
 
 

 

 

 

Aus dem Institut für Molekulare und Klinische Immunologie  

der Medizinischen Fakultät  

der Otto-von-Guericke-Universität Magdeburg 

   Direktor: Prof. Dr. med. Burkhart Schraven 

 

 

 

Die Rolle von SLP-76 bei der T-Zellrezeptor-vermittelten 

Aktivierung des Integrins LFA-1 in T-Zellen 

 

D i s s e r t a t i o n 

zur Erlangung des Doktorgrades 

Dr. med. 

(doctor medicinae) 

 

 

an der Medizinischen Fakultät 

der Otto-von-Guericke-Universität Magdeburg 

 

 

 

 

 

 

 

vorgelegt von   Jessica Birkigt (geb. Horn) 

aus    Schönebeck 

Magdeburg  2020



                  Dokumentationsblatt 

I 
 

Dokumentationsblatt 

Bibliographische Beschreibung 

Birkigt, Jessica: 

Die Rolle von SLP-76 bei der T-Zellrezeptor-vermittelten Aktivierung des Integrins LFA-1 in T-Zellen 

- 2020. - 100 Blatt, 18 Abbildungen, 14 Tabellen, 5 Anlagen 

Kurzreferat 

T-Zellen spielen die Hauptrolle bei der adaptiven Immunantwort. Ihre Fähigkeit zur Adhäsion ist 

entscheidend für die Induktion einer Immunantwort. Änderungen der Adhäsionseigenschaften von      

T-Zellen werden über die TZR (T-Zellrezeptor) -vermittelte Aktivierung des Integrins LFA-1 (Leukocyte 

function-associated molecule 1) reguliert. Obwohl die Bedeutung des zytosolischen Adapterproteins 

SLP-76 (SH2-containing leukocyte protein of 76 kDa) für die T-Zell-Aktivierung, -Differenzierung und       

-Proliferation eindrücklich in der Literatur dokumentiert wurde, ist die Rolle dieses Adapterproteins 

bei TZR-induzierten Signalwegen, die zur Aktivierung von LFA-1 führen, noch nicht vollständig 

verstanden. In dieser Arbeit wird beschrieben, dass mit Hilfe der RNAi (RNA-Interferenz) die Expression 

von endogenem SLP-76 in Jurkat T-Zellen reduziert werden kann. Die Reduktion der SLP-76-Expression 

in Jurkat T-Zellen resultiert in einer verminderten Aktivierung des Integrins LFA-1 nach Stimulation des 

TZRs. Die reduzierte LFA-1-Aktivierung geht einher mit Defekten in der T-Zelladhäsion an ICAM-1 

(Intercellular cell adhesion molecule 1), dem Liganden von LFA-1, und mit Störungen der Interaktion 

von T-Zellen mit antigenpräsentierenden Zellen. Bei den sich anschließenden Untersuchungen konnte 

festgestellt werden, dass die Anwesenheit von SLP-76 für die TZR-vermittelte Aktivierung der GTPase 

Rap1 (Ras-related protein 1) erforderlich ist. SLP-76 interagiert mit dem ADAP/SKAP55/RIAM (Adhesion 

and degranulation-promoting adapter protein/Src kinase-associated phosphoprotein of 55 kDa/Rap1-

GTP-interacting adapter molecule) -Modul und ist verantwortlich für die Rekrutierung dieses Moduls 

an die Plasmamembran. Bei einer reduzierten SLP-76-Expression wird die Polymerisation von                       

F (filamentösem) -Aktin und die Aktivierung der GTPase Rac nach Stimulation des TZRs inhibiert. Diese 

Daten zeigen, dass die Anwesenheit von SLP-76 an einer Vielzahl von Signalwegen beteiligt ist, die die 

TZR-vermittelte Aktivierung von LFA-1 beeinflussen können. 

Schlüsselwörter: 
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1 Einleitung 

1.1 Das Immunsystem 

Das Immunsystem vereint drei Formen der Abwehr: eine epitheliale Barriere, das angeborene und das 

erworbene Immunsystem (Parkin und Cohen 2001). Die erste Abwehr, die epitheliale Barriere, 

geschieht bereits an der Haut, den Schleimhäuten des Bronchialsystems oder des 

Gastrointestinaltrakts. Physikalische, chemische und antimikrobielle Barrieren wirken gemeinsam, um 

den Körper vor dem Eintritt des Pathogens zu schützen. Immunzellen werden aktiviert, wenn 

Pathogene diese Barrieren überwinden. Hier wird zwischen zwei Systemen unterschieden: dem 

angeborenen und dem erworbenen Immunsystem (Parkin und Cohen 2001). Als angeborenes 

Immunsystem bezeichnet man die erste Immunabwehr ohne Aufbau eines Gedächtnisses für das 

Immunsystem (Turvey und Broide 2010). Die zellulären Komponenten sind basophile, eosinophile und 

neutrophile Granulozyten, Mastzellen, Monozyten, gewebeständige Makrophagen, dendritische 

Zellen (DZ) und die natürlichen Killerzellen (NK-Zellen) (Turvey und Broide 2010). Phagozytierende 

Zellen wie Granulozyten, Monozyten, Makrophagen und DZs besitzen keimbahnkodiert 

Mustererkennungsrezeptoren (PAMPS (Pattern of recognition receptor)) (Akira et al. 2006). Mit Hilfe 

dieser Rezeptoren können sie erregerabhängige und hochkonservierte molekulare Muster wie z. B. 

Lipopolysaccharide (LPS), DNA oder Zuckerstrukturen erkennen und die Pathogene phagozytieren. 

Diese Zellen produzieren Chemokine und Zytokine, die als humorale Bestandteile dieser Abwehr 

bezeichnet werden, um weitere Immunzellen zu rekrutieren bzw. zu aktivieren (Mackay 2001; 

Dinarello 2007). Zu den weiteren humoralen Faktoren gehören auch Akute-Phase-Proteine (Gruys et 

al. 2005) und das Komplementsystem (Sarma und Ward 2011). Das Zusammenspiel von diesen 

verschiedenen humoralen und zellulären Komponenten der unspezifischen Abwehr ermöglicht es, 

eine Vielzahl von Pathogenen meist innerhalb von wenigen Stunden zu eliminieren. 

Das erworbene Immunsystem wird aktiviert, wenn es der unspezifischen Abwehr nicht gelingt, die 

Pathogene, Toxine oder entartete körpereigene Zellen zu töten bzw. zu entfernen. Die DZs stellen die 

Verbindung zwischen dem angeborenen und erworbenen Immunsystem her (Palucka und Banchereau 

1999). Sie erkennen, prozessieren und präsentieren Antigene,wie Peptide, über ihre MHC (Major 

histocompatibility complex) -Moleküle den Lymphozyten (Zellen des adaptiven Immunsystems) und 

werden daher auch als antigenpräsentierenden Zellen (APZ) bezeichnet (Parkin und Cohen 2001). 

