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EINLEITUNG

1. EINLEITUNG

Die molekularen Signaltransduktionswege von Apoptose und Zellaktivierung wurden lange
Zeit als von einander unabhingige Netzwerke betrachtet. Arbeiten in den letzten Jahren haben
jedoch gezeigt, dass Komponenten des Todesrezeptorsignaltransduktionwegs in einzelnen
Zelltypen, wie z.B. T-Lymphozyten, eine wichtige Rolle nicht nur bei der Apoptoseinduktion,
sondern auch bei der Zellaktivierung und Differenzierung spielen. An zentraler Stelle dieser
Signaltransduktion steht das FADD-Protein. In dieser Arbeit wurden die Bedeutung und die

molekularen Funktionen des FADD-Proteins in der T-Zellproliferation untersucht.

1.1. Das Adaptorprotein FADD

FADD (Fas Associated protein with Death Domain) ist ein zytosolisches Adaptorprotein, das
fiir die Ubertragung der Todesrezeptor-induzierten Apoptosesignale unverzichtbar ist. Die
Familie der Todesrezeptoren ist ein Teil der Tumor Nekrose Faktor (TNF)-Rezeptor-
Subfamilie. Zu ihr gehoren sechs Mitglieder: TNF-R1 (tumor necrosis factor receptor 1),
CD95 (APO-1/Fas), DR3 (death receptor 3), TRAIL-R1 (TNF-related apoptosis-inducing
ligand, DR4), TRAIL-R2 (DR5) und DR6 (Schmitz et al., 2000; Schulze-Osthoff et al., 1998).

Das humane- und das murine-FADD-Gen bestehen aus zwei Exonen (286 bp und 341 bp in
Menschen und 286 bp und 332 bp in Maus), die durch ein Intron mit Groe von ungefahr 2
kB getrennt sind (Abb. 1). Das menschliche- (208 Aminosduren) und das Maus- (205
Aminosduren) FADD-Protein haben ein Molekulargewicht von 23 kDa (Strasser and Newton,

1999) und zeigen etwa 80 % Ahnlichkeit zueinander (Kim et al., 1996).

Zwei Doménen wurden beim FADD-Protein identifiziert. Die C-Terminale Todesdoméne
(Death Domain (DD)) enthidlt 69 Aminosduren und ist fiir die Bindung an die DD des
Todesrezeptors notwendig. Die 79 Aminosduren im N-Terminus bilden die so genannte
Todeseftektordomine (Death Effector Domain (DED)), die fiir die Bindung an Procaspase-8
verantwortlich ist. Northern Blot und in situ Hybridisation haben gezeigt, dass die FADD
mRNA in relativ hohen Mengen und in fast allen Organen von Menschen und Maus

exprimiert wird (Chinnaiyan et al., 1995). In unstimulierten Zellen befindet sich FADD im
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Cytosol, allerdings wird es nach Stimulation des CD95-Rezeptors schnell an die
Plasmamembran rekrutiert (Boldin et al., 1995; Chinnaiyan et al., 1995). Die neuesten Studien
zeigen iiberraschenderweise, dass FADD hauptsédchlich im Kern von adherenten MCF10a und
HeLa Zellen lokalisiert ist (Frisch, 2004). Seine Rolle im Kern bleibt jedoch bis jetzt
ungeklart.

A:

FADD cDNA 5UTR i * 3UTR

FADD-Gen i '/I ~ 2 kb Intron \‘\ *

Exon 1 Exon 2

> Translation Start (ATG)
% Translation Stop (TGA)

|:| Todesdomane (333-435)

Abb. 1 Die Struktur des menschlichen FADD-Gens

A: Die FADD cDNA; B: Die Exon/Intron Organisation des menschlichen FADD-Gens. Die
Kodierungssequenzen sind in schwarz und die Todesdoménen (DED)- in gelb gekennzeichnet (nach
Chinnaiyan et al., 1996).

Auf dem FADD-Molekiil sind zwei Phosphorylierungsstellen identifiziert worden: Serinl91
(Maus)/194 (Mensch) und Threonin (Kischkel et al., 1995; Zhang and Winoto, 1996). Die
Kinase, die zu dieser Phosphorylierung fiihrt, ist Casein Kinase Io (CKla). Experimente mit
T-Zellen von der Maus mit einer Mutation an der Serin191-Phosphorylierungsstelle haben
gezeigt, dass diese Phosphorylierung eine wichtige Rolle bei der Regulierung des T-
Zellwachstums und des Uberlebens spielt (Scaffidi et al., 2000). Beziiglich der Rolle dieser
Phosphorylierung bei der Apoptose ist jedoch gezeigt worden, dass die nicht phosphorylierte
und die phosphorylierte Form mit vergleichbarer Affinitit an den aktivierten CD95-Rezeptor
binden koénnen (Zhang and Winoto, 1996).
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1.1.1. Signalwege der Apoptose und die Rolle von FADD in der

Todesrezeptor-induzierten Apoptose

Am besten untersucht ist die Rolle von FADD als Signaliibertragungsmolekiil bei der Fas-
induzierten-Apoptose. Fas-Liganden, die an die Todesrezeptoren binden, fithren zu deren

Oligomerisierung, und FADD ermdglicht die Rekrutierung und Aktivierung von Caspasen.

Apoptose spielt eine wichtige Rolle bei der Aufrechterhaltung der zelluliren Homeostase im
vielzelligen Organismus (Thompson, 1995). Durch Apoptose werden kranke, geschidigte und
infizierte oder nicht mehr bendtigte Zellen getdtet. Apoptose ist ein evolutiondr hoch
konservierter Mechanismus. Apoptose kann durch eine Vielzahl von Stimuli, wie z.B. UV-
und y- Bestrahlung, Chemotherapeutica, Wachstumsfaktorentzug und Todesrezeptorsignale
induziert werden. In den meisten Féllen ist Apoptose durch morphologische Verdanderungen
wie z.B. Exposition von Phosphatidylserin an der Zelloberfliche, Chromatinkondensierung,
DNA-Fragmentierung, und ,,membrane blebbing* charakterisiert. Die Zelle zerfdllt in die so
genannten ,,apoptotischen Korperchen®, die in vivo von Nachbarzellen oder Makrophagen

phagozytiert werden (Krammer, 2000).

Schliisselmolekiile der Apoptose, verantwortlich fiir die oben genannten morphologischen
Verdnderungen, sind die Caspasen. Das sind Cysteinproteasen, die ihre Substrate hinter einem
Aspartatrest spalten und auf dieser Weise eine wichtige Rolle bei der Apoptosevermittlung
spielen. Caspasen werden als inaktive Proenzyme (Zymogene) in jeder kernhaltigen Zelle
synthesiert und nach einem apoptotischen Stimulus aktiviert. Man unterscheidet zwei
Gruppen: die Initiator- und die Effektorcaspasen. Zu den Initiatorcaspasen gehdren die
Caspasen 8, 9 und 10, zu den Effektorcaspasen die Caspasen 3, 6 und 7. Ihre Aktivierung
erfolgt entweder durch Autoproteolyse (Initiatorcaspase) oder durch die Spaltung durch eine
andere Caspase (Effektorcaspase) (Budd, 2001). Effektorcaspasen konnen dann verschiedene
zelluldre Proteine, die fiir die DNA-Reparatur wichtig sind, inaktivieren oder solche, die fiir
die DNA-Fragmentierung verantwortlich sind, aktivieren. Als Folge davon wird die DNA

abgebaut, was zum Absterben der Zelle fiihrt.

Es gibt zwei Hauptwege, die zur Apoptose fithren: der Todesrezeptorweg und der
mitochondriale Weg. Der Todesrezeptorweg wird durch Bindung der Todes-Liganden an die

Todesrezeptoren aktiviert. Die Todesrezeptoren enthalten in ihrem zytosolischen Teil die so
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genannte Todesdoméne (DD), die an die DD von FADD oder an andere Adaptorproteine nach
Aktivierung des Rezeptors binden. Das FADD-Protein enthdlt auch eine
Todeseftektordomidne (DED), die an die DED von Caspase-8 binden kann (Abb. 2). Die
Oligomerisierung von Todesrezeptoren fithrt zur Oligomerisierung des Adaptorproteins
FADD und dadurch zur Oligomerisierung von Pro-Caspase-8. Dabei wird der so genannte
Tod-induzierende Signalkomplex, DISC (Death-Inducing Signaling Complex) gebildet, was
zur Autoprozessierung und Aktivierung von Caspase-8 fiihrt (Kischkel et al., 1995; Walczak
and Krammer, 2000; Walczak and Sprick, 2001). Aktive Caspase-8 kann wiederum Caspase-

3 aktivieren und durch die Spaltung von intrazelluldren Substraten zum Tod der Zelle fiihren.

Fas-Ligand

Procaspase-8 Procaspase-8

C Caspase-3

Caspase-B‘{o = C ||]:'> APOPTOSE

Procaspase-3

Abb. 2 Todesrezeptorvermittelte Apoptose

Die Bindung eines Todesliganden an den Todesrezeptor fiihrt zu Rekrutierung von FADD an die
Plasmamembran. FADD wiederum kann Procaspase-8 binden und aktivieren, was die Aktivierung von
Procaspase-3 bewirkt (nach Thome and Tschopp, 2001).

Im Falle des mitochondrialen Signalwegs wird die Apoptose durch verschiedene intra- und
extrazelluldre Stimuli, wie zelluldrer Stress, Mangel an Zytokinen, an Wachstumsfaktoren,
durch Chemotherapeutika und UV-Bestrahlung ausgelost. Dabei werden spezifische
mitochondriale Verdnderungen hervorgerufen, die zu der Freisetzung von Cytochrom C aus
den Mitochondrien in das Zytosol fithren. Dort wird in Anwesenheit von dATPs die
Oligomerisierung von Apaf-1 (apoptotic protease activating factor 1) eingeleitet. Dieses

Protein rekrutiert dann Caspase-9 und es wird das so genannte Apoptosom gebildet (Cain,

10
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2003). Dabei wird Caspase-9 proteolytisch gespalten und kann wiederum die Effektorcaspase-
3 aktivieren und auf diese Weise den Tod der Zelle auslosen. (Hengartner, 2000; Strasser et
al., 2000). Dieser Prozess wird von der Bcl-2-Protein-Familie reguliert. Zu der Bcl-2-Familie
gehdren drei Untergruppen, basierend auf deren struktureller Ahnlichkeit und funktionellen
Unterschieden. Bel-2, Bel-xi, Bel-w, Al und Mcl-1 haben vier Bcl-2 Homologiedominen, die
so genannten BH-Regionen (BH 1-4). Diese so genannten anti-apoptotischen Proteine
verhindern die Freisetzung von Cytochrom C aus den Mitochondrien. Infolgedessen wird der
mitochondriale Apoptoseweg blockiert. Bax und Bak enthalten drei BH-Regionen (BH 1-3)
und trotz ihrer strukturellen Ahnlichkeit zu den anti-apoptotischen Proteinen der ersten
Gruppe wirken sie pro-apoptotisch. Zu der dritten Gruppe gehéren Bim, Bik, Bad, Bid, Hrk,
Bmf, Noxa und Puma, die pro-apoptotisch wirken und nur eine BH3-Region besitzen (BH3-
only proteins). Die pro- und antiapoptotischen Proteine kdnnen miteinander interagieren und

gegenseitig ihre Funktionen beeinflussen (Strasser and Bouillet, 2003).

Eine Verbindung der beiden Apoptosewege wird durch das BH3-only Protein Bid ermdoglicht.
Todesrezeptoraktivierte Caspase-8 kann Bid spalten. Das proteolytisch aktivierte Bid-
Fragment (tBid, truncated Bid) kann zu den Mitochondien translozieren und dort den Austritt
von Cytochrom C durch Aktivierung von Bax/Bak induzieren (Kuwana et al., 1998; Li et al.,

1998; Luo et al., 1998).

1.1.2. Die Rolle von FADD in der Embryonalentwicklung

Die Rolle von FADD fiir die Todesrezeptor-induzierte Apoptose ist sehr gut untersucht.
Uberaschenderweise wurde beobachtet, dass FADD”"-Miuse nicht lebensfahig sind, was
schlieen ldsst, dass FADD eine wichtige Rolle auch wéhrend der Embryonalentwicklung
spielt. Es wurde festgestellt, dass FADD”-Miuse einen Defekt in der Entwicklung des
Endotheliums der groflen Gefdle aufweisen, was wahrscheinlich zu ihrem Tod fiihrt. Da
Maiuse ohne Caspase-8 oder FLIP einen dhnlichen Phénotyp aufweisen, wurde vermutet, dass
FADD, Caspase-8 und FLIP noch wihrend der Embryogenese zusammen kooperieren und
eine wichtige Rolle bei der Differenzierung spielen (Varfolomeev et al., 1998; Yeh et al.,

2000; Yeh et al., 1998).

11



EINLEITUNG

1.1.3. Die Rolle von FADD in der T-Zellproliferation

Wie oben beschrieben ist die Rolle von Todesrezeptor-assoziierten Proteinen nicht nur auf die
Induktion von Apoptose begrenzt. Es wurde beobachtet, dass nach Stimulation des FasR mit
einem Antikorper, spezifisch fiir Fas (CD95)-Molekiil, die Proliferation der T-Zellen induziert
werden kann (Alderson et al., 1993). Die Erkenntnisse, dass TNF-R1 und CD95-R auch
Wachstumssignale {ibertragen konnen, veranlassten auch andere Autoren dazu, die Rolle von
FasR-assoziierten Proteinen wie FADD und Caspase-8 bei der T-Zellaktivierung zu

untersuchen (Alderson et al., 1993; Newton et al., 1998).

Durch Expression von FADD dominant negativem (FADDdn) Protein konnte gezeigt werden,
dass das FADD-Protein eine wichtige Rolle bei der mitogen- und antigen- induzierten
Proliferation der T-Zellen spielt (Newton et al., 1998; Newton et al., 2001; Walsh et al., 1998;
Zornig et al., 1998).

Death effector Death domain
domain

hFADD 1[aum presesss~JI 208

Mot hFADD(80-208) Nat]
mick P promoter /\ hGH gene

N-terminal FLAG tag
MDYKDDDDK

Abb. 3 Generierung der FADDdn transgenen Maus

Ein 5,5 kB DNA-Fragment aus dem menschlichen FADD-Gen (ohne DED) wurde zwischen dem Ick
proximal-Promotor und dem Gen fiir ein menschliches Wachstumshormon integriert (aus Newton et
al., 1998).

Die Expression des FADD dominant negativen Proteins wird durch den T-Zell-spezifischen
Lck-Promotor reguliert und deswegen wird dieses Protein nur in den T-Zellen der Maus
exprimiert. Dem FADDdn—Protein fehlen 79 N-terminale Aminoséuren und damit die fiir die
Assoziation an Capase-8 notwendige Todeseffektordomédne (DED)(Abb. 3). Diese

Deletionsmutante kann nicht an Caspase-8 binden und blockiert dadurch die

12
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Signaliibertragung (Newton et al., 1998; Newton et al., 2001; Walsh et al., 1998; Zornig et al.,
1998, Abb. 4).

CD95-Ligand

T-Zellrezeptor

Procaspade- Procaspase-8

Gestorte Differenzierung
\ und Aktivierung

Genexpression Caspase-8
l Effektorcaspasen
PROLIFERATION
APOPTOSE

Abb. 4 Die Rolle des FADD-Proteins in T-Zellen

Die Expression von FADDdn-Protein kann die todesrezeptorvermittelte Apoptose blockieren und auch
die mitogen- oder-antigen-induzierte Proliferation einschrianken.

Die T-Zellen von diesen Médusen sind resistent gegeniiber FasRezeptor-induzierter Apoptose
und zeigen daneben eine gestorte Proliferation nach Stimulation mit verschiedenen mitogenen
und antigenen Stimuli. Newton et al. konnten zeigen, dass die Mitogen-abhingige
Proliferation stark eingeschrinkt ist, jedoch die IL-2 Produktion, die intrazellulire Ca®'-
Konzentration, sowie die (MAP)-Kinasen- und die NF-kB-Aktivierung nicht beeintriachtigt
sind (Newton et al., 2001). Auch die Daten von Arechiga et al. zeigten, dass in FADDdn-
Zellen nicht nur die IxkBa-Phosphorylierung und Degradierung, sondern auch die IL-Sekretion

und die Expression verschiedener Aktivierungsmarker normal sind (Arechiga et al., 2005).

Zornig et al. berichteten, dass die gestorte Proliferation in FADDdn-Zellen durch
Uberexpression des Tumorsuppressorproteins p53  verursacht wurde. Eine weitere

Untersuchung mit Hilfe der p53'/'/FADan-Méiusen konnte diesen Befund nicht bestitigen;

13
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das Fehlen von p53 konnte den Proliferationdefekt in FADDdn T-Zellen nicht ausgleichen
(Newton et al., 2001).

Zhang et al. haben die Rolle des FADD-Proteins in der T-Zellaktivierung weiter untersucht
(Zhang et al., 2001). Sie beobachteten, dass frisch isolierte FADD™ T-Zellen den Zellzyklus
ohne experimentelle Stimulation durchlaufen; sie befinden sich in einem sténdig aktivierten
Zustand. Obwohl viele FADD” -Zellen spontan aus der Ruhephase austreten konnen, ist nach
einer Stimulation mit CD3/CD28 Antikorper nur eine kleine Fraktion dieser T-Zellen fahig, in
die S-Phase des Zellzyklus einzutreten. Die Analyse von zellzyklusabhingigen Proteinen
zeigte manche Unterschiede zu der Wildtyp-Maus, z.B. die Uberexpression von p21, die
niedrige Expression von Zyklin D2/D3 nach Stimulation und die konstitutive Expression von
Zyklin E, Zyklin A, cdc2, cdk2 und cdk6 in den ruhenden Zellen. Diese Abnormalitit konnte
allerdings in FADDdn-T-Zellen nicht bestétigt werden (s. Ergebnisse).

Weiterhin wurde berichtet, dass FADD eine wichtige Rolle bei der T-Zellreifung spielt und
der Verlust von funktionellem FADD zu einer unvollstindigen Entwicklung von CD4- und
CD8-einfach positiven Zellen im Thymus fiihrt; eine Inhibierung wurde in der CD4/CD8'-
doppelt negativen Phase beobachtet (Kabra et al., 2001). AuBerdem kénnen FADDdn-
Thymozyten wihrend der Thymozytenreifung nach der Expression des Pra-T-Zellrezeptors
nicht normal proliferieren (Newton et al., 2000). Trotz dieser T-Zell-
Differenzierungsprobleme konnten Zhang et al. zeigen, dass reife FADD"-T-Zellen eine
normale Expression von CD44, CD25 und CD122 Molekiilen auf der T-Zelloberfldche haben
(Zhang et al., 1998).

1.2. Das Protein FLIP

Wie oben dargestellt, befinden sich die molekularen Signaltransduktionswege, die zur
Apoptose und Proliferation fithren, in einer engen Verbindung. Die Regulation dieser
Prozesse findet in einer engen Zusammenarbeit von pro- und antiapoptotischen Proteinen
statt. Das Adaptormolekiil FADD und Caspase-8 sind zwei Proteine, die die Apoptose-
induzierenden Signale weiterleiten konnen. Die Rolle von c-FLIP-Protein (cellular FLICE-
inhibitory Proteins, auch FLAME-1, I-FLICE, Casper, CASH, MRIT, CLARP und Usurpin

genannt) ist dagegen in diesem Prozess kontrovers. Es kann sowohl als Inhibitor als auch als

14



EINLEITUNG

Aktivator der Apoptose wirken (Chang et al., 2002; Scaffidi et al., 1999; Thome and Tschopp,
2001).

Es sind mehr als zehn mRNA Isoformen dieses Proteins identifiziert worden. Nur zwei davon,
die Spliceformen FLIPs und FLIP; wurden auf Proteinniveau genauer untersucht (Scaffidi et
al., 1999). FLIPg hat ein Molekulargewicht von 26 kDa und besitzt nur zwei DED in seinem
N-Terminus. FLIPy ist ein 55 kDa Protein und enthalt auller den beiden N-terminalen DED
auch eine C-terminale Caspase-8-dhnliche-Domine (Abb. 5). Obwohl FLIP eine sehr &hnliche
Struktur zu Caspase-8 hat, fehlt ihm der Cysteinrest im aktiven Zentrum, der fiir die
proteolytische Funktion notwendig ist.

Caspas%a

Caspase-8

c-FLIP,

5 (2
5 |

Caspas%like

c-FLIPg

8
:

Abb. 5 Schematischer Vergleich von Caspase-8, c-FLIP. und c-FLIPg

Ahnlich wie bei Caspase-8 besteht c-FLIP, aus zwei Todesdominen (DED) und einer Caspase-8
dhnlichen Doméne. Das Protein FLIPg enthélt dagegen nur die beiden DED in seinem N-Terminus
(nach Thome and Tschopp, 2001).

1.3. Funktionen des FLIP — Proteins

1.3.1. Die Rolle von FLIP in der Todesrezeptor-induzierten
Apoptose

Wihrend der FasR-induzierten Apoptose werden das Adaptorprotein FADD, Caspase-8 und

FLIP an die Plasmamembran rekrutiert und der Tod-induzuerende Signalkomplex (DISC)

gebildet. Der wichtigste Schritt in der Apoptose-Induktion ist die Aktivierung der Caspase-

Kaskade durch die Oligomerisierung und Aktivierung der Initiator Caspasen. Dabei spielt das

FLIP-Protein eine entscheidende Rolle.

Die neuesten Studien haben gezeigt, dass FLIPL in Abhéngigkeit von seiner Expressionsstirke

Apoptose sowohl inhibieren, als auch aktivieren kann.

15



EINLEITUNG

Auf Grund der fehlenden enzymatischen Funktion des FLIP-Proteins fiihrt die Rekrutierung
von FLIPs (Abb. 6b) oder eine hohe Menge von FLIPp (Abb.6¢c) zum nicht vollstindigen
Prozessieren von Caspase-8. Dadurch wird die Fas-R-induzierte Apoptose inhibiert (Thome
and Tschopp, 2001). Anderseits kann eine niedrige Konzentration des FLIP;-Proteins zur
Bildung von heterodimeren Komplexen zwischen FLIP; und Pro-Caspase-8 fiihren. Ahnlich
wie in einem Caspase-8-homodimeren Komplex, wird Caspase-8 in diesem heterodimeren

Komplex durch autoproteolytische Spaltung aktiviert. Als Folge wird der Todesrezeptor-

induzierte Signaltransduktionsweg weitergeleitet und der Tod der Zelle verursacht (Chang et

al., 2002).
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Abb. 6 Todesrezeptorsignaltransduktion in An- oder Abwesenheit von FLIP

Die Oligomerisierung des Fas-Rezeptors fiihrt zur Bindung von der Todesdoméine des FADD an die
Todesdoméne des Rezeptors. a) In der Abwesenheit von FLIP wird Caspase-8 rekrutiert und durch die
autoproteolytische Spaltung aktiviert. Als Folge wird Apoptose ausgelost. b) Die Expression von c-
FLIPs inhibiert die Prozessierung von Pro-Caspase-8 und auf dieser Weise schutzt die Zelle von der
Apoptose. ¢) In der Gegenwart vom c-FLIP, kdnnen pro-Caspase-8 und FLIP, gemeinsam rekrutiert
werden. Da c-FLIP| keine proteolytische Funktion hat, wird die Caspase-8 nicht gespaltet, was zu
Inhibition der Apoptose fiihrt (nach Thome and Tschopp, 2001).

