bestétigt.
So malRen Guse et al (1993) in Jurkat T-Lymphozyten am Fluorimeter eine basale intrazellulare
Ca*-Konzentration von 80-120 nM, die nach Stimulation Uber den T-Zellrezeptor/CD3-
Komplex mit einem anti-CD3 Antikdrper (OKT3) auf ca. 300 nM{T;anstieg. Haverstick et

al (1997) bestnmten in Indo-1 beladenen Jurkat T-Lymphozyten eine etwas niedrigere basale
Ca*-Konzentration (50 nM) am Fluorimeter. Dagegen fanden Mason et al (1991) im
Fluorimeter eine basale intrazellulare*@&onzentration von ca. 100 nM in Indo-1 oder Quin-

2 beladenen T-Lymphozyen von Ratten. Ebenso betrug die intrazellufari€ddaentration in

einem FURA-2 beladenen T-Zellklon (P28) ca. 100-150 nM (Donnadieu et al, 1992). Die in

der vorliegenden Arbeit gemessenen basalen intrazellularéiK@azentrationen in Jurkat T-
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Lymphozyten von 95 + 21 nM stimmen demnach sehr gut mit den Daten aus der Literatur

uberein.

Zur Messung der intrazellularen G&onzentration am Imaging-System wurden die Zellen auf

ein beschichtetes Deckglas gegeben und auf den Objekttrager des Imaging-Systems uberfihrt,
wahrend die Zellen noch zum Deckglas hin absanken. Sobald die ersten Zellen in Kontakt mit
der Beschichtung des Deckglases waren, wurden sie fokussiert und die Messung gestartet.
Dies bedeutet, dal3 bei Start der Messung durch die unterschiedliche Geschwindigkeit des
Herabsinkens der Zellen noch nicht alle Zellen in Kontakt mit der Beschichtung waren und
somit noch nicht stimuliert wurden. Daher variierte der Anfangszeitpunkt der Stimulation
zwischen den Zellen eines Zellfeldes. FUr die Auswertung war es aber wichtig einen
einheitlichen Anfangszeitpunkt der Stimulation fur alle Zellen eines Zellfeldes zu erreichen, um
eine aussagekraftige Mittelwertbildung durchfihren zu kdnnen. Sonst wirde sich die
Geschwindigkeit der Signalentstehung bei der Mittelwertbildung durch den zeitlich
unterschiedlichen Kontakt der Zellen zur Beschichtung verringern. Daher wurde fur jede Zelle
eines Zellfeldes der jeweilige Zeitpunkt sobald sie im Fokus, also in Kontakt mit der
Beschichtung war, gleich null gesetzt. Durch diese Synchronisation in der Auswertung wurde

somit ein einheitlicher Startpunkt der Stimulation fir alle Zellen erreicht (Abb. 5.1.1).
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Abb. 5.1.1: Synchronisation des Startpunktes

T-Lymphozyten wurden auf Laminin/Poly-L-Lysin beschichtete Deckglaser tberfiihrt und die intrazelluléare
Cd*-Konzentration bestimmt. Durch zeitlich versetztes Herabsinken der Zellen ist der Beginn der Stimulation
unterschiedlich (A). In der Auswertung wurde fiir jede Zelle der Kontakt zur Beschichtung gleich null gesetzt

und so der Beginn der Stimulation synchronisiert (B).
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Die unterschiedliche Geschwindigkeit der Stimulation der Zellen durch Laminin/Poly-L-Lysin

in den dargestellten Einzelzellmessungen basiert also nur auf individuellen Unterschieden
zwischen den Zellen in der betrachteten Zellpopulation des Zellfeldes. Bei der
Mittelwertbildung wirkt daher der Anstieg der intrazellularen*@®anzentration in Folge

einer Stimulation durch Laminin/Poly-L-Lysin langsamer als er tatsachlich in den jeweiligen
Zellen ist. Hier wird der Vorteil der Einzelzellmessung an einem Imaging-System gegenuber
einer Messung am Fluorimeter deutlich. Im Fluorimeter ist nur die Betrachtung der
Zellpopulation in der Kiuvette moglich, welches der Mittelwertbildung am Imaging-System
entspricht, auch wenn die Zellzahl in der Kuvette wesentlich hdher ist. Betrachtet man aber die
Einzelzellmessungen, so werden die individuellen Unterschiede zwischen den Zellen deutlich:
so reagieren die Zellen unterschiedlich schnell auf den Stimulus und auch in unterschiedlicher
Hohe. Erfolgt jedoch eine Reaktion, so wird anhand der Einzelzellmessungen deutlich, daf3 die
Erhéhung der intrazellularen €a&onzentration innerhalb einiger Sekunden erfolgt (es sei in

diesem Zusammenhang nochmal darauf hingewiesen, daf3 alle 20 s gemessen wurde).

Besonders wichtig werden diese individuellen Unterschiede zwischen den Zellen bei der
Messung der ChFreisetzung aus den intrazellularer€3peichern (vgl Kap. 4.5). Hierbei
wurden die T-Lymphozyten mit EGTA vorinkubiert um das extrazellularé* Qa
komplexieren und dann auf die beschichteten Deckglaser Uberfuhrt. DiEr€aetzung aus

den intrazellularen Speichern erfolgte kurz nach Kontakt der Zellen mit Laminin/Poly-L-Lysin
und fuihrte zu einer kurzfristigen Erhohung der intrazellulareiiGanzentration. Wird aber

nun ein Mittelwert der intrazellularen €a&onzentration gebildet, so ,verschwindet‘ das
transiente Ca&-Signal durch die individuellen Unterschiede zwischen den Zellen (Abb. 5.1.2).
Daher wurde die ChFreisetzung aus den intrazellularen *€3peichern nur als

Einzelzellmessung dargestellt.
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Abb. 5.1.2: Eirzelzelldarstellung und Mittelwertbildung bei Ca*-Freisetzung aus intrazellularen
Speichern

T-Lymphozyten wurden nach Vorinkubation mit EGTA (2 mM, 10 min) auf Laminin/Poly-L-Lysin
beschichtete Deckglaser Uberfilhrt und die intrazellularé-iQanzentration gemessen. Dargestellt ist die
Freisetzung von CGé aus den intrazellularen Speichern fiir einzelne Zellen (A) sowie der daraus gebildete
Mittelwert (B).

5.1.2 Inhibitionsversuche

Zur Aufklarung der Signaltransduktionswege wurden eine Reihe pharmakologisch wirksamer
Inhibitoren eingesetzt. Diese Substanzen waren meist nur in organischen Ldsemitteln wie
DMSO Idslich, welches in Konzentrationen tber 2% (v/v) toxisch fur die Zellen ist. Daher
wurde in allen Versuchen eine Endkonzentration von DMSO groR3er als 1 % (v/v) vermieden.
Da viele Inhibitoren recht instabil und Hydrolyse- sowie UV-empfindlich sind und nicht
bekannt ist, zu welchem Anteil sie in die Zellen aufgenommen werden, wurden alle Inhibitoren
in mehreren Konzentrationen eingesetzt und verschiedene Inkubtionszeiten getestet. Gezeigt
sind die Ergebnisse der Versuche mit optimalen Inhibitorkonzentrationen sowie
Inkubationszeiten fir Jurkat T-Lymphozyten.

Fir eine Reihe von Inhibitoren sind neben ihrer spezifischen Wirkung ebenso andere
unspezifische Effekte beschrieben worden, auf die in der Diskussion der Ergebnisse (Kap. 5.2)
naher eingegangen wird.

Zu beachten ist hierbei, dal3 oft strukturell verwandte, aber nicht wirksame Kontrollsubstanzen
fehlen. Eine Ausnahme ist der PLC-Inhibitor U73122, fur den U73343 als unwirksames
Analogon angeboten wird. In den Versuchen zur PLC-Inhibition hemmten 2 pM U73343 die
Ca*-Signalgebung ebenso wie das wirksame U73122, so daR hierbei von einer zum Teil
unspezifischen Wirkung von U73122 ausgegangen werden muf3. Dagegen inhibierte das

unwirksame Analogon des Tyrosinkinase-Inhibitors Genistein, das Daidzein, in den
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eingesetzten Konzentrationen weder dag*-Sgnal noch die Spreitung der Zellen im
Gegensatz zu Genistein, was fur einen spezifischen Effekt des Genisteins spricht.

Bei der Inhibition der C&Kanale erwiesen sich die Inhibitoren in bestimmten Konzentrationen
ebenso als Aktivator fur den €d&instrom. Dies wurde fur SK-F 96365 schon in der
Diplomarbeit von de Wit (1996) gezeigt, die einen agonistischen Effekt von SK-F 96365

oberhalb einer Endkonzentration von 10 uM beobachtete.

5.1.3 Untersuchungen tyrosinphosphorylierter Proteine

Die Versuche zur Tyrosinphosphorylierung bestimmter Proteine durch Western Blot werden
durch verschiedene Faktoren beeinflu3t. So kdnnen bei der Herstellung der Zellysate
Interaktionen von Proteinen durch die Aufarbeitung verloren gehen, welches inshesondere bei
der Untersuchung von Coprazipitationen von Bedeutung ist, besonders wenn es sich um eine

relativ schwache Interaktion von Proteinen handelt.