Lymphozyten werden anhand ihrer Funktion in B-Lymphozyten und T-Lymphozyten unterschieden    

(B- und T-Zellen) (Parkin und Cohen 2001). B- und T-Lymphozyten gemein ist ihre Antigenspezifität. 

Das bedeutet, dass jede Zelle klonale Antigenrezeptoren exprimiert, die jeweils nur ein spezifisches 

Antigen erkennen. Ein entscheidender Unterschied zwischen beiden Immunsystemen ist, dass die 

Zellen der spezifischen Abwehr langlebige Gedächtniszellen bilden (Mackay und Andrian 2001), die 

eine sehr schnelle und effektive Antwort bei erneutem Antigenkontakt mit z. B. dem gleichen Pathogen 



                     Einleitung 

2 
 

ermöglichen. Als humorale Komponenten wirken auch hier Chemokine (Mackay und Andrian 2001), 

Zytokine (Dinarello 2007) sowie Antikörper (Ak) (Schroeder und Cavacini 2010), die von den B-Zellen 

produziert werden. 

1.2 T-Zellen  

Für die Induktion der adaptiven Immunantwort sind T-Zellen unabdingbar. Die Entwicklung dieser 

Zellen findet in zwei verschiedenen, primären lymphatischen Organen statt. T-Vorläuferzellen 

entwickeln sich im Knochenmark und wandern dann in den Thymus, um hier zu naiven T-Zellen zu 

reifen (Zúñiga-Pflücker 2004; Koch und Radtke 2011). Diese naiven T-Zellen sind charakterisiert durch 

die Expression ihrer Oberflächenstrukturmarker CD (Cluster of differentiation) (Bernard und Boumsell 

1984), dem CD3-Komplex, dem T-Zellrezeptor (TZR) und CD28. Sie werden durch die Expression der 

beiden Korezeptoren CD4 oder CD8 (CD4+ oder CD8+ T-Zellen) unterschieden. 

Naive T-Zellen wandern dann im Blut in die sekundären lymphatischen Organe wie z. B. der Milz und 

Lymphknoten (Andrian und Mackay 2000; Cyster 1999). Im Lymphknoten angekommen, laufen die      

T-Zellen entlang des fibroblastischen retikulären Netzwerkes in die T-Zellzone, wo sich DZs befinden 

(Förster et al. 2008). Die Fibroblasten dieses Netzwerkes produzieren die Chemokine CCL19 und CCL21, 

welche an den Chemokinrezeptor CCR7 auf den T-Zellen bindet und die Zellen so in die T-Zellzone 

navigieren (Ebert et al. 2005; Förster et al. 2008). Innerhalb der T-Zellzone kommt es bei einer 

erfolgreichen Erkennung des Peptid-beladenen MHC-Moleküls auf den DZs über den TZR der T-Zellen 

zur Differenzierung zu Effektorzellen. CD8+ T-Zellen erkennen spezifisch über MHC-Klasse-I (Neefjes et 

al. 2011) von DZs präsentierte Antigene (Kreuzpräsentation) (Heath und Carbone 2001). Nach der 

Aktivierung reifen sie zu zytotoxischen T-Zellen (Cytotoxic T cell (CTL)). Sie sind darauf spezialisiert, viral 

infizierte Zellen oder entartete Zellen zu töten (Abb. 1.1) (Zhang und Bevan 2011). CD4+ T-Zellen 

erkennen hingegen spezifisch Antigene, die über MHC-Klasse-II von DZs präsentiert werden (Berger 

und Roche 2009). Durch zusätzliche Signale der DZs wie kostimulatorische Moleküle und das 

umgebende Zytokinmilieu können CD4+ T-Zellen zu Effektor-T-Zellen (TH1, TH2 und TH17) sowie zu 

induzierbaren regulatorischen T-Zellen (iTregs) differenzieren (Grogan et al. 2001; Kimura und 

Kishimoto 2011; Swain et al. 1991) (Abb.1.1). 

Die Effektor-T-Zellen haben unterschiedliche Funktionen. TH1-Zellen produzieren z. B. Interferon-ɣ 

(IFNɣ), das für die Aktivierung von Makrophagen zur Unterstützung der Zerstörung von intrazellulären 

Erregern benötigt wird (Schroder et al. 2004) (Abb. 1.1). TH2-Zellen aktivieren B-Zellen in der B-Zell-

Zone und induzieren die Antikörperbildung (z. B. Immunglobulin (Ig) E (IgE)) sowie deren 

Affinitätsreifung. Basophile und eosinophile Granulozyten bekämpfen zusammen mit IgE mehrzellige 

Parasiten wie z. B. Würmer (Makepeace et al. 2012; Erb 2007). Eine entscheidende Rolle in einer frühen 

Phase der adaptiven Immunantwort spielen TH17-Zellen. Sie stimulieren dermale Epithelzellen zur 

Bildung von Chemokinen, welche verstärkt neutrophile Granulozyten zum Entzündungsherd locken, 
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um dort extrazelluläre Erreger eliminieren zu können (Abb. 1.1) (Pelletier et al. 2010). Effektor-T-Zellen 

(CD4+/CD8+) können langlebige Gedächtniszellen bilden, die bereits antigenerfahren sind und dadurch 

eine schnellere und effektivere Immunantwort bei wiederkehrender Infektion ermöglichen können 

(Sallusto et al. 1999). Eine spezielle Untergruppe bei der T-Zelldifferenzierung stellen die 

regulatorischen T-Zellen dar (Le und Chao 2007). Zwei Formen sind bisher beschrieben worden: die 

natürlichen Tregs (nTregs), die sich im Thymus entwickeln, und die iTregs, die sich aus CD4+ T-Zellen 

entwickeln. Sie regulieren die Stärke der Immunantwort und sind für die Aufrechterhaltung der 

Immuntoleranz gegenüber körpereigenen Antigenen in der Peripherie zuständig (Abb. 1.1) (Sakaguchi 

et al. 2006). 

 

 

Abb. 1.1: T-Zelldifferenzierung in den sekundären lymphatischen Organen. Interagiert eine naive CD4+ T-Zelle 
mit einer dendritischen Zelle und erkennt spezifisch den MHC-II-Peptid-Komplex über den TZR/CD3-Komplex 
kann sie in unterschiedliche Effektor T-Zellen differenzieren. Aus diesem T-Zelltyp können sich TH1, TH2, TH17 
und induzierbare regulatorische T-Zellen (iTregs) entwickeln, welche verschiedene Funktionen bei der adaptiven 
Immunantwort ausüben. CD8+ T-Zellen, die über ihren TZR/CD3-Komplex MHC-I-Peptid-Komplexe erkennen, 
differenzieren zu zytotoxischen T-Zellen (CTL).  

