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Kurzreferat

Proteinkinase B (PKB, auch als Akt bezeichnet) ist eine zytoplasmatische Serin/Threonin-Kinase
und reguliert zahlreiche zelluldre Prozesse, u.a. die Proliferation, den Zellzyklus, den Metabolismus
und die Tumorgenese. In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss von PKB auf die Migration

und Adhésion von Thymozyten und Lymphozyten untersucht.

Sowohl B- als auch T-Zellen aus der Milz und den Lymphknoten myrPKB transgener (tg) Méuse
zeigten im Vergleich zu B- und T-Zellen von Wildtyp-Mausen eine signifikant gesteigerte Migration
nach SDF-1a-Stimulation. PKBtg Thymozyten verhielten sich entgegengesetzt zu den peripheren T-
Zellen und migrierten schlechter als Wildtyp-Thymozyten. Hinsichtlich der Adhésion an Fibronektin
als auch an ICAM-1 zeigte sich ein inverses Bild zur Migration. Die schlechter migrierenden PKBtg
Thymozyten adhérierten nach PMA- und SDF-1a-Stimulation signifikant besser an ICAM-1 und
Fibronektin. Die besser migrierenden PKBtg CD4+ T-Zellen aus Lymphknoten adhérierten nach
PMA- und SDF-lo-Stimulation dagegen signifikant schlechter an ICAM-1 und Fibronektin als
CD4+ T-Zellen von Wildtyp-Tieren. Analysen zur Expression des SDF-1a-Rezeptors CXCR4 und
des Integrins CD49d wiesen keine signifikanten Unterschiede zwischen PKBtg und Wildtyp-Zellen
auf; die Expression von CD11a und CD18 waren auf PKBtg T-Zellen erhoht, trotz schlechterer
Adhision an ICAM-1.

Durch durchflusszytometrische Untersuchungen und konfokale Mikroskopie wurde der Einfluss von
PKB auf das Aktinskelett nachgewiesen. Der Anteil fibrilliren Aktins, insbesondere in
unstimulierten PKBtg CD4+ und CD8+ T-Zellen war im Vergleich zu Wildtyp-T-Zellen stark
erhoht. Zudem polymerisierte zytoplasmatisches globuldres Aktin nach TCR/CD3-Stimulation
vermehrt in PKBtg CD4+ und CD8+ T-Zellen.

Insgesamt zeigen die Ergebnisse, dass PKB die Migrations- und Adhésionsprozesse von
Thymozyten und peripheren T- und B-Zellen in vitro wesentlich beeinflusst und somit auch bei
diesen Prozessen wahrend der Immunabwehr in vivo eine wichtige Rolle spielen konnte.

Schliisselworter

Proteinkinase B (PKB/Akt) — Migration — Adhésion — Aktin-Polymerisation
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Abkurzungsverzeichnis

Ak Antikorper

Ag Antigen

APC antigen-prisentierende Zelle
BCR B-Zellrezeptor

bio Biotin / biotinyliert

BM Basalmembran

BSA Bovines Serum Albumin
BSS balanced salt solution

CD cluster of differentiation
CsA Cyclosporin A

CTL zytotoxischer T-Lymphozyt
DAG Diacylglycerol

DC dendritische Zelle

DN doppelt-negativ (Thymozyt)
DNA Desoxyribonukleinsdure

DP doppelt-positiv (Thymozyt)
DTT Dithiothreitol

ECM Extrazelluldrmatrix

EDTA Ethylendiamintetraacetat
FACS fluorescence activated cell sorting
FITC Fluorescein-Isothiocyanat
FSC forward side scatter

GF Gesichtsfeld

ICAM Interzelluldres Adhédsionsmolekiil
Ig Immunglobulin

IL Interleukin

1P3 Inositoltriphosphat

IS immunologische Synapse
k.o. knock-out

kD Kilodalton



0 Abkiirzungsverzeichnis

LFA-1,-2,-3 lymphocyte function-associated antigen-1, -2, -3
MALT mucosa-associated lymphoid tissue
MFI mean fluorescence intensity

MHC major histocompatibility complex

MI Migrationsindex

min Minute

myr myristyliert

myrPKB myristylierte Proteinkinase B

NK natlirliche Killerzelle

PBS phosphate buffered saline

PE Phycoerythrin

PFA para-Formaldehyd

PI-3K Phosphoinositid-3-Kinase

PIP2 Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat
PKB Proteinkinase B

PMA Phorbol-12-Myristat-13-Acetat

PIP; Phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphat
RT Raumtemperatur

SALT skin-associated lymphoid tissue
SDF-1a stromal-derived-factor-1 (= CXCL12)
SDS Sodium-Dodecyl-Sulfat

sec Sekunde

TCR T-Zellrezeptor

tg transgen(e)

Thl T-Helferzelle vom Typ |

Th2 T-Helferzelle vom Typ 11

TRITC Tetramethyl-Rhodamin-Isothiocyanat
UE Untereinheit

UN iiber Nacht

VLA very late activation antigen

wt Wildtyp
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1 Einfuhrung

1.1 Das Immunsystem

Was sind die Ursachen von Krankheiten? Dass Krankheiten Ursachen haben miissen,
die auBBerhalb des direkten Einflusses des Menschen stehen, und dass es Krankheiten
gibt, die vom Menschen und seiner Lebensweise verursacht werden, wurde schon von
Aristoteles in seiner ,,Nikomachischen Ethik* vorausgesetzt. Auch waren es die
Griechen, die das Ubersinnliche und Magische aus den medizinischen Uberlegungen
auszuschlieen begannen und sich auf die Beobachtung des erkrankten Wesens und

seiner Umwelt konzentrierten.

Durch die Beobachtungen von Pockenimpfungen durch Mary Wortley Montagu, durch
die Impfungen mit virulenten Pocken von Jan Ingenhousz und die Experimente Edward
Jenners wurde die immense Bedeutung des Immunsystems im Ausgang des 18.
Jahrhunderts erkannt. Jenner entdeckte den Zusammenhang zwischen dem Kontakt mit
fiir den Menschen ungefdhrlichen Kuhpockenviren und dem daraus resultierenden

verminderten Risiko an humanpathogenen Pockenviren zu erkranken.

Neben der Bekdmpfung von Krankheitserregern, wie Viren, Bakterien, Parasiten oder
Pilzen, mit denen der menschliche Korper tiglich konfrontiert wird, spielt das
Immunsystem auch eine entscheidende Rolle bei der Bekdmpfung von Tumoren.
Infizierte sowie tumorartig veranderte Zellen konnen bei richtiger Erkennung durch das
Immunsystem durch die entsprechenden Effektorzellen zum Absterben gebracht
werden. Unterteilt wird das Immunsystem nach seiner Funktionsweise. Auf der einen
Seite steht das angeborene, unspezifische System, das durch eine Vielzahl von
evolutionsgeschichtlich alten Mechanismen zur Erregerneutralisierung beitrdgt. Neben
anatomischen und physiologischen Barrieren, wie Epithelien und zelluldren
Bestandteilen, die Makrophagen, natiirliche Killerzellen und Granulozyten umfassen,
spielt das Komplementsystem als humoraler Arm eine bedeutende Rolle. Die
Bekdmpfung der Pathogene durch das angeborene System hinterlédsst allerdings kein

bleibendes immunologisches Gedéchtnis.
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Wichtigste Bestandteile des spezifischen Immunsystems sind T- und B-Lymphozyten.
Durch die klonale Expansion antigenspezifischer T- und B-Zellen wird eine effektive
Immunantwort geschaffen, die zudem die Generierung von Gedéichtniszellen beinhaltet.
Die Feinabstimmung der Immunantwort wird iiber Zytokine, diverse
Oberflichenrezeptoren und regulatorische T-Zellen gesteuert, die eine angemessene
Reaktion des Immunsystems auf die entsprechenden Erreger sowie die Beendigung der
Immunantwort nach erfolgreicher Elimination des Keimes sicherstellen. Im Gegensatz
zum angeborenen Teil des Immunsystems verfligt das adaptive Immunsystem {iber
antigenspezifische Rezeptoren: so exprimiert jede T- und B-Zelle auf ihrer
Zelloberfliche einen ganz individuellen T-Zellrezeptor (TCR) bzw. B-Zellrezeptor
(BCR), der fiir eine Antigenstruktur spezifisch ist.

T-Zellen erfiillen bei der Immunantwort zellulire Aufgaben, wohingegen B-Zellen
durch Differenzierung in Antikdrper-produzierende Plasmazellen die humorale
Immunantwort stellen. Die von Plasmazellen sezernierten antigenspezifischen
Antikérper sind in der Lage, pathogene Erreger zu opsonisieren. Die dadurch
entstehenden Antigen-Antikdrperkomplexe werden von Phagozyten wie Makrophagen
erkannt und tiber Phagozytose eliminiert. Binden l6sliche Antigene, z.B. virale Proteine,
an den BCR, werden sie rezeptorvermittelt internalisiert und fithren zur Aktivierung der
B-Zellen. Anschlieend werden die internalisierten Antigene prozessiert und die daraus
resultierenden Peptide an der Zelloberfliche présentiert. Diese Prisentation erfolgt iiber
major histocompatibility complex Klasse I (MHC II)-Molekiile auf der Zelloberfldche
der B-Zellen. Spezifische CD4+ T-Helferzellen (Th) erkennen iiber ihren TCR die
MHC II-Peptid-Komplexe, werden dadurch aktiviert und férdern durch die Sekretion
von Zytokinen und die Expression von kostimulatorischen Liganden die Aktivierung,
klonale Expansion und Differenzierung der B-Zellen. CD8+ zytotoxische T-Zellen
(CTL) toten virusinfizierte Zellen und Tumorzellen nach Erkennung virus- und
tumorspezifischer Antigene, die iiber MHC I-Molekiile présentiert werden. CTL
induzieren in diesen Zellen die Apoptose iiber Fas-Fas-Liganden-Interaktionen und die
Sekretion von Perforin, das Poren in der Zellmembran der Zielzelle ausbildet, wodurch

die sekretierten Granzyme in die Zielzelle eindringen und diese zerstoren konnen.
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1.2 Die Reifung von T-Zellen

Das Immunsystem wird in priméres oder zentrales und sekundires oder peripheres
lymphatisches Gewebe unterteilt. Zu den primiren Organen gehoren der Thymus und
das Knochenmark, in denen die Reifung von T- bzw. B-Lymphozyten stattfindet. Neben
der freien Zirkulation im Blut sammeln sich Lymphozyten in peripheren lymphatischen
Organen, zu denen neben der Milz, den Lymphknoten, den Tonsillen, dem
Waldeyerschen Rachenring auch unter der Mukosa von Haut (SALT), im
Respirationstrakt, Urogenitaltrakt und Gastrointestinaltrakt (MALT) liegendes
lymphatisches Gewebe zdhlt. Bei der Reifung von T-Zellen im Thymus wandern
lymphatische Vorlduferzellen (common Ilymphoid progenitors / haematopoietic

precursor) aus dem Knochenmark in den Thymus ein.

Den Thymus unterteilt man makroskopisch in den Kortex (innerer und duBerer Kortex),
den Ort der T-Zelldifferenzierungsprozesse, und das Mark (Medulla), den Ort der
finalen T-Zellreifung [1]. Die Ilymphoiden Vorlduferzellen und frithen
Differenzierungsstadien der Thymozyten exprimieren im Gegensatz zu den reifen T-
Zellen weder TCR- noch die Korezeptormolekiile CD4 oder CD8 auf ihrer
Zelloberfliche und werden daher als doppelt-negative (DN)-Zellen bezeichnet. Die
Oberflichenmarker CD44 und CD25 [2] kénnen im Maussystem zur weiteren
Differenzierung der DN-Zellen in DN1 - DN4-Stadien eingesetzt werden: DNI1
(CD44+CD25-), DN2 (CD44+CD25+), DN3 (CD44-CD25+) und DN4 (CD44-CD25-)
[3]. In den T-Zellvorlauferstadien DN3-DN4 wird der sog. prda-TCR auf der
Zelloberflache exprimiert, der aus einer pseudo priTa-Kette und einer rearrangierten
TCR-B-Kette besteht. Dafiir werden Abschnitte des Genoms, die fiir die TCRB-Kette
kodieren, u.a. durch die Funktion der RAG-Gene (recombinase activating gene)

miteinander kombiniert, zur Erzeugung einer individuellen TCRB-Kette [4, 5].

Im Ubergang vom spiten DN4-Stadium zum friilhen CD4+CD8+ doppelt-positiven
(DP)-Stadium wird die prdTo-Kette durch eine rearrangierte TCRa-Kette ersetzt, so
dass ein funktioneller af-TCR exprimiert wird [6]. Nach Bildung eines TCR, der eigene
MHC-Molekiile und prasentierte Selbstpeptide in Kombination mit CD4- oder CD8-
MHC-Interaktionen erkennen kann, entscheidet die Starke und Dauer des Kontaktes mit

kortikalen und medulldren Epithelzellen sowie dendritischen Zellen im cortico-



1 Einfiihrung 10

medulldren Bereich iiber das weitere Schicksal der afTCR DP-Zellen. Epithel- und
dendritische Zellen exprimieren in hoher Dichte mit korpereigenen Selbstpeptiden
beladene MHC I- und II-Molekiile. Sowohl ein zu ,,schwaches® Signal (death by
neglect) als auch ein zu ,starkes” Signal (negative Selektion) aus der Interaktion
zwischen TCR- und MHC-Molekiilen fiihrt zur Apoptoseinduktion und resultiert in der
Ausbildung zentraler Toleranz [7, 8]. DP-Zellen, die durch TCR/MHC/Peptid-
Interaktionen ,mittlerer Affinitdt positiv selektioniert wurden, differenzieren zu
einfach-positiven (SP)-Zellen, wobei MHC-II/Selbstpeptid erkennende DP-Zellen zu
CD4+ T-Zellen und MHC-I/Selbstpeptid erkennende DP-Zellen zu CD8+ T-Zellen
reifen. SP-T-Zellen verlassen schlielich den Thymus und migrieren zur Erfiillung ihrer

Aufgaben in die sekundédren lymphatischen Organe [9].

1.3  Die T-Zell-Rezeptor (TCR)-Signalleitung

Nach dem Binden eines Antigens an den dafiir spezifischen TCR und der zusétzlichen
Aktivierung durch kostimulatorische Rezeptoren, wie CD28, werden unter der
Formierung einer ,immunologischen  Synapse®“ (IS) zahlreiche  Signal-
transduktionskaskaden angeschaltet, die zur Expression verschiedener Gene und der
Aktivierung der T-Zelle fiihren. Generell wirken diese Signaltransduktionskaskaden
iiber verschiedene membrangebundene und  zytosolische  Adapterproteine,
Proteinkinasen und Phosphatasen, wobei die membranstindigen Adaptermolekiile
zytoplasmatische Proteine an die Membran rekrutieren und so die frithen Schritte der

Signalkette ermoglichen (sieche Abb. 1.1).

Der TCR-Komplex besteht aus zwei iliber eine Disulfidbriicke miteinander verbundenen
Untereinheiten (o/p- oder y/3-Ketten), die wiederum jeweils aus einer konstanten (C)
und einer variablen Domine (V) bestehen. Die C-terminalen Enden der Ketten
verankern den Rezeptor in der Membran und reichen bis in den cytoplasmatischen
Raum [10]. Der heterodimere TCR ist mit dem aus sechs Peptidketten bestehenden
CD3-Komplex (eine CD3y- und CD36-Kette sowie zwei CD3e- und CD3{-Ketten)
assoziiert (TCR/CD3-Komplex), iiber den die Signaltransduktion initiiert wird [11].
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Abbildung 1.1 - Signalkaskade der T-Zellaktivierung. Schematische Darstellung wichtiger
Signalproteine der T-Zellaktivierung; nach: (1) PI3K in lymphocyte development, differentiation and
activation; K. Okkenhaug et al.; Nature Reviews Immunology 3, 317-330; 2003; (2) Transmembrane
adaptor proteins: organizers of immunoreceptor signalling; V.Horejsi, W. Zhang and B. Schraven; Nature
Reviews Immunology 4, 603-616; 2004.

Nach Binden des spezifischen Antigens an den TCR werden zunéchst die beiden
Tyrosin-Proteinkinasen Lck und Fyn, beides Mitglieder der Familie der Src-Kinasen,
aktiviert. Lck ist konstitutiv mit den cytoplasmatischen Doménen der Korezeptoren
CD4 und CDS8 assoziiert, Fyn mit den cytoplasmatischen Domédnen der CD3(- und
CD3e-Ketten [12]. Aktivierte Lck phosphoryliert die ITAMs (immunoreceptor tyrosine-
based activation motif) der (-Ketten des TCR/CD3-Komplexes und ermdglicht derart
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die Bindung der Kinase ZAP-70 ({-chain associated protein) an die (-Ketten, wonach
ZAP-70 durch Lck phosphoryliert und aktiviert wird [13]. ZAP-70 wiederum
phosphoryliert Transmembran- und Adapterproteine wie LAT (linker of activated T
cells) und TRIM (T cell receptor interacting molecule), iiber die eine Vielzahl weiterer
Signalproteine rekrutiert und aktiviert werden, u.a. Shc-Grb2-SOS, SLP76, PI3K und
PLCy (Phospholipase Cy).

PLCy spaltet membran-assoziiertes PIP, (Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat) in die
second-messenger-Molekille DAG (Diacylglycerol) und IP; (Inositoltriphosphat),
welches zur Freisetzung von Ca®"-Ionen aus dem endoplasmatischen Retikulum und
zum Influx von extrazellulirem Ca>" durch calciumregulierte Calciumkanile (CRAC
channels) der Plasmamembran fiihrt. Uber DAG werden Proteine der Proteinkinase C
(PKC)-Familie aktiviert, die u.a. den Transkriptionsfaktor NF«xB (nuclear factor kappa
B) aktivieren. Die Erhohung der intrazelluldren Calcium-Konzentration fiihrt u.a. zur
Aktivierung der Phosphatase Calcineurin, die durch Dephosphorylierung die
Aktivierung des Transkriptionsfaktors NFAT (nuclear factor of activated T cells)
bewirkt. NFAT fungiert als Transkriptionsregulator zahlreicher Gene, u.a. von IL-2, IL-
4 und FasL [14]. Uber DAG und Ras Grp wird der Ras-MEK-ERK Signalweg und iiber
PI3K (Phosphoinositid-3-Kinase) der PKB (Proteinkinase B)/Akt-Signalweg aktiviert.

Neben dem Signal durch den TCR sind kostimulatorische Signale fiir die T-Zell-
Aktivierung, IL-2-Produktion und Zellproliferation erforderlich. Erwdhnt seien der
CD28-Rezeptor und ICOS (inducible T-cell co-stimulator), die beide ein sog. PI3K-
bindendes Motiv (Tyr-Xaa-Xaa-Met) enthalten und zusétzlich zum TCR den PI3K/PKB

-Signalweg aktivieren konnen [15, 16].

1.4 Adhasion

Im Fall einer Infektion miissen die Zellen des Immunsystems iiber die Blutbahn in die
Peripherie des Korpers zum Infektionsherd gelangen. Am Ort der Infektion miissen die
Lymphozyten zunichst das Gefdflsystem verlassen, ein Prozess der als Extravasation
oder endotheliale Transmigration bezeichnet wird [17]. Dazu bedarf es der Adhdsion
der Lymphozyten an das Blutgefdendothel, die iiber diverse Molekiile gesteuert wird
und hauptsdchlich in den postkapilliren Venulen stattfindet, da hier die
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hiamodynamischen Scherkridfte am geringsten sind. Die der Migration vorangehende

Adhision lasst sich in folgende Stadien differenzieren:
1. lockere Adhésion (rolling adhesion bzw. rolling interaction)
2. feste Bindung (tight adhesion bzw. tight binding)
3. Diapedese / Extravasation

Nach der Aktivierung von Leukozyten durch Pathogene werden diverse Zytokine mit
chemoattraktiver Wirkung, wie IL-8, MCP-1, IL-1 und TNF-a freigesetzt. Konsekutiv
kommt es zu einer vermehrten Sekretion von Chemokinen und der Expression von
Adhisionsmolekiilen durch das Endothel der Blut- oder Lymphgefd3e. Zirkulierende
Lymphozyten werden also zusétzlich zu einem Chemokingradienten gezielt durch die
vermehrte Expression verschiedener Adhidsionsmolekiile an den Ort einer Infektion

rekrutiert.

Bei den fiir die Adhédsion wichtigen Interaktionen, bei denen entweder Zellen mit Zellen
(Zell-Zell-Interaktion) oder Zellen mit der Extrazelluldarmatrix (ECM) interagieren,
spielen mehrere Strukturfamilien von Adhésionsmolekiilen eine entscheidende Rolle.

Die meisten der Adhédsionsmolekiile gehdren zu einer der folgenden Gruppen:
Selektine

Selektine sind monomere, transmembrandse Glycoproteine, die N-terminal eine
lectindhnliche Doméne besitzen [18]. Diese bindet schwach Kohlenhydrate — u.a.
fucosylierte Oligosaccharide — und initiiert dariiber die Leukozyten-Endothel-
Interaktion (rolling adhesion) sowie Tumorzellmetastasierung [19]. Als Beispiele seien
E-Selektin (CD62E), das auf Endothelzellen exprimiert wird, L-Selektin (CD62L) auf
Leukozyten und P-Selektin (CD62P / GMP-140) auf Thrombozyten und Endothelzellen

genannt.
Cadherine

Cadherine sind eine Gruppe von Adhidsionsmolekiilen, die sich als Liganden selbst
binden konnen, also z.T. homophile Bindung eingehen. Verschiedene Vertreter dieser
Familie weisen organspezifische Verteilungsmuster auf und werden dementsprechend

E-Cadherin (epithelial), P-Cadherin (plazentar) und N-Cadherin (neuronal) genannt.
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Immungloblinsuperfamilie (IgSF)

Die Adhisionsmolekiile der IgSF umfassen neben den strukturell &hnlichen ICAMs
(intercellular adhesion molecule) und VCAM-1 (vascular cell adhesion molecule) auch
NCAM (neural cell adhesion molecule) und interagieren mit den Integrinen. Bindung
an ICAM-1 und -2 auf Endothelzellen befdhigt Lymphozyten zur Diapedese. ICAM-3
ist wichtig fiir die Interaktionen von T-Zellen mit APCs, speziell dendritischen Zellen.