Zur Herstellung der Zellysate wurden die Zellen zunachst auf die beschichteten Petrischalen
Uberfuhrt und sanken mit unterschiedlicher Geschwindigkeit ab. Daher war kein definierter

Startpunkt fur den Kontakt aller Zellen mit der Beschichtung gegeben (vgl. Kap. 5.1.1). Eine

Zentrifugation der Zellen auf die Petrischalen hatte hier vorteilhaft sein kdnnen, aber erstens
stand hierfur keine Apparatur zur Verfugung und zweitens wére es gerade bei einem Zeitpunkt
von nur 2 min nach Kontakt der Zellen zu den EZM Proteinen ebenfalls problematisch in der

Durchfilhrung gewesen. Bei der’G8ignalgebung nach Stimulation der T-Lymphozyten tber

die B1-Integrine sind aber wahrscheinlich gerade dies die entscheidenden Zeitpunkte, da die
Ca*-Signale bei dem GrofRteil der Zellen innerhalb von 2 min nach Kontakt mit Laminin/Poly-

L-Lysin entstehen.

Desweiteren blieb bei der Herstellung der Zellysate ein nicht loslicher Rickstand aus
Zelltrimmern und DNA zuriick, der abzentrifugiert wurde. Dieser Rickstand wurde ebenfalls
auf tyrosinphosphorylierte Proteine untersucht, indem er direkt mit SDS-Probenpuffer fir 5
min auf 95°C erhitzt wurde. Nach Zentrifugation wurde der Uberstand auf einem SDS-Gel
aufgetrennt, die Proteine mittels NaRRblot auf eine Nitrozellulose-Membran tberfihrt und mit
einem  Anti-Phosphotyrosin-Antikdrper inkubiert. Hierbei  wurden  zahlreiche

tyrosinphosphorylierte Proteine nachgewiesen. Da aber eine Proteinbestimmung in SDS-
Probenpuffer nicht durchfihrbar ist, war eine quantitative Bestimmung der Proteinmenge

unmdglich. Durch die unterschiedliche Adh&sion der Zellen auf BSA/Poly-L-Lysin (als
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Kontrolle) und Laminin/Poly-L-Lysin variierte der Proteingehalt der Zellysate bei gleicher
eingesetzter Anzahl der Zellen aber erheblich, da nur die adharierenden Zellen aufgearbeitet
wurden. Eine quantitative Aussage uber eine mogliche Zunahme der Tyrosinphosphorylierung
bestimmter Proteine konnte also nicht getroffen werden. Problematisch wird dies fur Proteine,
die durch Tyrosinphosphorylierung mdglicherweise an die Zellmembran translozieren, und

somit nicht quantitativ erfal3t werden konnten.

Ferner war die Immunprazipitation sowie der Western Blot abhangig von der Spezifitdt der
eingesetzten Antikorper, die nicht immer gegeben war. So erkannte z. B. ein spezifischer
Antikorper fur die fokale Adhéasionskinase (FAK; Santa Cruz, sc-557, Kaninchen, Antiserum)
neun Proteine unterschiedlicher GrolRe in einem Western Blot aus Zellysaten. Bei den
Immunpréazipitationen konnten die eingesetzten AntikGrper das gewulnschte Protein dagegen
haufig nicht anreichern (z. B. afit Integrin Antikbrper, monoclonal, P4C10, Maus, Life
Technologies), so dal} sie fur eine erfolgreiche Immunprézipitation ungeeignet waren.
Schwierig war ebenfalls die Untersuchung der Tyrosinkinasen der src-Familie. In T-
Lymphozyten sind dies hauptsachlich Proteine der Grof3en 56 kDa (Ick) und 59 kDa (fyn), die
ohnehin meist autophosphoryliert sind. Im Western Blot wurde mit den hier eingesetzten
Zweitantikbrpern jedoch meist auch die schwere Kette des ErstantikGrpers erkannt, die bei 55
kDa liegt. Daher war eine Aussage zur Tyrosinphosphorylierung sowie zur mdglichen
Koprazipitation z. B. mif31-Integrin der Kinasen der src-Familie nicht mdglich, obwohl als
Zweitantikbrper ein gegen die IgGs der Spezies des Erstantikorpers (Maus oder Kaninchen)

praadsorbierter Antikbrper eingesetzt wurde.

5.1.4 Untersuchungen der sekundaren Botenstoffe fir die €aSignalgebung

Als Botenstoffe fur die CaSignalgebung kommen Ins(1,4,5)Streb et al, 1983), cADPR

(Lee et al, 1989) und NAADP (Lee et al, 1995) in Frage. Eine direkte quantitative Messung
von Ins(1,4,5)P mittels MDD HPLC war nicht moglich, da hierfir 5 x"12ellen pro Probe
benotigt werden (Guse et al 1995). Das hétte fur die hier durchgefiihrten Versuche bedeutet,
daid fur jede Probe 5 mit Laminin/Poly-L-Lysin beschichtete Petrischalen hétten eingesetzt
werden missen, welches schon aus Kostengrinden, aber vor allem wegen der Durchfiihrung
schwierig moglich gewesen ware, zumal der Anstieg des Ins(14,5)imindest nach
Stimulation der T-Lymphozyten tber den TZR/CD3-Komplex sehr schnell erfolgt (Maximum

an Ins(1,4,5)Pnach 2 min, nach 10 min nur noch um ca. 50% erhoht; Guse et al, 1998; Granja



Diskussion 71

et al, 1991). Da das €&Signal nach Stimulation der T-Lymphozyten Uber @iielntegrine
vergleichbar schnell entsteht wie das nach Stimulation Uber den TZR/CD3-Komplex, dirfte
auch hier das Maximum an intrazellularem Ins(1,4,%€& ca. 2 min nach der Stimulation
liegen und sich somit wiederum die oben beschriebene Schwierigkeit der Synchronisation des
Startpunktes der Stimulation bedingt durch den zeitlich differierenden Kontakt der Zellen mit
EZM-Protein ergeben. Daher wurde in dieser Arbeit versucht, die Rolle von Ins(1 j4h8)yP

den Nachweis einer Aktivierung von PYL welches Ins(1,4,5)Pdurch Spaltung von
Ptdins(4,5)Rfreisetzt, aufzuklaren.

Fur eine quantitative Bestimmung von cADPR mittels HPLC waren sogar 1-22elléh pro
Versuch benotigt worden (da Silva, 1998), was fur diese Versuche unmdglich durchfiihrbar
gewesen ware. Daher wurden in dieser Arbeit Versuche zur Rolle von cADPR mit Hilfe des

membranpermeablen Antagonisten 7-deaza-8-Br-cADPR durchgefuhrt (Sethi et al, 1997).

Auf Grund der oben erwahnten Schwierigkeiten der quantitativen Bestimmung dieser
Botenstoffe wurden zu Beginn dieser Arbeit zahlreiche Versuche durchgefihrt, die Stimulation
der T-Lymphozyten Uber diBl-Integrine nicht Gber die EZM-Proteine direkt sondern z. B.
durch aktivierende anti-Integrin Antikdrper zu erreichen. Der Vorteil einer solchen Stimulation
wére ein einheitlicher Startpunkt durch Zugabe des aktivierenden anti-Integrin Antikérpers
gewesen und die Tatsache, dal3 eine grol3ere Anzahl an Zellen pro Experiment schneller hatte
aufgearbeitet werden konnen, da die Stimulation der Zellen in Suspension hatte erfolgen
kbnnen. Ein weiterer Vorteill wéare die Madoglichkeit der Mikroinjektion wvon nicht
membranpermeanten Substanzen gewesen, da die Zellen auf einer nicht stimulierenden
Beschichtung (BSA/Poly-L-Lysin) héatten haften konnen und die Stimulation je nach Bedarf
vor oder nach der Mikroinjektion hatte erfolgen kdnnen. Daher wurden die Zellen auf
BSA/Poly-L-Lysin beschichtete Deckglaser Uberfihrt und mit verschiedenen anti-Integrin
Antikorpern (antie6 bzw. antiBl Integrin AntikOrper) sowie einer Kombination beider
Antikorper versetzt und die intrazellulare “‘CKonzentration gemessen. Dies flihrte aber zu
keiner Stimulation der Zellen (Abb. 5.3), obwohl die Zellen nach Kontakt mit Laminin/Poly-L-
Lysin C&*-Signale zeigten. Auch eine Verbindung der Integrinseitenketten durch Verbinden
der jewelligen Antikbrper mit einem sog. Kreuzvernetzer (Ziege anti-Maus 1gG) bewirkte
keine Stimulation der Zellen. Desweiteren erschien der Einsatz von Laminin-Peptiden
(Pentapeptid: YIGSR und Nonapeptid: CDPGYIGSR), die spezifisch an die Integrine binden
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(lwamoto et al, 1987; Graf et al, 1987) vielversprechend, fuhrte aber ebenfalls zu keiner
Stimulation der T-Lymphozyten (Abb. 5.3).
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Abb. 5.1.3: Versuche zur Stimulation der £llen durch Antikorper oder Peptide

T-Lymphozyten wurden auf BSA/Poly-L-Lysin beschichtete Deckglaser uUberfihrt unddlarntitegrin
Antikérper (P4C10, 10 pg/ml; A), anfit Integrin Antikbrper + Kreuzvernetzer (Ziege anti-Maus 1gG, 100
pg/ml; B), antie6 Integrin Antikérper (GoH3, 10 pg/ml; C) oder Laminin-Pentapeptid (YIGSR, 1 mM; D).
Die Zugabe ist jeweils durch einen Pfeil gekennzeichnet. Dargestellt sind reprasentative Experimente von

mind. 3 unabh&ngigen Versuchen.
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5.2 Diskussion der Ergebnisse

In der vorliegenden Arbeit ist erstmals beschrieben worden, dal3 Kontakt von Jurkat T-
Lymphozyten mit Laminin/Poly-L-Lysin 1) zu einer verstarkten Adhéasion der Zellen verglichen
mit Zellen auf einer Beschichtung aus Laminin/BSA, 2) zu stark erhthté&rSigaalen
ebenfalls verglichen mit Zellen auf einer Beschichtung aus Laminin/BSA und 3) zu einer
Spreitung der Zellen fuhrte. Die Signaltransduktion fir diese Effekte ist mit einer Reihe von
spezifischen Inhibitoren untersucht worden (Schoéttelndreier et al, 1999). Die Ergebnisse sind

in Tab. 5.1 zusammengefal3t.