 

1.2.1 Die Aktivierung der T-Zellen 

In der T-Zellzone des Lymphknotens treffen naive CD4+ T-Zellen auf DZs, die antigene Peptide über ihre 

MHC-II-Moleküle präsentieren. T-Zellen, deren TZR das Peptid-beladene MHC-II-Molekül erkennt, 

werden aktiviert. Für eine vollständige Aktivierung benötigen CD4+ T-Zellen ein zweites Signal zur 

Differenzierung und Proliferation. Dieses zweite Signal wird über den kostimulatorischen Rezeptor 

CD28 auf T-Zellen und CD80/86 auf DZs vermittelt (Harris und Ronchese 1999; Acuto und Michel 2003). 

Bei der Interaktion zwischen naiven CD4+ T-Zellen und DZs kommt es zur Ausbildung einer 
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Kontaktstelle, die als immunologische Synapse (IS) bezeichnet wird (Grakoui et al. 1999). 

Adhäsionsmoleküle, die an Integrine binden sowie die Reorganisation des Aktinzytoskeletts in 

Richtung der Kontaktstelle vermitteln, sind am Aufbau und Stabilität der IS beteiligt und tragen somit 

zur Aktivierung und Differenzierung der Lymphozyten bei (Reichardt et al. 2010; Yokosuka und Saito 

2010).  

Der TZR setzt sich aus einer - und einer β-Kette zusammen. Diese beiden Ketten sind nicht 

ausreichend für die Aktivierung der Lymphozyten, da ihre zytoplasmatischen Domänen zu kurz sind 

und keinerlei Signalmotive oder intrinsische Enzymaktivitäten besitzen. Die Signalübertragung des 

TZRs wird durch den mit dem TZR-assoziierten CD3-Komplex (CD3, CD3δ und CD3ε) zusammen mit 

den homodimeren Zeta-(ζ)-Ketten vermittelt. Die zytoplasmatischen Domänen der CD3- und der              

ζ-Ketten enthalten ITAMs (Immunoreceptor tyrosine-based activation motifs) (Reth, 1989). Die 

Tyrosinreste in den ITAMs werden nach Antigenbindung an den TZR von den Tyrosinkinasen der Src 

(Sarcoma-associated kinase)-Familie Lck (Lymphocyte-specific protein tyrosine kinase) und Fyn 

phosphoryliert (Zamoyska et al. 2003). Die Phosphorylierung der homodimeren ζ-Ketten führt zur 

Rekrutierung der Tyrosinkinase ZAP-70 (Zeta-associated protein of 70 kDa) an die Plasmamembran, 

wo sie von Lck phosphoryliert und aktiviert wird (Au-Yeung et al. 2009). Die aktivierte ZAP-70 

phosphoryliert eine Reihe von TBSM (Tyrosin-basierten Signalmotiven) in der zytoplasmatischen 

Domäne des transmembranösen Adapterproteins LAT (Linker of activated T cells) (Zhang et al. 1998). 

Die Phosphorylierung der TBSM erzeugt weitere Bindungsstellen für Proteine, die eine SH2                   

(Src-homology 2) -Domäne besitzen. Über diese SH2-Domäne binden die Adapterproteine Grb2 

(Growth factor receptor-bound protein 2) und Gads (Grb2-related adaptor downstream of shc) sowie 

die Kinase Itk (Interleukin-2-inducible T-cell-kinase) und die Lipase PLCɣ1 (Phospholipase C gamma 1) 

an phosphoryliertes LAT. Zusätzlich interagieren Gads, PLCɣ1 und Itk über ihre SH3 (Src-homology 3)-

Domänen mit der prolinreichen Region des zytosolischen Adapterproteins SLP-76 (SH2-containing 

leukocyte protein of 76 kDa) (Abb. 1.2) (Jordan et al. 2003). Die phosphorylierten TBSMs von SLP-76 

ermöglichen zusätzlich eine induzierbare Interaktion mit dem GTP-Austauschfaktor Vav und dem 

Adapterprotein Nck (Non-catalytic region of tyrosine kinase adaptor protein 1). Es entsteht ein 

membranständiger stabiler Komplex, aus LAT, SLP-76, Gads, Grb2, Itk, Vav und PLCɣ1, der auch als 

Calciuminitiationskomplex bezeichnet wird und über verschiedene Signalwege die Transkription von 

Genen steuert (Abb. 1.2) (Smith-Garvin et al. 2009). Die in diesem Calciuminitiationskomplex 

gebundene PLCɣ1 wird durch Itk phosphoryliert und aktiviert (Yablonski et al. 2001; Beach et al. 2007). 

Sie spaltet das membrangebundene Lipid PIP2 (Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat) in DAG 

(Diacylglycerol) und IP3 (Inositol-1,4,5-Triphosphat) (Kim et al. 2000). IP3 induziert die Ausschüttung 

von Calciumionen aus dem endoplasmatischen Retikulum. Calcium-gebundenes Calmodulin aktiviert 

die Serin/Threonin-Phosphatase Calcineurin. Über diesen Signalweg kommt es zur Aktivierung des 

Transkriptionsfaktors NFAT (Nuclear factor of activated T cells) (Abb. 1.2) (Macian 2005). DAG aktiviert 
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die Serin/Threoninkinase C- (PKC). Diese aktivierte Kinase phosphoryliert Carma 1 (Caspase 

recruitment domain containing membrane-associated guanylate kinase protein-1) und zusammen mit 

Bcl10 (B-cell lymphoma/leukemia 10) und MALT1 (Mucosa-associated lymphoid tissue lymphoma 

translocation protein 1) kommt es zur Formation des CBM (Carma1/Bcl10/MALT1) -Komplexes 

(Rosebeck et al. 2011). Dieser Komplex löst dann einen Signalweg zur Aktivierung des 

Transkriptionsfaktors NFκB (Nuclear factor kappa of B cells) aus (Abb. 1.2) (Vallabhapurapu und Karin 

2009). 

Zusätzlich zur Aktivierung des Transkriptionsfaktors NFκB rekrutiert DAG den GTP-Austauschfaktor  

RasGRP an die Plasmamembran und aktiviert die GTPase Ras (Rat sarcoma) (Jones et al. 2002). Neben 

RasGRP fungiert auch der GTP-Austauschfaktor Sos (Son of sevenless) in den T-Zellen als Aktivator von 

Ras (Boriack-Sjodin et al. 1998). Nach der TZR-vermittelten Phosphorylierung von LAT bindet Sos über 

das Adapterprotein Grb2 an LAT. Aktiviertes (GTP-beladenes) Ras leitet nun die Aktivierung einer 

Kaskade von Kinasen ein, welche schließlich zur Phosphorylierung der MAPK (Mitogen-activated 

protein kinase) ERK1/2 (Extracellular signal-regulated kinase) führt und die Aktivierung des 

Transkriptionsfaktors AP-1 (Activator-protein-1) initiiert (Smith-Garvin et al. 2009). Dieser reguliert 

unter anderem die Expression des frühen T-Zellaktivierungsmarkers CD69 (Castellanos et al. 1997). 