Weitere Adhisionsmolekiile sind CD2, CD48, und CD22.

Integrine

Entziindungsreaktionen aktivieren das Gefdlendothel und es kommt zur verstirkten
Exprimierung von  Adhidsionsmolekiilen, wie ICAM-1 und -2, zwei
Adhisionsmolekiilen der IgSF. Diese sind Liganden fiir Integrine, die von Leukozyten
exprimiert werden. Aus der rollenden, schwachen Adhision wird durch
Konformationsédnderung der Integrine in aktivierten T-Zellen eine feste Bindung (tight
adhesion) moglich. Strukturell handelt es sich bei Integrinen um Heterodimere,
bestehend aus einer groflen a-Untereinheit (UE) mit Bindungsstellen fiir zweiwertige
Kationen (Ca”>", Mg*"), die nicht-kovalent mit einer kleineren B-UE gepaart ist [20].
Bekannt sind 24 verschiedene a-UEen, die in verschiedensten Kombinationen mit 9
bekannten B-UEen auftreten konnen — alle theoretisch mdglichen Kombinationen
kommen dabei jedoch nicht vor. Leukozytenintegrine beinhalten hauptsichlich die [,-
UE gepaart mit verschiedenen a-UEen. Beispielhaft fiir verschiedene Integrine seien das
auf Makrophagen, Monozyten, T-Zellen, Neutrophilen und dendritischen Zellen
exprimierte arf; Integrin (LFA-1 oder CD11la/CDI18) genannt, das ICAM-1 und
ICAM-2 bindet, sowie asP; (VLA-5 oder CD49d / CD29), das Fibronektin bindet.
Bindung des entsprechenden Liganden an das jeweilige Integrin fiihrt zur Aktivierung
verschiedener Signalkaskaden, u.a. der MAPK (mitogen-activated protein kinase) und

PI3K/PKB-Signalwege (siche Abb. 1.2).

Neben ihrer Funktion in der Adhédsion unterstiitzen Integrine auch die Kommunikation
zwischen T-Zellen und APCs. Durch binden eines Antigens und konsekutiver TCR-
Aktivierung kommt es {iiber die intrazellulire T-Zellrezeptor-Signaltransduktions-

kaskade zu einer Aktivierung der Integrine an der Zelloberfliche durch Konformations-
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anderung und Akkumulation (clustering); dieser von ,,innen-nach-auflen* gerichtete

Signalweg [21] wird iiber verschiedene Signalproteine ermoglicht (sieche Abb.1.2).

inaktives Integrin aktives Integrin

Konformations- . Akkumulation und

f &nderung Kontakt mit der ECM

extrazellular

YT
4888

intrazellular

ras raf
BKC ARP2/3
raf
ERK WASP

Lck / Fyn /| Zap70
TCR Zellproliferation Zellmobilitat
intrazellular
111018 01010:01010101810101818 Transkription
488888888888 884
extrazellular
TCR-vermittelte ,.inside-out“-Signale Integrin-vermittelte ,,outside-in“-Signale

Abbildung 1.2 — Aktivierung von Integrinen (nach: (1) ILK, PINCH and parvin: the tIPP of integrin
signalling; K. Legate, E. Montafiez, O. Kudlacek and R. Fissler; Nature Reviews Molecular Cell Biology 7,
20-31; 2006); (2) Hynes; Cell 101: 673-687; 2002; (3) Homepage des Laboratory of Molecular Electron
Microscopy (Stand November 2009); T. Walz, Center for Cellular and Molecular Dynamics; Harvard
Medical School) und (4) Regulation of T-cell antigen receptor-mediated inside-out signaling by cytosolic
adapter proteins and Rap1 effector molecules; G. Ménasché, S. Kliche, N. Bezman und B. Schraven;

immunological Reviews; Vol. 218: 82-91; 2007
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1.5 Migration

Nach der Adhidsion an Endothelzellen des GefdB3systems und der Diapedese durch die
Zellzwischenrdume der Gefialwand vollfiilhren Lymphozyten eine zielgerichtete
Bewegung entlang eines Chemokingradienten und verschiedenster Strukturelemente der
Extrazelluldrmatrix, bzw. durch das Parenchym verschiedenster Organe. Neben der
Aktivierung von T-Zellen, deren Teilung und der Adhésion am Endothel von Gefél3en,
erfordert insbesondere die Migration eine streng kontrollierte Reorganisation des Aktin-
Zytoskeletts. Auch der als homing bezeichnete Prozess, also das kontinuierliche
Zirkulieren von Lymphozyten durch den Blutkreislauf bzw. die Lymphgefifle und
letztendlich die Riickkehr in das lymphatische Organ, sind eng mit der Organisation des
Aktin-Zytoskeletts verkniipft [22, 23].

1.5.1 SDF-1a und CXCR4-Rezeptoren bei der Migration

Chemokine (chemotaktische Zytokine) kdnnen bei Zellen eine Wanderungsbewegung
(Chemotaxis) auslosen; dabei bewegen sich Lymphozyten entlang eines
Konzentrationsgradienten zum Ort der hochsten Konzentration. Chemokine sind 8 — 10
kDa grofe Zytokine und werden entsprechend der Position ihrer ersten beiden Cysteine
in der AS-Sequenz in vier Gruppen (CXC, CC, C und CX3C) eingeteilt [24]. Sie spielen
neben der Chemotaxis eine zentrale Rolle bei der Migration von Leukozyten im

Gewebe und bei deren Auswanderung aus dem Blut.

Chemokinrezeptoren gehoren zur Familie der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren. Die
Signaltransduktion erfolgt v.a. {iber heterotrimere G-Proteine der Gj-Familie [25, 26].
CXCR4 (SDF-1-Rezeptor, CD184), ein aus 352 AS bestehendes Transmembranprotein,
bindet das CXC-Chemokin stromal cell-derived factor-1 (SDF-1, auch als CXCL-12
bekannt). Von dem Chemokin SDF-1 existieren zwei, durch alternatives ,,Spleiflen*
entstehende Isoformen: SDF-1a (89 AS) und SDF-1B (C-Terminus um 4 AS verldangert)
[27], deren funktioneller Unterschied bis lang nicht geklidrt werden konnte, die aber
iiber eine nahezu gleiche Affinitdt zum Rezeptor verfiigen und eine unterschiedliche

Expression in unterschiedlichen Geweben zeigen [28].

CXCR4 und sein spezifischer Ligand SDF-1 stehen im Blickpunkt aktueller

Forschungsarbeiten, da neben seiner Funktion als ,klassischer Chemokinrezeptor,



1 Einfiihrung 17

CXCR4 wichtig fiir die Himatopoese, Organogenese und Angiogenese/Vaskularisation
ist [29], wobei die Angiogenese u.a. VEGF-(vascular endothelial growth factor)
vermittelt iiber den PKB/Akt-Signalweg ablduft [30]. Neben dem Chemokinrezeptor
CCRS ist CXCR4 der wichtigste Korezeptor fiir das Andocken und Eindringen von HIV
in CD4+ T-Zellen, Monozyten, Makrophagen und dendritische Zellen [31, 32]. CXCR4
spielt dariiber hinaus eine entscheidende Rolle in Metastasierungsprozessen

verschiedenster Tumoren [33, 34].

Das Binden von SDF-1 an CXCR4 fiihrt zur Aktivierung verschiedener G-Protein-
abhingiger (also durch Pertussis-Toxin inhibierbaren) sowie G-Protein-unabhingiger
Signalwege, die letztendlich zur differentiellen Transkription und Migration fiihren
[35]. Bei der G-Protein-abhingigen CXCR4-Signalgebung werden {iiber aktivierte Goy-
UE die Adenylatzyklase inhibiert und Tyrosinkinasen der Src-Familie aktiviert. Die
GBy-UE aktiviert u.a. die Phospholipase Cp (PLCP) und die bereits erwihnte PI3K.
Uber PI3Ky — PIP3 — PDK1 — PKB/Akt — NF-kB-Signale wird die Migration und
die Invasivitdt verschiedener Tumoren beeinflusst [36, 37]. PI3K beeinflusst die
Migration zudem durch Verdnderungen im Zytoskelett, insbesondere iiber Vav/Rac-
und Cdc42/GEF-Signalwege [38] sowie iiber PI3K — PLC-B/DAG/PKC — IP3 Ca*" —
PYK2 — FAK /Crk/p130cas/Paxillin [39]. Der CXCR4-Ligand SDF-1 hat neben seinen
chemotaktischen Aufgaben zudem entscheidenden Einfluss auf den homing-Prozess

hidmatopoetischer Stammzellen.

1.6  Proteinkinase B (PKB/Akt)

1977 entdeckte Staal mit seinen Mitarbeitern einen transformierenden Leukidmie-Virus
bei Mdusen, der mit einer hohen Inzidenzrate an spontanen Lymphomen einherging
[40]. Ein als Akt8 bezeichneter Retrovirus wurde u.a. aus einem Thymom isoliert und
die humanen Onkogene (PKBa und PKBp) in einem Adenokarzinom des Magens
identifiziert und kloniert [41]. Das PKB Protoonkogen ist auf Chromosom 14q32
lokalisiert [42], proximal zum Lokus der schweren Kette der Immunglobuline [43].
Verschiedene Analysen in einer Vielzahl humaner Tumoren, u.a. im Ovarial- [44] und
Pankreaskarzinom [45] deuteten schon friih auf eine entscheidende Rolle von PKB in
der Onkogenese hin. PKB, auch als Akt bezeichnet, steht weiterhin im

wissenschaftlichen Fokus, da neben dem Einfluss von PKB auf das Zellwachstum, die
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Apoptose und Proliferation auch der Metabolismus, die Migration und die Angiogenese
von PKB reguliert wird. Zudem wird der komplexe pathophysiologische
Zusammenhang von PKB-Aktivitit und multikausalen Krankheiten wie Typ-II Diabetes
bzw. Zusammenhinge zwischen Verdnderungen in den drei PKB-Genen und der

Aggressivitdt von Tumoren starker erkennbar [46-49].

1.6.1 Aufbau und ,Isoformen‘ der PKB

PKB ist eine Serin/Threonin-Kinase, die zumindest in einer ihrer ,,Isoformen in fast
jedem menschlichen Gewebetyp exprimiert wird. PKBa und PKBp werden
tiberwiegend im Gehirn, Thymus, Herz und in der Lunge gefunden [50], wohingegen
PKBy v.a. im Gehirn und im Hoden stark und im Herzen, in der Milz, in der Lunge und
im Skelettmuskel schwach exprimiert wird [51]. Die Mitglieder der PKB-Familie

zeigen in threm Aufbau die gleiche Grundstruktur.

PH- regulatorische
Domane katalytische Doméane Domane

< ™ w® Q

Y1

v-Akt (Gag-PKB)
DPKB-66
DPKB-85

100 AS

Abbildung 1.3 - Die Doméanenstruktur der PKB/Akt Familie (nach: TRENDS in Biochemical Sciences,
Vol.26 - No.11; 2001)

N-terminal enthilt jede PKB eine PH (Pleckstrin-Homologie)-Doméne [52], gefolgt von
einer zentralen katalytischen Kinase-Doméne und einer C-terminalen regulatorischen
Doméne (sieche Abb. 1.3). Die PH-Doméne enthélt etwa 100 Aminosduren (AS) und
dient zur Interaktion mit Phosphatidyl-Inositol-3,4,5-trisphosphat (PIP3) an der
Zellmembran [53]. Zusétzlich zu PKBo/Aktl, PKBB/Akt2 und PKBy/Akt3 gibt es noch
Gene fiir PKBB1, PKBy und PKBy1, die sich durch eine kiirzere regulatorische Doméne
auszeichnen, v-Akt (Gag-PKB), die der viralen PKB-Form entspricht und eine Fusion

aus viralem Gag-Protein und der Maus-PKBa darstellt, und die beiden Formen DPKB-
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66 und DPKB-85 (DPKB = Drosophila PKB), die bei Drosophila melanogaster
gefunden wurden (Abb. 1.3).

1.6.2 Regulation der PKB

PKB ist ein Substrat der PI3K. Die Aktivierung der PI3K erfolgt u.a. durch den TCR,
CD28, Zytokinrezeptoren und verschiedene Wachstumsfaktoren und fiithrt zur
Generierung von PIP; aus PIP,. In T-Zellen konnte gezeigt werden, dass bei TCR-
Aktivierung v.a. die p1103-Untereinheit der PI3K aktiviert wird, wohingegen die PI3K
p110y-Untereinheit vorwiegend iiber Chemokinrezeptor-Signalwege angeschaltet wird
[54, 55]. Die Translokation der zytosolischen inaktiven PKB an die Zellmembran wird
durch Ubiquitinylierung (Ub) der Kinase-Domdne durch die E3-Ubiquitin-Ligase
TRAF6 (TNF-receptor-associated-factor 6) gefordert [56, 57]. Die iiber ihre PH-
Doméne an die Zellmembran, bzw. PIP; gebundene PKB wird dort phosphoryliert und
dadurch aktiviert. Uber PI3K/PIP; aktivierte PDK-1 (phosphoinositide-dependent
protein kinase-1) phosphoryliert PKB an Threonin 308 in der Kinase-Doméne. Die
zweite Phosphorylierung von PKB an Serin 473 in der regulatorischen Doméne, wird
iiber den Kinase-Komplex mTORC2, bestehend aus mTOR (mammalian target of
rapamycin auch als FK506 binding protein 12-rapamycin associated protein 1 (FRAPI)
bekannt), rictor, Sin und mLST8 durchgefiihrt [58-62]. Aktivierte PKB kann sodann
verschiedenste Substrate an der Zellmembran, im Zytosol und im Nukleus
phosphorylieren. Die Aktivierung der PKB kann durch verschiedene Molekiile reguliert
werden (siche Abb. 1.4):

1. die Phosphatase PTEN (Phosphatase and Tensin homolog on chromosome ten),
einem Tumorsuppressorgen auf Chromosom 10, die die 3' Phosphatgruppe von

PIP; entfernt;
2. CTMP (Carboxyl-terminal modulator protein) und

3. TRB3 (Tribble homologue 3), die beide die Phosphorylierung von Ser473

inhibieren;

4. PP2A (Protein phosphatase 24), die PKB durch Dephosphorylierung inaktiviert.
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Abbildung 1.4 - Modell zur Aktivierung der Serin/Threonin Proteinkinase B (PKB) (nach: ,Advances

in protein kinase B signalling: AKTion on multiple fronts“; Derek P. Brazil, Zhong-Zhou Yang and Brian A.
Hemmings; TRENDS in Biochemical Sciences, Vol.29 - No.5 , 2004. Aktualisiert nach: ,Blocking Akt-ivity*
von David F. Restuccia and Brian A. Hemmings; Science Vol. 325 — Seite 1083, 2009)

1.6.3 Physiologische Funktionen der PKB

Die PKB-,,Isoformen® sind an einer Vielzahl zelluldrer Prozesse beteiligt [63-66]. PKB-
Substrate weisen eine / mehrere minimale Erkennungssequenzen mit der Aminoséure
(AS)-Sequenz R-X-R-X-X-S/T auf, wobei X eine beliebige AS sein kann und S/T
(Serin oder Threonin) die Phosphorylierungsstelle darstellt [67, 68]. Von den etwa 100
in Frage kommenden Substraten weisen allerdings 25% keine kanonische PKB-
Phosphorylierungssequenz auf, und ein Grofiteil der Substrate ist bis jetzt nur in in-vitro

Kinase-Assays [69] und nicht in T-Zellen untersucht worden.

Analysen zur physiologischen Funktion der PKB umfassen die Generierung von PKBtg
Tieren, wie die in dieser Arbeit verwendeten myrPKBtg Miuse, sowie die Erzeugung

von PKB knock-out (k.0.) Tieren. PKBo” (Aktl/) Miuse sind kleiner als
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entsprechende Wildtyp-Tiere [70], zeigen im Thymus eine gesteigerte Apoptoserate
[71], weisen eine gesteigerte neonatale Mortalitit und aufgrund von
Entwicklungsdefekten in Trophoblasten eine defekte Entwicklung der Plazenta mit
reduzierter Grofe auf [70]. PKBB™ (Akt2/) Miuse entwickeln einen durch
Insulinresistenz verschiedenster peripherer Organe bedingten Diabetes [72] und zeigen

wie PKBa”” Miuse eine reduzierte Korpergrofle [73].

Phinotypuntersuchungen von PKBy” (Akt3/) Miusen zeigen eine bis zu 25%ige
Reduktion des Hirngewichts und der Hirngroe [74]. Aufgrund der relativ milden
Phinotypverdnderungen der PKB-einzeldefizienten Méuse wurden Untersuchungen an
PKB doppelt-defizienten (DKO) Miusen vorgenommen. PKBa/f DKO Méuse haben
eine deutlich reduzierte KorpergroBe, Defekte in der Hautentwicklung, Muskelatrophie
und Defekte in der Entwicklung des Skelettsystems [75]; PKBa/y DKO Méuse zeigen

bereits im embryonalen Stadium letale Veranderungen [76].

Insgesamt zeigen verschiedene Analysen zur PKB-Funktion, dass PKB entscheidenden
Einfluss auf die Insulinsignalleitung, den Metabolismus und das Zellwachstum, den

Zellzyklus, die Apoptose, sowie die Transkription austibt.

1.6.3.1 Glukosemetabolismus

Glykogensynthasekinase 3 (GSK3) wurde als eines der ersten zelluldren Substrate von
PKB beschrieben. Insulin stimuliert die Glycogensynthese iiber Phosphorylierung der
GSK3 und Dephosphorylierung der Glycogensynthase. GSK3 wird durch
Phosphorylierung der beiden Untereinheiten GSK3a (Ser21) und GSK3p (Ser9) durch
PKB inhibiert, wodurch die Glycogensynthase durch GSK nicht mehr phosphoryliert
und inhibiert wird [77, 78]. Uberexpression einer membrangebundenen konstitutiv-
aktiven PKB fiihrt zur Zunahme der durch Insulin stimulierten Glucoseaufnahme durch
die permanente Lokalisation von GLUT4 (glucose transporter) in die Plasmamembran
[79, 80]. Untersuchungen isolierter Ratten-Fettzellen ergaben, dass PKBp in Fettzellen
entlang des Aktinzytoskeletts in GLUT4-Speichervesikel transloziert wird [81]. Die
Bedeutung der PKB innerhalb der PI3-K-vermittelten Insulinsignalkaskade wurde auch
aus Versuchen mit k.o. Méusen ersichtlich: homozygote Deletion von PKB fiihrte zu

einer Insulinresistenz in Fettzellen, wahrend Skelettmuskelzellen lediglich eine geringe
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Abnahme der Insulin-stimulierten Glucoseaufnahme zeigten [72]. Diese Effekte traten

bei PKBo”~ Miusen nicht auf [70].

1.6.3.2 Apoptose

BAD (Bcl-2-associated death promoter protein) ist ein proapoptotisch wirkendes
Mitglied der Bcl-2-Familie, das an der Initiierung der Apoptose beteiligt ist, indem Bcl,
und Bcly gebunden und inhibiert werden [82, 83]. Phosphorylierung an Serin 136 durch
PKB verhindert die proapoptotische Funktion von BAD, indem die Interaktion mit Bcl,
bzw. Bely gehemmt wird. Die zytoplasmatische Procaspase 9, bzw. durch Cytochrom C
aus Mitochondrien und Apaf-1 in seine aktive Form gespaltene Caspase 9, gilt als ein
weiterer Initiator der Apoptose [84]. Eine Ras-abhingige Serin 196-Phosphorylierung
der Procaspase 9 durch PKB verhindert die Cytochrom C-induzierte Spaltung und
Aktivierung der Procaspase und somit eine Apoptoseinduktion iiber die Caspase 9. In
Fibroblasten konnte durch Mutation von Serin 196 zu Alanin eine reduzierte

Apoptoseinduktion durch die Procaspase 9 aufgezeigt werden [85].

Weitere anti-apoptotische Effekte bewirkt PKB iiber die Aktivierung der IkB-Kinase
(IKK) und des Transkriptionsfaktors NF-kB, die zur Transkription von pro-survival
Genen fiihrt [86], sowie durch die Phosphorylierung der MAPKinase kinase kinase
(MEKK oder MAP3K) und der konsekutiven Inhibition des SAPKinase (stress-

activated protein kinase) Signalweges [87].

1.6.3.3 Angiogenese

PKB steht in Zusammenhang mit der physiologischen und pathologischen Angiogenese
(Neovaskularisation) und der Entwicklung von Tumoren. Einerseits hat PKB direkten
Einfluss auf das Endothel, andererseits auf Tumorzellen, die pro-angiogene Signale
produzieren. In PKBo”~ Méusen wurden Verdnderungen in der Expression und
Organisation von extrazelluldren Matrixproteinen (ECM) wie Kollagen und Laminin,
die reduzierte Expression von TSP-1 und -2 (Thrombospondin), eine erhdhte vaskuldre
Permeabilitit und eine verminderte Reifung von GefdBen beobachtet. Das
Tumorwachstum und eine verstirkte pathologische Neovaskularisation wurden in
Zusammenhang mit Abweichungen der ECM-Struktur und GefdBarchitektur gebracht
[88, 89].
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In Endothelzellen kann der PI3K-PKB Signalweg iiber VEGF (vascular endothelial
growth factor) aktiviert werden [90] und fiihrt u.a. iiber Signalwege, die die mTORCI-
Kinase-Aktivierung beinhalten, zu einer gesteigerten Transkription von HIFla und
HIF1B (hypoxia-inducible factor). HIFla wiederum fiihrt in Endothelzellen zur
Sekretion von VEGF und anderen proangiogenen Faktoren, die durch auto- und
parakrine Signale die Angiogenese stimulieren [91-93]. Schlielich konnte gezeigt
werden, dass PKBa fiir die Migration von Endothelzellen notwendig ist, wobei

relevante nachgeschaltete Proteine bis jetzt nicht eindeutig gekldrt werden konnten [94].