[Ca®™]; | Spreitung| Starke Adhasion

Laminin/Poly-L-Lysin 100% 100% 100%
Inhibition von Integrinen

Ln/PL + anti-B1 Integrin AK (10pg/ml, 30 min) | 12,5% | 28,1% 80,1%
Ln/PL + anti-p4 Integrin AK (10 pg/ml, 30 min)|  87,4% 94,3% Keine Inh.
Ln/PL + 1gG Isotypkontrolle (10 pg/ml, 30 min 113% 100% Keine Inh.
Inhibition von Tyrosinkinasen

Ln/PL + Genistein (80 uM, 10 min) 14,2% | 44,6% 83,4%
Ln/PL + PP2 (5 uM, 20 min) 19,4% 32,0% Keine Inh.
Inhibition von Phosphatasen

Ln/PL + Dephostatin (100 pM, 15 min) 105% 100% Keine Inh.
Inhibition von PLC

Ln/PL + U73122 (1 pM, 10 min) 57,9% | 15,3% 85,6%
Ln/PL + U73343 (1 puM, 10 min) 135,6%  90,8% Keine Inh..
Inhibition von PKC

Ln/PL + Calphostin C (1.3 uM, 5 min) * 38.0% 92,3%
Ln/PL + GF109203x (5 uM, 10 min) 1229 41,7% 95,4%
Inhibition von PLA ;

Ln/PL + BPB (6 iM, 5 min) 79,7% 27,0% 89,7%

(Fortsetzung s. S. 74)
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[Ca™]; | Spreitung| Starke Adhasion

Komplexierung von extrazellularem C&”

Ln/PL + EGTA (2 mM, 2 min) 17,3% 97,2% 96,8%
CADPR-Antagonist
7-Deaza-8-Br-cADPR (100 pM, 30 min) 61,3% 100% Keine Inh.

Tab. 5.1: Wirkung verschiedener Substanzen auf die G&Signalgebung, Spreitung und starkeAdhésion
von T-Lymphozyten auf Laminin/Poly-L-Lysin

T-Lymphozyten wurden entweder direkt auf Laminin/Poly-L-Lysin beschichtete Deckgléaser tGberfuhrt oder
mit einer der aufgeflihrten Substanzen vor Kontakt mit Laminin/Poly-L-Lysin inkubiert. Die Vorinkubation
wurde bei Raumtemperatur im Dunkeln fiir die angegebene Zeit durchgefilhrt. Die intrazelld&re Ca
Konzentration wurde 10 min, die Spreitung und die starke Adh&sion der Zellen jeweils 15 min nach Kontakt
der Zellen mit Laminin/Poly-L-Lysin wie in Material und Methoden beschrieben bestimmt. Fir Calphostin C
wurde die C&-Konzentration ebenfalls bestimmt, filhrte aber nur in 50% der Experimente zu einer Inhibition
(*; s. Kap. 4.2.5). Die starke Adhésion der Zellen wurde nicht fir alle Substanzen quantitativ bestimmt, aber
qualitativ fuhrte keine dieser Substanzen zu einer Inhibition der Adhé&sion (Keine Inh.). Signifikante

Unterschiede sind grau unterlegt.

5.2.1 Adhé&sion der T-Lymphozyten auf verschiedenen Beschichtungen

Wie schon Weismann et al (1997) zeigten, war die Adhasion von T-Lymphozyten an die
extrazellularen Matrixproteine Laminin und Collagen Typ IV starker verglichen mit der
Adhéasion von Zellen auf einer Beschichtung aus BSA allein. Fur die Adhéasion von T-
Lymphozyten an Fibronektin und Vitronektin wurde nachgewiesen, dal3 sie Uber Integrine
(04fB1-/a5B1- bzw. avpB3-Integrin) vermittelt wurden (Weismann et al, 1997). In der
vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dal} die Adhasion der T-Lymphozyten an eine
Beschichtung aus Laminin oder Collagen Typ IV jeweils in Kombination mit einer
Polyaminosaure noch starker war verglichen mit der Adhésion der Zellen auf den EZM-
Proteinen allein. Besonders auffallig war die starke Adhéasion der Zellen an Beschichtungen aus
einer Kombination von EZM Protein mit einer positiv geladenen Polyaminosaure. Diese starke
Adhéasion der Zellen auf Laminin/Poly-L-Lysin oder einer anderen positiv geladenen
Polyaminoséaure konnte nur geringfliigig durch Vorinkubation mit einem spezifischeBil anti-
Integrin Antikérper gehemmt werden und war auch unabhangig von der intrazelluldfen Ca

Konzentration (in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen von Weismann &0%i)( die,
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aul3er fur die Adhasion an Fibronektin, ebenfalls keine positive Korrelation zwischen Adhésion
und C&'-Signalgebung zeigten). Daher scheint es sich hierbei hauptsachlich um eine
Ladungswechselwirkung zwischen der positiv geladenen Polyaminosdure und der negativ
geladenen Glykokalyx der Zellen zu handeln. Tatsachlich nimmt die Adh&sion der Zellen auf
einer Beschichtung aus EZM-Protein und einer neutralen oder negativ geladenen
Polyaminoséaure ab. Fur eine starke Adhasion durch Ladungswechselwirkung spricht auch, dal3
sich die Adhasion durch keinen der verwendeten Inhibitoren zur Aufklarung der
Signaltransduktion beeinflussen liel3, so dal3 eine Signalgebung von innerhalb der Zelle nach
aul3en bei der Adhéasion keine Rolle zu spielen scheint. Dennoch ist ein synergistischer Effekt
von EZM Protein und Polyaminosdure zu erkennen, da die Adhasion der Zellen auf

Beschichtungen aus BSA und Polyaminosaure wesentlich geringer ist.

5.2.2 C&*-Signalgebung und Spreitung der Zellen

Neben der starken Adhasion der T-Lymphozyten auf einer Beschichtung aus Laminin oder
Collagen Typ IV in Kombination mit einer positiv geladenen Polyaminosédure kommt es zu
einer stark erhohten intrazellularen *Ggonzentration verglichen mit Zellen auf einer
Beschichtung aus EZM-Protein und BSA und zu einer Spreitung der Zellen. Diese beiden
Signale werden ausschlief3lich GlgdrIntegrine vermittelt, da durch Vorinkubation der Zellen

mit anti31 Integrin Antikérper (P4C10) sowohl die G&ignale als auch die Spreitung der
Zellen nach Kontakt mit Laminin und auch mit Collagen Typ IV jeweils in Kombination mit
einer positiv geladenen Polyaminosaure komplett inhibiert werden konnten. Hierbei werden
also uber 31-Integrine von T-Lymphozyten nach Interaktion mit verschiedenen EZM-
Proteinen dieselben Signale vermittelt, obwohl jeweils andéfetten involviert sind ¢6 fur
Laminin unda?2 fur Collagen Typ IV; Weismann et al, 1997). RegB4-Integrin, das ebenfalls

als Laminin-Rezeptor beschrieben wurde (De Luca et al, 1990; Lee et al, 1992), ist bei der
Ca*-Signalgebung sowie der Spreitung von T-Lymphozyten auf Laminin/Poly-L-Lysin, wie
durch Versuche mit anfi4-Integrin AntikGrper gezeigt, ohne Bedeutung. Allerdings ist die
Expression vona6B4-Integrinen in Jurkat T-Lymphozyten ohnehin sehr gering (Vivinus-
Nebot, 1999).
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Die Kombination der EZM-Proteine der basalen Lamina mit einer positiv geladenen
Polyaminosaure verstarkt das?C8ignal der Zellen verglichen mit dem von Zellen auf EZM-
Protein allein. Dies kénnte verschiedene Griinde haben. So bilden die EZM-Proteine eine
dreidimensionale Struktur aus. Sowohl Laminin als auch Collagen Typ IV bilden dabei
Netzwerke aus, die in der basalen Lamina nebeneinander existieren und nur tber Nidogen
(Entactin) miteinander verknipft sind (Yurchenco, 1990; Yurchenco, 1994) Die Struktur
dieser Netze kann dabei durch verschiedene Faktoren beeinflul3t werden, insbesondere auch
durch die Interaktion von Laminin mit seinem Rezeptor (Colognato et al, 1999). Die
Kombination der EZM-Proteine mit einer positiv geladenen Polyaminosaure kdnnte also die
Struktur eines solchen Netzes, das sich ebemfailtro ausbildet, insofern beeinflussen, daf3

eine fur die Interaktion zwischen Integrin und EZM-Protein gunstigere Struktur unterstitzt
wird. Dieses konnte ein ladungsabhangiger Prozeld sein, da neutrale oder negativ geladene
Polyaminosauren in Kombination mit dem jeweiligen EZM-Protein weder zu einer Verstarkung
des C&-Signals noch zu einer Spreitung der Zellen nach ihrer Adhasion an die Beschichtung

fUhrten.