Zusammen mit AP-1 steuern NFAT und NFκB Proliferation und Differenzierung der T-Zellen, die 

Zytokinfreisetzung (wie z. B. Interleukin (IL)-2) und die Expression von CD25, einem Bestandteil des     

IL-2-Rezeptors (Smith-Garvin et al. 2009). Neben der Transkription von Genen induziert die Stimulation 

des TZRs auch die Aktivierung von Integrinen, die im folgenden Abschnitt beschrieben werden. 
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Abb. 1.2: TZR-vermittelte Signalwege. Die Erkennung des Peptid-beladenen MHC-II-Komplexes durch den TZR 
führt zur Phosphorylierung der ITAM-Motive des CD3-Komplexes und der Zeta-(ζ)-Ketten durch die 
Tyrosinkinasen Lck und Fyn (Lck/Fyn). Die Tyrosinkinase ZAP-70 bindet an diese phosphorylierten ITAM-Motive 
und wird durch Lck aktiviert. ZAP-70 phosphoryliert die Adapterproteine LAT und SLP-76. Es bildet sich ein 
Calciuminitiationskomplex bestehend aus LAT, SLP-76, Grb2, Gads, Itk, Vav und PLCγ1. Über verschiedene 
Signalwege werden daraufhin die Transkriptionsfaktoren NFκB, NFAT und AP-1 aktiviert. Diese 
Transkriptionsfaktoren regulieren durch Gentranskription die T-Zell-Differenzierung und -Proliferation. Der 
Transkriptionsfaktor AP-1 ist an der Hochregulation von CD69 beteiligt (modifiziert nach Koretzky et al., 2006). 
 

1.3 Integrine 

Integrine vermitteln Zell-Zell-Kontakte und binden an extrazelluläre Matrixproteine. Sie sind 

heterodimere Plasmamembranproteine, die sich aus einer α- und einer β-Kette zusammensetzen. 

Bisher sind 18 α- und 8 β-Ketten für Vertebraten beschrieben worden, die in 24 verschiedenen 

Paarungen auftreten können (Kinashi 2005). Entscheidende Integrine, die auf T-Zellen exprimiert 

werden, sind das β2-Integrin LFA-1 (Leukocyte function-associated antigen; αLβ2 oder CD11a/CD18) 

und das β1-Integrin VLA-4 (Very late antigen-4; α4β1 oder CD49c/CD29) (Hogg et al. 2003; Ménasché 

et al. 2007b; Ménasché et al. 2007a). Als Liganden für LFA-1 konnten die Moleküle der interzellulären 

Adhäsionsfamilie ICAM 1-5 (Inter cellular adhesion molecule 1-5) identifiziert werden, wobei es sich 

bei ICAM-1 um den entscheidenden Liganden von LFA-1 handelt (Hogg et al. 2003). Die Interaktion von 

LFA-1 mit ICAM-1, welches auf den Endothelzellen der Hochendothelvenolen exprimiert wird, reguliert 

die Einwanderung der T-Zellen in den Lymphknoten. Die Bindung von LFA-1 an ICAM-1 auf 

exprimierenden APZs wie B-Zellen und DZs ermöglicht die Formation und die Stabilisierung der IS 

(Hogg et al. 2003; Kinashi 2005; Abram und Lowell 2009). VLA-4 interagiert mit VCAM (Vascular cell 

adhesion molecule) bzw. bindet an das extrazelluläre Matrixprotein Fibronektin. Mit der Bindung von 
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VLA-4 an VCAM wird die T-Zelladhäsion auf Endothelzellen vermittelt und die Interaktion mit 

Fibronektin reguliert die Navigation der T-Zellen ins Gewebe wie z. B. zum Entzündungsort (Abram und 

Lowell 2009). 

1.3.1 Die Aktivierung von LFA-1 in T-Zellen  

Auf ruhenden T-Zellen kann nur eine schwache Interaktion von LFA-1 mit seinem Liganden 

nachgewiesen werden. Erst nach Stimulation des TZRs mit einem Peptid-MHC-Komplex, durch 

Aktivierung der Chemokinrezeptoren (wie z. B. CXCR4 oder CCR7), nach Zugabe des DAG-Analogon 

PMA (Phorbol-12-myristat-13-acetat) oder nach Inkubation mit divalenten Kationen wie Mn2+ oder 

Mg2+ kommt es zur Aktivierung dieses Integrins (Mould 1996; Kolanus und Seed 1997; Hogg et al. 2003; 

Kinashi 2005). Intrazelluläre Signalprozesse, die zur Aktivierung von LFA-1 führen, werden als „Inside-

Out-Signaling“ bezeichnet und sind für die Vermittlung von Adhäsionsprozessen der T-Zellen 

unabdingbar. Die Integrinaktivierung kann im Wesentlichen über zwei Ereignisse erklärt werden: 

Erhöhung von Affinität und Avidität. Die Affinitätserhöhung beruht auf einer Konformationsänderung 

innerhalb des Integrinmoleküls. Dagegen kommt es bei Aviditätserhöhungen zu Veränderungen des 

Aktinzytoskeletts, welche die Aggregation mehrerer LFA-1 Moleküle (Clustering) auf der Zelloberfläche 

induziert (van Kooyk und Figdor 2000; Kinashi 2005). ICAM-1 gebundenes LFA-1 vermittelt seinerseits 

Signale in die T-Zelle, die wiederum Aktivierung, Differenzierung und Proliferation dieser Lymphozyten 

reguliert. Diese Signale werden als „Outside-In-Signaling“ bezeichnet (Rossetti et al. 2002; Abram und 

Lowell 2009). LFA-1 kann daher in bidirektionaler Richtung Signale übertragen.  

Es ist bekannt, dass LFA-1 in drei unterschiedlichen Konformationen vorliegen kann, die jeweils 

unterschiedliche Affinitäten zum Liganden aufweisen (Lollo et al. 1993). Wie in Abb. 1.3 zu sehen ist, 

gibt es eine geschlossene (inaktive) Konformation, in der die gesamten extrazellulären Domänen und 

die Kopfgruppen der α- und β-Ketten eingeklappt sind. Die Bindung von LFA-1 an ICAM-1 wird über die 

I-Domäne der Kopfgruppe von der α -Kette vermittelt (McDowall et al. 1998; Leitinger und Hogg 2000), 

welche in dieser Konformation für die Ligandenbindung nicht zugänglich ist. Ebenso interagieren Teile 

der Ektodomäne, der Transmembranregion sowie Abschnitte der zytoplasmatischen Domänen 

miteinander (Kinashi 2005; Gahmberg et al. 1997). Die intermediäre Konformation, die eine mittlere 

Affinität für den Liganden aufweist, zeigt eine gestreckte Form der extrazellulären Domänen. Die 

Kopfgruppe ist hier geschlossen. In der hochaffinen Konformation stehen die Kopfgruppen der α- und 

β-Ketten in Kontakt und sind offen, die gesamten anderen Teile der Ketten liegen voneinander 

separiert vor (Kinashi 2005; Gahmberg et al. 1997). Die Induktion der hochaffinen Konformation führt 

zur Aggregation mehrerer LFA-1-Moleküle (Aviditätsregulation, Abb. 1.3), die zur Stabilisierung der 

gestreckten Konformation und zur Verstärkung der Adhäsion beitragen (Kinashi 2005; Gahmberg et al. 