Die neuesten Studien haben gezeigt, dass eine Uberexpression von c-FLIP. in Jurkat- Zellen

nicht nur zur Inhibierung der Apoptose, sondern sogar zur Aktivierung der Lymphozyten
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fuhrt. Die Uberexpression von c-FLIPy fiihrt dazu, dass FLIP. an Raf-1 bindet, was die
Aktivierung von MEK1 und Erk hervorruft (Kataoka et al., 2000). AuBerdem konnten Dong
et al. zeigen, dass c-FLIP auch an TRAF1 und TRAF2 binden kann, IkB wird dabei

phosporyliert und inaktiviert, was zur Aktivierung des Transkriptionfaktors NF-kB fiihrt
(Dong et al., 2002, Abb. 7).

(DED {
o

Procaspase-8
Procaspase-8
Procaspase-8

(DED
c-FLIP,

I
l

P
& TRAF2
Caspase-8 RIP

l l Raf - 1

Apoptose M FLIP @ Proliferation/

Differenzierung

Abb. 7 Die FLIP-abhingige Genexpression

Durch die Bindung an FADD im DISC kann FLIP; vollstindig die Aktivierung von Caspase-8
inhibieren. Gleichzeitig kann FLIP. auch andere Signalmolekiile wie TRAF1, 2 und Raf-1 binden und
so die Expression bestimmter Gene regulieren (nach Thome and Tschopp, 2001).

1.3.2. Die Rolle von FLIP in der T-Zellproliferation

Wie bereits erwihnt, kann c-FLIP neben seiner Rolle in der Apoptoseinhibierung auch eine
Rolle in der T-Zellproliferation spielen (Budd, 2002). Das Sterben von FLIP”~ Miusen noch
in der Embryonalentwicklung zeigt, dass c-FLIP dhnlich wie FADD und Caspase-8, eine
doppelseitige Funktion hat: die Regulation von Zelltod und von Zelldifferenzierung (Newton

and Strasser, 2003).

In Studien mit FLIP,- transgenen Miusen wurden widerspriichliche Ergebnisse gewonnen.
Die Uberexpression von FLIP. in aktivierten T- und B-Zellen konnte vor Todesrezeptor-

induzierter Apoptose schiitzen, zeigte aber keinen Effekt auf die Proliferation (Van Parijs et
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al., 1999). Lens et al. konnten dagegen eine Erh6hung oder Verminderung der Proliferation in
Abhingigkeit von der Konzentration des verwendeten mitogenen Stimulus beobachten (Lens
et al., 2002). FLIP;-Uberexpression konnte eine gestdrte Proliferation verursachen, wenn ein
Stimulus mit optimaler Konzentration (eine optimale Proliferation in normalen Zellen
erzeugt) verwendet wurde. Jedoch erfolgte eine bessere T-Zellproliferation nach Stimulation
mit suboptimaler Konzentration. Diese Daten lassen schlieen, dass c-FLIP dhnlich den
Apoptose-inhibierenden und -induzierenden Funktionen auch auf die Proliferation

blockierend oder aktivierend wirken kann.

1.4. Proliferation oder Zelltod- die Rolle der

Transkriptionsfaktoren NF-AT, NF-kB und AP-1

Ein Aktivierungssignal durch den T-Zellrezeptor oder PMA/Ionomycin fiihrt in T-Zellen zur
Aktivierung einer Reihe von Kinasen, was wiederum die Aktivierung von verschiedenen
Transkriptionsfaktoren verursacht (Clements et al., 1999; Rudd, 1999). NF-AT (nuclear factor
of activated T cells), NF-kB (nuclear factor-kB) und AP-1 (Activator protein-1) sind

Transkriptionsfaktoren, die eine wichtige Rolle in T-Zellen spielen.

Die NF-AT- Familie enthilt fiinf Mitglieder: NF-AT1-NF-ATS5. NF-AT1, NF-AT2 und NF-
AT4 werden in Zellen des Immunsystems exprimiert, und ihre Rolle in die Immunantwort ist
gut charakterisiert. Nach Stimulation wird NF-AT durch die Ca*"-abhéngige Serin/Threonin
Phosphatase Calcineurin dephosphoryliert, was zu Konformationsdnderungen und zu seiner
Translokation in den Kern fiihrt, wo er durch die Bindung an den Promotor verschiedener
Gene zu deren Expression beitrdgt (Crabtree and Olson, 2002; Masuda et al., 1998). Die
entscheidende Rolle von NF-AT bei der T-Zellproliferation konnte mit Hilfe von NF-ATc2” -
T-Zellen gezeigt werden. Der Verlust dieses Transkriptionsfaktors verursacht eine
Uberexpression der Cykline A2, B1, E und F und ein schnelleres Durchlaufen des Zellzyklus,

was zu einer starken Zunahme der Proliferation nach Stimulation fiihrt (Caetano et al., 2002).

AP-1 ist ein Transkriptionsfaktor, der an vielen biologischen Prozessen wie z.B.
Zelldifferenzierung, Proliferation und Apoptose beteiligt ist. Die Jun- (v-Jun, c-Jun, JunB,

JunD), Fos- (v-Fos, c-Fos, FosB, Fral, Fra2), ATF (Activating transcription factor)- und
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CREB-Protein-Familien sind die Hauptkomponenten der AP-1-Familie (Eferl and Wagner,
2003). Es gibt zwei Wege um AP-1-Transkriptionsfaktor zu aktivieren. Nach einer
Stimulation werden die AP-1-Mitglieder sowohl neu synthesiert (transkriptionelle Ebene), als
auch durch verschiedene MAP-Kinasen (ERK, JNK) phosphoryliert (posttranskriptionelle
Ebene) (Michael Karin, 1995). Dabei wird AP-1 als ein Heterodimer von Jun- und Fos-
Familien Mitgliedern an die DNA gebunden. Das flihrt zur Expression bestimmter Gene, die
eine AP-1 Bindungstelle in ihrem Promotor besitzen (Angel and Karin, 1991). Durch
Expression verschiedener AP-1-abhéngiger Gene, wie zum Beispiel Cyclin D1, p53, p21, p19
und pl6, kann der AP-1- Transkriptionsfaktor die Proliferation, die Differenzierung und das

Uberleben der Zellen regulieren (Eferl and Wagner, 2003; Shaulian and Karin, 2002).

NF-«B ist fiir die antigeninduzierte Proliferation, die Produktion von Zytokinen und das
Uberleben von T-Zellen notwendig. Die NF- kB/Rel-Familie enthilt die Proteine RelA(p65)-,
RelB-, c-Rel, NF-kB1(p50/p105)- und NF-«B2(p52/p100) (Blank et al., 1992; Nolan and
Baltimore, 1992; Verma et al., 1995). NF-xB Proteine existieren als Homo- oder
Heterodimere, die an IkB-Proteine (NF-kB-Inhibitorische Proteine) gebunden sind und in
einer inaktiven Form im Cytosol vorliegen. Verschiedene Stimuli konnen die IkB-Kinasen
(IKK-o und -B) aktivieren, die wiederum durch Phosphorylierung eine Ubiquitin- abhéngige
Degradierung von IkB verursachen, was zur NF-kB-Aktivierung fiihrt (Karin and Ben-Neriah,
2000). Zu den Inhibitoren der NF-kB- Familie gehdren auer den typischen IxBa und IxBf
auch das untypische Mitglied Bcl-3. IkBa und IkBp befinden sich im Cytosol und werden
durch den oben beschriebenen Weg nach Stimulation abgebaut (Zhang et al., 1994). So wird
NF-xB frei und kann in den Kern translozieren und durch die Bindung an
Erkennungssequenzen in Promotoren die Expression bestimmter Gene regulieren. Bcl-3 ist
dagegen immer im Kern zu finden (Franzoso et al., 1993; Nolan et al., 1993). Nach den
neusten Daten kann Bcl-3 sowohl als Inhibitor, als auch als Ko-Aktivator der NF-kB-
abhdngigen Transkription wirken. Bcl-3-mRNA wird in allen lymphatischen Organen
exprimiert und eine mitogene Stimulation fiihrt zu einer verstirkten Expression (Ohno et al.,

1990).
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1.5. IL-2- Expression und Funktion

Wie oben schon erwihnt, werden nach Stimulation des T-Zellrezeptors (TCR) durch einen
antigenen oder mitogenen Stimulus verschiedene Signalkaskaden ausgeldst. Das fiihrt zum
Eintreten von Lymphozyten in den Zellzyklus, zur Proliferation und Expression verschiedener
Gene, wie z.B. Zytokine. Zytokine sind kleine, l6sliche Proteine, die das Verhalten der
Zielzelle beeinfliissen. Zytokine, die von T-Zellen produziert werden, werden als Interleukine
bezeichnet. Da das Interleukin-2 (IL-2) ein wichtiger von T-Zellen produzierter
Wachstumsfaktor ist, filhren Defekte in der IL-2- Expression und Sekretion, so wie
unvollstindige Synthese des IL-2-Rezeptors, zu einer gestorten T-Zellaktivierung und

Proliferation.

Fiinf Transkriptionsfaktoren (AP-1, AP-3, NF-kB, NF-AT und OCT-1) kénnen an den IL-2-
Promotor binden (Abb. 8). Ihre kooperative Interaktion fithrt zur effektiven IL-2-
Transkription.

Dephosphorylierung

der NFAT - Aktivierung des

Calcmeunn

Jun
IL-2-mRNA
NFAT

NF-kB AP 1

Abb. 8 Regulierung des IL-2 Promotors

Die Aktivierung der NF-AT-, NF-kB- und AP-1-Transkriptionsfaktoren wird durch verschiedene
Mechanismen reguliert. NF-AT wird durch die Phosphatase Calcineurin dephosphoryliert und wandert
in den Kern. Nach der Phosphorylierung und Degradierung der kB wird die NF-kB freigesetzt. Die
MAP-Kinasen JNK und ERK konnen die Mitglieder der AP-1 Familie phosphorylieren. Auf dieser
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Weise aktivierte Transkriptionsfaktoren binden an den IL-2 Promotor und fithren zu der Expression
von IL-2.

Das sezenierte IL-2 bindet spezifisch an den Interleukin-2-Rezeptor, der aus a-, - und y-
Ketten besteht (O'Shea et al., 1997). Nach Bindung kommt es zu Dimerisierung des
Rezeptors. Dabei werden die Proteinkinasen (Janus Kinasen (Jak)), die an den
cytoplasmischen Dominen des Zytokinrezeptors assoziiert sind, durch gegenseitige
Phosphorylierung aktiviert. Die aktivierten Kinasen Jakl und Jak3 phosphorylieren und
aktivieren wiederum Mitglieder der STAT- (Signal Transducers and Activators of
Transcription) Familie. Die phosphorylierten STAT-Proteine translozieren in den Kern und
durch die Bindung an die DNA wird die Transkription bestimmter Gene in Gang gesetzt
(Leonard and O'Shea, 1998).

ytokine

Inhibierung

Abb. 9 Die Rolle von CIS/SOCS-Familie-Mitgliedern als negativen Regulatoren der
Cytokinsignalwegen

In unstimulierten Zellen befinden sich Jak- und STAT-Proteine in einem inaktiven Zustand. Nach
Stimulation des Rezeptors werden Janus Kinasen phosphoryliert, was zu Aktivierung der STAT-
Protein-Familie fiihrt. Als Folge werden die CIS/SOCS-Familien Mitglieder exprimiert. Diese
Proteine wiederum binden an der Zytokinrezeptor und inhibieren auf diese Weise die
Zytokinsignaliibertragung (nach Krebs and Hilton, 2001).
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T-Zellaktivierung und Proliferation konnen durch verschiedene Proteine reguliert werden. Es
ist bekannt, dass Mitglieder der SOCS (Suppressors of cytokine signaling)- Familie nach
Zytokinstimulation exprimiert werden und als negative Regulatoren der Zytokinsignalwege
wirken (Abb. 9). Es wurde berichtet, dass SOCS-3 die IL-2-Signaliibertragung blockieren
kann (Cohney et al., 1999). Da IL-2 sehr wichtig fiir die T-Zellproliferation ist, fiihrt die
Blockierung des IL-2-Signaltransduktionswegs durch das SOCS-3-Protein zu Inhibierung des
T-Zellwachstums. SOCS-3 wird nach IL-2-Stimulation schnell phosphoryliert und an den T-
Zellrezeptorkomplex gebunden. Dabei wird Jakl-Phosphorylierung inhibiert, was zur
Inhibierung der IL-2-getriebenen Proliferation fiihrt (Yu et al., 2003).
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1.6. Zielsetzung der Arbeit

Um die zellulire Homeostase aufrecht zu erhalten, ist die genauere Balance zwischen
Apoptose und Proliferation sehr wichtig. Eine Storung dieses Gleichgewichts konnte zur
Entstehung verschiedener Krankheiten, wie Krebs, Alzheimer und Autoimmunerkrankungen
fiihren. Veroffentlichungen in den letzen Jahren zeigten, dass Komponenten des
Todesrezeptor-induzierten Signalwegs auch eine nicht-apoptotische Funktion ausiiben
konnen. So fiihrt zum Beispiel, die Blockade dieses Signalweges zur Reduzierung der T-
Zellproliferation und kann mit Hilfe von T-Zellen, die eine dominant negative Form des
FADD-Proteins exprimieren (FADDdn), genauer untersucht werden. In dieser Arbeit sollte
daher die molekulare Rolle und die Bedeutung des FADD/FLIP/Caspase-8-Signalweges fiir
die Reifung und Aktivierung peripherer T-Zellen der Maus untersucht werden. Um den
EinfluB dieses FADDdn-Proteins auf die Genexpression zu erforschen, sollte zuerst die
Genexpression von FADDdn- und WT-T-Zellen verglichen werden. Damit kdnnte eine
Aussage iiber die moglichen Kandidaten, die zu der gestorten Proliferation der FADDdn-T-
Zellen gefiihrt haben, getroffen werden. Schlielich sollten diese Kandidaten und ihre Rolle

auf die Biologie der T-Zelle ndher untersucht werden.
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2. MATERIAL UND METHODEN

2.1. Material

2.1.1. Chemikalien und Radiochemikalien

Bezeichnung

Hersteller

Acrylamid/Bisacrylamid-Lésung(29:1)

Bio-Rad, Miinchen

Agarose

Gibco, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA

Amoniumsulfat

Sigma-Aldrich, Steinheim

Amoniumpersulfat (APS)

Sigma-Aldrich, Steinheim

Ampicillin

Sigma-Aldrich, Steinheim

Annexin-V-FITC

Caltag Laboratories, Burlingame, CA

Azetat (Na-Azetat)

Merck, Darmstadt

Bio-11-CTP

Enzo Life Sciences, Canada

Bio-16-UTP

Enzo Life Sciences, Canada

BSA (Rinderserumalbumin)

Sigma-Aldrich, Steinheim

Bromphenolblau Sigma-Aldrich, Steinheim
Calziumchlorid Sigma-Aldrich, Steinheim
Chloroform Sigma-Aldrich, Steinheim
CHAPS Sigma-Aldrich, Steinheim
Coomassie Brilliant Blue R-250 Sigma-Aldrich, Steinheim
Concanavalin A (conA) Amersham Biosciences, Schweden
Cyclosporin A (CsA) Sigma-Aldrich, Steinheim

Deoxynucleotide (dATP, dCTP, cGTP, dTTP)

Boehringer/Roche, Mannheim

Diethylpyrocarbonat (DEPC)

Sigma-Aldrich, Steinheim

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Merck, Darmstadt

Dinatriumhydrogenphosphat

Fluka, Neu-Ulm

Dithiothreitol (DTT) Sigma-Aldrich, Steinheim
Eosin Rot Merck, Darmstadt
Essigsaure (100 %) Roth, Karlsruhe
Ethanol (96 %) Roth, Karlsruhe
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Ethidiumbromidlésung 1 % (10 mg/ml)

Roth, Karlsruhe

Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA)

Sigma-Aldrich, Steinheim

Ethylenglycol-bis(2-aminoethylether)-N,N,N’,N’-
tetraessigsdure (EGTA)

Sigma-Aldrich, Steinheim

FCS (Fetal Calf Serum)

Biochrom, Berlin

Formaldehyd-Losung (37 %)

Roth, Karlsruhe

Glycerol Sigma-Aldrich, Steinheim
Glycin Sigma-Aldrich, Steinheim
GolgiStop BD Biosciences, Pharmingen, San

Diego, CA

Hexamer Random Primer

Invitrogen, Carlsbad, CA, USA

HEPES

Biochrom, Berlin

IPTG (Isopropylthiogalactosid)

Roth, Karlsruhe

Ionomycin Sigma-Aldrich, Steinheim
Isopropanol Merck, Darmstadt
Kaliumchlorid Merck, Darmstadt
Kanamycin Sigma-Aldrich, Steinheim
Magermilchpulver Fluka, Neu-Ulm

Magnesiumchlorid (MgCl)

Sigma-Aldrich, Steinheim

2-Merkaptoethanol

Sigma-Aldrich, Steinheim

Methanol 99 %

Merck, Darmstadt

Mineralol

Sigma-Aldrich, Steinheim

MOPS-EDTA-Sodium Acetate Buffer

Sigma-Aldrich, Steinheim

Natriumcarbonat (wasserfrei)

Fluka, Neu-Ulm

Natriumchlorid Merck, Darmstadt
Natriumcitrat Merck, Darmstadt
Natriumdodecylsulfat (SDS) F. Hoffmann-La Roche, Basel, Schweiz
Natriumhydroxid Merck, Darmstadt

Natriumdihydrogenphosphat

Fluka, Neu-Ulm

Natriumthiosulfat (Pentahydrat)

Merck, Darmstadt

Nonidet P-40 (NP-40) (= IGEPAL CA630)

Sigma-Aldrich, Steinheim

Oligo(dT);,-18 Primer

Invitrogen, Carlsbad, CA, USA

PBS Dulbecco (ohne Ca®”, Mg2+)

Biochrom, Berlin
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Penicillin/Streptomycin

Biochrom, Berlin

PEG 3350, 4000 (Polyethylenglycol)

Merck, Darmstadt

peqGOLD TriFast™

PeqLab Biotechnologie, Erlangen

Phenol/Chloroform/Isoamylalcohol

Sigma-Aldrich, Steinheim

PMA (Phorbol 12-Myristate 13-acetate)

Sigma-Aldrich, Steinheim

Proteaseinhibitoren Complete EDTA-frei

Boehringer/Roche, Mannheim

Propidiumiodid

Sigma-Aldrich, Steinheim

Salzsaure 25 %

Roth, Karlsruhe

Saponin Roth, Karlsruhe
5 x Second Strand Buffer Gibco, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA
Schwefelsdure (H,SO4) Merck, Darmstadt

TEMED (N,N,N’N’-Tetraethylmethylendiamin)

Sigma-Aldrich, Steinheim

Tri Reagent

Sigma-Aldrich, Steinheim

Tris

Roth, Karlsruhe

Tween 20 (Polyethylensorbitan Monolaureat)

Sigma-Aldrich, Steinheim

Wasserstoffperoxid Merck, Darmstadt
Zitronensiure Roth, Karlsruhe
z-VAD-fmk Bachem AG, Bubendorf, Schweiz

Die Radiochemikalien [a*P]-dCTP und Methyl-[*H]-Thymidine wurden von der Firma

Amersham Biosciences (Schweden) bezogen.