Ebenso konnte eine positiv geladene Polyaminosaure zu einer Stabilisierung einer bestimmten
Struktur derpl-Kette der Integrine fihren und so ebenfalls die Interaktion der Integrine mit
dem EZM-Protein begunstigen. Bekannt ist, daf3 Integrine haufig erst in einem aktivierten
Zustand sein mussen, um Signale in die Zelle weitergeben zu kdonnen (Giblin et al, 1997; Luque
et al, 1996; Mobley et al, 1994; Rodriguez-Fernandez et al, 1999; Hershkoviz et al, 1995).
Dies geht vermutlich mit einer Strukturdnderung der Integrine einher. Es ist also gut
vorstellbar, dal3 durch die positiv geladenen Polyaminosauren die ,aktivierte* Form der
Integrine beglnstigt wird und somit die “G8ignale verstarkt werden. Denkbar ist auch ein

Zusammenspiel einer Strukturanderung des EZM-Proteins und der Integrine.

Ferner kénnte es ebenso zu einer Verstarkung désSigaals kommen, da die Adhasion der
Zellen auf einer Beschichtung aus EZM-Protein und positiv geladener Polyaminosaure
wesentlich starker ist als auf EZM-Protein allein, so daf} die Interaktion zwischen Integrin und
EZM-Protein stabilisiert wird oder einfach langer andauert, da die Zelle sich nicht mehr
bewegen kann. Ebenfalls haufig diskutiert wird ein Zusammenspiel zwischen der Interaktion
von Integrinen mit EZM-Proteinen und einer Anhaufung von Integrinen (clustering von

Integrinen). Die Besetzung der Integrine mit einem Liganden fluhrt bereits zu einem Signal,
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aber erst die Anhaufung von Integrinen an bestimmten Stellen der Zellmembran fiihrt zu dem
kompletten Signal (Miyamoto et al, 1995). In Uberéinstung mit Weismann et all997)

wurde gezeigt, dal’3 der Kontakt der Zellen mit EZM-Protein allein durch die ,Besetzung” des

Integrins zu einer leicht erhohten intrazellularert*®@nzentration fuhrt. Die Kombination

von EZM-Protein und einer positiv geladenen Polyaminosaure fiuhrt dann aber zu der
Anhaufung von Integrinen (Clustering) und damit zu der Ubermittlung des ganzen Signals, in

diesem Falle zu einem wesentlich verstarkteti-Signal und zu einer Spreitung der Zellen.

Eine weitere Mdoglichkeit ware die Einbeziehung des Integrin assoziierten Proteins (IAP).
Dieses Protein ist mit Integrinen assoziiert und wird als moglich&rKaaal zumindest in
Endothelzellen diskutiert (Schwartz et al, 1993), durch den €hEl@trom erfolgen kann.
Weismann hat bereits zwei Antikérper gegen IAP (B6H12 und 2D3) eingesetzt unddie Ca
Signalgebung in T-Lymphozyten nach Interaktion mit Fibronektin und Laminin untersucht
(mundliche Mitteilung). Die unterschiedlichen Antikdrper fiihrten zu widerspruchlichen
Ergebnissen. So konnte der bei Neutrophilen inhibierend wirkende anti-IAP Antikorper B6H12
(Schwartz et al, 1993) auch bei Jurkat T-Lymphozyten diéSlgnalgebung nach Kontakt

mit Fibronektin oder Laminin inhibieren. Der zweite anti-IAP Antikbrper 2D3 aber, der bei
Neutrophilen nicht inhibierend wirkt (Schwartz et al, 1993), hemmte in Jurkat T-Lymphozyten
ebenfalls die CaSignalgebung nach Kontakt mit Fibronektin oder Laminin. Ob IAP in T-
Lymphozyten nach Interaktion mit EZM-Proteinen eine Rolle spielt, ist also weiterhin unklar.
Allerdings konnten Ticchioni et al (1997) bei peripheren T-Zellen trotz hoher Expression von
IAP keine funktionelle Assoziation von Integrinen und IAP beobachten. Sollte es dennoch bei
Jurkat T-Lymphozyten eine Rolle spielen, so ware denkbar, dal3 die Interaktion von Integrin
und IAP durch die Kombination von EZM-Protein mit einer positiv geladenen Polyaminosaure
geférdert wird, vielleicht wiederum durch die oben besprochenen moglichen
Strukturanderungen, und so zu dem verstarktefr&agnal fihrt. Der Effekt der Spreitung

der Zellen laRt sich hiermit allerdings nicht erklaren, zumal diese unabhangig von der

intrazellularen C4-Konzentration ist.
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5.2.3 Tyrosinphosphorylierung von Proteinen als Mechanismus fur die

Signaltransduktion

Vorinkubation von Jurkat T-Lymphozyten mit spezifischen Inhibitoren fur Tyrosinkinasen
fuhrte zu einer Inhibition sowohl der €&ignalgebung als auch der Spreitung der Zellen nach
Kontakt mit Laminin/Poly-L-Lysin. Genistein, ein Inhibitor fur verschiedene Tyrosinkinasen,
sowie PP2, ein spezifischer Inhibitor fur Tyrosinkinasen der src-Familie, hemmten sowohl die
Ca"*-Signalgebung wie auch die Spreitung der Zellen in gleichem MaRe, wahrend Daidzein, ein
nicht wirksames Analogon des Genisteins, zu keiner Inhibition fuhrte. Weismann zeigte bereits,
daRR Genistein auch zu einer Hemmung de$-Signals in T-Lymphozyten nach Kontakt mit
Laminin/BSA beschichteten Deckglasern filhrte (mindliche Mitteilung). Eine Tyrosin-
phosphorylierung von Proteinen als Mechanismus fir eine Signaltransduktionfiiber
Integrine scheint also sehr wahrscheinlich, insbesondere durch Kinasen der src-Familie. Daher
wurde mittels Western Blot nach tyrosinphosphorylierten Proteinen in Jurkat T-Lymphozyten
nach Kontakt mit Laminin/Poly-L-Lysin beschichteten Deckgldsern gesucht. In Zellysaten
wurden hierbei zwar tyrosinphosphorylierte Proteine unterschiedlicher Gro3e gefunden, es
konnte aber keine Zunahme der Tyrosinphosphorylierung nach Kontakt der Zellen mit
Laminin/Poly-L-Lysin beschichteten Deckglasern gefunden werden. Lediglich Stimulation der
Zellen Uber den TZR/CD3-Komplex mit einem anti-CD3 Antikérper (OKT3) fuhrte zu einer
erhohten Tyrosinphosphorylierung von Proteinen folgender Gro3e: 128 kDa, 70 kDa, 59 kDa
und 30 kDa.

Da zwei spezifische Inhibitoren fiir Tyrosinkinasen (Genistein und PP2) aber sowohf'die Ca
Signale wie auch die Spreitung hemmen konnten, und dazu ein nicht wirksames Analogon
(Daidzein) zu keiner Hemmung der Signale fuhrte, bleibt eine Tyrosinphosphorylierung
dennoch sehr wahrscheinlich und der fehlende Nachweis mittels Western Blot scheint eher
methodisch bedingt zu sein. So ist die Synchronisation des Startpunktes der Stimulation durch
das Herabsinken der Zellen mit unterschiedlicher Geschwindigkeit auf die beschichtete
Petrischale nicht moglich. Handelt es sich bei der Tyrosinphosphorylierung der Proteine aber
um eine transiente Phosphorylierung, so waren bei einem nicht synchronisierten Startpunkt der
Stimulation mdglicherweise zu wenig Zellen bereits bzw. noch aktiviert, um eine Anderung der
Tyrosinphosphorylierung quantitativ. nachweisen zu konnen. Aufl3erdem kodnnte auch die
Tyrosinphosphorylierung nur einiger Proteine von gleicher Gré3e nach Stimulation durch

Laminin/Poly-L-Lysin bereits zur Signalgebung ausreichen, die im Western Blot nicht
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nachzuweisen ist. Durch eine mogliche Translokation tyrosinphosphorylierter Proteine,
kénnten sich diese auch in dem nicht I6slichen Rickstand der Zellysate befinden und wéaren

somit nicht zuganglich fiir eine quantitative Analyse mittels Western Blot.

In der Literatur wurden bereits eine Reihe von Proteinen beschrieben, die nach Stimulation von
B1-Integrinen tyrosinphosphoryliert wurden. So werden die Prolinreiche Tyrosinkinase-2
(PYK-2) in humanen Killerzellen (Gismondi et 4D97), p130cas in humanen B-Zellen (Manie

et al, 1997) und Fibroblasten der Ratte (Vuori et al, 1995), p21lras in T-lymphoblastischen
Zellen (Kapron-Bras et al, 1993), Tensin in Fibroblasten der Ratte (Bockholt et al, 1993),
Paxillin in T-Zellen (Miron et al1997) und in Fibroblasten der Ratte (Burridge et al, 1992)
sowie die fokale Adhasionskinase (FAK) in humanen Killerzellen (Rabinowich #996) in
Fibroblasten (Schlaepfer et al, 1994) und in T-Lymphozyten (Haller et al, 1997) nach
Stimulation vor31-Integrinen tyrosinphosphoryliert. Die Frage aber, welche Proteine in Jurkat
T-Lymphozyten durch eine mogliche Tyrosinphosphorylierung Bentegrine nach Kontakt

mit Laminin/Poly-L-Lysin stimuliert werden, konnte durch Western Blot Experimente im
Rahmen dieser Arbeit nicht geklart werden. Die mogliche Tyrosinphosphorylierung der

Phospholipase C wird unter 5.2.5 diskutiert.