1.6.3.4 PKB im Immunsystem

Bei der T-Zellaktivierung tiber TCR- und CD28-Signale kommt es iiber die Induktion
der PI3K zur Aktivierung der PKB. Durch die Expression einer konstitutiv-aktiven
Form der PKBa (gag-PKB) in der T-Zelllinie konnte im Mausmodell eine verminderte
Suszeptibilitdt flir verschiedene Induktoren der Apoptose aufgezeigt werden, darunter
ionisierende Strahlung und Exposition mit Fas-L [95]. In DP-Thymozyten der gag-
PKBtg Miause wurde eine verstirkte Expression des anti-apoptotischen Proteins Bel-X
und eine verstirkte Aktivitit von NF-xB nachgewiesen. Altere gag-PKBtg Tiere
entwickelten Lymphadenopathien und Splenomegalien durch Akkumulation von CD4+
und CD8+ T-Zellen, sowie B-Zellen. Aullerdem zeigten sich multiple lymphozytére
Organinfiltrationen und erhohte Serumkonzentrationen von IgA und IgG2a. Dies wurde
mit einer PKB-induzierten Langlebigkeit aktivierter Zellen erklart, die aus einer
reduzierten Sensitivitit gegeniiber Fas-induzierter Apoptose resultiert. Des weiteren
wurde gezeigt, dass gag-PKB die T-Zellhomdostase und indirekt auch die B-

Zellhomoostase beeinflusst und in vivo Entziindungsprozesse fordert [96].

Fir PKBa wurde auch eine wichtige Rolle bei der Reifung von Thymozyten
nachgewiesen, v.a. in der frithen Entwicklungsphase von Thymozyten, durch
Einflussnahme auf die nachgeschalteten Signale des prd-TCR und durch Regulation der
Genexpression der Interferon-Signaltransduktionskaskade [97]. In myrPKBtg Méausen
wurden eine gesteigerte Lck-Aktivitdt und erhohte MEK-Erk-Signale in Thymozyten
nachgewiesen [98], die die positive und negative Selektion DP-Thymozyten

beeinflussen. In peripheren myrPKBtg CD4+ T-Zellen fiihrt aktive PKB zu einer
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reduzierten nukledren Akkumulation von NFATcl, NFATp, sowie von NFkBp65 und
RelB [99].

Neuere Untersuchungen weisen zudem darauf hin, dass PKB ein wichtiges
Signalmolekiil bei der Generierung regulatorischer T-Zellen (Ty) ist. Trees sind eine
spezialisierte Untergruppe der Ty-Zellen; sie unterdriicken die Aktivierung von T-Zellen
und regulieren die T-Zellhomoostase sowie Selbsttoleranz und dadurch die Entstehung
von Autoimmunkrankheiten. Aufgrund spezifischer Marker und spezieller
Zytokinprofile konnen T, sowohl phédnotypisch als auch funktionell in unterschiedliche
Subpopulationen unterteilt werden. Bezliglich PKB konnte gezeigt werden, dass iiber
die TCR/PI3K/PKB/mTOR-Signalkaskade die Expression des Transkriptionsfaktors
Foxp3 reguliert werden kann [100] und derart Einfluss auf die Entscheidung genommen
wird, ob sich aus einer naiven T-Zelle eine Effektor-T-Zelle oder eine Ty, entwickelt
[101]. Dariiber hinaus konnte in Th17 Zellen, einer Interleukin 17 produzierenden
Untergruppe der T Helferzellen fiir PKB eine Beeinflussung der TGF-B1/IL-6
vermittelten Differenzierung naiver CD4+ T-Zellen in Th17 Zellen gezeigt werden.
Interleukin 17 spielt u.a. in Autoimmunprozessen und allergischen Reaktionen eine
wichtige Rolle [102]. Weiterfiihrend zeigten diese Experimente, dass durch Signale im
Rahmen einer konstitutiv aktivierten PKB der Schweregrad einer experimentell-

induzierten autoimmunen Enzephalomyelitis (EAE) giinstig beeinflusst wird [102].

Hinsichtlich der Beeinflussung der Migration von T- und B-Zellen durch PKB ist noch
wenig bekannt. Mehrere Untersuchungen an verschiedenen Krebszelllinien deuten aber
auf eine wichtige Rolle von PKB bei der Migration hin. In MCF-10A Mamma-
Epithelzellen konnte durch die Aktivierung der PKBa eine Abnahme der Migration und
eine Verminderung der epithelial-mesenchymalen Transition (EMT) — einem in der
Tumormetastasierung beteiligtem Schritt — gezeigt werden [103]. Der inhibierende
Effekt von PKBa auf die in vitro Migration und die Invasionseigenschaften von
Brustkrebszelllinien (siehe Abb. 1.7) resultierte aus einer Degradation und Reduktion
des Expressionsniveaus von NFAT, bedingt durch dessen Ubiquitinylierung und
proteasomale Degradation [104]. siRNA Experimente zur Deletion von PKBa, nicht
aber von PKBp, fiihrten zu einer gesteigerten Erkl- und Erk2-Aktivitdt, die mit der
verstirkten Migration einherging. Wie Erk dabei die Migration beeinflusst, ist

allerdings nicht geklart [103].
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Bei Versuchen mit acht verschiedenen humanen Brust- und Ovarialzell-Karzinomen
fiihrte die Uberexpression von PKB zur verstirkten Expression von B1-Integrinen und
zu einer vermehrten Metastasierung sowie Invasion. Letzteres ist vermutlich durch eine
Verstiarkung der Eigenschaft, durch Kollagen IV (einem Hauptbestandteil der ECM und
der Basalmembran) dringen zu konnen, bedingt [105]. Gleichwohl sind diese Effekte
und FEinflisse von PKBa und PKB nicht ohne weiteres auf andere Zelltypen
ibertragbar. Versuche von Zhou [106] mit embryonalen Mausfibroblasten zeigten in der
Migration umgekehrte Ergebnisse beziiglich der Rolle von PKBa und PKBf, wobei

PKBua einen pro- und PKB einen anti-migratorischen Einfluss hatte.

Welche Funktion PKB bei der Migration und Adhésion von T-Zellen und Thymozyten
ausiibt, ist nur unzureichend verstanden. Bekannt ist, dass PI3K-Signale die
Entwicklung von Thymozyten beeinflussen [107] und in reifen T-Zellen die
Proliferation, Differenzierung und das Wachstum nach T-Zellaktivierung fordern [108,
109]. Uber PI3K nachgeschaltete Signalmolekiile, wie mTOR und Transkriptions-
faktoren der Foxo (Forkhead box)-Familie, wird das Repertoire an
Adhésionsmolekiilen, wie der [ymph node homing-Rezeptor CD62L, und
Chemokinrezeptoren (z.B. CCR7) an der T-Zelloberfliche reguliert [110-112] und
damit direkt Einfluss auf die Adhésion und T-Zellmigration genommen. PKB, als eines
der wichtigsten Effektormolekiile von PI3K, steht damit im Mittelpunkt dieser
Regulationsmechanismen. Neuere Arbeiten zeigten, dass durch Verédnderungen in der
PH-Doméne der PDKI1 die Aktivierung der PKB reduziert wird, und durch die
reduzierte PKB-Aktivierung zwar nicht die T-Zellentwicklung, sehr wohl aber die
Migration beeinflusst wird [113]. Abhéngig u.a. von der Ligandenbindung an den TCR
(high oder low-affinity) erfolgt durch PI3K und PDKI1 eine unterschiedlich starke
Aktivierung von PKB. Die sich aus der modifizierbaren PKB-Aktivierung ergebende
Variabilitdt verschiedener Chemokinrezeptor- und Adhésionsmolekiilmuster an der

Zelloberflache ist ein Beitrag zur aulergewohnlichen Flexibilitdt der Immunantwort.

PKB ist somit ein zentrales Protein, involviert in diversen intrazelluldren
Signaltransduktionskaskaden, in physiologischen Regulationsprozessen und in der

Malignitdt und Metastasierung verschiedenster Tumoren.
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1.7  Fragestellung der Arbeit

Die Rolle der PKB bei den Migrations- und Adhésionsprozessen von Lymphozyten ist
unzureichend verstanden. In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, welchen
Einfluss erhohte PKB-Signale auf die Migration und Adhésion von Thymozyten und
peripheren T- und B-Zellen ausiiben. Als Modellsystem wurden Méuse eingesetzt, die
eine tg konstitutiv-aktive Form von PKBa (myrPKB) in Thymozyten, T- und B-Zellen

exprimieren.
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21 Material

211 Mause
e (C57BL/6 (Wildtyp)
e (D28 k.o. auf C57BL/6 Hintergrund

e OTI1-TCRtg auf C57BL/6 Hintergrund

e myrPKBtg (heterozygot) auf C57BL/6 Hintergrund

Bei den PKBtg Méusen handelt es sich um Tiere, die eine konstitutiv-aktive Form von

PKBa (myrPKB) in T- und B-Lymphozyten exprimieren [98].

Alle verwendeten Tiere wurden vor den entsprechenden Versuchen durch die im

Methodenteil beschriebene PCR genotypisiert.

Die verwendeten Tiere waren — soweit nicht anders gekennzeichnet — im Alter von acht

bis zehn Wochen und wurden im zentralen Tierlabor, bzw. im Haus 30 der

Medizinischen Fakultit der Otto-von-Guericke Universitit Magdeburg geziichtet.

21.2 Medien, Puffer und Losungen

PBS (Phosphate Buffered Saline)

NaCl
KCl
Na,HPO,
KH,PO4

80¢g
02¢g
LIS g
0,24 g

Endl6sung: Die Salze werden in 800 ml ddH,O gelost. Der pH-Wert wird

mit HCI oder NaOH auf einen pH-Wert von 7,4 eingestellt. Das

Volumen wird auf 1000 ml aufgefiillt, anschlieBend wird die

Losung autoklaviert und bei Raumtemperatur gelagert.
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BSS (Balanced Salt Solution)

BSS I (10-fach): Glukose 10,0 g
KH,PO4 0,6 g

Na,HPO4 x 2H,0 23¢g

Phenolrot 0,1g

add 1000 ml ddH,O

BSS 1I (10-fach): CaCl, x 2H,0O 1,86 g
KCl 40¢g

NaCl 80,0 g

MgCl, x 6H,O 20¢g

MgSO,4 x 7TH,0 20g

add 1000 ml ddH,O

Endl6sung:
1 x Volumen BSS I (10-fach)
+ 1 x Volumen BSS II (10-fach)
+ 8 x Volumina ddH,O
BSS/BSA

BSS Losung (s.0.) mit 10, 1 oder 0,1% BSA (,,Bovine* Serum Albumin)

HBSS (Hank’s balanced salt solution)

(w/o Ca**/Mg **; w/o Phenolrot) Biochrom AG

PBS Dulbecco

(w/o Ca**, Mg”") Biochrom AG

RPMI 1640 Medium

(w/o oder mit Ca**, Mg®") Biochrom AG

FACS Puffer
PBS 1x (w/o Ca2+, Mg%) mit 0,1% BSA und 0,01% Natriumazid
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Gey’s Solution (fiir die Erythrozytenlyse)

Stock A: NH4Cl

KCl

NazHPO4 x 12 H20

KH,PO4

Glukose

Stock B: MgCl, x 6H,0

MgSO,4 x 7TH,0

CaCl,

Stock C: NaHCO;
Endl6sung:

70 Teile ddH,O

+ 20 Teile Losung A
+ 5 Teile Losung B
+ 5 Teile Losung C

350¢g

1,85 g

I,5¢g

0,12 ¢

50 g

add 1000 ml ddH,O
042 ¢

0,14 g

0,34 g

add 100 ml ddH,O
225¢g

add 100 ml ddH,O

TAE Puffer (50x) fiir Gele

Tris-Base
EDTA

Essigsédure

242 g
372 ¢
57,1 ml
mit HCI auf pH 8,0 einstellen
mit ddH,0 auf 1000 ml auffiillen

1 x TAE Puffer: 980 ml ddH,O
+ 20 ml TAE Losung (50 x)
DNA Ladepuffer
0,5% Xylene Cyanol
0,5% Bromphenolblau

50% Glycerol
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Mausschwanz-Lyse-Puffer
Fiir 100 ml: 50 mM Tris (pH 8,0)
100 mM EDTA (pH 8,0)
100 mM NaCl
1% w/v SDS

Sml 1M Losung
20ml 0,5 M Losung
10 ml 1M Losung
10 ml 10% Losung

+ 55 ml ddH,O

MACS Puffer

PBS 1x (w/o Ca*", Mg*")
EDTA
30%ige BSA-Losung in PBS

100 ml
60 mg
1,6 ml

Vor der Nutzung muss die Losung entgast werden.

21.3 Datenauswertung und Computerprogramme

CellQuest Software ~ [FACS-Auswertung]

EndNote 6.0.2 [Referenzen, Zitate]
SPSS 11.5.1 [Statistik-Programm)]
Prism 3.02 [Grafen, Statistiken]

BD Biosciences
Thomson ISI Research Soft
SPSS Inc.

GraphPad Software Incorporated
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2.2 Methoden

2.21 Genotypisierung von Mausen

2.21.1 DNA-Extraktion aus Mauseschwénzen

Der zu genotypisierenden Maus wurde ein 0,5 cm langes Stiick der Schwanzspitze
abgeschnitten, um daraus die DNA fiir den PCR-Ansatz zu gewinnen. Dazu wurde dem
Schwanzstiick in einem EppendorfgefdB 500 pl Schwanz-Lyse-Puffer und 10 pl
Proteinase K (20 mg/ml) beigefiigt und das Reaktionsgefd3 {iber Nacht bei 50°C in
einem Wasserbad unter Schiitteln inkubiert. Die sedimentierten Schwanzreste wurden
durch kurzes Vortexen vermischt und die Proben anschlieBend fiir 5 Minuten gekocht,
um die Proteinase K zu inaktivieren. AnschlieBend wurden die Proben bei 14000 rpm
und 4°C 10 min zentrifugiert und der abgenommene Uberstand zu 500 ul Isopropanol
zugesetzt. Durch leichtes Schwenken des Reaktionsgefiles wurde die DNA zum
Ausfillen gebracht und anschlieBend an einer abgerundeten Glaspasteurpipette
aufgewickelt. Die Pipettenspitze mit anhaftender DNA wurde mit 70% Ethanol
gewaschen und anschliefend an der Luft getrocknet. Die Spitze der Pasteurpipette mit
DNA wurde sodann abgeschnitten und in ein Reaktionsgefdl mit 200 ul ddH,O
gegeben. Um die DNA wieder in Losung zu bringen, wurden die Reaktionsgeféale fiir
15 Minuten im Heizblock bei 60°C unter Schiitteln inkubiert. Die geloste DNA konnte
anschlieBend weiter verarbeitet werden (z.B. in einem PCR-Ansatz), bei 4°C im

Kiihlschrank kurzzeitig gelagert oder bei -20°C weggefroren werden.

2.21.2 PCR (Polymerase Chain Reaction / Polymerasekettenreaktion)

Um selektiv DNA-Sequenzen aus einem Gemisch von Nukleinsduremolekiilen zu
vervielfdltigen (Amplifikation), wird die Polymerase-Ketten-Reaktion verwandt.
Voraussetzung fiir das Synthetisieren neuer DNA-Molekiile durch DNA-Polymerasen
ist die vorangehende Trennung der komplementiren DNA-Striange, deren Sequenz
vervielfiltigt werden soll — dieser Schritt wird als Denaturierung bezeichnet. Erzielen
kann man die Denaturierung der DNA durch Erhitzen auf 95°C. Die DNA-Polymerasen
(z.B. Tag-Polymerase) werden aus thermophilen Bakterien gewonnen, behalten also
auch bei Temperaturen bis 100°C ihre Aktivitdt. Weitere Bestandteile der Reaktion,

neben der Tag-Polymerase und der Template-DNA, sind ein spezifisches Primer-Paar,
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die vier Desoxyribonukleosid-triphosphate (dATP, dGTP, dCTP und dTTP) und ein
Puffer mit Mg*"-Ionen (Kofaktor fiir die DNA-Polymerase). Primer sind
Oligonukleotide aus 15-30 Nukleotiden, die mit ihrer komplementiren Sequenz
spezifisch an die template-DNA binden und die zu vervielfiltigende Zielsequenz
flankieren (einer in Vorwérts- der andere in Riickwirtsrichtung) und somit den Start-
und Endpunkt der zu amplifizierenden = DNA-Sequenz definieren. Nach der
Auftrennung der DNA-Doppelstrange hybridisieren die primer bei primer-spezifischen
Temperaturen an die komplementdre DNA-Sequenz der Einzelstringe (annealing), und
bieten somit der Polymerase ihren Startpunkt. AnschlieBend synthetisiert die
Polymerase bei 72°C die komplementdre DNA-Sequenz (Elongation). Da die PCR aus
vielen sich wiederholenden Syntheseschritten (bis zu 40 Zyklen) besteht, muss nach
jeder Elongationsphase die DNA wieder denaturiert werden. Da neu synthetisierte
DNA-Sequenzen der Tag-Polymerase dabei ebenfalls als template dienen, ergibt sich
eine exponentielle Zunahme der amplifizierten DNA. Nach 25 Zyklen ist die

Zielsequenz auf etwa das 10°-fache amplifiziert worden.

1. PCR-Ansatz zum Nachweis transgener PKB

Die PCR-Ansitze wurden in 0,2 ml PCR-ReaktionsgefaBen auf Eis pipettiert, wobei die
DNA-Polymerase zum Schluss zugegeben wurde. Nach dem Mischen der Ansitze

folgte die Inkubation im Thermocycler entsprechend dem PKB-Programm.

PCR-Primer fir die Typisierung der PKB tg Mause:

* VA-fwd 5807: 5> AGA-TTT-CCT-GTC-CCC-TCT-CAG-G-3’ (22mer)

* VA-rev 6168: 5 TGT-TGG-ACC-CAG-CTT-TGC-AG-3’ (20mer)

PCR-Ansatz: PKB

Substanz Konzentration Volumen fir den
FEinzelansatz
Template-DNA 1,0 pl

(isolierte Mausschwanz-DNA)
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Primer 1 (fwd) 10 uM 1,0 ul
Primer 2 (rev) 10 uM 1,0 ul
dNTPs (Mix) 10 mM 0,4 wl
MgCl, 25 mM 2,0 ul
Taq-Puffer (10x) 2,0 ul
Taq-Polymerase (5 U/ul) 0,1 ul
dd H,O 12,5 ul
Volumen je Ansatz 20,0 pl

PCR-Programm: PKB

Schritt Temperatur Dauer

I. Initiale Denaturierung 94°C 5 Minuten

II. Amplifikation (31 Zyklen)

Denaturierung 94°C 1 Minute
Annealing 55°C 1 Minute
Elongation 72°C 1 Minute
III. Finale Elongation 72°C 1 Minute
IV. Lagerung 4°C
erwartete FragmentgrofB3e: 360 bp

2. PCR-Ansatz zum Nachweis des CD28 Gens

Die PCR-Ansitze wurden wie zuvor beschrieben pipettiert.

PCR-Primer fir die Typisierung der CD28 k.o. Miuse:

* CD28-1(5288): 5 GGT-AAA-GCA-GTC-GCC-CCT-GCT-3’ (21mer)
* CD28-2 (5287): 5° CCT-GAG-TCC-TGA-TCT-GTC-AGA-CT-3’ (23mer)

* CD28-3 (Exon2): 5> ATT-CGC-CAA-TGA-CAA-GAC-GCT-GG-3’(23mer)
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PCR-Ansatz: CD28 k.o.

Substanz Konzentration Volumen fiir den
Einzelansatz
Template-DNA 1,0 pl
(isolierte Mausschwanz-DNA)
Primer CD28" (Primer 1) 10 uM 1,0 pl
Primer CD28" (Primer 2) 10 uM 1,0 ul
Primer CD28 Exon2 (Primer 3) 10 uM 1,0 wl
dNTPs (Mix) 12,5 mM 0,4 ul
MgCl, 25 mM 2,0 ul
Taq-Puffer (10x) 2,0 ul
Taq-Polymerase (5 U/ul) 0,1 ul
dd H,O 11,5 ul
Volumen je Ansatz 20,0 ul
PCR-Programm: CD28 k.o.
Schritt Temperatur Dauer
I. Initiale Denaturierung 95°C 5 Minuten
II. Amplifikation (40 Zyklen)
Denaturierung 95°C 1 Minute
Annealing 58°C 1 Minute
Elongation 72°C 1 Minute
III. Finale Elongation 72°C 7 Minuten
IV. Lagerung 4°C
erwartete Fragmentgrofe: wt 700 bp
k.o. 800 bp

Zu beachten ist, dass die

annealing-Temperatur  primer-abhéngig ist. Die

Elongationszeit ist abhidngig von der Grofe des zu amplifizierenden DNA-Fragments.

Fiir jedes primer-Paar wurde mit der PCR-Maschine ein Temperaturgradient gefahren,

um die optimale primer-spezifische Hybridisierungstemperatur zu ermitteln.
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2.21.3 Gelelektrophorese
Um DNA, Proteine oder RNA aus einem Gemisch nach ihrer Grof3e aufzutrennen, wird

die Gelelektrophorese eingesetzt:
Polyacrylamid-Gele fiir die Auftrennung von Proteinen
Agarose-Gele fiir die Auftrennung von DNA oder RNA.