1997). 
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Abb. 1.3: Verschiedene Konformationen des Integrins LFA-1. Das Integrin LFA-1 besteht aus einer α- und einer 
β2-Kette. Es werden drei Konformationen anhand ihrer Bindungsaffinität zu ICAM-1 unterschieden. In der 
geschlossenen, inaktiven Konformation mit geknickten Kopfgruppen ist die Affinität am geringsten. In der 
intermediären Konformation mit der gestreckten Form der extrazellulären Domänen bindet LFA-1 mit einer 
mittleren Affinität an seinen Liganden. Die hochaffine Konformation von LFA-1 mit separierten Ketten weist die 
höchste Affinität zu ICAM-1 auf. In dieser Konformation kommt es zur Aggregation von LFA-1, die zu einer 
erhöhten Adhäsion führt (modifiziert nach Hogg et al. 2003  und Kinashi 2005). 

1.3.2 TZR-vermittelte Aktivierung von LFA-1 

Forschungsergebnisse der letzten Jahre zeigen, dass der GTPase Rap1 (Ras-related protein 1) eine 

Schlüsselrolle bei der Integrin-vermittelten Adhäsion von T-Zellen zukommt (Mor et al. 2007). 

Transgene T-Zellen, die eine konstitutiv aktive Form von Rap1 (Rap-G12V) exprimieren, zeigen eine 

erhöhte basale Adhäsion gegenüber dem Liganden von LFA-1, welche nach Stimulation mit PMA noch 

weiter erhöht werden kann (Sebzda et al. 2002). Im Gegensatz dazu ist die PMA-vermittelte Adhäsion 

in Rap1-defizienten T-Zellen gegenüber ICAM-1 stark reduziert (Duchniewicz et al. 2006). Nach 

Aktivierung von Rap1 interagiert die GTP-beladene Form von Rap1 mit Effektorproteinen, die Rap1-

vermittelte Signale zur Aktivierung von LFA-1 weiterleiten. Zu diesen Effektorproteinen gehören RapL 

(Regulator of adhesion and polarization enriched in Lymphoid tissue) (Katagiri et al. 2003) und RIAM 

(Rap1-GTP-interacting adapter molecule) (Lafuente et al. 2004). In RapL-defizienten T-Zellen ist die 

TZR-vermittelte Aktivierung von LFA-1 reduziert (Katagiri et al. 2003). RapL interagiert konstitutiv mit 

der Serin/Threoninkinase Mst1 (Mamalian Ste20 kinase 1) und aktiviertem Rap1-G12V. Die 

Anwesenheit von Mst1 ist notwendig für die TZR- sowie die Rap1-G12V-vermittelte LFA-1-Aktivierung 

(Katagiri et al. 2006). Auch RIAM ist (wie RapL) nach Überexpression in Jurkat T-Zellen an der 

Aktivierung von LFA-1 beteiligt (Lafuente et al. 2004). Nach RNA (Ribonucleic acid) Interferenz (RNAi)-

vermittelter Herunterregulation von RIAM in Jurkat T-Zellen ist die über eine konstitutiv aktive Form 

von Rap1 vermittelte basale bzw. PMA-induzierte Adhäsion der T-Zellen vermindert (Lafuente et al. 
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2004). Die Rekrutierung von Rap1 an die Plasmamembran nach TZR-Stimulation ist entscheidend für 

die TZR-vermittelte Aktivierung von LFA-1 (Lafuente et al. 2004; Bivona et al. 2004). In Abwesenheit 

von RIAM transloziert aktives Rap1 nicht mehr an die Plasmamembran (Lafuente et al. 2004). Diese 

Daten legen nahe, dass die Rekrutierung von aktiviertem Rap1 an die Plasmamembran für den Defekt 

in der LFA-1-Aktivierung verantwortlich ist.  

Neben Rap1 und seinen Effektormolekülen wurden zwei Adapterproteine beschrieben, die an der TZR-

vermittelten Adhäsion beteiligt sind. Hierbei handelt es sich um die zytosolischen Adapterproteine 

ADAP (Adhesion and degranulation promoting adapter protein) und SKAP55 (Src kinase-associated 

phosphoprotein of 55 kDa) (Ménasché et al. 2007a). Als ein konstitutiver Interaktionspartner von ADAP 

wurde SKAP55 identifiziert (Marie-Cardine et al. 1997; Liu et al. 1998a). Diese Interaktion wird über 

die SH3-Domäne in SKAP55 und der prolinreichen Region in ADAP vermittelt (Marie-Cardine et al. 

1997; Kliche et al. 2006). Wichtig anzumerken ist hier, dass alles in T-Zellen vorhandene Protein von 

SKAP55 mit ADAP assoziiert ist (Marie-Cardine et al. 1998a). Diese Interaktion zwischen ADAP mit 

SKAP55 ist für die stabile Expression von SKAP55 notwendig. So führt der Verlust der ADAP-Expression 

(nach RNAi von ADAP, in ADAP-defizienten Jurkat T-Zellen bzw. murinen ADAP-defizienten T-Zellen) zu 

einem Verlust der Expression von SKAP55 (Kliche et al. 2004; Huang et al. 2005; Togni et al. 2005). Die 

Daten belegen weiterhin, dass T-Zellen von der ADAP-knock-out Maus eine zweifach defiziente 

Mausvariante darstellen, bei der die Adapterproteine ADAP und SKAP55 fehlen (Kliche et al. 2004; 

Togni et al. 2005). SKAP55 und ADAP bilden daher in T-Zellen ein funktionelles Signalmodul 

(ADAP/SKAP55-Modul).  

Durch das Expressionsdefizit von ADAP und/oder SKAP55 in T-Zellen (nach RNAi von ADAP oder 

SKAP55 oder in murinen ADAP- oder SKAP55-defizienten T-Zellen) konnte nach Stimulation des TZRs 

keine Aktivierung von LFA-1 und VLA-4 mehr induziert werden (Griffiths et al. 2001; Peterson et al. 

2001; Kliche et al. 2006; Wang et al. 2007; Wang et al. 2003). In weiteren Experimenten konnte unsere 

Arbeitsgruppe (AG) zeigen, dass die Abwesenheit des ADAP/SKAP55-Moduls nicht die  TZR-vermittelte 

Rap1-Aktivierung beeinflusst, sondern wie bei RIAM die Rekrutierung dieser GTPase an die 

Plasmamembran (Kliche et al. 2006). Weder das ADAP/SKAP55-Modul noch die beiden 

Adapterproteine allein waren in der Lage, eine Bindung mit Rap1 oder Rap1-G12V einzugehen. Als 

Verbindungsglied zwischen dem ADAP/SKAP55-Modul und Rap1 konnte RIAM identifiziert werden. 

RIAM interagiert konstitutiv mit dem ADAP/SKAP55-Modul und SKAP55 konnte dabei als der 

Interaktionspartner dieses Rap1-Effektorproteins identifiziert werden (Ménasché et al. 2007b). 