2.1.2. Antikorper

Bezeichnung Herkunft | Verwendung

Hersteller

Anti-NF-AT1 (NF- | Maus

Western  Blot
ATc2) Fluoreszenzmikroskopie | Cambridge, UK

und | Abcam,

Anti-JunB (N-17)
Western Blot

Kaninchen | Primérer Antikorper im | SantaCruz

Biotechnology,
California

Anti-NF-kB, p52 | Kaninchen | Primdrer Antikérper im | SantaCruz

(K-27) Western Blot

Biotechnology,
California
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Anti-pl6 (F-12) Maus Primérer Antikérper im | SantaCruz
Western Blot Biotechnology,
California
Anti-B-Actin Maus Primérer Antikorper im | Sigma-Aldrich,
Western Blot Steinheim,
Deutschland
Anti-Maus Ziege Zweitantikorper im | Dianova,
Western Blot Hamburg
Anti-Kaninchen Ziege Zweitantikorper im | Dianova,
Western Blot Hamburg,
Deutschland
anti-Maus-IgG- Ziege Zweitantikorper im | Dianova,
Cy3-konjugiert Fluoreszenzmikroskopie | Hamburg,
Deutschland
anti-CD3-Cy5- FACS-Firbung Eigene
konjugiert Herstellung
anti-B220 Rate FACS-Farbung Pharmingen, San
(CD45R)-FITC- Diego, USA
konjugiert
anti-NK-1.1- Maus FACS-Farbung Pharmingen, San
FITC-konjugiert Diego, USA
anti-maus-CD90.1 | Maus FACS-Féarbung Pharmingen, San
(Thy-1.1)-FITC- Diego, USA
konjugiert
Anti-CD3  (Klon | Hamster T-Zellstimulation Pharmingen, San
145-2C11) Diego, USA
Anti-CD28 (Klon | Hamster T-Zellstimulation Pharmingen, San
37.51) Diego, USA
anti-1L-2-PE- Ratte FACS-Farbung Pharmingen, San
konjugiert Diego, USA
anti-CD4-PE- Ratte FACS-Farbung Pharmingen, San
konjugiert Diego, USA
anti-CD8-PE- Ratte FACS-Farbung Pharmingen, San
konjugiert Diego, USA
Anti-p50 Primdrer Antikorper im | Stratagene, La

Western Blot

Jolla, CA
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2.1.3. Enzyme
Bezeichnung Hersteller
Rnasin Promega, Mannheim
DNase 1 Invitrogen, Carlsbad, USA

Proteinase K

Fluka, Neu-Ulm

RNase, DNase-free

Roche Molecular Biochemicals,
Indianapolis

T4 DNA Polymerase

Gibco, Invitrogen, Carlsbad, USA

Taq Polymerase

Eigene Herstellung (E.coli)

Pwo DNA Polymerase

Roche, Mannheim

Ribonuclease H (RNase H)

Gibco, Invitrogen, Carlsbad, USA

RNAseout

Gibco, Invitrogen, Carlsbad, USA

E. coli DNA Ligase

Gibco, Invitrogen, Carlsbad, USA

E. coli DNA Poymerase |

Gibco, Invitrogen, Carlsbad, USA

SuperScript II RNase H-Reverse

Transcriptase

Gibco, Invitrogen, Carlsbad, USA

2.1.4. Synthetische Oligonukleotide

Name Sequenz Verwendung
hFADD-sense 5'-TAG GAA GAA GCC TAT ATC CCA AAG G-37 PCR
hFADD-antisense | 5'-AGA GTC TCT CAA AGT CAG TGG GG-3’

Bel3-sense 5"-CCA CAG AGC AAC CTG GAA GCA-3’ PCR
Bcl3-antisense

(WT) 5'-GGC TCC CAA GCT TGA AAA GGC-37

Bcl3-antisense 5-GCA TCG CCT TCT ATC GCC TTC-3"

(Mutante)

B-Actin-sense 5'-ATG GAT GAC GAT ATC GCT-3’ PCR
B-Actin-antisense 5"-ATG AGG TAG TCT GTC AGG T-3"

SOCS-3-sense 5'-AGG GGA AGA GAC TGT CTG GGG-3° PCR

SOCS-3-antisense | 5'-CCG CAC AGC GGC CGC TAC C-3’
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(WT)

SOCS-3-antisense | 5- A o ACA CTG CTC GAC ATT GGG T-3'

(Mutante)

IL-2-sense 5" TCATCAGCAATATCAGAGTAACTGTTGTAA-3" | Echtzeit-PCR

IL-2-antisense

5'-GAA AGT CCA CCA CAGTTG CTG AC-3°

Bcl3-sense

Bcl3-antisense

5’-GGA GCC GCG AAG TAG ACG T-37
5'-TGT GGT GAT GAC AGC CAG GT-3°

Echtzeit-PCR

Cyclophilin-sense

Cyclophilin-
antsense

5’-ATG GTC AAC CCC ACC GTG T-3’
5-TTC TGC TGT CTT TGG AAC TTT GTC-3"

Echtzeit-PCR

SOCS-3-sense
SOCS-3-antisense

5-CGG AGA TTT CGC TTC GGG-3’
5'-AACTTG CTG TGG GTG ACC ATG G-3°

Echtzeit-PCR

AP-1 AGC TTA CTC AGT ACT AGT ACG EMSA
NF-kB CTA GTC TCA ACA GAG GGG ACT TTC CGA GAG | EMSA
GCC AT
NF-AT AGC TTC CAA AGA GGA ATT TGT TTC ATA CAG A | EMSA
Oligo-T7-Primer 5'-T7-Sequenz+T(24x)+VN-3’ Oligonukleotid
Array Analyse

2.1.5. Kits

Name

Hersteller

QIAprep Spin Miniprep Kit

Qiagen, Hilden

QIAGEN Plasmid Maxi Kit

Qiagen, Hilden

Qiagen's RNAse Kit

Qiagen, Hilden

Superscript II RT Systeme

Invitrogen, Carlsbad, CA, USA

SybrGreen Master Mix

Applied Biosystems, USA

RiboMax T7 Kit

Promega, Mannheim

Bio-Rad Protein Assay

Bio-rad Laboratories, Miinchen

TrasnAM Family Kit

Actif Motif, Carlsbad, CA, USA

OptEIATM mouse IL-2 Set

BD Biosciences, Pharmingen, San Diego, USA
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2.1.6. Gerate
Geriit Geriitetyp Hersteller
Brutschrinke:
Bakterien WB300 Mytron, Heiligenstadt
Zellen Hera Cell 240 Heraeus, Hanau
ELISA-Lesegerit ELISAreader Argus 400 | Bio-Tek Instruments Inc.,
USA
FACS (Durchflullzytometer) FACS Calibur Becton Dickinson, USA
Filmentwicklungsgerit Curix 60 AGFA
Heizbad M20 Lauda
Heizblock Stuart Scientific UK (Unated Kindom)
Konfokales Mikroskop Axiovert 100M Laser | Zeiss, Jena
Scanning Microscope
Lichtmikroskop ID 03 Zeiss, Jena
PCR-Maschine Trio-Thermoblock Biometra GmbH, Goéttingen
pH-Meter MultiCal pH526 WTW, Weiheim
Phospholmager Storm 840 Molecular Dynamics, CA,
USA
Photometer Nanodrop
Sterilbank HERA safe HSP 18 Heraeus Instruments, Hanau

Western-Blotting:

Blotkammer Mini Trans-Blot Cell Bio-Rad, Miinchen

Elektrophoresekammer Mighty Small SE260 | Hoefer, San Francisco, CA,
Minivertikal Unit USA

Spannungsquelle EPS 1001 Amersham Pharmacia,

Biotech, Schweden

Zentrifugen:

Tischzentrifugen Biofuge 13 Heraeus Instruments, Hanau
Biofuge fresco, 4°C Heraeus Instruments, Hanau

GroBzentrifugen Multifuge 3 S-R Heraeus Instruments, Hanau

Megafuge 1.0R, 4°C

Heraeus Instruments, Hanau

Agarosegelelektrophorese:

Elektrophoresekammer

Hoefer HE33

Hoefer, San Francisco, CA,
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Hoefer HE99X USA
Spannungsquelle Hoefer PS 500 XT E(S)ifer, San Francisco, CA,

2.1.7. Medien
2.1.7.1. Zellkulturmedien
Click’s- und DMEM-Trockenmedien (Biochrom, Berlin). Die Medien wurden nach Angaben

des Herstellers in 10 1 destilliertem Wasser geldst, sterilfiltriert und bei 4°C gelagert.

Click’s 23,83 g HEPES, pH 7,2
11,75 g NaHCO;

DMEM 37 g NaHCO;, pH 7,2

Vor der Anwendung wurden folgende Zusétze beigemischt:
2 mM L-Glutamin (Biochrom, Berlin)
10 % FCS (Biochrom, Berlin)
1 % (v/v) Penicillin/Streptomycin (10.000 U/10000 pg/ml) (Biochrom, Berlin)
50 uM B-Merkaptoethanol (Sigma-Aldrich, Steinheim)

Fetales Kélberserum (FCS) wurde vor der Anwendung fiir 1h bei 56°C inaktiviert
2.1.7.2. Bakterienmedien

LB-(Luria-Bertani) Medium:

1 % Bacto-Trypton
0,5 % Hefeextrakt
1 % NaCl

pH=7,2

Fiir die Herstellung von Selektionsmedien wurden die Medien mit dem entsprechenden

Antibiotikum supplementiert (Ampicillin-100pg/ml, Kanamycin-50pg/ml).

Fiir die Herstellung von Agarplatten wurde 2 % Agar zusitzlich zu LB-Medium hinzugefiigt.
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2.1.8. Sonstiges

Materialien

Hersteller

Western-Blotting:
Gel-Blotting-Papier
Protran Nitrocellulose Transfer Membran

Western Lightning Chemiluminescence
Reagent Plus

Hyperfilm ™ECL High performance
chemiluminescence film

Proteinmarker SeeBlue
ELISA:

Duoset ELISA Mouse IL-2 Kit

3,3",5,5 -Tetramethylbenzidin Tabletten
MACS:

LS Separation Columns
Anti-FITC Micro Beads

Proliferation:
Glass Fiber Filters

Echtzeit PCR:
MicroAmpOptical 96 Well Reaction Plate
Optical Caps

Schleicher & Schiill, Dassel
Schleicher & Schiill, Dassel

PerkinElmer Life Sciences, Inc., Boston, USA

Amersham Biosciences, England

Invitrogen, Carlsbad, CA, USA

R&D Systems, Minneapolis, USA
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Miltenyi  Biotec,  Bergisch  Gladbach,
Deutschland

Miltenyi  Biotec, = Bergisch  Gladbach,
Deutschland

Perkin Elmer, Life Sciences, Inc., Boston, USA

Applied Biosystems, USA
Applied Biosystems, USA
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2.2. Methoden

2.2.1. Molekularbiologische Methoden
2.2.1.1. Herstellung kompetenter Bakterien

Zur Kompetenzinduktion wurde eine Bakterienkolonie gepickt und in 5 ml LB-
Fliissigmedium fiiberfiihrt. Die so angelegte Ubernachtkultur wurde am niichsten Morgen
1:100 verdiinnt, so dass ein Gesamtvolumen von 500 ml entstand. Nach 3-4 Stunden
Inkubation im Schiittler bei 37 °C wurde eine optische Dichte von ODgo = 0,3 - 0,4 erreicht
und die Bakterien wurden bei 1000 x g fiir 10 min (4 °C) zentrifugiert. Das Pellet wurde in 50
ml kaltem 1x TSS-Puffer resuspendiert, aliquotiert und bei -80 ° C aufbewahrt.

1x TSS:

LB-Medium
10 % PEG 4000

5% DMSO

2.2.1.2. Transformation von E.coli-Bakterien

100 pl kompetente Bakterien wurden auf Eis aufgetaut. Ein Ligationsansatz von 100 pl 1x
KCM und 1-5 pl DNA wurde zu den Bakterien gegeben und 20 min auf Eis belassen.
AnschlieBend erfolgte die Transformation durch Hitzeschock bei 42°C fiir 2 min und eine
weitere Inkubation fiir 2 min auf Eis. Nach Zugabe von 500 pl LB- Fliissigmedium wurde die
Probe 45 min bei 37 °C inkubiert. Danach wurden 50-500 pl der Bakteriensuspension auf LB-
Platten mit Antibiotikum, Ampicillin oder Kanamycin (je nach Resistenzgen in dem Vektor),

ausplattiert und iiber Nacht bei 37 °C inkubiert.
5x KCM

0,5 M KCl

0,15 M CaCl,
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0,25 M MgCl,

2.2.1.3. Isolierung von Plasmid- DNA

Mittels eines QIAprep Spin Miniprep Kits (QIAGEN, Hilden) wurde nach Herstellerangaben
aus 2 ml E.coli Bakterienkultur bis zu 20 pg Plasmid DNA gereinigt. Um groflere Mengen
Plasmid- DNA zu gewinnen, wurde eine Maxi-Prep mit Hilfe des QIAGEN Plasmid Maxi
Kits (QIAGEN, Hilden) durchgefiihrt.

2.2.1.4. Isolierung von genomischer DNA aus Mauseschwanzen

Um transgene von WT-Méiusen zu unterscheiden, wurde eine PCR-Analyse durchgefiihrt.
Dabei wurde genomische DNA aus Miduseschwinzen verwendet. Um diese zu erhalten,
wurde ein 0,5 bis 1 cm langes Schwanzstiick abgeschnitten und in ein Eppendorf-Gefal3
gegeben. Es wurde Lyse-Puffer zugefiigt und iiber Nacht bei 37°C auf einem Uberkopf-
Schiittler inkubiert. Dieser Schritt fiihrt zum vollstindigen Auflosen des Schwanzstiicks.
AnschlieBend folgte Zentrifugieren bei 13 000 rpm fiir 5 min und die Uberstéinde wurden in
ein frisches Rohrchen iiberfithrt. Danach wurde 500 pl Phenol/Chloroform pro Probe
dazugegeben, durch mehrfaches Umwenden durchgemischt und anschlieend fiir 5 min bei 13
000 rpm zentrifugiert. Die DNA befand sich in der oberen wissrigen Phase, die erneut in ein
frisches Eppendorf-Gefal} iiberfiihrt wurde. Nach Zugabe von 950 pl 100 % Ethanol wurden
sichtbare DNA-Préizipitate gebildet. Mit Hilfe einer Pipettenspitze wurden die Prézipitate
entnommen, in ein mit 70 % Ethanol gefiilltes Gefdl3 liberfithrt und zentrifugiert. Das DNA-
Pellet wurde getrocknet und in 300 pl TE-Puffer gelost.

Lyse Puffer (pro Probe):

500 ul TNE (10 mM Tris, pH 8; 100 mM NaCl; 1 mM EDTA)
50 ul 10 % SDS

16 pl Proteinase K (10 mg/ml)
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TE-Puffer:

10 mM Tris, pH 8,0

1 mM EDTA

2.2.1.5. PCR (Polymerase Chain Reaction)

Mit dieser Methode konnen spezifische Sequenzen aus genomischer DNA oder cDNA mit

Hilfe der hitzestabilen Tag-Polymerase amplifiziert werden.

Typischer PCR-Ansatz

1 ul DNA-Matrize
0,5 pl Oligonukleotid, 100 pM (sense)
0,5 ul Oligonukleotid, 100 uM (antisense)
5 pl 10x PCR-Puffer
10 pl ANTP-Mix
32 ul H,O

10x PCR-Puffer:

100 mM Tris HCI
500 mM KCl

20 mM MgCl,

0,1 % BSA

dNTP- Mix:
je 1 mM dATP, dCTP, dGTP, dTTP

Der Reaktionsansatz wurde mit 3 Tropfen Mineraldl als Verdunstungsschutz iiberschichtet.

Die PCR- Bedingungen waren:

1.95°C 5min Initiale Denaturierung

2.80°C Pause +1 pl Taq Polymerase
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3.95°C 30sec Denaturierung

4.68°C 30sec Anlagerung 35 Zyklen
5.72°C 1 min  Synthese

6.20° C Pause

Die Temperatur und die Dauer der einzelnen Zyklusschritte wurden in Abhéngigkeit von

Primer und der Liange der zu amplifizierenden DNA spezifisch angepasst.

2.2.1.6. Agarosegelelektrophorese

Agarosegelelektrophorese ist eine Methode zur Auftrennung von DNA-Fragmenten nach ihrer
GroBle. Die DNA-Fragmente sind negativ geladen und wandern im elektrischen Feld zur
Anode. Die Auftrennung erfolgte mit Hilfe von Agarosegelen, deren Konzentration je nach
GroBe der aufzutrennenden DNA-Molekiile variierte. Agarosepulver wurde durch Kochen in
1 x TAE-Puffer geschmolzen. Nach Abkiihlen auf 50-60°C wurde 0,8 pg/ml Ethidiumbromid
hinzugegeben und luftblasenfrei in eine GieBkammer gegossen. Durch Einsetzen eines
Plastikkammes wurden Taschen in gewiinschter Grof3e geschaffen. Die DNA-Proben wurden
mit einem 6-fach konzentrierten Ladepuffer (40 % (w/v) Saccharose; 0,25 % (w/v)
Bromphenolblau) gemischt und in die Geltasche pipettiert. AnschlieBend wurde die
Elektrophorese bei 80-160 V durchgefiihrt. Durch das in die DNA interkalierende
Ethidiumbromid konnten die Banden im Gel mit UV- Licht sichtbar gemacht und fotografiert

werden.
50x TAE:

242 g Tris (MW 121,14)
57,1 ml Essigsdure
100 ml 0,5M EDTA (pH 8,0)

mit destilliertem Wasser auf 1 1 auffiillen

36



MATERIAL UND METHODEN

2.2.1.7. Isolieren von Gesamt-RNA

Zur Isolierung von Gesamt-RNA wurde das TriFast-Reagenz nach Anleitung des Herstellers
verwendet. Gereinigte T-Zellen wurden zentrifugiert und das Pellet in 1 ml TriFast
resuspendiert. Um die Dissoziation der Nukleotidkomplexe zu gewdhrleisten, wurde die
Probe fiir 5 min bei RT stehen gelassen. Danach wurde Chloroform dazugegeben, 5 min bei
Raumtemperatur inkubiert und anschlieBend fiir 5 min bei 12 000 rpm zentrifugiert. Die
Probe wurde in drei Phasen getrennt und die RNA, die in der oberen wissrigen Phase sich
befand, wurde in ein frisches Rohrchen iiberfiihrt. Die Prazipitation der RNA erfolgte mit
Zugabe von Isopropanol und anschlieBende 10 minutige Inkubation. Die Probe wurde fiir 10
min bei 12 000 x g und 4 °C zentrifugiert. Das RNA-Prézipitat wurde mit 75 %-igem Ethanol
gewaschen, kurz an der Luft getrocknet und in RNase-freiem Wasser (DEPC-H,0) geldst.

2.2.1.8. Reverse Transkription

Zur reversen Transkription der aus T-Zellen gewonnenen RNA wurde das Superscript II
System nach Anleitung des Herstellers verwendet. Zuerst wurde zur Entfernung restlicher
genomischer DNA ein DNA-Verdauungsschritt durchgefiihrt (10 min, 37 °C). Es folgte eine
Inaktivierung der DNase fiir 10 min bei 75 °C. AnschlieBend wurden mit Hilfe von Oligo-dT-,
Hexamer Random Primern und dNTP Mix 2 pg gesamt-RNA durch reverse Transkription in
cDNA umgeschrieben. Dabei wurden alle Schritte in 0,5 pl Eppendorf Gefdflen in der PCR
Maschine durchgefiihrt, da dort schnell die benétigten Temperaturen erreichen werden

konnten.

2.2.1.9. Echtzeit-PCR (Real Time PCR)

Echtzeit-PCR ist eine Methode, die eine direkte Detektion von PCR-Produkten wihrend der
exponenziellen Phase der Reaktion erlaubt. Als Matrize zur relativen Quantifizierung einer
spezifischen RNA diente die Erststrang-cDNA aus der reversen Transkription der gesamt-
RNA. Zum Detektieren der PCR-Produkte wurde der mit doppelstringiger DNA

interagierende Fluoreszenzfarbstoff SYBR Green verwendet. Mittels spezifischer Primer-
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Paare wurde die Amplifikation von cDNA-Fragmenten durchgefiihrt und auf einem Echtzeit-

PCR Gerit aufgezeichnet.

Die parallel amplifizierte Menge an Cyclophilin-cDNA wurde als interne Kontrolle
verwendet. Die PCR-Reaktion wurde mit 300 nM von jedem Primer und 1x SybrGreen

Master Mix durchgefiihrt.

Die PCR- Bedingungen waren:

95°C 10 min
95°C 15sec 45 Zyklen
60°C 1 min

2.2.1.10. Oligonukleotide Array Analyse

Diese Methode ermoglicht es, gleichzeitig die Expression einer Vielzahl von Genen zu
untersuchen. Dafiir wurde zuerst RNA aus ruhenden oder fiir 20h mit PMA/Ionomycin
stimulierten T-Zellen von WT- und FADDdn-Méiusen isoliert. 20 pg RNA wurden mit Hilfe
des SuperScript II Systems (Invitrogen) und Oligo-dT-T7 Primers in cDNA umgeschrieben.
Diese diente als Matrize fiir die Herstellung von biotinylierter cRNA. Dabei wurde ein
Promega RiboMax T7 Kit nach Herstellersangaben verwendet. Eine anschlieende
Fragmentierung der cRNA erlaubte ihre bessere Hybridisierung mit den immobilisierten
Oligonukleotiden auf dem Chip (MG-U74Av2, Affymetrix). Nach der Hybridisierung wurden
die Oligonukleotid-Chips gewaschen und die spezifische Bindung mit einem konfokalen
Mikroskop nachgewiesen. Die Daten wurden mit dem Affymetrix-Programm MAS 5.0
(Affymetrix Microarray Suite 5.0) analysiert.

2.2.2. Biochemische Methoden

2.2.2.1. Zellkern-Proteinextrakte aus T- oder LKn-Zellen

Zur Erzeugung von Kernextrakten wurden 1 x 10’ Zellen 1 x mit PBS gewaschen, im kalten
Puffer A resuspendiert und 15 min auf Eis inkubiert. AnschlieBend wurde 0,6 % NP-40
(Igepal CA-630, Sigma) dazugegeben, mit einem Vortex-Gerit durchgemischt und bei 500 x
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g fiir 30 sec abzentrifugiert. Das aus Kerne bestehende Pellet wurde in kaltem Puffer C
aufgenommen, fiir 1h auf einem Schiittler bei 4 ° C inkubiert und danach bei 10 000 x g fiir 10
min sedimentiert. Die Kernprotein-Uberstéinde wurden in neue Eppendorf-GeféBe transferiert,

in fliissigem Stickstoff eingefroren und bei -80 ° C aufbewahrt.
Puffer A:

10 mM HEPES
10 mM KCl
0,1 mM EDTA
0,1 mM EGTA
Frisch zugeben:
1 mM Dithiotreitol (DTT)
5 mM NaF
1 mM NaVO;
1 x PI (Roche, Mannheim)

Puffer C:

20 mM HEPES
0,4 M NaCl
1 mM EDTA
1 mM EGTA
Frisch zugeben:
1 mM Dithiotreitol (DTT)
5 mM NaF
1 mM NaVO;

1 x PI (Roche, Mannheim)
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2.2.2.2. NP-40-Extrakt

1 x 10° Zellen wurden 1 x mit PBS gewaschen und in 50 ul NP-40 Lyse Puffer resuspendiert.
Die Proben wurden fiir 15 min auf Eis inkubiert und anschlielend, nach kurzem Vortexen, bei
15 000 rpm fiir 10 min zentrifugiert. Das Pellet wurde verworfen, der NP-40-Extrakt in neue
Eppendorf-GeféBe transferiert und bei — 80 °C aufbewahrt.

NP-40 Lyse Puffer:

50 mM Tris, pH=8,0

150 mM NacCl

1 % NP-40 (Igepal CA-630, Sigma)
Frisch zugeben:

1 x (PI) Protease Inhibitor Koktail (Roche, Mannheim)

2.2.2.3. Proteinbestimmung

Die Proteinkonzentration wurde mittels Bradford Methode bestimmt (Bradford, 1976). Dabei
wurde Bio-Rad Protein Assay nach Anwendung des Herstellers verwendet. In einer 96-Loch-
ELISA-Platte wurde 250 pl Farbereagenz (1:5 mit Aqua dest. verdiinnt) vorpipettiert und 1 pl
Proteinextrakt dazugegeben. Mit Hilfe einer Standardreihe mit Konzentrationen von 0,2 bis 8

pg/ul wurde der Proteingehalt photometrisch bei 595 nm in ELISA-Reader bestimmt.