Das Gelpolymer stellt fiir wandernde Molekiile einen zu iiberwindenden Widerstand
dar. Je groBer, desto schwieriger ist es fiir das Molekiil durch die Maschen des Gels zu
wandern, es wandert langsamer. Umgekehrt ist die Situation fiir kleinere Molekiile; sie
wandern schneller durch das Gel und befinden sich in der Lauffront weiter vorn/unten

als die groBeren Molekiile.

Die Trennschérfe eines Gels hdngt von seiner Porositit ab, die ihrerseits von der
Agarose- oder Polyacrylamid-Konzentration abhéngig ist. Die Prozentigkeit des Gels

wiederum wird nach dem Molekulargewicht der DNA gewihlt.

Impuls fiir die Molekiile zu wandern, ist die an das Gel angelegte Spannung, die

bewirkt, dass negativ-geladene Molekiile von der Kathode zur Anode wandern.

Bei DNA-Fragmenten ergibt sich die negative Ladung aus den Phosphatgruppen des
Phosphodiester-Riickgrates. Diese Phosphogruppen sind bei neutralem pH poly-
anionisch und bewegen sich daher im elektrischen Feld von der Kathode (- Pol /

schwarz) in Richtung der Anode (+ Pol / rot).

Nach Auftrennung im Agarose-Gel miissen die DNA-Fragmente sichtbar gemacht
werden. Dazu wurde das Gel mit Ethidiumbromid behandelt. Hierbei handelt es sich um
ein in die DNA interkalierendes Agens, das unter UV-Licht die DNA sichtbar macht.
Durch den Vergleich der einzelnen DNA-Banden mit einem Nukleinsdure-Standard
(DNA-Leiter) kann auf die GroBe der Fragmente riickgeschlossen werden. Es gilt
hierbei, dass die zuriickgelegte Wegstrecke umgekehrt proportional zum Logarithmus

der Fragmentgrofe ist.
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Agarosekonzentration und optimale Trennbereiche

% Agarose optimaler Trennbereich
0,3 5-60kb
0,6 1-20kb
0,7 0,8 —10kb
0,9 05,-7kb
1,2 0,4—6kb
1,5 0,2-3 kb
2,0 0,1 -2 kb

Tabelle 2.1 — Nach Sambrook et al. 1989

Aus: ,Gentechnische Methoden (3. Auflage)“ Hrsg. Gangolf Schrimpf, Spektrum Akademischer Verlag /
Gustav Fischer; Seite 67 / Tabelle 2 — 6.

2.21.4 Auftrennung von PCR-Produkten zum Nachweis tg PKB

Zum Nachweis der PKB-PCR-Produkte (Fragmentgroe von 360 bp) wurde ein 1,5%
Agarose-Gel angesetzt. Dazu wurden 1,5 g NEEO-Ultra Agarose Pulver in 100 ml 1x
TAE Puffer (pH 8,0) geldst. Die Losung wurde in der Mikrowelle fiir 2 2 Minuten bei
650 Watt erhitzt, und die fliissige Agarose in einen Elektrophoreserahmen gegossen und
ein Kamm mit ,Z&dhnen“ entsprechend der Anzahl der Ansdtze eingespannt.

AnschlieBend kiihlte das Gel bis zur vollstdndigen Aushirtung ab.

Die zu trennenden DNA-Proben wurden mit 6x Ladepuffer versetzt — dazu wurden
einer 20 ul Probe 4 ul Ladepuffer beigemischt. Die Geltaschen wurden anschlieSend
mit jeweils 10 pl des PCR-Mixes beladen (inklusive positiver und negativer Kontrolle),
wobei die erste Geltasche mit einer DNA-Leiter zum GroBenvergleich geladen wurde.
Nach dem Beladen der Geltaschen wurde das Gel in der Elektrophoresekammer fiir ca.
30 — 45 Minuten unter Spannung (80 Volt) gesetzt. Nach der Auftrennung wurde das
Gel fiir 10 Minuten in ein Ethidiumbromid-Bad (Endkonzentration: 50 pg / ml) getaucht
und anschlieBend unter UV-Licht fotografiert.
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2.2.1.5 Beispiel einer Gelelektrophorese zum Nachweis von tg PKB

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

500 bp

PKB
400 bp 360 bp
300 bp

Abbildung 2.1 — Gelelektrophorese eines PKB-PCR-Ansatzes

Spur | Beladung
1 1 kb DNA-Leiter (unterste Bande 250 bp, vorletzte Bande 500 bp)
2 100 bp DNA-Leiter

3 leere Laufspur

4 - 10 | DNA der zu typisierenden Méuse

11 |leere Laufspur
12 | DNA einer PKB tg Maus (positive Kontrolle 1)
13 | DNA einer PKB tg Maus (positive Kontrolle 2)

14 |leere Laufspur

15 |DNA einer Wildtyp-Maus (negative Kontrolle)

2.2.2 Praparation lymphatischer Organe

2.2.2.1 Herstellung einer Zellsuspension
Entsprechend der unterschiedlichen Versuchsanordnungen wurden den Maéusen
Thymus, Lymphknoten oder Milz entnommen. Die Maus wurde dafiir mit CO, getotet,

auf einer Priparierplatte festgesteckt und die Bauchdecke aufprépariert.
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Die priparierten Lymphknoten (2 x inguinal bds., 2 x axilldr superficial bds., 2 x axillér
profund bds., 2 x mandibuldr bds., 4-5 x mesenterial), Milz und Thymus wurden in
einer 12-Napfplatte auf Eis in BSS/0,1%BSA separat gesammelt. Es wurde steril unter
der Sterilbank gearbeitet.

Die jeweiligen Organe wurden durch ein Nylonzellsieb (Porengrofie 70 um) gerieben.
Das Sieb wurde anschlieBend mit einer Pasteurpipette und BSS/0,1%BSA nachgespiilt.
Die Zellsuspension wurde mittels einer Pasteurpipette aus den Petrischalen in ein
entsprechend vorbeschriftetes 15 ml Greiner-Rohrchen iiberfiihrt und zentrifugiert (4°C
/ 1300 rpm / 5 min). Der Uberstand wurde anschlieBend abgesaugt, das Zellpellet in 10
ml BSS/0,1%BSA suspendiert, zentrifugiert, der Uberstand erneut abgesaugt und das
Pellet sodann in 5 ml BSS/0,1%BSA aufgenommen.

Die Milz wurde fiir die Erythrozytenlyse in 2 ml Gey’s Losung resuspendiert und fiir 8
Minuten bei 37°C im Wasserbad inkubiert. Nach Zugabe von 3 ml BSS/0,1%BSA
wurde bei 4°C/1300 rpm/5 Minuten zentrifugiert, der Uberstand vorsichtig abgesaugt
und die Milzzellen in 10 ml BSS/0,1% BSA aufgenommen.

2.2.2.2 Bestimmung der Zellzahl

Fiir die Zellzéhlung wurde ein Aliquot der Zellsuspension mit PBS / 0,04% Trypanblau
/ 0,01% Na-Azid verdiinnt (z.B. 1:50) und die Anzahl lebender Zellen (Trypanblau-

negativ) in der Neubauer-Zihlkammer bestimmt.

Es gilt folgende Berechnungsformel fiir die Zellzahl:

Zellen /ml = gezdhlte Zellzahl x Verdiinnungsfaktor x 10*

Zahl der GroBquadrate

Die Zellen wurden entsprechend der errechneten Konzentration auf die gewiinschte

Zellzahl eingestellt. Fiir FACS-Firbungen wurden 8-10 x10° Zellen eingesetzt.
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2.2.3 Isolation von Lymphozytenpopulationen

2.2.3.1 Isolation von CD4+ T-Zellen (negative Selektion)

Das Prinzip der negativen Selektion ldsst sich folgendermallen beschreiben: in ein
Gemisch mit unterschiedlichen Zellpopulationen werden Primérantikorper gegeben, die
sich spezifisch gegen Antigene an den Zelloberflichen der jeweiligen Populationen
richten, die depletiert werden sollen. Nach einer Inkubation von 30 Minuten auf Eis
werden ungebundene Antikdrper weggewaschen und Sekundirantikorper zugegeben,
die in ihrer Antigenspezifitit gegen den Primédrantikdrper gerichtet sind und am Fe-Teil
mit magnetischen Mikropartikeln (beads) gekoppelt sind. Wird nun die Zellsuspension
mit den markierten und den unmarkierten Zellen an einen Magneten (MACS-Gerit)
gebracht, so werden die Antikorper/bead-gekoppelten Zellen aus dem Zellgemisch an
den Magneten gezogen, wohingegen die unmarkierten — zu selektierenden — Zellen
weiterhin in Losung bleiben. Die Organe wurden wie beschrieben prépariert, durch ein
steriles Zellsieb gerieben und die Zellen in PBS/0,1% BSA gewaschen. AnschlieSend
wurden die gezdhlten und eingestellten Zellen zentrifugiert (1200 rpm / 4°C / 7 min) der
Uberstand abgesaugt und das Zellpellet in jeweils 100 ul PBS / 1 x 107 Zellen

resuspendiert. Dieser Suspension wurde von den folgenden Antikorpern je 0,1 ul/ 1 x

107 Zellen zugegeben:
NK1.1-Antikorper (Ratte-anti Maus)
CD8a-Antikorper (Ratte-anti Maus)
MHCII-Antikorper (Ratte-anti Maus)
CD11b-Antikorper (Ratte-anti Maus)
Ter-119-Antikorper (Ratte-anti Maus)
CD45R/B220-Antikorper (Ratte-anti Maus)
IgG-Antikorper (Ziege-anti Maus)
IgG-Antikorper (Maus-anti Ratte).

Die Zellen inkubierten 20 Minuten bei 4°C im Kiihlschrank, wurden dann einmal mit 2
ml PBS / 1 x 10 Zellen gewaschen (Zentrifugation bei 1200 rpm / 4°C / 7 min), der
Uberstand wurde abgesaugt und das Pellet in 90 pl PBS / 1 x 107 Zellen suspendiert.
Zusitzlich wurden 10 pl Streptavidin-gekoppelte Magnet-beads / 1 x 10° Zellen

zugesetzt. Die Zellen wurden nun fiir 15 Minuten bei 4°C im Kiihlschrank inkubiert und
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zwischendurch mehrmals kurz gemischt. AnschlieBend wurde das Rohrchen mit 8§ ml
PBS aufgefiillt, bei 1200 rpm / 4°C/ 7 min zentrifugiert, der Uberstand abgesaugt und
das Zellpellet in 1 ml PBS / bis zu 1 x 10° Zellen resuspendiert. AnschlieBend wurden
die Zellen am MACS-Gerit isoliert und die Zellzahl der nicht gebundenen, negativ
selektionierten, CD4+ T-Zellen wurde in der Neubauerkammer bestimmt. Zur Kontrolle
der Reinheit wurden Zellen fiir eine FACS-Féarbung entnommen und der Anteil von
CD4+ T-Zellen bestimmt. Die Reinheit der isolierten Zellen lag in der Regel bei iiber
95%. Nachfolgend ist die Reinheitskontrolle isolierter CD4+ T-Zellen aus einer PKBtg
und einer Wildtyp-Maus (wt) nach Farbung mit CD3- und CD4-Ak und anschlieBender
FACS-Analyse dargestellt. Der Anteil CD3+/CD4+ T-Zellen lag bei iiber 96%.

PKBtg Maus
CD4+/CD3+, . Region Statistics
3 Region Events % Total
Zellen komplett 200000 100.00
8 4 CD4+/CD3+ 195175 97.59
© Region R2 1995 1.00
(O Region R4 2320 1.16
Regi.c.).r.1 e __Region R
> CD4
wt Maus
CD4+/ CD3+ Region Statistics
Region Events % Total
Zellen komplett 114963 100.00
A s CD4+/CD3+ 110684  96.28
Qi Region R2 864  0.75
] Region R4 3134 2.73
] Regit.m R2 . .é'eg.;ion.R4
TR T
> CD4

Abbildung 2.2 — Durchflusszytometrische Bestimmung der Reinheit isolierter CD4+ T-Zellen
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Zur negativen Isolation von CD4+ T-Zellen wurde auch ein T-Zell-Isolation-Kit der
Firma Miltenyi Biotec verwendet. Die Milz- oder Lymphknotenzellen wurden hierzu in
einem 15 ml Greiner-Réhrchen aufgenommen, die Zellen gezédhlt und anschlieend
zentrifugiert (1500 rpm / 8 min / 4°C). Nach der Zentrifugation wurde das Pellet fiir die
PrimérantikSrper in 40 pl MACS-Puffer (siehe auch 2.1.3) / 1x107 Zellen resuspendiert
und mit 5 pl Biotin-Antikérper-Cocktail aus dem T-Zell-Kit / 1x10” Zellen versetzt.

MACS - Puffer (bei 4° C gelagert)
PBS (1x)
0,5 % BSA

steril und unbedingt Ca**- und Mg*"-frei

Die Suspension inkubierte 10 min bei 4°C im Kiihlschrank. Danach wurden 30 pl
MACS-Puffer und 10 pl anti-Biotin-microbeads / 1x10’ Zellen dazugeben. Die
Suspension wurde erneut fiir 15 min bei 4°C im Kiihlschrank inkubiert. Das Rohrchen
wurde bis zur 15 ml Marke mit MACS-Puffer aufgefiillt, zentrifugiert (1500 rpm / 8
min / 4°C), der Uberstand verworfen und das Pellet in 1 ml MACS-Puffer bis zu 1x10°
Zellen aufgenommen. AnschlieBend schloss sich die Trennung am MACS-Gerét an.
Nach der Trennung wurde die Zellsuspension bei 1500 rpm / 4°C / 8 min zentrifugiert
und das Zellpellet je nach weiterer Versuchsplanung in PBS oder HBSS aufgenommen.
Die Zellzahl wurde bestimmt und zur Kontrolle der Reinheit wurde ein Aliquot der

Zellen durchflusszytometrisch analysiert.

2.2.3.2 Isolation von B-Zellen (negative Selektion)

Die negative Selektion von B-Zellen erfolgte mit einem B-Zell-Isolation-Kit der Firma
Miltenyi Biotec. Die Milz wurde prépariert, durch ein Zellsieb gerieben, die
gewonnenen Milzzellen wurden mit 10 ml PBS in ein 15 ml Greiner-Réhrchen gegeben,
zentrifugiert (1300 rpm / 5 min / 4°C) und der Uberstand wurde verworfen. Dabei
wurde stets steril und auf Eis gearbeitet. AnschlieBend wurde das Zellpellet in 8 ml PBS
resuspendiert und die Zellen gezdhlt. Nach erneuter Zentrifugation (1300 rpm / 8 min /
4° C) wurde der Uberstand verworfen und das Zellpellet wurde in 45 ul MACS-Puffer /
1x10” Zellen resuspendiert. Die Isolation der B-Zellen erfolgte analog zur oben

geschilderten T-Zellisolation.
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2.2.4 Durchflusszytometrie (FACS-Analyse)

Die Abkiirzung FACS steht fiir fluorescence activated cell sorter. Im Durchfluss-
zytometer werden fluoreszenzmarkierte Zellen von einem Laserstrahl erfasst. Dabei
kommt es zu einer Anregung der an die Ak gebundenen Fluoreszenzfarbstoffe, die
daraufhin Lichtenergie bestimmter Wellenldnge emittieren. Dieses Licht wird {iber ein
optisches System gebiindelt, zerlegt, detektiert und analysiert. Fiir die verwendeten
Fluoreszenzfarbstoffe ergibt sich jeweils ein spezifisches Signal, {iber das eine Aussage
iiber die an der Zelloberfliche gebundenen Antikdrper und somit vorhandenen Antigene
gemacht werden kann. Daneben ldsst sich auch eine Aussage iiber die Grofe der Zellen
und deren Granularitdit machen. Bei Férbungen mit drei verschiedenen
Fluoreszenzfarbstoffen kénnen demzufolge fiinf unterschiedliche Parameter detektiert
werden — neben den drei Fluoreszenzmarkern das Vorwiértsstreulicht (forward scatter
FSC), ein MaB fiir die ZellgroBe, und das Seitwértsstreulicht (side scatter SSC), ein
MaB fiir die Granularitit der Zellen.

Die Zellen werden in einem laminaren Strom einzeln an einem Laserstrahl
vorbeigeleitet und innerhalb kiirzester Zeit lassen sich groBe Mengen an Zellen
analysieren. Demzufolge hat die Durchflusszytometrie einen grofen Anwendungs-
bereich, der neben absoluten Zellzahlbestimmungen, funktionellen Untersuchungen,
Lymphozytentypisierungen auch intrazellulire Anfarbungen, z.B. fir DNA- und
Zellzyklusanalysen und Zytokine ermoglicht.

FACS-Firbung

0,8-1x10° Zellen wurden zu 2 ml FACS-Puffer zugesetzt. Die Suspension wurde bei
4°C / 1300 rpm / 5 min zentrifugiert, der Uberstand abgesaugt. Bei der Firbung von
Milzzellen wurden Fc-bindende Antikorper zugesetzt, um ein unspezifisches Binden der
fluoreszenzmarkierten Antikdrper an die Fc-Rezeptoren von B-Zellen zu unterbinden.
Hierzu wurden die Zellen mit 10 pl einer 1:100 Verdiinnung des ,,Fc-Blocks* fiir 10
min inkubiert. AnschlieBend wurde die Suspension mit 3 ml FACS-Puffer versetzt,

zentrifugiert und der Uberstand verworfen.

Bei einem Farbeschritt mit einem biotingekoppelten Ak wurde dieser Farbeschritt zuerst

angesetzt. 100 ul PBS mit verdiinntem Biotin-Ak wurden auf die Zellen gegeben und 30
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min auf Eis inkubiert. AnschlieBend wurden die ungebundenen Biotin-Ak durch Zugabe

von 3 ml FACS-Puffer und Zentrifugation entfernt.

Im zweiten Féarbeschritt wurden in 100 ul FACS-Puffer alle weiteren Antikorper (PE-
Ak, FITC-Ak) in den entsprechenden Konzentrationen sowie Streptavidin-PE-CyS5
(bindet an Biotin) zugegeben und 30 min auf Eis im Dunkeln inkubiert. Ungebundene
Antikorper und ungebundenes Streptavidin wurden wiederum in einem Waschschritt
mit 3 ml FACS-Puffer entfernt. Am Ende der Firbung wurden die Zellen in 200 pl
FACS-Puffer aufgenommen und es folgte die Messung am FACS-Gerit.

2.2.5 Migrationstest

Beim Migrationstests wird analysiert, ob und wie gut Zellen gegen -einen
Chemokingradienten migrieren. Dazu wurde in einen Napf (Well) einer 24-Well-Platte
Medium mit oder ohne Chemokin (SDF-1a) vorgelegt. In die obere Kammer, einem in
den Well gehdngten Einsatz, wurde die Zellsuspension gegeben und der Kammer- oder
Transwell-Einsatz wurde in den entsprechenden Well gehédngt, sodass die Zellen durch

die Membran des Einsatzes in die untere Kammer wandern konnten.

® Kammer- oder Transwell-Einsatz (Insert) mit einer
Membran als Boden (gestrichelte Linie; Poren-

durchmesser: 0,3 pm)

@  untere Kammer — Well einer 24-Well-Platte

Fir die durchgefiihrten Migrationstests wurden Lymphozyten aus der Milz, den

Lymphknoten sowie Thymozyten eingesetzt.

Beschichtung der Transwell-Einsitze mit Fibronektin

Zur Beschichtung der Transwell-Einsdtze (Inserts) wurde eine Fibronektin (FN)-Losung
mit 6,5 ug FN / ml PBS (w/o Ca®>", Mg”") angesetzt und die Inserts mit je 100ul der FN-
Losung durch vorsichtiges Auftropfen beschichtet. Nach 90 min Inkubation bei 37°C im
Brutschrank wurde das FN vorsichtig mit einem feinen Pipettenspitzenaufsatz
abgesaugt und alle beschichteten Inserts zweimal mit je 100 pul PBS gewaschen, d.h.

PBS aufgetropft und wieder abgesaugt. Anschlieend trockneten die /nserts 1 min bei
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RT und standen fiir die Zellbeladung bereit. Die 12 beschichteten Inserts einer

Migrationsplatte wurden nach folgendem Schema in die Reihen A und B einer 24-Well-

Platte gehéngt:

1 2 3 4 5 6

A |1 2 3 4 5 6
Insert 1 Insert 3 Insert 5 Insert 7 Insert 9 Insert 11
WT #1 WT #2 WT#3 PKB # 1 PKB # 2 PKB # 3

B |7 8 9 10 11 12
Insert 2 Insert 4 Insert 6 Insert 8 Insert 10 Insert 12
WT #1 WT # 2 WT #3 PKB # 1 PKB # 2 PKB # 3

C | 500 pl 500 pl 500 i 500 pl 500 pl 500 pl
Medium Medium Medium Medium Medium Medium
- SDF - SDF - SDF - SDF - SDF - SDF

D | 500 pl 500 pl 500 pl 500 pl 500 pl 500 pl
Medium Medium Medium Medium Medium Medium
+ SDF + SDF + SDF + SDF + SDF + SDF

- Reihe A und Reihe B: jeweils sechs FN-beschichtete /nserts

- Reihe C: keine Inserts (nur mit Medium befiillte Wells) — negative Kontrolle

ohne Chemokin

- Reihe D: keine Inserts (mit Medium und SDF-1la befiillte Wells) — positive

Kontrolle
- weiller Bereich (Spalte 1, 2, 3): fiir Zellen aus drei Wildtyp-Mausen

- grauer Bereich (Spalte 4, 5, 6): fiir Zellen aus drei PKBtg oder CD28 k.o.