Vergleichbar, wie bei der Abwesenheit von RIAM, transloziert aktives Rap1 nach Verlust der Expression 

von dem ADAP/SKAP55-Modul oder von SKAP55 nicht mehr an die Plasmamembran. Diese Daten 

legen den Verdacht nahe, dass die Hauptfunktion des ADAP/SKAP55/RIAM-Moduls darin besteht, 

Rap1 nach TZR-Stimulation an die Plasmamembran zu rekrutieren. Allerdings ist der molekulare 

Mechanismus, wie dieses Modul an die Plasmamembran transloziert wird, bisher noch unbekannt. Ein 
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möglicher Kandidat wäre SLP-76, da dieses Adapterprotein nach TZR-Stimulation mit ADAP interagiert 

und damit für die Rekrutierung verantwortlich sein könnte (Abb. 1.2).  

Zusätzlich zu den zytosolischen Adapterproteinen ADAP und SKAP55 sind noch Talin und Kindlin-3 als 

positiv regulierende Proteine bei der Aktivierung von LFA-1 in T-Zellen beschrieben worden (Kinashi 

2005; Malinin et al. 2010). Beide Proteine enthalten eine FERM (4.1 protein, ezrin, radixin,moesin)-

Domäne und interagieren direkt mit der zytosolischen Domäne der β-Kette von LFA-1 (Calderwood 

2004; Plow et al. 2009). Der Verlust der Expression von Talin und Kindlin-3 in T-Zellen führt zu einer 

verminderten TZR-vermittelten LFA-1-Aktivierung und Adhäsion von T-Zellen (Simonson et al. 2006; Li 

et al. 2007; Manevich-Mendelson et al. 2009). Bei der LFA-1-Aktivierung scheinen beide Proteine die 

Induktion der hochaffinen Konformation von LFA-1 zu fördern, um so die Stabilisierung von                     

LFA-1/ICAM-1 zu regulieren. 

1.3.3 Leukozyten-Adhäsionsdefekt  

Bei der Familie der β2-Integrine handelt es sich um die dominierende Gruppe von Integrinen, die auf 

Leukozyten exprimiert wird. Bisher sind vier verschiedene β2-Integrine bekannt: LFA-1 (CD11a/CD18), 

Mac1 ((Macrophage-1 antigen), CR3 (Complement receptor 3) oder CD11b/CD18)), CD11c/CD18 (CR4) 

und CD11d/CD18, die alle eine gemeinsame β2-Kette (CD18) besitzen (Kinashi 2005; Gahmberg et al. 

1997). 

LFA-1 wird auf allen Leukozyten exprimiert und wird nicht nur bei der adaptiven, sondern auch bei der 

unspezifischen Immunantwort wie z. B. der Diapedese von neutrophilen Granulozyten benötigt.       

Mac-1 konnte auf Monozyten, Granulozyten und NK-Zellen nachgewiesen werden. Als Liganden dieses 

Integrin konnten der inaktivierte Komplementfaktor iC3b, Fibrinogen, Faktor X, LPS und  ICAM-1 

identifiziert werden (Rabb et al. 1993). CD11c/CD18 wird ebenfalls auf Monozyten, Makrophagen und 

Granulozyten exprimiert und als Liganden wurden iC3b, LPS und der Fc-Rezeptor II (CD23) beschrieben 

(Lecoanet-Henchoz et al. 1995; Arnaout 1990). Mac1 und CD11c/CD18 spielen eine entscheidende 

Rolle bei Extravasation phagozytierender Zellen zum Entzündungsort und bei der Phagozytose von 

(opsionierten) Mikroorganismen (Arnaout 1990; Arnaout et al. 1983). CD11d/CD18 ist das am 

wenigsten charakterisierte Mitglied der β2-Integrine. Dieses Integrin wurde auf Monozyten und 

Makrophagen detektiert (Yakubenko et al. 2008) und bindet ICAM-3 und VCAM (van der Vieren et al. 

1995; Grayson et al. 1998). Es wird angenommen, dass CD11d/CD18 die Adhärenz von Makrophagen 

und Monozyten moduliert. Eine geringe Expression dieses Integrins fördert die 

Monozyteneinwanderung, wohingegen eine erhöhte Expression von CD11d/CD18 den Verbleib von 

differenzierten Makrophagen an der Entzündungsstelle erleichtert (Yakubenko et al. 2008). 

Bei den Leukozyten-Adhäsionsdefekten (LAD) handelt es sich um primäre Immundefekte mit einem 

gestörten Adhäsionsverhalten der Leukozyten. Bisher sind drei Formen bekannt. Der LAD Typ 1 beruht 

auf einem Defekt in der Synthese der β2-Kette (CD18) von LFA-1 und führt u. a. zur verstärkten 
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Blutungsneigung und einer verminderten Wundheilung, fehlender Eiterbildung, Leukozytose und einer 

erheblichen Beeinträchtigung der Immunität gegenüber bakteriellen Infektionen. Da die oben 

erwähnten β2-Integrine eine essenzielle Rolle bei der Adhäsion von Granulozyten und Makrophagen 

an die Endothelwand der Blutgefäße und der sich anschließenden Diapedese spielen, sind sie nicht 

mehr in der Lage an den Infektionsherd zu gelangen, um dort (opsonisierte) Mikroorganismen zu 

beseitigen. Die molekulare Grundlage dieses Defektes bilden verschiedene Mutationen im 

extrazellulären Bereich der β2-Kette (ITGB2-Gen (21q22.3)), die hauptsächlich in der I-ähnlichen 

Domäne der Kopfgruppe oder in der cysteinreichen Region liegen. Diese Mutationen verhindern die 

mRNA (messenger RNA) -Synthese, die Translation oder die Heterodimerformierung, sodass die 

Zelloberflächenexpression des Integrins vollständig zum Erliegen kommt bzw. stark reduziert ist. Die 

-Ketten werden in LAD Typ 1 Patienten normal exprimiert, aber für die Heterodimerformierung dieser 

Integrine im Golgi-Apparat werden sowohl eine intakte - als auch eine β2-Kette benötigt (Etzioni 

2009). 

Beim LAD Typ 2 liegt eine Mutation im SLC35C1-Gen (11p11.2) vor, welches für den Guanosin-5'-

diphosphat-Fukosetransporter kodiert. Bei diesem Typ kommt es zu einer Störung des 

Fukosestoffwechsels, was zum Fehlen des Fukose-exprimierenden Liganden der Selektine führt und 

somit das Rollen der Leukozyten am Endothel behindert (Yakubenia und Wild 2006).  

Beim LAD Typ 3 findet man einen Defekt bei der Aktivierung der Integrine der β1-, β2- und β3-Familie. 