Eine weitere Moglichkeit der Regulation ware ebenfalls eine Dephosphorylierung von
Proteinen durch Phosphatasen als Gegenspieler zu Tyrosinkinasen (Fischer et al, 1991; Sun et
al, 1994; Stone et al, 1994; Hunter, 1995). Da aber Dephostatin als Inhibitor von Phosphatasen
weder die C#-Signalgebung noch die Spreitung der Zellen hemmte, erscheint dieser

Mechanismus als eher unwahrscheinlich.

5.2.4 Mogliche sekundéare Botenstoffe fir die C&Signalgebung

Als sekundare Botenstoffe fur die G&ignalgebung sind drei intrazellulare Molekile
beschrieben: Ins(1,4,59PcADPR und NAADP. So fanden Streb et al (1983), dal
Ins(1,4,5)R C&* aus den intrazellularen €&peichern freisetzt. Guse et al (1995 und 1999)
charakterisierten die Rolle von cADPR in T-Lymphozyten. Berg et al (2000) gelang der
Nachweis, daB NAADP ebenfalls in der *G8ignalgebung von T-Lymphozyten eine

bedeutende Rolle spielt.
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Im Rahmen dieser Arbeit wurde zunachst die Rolle von Ins(1Ausersucht. Eine direkte
Messung von Ins(1,4,5)Rvar wie unter Diskussion der Methoden beschrieben nicht mdglich.
Daher wurde zunéchst versucht, RiLG@urch den spezifischen Inhibitor U73122 zu hemmen.
Eine Konzentration von 1 puM U73122 fiihrte zu einer Hemmung désS@mals nach
Kontakt der T-Lymphozyten mit Laminin/Poly-L-Lysin, wobei der Unterschied gegen nicht
inhibierte Zellen nach dem t-Test nach Student an der Grenze der Signifikanz bei P=0,90 lag
(P=0,89). Dagegen zeigte das nicht wirksame Analogon U73343 in dieser Konzentration
eindeutig (P=0,61) keine Inhibition des “G8&ignals. Bei einer Konzentration von 1 pM
scheint also die Hemmung von PLC durch das wirksame U73122 noch nicht vollstandig, aber
spezifisch zu sein. Eine hthere Konzentration von U73122 (2 pM) flhrte zwar zu einer
verstarkten und deutlich signifikanten (P>0,99) Hemmung déf-Signalgebung, aber in
dieser Konzentration inhibierte, wenn auch in geringerem MaRe, U73343 die Ca
Signalgebung ebenfalls signifikant (P>0,95). Die Hemmung dérSignalgebung durch das
unwirksame Analogon U73343 in der hoheren Konzentration deutet somit auf einen
unspezifischen Effekt des PLC-Inhibitors hin. So hemmt U73122 z. B. dieF@dsetzung

durch Ins(1,4,5)P(Hellberg et al, 1996) und L-Typ €Kanéale (Macrez-Lepétre et al (1996).

Da bei T-Lymphozyten L-Typ CaKanale nicht vorhanden sind, ist es wahrscheinlich, daf
U73122 neben PLC zumindest teilweise di¢"Eaeisetzung durch Ins(1,4,5)Remmt. Das
unwirksame Analogon U73343 inhibierte dagegen dié-Baisetzung durch Ins(1,4,5)P

nicht (Hellberg et al, 1996), so dal? hier weitere unspezifische Effekte des Inhibitors
wahrscheinlich sind, die ebenso durch U73343 verursacht werden. Da die Inhibitior’'der Ca
Signalgebung durch 1 uM U73122, nicht aber durch 1 uM U73343, schon vorhanden ist, ist
diese Inhibition spezifisch. Daher ist es wahrscheinlich daB PLC an tie8i@@algebung tber
B1-Integrine in Jurkat T-Lymphozyten beteiligt ist. Dies ist in Ubereinstimmung mit Ricard et
al (1997b), die einen Anstieg von Ins(1,45)Rach Stimulation Uber dasifl-Integrin in

Jurkat T-Lymphozyten fanden.

Die Spreitung der Zellen wurde dagegen nur durch U73122 gehemmt, nicht aber durch
U73343 (auch nicht in der hdoheren Konzentration, so daf} der unspezifische Effekt des
Inhibitors sich nicht auf die Spreitung auszuwirken scheint). Daher ist PLC also in die

Spreitung der Zellen nach Kontakt mit Laminin/Poly-L-Lysin involviert.
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Desweiteren wurde versucht, eine mdgliche Stimulation deryPlddrch Phosphorylierung

von Tyrosinresten Uber Western Blot nachzuweisen.yRl®Onnte durch Immunprézipitation

gut angereichert und im Western Blot detektiert werden. Allerdings war es nicht mdglich eine
Tyrosinphosphorylierung von PMTC zu detektieren, auch nicht in Zellen, die Uber den
TZR/CD3-Komplex stimuliert wurden. Hierflr ist aber bereits eine Tyrosinphosphorylierung
von PLGy1 beschrieben worden (Mustelin et al, 1990; Granja et al, 1991; Weiss et al, 1991).
Allerdings lag die eingesetzte Zellzahl pro Experiment bei allen Veroffentlichungen hdher als
die, die in diesen Versuchen eingesetzt werden konnte. Eine direkte Messung der
Enzymaktivitat oder von Ins(1,4,5®aren weitere Nachweise zur Involvierung von RL@
T-Zellen (Mustelin et al, 1990; Granja et al, 1991; Weiss et al, 1991). Granja et al (1991)
zeigten aul3erdem, dafld das Maximum der Tyrosinphosphorylierung voyi Be€its 2 min

nach Stimulation erreicht war und nach 10 min auf das 2-3-fache verglichen mit unstimulierten
Zellen zuriickging. Weiss et al (1991) stimulierten Jurkat T-Zellen sogar fur nur 30 sec und
wiesen dann bereits eine erhthte Tyrosinphosphorylierung nach. Dies spricht fur eine sehr
schnelle Aktivierung von PL¥l nach Stimulation Gber den TZR/CD3-Komplex, die aber
vergleichbar sein wird mit der Stimulation Ukgt-Integrine, da die CaSignale in beiden
Fallen vergleichbar schnell erfolgen. Da bei der Stimulation der Zellen durch Laminin/Poly-L-
Lysin der Kontakt der Zellen mit der Beschichtung aber abgewartet werden muf3 und zudem
nach 2 min noch gar nicht alle Zellen abgesunken, also stimuliert sind, ergeben sich hier
experimentelle Schwierigkeiten, die den Nachweis einer Tyrosinphosphorylierung vgth PLC
nicht ermoglichen. Dennoch erscheint eine Involvierung vonyRL& die Integrin-vermittelte
Ca*-Signalgebung recht wahrscheinlich. So wurde bereits eine Tyrosinphosphorylierung von
PLCyl in humanen Neutrophilen nach Stimulation (k&integrine (Hellberg et al, 1996) und

in Azinuszellen des Pankreas nach Ligation dnintegrinen (Wrenn et al 1996) gezeigt.
Ebenso fanden Ricard et al (1997b) eine Zunahme von Ins(%,4hS)&érkat T-Lymphozyten

nach Stimulation Uber dasi31-Integrin.

Um aufzuklaren, welche Bedeutung cADPR in T-Lymphozyten nach Stimulationpilber
Integrine hat, wurden die Zellen mit einem spezifischen membranpermeablen cADPR-
Antagonisten, 7-Deaza-8-Br-cADPR inkubiert. Hierbei wurde dié"-Signalgebung, aber
nicht die Spreitung der Zellen nach Kontakt mit Laminin/Poly-L-Lysin inhibiert. Wie von Guse

et al (1999) beschrieben, spielt cCADPR hauptséachlich eine Rolle bei der Aufrechterhaltung der
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langanhaltenden €aSignale nach Stimulation von T-Lymphozyten tber den TZR/CDS-
Komplex. 7-Deaza-8-Br-cADPR inhibierte die Stimulation der T-Zellen Bentegrine nach

25 min auf ca. 60 % und zeigt damit die gleiche Inhibition déef-Signalgebung wie nach
Stimulation Uber den TZR/CD3-Komplex (Guse et al, 1999). Ferner verzdgerte eine
Antagonisierung des Effektes von cADPR die Geschwindigkeit, mit dérSmale nach
OKT3-Stimulation gebildet wurden (Guse et al, 1999). Dieses konnte fiur T-Lymphozyten auf
Laminin/Poly-L-Lysin auch nach Synchronisation der Zellen auf einen einheitlichen Zeitpunkt
der Stimulation nicht festgestellt werden, so dal? cADPR in diesem Fall nur fur die

langanhaltenden €aSignale von Bedeutung zu sein scheint.