2.2.2.4. SDS-Polyacrylamidelektrophorese (PAGE)

PAGE ist eine Methode zur Auftrennung von Proteinen nach ihrer Grofle. Die Auftrennung
erfolgte mit Hilfe von SDS-Polyacrylamidgelen, deren Konzentration je nach Gréfe der
aufzutrennenden Proteine variierte. Zuerst wurde ein Trenngel gemischt und luftblasenfrei in
eine GieBkammer gegossen. Nach Gielen des Sammelgels wurden durch Einsetzen eines
Plastikkammes Taschen in gewlinschten Groflen geschaffen. Die Proben wurden mit einem 4-
fach konzentrierten Lammlipuffer gemischt, bei 95°C fiir 5 min erhitzt und nach Abkiihlen

auf das Gel aufgetragen. Anschliefend wurde die Elektrophorese bei 130-180 V durchgefiihrt.
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Die bendtigte Menge fiir 5 Gele war:

Trenngel 15 % 12,5 % 10 % 8 %
LGB (ml) 7,5 7,5 5,0 5,0
Acrylamid 15 12,6 6,6 5,2
H,O 7,5 9,9 8,4 9,8
10 % APS (ul) | 130 180 120 120
Temed (ul) 30 30 20 20
Sammelgel

UGB (ml) 3,75

Acrylamid 2,4

H,0 13,8

10 % APS (ul) | 70

Temed (ul) 30

LGB:

182 g Tris

4 ¢ SDS

32 % HCl

H,0 auf 1L auffiillen
pH 8,8

UGB:

30 g Tris

2 g SDS

H,O auf 500ml auffiillen
pH 6,8

5 x Laufpuffer:

15 g Tris

72 g Glycine
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2,5 g SDS
H,O auf 500 ml auffiillen

4 x Lammli Ladepuffer:

240 mM Tris-Cl pH 6,8
9,2 % SDS

40 % Glycerol

0,004 % Bromphenolblau

0,4 M DTT

2.2.2.5. Western Blot

Die mittels SDS-PAGE aufgetrennten Proteine wurden bei 100 V konstanter Spannung in
einer Blotting-Kammer auf eine Nitrozellulosemembran transferiert. Danach wurde die
Membran fiir eine Stunde in Magermilchlosung (5 % Magermilch Pulver (MMP) in TBST)
bei Raumtemperatur inkubiert. Diese Losung wird verwendet, um die unspezifischen
Bindungsstellen zu blockieren. Anschliefend wurde die Membran mit dem gewiinschten
Erstantikorper in 5 % MMP fiir mindestens 1h inkubiert. Nach den folgenden Waschschritten
mit I1x TBST (3x je 10 min) wurde die Membran mit dem Zweitantikdrper inkubiert. Mit
Hilfe der Meerrettichperoxidase, die an den Zweitantikorper gekoppelt ist, und Luminol-

Reagenz, wurden die spezifisch gesuchten Proteine auf einem Fotofilm detektiert.

Transferpuffer:

10 % Tris/Glycine Puffer (10x)

20 % Methanol

10 xTris/Glycine Puffer:

60,6 g Tris (250 mM)
288 g Glycine (192 mM)

H,0 auf 2 1 auffiillen
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10 x TBS Puffer:

24,2 g Tris
80 g NaCl
pH 7,6

H,O auf 1 1 auffiillen

2.2.2.6. Electrophoretic mobility shift assay (EMSA)

Durch diese Methode lassen sich bestimmte Protein-DNA-Komplexe in einer Mischung
nachweisen. Es werden **[P] radioaktiv markierte Oligonukleotide verwendet, die spezifisch
fiir das gesuchte Protein sind. Mit Hilfe einer nativen Gelelektrophorese werden die Protein-
DNA-Komplexe und die freie Oligonukleotide nach der GroBe aufgetrennt (DNA-Protein-
Komplexe laufen langsamer als freie DNA-Fragmente oder doppelstrangige Oligonukleotide)

und mittels Phosphoimager detektiert.

Um AP-1-Aktivierung in WT und FADDdn T-Zellen zu untersuchen, wurden Kernextrakte
vorbereitet. 5 pg davon wurden mit 100 ng/ul poly dIdC und *’[P]-markierten-AP-1
Oligonukleotiden (50 000 cpm) in Bindepufter (4% Glycerol, 10 mM Tris und 100 mM NaCl)
fir 1h auf Eis inkubiert. Die Komplexe wurden auf 5 % Polyacrylamidgel bei
Raumtemperatur getrennt. Nach dem Trocknen des Gels folgte eine autoradiografische

Analyse.

2.2.2.7. IL-2 ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay)

Der ELISA basiert auf einer Antigen-Antikérper Wechselwirkung, die durch eine
enzymatische Farbreaktion nachgewiesen wird. Diese Methode wird zum Nachweis und zur
Quantifizierung bestimmter Proteine in einer Losung verwendet. Fiir die Bestimmung von IL-
2 wurde eine 96-Loch-Platte mit nichtmarkiertem IL-2-Antikorper iiber Nacht bei 4°C
beschichtet. Am nidchsten Tag, nach dreimaligem Waschen mit ELISA- Waschpuffer
(0,05%Tween20 in PBS) wurden die unspezifischen Bindungsstellen 2h bei Raumtemperatur
blockiert. Nach den folgenden Waschschritten wurde Probeldsung (Uberstiinde) auf die Platte

pipettiert und fiir weitere zwei Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Nach anschlieBendem
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dreimaligem Waschen konnte das gebundene IL-2 Protein mittels Biotin-gekoppeltem-IL-2-
Antikorper und Zugabe eines Substratreagenz nachgewiesen werden. Die Reaktion der
Streptavidin-gekoppelten-Meerrettichperoxidase mit dem Substratreagenz fithren zur
Erzeugung eines fotometrischen Signals, das bei 450 nm Wellenldnge in einem ELISA-
Reader gemessen wurde. Die Konzentration des gebundenen IL-2-Proteins wurde mit Hilfe

einer Standardkurve errechnet.

2.2.2.8. TransAM

Das TrasnAM Family Kit von Firma Active Motif wurde nach Herstellerangaben verwendet.
TransAM ist eine ELISA-dhnliche Methode, die es ermdglicht, die AP-1-Aktivierung in
verschiedenen Kernextrakten zu untersuchen. In einer 96-Loch-Platte wurden AP-1 bindende
Oligonukleotide immobilisiert, Kernextrakt dazupipettiert und nach dem Waschen konnten
die gebundenen Komplexe mittels spezifischer Antikorper gegen c-Fos, FosB, Fra-1, c-Jun,
JunB und JunD identifiziert werden. Dabei wurde ein Peroxidase konjugierter
Sekunderantikdrper verwendet, der ein fotometrisches Signal erzeugt, das bei 450 nm in

ELISA-Reader bestimmt worden ist.

2.2.3. Zellkulturmethoden

2.2.3.1. T-Zellen Aufreinigung, Stimulierung und Proliferationsmessung

Die gesamten Lymphknoten oder die Milz wurden aus C57BL/6 Méusen pripariert, in Click’s
Medium iiberfiihrt und durch ein Metallsieb gedriickt. Die Einzelzellsuspension wurde
gewaschen (1500rpm, 5 min) und bei den Milzzellen eine Lysierung der Erythrozyten
durchgefiihrt (2 ml 1x Erylyse Puffer, 2 Minuten bei RT). Nach dem zweiten Waschschritt
wurden die Zellen gefdarbt. T-Zellen wurden mittels negativer Selektion (Depletion) und
MACS (Magnetic Activated Cell Sorting)- System isoliert. Dabei wurden B- und NK- Zellen
mit spezifischen FITC-gekoppelten Antikérpern gefdrbt (20 min, 4°C), 2 x mit PBS/BSA
gewaschen und nach Inkubation mit anti-FITC magnetischen Beads (20 min, 4°C), durch eine
Sdule, die im Magnetfeld steht, durchgelassen. Die ungefarbten T-Zellen, die durchgelaufen

sind, wurden in einem 15 ml Spitzboden-Rohrchen gesammelt und gezéhlt.
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Fiir die Proliferationsbestimmung wurden je 3-5 x 10° Zellen (3-Fach-Werte) in 96-Loch-
Platten mit Click's Medium (plus 50 uM B-Merkaptoethanol) mit verschiedenen Stimuli wie
z.B. ConA (2 pg/ml), PMA (2 ng/ml) plus lonomycin (0,2 pg/ml), CD3 (5 pg/ml), CD3 (2
pg/ml) plus CD28 (10 pg/ml) fiir 48h stimuliert. In den letzten 6 Stunden wurde 25 pl (1 pCi)
’[H] Thymidin pro Loch dazugegeben. Die Menge des eingebauten *[H] Thymidins wurde

mittels B-Counter(Zéhler) bestimmt und diente als Zeichen fiir die Proliferationsrate.

Fiir die Echtzeit-PCR-Versuche wurden je 3-5 x 10° Zellen in 12-Loch-Platten mit und ohne
PMA/Ionomycin fiir die angegebenen Zeiten inkubiert. Anschlieend wurde die gesamt-RNA

wie oben beschrieben isoliert.

10 x Erythrozyten Lyse Puffer:

1,5 M NH,Cl
100 mM NaHCO;
10 mM EDTA
pH 74
Vor Gebrauch wird 1 x Erylyse Puffer mit destilliertem Wasser vorbereitet.

Waschpuffer:

PBS mit 0,5 % BSA

2.2.3.2. DurchfluRzytometrie (Fluorescence Activated Cell Sorting
(FACS)-Analyse)

Zum Nachweis von Antigenen auf der Zelloberfliche oder innerhalb der Zelle wurden diese
mit fluoreszenz-markierten Antikdrpern markiert und durch einen fluoreszenzaktivierten
Zellsorter analysiert. Dabei befinden sich die Zellen in Zellsuspension und werden durch die
hohere Geschwindigkeit vereinzelt und an einem Laserstrahl mit geeigneter Wellenldnge
vorbeigefiihrt. Die gemessene Fluoreszenzintensitit dient als Marker fiir die gebundenen

Antikorper.

Diese Methode erlaubt auch die Detektion von Proteinen, die direkt von den Zellen produziert

werden, wie zum Beispiel GFP (Green Fluorescent Protein). Damit ldsst sich z.B. die

45



MATERIAL UND METHODEN

Transfektionseffizienz kontrollieren oder die Transkription eines Gens in der lebenden Zelle

nachweisen.

Mindestens 1 x 10° Zellen pro Probe wurden mit dieser Methode analysiert. Die Ergebnisse

wurden mit dem FlowJo Programm ausgewertet.

2.2.3.3. Annexin-V/PI Farbung

Die Annexin-V/PI-Firbung wird zum Nachweis der Apoptose verwendet. Das
Phosphatidylserin (PS) ist ein Protein, das unter normalen Bedingungen auf der
cytoplasmatischen Innenseite der Membran lokalisiert ist. Wahrend der Apoptose wird das PS
an die AuBenseite der Zellmembran lokalisiert und kann durch fluoreszenzmarkiertes
Annexin-V-Protein gebunden werden. Der Nachweis von PS an der Zelloberfliche dient
daher dem Nachweis von Apoptose. Die Unterscheidung zwischen primér-, sekundér-
apoptotischen und nekrotischen Zellen war durch Ko-Fiarbung mit Propidiumjodid (PI)
moglich. Dieser Farbstoff farbt nur die DNA von toten Zellen an, so dass die primér
apoptotischen Zellen, die noch eine intakte Zellmembran besalen, von PI nicht gefarbt

wurden. Nekrotische Zellen lassen sich sowohl mit AnnexinV als auch mit PI fiarben.

Um den Zelltod bei unstimulierten und stimulierten Zellen zu untersuchen, wurden 3 x 10°
gereinigte T-Zellen 1 x mit PBS gewaschen und in 50 pl Annexin-V-Bindepuffer
aufgenommen. Danach wurden je 5 pl Annexin-V-FITC und 10 pl Propidiumiodid
(Endkonzentrazion 5 pg/ml) dazupipettiert und fiir 15 min bei 4 ° C inkubiert. 200 pl wurden
pro Probe zugefiigt und innerhalb von einer halben Stunde wurden die Zellen per

Durchflu8zytometrie analysiert.

Annexin-V-Bindepuffer (fiir 100 ml):

10 mM Hepes/NaOH, pH 7,4 (Stock: 100 mM) 10 ml
140 mM NaCl (Stock: 1 M) 14 ml
2,5 mM CaCl, (Stock: 1 M) 250 wl
Dest. H,O 75,75 ml
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2.2.3.4. Intrazellulare Farbung fir die konfokale Mikroskopie und

DurchfluRzytometrie

Fiir die Konfokal-Firbung wurden 5x10° gereinigte T-Zellen fiir 30 min mit PMA/Ionomycin
in Gegenwart und in Abwesenheit von CsA (100 ng/ml) stimuliert. Danach wurden die Zellen
sofort in 3 % Formaldehydlosung fixiert (20 min, RT) und mit 0,5 % NP-40 (Igepal CA-630)
permeabilisiert (20min, RT). Mit Hilfe von einem Primérantikorper gegen anti-NF-ATc2 (20
min, RT, dunkel) und dem Cy3-markierten Zweitantikdrper (20 min, RT, dunkel) wurde die
NF-AT-Translokation mit einem Konfokal-Mikroskop analysiert.

Um eine intrazellulire Farbung durchzufithren, wurden 3-5 x 10° gereinigte T-Zellen fiir 6h
mit PMA/Ionomycin in Gegenwart und in Abwesenheit von GolgiStop fiir die letzten 2
Stunden stimuliert. Danach wurden die Zellen mit anti-CD3-Cy5 Antikorper geférbt (20 min,
4°C) und mit 2 % Formaldehydl6sung fixiert (20 min, RT, dunkel). Die Zellen wurden 2 x mit
0,5 % BSA/PBS gewaschen und anschlieBend in 0,5 % Saponin permeabilisiert. Der PE-
markierte-IL-2  Antikorper wurde verwendet, um die IL-2-positiven Zellen durch

Durchflu8zytometrie zu bestimmen.

2.2.3.5. Retrovirus Produktion (Transfektion von Phonix-Zellen)

Um ein Gen und dessen Rolle in priméren Zellen besser untersuchen zu kdénnen, wurde ein
retrovirales System verwendet. Dabei wurde das gewiinschte Gen in einen retroviralen Vektor
kloniert und in Phonix-Zellen transfiziert (Abb. 10). Diese Zellen sind modifizierte 293 T-
Zellen, die in der Lage sind, Viren zu produzieren. Die Kalzium-Phosphat
Transfektionsmethode wurde durchgefiihrt. Dabei wurden 2 x 10 ° Phonix-Zellen am
vorherigen Tag auf einer 10 cm Platte ausgesit, so dass am Tag der Transfektion eine
optimalle Zelldichte erreicht wurde. Es wurde ein Master-Mix gemischt (850 ul) und die 2x
HBS Puffer (850 ul) wurde unter stindigem ,bubbling zu jeder Probe sehr langsam
pipettiert. Nach einer Inkubation von 5 min bei Raumtemperatur wurde die Mischung ganz
langsam auf die Zellen pipettiert. Acht Stunden spiter wurde das Medim abgesaugt und die
Zellen in 6 ml neuem Medium fiir weitere 16-18h bei 37°C im Brutschrank inkubiert. Der

Uberstand wurde gesammelt und entweder sofort verwendet oder bei -80°C aufbewahrt.
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Abb. 10 Klonierungsvektor fiir die Retrovirusproduktion

Das gewiinschte Gen wird vor dem IRES (Internal ribosome entry site) kloniert. Die IRES- Sequenz
sichert die gleichzeitige Transkription sowohl des zu untersuchenden Genes, als auch des GFPs oder
eines anderen, oberflachlichen Markers (in eine einzige mRNA). Dieser Marker erlaubt die infizierten
von nicht infizierten Zellen zu trennen (nur die infizierten Zellen exprimieren den entsprechenden
Marker).

Master-Mix:

15 ng DNA

106,3 ul CaCl, (2 M)

10 ug Helfer-Plasmid (pCL-Eco)

mit H,O auf 850 pl auffiillen
2xHBS Puffer:

1,6 g NaCl (280 mM)

0,04 g Na,HPO,x7H,0 (1,5 mM)

1,2 g HEPES (50mM)

pH 7.05 (sehr kritisch)

mit Aqua dest. auf 100ml auffiillen
Die Losung wird steril filtriert (0,2 uM) und bei 4°C aufbewahrt

2.2.3.6. Transduktion von T-Zellen

Eine Moglichkeit, fremdes Genmaterial in primdre Maus-T-Zellen einzubringen, ist die
Verwendung von Retroviren. LKn- oder Milzzellen wurden fiir 2 Tage mit ConA stimuliert
und anschlieBend mit Retroviren infiziert. Dabei wurden je 4-6 x 10° Zellen in 2 ml Click’s
Medium und 2 ml Virusiiberstand aufgenommen. Es wurden 8 pg/ml Polybrene und 2 pg/ml
ConA dazugegeben. Die Zellen wurden in einer 6-Loch-Platte ausplatiert und fiir 1,30h bei
1200 x g und 32°C zentrifugiert. AnschlieBend wurden die Zellen fiir weitere 24h bei 37°C
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inkubiert. Um die infizierten von nicht infizierten Zellen zu trennen, wurde entweder die

MoFlo- (fiir GFP-Expression) oder MACS- (fiir Thy1.1-Expression) Technik durchgefiihrt.
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3. ERGEBNISSE

3.1. Analyse der Genexpression in FADDdn-T-Zellen

Eines der Schliisselmolekiile, die ein apoptotisches Signal der Todesrezeptoren iibertragen, ist
das FADD-Protein. Experimente mit einer Deletionsmutante von FADD, die so genannte
FADD dominant negative (FADDdn) Form, haben gezeigt, dass dieses Protein ebenfalls eine
wichtige Rolle bei der T-Zellproliferation spielt. Dieser Deletionsmutante fehlen die ersten 79
N-terminalen Aminosduren und damit fiir die Bindung an Caspase-8 notwendige DED (siehe
Einleitung). Dadurch kann Caspase-8 nicht mehr in den DISC rekrutiert werden und die

Signale weiter geleitet werden.

Die T-Zellen von FADDdn-Méiusen sind resistent gegen FasRezeptor-induzierte Apoptose
und zeigen eine eingeschriankte Proliferation nach Stimulation mit verschiedenen mitogenen

und antigenen Stimuli (Newton et al., 1998, Abb. 11).
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Abb. 11 Reduzierte Proliferation von FADDdn-T-Zellen nach Stimulation mit verschiedenen Stimuli

2 x 10° gereinigte T-Zellen oder LKn-Zellen von WT- (schwarze Siulen) oder FADDdn-Miusen
(weiBe Sdulen) wurden fiir 48h mit den oben genannten Stimuli inkubiert. [’H]-Thymidin wurde fiir
die letzten 6h hinzugefiigt, und die Proliferation wurde mit Hilfe eines B-Counters bestimmt.
Dargestellt sind die Mittelwerte und die Standardabweichungen aus Dreifachansitzen. Die Abbildung
zeigt das reprasentative Ergebnis eines von vier unabhéngig voneinander durchgefiihrten Versuchen.
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Um die molekularen Mechanismen, die fiir die gestorte Proliferation in FADDdn-T-Zellen
verantwortlich sind, und die Rolle von FADD in der T-Zellproliferation zu verstehen, wurden
die Genexpressionprofile der ruhenden und stimulierten T-Zellen von FADDdn- und WT-
Maiusen mittels Oligonukleotid-Array-Analyse untersucht. Lymphknotenzellen (LKn- Zellen)
von Wildtyp-(WT) und FADDdn-Méausen wurden entnommen, und T-Zellen wurden durch
Depletion von B- und NK-Zellen isoliert. Dabei wurden die fluoreszenzmarkierten Antikorper
B220-FITC und NK1.1-FITC gegen die entsprechenden oberfldchlichen Molekiile auf B- und
NK-Zellen verwendet und die T-Zellen mittels Durchfluzytometrie fraktioniert. RNA wurde
entweder von ruhenden oder von PMA/Ionomycin- (20 h) aktivierten gereinigten T-Zellen
isoliert. Um die Frage zu beantworten, welche Gene in Abwesenheit von funktionellem
FADD unterschiedlich reguliert worden sind, wurde die 20-stiindige Stimulation ausgewéhlt.
Ziel war es, nicht nur die friih aktivierten, sondern auch spit- und sekundérregulierte Gene zu
untersuchen und so ein komplexes Bild iiber die FADD-abhingige Signaltransduktionswege,

die zu T-Zellaktivierung und Proliferation fiihren, zu erstellen.

Jede RNA-Probe wurde in cDNA umgeschrieben, die als Matrize fiir die Generierung von
biotinylierter cRNA benutzt wurde. AnschlieBend wurde die cRNA fragmentiert und auf
einem Oligonukleotid-Chip hybridisiert. Die spezifische Bindung wurde mit konfokaler
Mikroskopie nachgewiesen, und mittels Affymetrix Software wurde errechnet, ob ein Gen
signifikant exprimiert wird und wie hoch das Expressionsniveau ist. Um die mdglichen
Kandidaten, die zur Stérung der T-Zellproliferation in FADDdn-Zellen beitragen, ndher
einzugrenzen, wurden nur die Gene ausgewdhlt, die eine mindestens zweifache Zu- oder
Abnahme in FADDdn- im Vergleich zu den WT-Zellen zeigten. Eine tabellarische
Darstellung der Gene findet sich in Tab. 1.

FADDdn/WT
Relative Relative
Name Expression_Oh | Expression 20h
Interleukin 2 (IL-2) 1,0 53
interferon-inducible GTPase 2,6 6,1
growth arrest and DNA-damage-inducible 45 beta 1,6 6,1
B-cell leukemia/lymphoma 3 (Bcl-3) 1,9 4,3
interferon inducible protein 1 1,1 2,6
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growth arrest and DNA-damage-inducible 45 gamma 1,2 4,6
growth factor independent 1 1,2 10,6
mitogen activated protein kinase kinase kinase 8 4,9 14,9
interleukin 9 (IL-9) 2,3 9,2
Janus kinase 2 (Jak2) 1,0 2,6
cyclin-dependent kinase inhibitor 1A (P21) 1,0 2,0
heat shock protein 1A 0,1 2,8
killer cell lectin-like receptor subfamily A, member 13 0,3 0,2
chemokine (C-C motif) ligand 5 2,6 6,5
FBJ osteosarcoma oncogene B (FosB) 1,9 2,5
Suppressor of cytokine signalling 3 (SOCS-3) 3,2 7,9
Suppressor of cytokine signalling 3 (SOCS-3) 1,9 5,8
interferon-inducible GTPase 2,0 4,3
caspase 4, apoptosis-related cysteine protease 2,0 4,9
Jun-B oncogene 2,0 1.4
growth arrest and DNA-damage-inducible 45 beta 1,2 4,0
T-cell specific GTPase 0,9 2,5

Tabelle 1 Die Gene, die eine mindestens zweifach verstirkte Expression entweder in unstimulierten
oder in PMA/lonomycin-aktivierten T-Zellen gezeigt haben, wurden in der Tabelle dargestellt. SOCS-
3 wurde durch zwei Sonden detektiert.

159 Gene wurden unterschiedlich reguliert, 58 davon in ruhenden und 151 in aktivierten T-
Zellen. Basierend auf den dhnlichen Expressionsmustern wurden die ausgewahlten Gene in so

genanntem hierarchischen Cluster gruppiert (Abb. 12).
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Abb. 12 Hierarchischer Cluster

Jedes Gen wird als eine horizontale Reihe aus farbigen Feldern dargestellt, jede Probe als eine Spalte.
Die griine Farbe zeigt, dass die Expression des entsprechenden Gens vermindert ist, die rote Farbe
dagegen zeigt eine erhohte Expression.