Mausen

Wihrend der Inkubationszeit zur Beschichtung der /nserts wurde Versuchsmedium aus

folgenden Komponenten angesetzt:

e RPMI 1640 mit
e 10 mM Hepes (pH 7,4) und

e 0,1 % BSA (aus 10% Stock in PBS)
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Die priparierten Organe wurden separat in 7 ml PBS (w/o Ca®", Mg”") aufgenommen,
durch ein steriles Zellsieb gerieben, die Zellen zentrifugiert (1300 rpm / 5 min / 4°C)
und der Uberstand verworfen. Die Zellen wurden anschlieBend zweimal gewaschen.
Dazu wurde das Zellpellet jeweils in 10 ml PBS resuspendiert, zentrifugiert (1300 rpm /
5 min / 4°C) und der Uberstand vorsichtig abgesaugt. Danach wurde das Zellpellet in
RPMI-Medium resuspendiert (Milz und Thymus in 8 ml, Lymphknoten in 4 ml), die
Zellzahl bestimmt und die Zellen auf 12x10° Zellen/ml eingestellt. 12x10° Zellen/ml
RPMI wurden in ein 1,5 ml Eppendorf Reaktionsgefd3 gefiillt, dieses zentrifugiert
(6000 rpm / 2 min / 4°C) und der Uberstand vorsichtig absaugt. Das Zellpellet wurde in
I ml Versuchs-RPMI-Medium suspendiert, die Zellen abermals zentrifugiert (6000 rpm
/ 2 min / 4 °C) und der Uberstand verworfen. SchlieBlich wurde das Zellpellet aus
12x10° Zellen in 600 pul Versuchsmedium suspendiert.

AnschlieBend wurde die 24-Well-Platte nach dem obigen Schema beladen. Dazu
wurden 500 pl Versuchsmedium in die entsprechenden Wells (untere Kammer — Reihe
C und D) vorgelegt und mit 100 ng/ml SDF-la versehen (nur Reihe D). Die
beschichteten /nserts (obere Kammer) wurden mit je 200 pl Zellsuspension beladen
(4x10° Zellen je Kammer). Die beladenen Inserts wurden in die Reihen C und D
umgehéngt, wobei darauf geachtet wurde, dass unter den eingehingten Inserts keine
Luftblasen verblieben. Die 24-Well-Platten wurden fiir 2,5 Stunden bei 37°C im
Brutschrank inkubiert. Zur Beendigung der Migration wurden 50 pl einer 0,1 M
EDTA-Lo6sung in jede untere Kammer zugesetzt. Die Platte wurde fiir 15 Minuten auf
einen Schiittler bei RT gestellt, und die /nserts danach vorsichtig aus den Kammern
entfernt und verworfen. Die Suspensionen mit den migrierten Zellen wurden aus den
jeweiligen Wells in ein FACS-Rohrchen iiberfiihrt. AnschlieBend wurden die Zellen mit
CD4-, CD8- und B220-Ak geféarbt und am Durchflusszytometer analysiert.

Der Migrationsindex (MI) entspricht dem Quotienten aus der Anzahl der Zellen, die
unter dem Einfluss von SDF-1a durch die Membran migriert sind, dividiert durch die
Anzahl der Zellen, die ohne Chemokineinfluss migriert sind. Nachfolgend ist ein
Beispiel eines Migrationsversuchs von Milz-Zellen aufgefiihrt. Bei der FACS-Analyse

wurde die Anzahl migrierter Zellen iiber einen Zeitraum von 20 Sekunden gemessen.
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unbehandelte Milzzellen

Gate Statistics

Gated Events: 22660
Gate Events

all cells 22660

Ch4 8762

cDhs8 5476

B cells 5804

contr. CD 4 8782

Migration ohne SDF-1a (Reihe C)

Gate Statistics

Gated Events: 1665
Gate Events

- all cells 1665
=] CD 4 353
© cps 273
B cells 244

contr. CD 4 363

100 10! 102 108 104
» CDS8

Migration mit SDF-1a (Reihe D)

Gate Statistics

Gated Events: 19842

Gate Events
- all cells 19842
(=1 CD4 5750
o cD8 1691
B cells 8220
contr. CD 4 5710

10*

CDg8

v

Abbildung 2.3 — FACS-Analyse eines Migrationsversuchs von Milz-Zellen (Events = Zellzahl; R bzw.
Gate = Region, d.h. R2 = CD4+ T-Zellen, R3 = CD8+ T-Zellen, R4 = B-Zellen und R5 = CD4+ T-Zellen).
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Errechnung des Migrationsindexes:

Region Zellpopulation Migrationsindex (MI)
e R2 CD4+ Zellen (CD4/CD8-Farbung) 5750/353 =16,29
e R3 CD8+ Zellen 1691/273 =6,19
e R4 B-Zellen 8220 /244 = 33,69
e R5 CD4+ Zellen (CD4/B220-Féarbung) 5710/363 =15,73

2.2.6 Adhasionstest

Die Adhésionstests wurden mit Thymozyten, B-Zellen aus der Milz und CD4+ T-Zellen

aus Lymphknoten durchgefiihrt.

Fir den Adhédsionsversuch wurden Petrischalen auf der BodenauBenseite mit einem
Kreis von 0,7 cm Durchmesser markiert. FN wurde auf eine Konzentration von 2 pg /
50 ul PBS eingestellt und es wurden 50 pl in den markierten Kreis aufgetropft und fiir 2
Stunden bei RT inkubiert. AnschlieBend wurde das FN abpipetiert und der FN-Kreis
dreimal mit 50 ul PBS gewaschen. Sodann wurde die ganze Flache der Petrischale mit 1
ml 1,5% BSA in PBS versetzt und die Petrischalen UN bei 4°C im Kiihlschrank

inkubiert.

Verwendete Losungen:
e FN (Stock: 1ug/ul in PBS; Arbeitskonzentration 2 pg/50 ul)
e PBS, w/o Ca’" und Mg*
e HBSS
e 1,5% (w/v) BSA Fraktion V in PBS — zum Blocken (Stock: 10%)

e 3.5% PFA in PBS — zum Fixieren

Am Tag des Adhisionsversuches wurden die entsprechenden Maiuse getotet, die
Lymphknoten und der Thymus pripariert. Es wurden die inguinalen, die axilldren, die
mandibuldren und die mesenterialen Lymphknoten verwendet. Die Organe wurden in 7

ml HBSS aufgenommen, durch ein Zellsieb gerieben, die Zellsuspension in Greiner
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Rohrchen gegeben, zentrifugiert (1300 rpm / 5 min / RT), der Uberstand (US) abgesaugt
und das Zellpellet erneut in 7 ml HBSS aufgenommen. Die Zellen wurden gezahlt (1:50
Verdiinnung in Trypanblau) und jeweils 4x10° Thymozyten in ein entsprechendes
Eppendorf Reaktionsgefd umgefiillt. CD4+ T-Zellen aus Lymphknoten wurden mittels
MACS-Methodik isoliert (s.u. 2.2.3.1). Nach Trennung am MACS wurde die
Zellsuspension zentrifugiert, der US abgesaugt, das Zellpellet in 6 ml HBSS
aufgenommen und die Zellen gezdhlt. Je 4x10° Thymozyten und CD4+ T-Zellen
wurden mit MnCl,, PMA, SDF1-a oder CD3e-Ak (Biotin-Ak mit anschlieender

Kreuzvernetzung durch Streptavidin) stimuliert.

Stimulationsbedingungen und Konzentrationen:

e Kontrolle 1: kein Stimulus (negative Kontrolle)

e Kontrolle 2: 2 mM MnCl; in PBS (positive Kontrolle)
e PMA: 100 ng/ml

e SDF-la: 100 ng/ml

e C(CD3e-Ak: 10 pg/ml

Nach Zugabe der Stimuli inkubierten die Zellen in den Reaktionsgefdlen mit

gedffnetem Deckel fiir 30 min bei 37°C im Brutschrank.

Die beschichteten Petrischalen vom Vortag wurden auf RT gebracht, einmal mit 1 ml
HBSS gewaschen, die stimulierten Zellen aus dem Reaktionsgefa3 auf die Petrischalen
gegeben und fiir 30 min bei 37 °C im Brutschrank inkubiert. Danach wurde die
Zellsuspension aus der Petrischalen vorsichtig abgesaugt und jede Petrischale 3x mit

jeweils 1 ml HBSS fiir jeweils 10 min auf einem Schiittler gewaschen.

Die adhérierten Zellen wurden mit 1 ml 3,5 % PFA in PBS fixiert und die an FN

adhérierten Zellen unter einem Mikroskop ausgezéhlt.

2.2.7 Messung der Aktin-Polymerisation

Zur Messung der Aktinpolymerisation wurden isolierte CD4+ und CD8+ T-Zellen aus
Lymphknoten verwandt.
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Zur Stimulation wurden folgende Reagenzien eingesetzt:

e SDF-la: 100 ng/ml
e (CD3e-Ak: 10 pg/ml
e Streptavidin: 20 pg/ul

(zur Kreuzvernetzung der CD3e-Biotin-Antikorper)

FA-T-Puffer:
e 4% PFA in PBS

e 0,2 % Saponin in PBS

Zu jeder Versuchsreihe gehdrten drei Ansitze:
l. Zellen ohne jegliche Farbung — nur mit FA-T Puffer behandelt

2. unstimulierte, mit TRITC-Phalloidin geférbte und in FA-T-Puffer fixierte Zellen
(Negativkontrolle)

3. Stimulierte, mit TRITC-Phalloidin gefarbte und in FA-T-Puffer fixierte Zellen
(Positivkontrolle)

Fiir die Stimulation wurden die Zellen auf 1x10° Zellen/ml eingestellt. Pro Zeitwert
wurden jeweils 100 ul der Zellsuspension in ein FACS-Réhrchen verteilt. Sodann
wurden 100 pl des Stimulus in der entsprechend angegebenen Konzentration bei RT
zugegeben. Bei der Stimulation mit dem CD3e-Ak inkubierte der Primérantikdrper
zuerst fiir eine Minute bei RT, anschlieBend wurde nach Zugabe von Streptavidin die
Zeit entsprechend der Stimulation mit SDF-la gemessen. Am Ende der jeweiligen
Inkubationszeit wurden 100 pl des FA-T Puffers zum Stoppen der Stimulation und
Fixierung der Zellen zugesetzt. Das FACS-Rohrchen wurde kurz gevortext, die Zellen
inkubierten fiir 15 Minuten bei RT und anschlieBend wurden 100 pl einer 1:200
TRITC-Phalloidin-Lésung in PBS fiir 15 min zugegeben (Stock-Konzentration 0,1 mg /
1 ml Ethanol). Anschliefend wurden 3 ml PBS zugesetzt, bei 1200 rpm / 4°C fiir 10
min zentrifugiert, der Uberstand verworfen und die Zellen in 300 pl PBS / 1% PFA

aufgenommen. AnschlieBend wurden die Zellen am Durchflusszytometer analysiert.
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2.2.8 Aktinfarbung fur die Konfokalmikroskopie

Fiir die Aktinfairbung wurden isolierte CD8+ T-Zellen aus Lymphknoten von OT1-
TCR-PKBtg und OTI1-TCRtg Miusen auf 1x10%ml eingestellt. Fiir die Stimulation
wurden je 200 pl der Zellsuspension fir 1 min mit CD3e-Biotin-Ak in einer
Konzentration von 5 pg/ml versetzt und anschlieBend Streptavidin in einer
Konzentration von 10 ug/ml zur Kreuzvernetzung der Ak beigefiigt. Entsprechend der
einzelnen Zeitwerte wurde die Stimulation durch Zufiigen von 1 ml eiskaltem PBS
0,5% BSA gestoppt, das Eppendorf Reaktionsgefdll bei 6000 rpm und 4°C fiir 2 min
zentrifugiert, der Uberstand abgesaugt und die Zellen in 100 ul 4°C kaltem PBS 0,5%

BSA aufgenommen.

Die mit Poly-L-Lysin vorbeschichteten Objekttrager wurden einmal in ddH,O
gewaschen und auf Eis gelegt. Die einzelnen kreisformigen Sektoren des Objekttrigers

wurden mit je 20 pl der Zellsuspension beladen und fiir 10 min inkubiert.

= [00000
/00000
/ N ~ J

Kontrollen Proben

Nicht adhérierte Zellen wurden mit 4°C kaltem PBS abgewaschen. AnschlieBend
wurden die Zellen in den einzelnen Sektoren mit 20 pl 3,5% PFA in PBS fiir 15 min
fixiert und einmal mit PBS gewaschen und gefarbt. Dazu wurde der Objekttriger fiir 10
min in PBS 0,2% Saponin getaucht, dreimal mit PBS gewaschen und anschlieend die
Zellen mit 20 pl PBS 0,5% BSA fiir 15 min zum unspezifischen Blocken bei RT
inkubiert. Nach einmaligem Waschen mit PBS wurden die Zellen mit 20 pl einer
verdiinnten 1:200 TRITC-Phalloidin-Lésung (in PBS/0,5%BSA) fiir 30 min bei RT
inkubiert. Danach wurden die Objekttrager dreimal fiir je 5 Minuten in PBS gewaschen,

getrocknet und mit Mowiol eingedeckt.
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2.2.9 Statistische Analysen

Fiir die statistischen Analysen der Daten wurden die Softwareprogramme SPSS -
Version 11.5.1 (SPSS® Inc.) und Microsoft ® Excel 2000, Microsoft Corporation,

benutzt.

Vor der Testauswahl zur statistischen Berechnung der Migration wurde mit den Daten
eine Kolmogorov-Smirnov-Anpassungsanalyse durchgefiihrt. Bei der Migration von
CD28 k.o. Lymphozyten wurde mit dem Standard-t-Test fiir zwei unabhdngige
Stichproben gearbeitet. Signifikanzen mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von p < 0,05

sind entsprechend gekennzeichnet.

Zum Signifikanznachweis bei der Migration von PKBtg und Wildtyp-Lymphozyten
wurde der Mann-Whitney-Test als nichtparametrischer Test verwandt. Alle errechneten
Signifikanzen waren ebenfalls im Standard-t-Test signifikant. Allerdings konnte in der
Kolmogorov-Smirnov-Anpassungsanalyse (die asymptotische Signifikanz sollte hierbei
gegen 1 streben) keine Normalverteilung fiir alle gegebenen Parameter nachgewiesen
werden. Aus diesem Grund und um der Erfiillung der Testkriterien -eines
nichtparametrischen Tests Rechnung zu tragen, wurde die Analyse der Daten mit dem
Mann-Whitney-Test durchgefiihrt. Verglichen wurden bei den entsprechenden
Analysen jeweils die Einzelwerte der PKBtg Tiere gegen die der Wildtyp-Tiere; p-

Werte kleiner als 0,05 wurden dabei als statistisch signifikant angegeben.

Bei der Adhidsion wurde zum Signifikanznachweis der Standard-t-Test fiir die
Mittelwertgleichheit verwandt. In der Kolmogorov-Smirnov-Anpassungsanalyse wurde
eine Normalverteilung fiir alle gegebenen Parameter nachgewiesen. Alle weiteren
Kriterien zur Erfiillung des T-Tests waren gegeben; p-Werte kleiner als 0,05 wurden als

statistisch signifikant angegeben.
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3 Ergebnisse

3.1 Untersuchungen zur Migration von Lymphozyten

PKB beeinflusst die Zellmigration, die Invasion in die Extrazellulirmatrix und
letztendlich auch die Metastasierungseigenschaften verschiedenster Tumorzellen. In
dieser Arbeit sollte der Einfluss aktiver PKB auf das Migrationsverhalten lymphatischer
Zellen bestimmt werden. Zu diesem Zweck wurde die in vitro Migration PKBtg
Lymphozyten unter dem Einfluss des Chemokins SDF-la mit Wildtyp-Zellen
verglichen und der jeweilige Migrationsindex bestimmt. Dieser entspricht dem
Quotienten aus der Anzahl migrierter Zellen unter SDF-1a-Gabe dividiert durch die

Zellzahl der ohne Chemokin migrierten Zellen.

3.1.1 Migration von Thymozyten

Bei der Untersuchung der Migrationseigenschaften von Thymozyten wurden Gesamt-
Thymozyten von PKBtg und Wildtyp-Mausen eingesetzt. 4x10° Thymozyten wurden
mit SDF-1a (100 ng/ml) fiir 2,5 Stunden im Transwell-System bei 37°C inkubiert. Die
Unterscheidung der migrierten Thymozyten in DP-, DN-, CD4 SP- und CD8 SP-
Thymozyten wurde durchflusszytometrisch anhand der Analyse der CD4- und CDS-

Expression der migrierten Zellen getroffen.

Aus der Abbildung 3.1 geht hervor, dass von den vier genannten
Thymozytenpopulationen die DP-Thymozyten, sowohl bei den PKBtg als auch bei den
Wildtyp-Maéusen, die stirkste Migration auf SDF-1a zeigten. Sie wanderten im Mittel
2-3x besser als SP- und DN-Thymozyten. Interessanterweise migrierten alle
Thymozytensubpopulationen der PKBtg Maiuse schlechter, da sie einen ca. 50%
niedrigeren Migrationsindex (MI) als die entsprechenden Populationen der Wildtyp-

Maiuse aufwiesen.
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a) CD4+ Thymozyten b) DP-Thymozyten
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Abbildung 3.1 — Vergleich der Migration von DN-, CD4+, CD8+ und DP-Thymozyten von PKBtg
(PKB) und Wildtyp-Mausen (WT) auf SDF-1a (100 ng/ml), dargestellt als Migrationsindex (Ml) [n =
jeweils 10 Mause; Mann-Whitney-Test; *p < 0.05].

3.1.2 Migration von T- und B-Zellen

3.1.21 Lymphozyten der Milz

Bei der Beurteilung der Migrationseigenschaften von Lymphozyten der Milz wurden
Milzsuspensionen von PKBtg und Wildtyp-Mé&usen eingesetzt. Die Unterscheidung der
migrierten Zellen in CD4+ und CD8+ T-Zellen sowie B-Zellen wurde durch
anschlieBende FACS-Fiarbung und Analyse der CD4-, CD8- und B220-Expression
getroffen. Sowohl CD4+ als auch CD8+ T-Zellen aus der Milz von PKBtg Méusen

wiesen einen hoheren Migrationsindex (Abb. 3.2) als die entsprechenden Lymphozyten
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aus Wildtyp-Méusen auf. PKBtg CD4+ T-Zellen der Milz migrierten im Mittel doppelt
so gut wie Wildtyp CD4+ T-Zellen; PKBtg CD8+ T-Zellen wanderten ca. 30% mehr als
CD8+ T-Zellen aus Wildtyp-Médusen.

(a) CD4+ T-Zellen (b) CD8+ T-Zellen
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Abbildung 3.2 — Migration von CD4+ und CD8+ T-Zellen der Milz aus PKBtg (PKB) und Wildtyp-
Mausen (WT) auf SDF-1a, dargestellt als MI [n = jeweils 9 Mause; Mann-Whitney-Test; *p < 0.05;].

3.1.2.2 Lymphozyten der Lymphknoten

Bei den Untersuchungen zur Migration von Lymphozyten aus Lymphknoten wurden
isolierte CD4+, CD8+ T-Zellen sowie B-Zellen von PKBtg mit den Zellpopulationen
aus Wildtyp-Midusen verglichen. PKBtg T-Zellen und B-Zellen migrierten mehr als
doppelt so gut wie vergleichbare Lymphozyten aus Wildtyp-Mausen.
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(c) CD4+ T-Zellen
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Abbildung 3.3 — Vergleich der Migration von T- und B-Zellen aus Lymphknoten von PKBtg und
Wildtyp-Mausen nach Stimulation mit SDF-1a [n = jeweils 6 Mause aus drei Experimenten; Mann-
Whitney-Test; *p < 0.05].

3.1.3 Migration von CD28-defizienten Lymphozyten

CD28 ist ein wichtiges kostimulatorisches Molekiil fiir die T-Zellaktivierung und
CD28-defiziente (CD28 k.o.) T-Zellen zeigen eine verringerte T-Zellaktivierung und
Proliferation nach TCR-Stimulation. Es sollte hier untersucht werden, ob CD28-
Defizienz die Migration von T-Zellen beeinflusst. In den jeweiligen Versuchen wurde
das Migrationsverhalten von T-Zellen aus Lymphknoten und Milz sowie das von B-

Zellen aus Lymphknoten untersucht.
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Abbildung 3.4 — Vergleich der Migration von T- und B-Zellen aus Lymphknoten von CD28 k.o. und

Wildtyp-Mausen [n = jeweils 6 Mause aus drei Experimenten; Standard-T-Test; *p < 0.05].
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Bei den Experimenten zur Migration von Lymphozyten aus Lymphknoten (Abb. 3.4)
wiesen CD28 k.o. CD4+ T-Zellen im Vergleich zu den wildtypischen CD4+ T-Zellen
einen um etwa ein Drittel reduzierten Migrationsindex auf. CD8+ T-Zellen von CD28
k.o. und Wildtyp-Méausen migrierten dagegen gleich gut. B-Zellen, die kein CD28 auf
ihrer Zelloberfliche exprimieren, sollten durch CD28-Defizienz nicht betroffen sein und

zeigten das gleiche Migrationsverhalten wie wildtypische B-Zellen.
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Abbildung 3.5 — Vergleich der Migration von CD4+ und CD8+ T-Zellen aus der Milz von CD28 k.o.

und Wildtyp-Mausen [n = jeweils 6 Mause aus drei Experimenten; Standard-T-Test; *p < 0.05].

CD4+ T-Zellen und v.a. CD8+ T-Zellen aus der Milz von CD28 k.o. Miusen migrierten
schlechter als die entsprechenden Wildtyp-Zellen (Abb. 3.5).