Da sowohl der PLC-Inhibitor U73122 als auch der cADPR-Antagonist 7-Deaza-8-Br-cADPR
zu einer Inhibition des CaSignals nach Stimulation mit Laminin/Poly-L-Lysin fiihrten,
wurden zur weiteren Aufklarung des Signalweges die Zellen mit beiden Inhibitoren inkubiert
und auf mit Laminin/Poly-L-Lysin beschichtete Deckglaser Uberfiihrt. D& Signalgebung

in T-Lymphozyten durch Laminin/Poly-L-Lysin wurde aber Uberraschenderweise durch
Inkubation mit beiden Inhibitoren nicht gehemmt, sondern nahm sogar noch geringfligig zu
(auf ca. 120%). Da U73122 in DMSO gel6st werden muf3te, wurde auch der Effekt von
DMSO auf die Wirkung von 7-Deaza-8-Br-cADPR untersucht. 7-Deaza-8-Br-cADPR zeigte
jedoch auch unter diesen Bedingungen die Ubliche Inhibition d&sS{@aals, so daR ein
Effekt von DMSO auf den cADPR-Antagonisten ausgeschlossen werden muf3. Eine eventuelle
Reaktion der Inhibitoren miteinander ist ebenfalls recht unwahrscheinlich, da die Inkubation
der Zellen bei Raumtemperatur erfolgte. Der Einsatz von Xestospongin, einem
membranpermeanten Inhibitor des Ins(1,4s83Bzeptors, anstelle des PLC-Inhibitors U73122
erwies sich in Versuchen mit Stimulation von T-Lymphozyten Uber den TZR/CD3-Komplex
als sehr unzuverlassig und war stark abhangig von der bezogenen Charge (Berg, mundliche
Mitteilung), da es sich um einen aufgereinigten Naturstoff handelt. Daher werden erst neue
membranpermeante Agonisten oder Antagonisten die genauere Aufklarung #er Ca

Signalgebung in T-Lymphozyten nach Stimulation mit Laminin/Poly-L-Lysin ermdglichen.
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Neuere Untersuchungen zu dem erst kirzlich entdeckten NAADP in T-Lymphozyten wiesen
ebenfalls eine Bedeutung dieses Botenstoffes in T-Lymphozyten fir &ieSigaalgebung

nach (Berg et al, 2000). So konnte durch Mikroinjektion von NAADP gezeigt werden, dal? es
schon in nanomolaren Konzentrationen in der Lage it; €ignale zu generieren. In héheren
Konzentrationen zeigt NAADP eine Autoinaktivierung, so daR dié-BEaisetzung inhibiert

wird (Lee et al, 1997; Genazzani et al, 1996). Nach Mikroinjektion von NAADP in dieser
selbst-inaktivierenden Konzentration und anschlieBender Stimulation der Zellen tGber den
TZR/CD3-Komplex konnte das €&Signal gehemmt werden (Berg et al, 2000). Da
Mikroinjektionen fur die hier durchzufiihrenden Versuche nicht méglich waren (sie miuf3ten vor
dem Kontakt der Zellen mit Laminin/Poly-L-Lysin erfolgen), kann die Frage, ob NAADP auch
nach Stimulation durch Laminin/Poly-L-Lysin von Bedeutung ist, ebenfalls erst durch

zukunftige membranpermeable Agonisten bzw. Antagonisten fir NAADP geklart werden.

5.2.5 Bedeutung von Proteinkinase C

Die PKC-Inhibitoren GF109203x sowie Calphostin C hemmten die Spreitung der T-
Lymphozyten auf Laminin/Poly-L-Lysin, wahrend GF109203x keine Auswirkung auf die Ca
Signalgebung der Zellen hatte. Fir Calphostin C konnte dagegen keine Aussage zur Inhibition
der C&'-Signalgebung getroffen werden. Hier wurde nach Inkubation der Zellen nur in 50 %
der Experimente eine Hemmung der*c3ignalgebung gefunden. Dies mag an der nétigen
Voraktivierung von Calphostin C durch UV-Licht liegen (Bruns et al, 1991), die
moglicherweise nicht immer vollstandig war. Dagegen spricht, dal? die Spreitung der Zellen in
allen Experimenten gehemmt werden konnte. Allerdings kdnnten auch verschiedene Subtypen
von PKC an der C4&Signalgebung und der Spreitung beteiligt sein, die unterschiedlighe I1C
Werte fur eine Inhibition aufweisen kdnnten.

PKC scheint also wie fur andere Zelltypen bereits beschrieben auch bei Jurkat T-Lymphozyten
in die Spreitung involviert zu sein. So fanden Vuori et al (1993), daR in CHO-Zellen eine
Aktivierung von PKC mit Phorbolestern zu einer erhéhten Spreitung der Zellen auf Fibronektin
sowie zu einer erhdhten Adhasion und Migration der Zellen fiihrte, wahrend Calphostin C
diese Effekte inhibierte. Ebenso fuhrte eine Stimulation von PKC in Dickdarm-Karzinomzellen
zu einer Spreitung und Migration der Zellen auf diversen EZM-Proteinen (Rigot et al, 1998).
In CD4+-T-Zellen fuhrte eine Aktivierung von PKC zu einer Adhéasion an Laminin und
Fibronektin, wahrend die Inhibition der PKC die Adhasion verhinderte (Miron et al, 1992).

Hierbei wurde ebenfalls beschrieben, daf eine geringere Expression von PKC in T-Zellen zu
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einer Verhinderung der Adhasion an Laminin und Fibronektin fuhrte. PKC kénnte bei diesen
Prozessen Uber einen Rezeptor fur aktivierte PKC (Rack-1) faUlntereinheit der Integrine
assoziiert sein. In humanen Fibroblasten der Niere wurde dies f{@ldmtegrine, in einer
humanen lymphoiden Zelllinie (JY) fig2-Integrine durch Koprézipitation von Lilienthal et al
(1998) gezeigt. PKC scheint desweiteren eine wichtige Rolle bei der Lokalisation von
Proteinen des Cytoskeletts sowie der Bildung von fokaler Adhasion zu spielen (Lewis et al,
1996; Woods et al, 1992). Das Cytoskelett ist ebenfalls fir die Spreitung von Jurkat T-
Lymphozyten auf Laminin/Poly-L-Lysin von Bedeutung, wie durch eigene Inhibitionsversuche
mit Cytochalasin D gezeigt werden konnte. PKC konnte also in T-Lymphozyten nach
Stimulation durch Laminin/Poly-L-Lysin direkt eine Wirkung auf gie-Integrine haben sowie

auf die Umgestaltung des Cytoskeletts (evtl. durch Ausbildung fokaler Adhésion). Welche(r)
Subtyp(en) der PKC hierbei von Bedeutung sind, kann derzeit noch nicht beantwortet werden.
Fur Endothelzellen ist aber kirzlich eine Kolokalisation von &Kt f1-Integrinen durch
Koprazipitation und Fluoreszenz Resonanz Energie Transfer (FRET) gezeigt worden (Ng et al,
1999).

In Bezug auf die Rolle der PKC bei der’C8ignalgebung in T-Lymphozyten, konnte keine
Inhibition des C&-Signals durch Vorinkubation mit GF109203x erzielt werden. Haverstick et

al (1997) beschrieben, dal3 in Jurkat T-Lymphozyten eine Aktivierung von PKC durch
Phorbolester zu einer Hemmung def*@aeisetzung aus den intrazellularen Speichern sowie
zu einer Hemmung des Cd&instroms nach Stimulation Uber den T-Zellrezeptor fiihrte. Dieser
Mechanismus scheint bei der“G8ignalgebung tibeB1-Integrine nicht so zu sein, da PKC,

wie durch die Versuche zur Spreitung der Zellen gezeigt, durchaus aktiviert zu werden scheint,
aber keine Inhibition des €aSignals zu beobachten ist, sondern im Gegenteil ein verstarktes
Ca*-Signal in T-Lymphozyten auf Laminin/Poly-L-Lysin vorhanden ist. In diesem Fall kdnnte
es aber auch sein, dal3 ein anderer Subtyp der PKC aktiviert wird. Haverstick et al (1997)
fanden namlich PK@I als verantwortlichen Subtyp, wahrend es nicht ausgeschlossen ist, daf3

Uberp1-Integrine ein oder mehrere andere Subtyp(en) der PKC aktiviert werden.
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5.2.6 Bedeutung von Phospholipase,A

Zwei Inhibitoren der PLA BPB und OBAA, konnten die Spreitung von T-Lymphozyten nach
Kontakt mit Laminin/Poly-L-Lysin hemmen, hatten aber keinen Effekt auf di&- Ca
Signalgebung der Zellen. PLAetzt durch Hydrolyse von Phospholipiden Arachidonsaure frei.
Zugabe von Arachidonsaure nach Inhibition von Plkannte die Inhibition der Spreitung
zumindest teilweise wieder aufheben. Diese Ergebnisse sind in Ubereinstimmung mit Daten, die
aus Versuchen mit HeLa-Zellen gewonnen wurden, die auf einem Collagensubstrat adharierten
( Auer et al, 1995; Chun et al, 1993). Danach postulieren Auer und Jacobson (1995) sowie
Chun und Jacobson (1993) eine Aktivierung von PliBer eine Anhaufung vdbil-Integrinen
(clustering), die zu einer Freisetzung von Arachidonsaure fuhrt. Lipoxygenase (LOX) oxidiert
dann wiederum Arachidonsaure zu weiteren Botenstoffen, die letztendlich PKC aktivieren,
eventuell unter Einbeziehung von PLC und DAG (Abb. 5.2.1).