3.2. Erhohte IL-2 mRNA Expression in FADDdn-T-Zellen

Um herauszufinden, welche Gene in Verbindung mit FADDdn zu einer Storung der
Proliferation gefiihrt haben, wurden Gene weiter untersucht, die eine abnormale Expression in
FADDdn-Zellen zeigten, und iiber deren Expressionsregulation bereits Informationen
vorliegen. Ziel war es, Signalwege zuriickzuverfolgen, um so eine Aussage iiber die Rolle von

FADD bei der T-Zellaktivierung machen zu konnen.

Ein beziiglich seiner Regulation sehr gut untersuchtes Gen, dessen mRNA Expression 5,8-
fach in stimulierten FADDdn- im Vergleich zu den WT-T-Zellen erhdht war, war Interleukin-
2 (IL-2) (Tabelle 1). Es war berichtet worden, dass T-Zellen von FADD™"- und FADDdn-
Miusen ein gestortes Wachstum, aber eine normale IL-2-Produktion haben (Mack and
Hacker, 2002; Zhang et al., 1998). Da die beobachtete Erhohung der IL-2 mRNA nach
PMA/Ionomycin-Stimulation = daher {iberraschend erschien, wurde Echtzeit-PCR
durchgefiihrt, um die Ergebnisse der Oligonukleotid-Array-Analyse zu priifen. Dabei wurden
LKn-Zellen von WT- und FADDdn-Miusen entnommen, und T-Zellen wurden mittels
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MACS-Technik (Magnetic Cell Separation) isoliert. Zu den Zeitpunkten 0, 2, 4, 6 und 20 h
nach PMA plus Ionomycin-Stimulation wurde die IL-2 mRNA Expression untersucht. I1L-2-
Expression konnte nicht in unstimulierten T-Zellen von WT- und FADDdn-Méuse detektiert
werden. Vier bis sechs Stunden nach Stimulation dagegen betrug die IL-2 mRNA in
FADDdn-T-Zellen das zwei- bis sechs-fache der IL-2 mRNA in WT-Zellen. Nach 20h wurde
eine Abnahme der IL-2 mRNA-Expression sowohl in WT-, als auch in FADDdn-T-Zellen
beobachtet. Jedoch blieb der Unterschied in der IL-2-Expression zwischen WT- und mutanten
T-Zellen vorhanden und betrug in FADDdn-T-Zellen ungefahr das drei-fache der IL-2 mRNA
in WT-Zellen, was auch die Ergebnisse der Oligonukleotid-Array-Analyse bestétigt (Abb.13).
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Abb. 13 Erhohte IL-2-mRNA-Expression in FADDdn-T-Zellen

1-2 x 10°/ml gereinigte T-Zellen von WT (schwarze Saulen) und FADDdn (weiBe Saulen) wurden mit
PMA (2 ng/ml) plus Ionomycin (200 ng/ml) stimuliert. RNA wurde nach den gegebenen Zeitpunkten
isoliert, und Echtzeit-PCR wurde durchgefiihrt. Cyclophilin-Expression wurde als interne Kontrolle
verwendet. Dargestellt ist das Verhidltnis von IL-2-mRNA zu Cyclophilin-mRNA. Die Abbildung
zeigt das repréasentative Ergebnis eines von drei unabhiingig voneinander durchgefiihrten Versuchen.

Um festzustellen, ob die erhohte IL-2 mRNA Expression auch zu einer erhdhten
Proteinproduktion fiihrt, wurde eine intrazellulire IL-2-Firbung durchgefiihrt. Da die
chemische Substanz GolgiStop den Proteintransport in der Zelle blockieren kann und so die
intrazelluldre Menge von IL-2 besser bestimmt werden kann, wurden gereinigte T-Zellen von
WT- und FADDdn-Méusen fiir 6 h mit PMA plus lonomycin stimuliert und fiir die letzten 2
Stunden GolgiStop zugegeben. Nach Fixieren und Permeabilisieren der Zellen wurde das IL-
2-Protein mit anti-IL-2 Antikorper gefiarbt und die intrazellulire Expression mittels

Durchflulzytometrie bestimmt (Abb. 14A).

54



ERGEBNISSE

A B
N FADDdn 500
1% € 400
2 S 300
© N 200
= 100
1N

PMA/lono - 6h 20 48h

IL-2

Abb. 14 Normale IL-2-Proteinproduktion in FADDdn-T-Zellen

A: Intrazellulire Farbung fiir IL-2. Gereinigte LKn-T-Zellen (2 x 10° Zellen/200 pl) von WT- und
FADDdn-Méusen wurden mit PMA (2 ng/ml) plus Ionomycin (200 ng/ml) stimuliert. Nach 4h wurde
GolgiStop dazugegeben. Die Zellen wurden mit anti-CD3-CyS5 und anti-IL-2-PE Antikérpern gefarbt.
B: Normale IL-2-Sekretion in FADDdn T-Zellen. LKn-Zellen (3 x 10° Zellen/200 pl) von WT
(schwarze Sdulen) und FADDdn-Maiusen (weile Séulen) wurden mit PMA (2 ng/ml) plus lonomycin
(200 ng/ml) stimuliert. Nach 6, 20 und 48h wurden die Uberstiinde gesammelt und mittels ELISA die
IL-2-Sekretion bestimmt. Zellen, die ohne PMA/lonomycin fiir 48h kultiviert worden sind, wurden als
Kontrolle verwendet (mit ,-, gekenzeichnet). Dargestellt sind die Mittelwerte und die
Standardabweichungen aus Zweifachansitzen.

Es zeigte sich, dass trotz der starken Expression der IL-2 mRNA die FADDdn-Zellen keine
verstiarkte IL-2-Proteinproduktion haben. Zusitzlich wurden die IL-2-Spiegel in den
Kulturiiberstinden von FADDdn- und WT-T-Zellen mittels ELISA gemessen. Diese
Untersuchung ergab, dass, dhnlich wie bei der intrazelluldren Férbung, die IL-2-Sekretion
nach Stimulation in FADDdn-Zellen vergleichbar zu der IL-2-Synthese in den WT-T-Zellen
war (Abb. 14B).

Ein dhnliches Muster, ndmlich gestorte Proliferation aber normale IL-2-Produktion, wurde in
der Literatur unter anderen aber verwandten Umstéinden beschrieben. Mack und Hicker
beobachteten, dass die Zugabe des Caspase-Inhibitors z-VAD-fmk die Proliferation von CD3-
stimulierten Zellen aus der WT-Maus inhibieren kann, jedoch keinen Einflu3 auf die IL-2
Sekretion hat (Mack and Hacker, 2002). Mit Hilfe von z-VAD-fmk konnte untersucht werden,
ob die Uberexpression der IL-2 mRNA in FADDdn-T-Zellen durch einen Defekt in der T-
Zell-Entwicklung erfolgt, oder ob sie einen direkten Effekt von dominant negativem FADD
nach Stimulation darstellt. Um dies zu testen, wurden normale T-Zellen mit ConA in Ab- und

Anwesenheit von Caspase-Inhibitor stimuliert. Es zeigte sich, dass der Caspase-Inhibitor z-
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VAD nach Stimulation nicht zu hdherer, sondern sogar zu niedrigerer mRNA—Expression

fithrt (Abb. 15).
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Abb. 15 Normale IL-2-mRNA-Induktion in Gegenwart des Caspase-Inhibitors z-VAD

Gereinigte T-Zellen von WT-Maus wurden fiir die gegebenen Zeitpunkte mit ConA (2 pg/ml) in Ab-
(schwarze Sdulen) und Anwesenheit (weille Séulen) von Caspase-Inhibitor z-VAD inkubiert. Danach
wurde RNA isoliert und Echtzeit-PCR durchgefiihrt. Cyclophilin-Expression wurde als interne
Kontrolle verwendet. Dargestellt ist das Verhiltnis von IL-2-mRNA zu Cyclophilin-mRNA. Die
Abbildung zeigt das repréasentative Ergebnis eines von zwei unabhingig voneinander durchgefiihrten
Versuchen.

Dies liefl darauf schlieen, dass die Expression von dominant negativem FADD die Zellen zu
einer erhohten IL-2-Transkription noch wéhrend der T-Zell-Entwicklung priadisponiert, aber

keinen Einfluss auf die IL-2-Regulation wihrend der T-Zellaktivierung hat.

Da die Promotorregulation des IL-2-Gens davon abhingt, wie stark die verschiedenen
Transkriptionsfaktoren aktiviert worden sind, wurde vermutet, dass wéihrend der Stimulation
eine erhohte Promotoraktivierung in FADDdn-T-Zellen zu beobachten ist. Jedoch ist die IL-
2-Proteinproduktion normal. Wahrscheinlich existiert ein Mechanismus in FADDdn-T-Zellen,
der die IL-2 Produktion auf Translationsbene reguliert oder die Proteinmenge, die von der

erhohten mRNA produziert wird, begrenzt.

3.3. Normale NF-AT Induktion in FADDdn-T-Zellen

Verschiedene Transkriptionsfaktoren wie z.B. NF-AT (nuclear factor of activated T cells),
AP-1 (activator protein 1) und NF-kB (nuclear factor kB) kénnen an die Promotorregion des

IL-2-Gens binden und zur Produktion von IL-2 nach Stimulation der T-Zelle fiihren.
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Die veroffentlichten Daten zeigen, dass die NF-kB-Aktivierung in FADDdn- im Vergleich zu
den WT-T-Zellen normal ist (Newton et al., 2001). Aus diesem Grund wurden die anderen
beiden Transkriptionsfaktoren NF-AT und AP-1 und deren Bindung an den IL-2- Promotor

untersucht.
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Abb. 16 Calcium-abhéngige Signaltransduktion in T-Zellen

Aktivierung des T-Zellrezeptors fiihrt zu einer Erhdhung der cytoplasmatischen Ca®’-Konzentration.
Die Ca**-bindende Phosphatase Calcineurin wird dabei aktiviert und kann den Transkriptionsfaktor
NF-AT dephosphorylieren. Dephosphoryliertes NF-AT wandert in den Kern und bindet an die
Promotoren verschiedener Gene. Durch diese Bindung werden Gene, die fiir die T-Zellaktivierung
verantwortlich sind, exprimiert. Dieser Prozess kann durch die Substanz Cyclosporin A (CsA)
inhibiert werden, was zur Inhibierung der T-Zellaktivierung fiihrt.

NF-ATc2 ist ein Transkriptionsfaktor, der an den Promotor vieler Lymphokingene bindet, und
der sich in unstimulierten Zellen im Cytosol befindet. Nach Stimulation wird NF-AT durch
die Phosphatase Calcineurin dephosphoryliert und wandert in den Zellkern. Cyclosporin ist
eine Substanz, die im Cytosol der T-Zellen an Calcineurin bindet. Dadurch wird der

Kerntransport von NF-AT und als Folge davon die T-Zellaktivierung inhibiert (Abb. 16).

Um festzustellen , ob die erhohte Produktion von IL-2 mRNA in FADDdn-T-Zellen auf eine
Uberaktivierung von NF-AT zuriickzufiihren ist, wurden gereinigte T-Zellen aus Wildtyp und
FADDdn-Maiusen in Gegenwart und in Abwesenheit von Cyclosporin A mit PMA/Ionomycin

stimuliert, und nach 4 oder 6 Stunden wurde die Expression von IL-2 mRNA durch Echtzeit-
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PCR bestimmt. Es wurde eine dhnlich geringe IL-2 mRNA-Induktion in Gegenwart von CsA
in normalen, wie in FADDdn-T-Zellen beobachtet (Abb. 17).
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Abb. 17 Erhohte, aber CsA-sensitive IL-2-mRNA-Expression in FADDdn-T-Zellen

Gereinigte LKn-T-Zellen von WT (schwarze Saulen) und FADDdn-Mausen (weile Sdulen) wurden
fiir 4 und 6 h mit PMA/Ionomycin in An- oder Abwesenheit von CsA (100 ng/ml) stimuliert. RNA
wurde isoliert und Echtzeit-PCR fiir die IL-2-Expression durchgefiihrt. Cyclophilin-Expression wurde
als interne Kontrolle verwendet. Dargestellt ist das Verhiltnis von IL-2-mRNA zu Cyclophilin-
mRNA.

Da sowohl die Proliferation als auch die IL-2 Produktion (nicht gezeigt) in FADDdn-T-Zellen
dhnlich den Wildtyp-Zellen waren, wurde geschlossen, dass die Regulation der NF-AT-
Aktivierung in FADDdn-T-Zellen normal ist.

Die DNA-Bindungsaktivitit von NF-AT spielt eine wichtige Rolle in der IL-2-
Promotoraktivierung (Chow et al., 1999). Es stellte sich daher die Frage, ob sich die WT- und
FADDdn-T-Zellen hinsichtlich ihrer NF-AT-Aktivierung unterscheiden. Es wurden T-Zellen
von WT- und FADDdn-Médusen mit PMA/lonomycin in Gegenwart und Abwesenheit von
CsA fir 1 Stunde stimuliert, und mittels EMSA (Electrophoretic mobility shift assay)
untersucht. Die NF-AT-Induktion in FADDdn-T-Zellen war nach Stimulation &hnlich der
Induktion in WT-Zellen. Aullerdem konnte die NF-AT-Bindungsaktivitit in FADDdn-T-
Zellen in dhnlicher Weise wie in WT-Zellen durch CsA-Behandlung inhibiert werden (Abb.
18A).
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Abb. 18 Normale NF-AT-Aktivierung in FADDdn-T-Zellen

A: Normale, CsA-sensitive NF-AT-Bindungsaktivitit in FADDdn-T-Zellen. Kernextrakte wurden aus
gereinigten T-Zellen (10'/pro Probe) von WT- und FADDdn-Miusen isoliert. Die Zellen wurden
entweder unstimuliert belassen oder fiir 30 min mit PMA/Ionomycin in Gegenwart oder Abwesenheit
von CsA inkubiert. Die NF-AT-Bindungsaktivitit wurde mittels EMSA untersucht. Die typische
Bande ist mit Pfeil gezeigt. B: Normale NF-AT-c2-Expression in FADDdn-T-Zellen. Gereinigte T-
Zellen von WT- und FADDdn-Miusen wurden fiir 15 und 30 min mit PMA/Ionomycin stimuliert.
Gesamtzellextrakte wurden hergestellt, und WB-Analyse wurde durchgefiihrt. Anti-NF-ATc2-
Antikorper wurde verwendet, um NF-AT-Protein spezifisch nachzuweisen. Anti-B-Actin Antikorper
dient als Ladekontrolle.

Um auch die NF-AT-Proteinproduktion zu testen, wurden T-Zellen isoliert, und nach 15- oder
30-miniitiger Stimulation mit PMA/Ionomycin wurden Proben fiir Western Blot Analyse
hergestellt. Mit Hilfe eines Antikorpers, der spezifisch gegen den in Lymphozyten
exprimierten Transkriptionsfaktor NF-ATc2 gerichtet ist, wurde die gleiche NF-AT-
Expressionszunahme in der Kontroll- und in der FADDdn-Maus beobachtet (Abb. 18B).

Gereinigte T-Zellen von WT- und FADDdn-Méusen wurden mit PMA/Ionomycin stimuliert
und mittels konfokaler Mikroskopie untersucht. Cyclosporin A wurde wieder hinzugegeben,
um den Kerntransport von NF-AT zu inhibieren. Es konnte festgestellt werden, dass die
Stimulation mit PMA/Ionomycin zu einer normalen NF-AT-Kerntranslokation fiihrt (Abb.
19). Der CsA-inhibierende Effekt auf die NF-AT-Aktivierung war dhnlich, sowohl in
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FADDdn- als auch in WT-T-Zellen. Alle diese Ergebnisse fiihren zu der Schlussfolgerung,
dass der funktionelle FADD-Verlust keinen Einfluss auf die NF-AT-Aktivierung hat.

Unstimuliert PMA/lono PMA/lono+CsA

wWT ...
FADDdn ...

Abb. 19 Normale, CsA-sensitive NF-AT-Kerntranslokation in FADDdn-T-Zellen

Gereinigte T-Zellen von WT- und FADDdn-Miusen wurden fiir 30 min mit PMA/lonomycin in An-
oder in Abwesenheit von CsA (100 ng/ml) stimuliert. Die Zellen wurden fixiert, permeabilisiert und
mit anti-NF-ATc2-Antikorper (rot) gefarbt.

Wie schon oben beschrieben, spielt AP-1 zusammen mit NF-kB und NF-AT eine wichtige
Rolle bei der Induktion von IL-2 nach T-Zell-Stimulation.

Da die bisherigen Ergebnisse die erhohte Transkription von IL-2 nicht erkldren konnten,
wurde die AP-1-Aktivitdt in FADDdn-T-Zellen weiter untersucht. LKn-Zellen wurden von
WT- und FADDdn-M4usen isoliert und die AP-1-Bindungsaktivitit in den Kernextrakten von
diesen Zellen mittels EMSA untersucht. Es konnte eine deutlich erhdhte AP-1-Aktivitit
bereits in frisch isolierten, unstimulierten FADDdn-Zellen festgestellt werden (Abb. 20A).

Eine weitere Untersuchung der T-Zellen von WT-und FADDdn-Méusen nach Stimulation mit
PMA/Ionomycin fiir 30 Minuten zeigte eine leichte Induktion der AP-1-Aktivitdt in Kontroll-
Zellen, aber fast keine Zunahme in FADDdn-T-Zellen. Allerdings war die AP-1-Aktivitit in
stimulierten WT-Zellen immer noch geringer als diejenige in den ruhenden FADDdn-Zellen

(Abb. 20B).
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Abb. 20 AP-1-Aktivierung in FADDdn-Zellen

A: Erhohte AP-1-Aktivierung in ruhenden FADDdn-Zellen. Kernextrakte (107 Zellen pro Probe)
wurden von WT- und FADDdn-Maéusen isoliert und mittels EMSA untersucht. Die aktivierten AP-1-
Komplexe wurden mit einer radioaktivmarkierten AP-1-spezifischen-Sonde detektiert. Die Bindung an
eine NF-kB-Sonde wurde als Ladekontrolle verwendet. B: Zellextrakte wurden aus gereinigten
unstimulierten oder PMA/Ionomycin-stimulierten T-Zellen (jeweils 4 x 10%) von WT- und FADDdn-
Mausen hergestellt. EMSA wurde durchgefiihrt, um die AP-1-Aktivierung zu untersuchen.

Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass die erhohte AP-1-Aktivitdt in FADDdn-T-Zellen fiir
die IL-2 Expression alleine nicht ausreichend ist, aber die Zellen fiir die hdéhere IL-2
Transkription anfillig macht, nachdem infolge der T-Zellstimulation NF-kB und NF-AT

aktiviert worden sind.

3.4. AP-1-mRNA-Transkription in FADDdn-Zellen

Da die unstimulierten Zellen eine hohe AP-1-Aktivitit aufweisen, wurden die moglichen
Ursachen dafiir in ruhenden T-Zellen weiter untersucht. Um festzustellen, welche AP-1
Mitglieder eine Rolle in der erhohten IL-2 Expression spielen, wurden eine Anzahl von
Genen, die zur AP-1-Familie gehoren, wie z.B. JunB, Fos, FosB, ATF-1, ATF-2 und ATF-3,
in der Oligonukleotid-Array-Analyse untersucht.
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FADDdn/WT
Relative Relative
Name Gene Symbol | Expression_Oh | Expression_20h
Jun dimerization protein p2 ISNFT Snft 1,0 3,0
Jun-B oncogene Junb 2,0 1,4
FBJ osteosarcoma oncogene Fos 1,0 6,5
FBJ osteosarcoma oncogene B Fosb 1,9 2,5

Tabelle 2 AP-1-Familienmitglieder, die eine verstirkte Expression (mindestens zweifach) entweder in
unstimulierten oder in PMA/lonomycin-aktivierten T-Zellen zeigen.

Bei zwei davon, JunB (erhoht um Faktor 2,0) und FosB (1,9), wurde eine erhdhte mRNA-
Expression in ruhenden FADDdn-T-Zellen im Vergleich zu den T-Zellen der WT-Maus
beobachtet. Entsprechende Daten sind in Tabelle 2 gezeigt.

Aufgrund der recht geringen Unterschiede in der mRNA-Expression von JunB und FosB
wurde eine andere, unabhéngige Methode verwendet, um die Signifikanz der Oligonukleotid-
Array-Analyse zu bewerten. Ein Bild der Expression aller AP-1-Mitglieder wurde durch den
Ribonuclease Protection Assay (RPA) geliefert. Dabei wurde RNA aus unstimulierten WT-
und FADDdn-T-Zellen untersucht. Es wurde keine deutliche Zunahme der Expression der
einzelnen AP-1-Mitglieder bei der FADDdn im Vergleich zur normalen Maus festgestellt. Die
Ergebnisse dieser Analyse sind in Abb. 21 A gezeigt.
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Abb. 21 AP-1-mRNA und JunB-Proteinexpression in FADDdn-T-Zellen

A: Normale mRNA-Expression der AP-1-Familienmitglieder. Gesamt-RNA wurde aus T-Zellen von
WT- und FADDdn-Méusen (jeweils 3 Replikate) isoliert und ein Ribonuclease Protection Assay
durchgefiihrt. L32 und GAPDH wurden als Ladekontrollen vewendet. B: Ruhende T-Zellen von
jeweils 2 WT- (Nr.1 und Nr.2)- und 2 FADDdn- (Nr.3 und Nr.4) Miusen wurden isoliert, und
Kernextrakte davon wurden hergestellt. Die Kernextrakte wurden auf JunB-Expression im Western
Blot untersucht. Anti-p-50-Antikérper wurden zur Detektion der Ladekontrolle vewendet.

Weiterhin wurde fiir das JunB-Protein eine Western Blot Analyse durchgefiihrt (Abb. 21B).
Es konnte keine erhohte JunB-Proteinexpression in unstimulierten FADDdn-Zellen

beobachtet werden.

3.5. Normale AP-1-Bindungsaktivitat einiger AP-1-Mitglieder in
FADDdn-T-Zellen

Es wurden keine Unterschiede in der mRNA- und Protein-Expression der einzelnen AP-1-
Mitglieder in FADDdn-T-Zellen im Vergleich zu WT-Zellen gefunden. Da die AP-1-
Aktivierung auch durch die AP-1-Bindungsaktivitit reguliert werden kann, wurde dies mit
Hilfe der TransAM Methode untersucht. Diese ELISA-basierende Methode erlaubt es, die
aktivierten AP-1-Proteine, die sich im Kernlysat befinden, zu detektieren und zu

quantifizieren. Ruhende T-Zellen von WT und FADDdn-Méusen wurden mittels MACS-
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Technik isoliert und Kernextrakte wurden davon hergestellt. Die Kernextrakte wurden auf
eine mit AP-1-Erkennungssequenz immobilisierte Platte gegeben. Aktivierte AP-1-Mitglieder
wurden gebunden und mit Hilfe von spezifischen Antikérpern gegen einzelne AP-1-
Mitglieder detektiert. Wie in Abb. 22 gezeigt, gibt es keine signifikanten Unterschiede in der
Bindungsaktivitit der einzelnen AP-1-Mitglieder.