Die Expressionsrate der verschiedenen Integrine ist nicht betroffen. Verantwortlich ist eine Mutation 

des FERMT3-Gens (11q13.1), das für das Protein Kindlin-3 in Immunzellen kodiert. Kindlin-3 interagiert 

mit der β-Kette der Integrine und stabilisiert die hochaffine Konformation von LFA-1 (Manevich-

Mendelson et al. 2009). Eine Aktivierungsstörung der Integrine resultiert in einer ähnlichen klinischen 

Symptomatik wie beim LAD Typ1 mit schweren, rezidivierenden Infektionen, einer ausgeprägten 

Leukozytose, Wundheilungsstörungen sowie dermalen und viszeralen Einblutungen (Wang et al. 

2010). 

1.4 Adapterproteine  

Per Definitionem besitzen Adapterproteine selbst keine enzymatische oder transkriptionelle Aktivität, 

aber sie verfügen über verschiedene Protein-Protein-Interaktionsdomänen und Tyrosin-basierte 

Signalmotive. Diese Domänen/Motive ermöglichen es ihnen, sowohl induzierbare als auch konstitutive 

Protein-Protein-Interaktionen mit anderen intrazellulären Signalmolekülen einzugehen. Diese 

Interaktionen vermitteln die Bildung großer Multimolekularkomplexe (Signalosome), wodurch die für 

diese Signalprozesse essenziellen Proteine zum richtigen Zeitpunkt in räumliche Nähe zueinander 

gebracht werden. Im folgenden Abschnitt wird die Funktion des zytosolischen Adapterproteins SLP-76 

in T-Zellen detaillierter vorgestellt, da es im Fokus der Untersuchungen dieser Arbeit stand. 
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1.4.1 Das zytosolische Adapterprotein SLP-76 

SLP-76, auch bekannt unter dem Namen LCP2 (Lymphocyte cytosolic protein 2), wurde erstmals 1995 

mit Hilfe eines in vitro “Grb2 binding assays” isoliert (Jackman et al. 1995). Als Genlokus wurde das 

Chromosom 5q33 identifiziert. Sowohl die humane als auch die murine cDNA (complementary DNA) 

kodieren für 533 Aminosäuren, die zu 84 % identisch sind (Wu und Koretzky 2004). SLP-76 besteht aus 

drei Domänen. Wie in Abb. 1.4 zu sehen ist, gibt es eine saure N-terminale Domäne, in der sich drei 

Tyrosin-Phosphorylierungsmotive befinden, eine zentrale prolinreiche Region und die C-terminale 

SH2-Domäne (Koretzky et al. 2006). SLP-76 wird in verschiedenen Zellen des unspezifischen und 

spezifischen Immunsystems exprimiert wie Thrombozyten, neutrophile Granulozyten, Mastzellen, 

Makrophagen, NK-Zellen sowie T- und B-Zellen (Koretzky et al. 2006).  

SLP-76-defiziente Mäuse wurden 1998 von zwei verschiedenen Arbeitsgruppen generiert. 60% der 

Tiere starben aufgrund subkutaner Blutungen im pränatalen Entwicklungsstadium (Clements et al. 

1998; Pivniouk et al. 1998). Adulte Tiere hatten verkleinerte Thymi und Lymphknoten und zeigten 

Anzeichen einer Splenomegalie (Clements et al. 1998). Sowohl im Blut, der Milz und im Lymphknoten 

konnten keine peripheren CD4+ oder CD8+ T-Zellen gefunden werden. Der Verlust der peripheren            

T-Zellen konnte auf eine Blockade der Thymozytenentwicklung im CD4/CD8 doppelt negativem 

Stadium zurückgeführt werden (Clements et al. 1998; Pivniouk et al. 1998).  

Die funktionelle Relevanz von SLP-76 bei TZR-vermittelten Signalprozessen wurde intensiv in Jurkat      

T-Zellen untersucht. Nach Überexpression dieses Adapterproteins in Jurkat T-Zellen konnte SLP-76 als 

ein positiver Regulator bei TZR-vermittelten Signalprozessen identifiziert werden (Motto et al. 1996). 

Mit Hilfe der SLP-76-defizienten Jurkat T-Zelllinie J14 konnte belegt werden, dass die im Signalablauf 

vor SLP-76 befindlichen Tyrosinkinasen ZAP-70 und Itk sowie das transmembranöse Adapterprotein 

LAT noch phosphoryliert werden können (Yablonski et al. 1998). Zusätzlich konnte mit dieser Jurkat    

T-Zelllinie gezeigt werden, dass die Phosphorylierung von PLCɣ1 und die Aktivierung des ERK1/2 

Signalwegs sowie der Anstieg des intrazellulären Calciums und die Hochregulation von CD69 signifikant 

reduziert sind (Yablonski et al. 1998). 

SLP-76 wurde über seine Interaktion mit Grb2 identifiziert. Liu und Kollegen konnten später zeigen, 

dass SLP-76 eine höhere Affinität zu Gads, einem Mitglied der Grb2-Familie, besitzt, welches 

konstitutiv mit der prolinreichen Region interagiert (Liu et al. 2003). Die SH2-Domäne von Gads bindet 

an das phosphorylierte Adapterprotein LAT und ermöglicht die Rekrutierung von SLP-76 an die 

Plasmamembran, um die Formation des Calciuminitiationskomplexes zu initieren (s. Abb. 1.2) 

(Koretzky et al. 2006).  

Zur Assemblierung des Komplexes interagiert PLCɣ1 mit der prolinreichen Region von SLP-76 

(Yablonski et al. 2001). Die drei Tyrosin-Phosphorylierungsmotive von SLP-76 werden nach TZR-

Stimulation von ZAP-70 phosphoryliert (Bubeck Wardenburg et al. 1996; Fang und Koretzky 1999) und 

ermöglichen eine induzierbare Interaktion von Vav, Itk und Nck (Wu et al. 1996; Schneider et al. 2000; 
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Wunderlich et al. 1999). Vav und Itk sind an der Aktivierung von PLCɣ1 beteiligt (Schaeffer et al. 1999; 

Reynolds et al. 2002). Das zytosolische Adapterprotein Nck sowie Vav und Itk regulieren zusätzlich 

Aktin-modifizierende Signalwege, die den F-Aktingehalt in T-Zellen modifizieren (Fischer et al. 1998; 

Buday et al. 2002; Gomez-Rodriguez et al. 2007). 

Die SH2-Domäne von SLP-76 interagiert mit phosphoryliertem ADAP (Musci et al. 1997; da Silva et al. 

1997; Sauer et al. 2001). Für ADAP ist beschrieben worden, dass es an der TZR-vermittelten Regulation 

von CD69, CD25 und der IL-2 Freisetzung sowie der oben erwähnten Aktivierung von LFA-1 und VLA-4 

beteiligt ist (Griffiths et al. 2001; Peterson et al. 2001). Nach Mutation der Tyrosinreste in ADAP, welche 

für die Interaktion von ADAP an die SH2-Domäne von SLP-76 verantwortlich sind (Wang et al. 2004), 

konnte eine verminderte Interaktion zwischen T-Zellen und APZs beobachtet werden (Wang et al. 