Adhasion

PL LysoPL

B1-Integrin \/ LOX Sekundare

: —_— >
clustering? PLA AA Botenstoffe

PLC

Y
DeG
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PKC —» Spreitung

Abb. 5.2.1: Mocell der Jacobson-Gruppe zur Stimulierung von HelLa-Zellen auf einem Gelatin-Substrat
Adhéasion von HelLa-Zellen an ein Gelatin-Substrat fihrt pieintegrine zu einer Aktivierung von PLA

Dabei werden Phospholipide (PL) zu Lysophospholiopiden (LysoPL) und Arachidonsdure (AA) umgesetzt.

Arachidonsaure wird dann von Lipoxygenase (LOX) zu weiteren Metabolit(en) oxidiert, die wiederum PLC

aktivieren, so daRR Diacylglycerol (DAG) entsteht. PKC wird dann von DAG aktiviert und fiihrt zu einer

Spreitung der Zellen. (nach: Auer et al, 1995)



Diskussion 86

Dieselbe Gruppe untersuchte spater die Rolle von PKC in dem Prozel3 der Spreitung der Zellen
(Chun et al, 1997) und zeigte, dal3 Calphostin C auch in HeLa Zellen die Spreitung auf einem
Gelatinsubstrat inhibiert. PKC ist hierbei wichtig fir die Umgestaltung des Cytoskeletts, so dal3
es zu einer Spreitung der Zellen kommen kann, und reguliert auch das Vorhandensein von
exocytotischerfp1-Integrinen an der Zelloberflache, um die Spreitung der Zellen zu verstarken
(Abb. 5.2.1).

Ob eine Stimulation von T-Lymphozyten durch Laminin/Poly-L-Lysin UBé&rIntegrine
ebenfalls zunachst PlLAktiviert und dann Gber weitere Metaboliten zu einer Aktivierung von
PKC fuhrt, kann durch die in dieser Arbeit durchgefuhrten Versuche nicht vollstandig geklart
werden. Allerdings erscheint die Aktivierung von PLC in Folge einer Aktivierung von B&A
Jurkat T-Lymphozyten sehr unwahrscheinlich, da eine Hemmung von, EleA C&'-

Signalgebung, die zumindest teilweise Gber PLC verlauft, nicht inhibieren konnte.

5.2.7 C&*-Signalgebung in T-Lymphozyten nach Stimulation durch Laminin/Poly-L-

lysin

Wie entstehen nun die €&Signale in T-Lymphozyten nach Stimulation Ulk-Integrine
durch Laminin/Poly-L-Lysin? Sicher ist, daR die ?C&ignale ausschlieRlich Uber dfl-
Integrine vermittelt werden, da sie komplett durch Inkubation der Zellen mit einerflanti-
Integrin Antikorper inhibiert werden kénnen. Bei der Entstehung d&rSignale gilt auch in
diesem Fall das Modell des kapazitativen®*@Eanstroms (Putney et al, 1986). Die
Komplexierung von extrazellularem Téiihrt lediglich zu einem transientenG&ignal in den
Zellen nach Kontakt mit Laminin/Poly-L-Lysin. Dies ist die Freisetzung vofi @as den
intrazellularen Speichern, denn werden die intrazellularen Speicher bereits vor Kontakt der
Zellen mit Laminin/Poly-L-Lysin durch Thapsigargin entleert, so ist keffi-Signal mehr zu
beobachten. Wird nach Chelatisierung von extrazellularethudd Freisetzung von €aaus

den intrazellularen Speichern Cavieder extrazellular zugesetzt, so kommt es zu einem
Einstrom des extrazellularen .aDiese Versuche sind also in Ubereinstimmung mit dem
Modell des kapazitativen €aEinstroms (Putney et al, 1986), demnach es nach Stimulation
der Zelle zu einer Entleerung der intrazellularef-Saeicher kommt, die dann wiederum zu
einem Einstrom von extrazellularem ?Céiihrt. Als Botenstoffe fur die Freisetzung aus den
intrazellularen CH4-Speichern des endoplasmatischen Reticulums kommen hierbei neben
Ins(1,4,5)R auch cADPR und NAADP in Frage.
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Bei der Stimulation der T-Lymphozyten durch Laminin/Poly-L-Lysin scheint Ins(1,4se
wahrscheinlich an der €aFreisetzung beteiligt zu sein (s. Kap. 5.2.4) und cADPR ist fur die
langanhaltenden €aSignale mitverantwortlich. Daten zu NAADP, das erst kurzlich afs-Ca
freisetzender Botenstoff in T-Lymphozyten beschrieben wurde (Berg et al, 2000), liegen
dagegen noch nicht vor, so dal3 durchaus ein Zusammenspiel von Insgl@d)PR und
NAADP mdglich erscheint. Wie es nach der Freisetzung vofi & den intrazellularen
Speichern zu einem Einstrom von extrazellularerff Rammt, ist bis heute nicht eindeutig

geklart (s. Einleitung).

Zu den fur den C&Einstrom verantwortlichen CaKanadlen wurden in dieser Arbeit
Versuche mit verschiedenen Inhibitoren fur *@€andle durchgefihrt, um ein
pharmakologisches Profil des/der involvierterf*@éanals/Kanale zu erstellen. Hierbei zeigte
lediglich SK-F 96365 eine Hemmung des @&instroms, wahrend Verapamil und Nitrendipin,
beides Inhibitoren der spannungsabhangigefi-ICanale, zu keiner Inhibition des €a
Einstroms fuhrten. Diese Ergebnisse zeigen deutliche Unterschiede zu den Daten von de Wit
(1996), die die Wirkung verschiedener Inhibitoren fif*®anale nach Stimulation Gber den
TZR/CD3-Komplex mit OKT3 in Jurkat T-Lymphozyten untersuchte. Verapamil inhibierte den
Ca*-Einstrom demnach weder nach Stimulation mit OKT3 noch nach StimulationBiber
Integrine. Nitrendipin zeigte dagegen eine gute Hemmung dé€@atroms nach Stimulation

mit OKT3, war aber wirkungslos nach Stimulation durch Laminin/Poly-L-Lysin. SK-F 96365
inhibierte sowohl den CaEinstrom nach Stimulation mit OKT3 als auch nach Stimulation mit
Laminin/Poly-L-Lysin, allerdings gab es Unterschiede im Wirkungsprofil des Inhibitors. So
hemmte SK-F 96365 das T&ignal nach Stimulation Ub@dl-Integrine in 10-fach geringerer
Konzentration verglichen mit der Hemmung nach OKT3-Stimulation.

Auf Grund dieser Unterschiede erscheint ein unterschiedlicher Mechanismus in Abhangigkeit
der Stimulation der T-Lymphozyten wahrscheinlich. Nach der Stimulation Gber den TZR/CD3-
Komplex kommt es zur Freisetzung von Ins(1,4;3)Rd damit zur Freisetzung von“Caus

den intrazellularen CaSpeichern Uber den Ins(1,4,5fRezeptor (Berridge et al, 1989).
Desweiteren zeigten Guse et al (1999), dall cADPR nach OKT3-Stimulation Uber den
Ryanodin-Rezeptor ebenfalls Caus intrazellularen Speichern freisetzt. Durch welche Kanéle
dann allerdings der €aEinstrom in die Zelle erfolgt, ist bis heute nicht geklart. So kdnnen
durchaus verschiedene ‘G&anale fur den Einstrom verantwortlich sein. In diesem Fall konnte
nach Stimulation durch Laminin/Poly-L-Lysin nur der SK-F 96365-sensitiv&-Kzmal
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benutzt werden verglichen mit der OKT3-Stimulation, bei der auch ein oder mehrére Ca
Kanal/Kanéle, die durch Econazol und Nitrendipin inhibiert werden kdnnen, einen Einstrom
von C&" ermoglichen. Dies ware gleichzeitig ein Grund dafiir, daB SK-F 96365 dén Ca
Einstrom nach Stimulation Gber Laminin/Poly-L-Lysin in viel niedrigeren Konzentrationen
hemmt, da hier dann der Td&instrom Uber die anderen G&anale entfallen wirde.
Allerdings tritt der agonistische Effekt von SK-F 96365 nach Stimulation Ub@ldietegrine

schon bei deutlich niedrigeren Konzentrationen auf als nach OKT3-Stimulation, so dal3 der

Ca*-Einstrom je nach Stimulation auch durch komplett unterschiedlichiek@aale erfolgen
konnte.

5.2.8 Modellvorstellung zu divergenten Signaltransduktionswegen

Auf Grund der dargestellten Ergebnisse und der bisherigen Diskussion wurde folgendes Modell
zur Stimulation von Jurkat T-Lymphozyten nach Kontakt mit Laminin/Poly-L-Lysin entwickelt
(Abb. 5.2.2).