Zusammenfassend zeigen die Versuche zur Migration, dass erhohte PKB-Signale die
Migration beeinflussen. Sowohl B- als auch T-Zellen aus der Milz und den
Lymphknoten PKBtg Méuse zeigten nach SDF-la Stimulation im Vergleich zu den
Wildtyp-Médusen ein signifikant gesteigertes Migrationsverhalten. Ferner reagierten
CD28 k.o. T-Zellen schlechter auf SDF-la als Wildtyp-Zellen. PKBtg Thymozyten
verhielten sich interessanterweise entgegengesetzt zu den peripheren T-Zellen, da sie
weniger gut als die Wildtyp-Thymozyten migrierten. Dies zeigt, dass PKB-Signale die

Migration von Thymozyten und peripheren Lymphozyten differentiell beeinflussen.
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3.2 CXCR4-Expression auf Thymozyten und Lymphozyten

CXCR4 ist ein alpha-Chemokinrezeptor, der spezifisch fiir SDF-1a/B (auch CXCL12
genannt) ist. CXCR4 ist zudem einer der Chemokinrezeptoren, der es HI-Viren
ermoglicht, CD4+ T-Zellen zu infizieren. Da PKBtg Thymozyten und periphere
Lymphozyten Unterschiede in der SDF-1a-induzierten Migration aufwiesen, stellte sich
die Frage, ob das unterschiedliche Migrationsverhalten durch unterschiedliche
Expression von CXCR4 auf der Zelloberfliche der verschiedenen Lymphozyten-
Populationen  bedingt ist. Daher wurde die Expression von CXCR4

durchflusszytometrisch untersucht.

3.21.1 CXCR4-Expression auf Thymozyten
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Abbildung 3.6 - CXCR4-Expression auf Thymozyten-Subpopulationen von PKBtg und WT-Madusen
nach Farbung mit CD4-, CD8- und CXCR4-Antikérpern und durchflusszytometrischer Analyse. Die
rote Linie kennzeichnet die CXCR4-Expression auf PKBtg Zellen, die griine Linie die Expression auf WT-
Zellen. Isotypkontrolle fir PKBtg Zellen dunkelgrau; fir WT-Zellen hellgrau.
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Zunichst wurde die CXCR4-Expression auf Thymozyten-Subpopulationen von PKBtg
und WT-Maéusen analysiert. Wie aus Abb. 3.6 hervorgeht, war die CXCR4-Expression
sowohl auf DN- und DP-Thymozyten als auch auf CD8+ und CD4+ Thymozyten
zwischen PKBtg und WT-Tieren vergleichbar.

3.21.2 CXCR4-Expression auf peripheren Lymphozyten

Milzzellen wurde zur Analyse der CXCR4-Expression mit Ak gegen CD4, CD8 oder
B220, IgM sowie CXCR4 gefarbt und durchflusszytometrisch analysiert.

(a) CD4+ T-Zellen (b) CD8+ T-Zellen
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Abbildung 3.7 - CXCR4-Expression auf Lymphozyten der Milz. CXCR4-Expression auf der
Zelloberflache von (a) CD4+ T-Zellen, (b) CD8+ T-Zellen und (c) B-Zellen der Milz. Die rote Linie
kennzeichnet die Expression von CXCR4 auf PKBtg Zellen, die griine Linie die Expression auf WT-Zellen.

Die Isotypkontrollen sind grau dargestellt. Die Abb. ist reprasentativ fir jeweils vier analysierte Mause.
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Die Expression von CXCR4 auf Lymphozyten der Lymphknoten wurde wie fiir
Milzzellen beschrieben durchgefiihrt.

(a) CD4+ T-Zellen (b) CD8+ T-Zellen
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Abbildung 3.8 — CXCR4-Expression auf CD4+ und CD8+ T-Zellen und B-Zellen aus Lymphknoten.
Dargestellt ist die Expression von CXCR4 auf der Zelloberflache von (a) CD4+ und (b) CD8+ T-Zellen
sowie (c) B-Zellen aus den Lymphknoten an reprasentativen Beispielen. Die rote Linie kennzeichnet die
Expression von CXCR4 auf PKBtg Zellen, die griine Linie die Expression der WT Zellen, die grauen Linien
die Isotypkontrollen.

Die Analyse der CXCR4-Expression auf T-Lymphozyten der Milz zeigte eine sehr
schwache Expression auf CD4+ und CD8+ T-Zellen, die vergleichbar zwischen WT-
und PKBtg-Zellen war. B-Zellen zeigten eine stirkere und vergleichbare CXCR4-
Expression. Auf CD4+ und CD8+ T-Zellen der Lymphknoten (Abb. 3.8) konnte die

CXCR4-Expression trotz mehrmaliger Farbungen nur sehr schlecht nachgewiesen
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werden, was auf eine noch niedrigere Expression von CXCR4 als auf T-Zellen der Milz
hinweist. Lediglich eine sehr kleine Population, wahrscheinlich voraktivierte Zellen,
zeigten eine starke CXCR4-Farbung. Unterschiede zwischen PKBtg und WT-Zellen
waren nicht vorhanden. Dagegen war die Expression auf B-Zellen gut nachweisbar,

aber auch hier wurden keine Unterschiede zwischen WT- und PKBtg-Zellen gefunden.

Insgesamt ergaben die Untersuchungen, dass PKBtg T-Zellen und B-Zellen sowie
Thymozyten verglichen mit WT-Méiusen keine wesentlichen Unterschiede in der

CXCR4-Expression aufweisen.

3.3 Untersuchungen zur Adhasion von Lymphozyten

Um im Falle einer Infektion zum Entziindungsherd zu gelangen, miissen Lymphozyten
gegebenenfalls grofere Distanzen iliberwinden. Am Ort der Infektion miissen die
Lymphozyten das Blut- und Lymphsystem verlassen. Dazu ist zunéchst die Adhésion an
das Endothel notwendig, die iiber verschiedene Molekiile gesteuert wird. Verwoben mit
grolen extrazelluldren Proteoglycanen bilden faserige Matrixproteine wie Kollagen,
Elastin und Fibronektin (FN) ein querverstrebtes Netzwerk, das der Extrazelluldrmatrix
(ECM) Festigkeit und Elastizitét verleiht. Einige dieser Proteine sind multiadhisiv; sie
enthalten Bindungsstellen fiir mehrere verschiedene Matrixmolekiile [114]. FN ist ein
extrazellulires Glykoprotein, das bei vielen physiologischen Abliufen, u.a. der
Reparatur von Geweben, der Embryogenese, der Blutgerinnung und Adhésion von
Zellen eine wichtige Rolle spielt. FN besitzt seperate Doménen fiir die Bindung von
Fibrin, Heparansulfat, Kollagen und die Plasmamembranproteinfamilie der Integrine
[114], etwa dem a-Integrin VLA-4 (CD49d). Integrine vermitteln die Signaliibertragung

zwischen dem Zellinneren von Lymphozyten und der ECM oder Endothelzellen.

In vitro kann die Adhésionsfahigkeit von Zellen untersucht werden, indem man den
Zellen verschiedene Liganden bietet, an die sie spezifisch adhérieren konnen.
Ungebundene Zellen werden weggewaschen und die spezifisch adhérierten Zellen
ausgezdhlt. In der Arbeit wurde die Adhdsion an FN sowie an ICAM (Interzelluldres
Zell-Adhédsions-Molekiil) untersucht, mit der Fragestellung, ob erhohte PKB-Signale

auch die Adhédsion von Lymphozyten beeinflussen.
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3.3.1 Adhasion an Fibronektin

In den folgenden Versuchen wurde die Adhésion von Thymozyten und CD4+ T-Zellen
an FN aus PKBtg mit WT-Méusen verglichen. Dafiir wurden CD4+ T-Zellen aus
Lymphknoten isoliert, die Zellen mit PMA, SDF-la, CD3-Ak oder MnCl, stimuliert
und anschlieend fiir eine halbe Stunde in den FN-beschichteten Petrischalen bei 37°C
inkubiert. MnCl, diente dabei als positive Kontrolle, da es Bindungsstellen der Integrine
besetzt, die iiber eine Konformationsdnderung des Molekiils die Adhédsion ermoglichen
[115]. Die adhirierten Zellen wurden fixiert und je Petrischale drei Gesichtsfelder (GF)

ausgezihlt.
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Abbildung 3.9 — Adhésion von CD4+ T-Zellen aus Lymphknoten an Fibronektin. Der Graph zeigt die
Zellzahlen an FN adharierter CD4+ T-Zellen aus den Lymphknoten von WT-Mausen und PKBtg-Mausen
pro Gesichtsfeld nach Stimulation mit PMA (100 ng/ml), SDF-1a (100 ng/ml), CD3-Ak (10 pg/ml) und
MnCl; (2 mM); n = jeweils 12 Mause; T-Test fir die Mittelwertgleichheit: * p < 0.05.

Abbildung 3.9 zeigt, dass zwischen unstimulierten und mit MnCl, stimulierten WT- und
PKBtg Zellen Unterschiede in der Adhdsion an FN auftraten, die allerdings nicht
signifikant waren. MnCl, fiihrte zu einer sehr starken Adhdsion der Zellen, die ca. Sfach
hoher als bei den anderen Stimulationsbedingungen war. Bei CD3-Stimulation ergab

sich eine Reduktion in der Adhédsion in PKBtg CD4+ T-Zellen gegeniiber WT-Zellen,
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diese war im Rahmen der Untersuchungen aber nicht signifikant (p=0,302). Dagegen
zeigten PKBtg Zellen nach Aktivierung durch PMA sowie SDF-1a eine deutliche und
signifikante Reduktion von ca. 30% in der Adhdsion an FN im Vergleich zu den

Wildtyp-Zellen.

In gleicher Weise wurden Gesamt-Thymozyten von Wildtyp- und PKBtg Méausen
hinsichtlich ihrer Adhédsion an FN analysiert.
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Abbildung 3.10 — Adhasion von Thymozyten aus PKBtg und WT-Mausen an Fibronektin.

Gesamt-Thymozyten von PKBtg und WT-Mausen wurden mit PMA (100 ng/ml), SDF-1a (100 ng/ml),
MnCl; (2 mM) oder CD3-Ak (10 pg/ml) stimuliert und die Adhasion an Fibronektin bestimmt. Der Graph
zeigt die Anzahl adharierter Thymozyten pro ausgezahltem Gesichtsfeld (GF); n = jeweils 12 Mause; T-
Test fir die Mittelwertgleichheit; *p < 0.05.

Abbildung 3.10 zeigt, dass nicht und mit MnCl, stimulierte Wildtyp- und PKBtg
Thymozyten gleich gut adhirieren. Nach CD3-Stimulation waren ebenfalls keine
signifikanten Unterschiede nachweisbar. Interessanterweise adhédrierten PKBtg
Thymozyten aber deutlich besser an FN, wenn sie mit PMA oder SDF-1a stimuliert
wurden. Insgesamt geht aus den Versuchen zur Adhésion an FN hervor, dass myrPKB

die Adhédsion von Thymozyten sowie CD4+ T-Zellen nach PMA- und SDF-lo-
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Stimulation beeinflusst, aber keinen signifikanten Einfluss bei CD3-Stimulation
aufweist. Wahrend erhohte PKB-Signale somit die Adhédsion von Thymozyten steigern,
fiihren PKB-Signale in peripheren CD4+ T-Zellen zu einer verminderten Adhésion an

Fibronektin.

3.3.2 Adhasion an ICAM-1

ICAM-Molekiile sind am Bindungsprozess zwischen Zellen oder an die ECM
involviert. Sie bestehen aus einer intrazelluliren Doméine, die mit dem Zytoskelett
interagiert, einer Transmembrandoméne und einer extrazelluliren Doméne, die andere
Zelladhdsionsmolekiile (homophilic binding) oder die ECM (heterophilic binding)
binden kann. ICAM-1 (CD54) gehort zur Immunglobulinsuperfamilie und wird
vorwiegend von aktiviertem Endothel exprimiert. Zu den Liganden gehoren LFA-1

(CDI11a/CD18) und Mac-1 (CD11b / CD18) auf diversen Lymphozyten.
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Abbildung 3.11 — Adhdsion von CD4+ T-Zellen aus Lymphknoten an ICAM-1.

Der Graph zeigt die Anzahl adhéarierter CD4+ T-Zellen aus Lymphknoten von Wildtyp- im Vergleich zu
PKBtg Mausen nach Stimulation mit PMA (100 ng/ml), SDF-1a (100 ng/ml), CD3-Ak (10 pug/ml) und MnCl,
(2 mM) far 30 min.; n = jeweils 9 Mause; T-Test flr die Mittelwertgleichheit; *p < 0.05.

Bei den Analysen zur Adhdsion an ICAM-1 wurden aus Lymphknoten isolierte CD4+
T-Zellen und Thymozyten von PKBtg und Wildtyp-Méusen verglichen. Die Zellen
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wurden, wie bei der Adhédsion an FN beschrieben mit PMA, SDF-1a, CD3-Ak sowie
MnCl, aktiviert, wobei MnCl, als positive Kontrolle fungierte.
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Abbildung 3.12 — Adhdsion von Thymozyten aus PKBtg und WT-Mausen an ICAM-1.

Thymozyten von PKBtg und WT-Mausen wurden fir 30 min mit PMA (100 ng/ml), SDF-1a (100 ng/ml),
MnCl; (2 mM) und CD3-Ak (10 pg/ml) stimuliert und die Adhasion der Zellen an ICAM-1 bestimmt. Der
Graph zeigt die Anzahl adhéarierter Thymozyten pro ausgezahltem Gesichtsfeld (GF); n = jeweils 9 Mause;
T-Test fiir die Mittelwertgleichheit; *p < 0.05.

Wie aus der Abbildung 3.11 hervorgeht, zeigten CD4+ T-Zellen aus PKBtg und WT-
Maiusen nach Aktivierung durch MnCl, eine gleich starke Adhdsion an ICAM-1.
Dagegen wiesen PKBtg CD4+ T-Zellen nach Stimulation mit PMA sowie SDF-1a eine
um ca. 30% reduzierte Adhésion auf. Nach CD3-Stimulation kam es ebenfalls zu einer
reduzierten Adhision PKBtg CD4+ T-Zellen, die allerdings nicht signifikant war. Somit
haben erhohte PKB-Signale bei PMA- oder SDF-la Stimulationsbedingungen einen

negativen Einfluss auf die Adhésion.

In analoger Weise wurde die Adhdsion von Thymozyten untersucht (Abb. 3.12). Hier
zeigten PKBtg Thymozyten nach Stimulation mit PMA und SDF-1la eine signifikant
erhohte Adhdsion an ICAM-1, wihrend bei MnCl,-Gabe keine Unterschiede
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nachweisbar waren. Bei CD3-Stimulation zeigten PKBtg Zellen auch eine erhohte

Adhision, jedoch ergab sich in den Versuchen keine Signifikanz.

Insgesamt zeigen die Versuche zur Adhidsion sowohl an ICAM-1 als auch an
Fibronektin, dass erhohte PKB-Signale in Thymozyten deren Adhésion fordern,
wihrend PKB-Signale in peripheren CD4+ T-Zellen deren Adhésion verringern.

3.4 Analyse der CD11a-, CD18- und CD49d-Expression

Leukozyten exprimieren auf ihrer Zelloberfliche eine Vielzahl an Molekiilen, die an

Adhésionsprozessen beteiligt sind, darunter B1- und B2-Integrine.

Zu dem B2-Integrinen gehdren neben LFA-1 (leukocyte function-associated antigen I,
CD11a/CD18, olLp2-Integrin), das an ICAM-1 bindet noch drei weitere of}-
heterodimere Molekiile: Mac-1 (Macrophage-1 antigen, CD11b/CD18, aMp2-Integrin),
CR4 (complement receptor 4, CD11c/CD18, aXp2-Integrin) und das adf2-Integrin
(CD11d/CD18, ITAD-Antigen).

Zu den Pl-Integrinen gehoren u.a. das o4Pl-Integrin (CD49d/CD29), das an
Fibronektin, VCAM-1, MAdCAM-1 und Kollagen bindet [116].

Die vorherigen Versuche zeigten ein deutlich verdndertes Verhalten von PKBtg Zellen
hinsichtlich der SDF-1a- sowie PMA-induzierten Adhdsion an FN und ICAM-1. Es
stellte sich daher die Frage, ob PKBtg und Wildtyp-Zellen eine unterschiedliche
Oberflachenexpression von ICAM-1- bzw. FN-Rezeptoren aufweisen. Fiir die Versuche
wurden Lymphknoten von Wildtyp- und PKBtg Méiusen pripariert und die Zellen von
jeweils zwei Tieren gepoolt. AnschlieBend wurden die Lymphknotenzellen fiir CD4,
CD8, CDlla, CDI8 oder CD49d gefarbt und die Expression der entsprechenden

Molekiile durchflusszytometrisch bestimmt.

Hinsichtlich der Expression von CD11a und CD18, also LFA-1 (Abb. 3.13), zeigten
PKBtg CD4+ T-Zellen und noch stirker PKBtg CD8+ T-Zellen eine hohere Expression
als Wildtyp-Zellen. Die CD49-Expression auf CD4+ T-Zellen war in PKBtg Zellen
vergleichbar, aber in PKBtg CD8+ T-Zellen deutlich schwicher als in WT-Zellen.



Ergebnisse

66

CD4+ T-Zellen CDS8+ T-Zellen Molekiil
2 2 CDl11a
MFI: MFI: (o -UE
"1 wt=572,5149939 "1 wt=671,19£33,51 vom f3,-Inte-
tg = 696,43 + 84,34 19=969,54 + 118,84 grin LFA-1)
= T T T T . T
100 10! 102 103 104 100 10! 102 103 10¢
FL3-Height FL3-Height
2 2 CD18
MFI: MFI: (B2-Integrin
F1 wi=430,63+77,94 g 1 Wt=704,84+41,88 UE von
tg = 580,1 + 44,45 tg = 919,32 + 61,64 LFA-1)
8 3
WT
= " = b
, . , ~ .
1Cp 101 FL31IE|.2eight 103 104 100 10 FLSlazeight 163 104
= 2 CD49d
REE o wrRe (o4-Unter-
wt=42,29 + 8,53 wt = 93,35 £ 5,93 einheit von
=] to=3198£182 o tg = 59,86 + 5,04 B1-Integrin)
w2 o
ﬁ] A
T T T = T T T —- —
100 10! 102 103 104 100 10! 102 103 104
FL3-Height FL3-Height

Abbildung 3.13 — Expression von CD11a, CD18 und CD49d auf CD4+ und CD8+ T-Zellen aus
Lymphknoten von PKBtg Mausen im Vergleich zu Wildtyp-Mausen. Dargestellt sind reprasentative
Histogramme von Wildtyp- (griine Linie) oder PKBtg T-Zellen (rote Linie). Die MFI (mean fluorescence

intensity)-Werte mit Standardabweichung reprasentieren je 3 PKBtg sowie Wildtyp-Mause.
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3.5 Messung der F-Aktin-Polymerisation

Aktin liegt in zwei Formen vor: globuldres (G-)Aktin kann unter einem ATP-
verbrauchenden  Prozess zu fibrillirem (F-)Aktin  polymerisieren. Neben
zellformstabilisierenden Aufgaben als Bestandteil des Zytoskeletts wird Aktin eine
wichtige Rolle bei der Zellmigration im Sinne eines gerichteten Auf- und

Abbauprozesses des F-Aktins und konsekutiv erfolgender Migration zugeschrieben.

In welchem Ausmall nach Zellstimulation eine Aktinpolymerisation stattfindet, kann
untersucht werden, indem die Aktinpolymere zu einem bestimmten Zeitpunkt arretiert,
gefarbt und mittels FACS-Analyse dargestellt werden. Dafiir wird TRITC-gekoppeltes
Phalloidin (Toxin von Amanita phalloides) eingesetzt, das an Aktin bindet. In den
folgenden Versuchen wurde die Aktinpolymerisation von CD4+ und CD8+ T-Zellen
aus den Lymphknoten von PKBtg und Wildtyp-Méusen vor und nach Stimulation mit
CD3-Ak und SDF1-a untersucht.
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Abbildung 3.14 — F-Aktin in unstimulierten CD4+ und CD8+ T-Zellen. CD4+ und CD8+ T-Zellen aus
PKBtg (rote Linie) und Wildtyp-Mausen (grine Linie) wurden mit TRITC-Phalloidin gefarbt und
durchflusszytometrisch analysiert. Die Starke der Phalloidin-Fluoreszenz spiegelt die Menge an F-Aktin

wieder. Die angegebene MFI und Standardabweichung stammt von jeweils 6 Mausen aus 3 Versuchen.

Dafiir wurden isolierte CD4+ oder CD8+ T-Zellen mit Formaldehyd fixiert und fiir 15
min mit TRITC-Phalloidin gefarbt und dann am Durchflusszytometer analysiert
(Abb.3.14). Mehrere Versuche zeigten, dass CD4+ sowie CD8+ T-Zellen aus PKBtg

Maiusen in unstimuliertem Zustand im Vergleich zu unstimulierten WT-Zellen eine

deutlich erhohte Menge von F-Aktin aufwiesen.
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3.5.1 Aktinpolymerisation nach CD3-Stimulation

In einer weiteren Versuchsreihe wurden isolierte CD4+ T-Zellen aus Lymphknoten mit
biotin-gekoppelten CD3-Ak und anschlieBendem cross-linking der Ak durch
Streptavidin ~ stimuliert und zu verschiedenen Zeitpunkten hinsichtlich der

Aktinpolymerisation durch Farbung mit TRITC-Phalloidin analysiert.
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Abbildung 3.15 — F-Aktinpolymerisation isolierter CD4+ T-Zellen von PKBtg und Wildtyp-Mausen.
CD4+ T-Zellen wurden jeweils fir 5, 10, 30 oder 60 min mit CD3-Ak [10 pg/ml] und Streptavidin [20 ug/ul]
stimuliert und die F-Aktinpolymerisation mittels TRITC-Phalloidin durchflusszytometrisch bestimmt; a) der
Graph zeigt die mittlere Phalloidin-FITC Fluoreszenz eines Experiments; b) Phalloidin-FITC Fluoreszenz
von drei unabhangigen Versuchen mit jeweils 2 Wildtyp- und PKBtg Mausen.