N

—_

AP-1 Aktivierung

OM

S O N A QL&
0,5 <(O(b Qﬁtb Q{b 50(\ 5\) 0'<<

Abb. 22 Aktivierung der einzelnen AP-1-Mitglieder

Kernextrakte wurden aus ruhenden T-Zellen von WT- (schwarze Sdulen) und FADDdn- (weille
Sdulen) Méusen hergestellt. Zur Analyse der Anwesenheit von AP-1-Protein-DNA-Komplexen wurde
die TransAM Methode durchgefiihrt. Die Ergebnisse wurden normalisiert (der hdchste Wert wurde auf
1 gesetzt). Dargestellt sind die Mittelwerte und die Standardabweichungen aus 6 unabhingig
voneinander durchgefiihrten Versuchen.

Das alles ldsst vermuten, dass andere Mitglieder der AP-1-Familie, die hier nicht untersucht

wurden, fiir die erhéhte AP-1-Aktivitdt in FADDdn-T-Zellen verantwortlich sind.

3.6. Erhohte Bcl-3- und SOCS-3- mRNA in FADDdnNn-T-Zellen

Die bisherigen Ergebnisse haben gezeigt, dass die IL-2-mRNA-Uberexpression
wahrscheinlich auf die konstitutiv erhdhte AP-1-Aktivitdt in ruhenden FADDdn-T-Zellen
zurlickzufiihren ist, jedoch konnte dieser Befund die gestorte Proliferation in FADDdn-Zellen
nicht erkldren. Aus diesem Grund wurden weitere Gene untersucht, die fiir die Regulation der
Proliferation zustdndig sein konnten und deren Expression in FADDdn-Zellen abnormal ist.

Bcl-3 und SOCS-3 sind zwei Gene, die moglicherweise eine Rolle spielen.
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Bcl-3  gehort zur NFkB-Transkriptionsfamilie, deren Mitglieder an der Regulation
verschiedener Gene, die an T-Zellproliferation oder an Zelltod beteiligt sind, mitwirken
konnen. SOCS-3 gehort zur CIS/SOCS-Familie und kann auch die T-Zellaktivierung und die
Proliferation regulieren. Durch die Bindung von SOCS-3 an den IL-2-Rezeptor werden die
Signaliibertragung und somit auch das T-Zellwachstum blockiert (Cohney et al., 1999). Die
Oligonukleotid-Array-Analyse hat gezeigt, dass die Bcl-3- und SOCS-3-mRNA verstérkt
(zweifach, Tabelle 1, Oh) in unstimulierten FADDdn-T-Zellen im Vergleich zu WT-T-Zellen
exprimiert wird. Um diese Ergebnisse zu bestitigen, wurde RNA aus ruhenden T-Zellen von
WT- und FADDdn-Maiusen isoliert, in cDNA umgeschrieben, und eine Echtzeit-PCR wurde
durchgefiihrt. Es wurde eine Zunahme der Bcl-3- und SOCS-3-Expression in FADDdn-T-
Zellen beobachtet, welche die Ergebnisse der Oligonukleotid-Array-Analyse bestitigte (Abb.
23).
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Abb. 23 Erhohte Bcl-3 und SOCS-3 mRNA in FADDdn-T-Zellen

RNA wurde aus ruhenden T-Zellen von WT- (schwarze Séulen)- und FADDdn- (weile Sdulen)
Mausen isoliert. Echtzeit-PCR mit Primern spezifisch fiir Bcl-3 (A) und fiir SOCS-3 (B) wurde
durchgefiihrt. Cyclophilin-Expression wurde als interne Kontrolle verwendet. Dargestellt ist das
Verhiltnis von Bcl3- oder SOCS-3- zu Cyclophilin-mRNA. Gezeigt sind die Mittelwerte und die
Standardabweichungen aus vier (A) bzw. finf (B) unabhingig voneinander durchgefiihrten
Versuchen.
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3.7. Retrovirale Expression von SOCS-3 und Bcl-3 supprimiert

T-Zellproliferation

Um die Rolle von Bcl-3 und SOCS-3 fiir die T-Zellproliferation zu charakterisieren, wurde
ein retrovirales System zur Expression verschiedener Gene in primdren Maus-T-Zellen
verwendet. Dabei wurden LKn- und Milzzellen von WT-Maéusen fiir 48h mit ConA stimuliert
und anschliefend mit Retroviren transduziert. Der retrovirale Vektor enthilt ein GFP (Green
Fluorescent Protein) oder einen spezifischen Oberflichenmarker, wie z.B. Thl.1, der die
Trennung der transduzierten von nicht transduzierten Zellen erlaubt. Als Kontrolle wurde ein
Leervektor verwendet. Mit dieser Methode konnten etwa die Hélfte der Zellen transduziert

werden (Abb. 24).
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Abb. 24 GFP-Expression in T-Zellen

WT-T-Zellen wurden mit Retrovirus transduziert. Der Retrovirale Vektor enhilt ein griin
fluoreszierendes Protein (GFP). Das untersuchte Gen und das GFP werden von einer IRES-Sequenz
reguliert, was zu der gleichzeitigen Expression dieser zwei Proteine fithrt. Um die Transduktionsrate
zu bestimmen wurde eine FACS-Analyse durchgefiihrt. Nur die Zellen, welche das griine Protein
exprimiert haben, wurden auch transduziert und konnten mittels DurchfluBzytometrie von den nicht
transduzierten Zellen getrennt werden.

Um die Frage zu beantworten, ob die verstirkte Expression von SOCS-3 oder Bcl-3 die IL-2-
getriebene T-Zellproliferation blockieren kann, wurden LKn-Zellen der WT-Maus entweder
mit SOCS-3-GFP- bzw. Kontroll-GFP-Retrovirus oder mit Bcl-3-Thyl.1 bzw. Kontroll-
Thyl.1-Retrovirus transduziert. Um transduzierte von nicht transduzierten Zellen zu trennen,
wurden die GFP-positiven Zellen mittels Durchflulzytometrie (MoFlo) sortiert. Im Falle von
Thyl.1-Expression wurden die infizierten Zellen mit dem FITC-markierten anti-Thyl.I-
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Antikorper gefarbt und mittels MACS- (Magnetic Cell Separation) Technik isoliert.
AnschlieBend wurden die Zellen mit [3H]-Thymidin fiir weitere 16h im Brutschrank bei 37 °C
inkubiert. Die Proliferation wurde als Thymidineinbau bestimmt. Eine Proliferationsabnahme
wurde sowohl in SOCS-3- als auch in Bcl-3-transduzierten Zellen im Vergleich zur Kontrolle

beobachtet (Abb. 25).
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Abb. 25 SOCS-3 und Bcl-3 suprimieren die T-Zellproliferation

ConA-stimulierte LKn- und Milzzellen einer WT-Maus wurden mit MIGR1- und MIGR1-SOCS-3-
(A) oder mit MIT- und MIT-Bcl-3- (B) Retrovirus transduziert. MIGR1 und MIT sind
Leervektorkontrollen und als schwarze Séulen dargestellt, die SOCS-3- und die Bcl-3-infizierten
Zellen dagegen, in weill. Sowohl die Leervektor-, als auch die SOCS-3- und Bcl-3-infizierten Zellen
wurden auf Grund der Expressionsmarker sortiert. Nur die Zellen, die diese Marker auf ihrer
Oberfldche exprimieren (infizierte Zellen) wurden weiter in Anwesenheit von 2 pg/ul ConA und 1uCi
*[H]-Thymidin kultiviert. Nach 16h wurde die Proliferation mit Hilfe eines B-Counters bestimmt.
Dargestellt sind die Mittelwerte und die Standardabweichungen aus Dreifachansétzen. Die Abbildung
zeigt das reprisentative Ergebnis eines von aus drei (A) bzw. fiinf (B) unabhingig voneinander
durchgefiihrten Versuchen.

3.8. Erhéhte SOCS-3-mRNA-Expression nach Uberexpression

von Bcl-3

Es wurde beobachtet, dass Bcl-3 und SOCS-3 einen Einfluss auf die T-Zellproliferation haben
konnen, und dass T-Zellen von Bel3”-Miusen sowohl eine bessere Proliferation als auch eine

niedrige SOCS-3 mRNA Expression nach Stimulation aufweisen (unpublizierte Daten von
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unserer Gruppe). All diese Befunde haben uns dazu gefiihrt, die Verbindung zwischen Bcl-3

und SOCS-3 zu untersuchen.

Fiir diese Experimente wurden WT-Zellen mit Bcl-3-Retrovirus oder Leervektor transduziert.
24h spiter wurden die infizierten Zellen, die auf ihrer Oberfliche das Thyl.l1-Antigen
exprimieren, mittels MACS fraktioniert. Danach wurde RNA aus den transduzierten Zellen
prapariert, in cDNA umgeschrieben, und mittels Echtzeit-PCR wurde die SOCS-3-Expression
untersucht. Es wurde beobachtet, dass die Bcl-3-Uberexpression zu einer leichten Zunahme
der SOCS-3-mRNA fiihrt, was darauf schlieBen ldsst, dass wihrend der T-Zellproliferation
eine Verbindung zwischen Bcl-3 und SOCS-3 existiert (Abb. 26)
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Abb. 26 Verstirkte SOCS-3 mRNA-Expression in Bcl-3-transduzierten Zellen

ConA-stimulierte LKn- und Milzzellen von WT-Méausen wurden mit Bcl-3-Retrovirus transduziert.
RNA wurde aus den infizierten, MACS-sortierten Zellen isoliert und die SOCS-3-Expression mittels
Echtzeit-PCR bestimmt. Cyclophilin-Expression wurde als interne Kontrolle verwendet. Dargestellt ist
das Verhédltnis von SOCS-3 zu Cyclophilin-mRNA. Gezeigt sind die Mittelwerte und die
Standardabweichungen aus vier unabhéngig voneinander durchgefiihrten Versuchen.

3.9. Reduzierter Effekt von Bcl-3 in SOCS-3""-T-Zellen

Um weitere Hinweise darauf zu erhalten, ob der Bcl-3-proliferationsinhibierende Effekt von
SOCS-3 abhingt, wurden SOCS-3""-Miuse verwendet (SOCS-3"-Miuse sind nicht
lebensfdhig). Es wurde erwartet, dass, falls die Proliferationsreduktion wirklich SOCS-3-
abhingig ist, die niedrigere Expression von SOCS-3 in SOCS-3""-Miusen zu einer geringen
Reduktion der Proliferation nach Bcl-3-Uberexpression fijhren wiirde. Um dies zu
untersuchen, wurden LKn-Zellen von WT- und SOCS-3""-Miusen fiir 48 Stunden mit ConA
stimuliert und anschliefend mit Bcl-3-Retrovirus transduziert. Die infizierten Zellen wurden

wieder mittels MACS fraktioniert und weiter kultiviert. Die Proliferation wurde 16 Stunden
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spater gemessen. Es wurde beobachtet, dass die Bcl-3-Expression in SOCS-3""-T-Zellen
einen geringeren Proliferation-inhibierenden Effekt hat (Abb. 27). Dieses Ergebnis deutet
darauf hin, dass die Bcl-3-verursachte Inhibierung der T-Zellproliferation eine verstirkte

Expression von SOCS-3 benotigt.
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Abb. 27 Bessere Proliferation der Bel-3-transduzierten SOCS-3""-Zellen

ConA-stimulierte LKn- und Milzzellen von WT- oder SOCS-3""-M#usen wurden mit MIT- (schwarze
Saulen) oder MIT-Bcl-3- (weile Sdulen) Retrovirus transduziert. Sowie die Leervektor-, als auch die
Bcl-3-infizierten Zellen wurden auf Grund der Expressionsmarker sortiert. Nur die Zellen, die diesen
Marker auf ihrer Oberflache exprimieren (infizierte Zellen) wurden weiter in Anwesenheit von 2 pg/ul
ConA und 1puCi *[H]-Thymidin kultiviert. Die Proliferation wurde 16h nach der Zugabe von [3H]-
Thymidin mit Hilfe eines B-Counters bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte und die
Standardabweichungen aus Dreifachansétzen. Die Abbildung zeigt das représentative Ergebnis eines
von vier unabhingig voneinander durchgefiihrten Versuchen.

3.10. Der gemeinsame Verlust von Bcl-3- und FADD-

Funktionen fiihrt zu einer Reduktion der T-Zellpopulation

Wie oben beschrieben, flihrt der Verlust von funktionellen FADD zur Deregulation vieler
Gene. Um die Bedeutung der Bel-3-Expression fiir die gestorte Proliferation der FADDdn-T-
Zellen besser zu verstehen, wurde die Bcl-3-defiziente Maus (bcl3'/ ) mit der FADDdn-Maus
gekreuzt, und die doppelt transgene FADDdn/bcl3”"-Maus weiter untersucht. Ziel war es zu
testen, ob die Uberexpression von Bcl-3 in FADDdn-T-Zellen zu einer gestdrten T-
Zellproliferation gefiihrt hat. Im Falle der FADDdn/bcl3”-Maus wire dann zu erwarten, dass
die T-Zellen von dieser Maus ein besseres Wachstum im Vergleich zu FADDdn T-Zellen

aufweisen wirden.
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Die neu generierte FADDdn/bcl3” -Maus zeigte keine offensichtlichen Auffalligkeiten. Eine
morphologische Untersuchung der inneren Organe zeigte, dass diese Miduse eine vergro3erte
Milz besitzen. Darauthin wurden Milzzellen der FADDdn/bcl3”-Maus mit spezifischen
Antikorpern gegen CD3 und B220 mittels Durchfluzytomerie untersucht. Als Kontrollen
wurden WT-, FADDdn- und bcl3”-Miuse verwendet. Ein niedrigerer Prozentanteil an
peripheren T-Zellen bei der FADDdn/bcl3”-Maus im Vergleich zu den Kontroll-Méusen
wurde beobachtet (Abb. 28).

WT FADDdnN FADDdn/bcl3"

1 178 067 7.87 024

FL4-H: CD3e Cy5

FL4-H: EDGe Cy5
FL4-H: CD3e Cy5
FL4-H: CD3e Cy5

FL1-H

60 -

50 1
40 |
30
20

FADan Bcl3-/- FADan/BcI3/

% T-Zellen

Abb. 28 Relative Abnahme der T-Zellpopulation in FADDdn/bcl3”-Maus

A: 3 x 10° Milzzellen wurden mit Antikérpern spezifisch fiir CD3- und B220- oberflichliche Marker
gefiarbt und mittels Durchflulzytometrie analysiert. B: Dargestellt sind die Mittelwerte und die
Standardabweichungen aus vier unabhéngig voneinander durchgefiihrten Versuchen.
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Die detailliertere Analyse der T-Zellsubpopulationen der FADDdn/bcl3”-Maus  mit
spezifischen Antikdrpern gegen die Oberflichenmarker CD4 und CDS8 zeigte eine
prozentualle Abnahme sowohl der reifen CD4- als auch der reifen CD8-T- Zellen (Abb. 29).

A
A wWT FADDdn . beld” ~ FADDdn/bcl3”
CD3 16 1““:7,22 128 314 15.3 } 228 . 553
cD4
B
N WT FADDdn _ bel3” ~ FADDdn/bcI3"

CD3 | “7= 7| P 65 1 r° 7 20

FL4-H. SDSe Cy5
FL4-H: CD3e Cy5
FL4-H: CD3e Cy5
FL4-H: CD3e Cy5

Abb. 29 Abnahme der CD4- und CD8-T-Zellpopulationen in FADDdn/bcl3”-Maus

3 x 10° Milzzellen von WT, FADDdn, bcl3” und FADDdn/bel3” wurden mit Antikdrpern spezifisch
fiir die Oberflichenmarker CD3 und CD4 (A) bzw. CD3 und CD8 (B) gefirbt und mittels
Durchfluzytometrie analysiert. Die gleichen Ergebnisse wurden in drei weiteren unabhingigen
Versuchen beobachtet.

Eine mogliche Ursache fiir die verringte GroB3e der Population der peripheren T-Zellen in der
FADDdn/bcl3”-Maus konnte die gestorte T-Zellentwicklung im Thymus sein. Um dies zu
untersuchen, wurden Thymocyten von FADDdn/bcl3”"- und Kontrollméusen isoliert, mit
Antikorpern gegen CD4 und CD8 geférbt und mittels FACS analysiert. Eine Abnormalitit in
doppelt positiven-, doppelt negativen-, CD4-positiven und CD8-positiven Zellpopulationen in
FADDdn/bcI3”-Maus wurde nicht beobachtet (Abb. 30). Diese Ergebnisse lassen darauf
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schlieen, dass das Fehlen von Bcl-3 und die Expression von dominant negativem FADD-

Protein keinen offensichtlichen Einfluf3 auf die T-Zellentwicklung haben.

WT FADDdn FADDdn/bcl3™"

4
10 o

104
1.69 88.2 T

0.88 94.1 1.25 ' 90.8

CD8

CD4

Abb. 30 Normale Entwicklung der Thymocytensubpopulationen in der FADDdn/bcl3”-Maus

3 x 10° Thymocyten von WT, FADDdn und FADDdn/bcl3” wurden mit Antikorpern spezifisch fiir
die Oberflichenmarker CD4 und CD8 gefarbt und mittels DurchfluBzytometrie analysiert.

3.11. Reduzierte Proliferation der FADDdn/bcl3”-T-Zellen

Um die urspriingliche Frage zu beantworten, ob der Verlust von Bcl-3 in FADDdn/bcl3”-T-
Zellen zu einer Verbesserung der Proliferation im Vergleich zu FADDdn-T-Zellen beitragen
kann, wurde die Proliferation nach Stimulation mit verschiedenen mitogenen Stimuli
untersucht. T-Zellen von FADDdn/bcl-3"-Maus wurden mittels MACS (Magnetic Activated
Cell Sorting) fraktioniert und mit anti-CD3-, anti-CD3/CD28-Antikérpern oder ConA
stimuliert. Die *[H]-Thymidin-Inkorporation wurde nach 48 Stunden gemessen und mit den
Kontroll-Méusen (WT, FADDdn, bel3” 7) verglichen (Abb. 31). Uberraschenderweise wurde
die erwartete Verbesserung der Proliferation in Abwesenheit von Bcl-3 in FADDdn/bcl3”-T-
Zellen nicht beobachtet. Die FADDdn/bcl3”-T-Zellen zeigten sogar eine deutlich geringere
Proliferation im Vergleich zu FADDdn-T-Zellen. Der Bcl-3-Verlust fithrt zu einer
Verstiarkung des Proliferationsdefekts, beobachtet in T-Zellen mit fehlender FADD-Funktion.
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Abb. 31 Reduzierte Proliferation der FADDdn/bcl3”-T-Zellen

3 x 10° gereinigte T-Zellen von WT- (schwarze Siulen)-, FADDdn- (hellgraue Séulen)-, bcl3” -
(dunkelgraue Siulen) und FADDdn/bcl3”-(weiBie Siulen) Mausen wurden fiir 48h mit anti-CD3- (5
pg/ml), anti-CD3- (2 pg/ml) plus anti-CD28- (10 pg/ml) Antikorpern oder ConA (2 pg/ml) stimuliert.
Die Proliferation wurde durch [3H]-Thymidin-Einbau bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte und
die Standardabweichungen aus Dreifachanséitzen. Die Abbildung zeigt das repridsentative Ergebnis
eines von vier unabhéngig voneinander durchgefiihrten Versuchen.

3.12. Erhohte Apoptose der FADDdn/bcl3"-T-Zellen

Die Reduzierung der T-Zellproliferation kann verschiedene Ursachen haben. Eine Inhibierung
des Zellzykluseintrittes, eine Verlangsamung des Zellzyklusdurchlaufes oder eine Erhéhung
des Zelltodes konnen moglicherweise fiir das Proliferationsproblem in FADDdn/bcl3”-Zellen
verantwortlich sein. Um das Sterben der FADDdn/bcl3”-Zellen zu untersuchen, wurden T-
Zellen vor und nach der Stimulation mit AnnexinV/PI-Farbung mittels Durchfluzytometrie
(FACS) analysiert. AnnexinV bindet an Phosphatidylserin, welches wéhrend der Apoptose an
die AuBlenseite der Zellmembran transloziert und als frither apoptotischer Marker gilt. Mittels
Ko-Farbung mit Propidiumjodid (PI) kann die Summe der toten Zellen erfafit werden. Friih-
apoptotische Zellen haben noch eine intakte Zellmembran und werden von PI nicht angefarbt,

wihrend die spit-apoptotischen und nekrotischen Zellen PI- und AnnexinV-positiv werden.

Der Anteil apoptotischer Zellen an den unstimulierten FADDdn/bcl3”-Zellen nach 24h
Inkubation war dhnlich wie bei den Kontroll-Mausen (Abb. 32). Nach Stimulation dagegen
wurden iiber 70 % tote Zellen in FADDdn/bcl3”-Mausen gegeniiber 37 % in WT-Méusen
beobachtet. Insgesamt waren nur 7 % der FADDdn/bcl3”-Zellen am Leben. Dieses
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Uberlebensproblem kénnte daher fiir die reduzierte T-Zellpopulation in FADDdn/bcI3” -

Milzzellen verantwortlich sein.
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Abb. 32 Erhohter Zelltod der FADDdn/bcl3”-T-Zellen nach Stimulation

A: T-Zellen (3 x 10°) von WT-, FADDdn-, bcl3”-und FADDdn/bcl3”-Méusen wurden fiir 24h mit
conA (2ug/ml) stimuliert. Die Zellen wurden mit Annexin-V-FITC-markiertem Antikérper und PI
gefdrbt, und innerhalb von 1h wurde der Tod der Zellen mittels Durchfluzytometrie analysiert. B:
Dargestellt sind die Mittelwerte und die Standardabweichungen aus vier unabhingig voneinander

durchgefiihrten Versuchen.