Ca™ EGTA
SK-F 96365

//. Ca’*"-Speicher

Ca*-Speicher §

Ins(1,4,5)P
Calphostin C ( Ps

GF109203x Genistein
& PP2 \ / '\

«——— DAG <// 7-Deaza-8-Br-cADPR
Tyrosmkmasen
/ U73122 src-Kinasen

Arachidon- @

OBAA
BPB

cADPR

Anti-B1-
Integrin AK

Laminin/Poly-L-Lysin Laminin/Poly-L-Lysin Laminin/Poly-L-Lysin

Abb. 5.2.2: Modell zur Laminin-vermittelten Signaltra nsduktion in Jurkat T-Lymphozyten
Dargestellt sind die Signaltransduktionswege nach Stimulation von T-LymphozyteG@ieintegrine,
die zur C&*-Signalgebung und zur Spreitung der Zellen filhren (Erlauterungen siehe Text). In blauer Schrift

sind dabei die jeweiligen spezifischen Inhibitoren angegeben.
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Danach werden die Signale Ulo#31-Integrine nach Kontakt mit Laminin/Poly-L-Lysin in die
Zelle weitergeleitet. Hierbei verstarkt die positiv geladene Polyaminosaure, wahrscheinlich
durch strukturelle Veranderung der Integrine und / oder des Laminins sowie durch eine
verstarkte Adhasion die Signalgebung in die Zelle verglichen mit Laminin allein. In der Zelle
werden dann zun&chst Tyrosinkinasen aktiviert, wobei hier die Aktivierung von Tyrosinkinasen
der src-Familie sehr wahrscheinlich ist. Die*€3ignalgebung erfolgt dann wahrscheinlich
durch Aktivierung von PLC uber Ins(1,4,3)Rlurch eine Freisetzung von Caaus
intrazellularen, Thapsigargin-sensitiven*C8peichern und tber eine C&reisetzung durch
cADPR (ber den Ryanodin-Rezeptor. Dadurch kommt es zu eing&rii@strom in die Zelle
durch C&-Kanéle, die durch SK-F 96365 inhibiert werden konnen. Es ist dabei nicht
ausgeschlossen, dal3 sowohl an def-Baisetzung als auch an dem*G&instrom weitere
Botenstoffe beteiligt sind. Ebenso ist das Zusammenspiel dérFf@dsetzung durch
Ins(1,4,5)R und cADPR noch nicht geklart, nur da3? cADPR bei der Aufrechterhaltung des

langanhaltenden €aSignals von Bedeutung ist.

Die Spreitung der T-Lymphozyten nach Kontakt mit Laminin/Poly-L-Lysin wird ebenfalls
durch B1-Integrine aktiviert, auf die eine Stimulation von Tyrosinkinasen erfolgt. Ob es sich
dabei um dieselben Tyrosinkinase(n) handelt, die auch bei déSigaalgebung involviert

sind, ist noch nicht geklart. Dennoch scheinen auch hier Tyrosinkinasen der src-Familie
beteiligt zu sein. Die Aktivierung der Tyrosinkinasen fuihrt dann zur Aktivierung von PLC und
PLA,. PLC setzt DAG frei, welches wiederum mit?*CRKC stimuliert und letztendlich unter
Einbeziehung des Cytoskeletts zur Spreitung der Zellen fuhrt. Durch die Aktivierung vgn PLA
wird dagegen Arachidonsaure freigesetzt, was wiederum zu einer Stimulation von PKC fiuhrt
und damit auch zu einer Spreitung der Zellen. Moglich wéare auch, daf3 von dem durch PLC
freigesetzten DAG ebenso Arachidonsdure abgespalten wird, welches wiederum zu einer
Aktivierung von PKC filhren kdnnte. Da die Spreitung der T-Lymphozyten unabhangig von
einem C&-Einstrom ist, scheint die transiente’Clreisetzung aus den T&peichern schon

fur eine Aktivierung von PKC auszureichen oder es sirfd-@@mbhangige Subtypen von PKC

involviert.
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Es soll darauf hingewiesen werden, dal? dieses nicht unbedingt direkte Schritte sein mussen,
sondern daR durchaus noch mehrere Metaboliten an der Signaltransduktion “der Ca
Signalgebung (z. B. NAADP) wie auch der Spreitung der Zellen beteiligt sein kénnen. Ebenso
bleibt noch die Frage, ob bei beiden Signaltransduktionswegen die gleichen Subtypen der
Enzyme involviert sind. Dieses wird jedoch erst durch noch spezifischere Inhibitoren bzw.

Antikdrper oder molekularbiologisch zu klaren sein.



Zusammenfassung 91

6. Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Signaltransduktion in T-Lymphozyten nach Interaktion mit
Laminin und Collagen Typ 1V, zwei Proteinen der Basalmembran untersucht. Weismann et al
(1997) zeigten bereits, daR Proteine der extrazellularen Matrix (EZfM)S@male in Jurkat
T-Lymphozyten stimulieren. BeteiligteeReptoren sind hierbei da$p1-Integrin fir Laminin

und dasoa2p1-Integrin fur Collagen Typ IV. Aufbauend auf dieser Arbeit sollten die
intrazellularen Mechanismen der Integrin-vermittelteSignale untersucht werden.

Die Bestimmung der intizellularen C#-Konzentration in T-Lymphozyten erfolgte an einem
Imaging-System. Dazu wurden Zellen mit FURA 2-AM, einent"Gansitiven Fluorophor
beladen, auf mit EZM-Protein beschichtete Deckglaser gegeben und durch digitales
ratiometrisches C&lmaging auf der Einzelzellebene untersucht. Hierfir ist eine gute
Adhéasion der Zellen an die Deckglaser notwendig, damit sie im Fokus bzw. in dem
Bildausschnitt der digitalen Kamera des Imaging-Gerates bleiben. Da T-Zellen keine feste
Adhéasion an Laminin noch an Collagen Typ IV zeigten, wurde eine Beschichtung der
Deckglaser mit EZM-Protein in Kombination mit Poly-L-Lysin gewa&hlt. Poly-L-Lysin allein ist
nicht in der Lage, T-Lymphozyten zu stimulieren. In Kombination mit Laminin bzw. Collagen
Typ IV fuhrte es allerdings 1. zu einer sehr starken Adhasion der Zellen, 2. zu einer stark
erhohten intrazellularen €aKonzentration verglichen mit Zellen auf EZM-Protein allein, und

3. zu einer Spreitung der Zellen.

Die starke Adhasion der T-Lymphozyten auf EZM-Protein/Poly-L-Lysin beruht auf einer
Ladungswechselwirkung zwischen der negativ geladenen Zellmembran und der positiv
geladenen Polyaminosaure, da andere positiv geladene Polyaminosauren wie Poly-D-Lysin
oder Poly-L-Arginin kombiniert mit EZM-Protein zu einer vergleichbar starken Adhasion der
Zellen und ebenso zu einer“G8ignalgebung und Spreitung der Zellen fiihrten. Dagegen war
die Adhasion bei neutralen (Poly-D,L-Serin) oder negativ geladenen Polyaminoséuren (Poly-L-
Glutaminsaure) in Kombination mit Laminin oder Collagen Typ IV geringer und flhrte auch
nicht zu vergleichbar hohen €&ignalen noch zu einer Spreitung der Zellen.

Mit Hilfe spezifischer Anti-Integrin-Antikérper wurde gezeigt, dal sowohl di¢*-Ca
Signalgebung wie auch die Spreitung der T-Lymphozyten nach Kontakt mit Laminin/Poly-L-
Lysin ausschlieRlich Ubd1-Integrine verlauft. Desweiteren war die Spreitung der Zelléfx Ca
unabhangig, welches bereits divergente Signaltransduktionswege vermuten liel3, die mit Hilfe

spezifischer Inhibitoren untersucht wurden. Dabei zeigte sich, dafd Tyrosinkinasen,
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insbesondere Kinasen der src-Familie, sowie Phospholipase C sowohl irf*dgBalgebung
als auch in die Spreitung der Zellen involviert waren, wahrend PhospholipasendA
Proteinkinase C nur an der Spreitung nicht aber an d&rSmalgebung der Zellen beteiligt

waren.

Versuche mit einem membranpermeablen Antagonisten der cyklischen ADP Ribose (cCADPR),
7-Deaza-8-Br-cADPR, fiihrten zu einer Inhibition des langanhaltend&rS@aals. Dadurch
wurde erstmals cADPR als sekundarer Botenstoff bei der Integrin-vermitteltén Ca

Signalgebung nachgewiesen.

Die weitere Untersuchung der Integrin-vermittelten”&agnalgebung in T-Lymphozyten
zeigte, daR es zunachst zu einef*Eaeisetzung aus intrazellularen®G8peichern kam, die
sensitiv fur Thapsigargin, einem Inhibitor der"CATPase des endoplasmatischen Reticulums,
waren. Nachfolgend kam es zu einenf*@nstrom, der durch SK-F 96365, einem Inhibitor
der C&'-Kanale, gehemmt wurde. Die pharmakologische Charakterisierung diésé¢a@ale
zeigte Unterschiede zu den’CKanélen, die fur den GaEinstrom nach Stimulation iber den
T-Zellrezeptor (TZR)/CD3-Komplex verantwortlich sind. So hemmte SK-F 96365 den
Integrin-vermittelten C&-Einstrom schon in einer 10-fach geringeren Konzentration
verglichen mit dem tber den TZR/CD3-Komplex stimulierteiE&anstrom. Nitrendipin, ein
Inhibitor spannungsabhangiger ‘CKanale, hemmte im Gegensatz zur Stimulation Gber den
TZR/CD3-Komplex den C&Einstrom nicht, wahrend Verapamil, ein weiterer Inhibitor
spannungsabhangiger G&anale, in beiden Fallen wirkungslos war. Diese unterschiedlichen
pharmakologischen Profile fir den “Gg&instrom zeigen, daR nach unterschiedlicher
Stimulation der T-Lymphozyten verschiedene *@@nale fir den C&Einstrom

verantwortlich zu sein scheinen.
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