Die Abbildung 3.14 (a) zeigt einen Einzelversuch mit CD4+ T-Zellen aus den
Lymphknoten einer PKBtg und einer Wildtyp-Maus. In Abbildung 3.14 (b) sind die
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Werte zur F-Aktinpolymerisation nach CD3-Stimulation von drei unabhéngigen
Versuchen dargestellt. Die hohen Standardabweichungen ergaben sich dabei aus der
Tatsache, dass in den einzelnen Versuchen bereits die Werte von unstimulierten Zellen
sehr unterschiedlich waren. Die Unterschiede zwischen WT- und PKBtg Zellen
beziiglich des Verlaufs der Aktinpolymerisation waren aber in den drei Experimenten

vergleichbar.

Die Versuche zur F-Aktinpolymerisation nach CD3-Stimulation bei CD4+ T-Zellen
zeigten, dass bereits ohne Stimulation, d.h. zum Zeitpunkt 0, der Anteil von F-Aktin in
PKBtg CD4+ T-Zellen im Vergleich zu den WT-Zellen auftillig erhoht ist. Nach CD3-
Stimulation polymerisierte globuldres Aktin etwas stirker in den PKBtg CD4+ Zellen
nach 5 und 10 Minuten; 30 Minuten nach Stimulation war der Anteil fibrilldiren Aktins
durch Degradation bei persistierendem Unterschied zwischen PKBtg und Wildtyp-
Zellen rickliufig, so dass 60 Minuten nach Stimulation die Menge von F-Aktin

ungefahr auf das Ausgangsniveau zuriickgekehrt war.

Abb. 3.16 zeigt einen analogen Versuch fiir CD8+ T-Zellen aus Lymphknoten von WT-
und PKBtg Méusen.
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Abbildung 3.16 - F-Aktinpolymerisation in CD8+ T-Zellen aus PKBtg und Wildtyp-Mausen nach
Stimulation fiir 2, 5, 10, 30 und 60 min mit kreuzvernetztem CD3-Ak [10ug/ml].
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Ebenso wie CD4+ T-Zellen, zeigten CD8+ T-Zellen aus PKBtg Méusen bereits ohne
Stimulation einen hoheren Anteil fibrillaren Aktins, der nach CD3-Stimulation erhalten

blieb.

Somit fithren PKB-Signale in CD4+ und CD8+ T-Zellen zu einer Zunahme fibrilldren
Aktins in ,,ruhenden® Zellen. Bei TCR/CD3-Stimulation wird innerhalb von 2-10 min in
WT- und PKBtg T-Zellen eine starke Aktinpolymerisation induziert, die sodann
abnimmt, so dass 60 min nach Stimulation die Menge an F-Aktin etwa mit dem

Ausgangsniveau unstimulierter Zellen vergleichbar ist.

3.56.2 Aktinpolymerisation nach SDF-1a-Stimulation

SDF-1a ist ein Chemokin, das proinflammatorisch wirkt und Lymphozytenmigration
induziert. Da Lymphozytenaktivierung mit einer Reorganisation des Zytoskeletts
einhergeht, wurde der Einfluss von SDF-1a auf die Aktinpolymerisation zwischen WT-
und PKBtg-T-Zellen verglichen. Dazu wurden CD4+ bzw. CD8+ T-Zellen aus
Lymphknoten isoliert und mit SDF-1a [100 ng/ml] stimuliert. Die Menge an F-Aktin
wurde in unstimulierten Zellen sowie 15, 30 und 60 sec, bzw. 2, 5, 10, 30 und 60 min

nach Stimulation bestimmt.
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Abbildung 3.17 — F-Aktin in CD4+ T-Zellen aus Lymphknoten von PKBtg und WT-Mausen. CD4+ T-
Zellen wurden mit SDF-1a [100 ng/ml] fir 15, 30 und 60 sec, sowie 2, 5, 10, 30 und 60 min stimuliert und
die Menge an F-Aktin mittels TRITC-Phalloidin Bindung an F-Aktin durchflusszytometrisch bestimmt. In
Graph (a) ist ein Einzelversuch von gepoolten T-Zellen aus jeweils zwei WT- und PKBtg Mausen

dargestellt. In Graph (b) sind die Durchschnittswerte von drei unabhangigen Versuchen dargestellt.

Entgegen der Stimulation mit CD3-Ak fanden die Aktinpolymerisationsprozesse nach
SDF-1a-Stimulation nicht in einem 2-5-miniitigem Zeitrahmen ihr Maximum, sondern
bereits innerhalb der ersten Minuten. Danach kam es rasch zu einer Abnahme an F-
Aktin, allerdings wurde nach 10 min eine zweite Polymerisationsphase beobachtet.
Nach 30 und vermehrt nach 60 min war die Menge an F-Aktin in beiden CD4+ T-
Zelltypen deutlich geringer als in den unstimulierten Zellen. Auch in diesen Versuchen
zeigte sich, dass PKBtg Zellen bereits in unstimuliertem Zustand ein héheres Niveau an
F-Aktin aufweisen. Die SDF-la-induzierte Zunahme an F-Aktin war zwischen WT-

und PKBtg Zellen allerdings vergleichbar.

Analog zu CD4+ T-Zellen wurde die SDF-1a-induzierte Aktinpolymerisation in CD8+
T-Zellen von WT- und PKBtg Maiusen untersucht. Auch hier erfolgte eine verstérkte
Aktinpolymerisation innerhalb der ersten Minute, wonach ein leichter Abfall an F-Aktin
zu beobachten war. Im Gegensatz zu CD4+ T-Zellen blieb die Menge an F-Aktin bis 60
min in CD8+ WT-T-Zellen auf einem hdéheren Niveau als in unstimulierten Zellen.
CD8+ PKBtg T-Zellen zeigten nach Stimulation eine geringere Aktinpolymerisation

und nach 60 min war das F-Aktinniveau unstimulierter Zellen erreicht.
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Abbildung 3.18 - F-Aktinpolymerisation in CD8+ T-Zellen von PKBtg und WT-Mausen nach
Stimulation mit SDF-1a. In Graph (a) ist ein Einzelversuch von gepoolten CD8+ T-Zellen aus jeweils zwei
WT- und PKBtg-Mausen dargestellt. Graph (b) zeigt die Durchschnittswerte von drei unabhangigen
Versuchen. Die Stimulation erfolgte mit SDF-1a fiir 15, 30, 60 sec, bzw. 2, 5, 10, 30 und 60 min.

Zusammengefasst ldsst sich aus den Versuchen zur F-Aktinpolymerisation ableiten,
dass sowohl CD4+ als auch CD8+ T-Zellen von PKBtg-Mausen im Vergleich zu den
jeweiligen WT-Zellen bereits in unstimuliertem Zustand einen markant hoheren Anteil
an fibrillirem Aktin aufweisen. Nach CD3-Stimulation von CD4+ und CD8+ PKBtg-
sowie WT-T-Zellen polymerisierte globuldres Aktin vermehrt zu fibrillirem Aktin mit
einem Maximum bei etwa 5 min nach Stimulation. Zu spéteren Zeitpunkten (30-60 min)
kam es zu einer starken Abnahme an F-Aktin auf das Niveau unstimulierter Zellen.

Nach SDF-1a-Stimulation wurde das Maximum der Aktin-Polymerisation innerhalb der
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ersten Minute nachgewiesen. In CD4+ T-Zellen fiel das Niveau an F-Aktin nach 60 min
auf das Niveau nicht-stimulierter Zellen. Dies war auch fiir PKBtg CD8+ T-Zellen der
Fall, nicht aber fiir WT-CD8+ T-Zellen, die ein hoheres Niveau von F-Aktin aufrecht
erhielten. Somit haben erhohte PKB-Signale einen deutlichen Einfluss auf das
Aktinskelett, da sie Verdnderungen in der Menge an zytoplasmatischem F-Aktin

bewirken.

3.6 Nachweis von F-Aktin durch Konfokalmikroskopie

Die vorherigen Versuche zeigten interessanterweise, dass PKBtg T-Zellen erhdhte
Mengen an F-Aktin bereits in ruhenden Zellen aufweisen. Dies sollte durch konfokale
Mikroskopie bestdtigt werden. Dabei wurden CD8+ T-Zellen aus OT1-TCRtg Miusen
untersucht, die eine Population einheitlich antigenspezifischer T-Zellen darstellen,

sowie CD8+ T-Zellen aus OT1-TCR / PKB doppelttransgenen Mausen.

F-Aktin

TCR
. . N

Abbildung 3.19 — Nachweis der TCR-Expression und von F-Aktin in unstimulierten CD8+ T-Zellen
aus OT1- und OT1-PKBtg-Mausen. Die Zellen wurden mit TCR-FITC-Ak und TRITC-Phalloidin gefarbt
und am Konfokalmikroskop untersucht.

Abbildung 3.19 zeigt, dass die TCR-Expression in WT- und PKBtg T-Zellen dhnlich ist.
Dagegen weisen OT1-PKBtg CD8+ T-Zellen einen deutlich breiteren ,,Ring™ an F-
Aktin auf als die entsprechenden OT1+ CD8+ T-Zellen.
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4 Diskussion

Eine zielgerichtete zellulire Bewegung ist der Grundstein fiir Wachstum und
Organogenese, fir den Erhalt einer lebensnotwendigen Homoostase, fir die
Wundheilung und fiir die Funktion des Immunsystems. Au3erdem hat die Zellmobilitit
entscheidenden Einfluss auf die Metastasierungsfahigkeit verschiedenster Tumoren.
Eine zielgerichtete Beweglichkeit von Zellen (Migration) entlang eines Gradienten, z.B.
eines Chemokins (Chemotaxis), wird einerseits durch die zielgerichtete Organisation
von filamentosem F-Aktin, andererseits iiber Adhdsionsmolekiile, wie Integrine, gelenkt
[117]. Der Einfluss von PKB auf die Zellmigration, auf Adhésionsprozesse, die
Invasion der ECM und die Metastasierungseigenschaften von Tumoren ist unvollstindig
geklart. Dies liegt zum einen daran, dass unterschiedliche ,,Isoformen* von PKB in
unterschiedlichen Zelltypen und Tumorgeweben die Migration entweder hemmen oder
verstdrken. Dariiber hinaus scheint es entscheidend zu sein, ob die entsprechenden
PKB-,,Isoformen®“ in den jeweiligen Geweben homo- oder heterozygot exprimiert

werden.

In der vorliegenden Arbeit wurden Mause untersucht, die heterozygot eine konstitutiv-
aktive Form der PKBa (myrPKB) in T- und auch in B-Zellen exprimieren. Versuche zur
Migration von Thymozyten auf SDF-1a zeigten, dass alle Thymozytensubpopulationen
PKBtg Tiere schlechter migrierten als die entsprechenden Wildtyp-Populationen. Von
den vier (DN, DP, CD4+ und CD8+) Thymozytenpopulationen wiesen DP-Thymozyten
sowohl bei den Wildtyp- als auch bei den PKBtg Maiausen die besten
Migrationseigenschaften auf. Sie wanderten im Mittel dreimal besser als die anderen
Thymozytenpopulationen.

Periphere CD4+ als auch CD8+ T-Zellen aus der Milz von PKBtg Tieren wiesen einen
hoheren Migrationsindex auf als CD4+ und CD8+ T-Zellen von Wildtyp-Mausen. Sie
migrierten nach SDF-loa-Gabe im Mittel doppelt so gut wie die entsprechenden
Wildtyp-Zellen. Dies trifft auch fiir CD8+ T-Zellen und B-Zellen aus den Lymphknoten
PKBtg Miuse zu. Bei den Experimenten zur SDF-la-induzierten Migration von T-
sowie B-Zellen aus Lymphknoten von CD28” Miusen zeigten CD28”~ CD4+ T-Zellen

einen um etwa 1/3 reduzierten Migrationsindex im Vergleich zu den Wildtyp-Zellen,
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wéhrend CD8+ T-Zellen beider Mauslinien gleich gut migrierten. B-Zellen aus CD28"
Maiusen migrierten nach SDF-1a-Gabe so gut wie B-Zellen aus Wildtyp-Mausen. Dies
ist zu erwarten, da B-Zellen kein CD28 auf ihrer Zelloberflache exprimieren und daher
durch CD28-Defizienz nicht betroffen sein sollten. Diese Ergebnisse zeigen, dass
CD28-Signale die T-Zellmigration auf SDF-1a positiv beeinflussen. Da PKB u.a. iiber
CD28-Ligation aktiviert wird, stellt sich fiir zukiinftige Versuche die Frage, ob erhdhte
PKB-Signale in CD28" Miusen ein Fehlen von CD28 bei der T-Zellmigration ersetzen
kann. Zudem soll geklirt werden wie PKB auf molekularer Ebene die SDF-1la-

induzierten Signalprozesse beeinflusst.

Des weiteren wurde in der vorliegenden Arbeit die Adhdsion von Thymozyten und
CD4+ T-Zellen aus PKBtg und Wildtyp-Tieren an Fibronectin (FN) und ICAM-1
(CD54) verglichen. Dabei wurden die Zellen mit PMA, SDF-1a, CD3-Ak oder MnCl,
stimuliert. ICAM-1 gehért zur Immunglobulinsuperfamilie und wird u.a. auf
aktiviertem Endothel exprimiert. Zu den Liganden gehdren LFA-1 (CD11a/ CD18) und
Mac-1 (CD11b / CD18), die auf verschiedenen Lymphozyten exprimiert werden. Bei
den Versuchen zur Adhidsion an FN und ICAM-1 zeigte sich, dass myrPKB die
Adhision sowohl von Thymozyten als auch von CD4+ T-Zellen aus Lymphknoten
beeinflusst: CD4+ T-Zellen aus PKBtg Méusen adhérierten schlechter, wiahrend PKBtg
Thymozyten, die eine signifikant schlechtere SDF-1a-induzierte Migration aufwiesen,

besser als WT-Thymozyten an FN und ICAM-1 adhérierten.

Es stellt sich die Frage, welche Bedeutung diese Resultate fiir die adaptive
Immunantwort und die durch PKB gesteigerte Entwicklung von Lymphomen haben
konnte. Es ist anzunehmen, dass Migration und Adhésion miteinander gekoppelt sind.
Eine zu intensive Adhidsion, z.B. an das Endothel, reduziert die Fahigkeit zur
Extravasation und Migration; andererseits ist ohne Adhédsion das Verlassen des
Gefillsystems und die anschlieende Migration durch die ECM nicht moglich. In der
Einleitung wurde der Phinotyp der einzelnen PKB-defizienten Méuse dargestellt. Zum
weiteren Verstdndnis obiger Fragestellung konnen Experimente mit PKBtg Méusen
aufgefiihrt werden, die genutzt wurden, um den Einfluss von PKB auf verschiedene

zelluldre Signaltransduktionskaskaden zu ergriinden.

Die Generierung transgener Mause, die durch N-terminale Myristylierung der PKB eine

konstitutiv-aktive Form der PKB in T-Lymphozyten exprimieren, wie die in dieser
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Arbeit verwendeten tg Méuse, zeigten die Entwicklung vom Lymphomen; ein GrofB3teil
der Tiere starb zwischen dem 100. und 200. Lebenstag [95, 118, 119]. Genauere
Untersuchungen der Thymi dieser Tiere zeigten, dass die Thymozyten grofler als die
nicht-transgener Mause waren, die Thymi sich in ihrer Grof3e aber nicht unterschieden,
da die Gesamtzellzahl der Thymozyten der tg Tiere deutlich niedriger war [118].
Diskutiert wurden diese Ergebnisse dahingehend, dass Thymus-interne Mechanismen
durch Einflussnahme auf die Zellproliferation die Organgrofle regulieren. Isolierte
Thymozyten PKBtg Méuse zeigten in Kultur eine gesteigerte Zellzyklusprogression und
erhohte Zyklin D3-Spiegel [76]. Weitere Untersuchungen zeigten, dass durch myrPKB
die positive und negative Selektion von Thymozyten beeinflusst wird, und PKB {iber
Lck, Erk, Cbl-c, und GSK3 die Aktivierung von T-Zellen beeinflusst [98]. Der Einfluss
aktiver PKB auf die friihen Entwicklungsphasen von Thymozyten beruht auf deren
Interaktion mit vom pra-TCR ausgehenden Signalprozessen sowie der Regulation der
durch  IFN-y-induzierten  Signaltransduktionskaskade in den DN - DP
Differenzierungsstadien [97]. Es konnte daher sein, dass die beobachtete schlechtere
Migration und stirkere Adhdsion PKBtg Thymozyten die Differenzierungs- und

Selektionsprozesse der Thymozyten beeinflusst.

In peripheren T-Zellen ist PKB ein wichtiger Effektor der PI3K [120], die entscheidend
die Migration iiber den Phospholipid-Signalweg steuert [121]. In Dictyostelium, einem
Schleimpilz, konnte durch Deletion gezeigt werden, dass bei Fehlen von PI3K1,2,3 die
Zellen langsamer migrieren und eine reduzierte Zellpolaritit aufweisen [122]. Auch fiir
PKB und PKBR-1 (PKB related protein 1; dem Protein fehlt die PH-Doméne und es ist
konstitutiv an die Membran gebunden) konnte in Dictyostelium ein entscheidender
Einfluss auf die Migration aufgezeigt werden: PKBR-17/" Zellen zeigten Defekte in der
Morphogenese und PKB” PKBR-17" Zellen zeigten starke Defekte in der Chemotaxis
und Zell-Polaritat [123]. Weiterhin konnte in Brustkrebszelllinien fiir PKBa ein
inhibierender Effekt auf die in vifro Migration und die Invasionseigenschaften
nachgewiesen werden, der durch die Degradation und verminderte Expression von
NFAT, bedingt durch dessen Ubiquitinylierung und proteasomale Degradation [104]
bedingt ist. Weiterhin wurde durch siRNA-Experimente zur Deletion von PKBa, nicht
aber von PKBf, iiber eine gesteigerte Erkl- und Erk2-Aktivitdt, eine gesteigerte

Migration nachgewiesen. Der genaue Zusammenhang zwischen Erk und Beeinflussung
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der Migration wurde allerdings nicht gekldrt [103]. Uberexpression von PKBp in
verschiedenen humanen Brust- und Ovarialzell-Karzinomen fiihrte zu einer gesteigerten
Expression von PBl-Integrinen und konsekutiv zu einer gesteigerten Metastasierung
sowie Invasivitidt, Letzteres vermutlich bedingt durch die Féhigkeit, besser durch
Kollagen IV dringen zu konnen [105]. Gleichwohl sind diese Effekte von PKBo und
PKBJ nicht ohne weiteres auf andere Zelltypen iibertragbar. Versuche von Zhou [106]
mit embryonalen Mausfibroblasten zeigten in der Migration umgekehrte Ergebnisse
beziiglich der Rolle von PKBa und PKBf, wobei PKBa einen pro- und PKBf einen

anti-migratorischen Einfluss hatte.

Neuere Arbeiten zeigen eine weitere interessante Regulation mittels eines feed-back
Mechanismus iiber den bereits beschriebenen mTOR-Signalweg. Von mTOR gibt es
zwei Komplexe: mMTORC1 und mTORC2. Nach TCR-Aktivierung kommt es iiber PI3K
zur Aktivierung von PKB — u.a. iiber eine Phosphorylierung durch mTORC2. Aktivierte
PKB wiederum fiihrt iiber mTORC1-Aktivierung zu einer gesteigerten Translation [56]
und nimmt zudem Einfluss auf die T-Zell-Differenzierung und -funktion [101].
Besonders interessant ist nun, dass mTORCI iiber negative feed-back Mechanismen die
Aktivierung von mTORC?2 iiber PI3K hemmen kann [101, 124]. Durch eine konstitutiv
aktivierte PKB, wie in unseren Versuchen verwandt, wére dieser negative feed-back
Mechanismus teils auBer Kraft gesetzt und konnte zur gesteigerten Zellmobilitit
beitragen, zumal bekannt ist, dass PI3K- und TOR-Signalwege bei der Regulation der
zelluldren Polaritdt, der Organisation des Zytoskeletts und der Migration einen

entscheidenden Einfluss haben [117].

Hinsichtlich der erhdhten Migration und verminderten Adhédsion peripherer T-Zellen
PKBtg Miuse, wire es daher mdglich, dass die adaptive Immunantwort durch verstirkt
migrierende Zellen beschleunigt und effektiver ablaufen konnte. Im Gegenzug kdnnte
eine verstirke Zellmobilitdt, gekoppelt mit einer verminderten Zelladhdsion, zu einer
vermehrten Dissemination transformierter oder autoreaktiver Zellen fithren und so

Erkrankungen fordern.

Eine verstirkte Expression eines oder mehrerer Adhidsionsmolekiile auf der
Zelloberfliche von T- oder B-Zellen bedingt eine verdnderte Adhdsion und Migration.

In dieser Arbeit war die Expression der Adhédsionsmolekiile CD11a (ar-Untereinheit des
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Integrins LFA-1) und CDI18 (B,-Integrin-Untereinheit, bzw. p-Kette der LFA-1-
Familie), welche ICAM-1 binden, in PKBtg CD4+ T-Zellen, und deutlicher noch in
PKBtg CD8+ T-Zellen, gegeniiber den entsprechenden WT-Zellen deutlich gesteigert.
Die Expression von CD49d, der as-Integrin-Untereinheit, die zusammen mit CD29 an
VCAM-1, MAdCAM-1, Fibronektin und Kollagen bindet, zeigte dagegen auf CD4+ T-
Zellen keine Unterschiede und wies auf PKBtg CD8+ T-Zellen eine nur leicht
schwichere Expression als auf den entsprechenden Wildtyp-Zellen auf. Die Adhédsion
an ICAM-1 und FN war in den PKBtg Zellen dennoch reduziert. Das heif3it, dass
gesteigerte PKB-Signale in vitro zwar die Integrinexpression fordern, aber nicht

zwangsldufig zu einer reduzierten Adhésion fiihren.

