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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,



Zusammenfassung 92

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.