Der Mechanismus, der fiir das Sterben der FADDdn/bcl3”"-T-Zellen verantwortlich ist, war

jedoch unklar. Da die Inhibierung der Apoptose zu einer besseren Untersuchung der
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/-

Proliferation beitragen kann, wurde die FADDdn/bcl3"-Maus mit der vav-bcl-2-Maus

gekreuzt. vav-bcl-2-Miduse exprimieren konstitutiv das Bcl-2-Protein (ein Protein, das den

mitochondrial-induzierten Zelltod inhibiert) in allen Zellen des himatopoetischen System.
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Abb. 33 FADDdn/bcl3” /vav-bel2-T-Zellen sind vor Apoptose geschiitzt

A: T-Zellen (3 x 10°) von WT-, FADDdn-, bcl3”-, FADDdn/bel3”- und FADDdn/bel3” /vav-bel2-
Maiusen wurden fiir 24h mit PMA (2 ng/ml) plus Ionomycin (200 ng/ml) stimuliert. Die Zellen wurden
mit Annexin-V-FITC-markiertem Antikdrper und PI geférbt, und der Tod der Zellen wurde mittels
Durchfluflzytometrie analysiert. B: Dargestellt sind die Mittelwerte und die Standardabweichungen
aus drei unabhéngig voneinander durchgefiihrten Versuchen.
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Als erstes wurde untersucht, ob die Bcl2-Expression den Tod von FADDdn/bcl3” -Zellen
blockieren kann. Dafiir wurden T-Zellen der FADDdn/bcl3” /vav-bcl2 Maus isoliert, und nach
24-stlindiger Stimulation wurde der Zelltod mittels AnnexinV/PI-Fiarbung bestimmt. Als
Kontrollen wurden T-Zellen von WT-, FADDdn-, bcl3” /vav-bel2- und FADDdn/bcl3” -
Miusen verwendet (Abb. 33). Dass das Bcl-2-Protein in bel3” /vav-bel2 und FADDdAn/bel3™
/vav-bcl2-Méusen funktionell aktiv war, konnte durch die Reduktion des spontanen Zelltodes
im Kultur (unstimulierten Zellen) gezeigt werden. Wieder wurde ein erhéhter Zelltod der
FADDdn/bcl3”"-T-Zellen nach Stimulation beobachtet. Jedoch zeigten die T-Zellen von
FADDdn/bel3” ~vav-bel2 Maus ein besseres Uberleben.

3.13. Normale Thymozytenentwicklung in FADDdn/bclI3" ~av-
bcl2-Maus

Um die Rolle des Zusammenwirkens von Bcl-2, FADDdn und Bcl-3-Verlust auf die T-
Zellentwicklung zu priifen, wurden die Thymozyten von der dreifach transgenen
FADDdn/bcl3” /vav-bel2-Maus und von den Kontrollméusen mit Hilfe von CD4- und CD8-
Antikorpern untersucht (Abb. 34). Die FACS-Analyse zeigte eine relative Abnahme der
doppelt-positiven CD4°CD8"-Population (von 83% in der Kontrollmaus auf 47% in
FADDdn/bcl3” vav-bel2 Maus) und eine relative Zunahme der anderen drei thymischen

Subpopulationen (CD4 CD8™-; CD4"- und CD8"-Single positive Zellen).

FADDdn bcl3” FADDdn/bcl3” Arav-bcl2
CD8

83,8 79,5 47

10°
FLI-H

1
FL1-H

CD4

Abb. 34 Bcl-2-dhnliche T-Zellentwicklung in der FADDdn/bcl3” /vav-bcl2-Maus

A: Thymocyten von WT, FADDdn, bc/3” und FADDdn/bcl3” vav-bel2-Miusen wurden mit anti-CD4
und anti-CD8 Antikorpern gefarbt und mittels DurchfluBzytometrie analysiert.
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Diese gestorte Lymphozytenentwicklung kann nicht in Wildtyp, FADDdn- und bel3”-
Maiusen beobachtet werden, ist aber, wie Ogilvy et al. in 1999 publiziert haben, typisch fiir die
vav-bcl-2-Mduse (Ogilvy et al., 1999). Daraus kann man schlieBen, dass die
Thymozytenenwicklung in der FADDdn/bcl3” /vav-bcl2-Maus  dhnlich wie bei der
FADDdn/bcl3”"-Maus nicht vom FADD- und Bcl-3-Verlust beeintrichtigt ist.

Um T- und B-Zellpopulationen der FADDdn/bcl3” vav-bel2-Maus zu charakterisieren,
wurden Milzzellen isoliert, mit anti-CD3- und anti-B-220-Antikérpern gefarbt und mittels
DurchfluBzytometrie analysiert. Eine reduzierte T-Zellpopulation in der dreifach mutierten
Maus #hnlich wie bei den FADDdn/bcl3”-Miusen wurde wieder beobachtet (Abb. 35). Dies

lisst schlieBen, dass die Bcl-2-Uberexpression diese Veridnderung nicht verhindern kann.

WT FADDdn bel3” FADDdn/bcl3” Avav-bcl2
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Abb. 35 Abnahme der T-Zellpopulation in FADDdn/bcl3” vav-bel2-Maus

3x10° Milzzellen von WT, FADDdn, bcl3” und FADDdn/bcl3” /vav-bel2-Mausen wurden mit
Antikorpern  spezifisch fiir die Oberflichenmarker CD3 und B220 gefirbt und mittels
Durchfluflzytometrie analysiert.

3.14. Reduzierte Proliferation der FADDdn/bcl3” /vav-bcl2-T-

Zellen

Ein gestortes T-Zellwachstum nach Stimulation mit verschiedenen mitogenen Stimuli wurde
in FADDdn/hcl3”-Miusen festgestellt (s.0.). Da der groBte Teil der Zellen nach Stimulation
gestorben war, konnte nicht differenziert werden, ob der Grund fiir die niedrige
Proliferationrate in der gestorten T-Zellaktivierung oder in der erh6hten Apoptose lag. Bcl-2-
Expression in FADDdn/bcl3” vav-bel2 T-Zellen blockierte die Apoptose (s.0.), so dass nun

die Proliferation weiter untersucht werden konnte.
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Gereinigte T-Zellen von FADDdn/bcl3” /vav-bel2 wurden isoliert, mit anti-CD3-Antikorper
in Gegenwart und Abwesenheit von anti-CD28-Antikorper stimuliert, und nach 48 Stunden
die Proliferation durch * [H]-Thymidin-Einbau bestimmt. Als Kontrollen wurden T-Zellen aus

WT-, FADDdn- und bel3” -Miusen verwendet.

- A A
N D OO N &

Proliferation (cpm)x10°

Abb. 36 Reduzierte Proliferation der FADDdn/bcl3” /vav-bel2-T-Zellen

3x10° gereinigte T-Zellen von WT- (schwarze Siulen), FADDdn- (hellgraue Siulen), bcl3”-
(dunkelgraue Saulen) und FADDdn/bcl3” /vav-bel2- (weiBe Sdulen) Mausen wurden fiir 48h mit CD3-
(5 pg/ml) oder CD3- (2 pg/ml) plus CD28- (10 ug/ ml) Antikérpern stimuliert. Die Proliferation wurde
durch  [3H]-Thymidin-Einbau  bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte und die
Standardabweichungen aus Dreifachansitzen. Die Abbildung zeigt das repridsentative Ergebnis eines
von fiinf unabhéngig voneinander durchgefiihrten Versuchen

Uberraschenderweise war die Proliferation der FADDdn/bcl3” /vav-bel2-T-Zellen sehr gering
(Abb. 36). Die Kombination von FADD-Verlust (FADDdn) und der Verlust von Bcl-3 fiihren
also nicht nur zu einem gestorten Uberleben der T-Zellen, sondern auch zu einer gestorten T-
Zellaktivierung. Es ist daher wahrscheinlich, dass der Grund fiir die reduzierte T-
Zellpopulation in den peripheren Organen der FADDdn/bcl3”-und der FADDdn/bcl3™ /vav-
bcl2-Maus eher ein Resultat von gestorter Proliferation wéihrend der T-Zellentwicklung als

von gestdrtem Uberleben ist.

Alle diese Ergebnisse lassen vermuten, dass zusétzlich zu dem FADD/Caspase-8/FLIP-
Signalweg auch ein Bcl-3-abhingiger Signalweg existiert, der in T-Zellaktivierung und

Uberleben eine Rolle spielt.
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4. DISKUSSION

FADD und Caspase-8 sind Signaliibertragungsmolekiile, die nicht nur fiir Todesrezeptor-
induzierte Apoptose, sondern auch fiir Aspekte der T-Zellentwicklung und Aktivierung
notwendig sind. Inaktivierung des Adaptorproteins FADD fiihrt nicht nur zur Hemmung der
Apoptose, sondern auch zur Inhibierung verschiedener T-Zellfunktionen. T-Zellen ohne
funktionelles FADD-Protein (FADD”" oder FADDdn-T-Zellen) zeigen ein stark vermindertes
Wachstum nach Behandlung mit verschiedenen Stimuli (Newton et al., 1998; Walsh et al.,
1998; Zhang et al., 1998; Zornig et al., 1998). Die Ursachen, die zu der gestorten Proliferation
der FADDdn-T-Zellen fiihren, sind unklar. In einer Vielzahl an Studien (Mack and Hacker,
2002; Newton et al., 2001; Zhang et al., 1998) konnte gezeigt werden, dass diese
Abnormalitit in der T-Zellaktivierung nicht auf gestorte IL-2-Produktion, intrazelluldre Ca®'-
Konzentration, NF-kB- oder MAPK-Aktivierung zuriickzufithren ist.  Mittels
Zellzyklusanalyse konnte gezeigt werden, dass FADDdn-T-Zellen normal in den Zellzyklus
eintreten, aber in Gegensatz zu den WT-Zellen deren T-Zellwachstum gestort ist (Beisner et
al., 2003). Alle diese Ergebnisse lassen darauf schlieBen, dass eine Reihe von
Aktivierungswegen in FADDdn-T-Zellen nicht beeintrachtigt ist. Die Frage, welche

Signalwege der T-Zellaktivierung in diesen Zellen betroffen sind, ist weiter unbeantwortet.

Daher war der Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit die Erforschung der molekularen
Ursachen, die zur Storung der T-Zellaktivierung fiihren. Im Laufe dieser Arbeit konnten
folgende Ergebnisse festgestellt werden: 1) Die Expression von FADDdn-Protein fiihrt zur
Deregulation einer Vielzahl von Genen sowohl in ruhenden, als auch in stimulierten
FADDdn-T-Zellen; 2) Es wurde eine normale IL-2-Produktion, aber erhohte IL-2-mRNA
Expression nach Stimulation detektiert; 3) Die Regulation der NF-AT-Transkriptionsfaktor
war normal, der AP-1-Transkriptionsfaktor dagegen wurde in unstimulierten FADDdn-T-
Zellen konstitutiv exprimiert; 4) Die Expression von zwei Genen- Bcl-3 und SOCS-3-, die
eine Rolle bei der Proliferation spielen kdnnten, war gestort; 5) Mit Hilfe der FADDdn/bcl3”-
Maus konnte gezeigt werden, dass FADD- und Bcl3- Proteine eine komplementdre Rolle bei
der T-Zellentwicklung (weniger T-Zellen in der Peripherie der Maus), T-Zellaktivierung
(sehr verminderte Proliferation) und beim T-Zelliiberlebensdauer (erhdhte Apoptose nach

Stimulation) spielen.

79



DISKUSSION

4.1. Auswirkung des FADD dominant negativen Proteins auf

die Genexpression

Um die Bedeutung und die molekularen Funktionen des FADD-Signaltransduktionswegs fiir
die T-Zellaktivierung genauer zu charakterisieren, wurde hier die Genexpression in T-Zellen
der FADDdn- mit Kontrollmiusen verglichen. Die Untersuchung der Genexpression erfolgte
zundchst mit Oligonukleotid-Array-Analyse. Durch diese Methode wurden Tausende Gene
gleichzeitig analysiert. Es wurde eine Deregulation von 159 Genen in FADDdn-T-Zellen
festgestellt. Der Vergleich der Genexpression von FADDdn- und WT-T-Zellen machte
deutlich, dass die Expression von dominant negativem FADD-Protein zu einer Deregulation
der verschiedenen Gene sowohl in ruhenden als auch in stimulierten Zellen fiihrte. Der Ick-
Promotor, der die FADDdn-Expression in diesen Mausen reguliert, ist bereits in sehr frithen
Stadien der T-Zellentwicklung aktiv. Zhang et al. berichteten, dass die Expression von
FADDdn-Protein zu einer Storung der Thymozytenentwicklung fiihrt. Es wurden weniger

Thymozyten in der doppelt negativen Phase detektiert (Zhang et al., 1998).

Aufgrund dieser Daten tliberraschte nicht, dass 51 Gene in noch ruhenden FADDdn-T-Zellen
unterschiedlich exprimiert waren. Nach Mitogen-Stimulation fiir 20 Stunden war die
Expression von 151 der untersuchten Gene unterschiedlich nach den iiblichen Kriterien. Ob
ein direkter Zusammenhang zwischen diesen 151 Genen und FADDdn existiert oder diese
unterschiedliche Genexpression als sekundirer Effekt einer Deregulation von ,,master* Genen
erfolgte, ist jedoch bislang unklar. Um dies zu untersuchen, wurden Gene ausgewdhlt, die eine
abnormale Expression in FADDdn-T-Zellen zeigten und bei denen gleichzeitig viel iiber ihre
Expressionsregulation bekannt war. Somit konnte die Deregulation der Expression
zuriickverfolgt werden und Hinweise auf die potentielle Deregulation der wichtigsten

Transkriptionsfaktoren, die diese Gene regulieren, gefunden werden.

4.2. Deregulation der IL-2 mRNA Expression in FADD-T-Zellen

Ein Gen, das fiir T-Zellaktivierung und Proliferation wesentlich ist, ist IL-2. IL-2 ist ein
wichtiger Wachstumsfaktor, der von T-Zellen nach Aktivierung durch ein Mitogen oder

Antigen selbst produziert wird. Nach dem Treffen der T-Zelle mit einem spezifischen Antigen
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tritt die ruhende T-Zelle in die G1-Phase der Zellzyklus ein und beginnt die a-Kette des 1L-2-
Rezeptors und auch das IL-2-Protein zu produzieren. Die Bindung des IL-2 an den IL-2-

Rezeptor 16st die Proliferation der T-Zelle aus.

Die Genexpressionsanalyse der stimulierten FADDdn-T-Zellen hat ergeben, dass die
Expression der IL-2 mRNA 5x hoher im Vergleich zu den stimulierten WT-Zellen war. Es ist
bekannt, dass die IL-2-Transkription die gleichzeitige Aktivierung der Transkriptionsfaktoren
NF-xB (nuclear factor-kB), NF-AT (nuclear factor of activated T cells) und AP-1 (activator
protein-1) benétigt (Serfling et al., 1995). Bisher wurde nur die NF-kB-Aktivierung von
Newton et al. erforscht (Newton et al., 2001). In Kernextrakten von WT- und FADDdn-Zellen
wurde die NF-«B-Bindungsaktivitdt mittels einer radioaktiv markierten Sonde spezifisch fiir
NF-kB untersucht. Es konnte kein Unterschied in der NF-kB-Bindungsaktivitdt der FADDdn-
und WT-Zellen festgestellt werden. Da die NF-kB-Transkriptionsfaktor-Familie aus den
Proteinen RelA, RelB, c-Rel, NF-xB1 und NF-kB2 besteht, konnte mittels Antikorpern
spezifisch fiir Rel, RelA und NF-xB1 gezeigt werden, dass sich FADDdn- und WT-Méuse

hinsichtlich ihrer NF-xB-Komplexe nicht unterscheiden.

Auf der Suche nach moglichen Ursachen fiir die erhohte IL-2 mRNA in FADDdn-T-Zellen
wurden auch NF-AT- und AP-1-Transkriptionsfaktoren, die auch die IL-2-Genexpression
regulieren, analysiert (Chow et al., 1999). NF-ATc2 ist Transkriptionsfaktor, der in den Zellen
des Immunsystems exprimiert wird und fiir die Expression vieler Lymphokingene
unverzichtbar ist. NF-AT ist in unstimulierten Zellen im Cytosol lokalisiert. Durch
Aktivierung der T-Zellen durch PMA/Ionomycin oder andere mitogene Stimuli, wird NF-AT
dephosphoryliert und in den Kern transloziert, wo er an der Transkription verschiedener Gene
mitwirkt (Crabtree and Olson, 2002; Masuda et al., 1998). Um den Einfluss der FADDdn-
Expression auf die NF-AT-Aktivierung zu untersuchen, wurde die intrazelluldre Lokalisation
von NF-AT in WT- und FADDdn-T-Zellen ermittelt. Mit konfokaler Mikroskopie konnte
gezeigt werden, dass nach Stimulation die NF-AT-Translokation vom Cytosol in den Kern
auch in FADDdn-Zellen normal erfolgte. Aulerdem wurde die gleiche NF-AT-Aktivierung
und CsA-abhingige Inhibierung der IL-2-Transkription beobachtet. FADDdn-Expression
schien auch keinen Einfluss auf die NF-AT-Proteinproduktion und Bindungsaktivitit zu

nehmen. In Extrakten von stimulierten T-Zellen von FADDdn-Maus wurde mittels EMSA
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dhnliche Bindungsaktivitit wie in WT-Zellen gefunden. Es blieb also weiterhin unklar,

weshalb die IL-2 mRNA so stark in FADDdn-T-Zellen exprimiert war.

Nachdem es sich gezeigt hatte, dass NF-xB und NF-AT nicht fiir die IL-2-mRNA
Uberexpression verantwortlich waren, stellte sich die Frage, ob sich die WT- und FADDdn-T-
Zellen hinsichtlich ihrer AP-1-Aktivierung unterscheiden.

4.3. Deregulation der AP-1 Transkriptionsfaktor in FADDdn-T-

Zellen

Kernextrakte von WT- und FADDdn-T-Zellen wurden mittels EMSA untersucht und es
wurde festgestellt, dass der AP-1-Transkriptionsfaktor sowohl in unstimulierten, als auch in
stimulierten FADDdn-Zellen viel stirker aktiv ist. Der AP-1-Transkriptionsfaktor besteht aus
Homo- und Heterodimeren der Jun- (JunB, JunD, c-Jun), Fos- (FosB, c-Fos, Fral, Fra2),
ATF2-, ATF3- (aktivierenden Transkriptionsfaktoren) oder MAF- (musculoapeneurotic
fibrosarcoma)  Protein-Familien.  Daraufhin ~ wurde  untersucht, welche  AP-1-

Familienmitglieder fiir die erhohte AP-1-Aktivitdt in FADDdn-T-Zellen verantwortlich sind.

Zu diesem Zweck wurden Kernextrakte aus unstimulierten WT- und FADDdn- gereinigten T-
Zellen verwendet und mit TransAM Transcription factor Assay und Ribonuclease Protection
Assay (RPA) analysiert. Es konnte keinen Unterschied in der Bindungsaktivitidt von c-Jun,
FosB, c-Fos, Fral, Fra2, JunB und JunD zwischen WT- und FADDdn-T-Zellen beobachtet
werden. Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass entweder weitere AP-1-Mitglieder, die hier
nicht untersucht worden sind, oder moglicherweise posttranskriptionelle Veranderungen fiir
die erhohte AP-1-Aktivitdt in FADDdn-T-Zellen verantwortlich sind. AuBBerdem kdnnte die
Dimer-Zusammensetzung bestimmen, welche AP-1-Zielgene aktiviert werden sollen. So
wurde zum Beispiel gezeigt, dass der c-Jun-Fra2-Komplex, aber nicht c-Jun-Fral oder c-Jun-
c-Fos fahig ist, den Zellzyklusarrest in Fibroblasten zu inhibieren (Bakiri et al., 2002). Alle
diese Ergebnisse lassen schliessen, dass die konstitutiv erhohte AP-1-Aktivierung zu einer
erhohten IL-2-mRNA-Expression fithrt. Die Ursache fiir die gestorte Proliferation in
FADDdn-T-Zellen blieb jedoch ungekldrt. Eine erhohte AP-1-Aktivitdt in ruhenden

FADDdn-T-Zellen konnte auch zu einer Deregulation der Expression von anderen AP-1-
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abhéngigen Genen beitragen, die bei der Proliferation eine Rolle spielen. In der Literatur
wurde beschrieben, dass das AP-1-Mitglied JunB durch die Induktion von pl6 einen
inhibierenden Effekt auf die Proliferation von Fibroblasten ausiiben kann (Passegue and
Wagner, 2000). Darauthin wurde eine Western Blot Analyse durchgefiihrt, um die Expression
von pl6 in T-Zellen von WT- und FADDdn-M4iusen zu untersuchen. Diese hat ergeben, dass
die eingeschrinkte Proliferation in FADDdn-T-Zellen nicht auf die Uberexpression von p16

in FADDdn-Zellen zuriick zu fithren ist.

Die Reduzierung der Proliferation der FADDdn-T-Zellen kann durch ein Problem in der
intrazelluldren Signaliibertragung oder durch einen Fehler beim Durchlaufen des Zellzyklus
erfolgen. Newton et al. haben verschiedene intrazellulire Signalwege untersucht, die zur
Aktivierung der T-Zellen fithren (Newton et al., 2001). Da sowohl die Aktivierung von p38-
und p42/p44-MAP-Kinasen, als auch die Ca*"-Konzentration und die NF-kB-Aktivierung
nach Stimulation der FADDdn-Zellen normal waren, wurde der Zellzyklus der FADD-
defizienten T-Zellen genauer untesucht. Zhang et al. berichteten, dass die FADD™"-T-Zellen
einen gestorten Zellzyklusdurchlauf aufweisen (Zhang et al., 2001). Sie beobachteten, dass
die frisch isolierten, unstimulierten FADD™-T-Zellen sich nicht in der Ruhephase befinden,
wie die unstimulierten WT-Zellen, sondern den Zellzyklus durchlaufen. Nach einer
Stimulation kann nur eine kleine Fraktion dieser T-Zellen in die S-Phase des Zellzyklus
eintreten. Eine wichtige Rolle bei der Regulation des Zellzyklus von eukaryotischen Zellen
spielt die Expression von zyklinabhdngigen Kinasen (CDK) und deren Bindung zu den
zugehorigen Zyklinen. Zhang et al. berichteten, dass verschiedene Zykline (Zyklin D2, D3, E,
A, p21) und Zyklin-abhéngige Kinasen (cdc2, cdk2, cdké6) fiir die defekte Proliferation in
FADD™-T-Zellen verantwortlich sind. Baksh et al. zeigten, dass die Expressionsinhibierung
der Zyklin-abhidngigen Kinase 4 (CDK4) durch den Transkriptionsfaktor NF-ATc2 auch die
T-Zellproliferation blockieren kann (Baksh et al., 2002). Da die Aktivierung des NF-AT-
Transkriptionsfaktors in FADDdn-T-Zellen normal war, wurde mittels Western Blot Analyse
bestitigt, dass die gestorte Proliferation in FADDdn-T-Zellen keine Korrelation mit CDK4-
Expression aufweist. Auch in der Expression von anderen auf dem Chip vertretenen
zellzyklusassoziierten Genen wurde kein deutlicher Unterschied beobachtet. Diese nicht
iibereinstimmenden Ergebnisse zwischen der FADDdn-Maus und der FADD™-Maus kénnten

mit der unterschiedlichen Inhibierung der FADD-Funktionen erklart werden.
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4.4. Auswirkungen der SOCS-3 und Bcl-3 auf die Proliferation
der T-Zellen

Nach Stimulation des T-Zellrezeptors treten die ruhenden Lymphozyten in den Zellzyklus ein
und proliferieren. Dabei werden der Wachstumsfaktor IL-2 und die o-Kette des IL-2-
Rezeptors synthesiert. Die Bindung von IL-2 an seinen Rezeptor wirkt als Proliferationssignal
fiir die T-Zelle. Nur die Zellen, welche auf IL-2 reagieren, proliferieren. Dieser Prozess kann
durch das SOCS-3-Protein inhibiert werden (Cohney et al., 1999). SOCS-3 kann an den IL-2-
Rezeptor binden und dadurch die Aktivierung wichtiger Kinasen blockieren. Die
Transkription bestimmter Gene, die fiir die Proliferation notwendig sind, wird somit inhibiert

(Krebs and Hilton, 2001).