Fiir eine zielgerichtete zellulire Bewegung ist an erster Stelle der entsprechende
Rezeptor fiir das jeweilige Chemokin maBgeblich. Nach Bindung des Chemokins
werden liber den Rezeptor mehrere Signaltransduktionskaskaden aktiviert, die iiber eine
Lokalisationsdnderung zelluldrer Komponenten in einer Bewegung der stimulierten
Zelle enden. CXCR4 ist der spezifische Chemokinrezeptor fiir SDF-10/p. Aufgrund des
deutlichen Einflusses erhohter PKB-Signale auf die Migration von Thymozyten und
peripheren Lymphozyten wurde die Expressionsstirke von CXCR4 auf den
entsprechenden Zellpopulationen analysiert. Bei fehlenden Unterschieden in der
CXCR4-Expression sollte das unterschiedliche Migrationsverhalten durch PKB-
bedingte Verdnderungen in der Signaltransduktionskaskade der CXCR4-Rezeptoren
hervorgerufen werden. Untersuchungen zur CXCR4-Expression auf B-Zellen und
Thymozyten ergaben in PKBtg Miusen im Vergleich zur CXCR4-Expression auf WT-
Zellen keine signifikanten Unterschiede. PKBtg CD4+ und CD8+ T-Zellen der Milz
und Lymphknoten wiesen eine leicht erhohte, nicht signifikante Mehrexpression von
CXCR4 auf. Aufgrund der Ergebnisse ist davon auszugehen, dass PKB iiber die durch
CXCR4 aktivierte Signaltransduktionskaskade Einfluss auf die Migration nimmt, und
nicht durch erhohte CXCR4-Expression. Diese Mechanismen wéren in zukiinftigen

Untersuchungen weiter abzuklaren.

Migration sowie Adhdsion gehen mit einer Reorganisation des Zytoskeletts einher.
Wichtig dabei ist die Polymerisation von globulédrem (G-) zu fibrillirem / filamentdsem
(F-) Aktin. Interessanterweise zeigten sowohl CD4+ als auch CD8+ T-Zellen von

PKBtg Maiusen im Vergleich zu den jeweiligen WT-Zellen bereits in unstimuliertem
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Zustand einen hoheren Anteil fibrilliren Aktins. Auch in den Versuchen nach
Stimulation mit SDF-1a zeigte sich der erhohte Spiegel von fibrilldirem Aktin in PKBtg
CD4+ und CD8+ T-Zellen. Die erhdhte Menge an F-Aktin in unstimulierten Zellen
wurde durch Konfokalmikroskopie bestétigt. PKB nimmt damit Einfluss, auf die F-
Aktinpolymerisation und konnte dariiber zur gesteigerten Migration der PKBtg Zellen

beitragen.

Fir fortfiihrende Arbeiten stellt sich die Frage, liber welche Signalmolekiile PKB
Veridnderungen im Aufbau des F-Aktin-Skeletts bewirkt. Die sog. leading edge oder
Spitze der Zelle weist eine erhdhte Konzentration an Enzymen auf, die Aktin aktivieren
und modifizieren konnen [117]. Dazu gehoren der Arp2/3-Komplex, WAVE/Scar,
WASP und ADF/cofilin [125-127]. Es ist bekannt, dass PI3K iiber PKB und Aktin-
modifizierende Enzyme die Migration beeinflusst. Bindung von SDF-la an den
CXCR4-Rezeptor aktiviert iiber die heterotrimere G-Protein-UE Py PI3K, was zur
Bildung von PIP3 fiihrt. Membrangebundenes PIP3 rekrutiert weitere Signalmolekiile
an die Zellmembran der /eading edge, darunter PDK1, RhoGEFs (guanine exchange
factors der Rho-GTPasen) und PKB [117]. PKB, aktiviert durch PDK1 und mTORC?2,
fiihrt u.a. zur Phosphorylierung von Girdin [128], das zur F-Aktinpolymerisation
beitragt. Weitere wichtige Molekiile fiir die Aktinpolymerisation gehdren zur Familie
der Rho-GTPasen, darunter Rac und Cdc42. Rac fiihrt zur WAVE/Scar-Aktivierung,
Cdc42 zur WASP-Aktivierung. Ebenso kann Ras (Rat sarcoma), ein Proto-Onkogen
tiber PI3K die Effektorproteine IQGAP (IQ motif containing GTPase activating
protein), WASP (Wiskott-Aldrich Syndrome Protein) und WAVE (WASP family
Verprolin-homologous protein) aktivieren, die letztendlich die Aktin-Polymerisation
induzieren [129]. Zusidtzlich konnen Ras-Effektoren, wie der mTOR-Komplex2
(TORC2), PI3K-unabhingig iiber PKB als Effektorprotein FEinfluss auf die
Aktinpolymerisation nehmen [130]. Insgesamt sind die molekularen Prozesse PKB-
bedingter Veranderungen im Aktinzytoskelett von T-Zellen weitgehend unverstanden.
Die PKBtg Zellen stellen daher ein interessantes Modell fiir weiterfiihrende

molekulare/biochemische Untersuchungen dar.
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5 Zusammenfassung

Proteinkinase B (PKB), eine zytoplasmatische Serin/Threonin-Kinase, reguliert
zahlreiche zelluldre Prozesse, u.a. den Glukosemetabolismus, die Apoptose, die
Transkription und Proliferation von Zellen. Da PKB zudem bei der Tumorinitiation-
und -progression sowie der Metastasierung lymphatischer u.a. Tumoren eine zentrale
Rolle spielt, ist es von grolem Interesse, die Funktion der PKB in Lymphozyten genau
zu verstehen, insbesondere hinsichtlich der pharmakologischen Einflussnahme auf die

PKB-Aktivitit und dadurch induzierter Verdnderungen der Lymphozytenfunktionen.

Ziel der vorliegenden Promotionsarbeit war es, den Einfluss erhdhter PKB-Signale auf
die Migration und Adhésion muriner Thymozyten und peripherer T- und B-Zellen zu
untersuchen. Dabei wurden transgene (tg) Méuse eingesetzt, die eine myristoylierte
konstitutiv-aktive Form der PKBa (myrPKB) in T- und B-Zellen exprimieren. Sowohl
T- als auch B-Zellen aus der Milz und den Lymphknoten PKBtg Méiuse zeigten im
Vergleich zu Wildtyp-Zellen eine signifikant gesteigerte Migration nach Stimulation
mit dem Chemokin SDF-la. Thymozyten verhielten sich interessanterweise
entgegengesetzt, d.h. PKBtg Thymozyten migrierten schlechter als die entsprechenden
Populationen von Wildtyp-Médusen. Hinsichtlich der Adhidsion an Fibronektin sowie
ICAM-1 zeigte sich ein inverses Bild zur Migration. Die schlechter migrierenden
PKBtg Thymozyten adhdrierten nach PMA- und SDF-1a-Stimulation signifikant besser
an I[CAM-1 und Fibronektin, wéhrend die besser migrierenden PKBtg CD4+ T-Zellen
nach PMA- und SDF-1a-Stimulation signifikant schlechter an ICAM-1 und Fibronektin
adhiérierten als wildtypische CD4+ T-Zellen. Da wichtige kostimulatorische Signale der
T-Zellaktivierung, wie CD28, auch zur PKB-Aktivierung fithren, wurden CD28-
defiziente Lymphozyten untersucht. CD4+ und CD8+ T-Zellen aus Milz und
Lymphknoten CD28-defizienter Miuse zeigten gegeniiber wildtypischen T-Zellen ein
vermindertes Migrationsverhalten, wahrend B-Zellen CD28-defizienter Méuse, wie zu

erwarten, so gut wie wildtypische Zellen migrierten.

Analysen zur Expression des SDF-1a-Rezeptors CXCR4 auf Thymozyten, T- und B-
Zellen zeigten keine signifikanten Unterschiede zwischen PKBtg und Wildtyp-Zellen.
Die Expression der LFA1-Untereinheiten CD11a und CD18, die fiir die Bindung an
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ICAM-1 verantwortlich sind, war in PKBtg CD4+ T-Zellen, und deutlicher noch in
PKBtg CDS8+ T-Zellen gegeniiber den entsprechenden Wildtyp-Zellen gesteigert,
obwohl PKBtg Zellen schlechter an ICAM-1 adhérierten. Die Expression von CD49d,
der o4-Untereinheit des Fibronektin-Rezeptors, war in PKBtg CD4+ T-Zellen
vergleichbar mit Wildtyp-Zellen und in PKBtg CD8+ T-Zellen leicht reduziert. Die
beobachteten Unterschiede in der Migration und Adhédsion zwischen Wildtyp- und
PKBtg Zellen resultieren somit aus PKB-vermittelten Verdnderungen in den von den

entsprechenden Rezeptoren initiierten Signaltransduktionskaskaden.

Durchflusszytometrische Untersuchungen und konfokal-mikroskopische Analysen
zeigten ferner, dass aktive PKB das Aktinskelett beeinflusst. Der Anteil fibrilliren
Aktins (F-Aktin), insbesondere in unstimulierten CD4+ und CD8+ T-Zellen, war im
Vergleich zu Wildtyp-Zellen in den PKBtg-Zellen deutlich erhoht. Die nach CD3- und
SDF-1a-Stimulation induzierte F-Aktinpolymerisation zeigte in Wildtyp- und PKBtg
T-Zellen dhnliche Kinetiken.

Insgesamt zeigen die Ergebnisse der Arbeit, dass aktive PKB die SDF-la-induzierte
Migration sowie die Adhdsion an ICAM-1 und Fibronektin von Lymphozyten und
Thymozyten in vitro entscheidend beeinflusst. Ferner fordert aktive PKB die
Ausbildung von F-Aktin in T-Zellen. Es ist daher anzunehmen, dass PKB-bedingte
Verianderungen in der Migration und Adhédsion von Lymphozyten in vivo bedeutende
Auswirkungen auf die Immunantwort haben konnten: sowohl in positiver Weise - im
Sinne einer verstirkten Immunabwehr durch gesteigerte Zellmotilitdt — als auch in
negativer Weise, z.B. durch erhohte Mobilitét transformierter Lymphozyten. Zukiinftige
Untersuchungen sollten die molekularen Mechanismen beleuchten, iiber die PKB
Migration, Adhésion und Aktinpolymerisation beeinflusst, auch in Hinblick darauf,
durch gezielte pharmakologische Aktivierung oder Inhibition der PKB-Signalkaskade

die Immunantwort bei Erkrankungen und Metastasierungsprozessen zu beeinflussen.
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Summary

Protein kinase B (PKB) is a cytoplasmic serine/threonine-kinase which regulates several
cellular processes, including cell cycle, glucose metabolism, apoptosis or transcription.
Since PKB is involved in tumor initiation/progression including leukemia and promotes
the metastasis formation, it is of great interest to understand PKB’s affects on T cell

function.

The influence of active PKB on migration and adhesion of murine thymocytes and
peripheral lymphocytes was investigated in this study. As a model system transgenic
(tg) mice were used expressing a constitutively active form of PKBa (myrPKB) in T
and B cells. Both, T and B cells from spleen and lymph node of myrPKBtg mice
showed significantly increased migration after SDF-lo stimulation. Interestingly,
myrPKBtg thymocytes showed the opposite behaviour — they migrated less well than
thymocytes from wildtype (wt) mice. In terms of adhesion, myrPKBtg thymocytes
adhered significantly better to ICAM-1 and fibronectin after PMA and SDF-la
stimulation than wt thymocytes. In contrast, myrPKBtg CD4+ T cells from lymph nodes
showed reduced adhesion to ICAM-1 and fibronectin after PMA and SDF-la
stimulation compared to wt CD4+ cells. Co-stimulatory signals for T cell activation and
remodeling/polymerization of the actin skeleton are provided via accessory receptors
such as CD28. CD4+ T cells from lymph node and spleen, as well as CD8+ T cells from
spleen of CD28 k.o. mice showed diminished migration in comparison to wt T cells,

whereas B cells from CD28 k.o. mice migrated as well as wt B cells.

Flow cytometric analysis revealed no significant difference in the expression of the
SDF-1a receptor CXCR4 on wt and myrPKBtg T cells and thymocytes. Expression of
the LFA-1-subunits CD11a and CD18, important for binding to ICAM-1 was increased
on myrPKBtg CD4+ and even more on myrPKBtg CD8+ T cells. In contrast CD49d
expression, involved in binding to fibronectin, was similar on wt and myrPKBtg cells.
Thus, the observed differences in migration and adhesion between wt and myrPKBtg

cells seem to result from PKB-initiated changes in intracellular signaling cascades.

Furthermore, confocal microscopy and flow cytometric analyses revealed that elevated

PKB-signals influence the actin skeleton. The amount of fibrillar (F-) actin, especially
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in unstimulated T cells, was strongly increased in myrPKBtg T cells compared to wt

cells.

Altogether, the results of this work strongly suggest that PKB is an important regulator
of migration and adhesion processes of thymocytes and peripheral lymphocytes in vitro.
In vivo, PKB’s influence on migration and adhesive processes could present a double-
edged sword: on one hand eliciting positive consequences in terms of enhanced immune
defense by increased cell motility, on the other hand evoking negative effects due to
enhanced adhesion and increased migration of transformed or autoreactive cells. Thus,
our data provide further evidence, that PKB is an important clinical target whose
pharmaceutical activation/inhibition would strongly affect the immune response in

infectious and autoimmune diseases as well as in the process of metastasis.
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71 Chemikalien und Reagenzien

Chemikalien Firma

Aceton AppliChem
Agarose Roth / Invitrogen
anti-FITC microbeads Miltenyi Biotec
Bromphenolblau Roth

BSA Fraktion V Roth
Calciumchlorid Roth
Chloroform Roth

DEPC (Diethylpyrocarbonat) Sigma / Roth
dNTPs (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) MBI Fermentas
EDTA-disodium Serva

Eisessig / Essigsdure J.T.Baker

Ethanol (99%, entwéssert)

Zentralapotheke der Medizinischen

Fakultdt der Universitdt Magdeburg

Ethidiumbromid (EtBr) Roth
Formaldehyd (37%) Sigma

HEPES Sigma
Isopropanol Zentralapotheke
Kaliumchlorid Roth
Magnesiumchlorid Roth
Mangan(II)chlorid - Tetrahydrat Sigma

Natriumacetat

Roth
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Natriumazid Roth
Natriumchlorid Roth
Natriumfluorid Roth / Sigma
Natriumhydrogenphosphat Roth
Natriumhydroxid Roth
Paraformaldehyd (PFA) Sigma
Saponin Sigma

SDS Roth
TEMED Roth

Tris AppliChem / Roth
Triton X-100 Roth

Trizol Invitrogen
Trypanblau (0,4%) Gibco BRL
Xylen Cyanol FF Roth
-Mercaptoethanol Gibco BRL
Spezielle Reagenzien Firma

Fibronektin (rein) — aus humanem Plasma

Phalloidin-TRITC (aus Amanita phalloides)

Roche Diagnostics

Sigma-Aldrich / Fluka

Enzyme fiir die PCR

Firma

Proteinase K

Protease Inhibitor Tabletten / ,,complete mini‘

Boehringer Mannheim, Sigma

Roche
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PCR-Reagenzien Firma
dNTPs - 100 mM Roth

Taq DNA und GoTaq” Flexi DNA Polymerase

(Kit inklusive 10x / 5x PCR-Puffer und MgCl,)

Promega, Amersham

PCR-Primer

Die fir die PKB- und CD28 k.o.- PCR verwendeten Primer sind im Methodenteil im

PCR-Kapitel aufgelistet.

7.2 Molekulargewichtsmarker

DNA GréBenmarker
e 100 bp-DNA Leiter Roth
e GeneRuler™ 1 kb DNA Leiter MBI Fermentas
(0,5 mg DNA/ml)
e 0x “loading dye solution” MBI Fermentas
7.3  Antikorper
Antikorper fiir die T-Zellisolation
Antikorper Antigen Klon Isotyp |Hersteller
- Biotin-gekoppelter Ratte-anti- | NK-1.1 PK136 IgG,,, x | BD Biosciences
Maus NK1.1
(NKR-P1B, NKR-PIC)
- Biotin-gekoppelter Ratte-anti- | CD4 GK1.5 IgGay, k | BD Biosciences
Maus CD4 (L3T4)
- Biotin-gekoppelter Ratte-anti- | CD8 53-6.7 IgG,., ¥ | BD Biosciences
Maus CD8a (Ly-2)
- Biotin-gekoppelter Ratte-anti- | BALB/c Maus 2G9 IgG,,, x | BD Biosciences
Maus I-A/I-E (MHC II) Langhanszellen
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- Biotin-gekoppelter Ratte-anti- | (Integrin ay-Kette, |M1/70 IgGyy, k¥ | BD Biosciences
Maus CD11b Mac-1a-Kette)
- Biotin-gekoppelter Ratte-anti- | Fetale Mausleber- Ter-119 IgGyy, k¥ | BD Biosciences
Maus Ter-119 (Ly-76) zellen
- Biotin-gekoppelter Ratte-anti- | B220+ Zellen RA3-&B2 |1gGy,, x | BD Biosciences
Maus CD45R/B220
- Ziege-anti-Maus IgG (H+L) 70966 IgG Dianova,
Jackson
- Maus-anti-Ratte IgG (H+L) 68376 IgG Dianova,
Jackson
Antikorper fiir die FACS-Fdrbung
Antikorper Antigen | Typ Klon Hersteller
- Hamster-anti-Maus CD3¢ CD3e¢ FITC 145-2C11 BD Biosciences
- Ratte-anti-Maus CD4 CD4 FITC, PE, GK1.5 BD Biosciences
Biotin
- Ratte-anti-Maus CD5 CD5 Biotin 53-7.3 BD Biosciences
- Ratte-anti-Maus CD8a CD8a FITC, PE, 53-6.7 BD Biosciences
Biotin
- Ratte-anti-Maus CD45R / CD45R FITC, Biotin | RA3-6B2 BD Biosciences
B220 (B220)
CXCR-4 Antikérper
Antikorper Antigen | Typ Klon Hersteller
- Ratte-anti-Maus CD184 CXCR4 PE 2B11 BD Biosciences
(CD184) Lot #: 49411
Lot #: 60570
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Integrin-Antikorper

Antikorper Rezeptor bindet Typ Klon |Hersteller

- Ratte-anti-Maus CD11a e ICAM-1 (CD54), Biotin |M17/4 |BD
(LFA-1o-Kette ; ICAM-2 (CD102), Biosciences
ar-Integrin-Untereinheit) ICAM-3 (CD50)

- Ratte-anti-Maus CD18 e ICAM-1 (CD54), Biotin  |MI18/2 |BD
(B-Kette der LFA-1- ICAM-2 (CD102), Biosciences
Familie, ICAM-3 (CD50)

B2-Integrin-Untereinheit)

- Ratte-anti-Maus CD49d e VCAM-I, Biotin |R1-2 |BD

(04-Integrin-Untereinheit) MAdCAM-1, Biosciences
Fibronektin
Kollagen

Weitere Antikorper und Streptavidin Hersteller

- Rekombinante Maus ICAM-1 / Fc Chimaére

-, AffiniPure” Ziege anti-human IgG, Fc

- Ziege F(ab), anti-Maus IgM

- Streptavidin — PE / Cy5

R&D Systems

Dianova / Jackson

ImmunoResearch
Caltag Laboratories

BD Biosciences

7.4 Zellstimulantien

Produkt Hersteller
Mangan(II)chlorid Aldrich
PMA (Phorbol-12-Myristat-13-Azetat) Sigma

rekombinantes murines SDF-1a (CXCL-12)

CD3¢-Antikdrper (145-2C11)

Tebu-bio / PeproTech Inc.

BD Biosciences
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7.5 Kits

B-Zell-Isolation-Kit (Maus)

CD4+ T-Zell-Isolation-Kit (Maus)

Miltenyi Biotec

Miltenyi Biotec

7.6 Gerate und Instrumente

FACS Calibur
Konfokalmikroskop LEICA TCS SP2
Thermo-Cycler (PCR)

e Ts000 Thermocycler

e PTC-200 Peltier Thermal Cycler
Zentrifugen:

e Multifuge 3 S-R

e Mikrozentrifuge 200 R

e Zentrifuge 5415 D

37°C Wasserbad GFL-1083

Elektrophoresenetzgerit — E835 (300V — 500 mA)

Brutschrank CB 210 (37°C, CO5)
AutoMACS - Gerit
Sterilbank — Hera safe

Vortexer

Thermomixer 5436
Heiz-/Riihrplatte
Schiittler Duomax 1030

Gelkammern, Kdmme

BD Biosciences

Leica

Biometra

MJ Research

Heraeus
Hettich — Zentrifugen

Eppendorf

GFL

Consort

Binder
Miltenyi Biotec
Heraeus

Janke & Kunkel IKA
Labortechnik

Eppendorf
Yellow line MSH basic
Heidolph

Biorad
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7.7 Plastikmaterialien

6-, 12-, 24- und 96- Well-Platten
1,5 ml und 2,0 ml Reaktionsgefifle
15 ml und 50 ml R6hrchen

6,5 mm Transwell® mit 3,0 um Porendurchmesser

Polycarbonatmembran /nsert, Modell # 3415
FACS-Rohrchen

Pipettenspitzen

Spritzen (5 ml)

Zellsiebe (Cell Strainer) 70 um Nylon
Dispenser-Pipetten (1, 5, 10 und 25 ml)

Parafilm “M*

Greiner
Eppendorf Research
Greiner

Corning B.V. Life Sciences

Greiner

Eppendorf Research
BD Discardit " II
BD Falcon ™

TPP / Falcon

Pechiney Plastic Packaging
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