Eine normale IL-2-Produktion und Sekretion wurde in FADDdn-T-Zellen detektiert. Die
Zugabe von IL-2 konnte den Proliferationsdefekt dieser Zellen nicht autheben. Aufgrund der
durch Oligonukleotid-Array-Analyse beobachteten Erhoéhung der SOCS-3-Expression in
unstimulierten und stimulierten FADDdn-T-Zellen, stellte sich die Frage, ob dieses Protein

fur die reduzierte Proliferation der FADDdn-Zellen verantwortlich ist.

Um sicherzustellen, dass die Uberexpression von SOCS-3 tatsichlich zur Reduktion der T-
Zellproliferation fiihren kann, wurde ein retrovirales System verwendet. Dabei wurde SOCS-3
mittels retroviraler Transkription tiberexprimiert und anschlieend die Proliferation gemessen.
Wie erwartet, fiihrte die SOCS-3-Uberexpression zu einem verminderten Wachstum der T-

Zellen.

Wie die SOCS-3-Expression in FADDdn-Zellen reguliert wird, ist unklar. Unverdffentliche
Daten aus unserer Arbeitsgruppe zeigten, dass T-Zellen von bcl3”-Miusen eine niedrige
SOCS-3 mRNA-Expression nach LPS-Stimulation aufweisen. Bcl-3 ist ein wenig
untersuchtes Protein, das als Transkriptionsfaktor wirken kann. Es gehort zur IkB-Familie, ist
im Vergleich zu den anderen IkB-Mitgliedern im Nukleus lokalisiert und wird nach
Stimulation nicht proteolytisch degradiert. Bcl-3 kann Heterokomplexe entweder mit pS0 oder
mit p52 bilden und so als Aktivator oder Repressor der Transkription wirken (Franzoso et al.,
1997; Nolan et al., 1993). In manchen Formen der menschlichen Lymphomen ist Bcl-3
tiberexprimiert (Mathas et al., 2005). AuBlerdem spielt dieses Protein sowohl eine Rolle beim

Zellzyklusdurchlauf (Westerheide et al., 2001), als auch beim T-Zelliiberleben (Bauer et al.,
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2006; Mitchell et al., 2001). Deswegen erschien es sinnvoll, seine Rolle in der T-

Zellproliferation und T-Zelliiberleben weiter zu untersuchen.

Die Oligonukleotid-Array-Analyse hat ergeben, dass die Bcl-3 mRNA sowohl in
unstimulierten, als auch in PMA/Ionomycin-stimulierten FADDdn-Zellen {iiberexprimiert
wurde. Mittels retroviraler Transduktion konnte zusétzlich eine Inhibierung der T-
Zellprolifertaion beobachtet werden. Es stellten sich daher zwei Fragen. Erstens, ob diese
zwel Proteine, SOCS-3 und Bcl-3, zusammen kooperieren und zweitens, ob sie fiir die

gestorte Proliferation der FADDdn-T-Zellen verantwortlich sind.

4.5. Zusammenhang zwischen Bcl-3 und SOCS-3

Die Frage, ob Bcl-3 und SOCS-3 wihrend T-Zellproliferation zusammen kooperieren, kann
am besten durch Transduktion der SOCS-3"-Miuse mit Bel3-Retrovirus beantwortet werden.
Hat die Bcl-3-Uberexpression die Proliferation durch SOCS-3 inhibiert, dann sollte es zu
keiner Reduzierung der T-Zellproliferation in Abwesenheit von SOCS-3 (in SOCS-37-
Maiusen) kommen. Da die SOCS-3""-Miuse nicht lebensfahig sind, wurden SOCS-3""-Miuse
genommen. Die Zellen von WT- und SOCS-3""-Miusen wurden mit Bcl-3-Retrovirus
transduziert und 16 Stunden spiter wurde die Proliferation durch Thymidineinbau bestimmt.
Es konnte festgestellt werden, dass die T-Zellen von SOCS-3"- Miusen eine bessere
Proliferation nach Bcl-3-Transduktion im Vergleich zu den WT-Zellen aufweisen. AuBBerdem
zeigten die Bcl-3 transduzierten WT-Zellen eine erhohte SOCS-3-mRNA-Transkription.
Diese Ergebnisse lassen ein hypothetisches Modell zu, in dem die erhohte Expression von
Bcl-3 zur Erhohung der SOCS-3-Expression fiihrt. Das konnte die Proliferationshemmung der
Zellen erkldren (Abb. 37).
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Abb. 37 Hypothetisches Modell der Wirkung des FADDdn-Proteins auf T-Zellproliferation

T-Zellrezeptor

Nach Stimulation des T-Zellrezeptors werden verschiedene Transkriptionfaktoren aktiviert, die zur
Expression der IL-2 und zur Vervollstindigung des IL-2-Rezeptors fithren. Anschliessend wird durch
die Bindung von IL-2 an den Rezeptor die Proliferation der Zelle ausgeldst. Gleichzeitig werden auch
andere fiir die T-Zellproliferation verantwortliche Gene exprimiert. Im Fall von FADDdn-T-Zellen
wurde eine Uberexpression der Bcl-3- und SOCS-3- Gene beobachtet. Da Bcl-3 und SOCS-3 die T-
Zellproliferation inhibieren konnen, ist es denkbar, dass ihre Uberexpression fiir die gestorte
Proliferation der FADDdn-T-Zellen verantwortlich ist.

4.6. Der Verlust von Bcl-3 und FADD bewirkt eine gestorte T-

Zellproliferation

Die Hypothese, dass das Bcl-3-Protein eine wichtige Rolle bei der T-Zellproliferation von
FADDdn-Zellen spielt, kann am besten in vivo mit Hilfe einer Maus, die einen Defekt, sowohl
im FADD-, als auch im Bcl-3-Signalweg hat, bestitigt werden. Dafiir wurde FADDdn- mit
bcl3”-Maus gekreuzt und die neu generierten FADDdAn/bcl3”-Miuse weiter untersucht. Eine
Verbesserung der Proliferation der FADDdn/bcl3”"-T-Zellen auf Grund des fehlenden Bel-3-
Proteins wurde nicht beobachtet. Entgegen der Erwartungen wurde sogar eine geringere
Proliferation im Vergleich zu FADDdn-T-Zellen beobachtet. Der Bel-3-Verlust verstirkt das
in FADDdn-T-Zellen beobachtete Proliferationsproblem. Somit lieferte dieses Experiment
einen Hinweis dafiir, dass zwei T-Zellaktivierungswege existieren: einer, reguliert von Bcl-3
und einer, der iiber das FADD-Protein verlduft. Die Tatsache, dass der Proliferationsdefekt in
FADDdn-Miusen nicht so stark ausgeprigt ist wie bei FADDdn/bcl3”-Méausen und dass die

bel3”-Miuse kein Proliferationsproblem aufweisen, ldsst schlieBen, dass diese zwei
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Signalwege komplementér funktionieren. FADD und Bcl-3 konnen ihre Funktionen bei der

Proliferation der T-Zellen gegenseitig kompensieren.

4.7. Die Abwesenheit von FADD und Bcl-3 beeinfluBBt nicht die
Thymozytenentwicklung, verursacht jedoch eine Abnahme

der T-Zellpopulation

Eine Analyse der T- und B-Zellpopulationen in der Milz von FADDdn/bcl3”-Méusen machte
deutlich, dass der Verlust von Bcl-3 und die Expression von dominant negativem FADD-
Protein zu einer Reduktion der T-Zellpopulation (sowohl der CD4", als auch der CDS8'-
Subpopulationen) fiihrte.

Die Grofle der verschiedenen Zellpopulationen in den peripheren Organen (LKn und Milz)
der Maus ist von der Thymozytenproduktion und von der Lebenszeit der ruhenden und der
aktivierten T-Lymphozyten abhingig. Aus diesem Grund wurde auch die
Thymozytenentwicklung mit Hilfe von anti-CD4- und anti-CD8-Antikérpern mittels
DurchfluBzytometrie ~ untersucht. Es  konnten  keine  Unterschiede in  der
Thymozytenentwicklung festgestellt werden. Diese Daten sprechen dafiir, dass nicht ein
Entwicklungsproblem, sondern das Uberleben von T-Zellen wahrscheinlich fiir die reduzierte

Anzahl der T-Lymphozyten in der Perypherie verantwortlich war.

4.8. Der Verlust von Bcl-3 und FADD fuihrt zu einer erhohten
Apoptose

Die beobachtete Verminderung der Proliferation kann durch ein Proliferationsproblem oder
durch ein gestortes T-Zelliberleben erfolgen. Um dies zu untersuchen, wurde eine
AnnexinV/PI-Farbung verwendet. Diese Methode erlaubt, tote (friih-, spatapoptotische oder
nekrotische) von lebenden Zellen zu unterscheiden. Es stellte sich heraus, dass die T-Zellen

mit defekten FADD- und Bcl-3-Signaliibertragungswegen eine erhdhte Apoptose aufweisen.

87



DISKUSSION

Die molekularen Mechanismen, die zu diesem Uberlebensproblem in FADDdn/bcl3” -
Mausen fiihren, sind unklar. Nachdem es sich herausgestellt hat, dass FADDdn/bcl3”-T-
Zellen nach Stimulation sterben, konnte keine eindeutige Antwort gegeben werden, ob diese
Zellen normal proliferieren konnen oder nicht. Um dies zu untersuchen wurde durch die
Expression von Bcl-2-Protein in FADDdn/bcl3”-T-Zellen die Apoptose blockiert. Dabei
wurde eine FADDdn/bcl3”-Maus mit einer vav-bel-2-Maus gekreuzt und die T-Zellen von
der neugenerierten FADDdn/bcl3” /vav-bel-2-Maus weiter untersucht. Es konnte beobachtet
werden, dass die Uberexpression des Bcl-2-Proteins, wie erwartet, den Uberlebensdefekt der
FADDdn/bcl3”"-T-Zellen aufhob. Das Proliferationsproblem dagegen blieb unverindert.
Diese Daten sprechen dafiir, dass FADD- und Bcl-3-Signalwege nicht nur das T-
Zelliiberleben, sondern auch die Proliferation der primiren T-Zellen regulieren kénnen. Auch
in anderen Publikationen wurde bereits eine dhnliche Reduktion der Proliferation beschrieben.
So wurde beobachtet, dass T-Zellen ohne funktionelle Caspase-8 (Salmena and Hakem, 2005;
Salmena et al., 2003) oder FLIP-Protein (Lens et al., 2002; Tai et al., 2004) eine gestorte T-

Zellaktivierung aufweisen. Die molekularen Mechanismen dafiir sind jedoch bis jetzt unklar.

4.9. Die Bedeutung von FADD/Caspase-8/FLIP-Signalweg fur

die T-Zellproliferation

Die Rolle von FADD, Caspase-8 und FLIP in der Fas-Rezeptor-induzierten Apoptose ist sehr
gut untersucht. Stimulation des Fas-Rezeptors fithrt zu seiner Oligomerisierung und zur
Rekrutierung des FADD-Proteins an den Rezeptor. Durch diese Rekrutierung wird Caspase-8
proteolytisch aktiviert. c-FLIP kann in Abhdngigkeit von seiner Konzentration entweder eine
inhibierende oder eine aktivierende Funktion bei diesem Prozess haben (siche Einleitung).

Die Rolle dieser Proteine bei der T-Zellproliferation ist dagegen nicht so gut charakterisiert.

Auf der Suche nach den mdglichen Ursachen fiir die eingeschriankte Proliferation der
FADDdn-T-Zellen, stellte sich die Frage, ob dhnlich der DISC-Formierung bei der Apoptose,
diese drei Proteine wihrend der T-Zellaktivierung dhnliche Funktion ausiiben. Die Tatsache,
dass Miuse ohne FADD, Caspase-8 oder FLIP &hnliche Defekte haben und sehr frith an

Problemen bei der Entwicklung der groen Gefille sterben, ldsst schlieBen, dass diese drei
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Proteine noch wihrend der Embryonalentwicklung kooperieren (Varfolomeev et al., 1998;
Yeh et al., 2000; Yeh et al., 1998). Mit Hilfe von Mdusen ohne funktionelles FADD, Caspase-
8 oder FLIP konnte gezeigt werden, dass diese Proteine eine wichtige Rolle bei der Zytokin-
oder Antigen-induzierten T-Zellproliferation spielen. Nguyen et al. berichteten, dass Méuse
ohne funktionellen Fas-Rezeptor oder TNFR1 eine normale Embryonalentwicklung und T-
Zellproliferation haben (Nguyen et al., 2000). Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass
wihrend der T-Zellaktivierung ein Signalkomplex, bestehend aus FADD, Caspase-8, FLIP
und wahrschenlich einem Todesrezeptor, unterschiedlich von Fas oder TNFR1, gebildet wird
und dass dieser Komplex eine wichtige Rolle bei der Proliferation der aktivierten T-Zellen
spielt. Zusétzlich zu der Rolle von FLIP und Caspase-8 in der T-Zellproliferation wurde
beobachtet, dass diese zwei Proteine auch eine Rolle fiir das Uberleben von T-Zellen spielen.
Es wurde ein erhdhter Zelltod sowohl in ruhenden, als auch in aktivierten cFLIP"-T-Zellen
beobachtet (Chau et al., 2005). Ahnliches wurde auch in Caspase-8-defizienten-T-Zellen
beobachtet (Salmena and Hakem, 2005). AuBBerdem konnten Chan et al. zeigen, dass der

Verlust von FLIP zu einer Reduktion der peripheren T-Zellen fiihrt.

In diesem Zusammenhang kann man von den Daten in dieser Arbeit schlieen, dass die
FADDdn/bcl3”"-T-Zellen dhnlich wie FLIP- und Caspase8-defiziente T-Zellen zusitzlich zu
der gestdrten Proliferation auch ein ausgeprigtes Uberlebensdauerproblem aufweisen.
Aufgrund dieser Erkenntnisse wurde vermutet, dass parallel zum FADD-Caspase-8-FLIP-
Komplex, auch ein Bcl-3-regulierter Signalweg existiert, der bei der T-Zellproliferation und
beim Uberleben eine Rolle spielt. Der Verlust des einen oder des anderen Proteins fiihrt zu
keinen so stark ausgeprigten Phédnotypen hinsichtlich ihrer Proliferation und ihres
Uberlebens. Das gleichzeitige Ausfallen dieser zwei Wege fithrt dagegen zu sehr stark
ausgeprigten Proliferations- und Uberlebensproblemen, was schlieBen lisst, dass diese zwei

Wege komplementér funktionieren.

Zusammengefasst konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass sowohl ein FADD-
als auch ein Bcl-3-abhédngiger Signalweg existieren, die Zellaktivierung und Zelltod der T-
Zellen der Maus komplementér regulieren konnen. Nach Durchfiihrung der Oligonukleotid-
Array-Analyse konnte eine Deregulation vieler Gene, inklusive IL-2, Bcl-3 und SOCS-3
festgestellt werden. Die beobachtete konstitutive Erhohung des AP-1-Transkriptionfaktors
konnte zur erhohten IL-2- und Bcel-3-mRNA beigetragen haben (Clements et al., 1999; Rudd,

89



DISKUSSION

1999; Rebollo et al., 2000). Auch die Beteiligung der SOCS-3 bei der Reduzierung der T-
Zellproliferation konnte durch Verwendung ein retrovirales System gezeigt werden.
Zusitzlich konnte eine Verbindung zwischen Bcl-3 und SOCS-3 festgestellt werden. Die
reduzierte Proliferation der FADDdn-T-Zellen schien iiber die Erhohung der Bcl-3 und
SOCS-3 zu erfolgen.

Mit Hilfe der FADDdn/bcl3"-Maus konnte auch in vivo die Rolle von Bcl-3 in der T-
Zellproliferation untersucht werden. Entgegen der Erwartungen, hat der Verlust von Bcl-3 in
FADDdn/bcI3”-Maus zu keiner Verbesserung der Proliferation im Vergleich zu den
FADDdn-T-Zellen gefiihrt. Es wurde sogar eine niedrigere Proliferation gemessen. Da die
Reduzierung der T-Zellproliferation ein Resultat des erhohten Zelltodes sein konnte, wurde
mit Hilfe von AnnexinV/PI-Firbung die Sterbensrate der FADDdn/bcl3”-T-Zellen bestimmt.
Es wurde beobachtet, dass einen grofen Teil von den FADDdn/bcl3”-T-Zellen wihrend der
mitogenen Stimulation gestorben waren. Die transgene Ko-Erexpression des Bcl-2-Proteins
(FADan/ch’/ “/vav-bcl-2) konnte den Zelltod verhindern, die gestorte T-Zellproliferation
blieb dagegen unverdndert. Diese Ergebnisse deuteten darauf hin, dass Bcl-3 eine Rolle
sowohl in T-Zellproliferation, als auch in T-Zelliiberleben spielt. Seine Fahigkeit
Heterokomplexe entweder mit p5S0 oder mit p52 zu bilden und so als Aktivator oder
Repressor der Transkription verschiedener Gene zu wirken, konnte seine Rolle bei der
Proliferation und beim Uberleben der T-Zellen erkliren (Franzoso et al., 1997; Nolan et al.,

1993).

Zukiinftige Experimente, wie Analyse der MAP-Kinasen, der NF-kB-Aktivierung oder des
Zellzyklus, konnen zeigen, ob auch andere Signalwege in FADDdn/bcl3”-T-Zellen gestort
sind. Das Wissen iiber die Regulation dieser Proteine kann eine Antwort auf die Frage geben,
wie sie auf molekularer Ebene miteinander interagieren und wie durch Modifikation gleicher

Proteine Zelltod oder Zellaktivierung hervorgerufen werden kann.
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Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Rolle des intrazelluldren Adaptorproteins FADD in der
Entwicklung und Aktivierung der T-Zellen der Maus untersucht. Die Bedeutung des FADD-
Proteins als Mediator der Todesrezeptor-induzierten Apoptose ist sehr gut charakterisiert.
Nach Stimulation des Fas-Rezeptors durch Fas-Liganden kommt es zu seiner
Oligomerisierung. Diese fiihrt zur Oligomerisierung des Adaptorproteins FADD und dadurch
zur Oligomerisierung von Pro-Caspase-8. Dabei wird der so genannte Tod-induzierende
Signalkomplex, DISC (Death-Inducing Signaling Complex) gebildet, was zur
Autoprozessierung und Aktivierung von Caspase-8 fiihrt. Die aktivierte Caspase-8 spaltet

widerum die Effektorcaspasen, was der Tod der Zelle verursacht.

Arbeiten in den letzten Jahren berichten, dass Komponenten dieses Signaltransduktionsweges
auch nicht-apoptotische Funktionen ausiiben kdnnen. So kann zum Beispiel die Inaktivierung
des FADD-Proteins zu einer Storung der T-Zellproliferation fithren. Die genauen Ursachen

dafiir sind bis jetzt unklar.

Die vorliegende Arbeit hat daher die Untersuchung dieses Signaltransduktionsweges zum
Inhalt. Es wurde beobachtet, dass die Expression von FADDdn-Protein zur Deregulation einer
Vielzahl von Genen fiihrt. Die Analyse der Genexpression nach einer Behandlung mit PMA
plus Ionomycin ergab eine verdnderte Regulation von 151 Genen in FADDdn-T-Zellen im
Vergleich zu WT-Zellen. Auch die unbehandelten FADDdn-Zellen zeigten Unterschiede zu
WT-Zellen, was mit der Expression dieses Proteins noch wihrend der
Thymozytenentwicklung erklédrbar ist. Um auf die mogliche Ursache der gestdrte Expression
riickschlieBen zu konnen, wurden manche Gene genauer untersucht. Einer davon war IL-2.
Zur Untersuchung des IL-2-Signaltransduktionswegs wurde die Aktivierung der fiir die IL-2-
Expression verantwortlichen Transkriptionsfaktoren NF-kB, NF-AT und AP-1 analysiert. Da
die NF-kB-Aktivierung bereits beschrieben worden war, wurden in der vorliegenden Arbeit
nur die NF-AT und AP-1-Aktivierung untersucht. Es konnten keine Verdnderungen in der
NF-AT-Aktivierung in FADDdn-Zellen festgestellt werden. Bei AP-1-Transkriptionsfaktor
dagegen konnte eine konstitutiv erhohte Aktivierung noch in ruhenden FADDdn-Zellen
beobachtet werden, was mit hochster Wahrscheinlichkeit die Ursache fiir die verstirkte 1L-2-

mRNA-Expression in FADDdn-T-Zellen ist.
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ZUSAMMENFASSUNG

Auf der weiteren Suche nach der mdglichen Ursachen fiir die gestorte T-Zellproliferation in
FADDdn-T-Zellen, wurde die Rolle von Bcl-3 und SOCS-3, zwei Gene, deren Expression in
FADDdn-Zellen auch abnormal ist, genauer charakterisiert. Mit Hilfe eines retroviralen
Systems konnte festgestellt werden, dass diese zwei Proteine zur Reduktion der T-
Zellproliferation fithren. Diese Ergebnisse und die Tatsache, dass die Bcl-3- und SOCS-3-
mRNA in FADDdn-T-Zellen erh6ht war, konnten die Proliferationshemmung diesen Zellen

erklaren.

In dem letzten Teil dieser Arbeit konnte die bedeutende Rolle von Bcl-3- und FADD-
Proteinen fiir die T-Zellproliferation und das Uberleben gezeigt werden. Durch Verwendung
der FADDdn/bcl3”-Maus konnte demonstriert werden, dass der Verlust von Bcel-3 und die
Expression von FADD dominant negativem Protein zu einer Storung der T-Zellfunktionen
filhren. Nach einer Behandlung mit PMA plus Ionomycin oder mit Concanavalin A, konnte
eine erhdhte Apoptose der FADDdAn/bel3”-T-Zellen festgestellt werden. Auch die T-
Zellproliferation wurde von fehlenden Funktionen der FADD- und Bcl-3-Proteine
beeintrichtigt. Uberaschenderweise wurde ein geringeres Wachstum der FADDdn/bcl3"-T-
Zellen im Vergleich zu FADDdn-Zellen beobachtet. Eine Ko-Erexpression des Bcl-2-Proteins
(FADDdn/bcl3” /vav-bel2-Maus) konnte den Zelltod inhibieren, die gestdrte Proliferation
blieb jedoch unveridndert. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass sowohl ein FADD- als
auch ein Bcl-3-abhéingiger Signalweg existieren, die Zellaktivierung und Zelltod der T-Zellen

der Maus komplementidr regulieren kdnnen.
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