2004). Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass neben ADAP auch SLP-76 eine Rolle bei der TZR-

vermittelten Regulation der Integrine spielt.  

 

 

Abb. 1.4: Domänenstruktur und Bindungspartner von SLP-76. SLP-76 besteht aus einer N-terminalen sauren 
Domäne (in der sich drei Tyrosin (Y)-Phosphorylierungsmotive (Y112, Y128 und Y145) befinden), einer zentralen 
prolinreichen Region und einer C-terminalen SH2-Domäne. Zusätzlich sind die bekannten Interaktionspartner 
und die jeweiligen interagierenden Domänen/Motive dieses Adapterproteins dargestellt (modifiziert nach 
Koretzky et al. 2006).  

 

Unsere Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass nach Zerstörung des endogenen SLP-76/Gads-Komplexes 

durch Überexpression eines isolierten Gads-Binding-Fragments (GB-Fragment) selektiv die TZR-

vermittelte Aktivierung von LFA-1 und VLA-4 reduziert wurde (Jordan et al. 2007). Die Zerstörung des 

endogenen SLP-76/Gads-Komplexes durch das GB-Fragment hat zur Folge, dass SLP-76 nicht mehr mit 

LAT interagiert und der Calciuminitiationskomplex nicht mehr assembliert wird (Singer et al. 2004) (s. 

Abb. 1.2). Diese Daten belegen, dass SLP-76 an verschiedenen Signalwegen beteiligt ist, die eine Rolle 

bei der TZR-vermittelten Aktivierung von LFA-1 spielen könnten. Hierzu gehören z. B.  

 die induzierbare Interaktion mit ADAP,  
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 die Assemblierung des Calciuminitiationskomplexes und die Aktivierung der PLC1 (Da die von der  

PLC1 generierten sekundären Botenstoffe GTP-Austauschfaktoren stimulieren, die für 

Aktivierung von Rap1 benötigt werden (Katagiri et al. 2004a) sowie 

 die induzierbare Interaktion mit Vav, Itk und Nck (Abb. 1.2), da diese Moleküle die TZR-

vermittelten Aktinpolymerisation regulieren, den Aufbau und die Stabilisierung der IS fördern 

sowie an der Aggregation der Integrine beteiligt sind (Buday et al. 2002; Krawczyk et al. 2002; 

Finkelstein et al. 2005). 

Diese SLP-76-abhängigen Signalwege, die möglicherweise in der TZR-vermittelten LFA-1-Aktivierung 

involviert sind, sollen im Rahmen dieser Arbeit untersucht werden. 

 

1.5 RNA-Interferenz 

Bei der RNAi handelt es sich um einen natürlichen und hochkonservativen Mechanismus, um die 

Expression von Genen zu verringern (Fire et al. 1998; Cerutti und Casas-Mollano 2006). Dieser 

Mechanismus basiert auf der Interaktion von kleinen RNA-Molekülen, wie siRNA (small interfering 

RNA) oder miRNA (micro RNA), mit der nach der Transkription gebildeten komplementären mRNA im 

Zytosol der Zelle. Die gebildete doppelsträngige RNA (double stranded RNA (dsRNA)) wird über 

zelleigene Enzymkomplexe abgebaut. Dieser Prozess verhindert die Translation der Boten-RNA 

(messenger RNA (mRNA)) in ein Protein und vermindert so die Expression des Genproduktes (Kurreck 

2009).  

In der Wissenschaft können verschiedene Formen der dsRNA verwendet bzw. in die Zelle eingeschleust 

werden, um das endogene RNAi-System zur posttranskriptionellen Gensuppression zu verwenden. Als 

dsRNA können entweder chemisch synthetisierte siRNA oder die  Promotor-getriebene Expression von 

shRNA (small hairpin RNA) im Zellkern über einen transfizierten Vektor genutzt werden (Abb. 1.5A) 

(Kurreck 2009). Die gebildete primäre shRNA wird von diesem Vektor nach ihrer Prozessierung zu 

shRNA dann von Exportin 5 aus dem Zellkern in das Zytoplasma transportiert. Hier wird die shRNA über 

Dicer, einer Endoribonuklease, in eine 21 - 23 Basenpaare lange doppelsträngige siRNA geschnitten 

(Abb. 1.5A). Diese siRNA interagiert mit einem Komplex aus RNA und Proteinen, dem RISC (RNA 

interference specificity complex), wo der Komplementärstrang abgebaut wird und der verbliebende 

Folgestrang am RISC verbleibt. Dieser lagert sich an die Ziel-mRNA an. Diese mRNA wird degradiert und 

steht für die Translation des Gens nicht mehr zur Verfügung (Abb. 1.5A). In dieser Arbeit wurde zur 

Generierung der shRNA der pCMS3-Vektor verwendet (Abb. 1.5B). Dieser Vektor wurde unserer AG 

von Daniel D. Billadeau zur Verfügung gestellt (Gomez et al. 2005). Der Vektor besitzt zwei Promotoren: 

den H1-RNA-Polymerase-III-Promotor (H1p) und den Simian Virus 40 -Promotor (SV40p). Die shRNA-

kodierenden Oligonukleotide werden vom H1p transkribiert, wohingegen das Markergen EGFP 

(Enhanced green fluorescent protein) von dem SV40p exprimiert wird (Abb. 1.5B). Mit Hilfe dieses 
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Markergens können transfizierte Zellen im Fluoreszenzmikroskop oder am Durchflusszytometer 

identifiziert werden. 

        

 

Abb. 1.5: Mechanismus der RNA-Interferenz und der Aufbau des pCMS3-Vektors. (A) Die Transkription der prä-
shRNA von einem Vektor erfolgt im Zellkern und wird mit Hilfe eines Mikroprozessorkomplexes zur shRNA 
prozessiert. Über das Protein Exportin 5 wird die shRNA aus dem Zellkern in das Zytoplasma geschleust. Hier wird 
die shRNA über die Endoribonuklease Dicer in siRNA umgewandelt. Nach Bindung der siRNA an dem RISC (RNA 
interference specificity complex) wird der Komplementärstrang degradiert. Über den am RISC-gebundenen 
Leitstrang der siRNA erfolgen die Bindung an die Ziel-mRNA und deren Abbau. (B) Schematischer Aufbau des 
pCMS3-Vektors für die Generierung der shRNA. Der H1p (H1-RNA-Polymerase-III-Promotor) dient zur 
Generierung der prä-shRNA. Der Simian Virus 40-Promotor (SV40p) wird zur Translation von EGFP (enhanced 
green fluorescent protein) verwendet. 
 

1.6 Ziele 

Unsere Arbeitsgruppe hatte SLP-76-defiziente Jurkat T-Zellline J14 sowie die beiden Linien J14-76-11 

und J14-76-18, welche SLP-76 reexprimieren, verwendet, um die funktionelle Bedeutung von SLP-76 

bei der TZR-vermittelten Integrinaktivierung zu untersuchen (Yablonski et al. 1998). Für die Integrine 

VLA-4 und LFA-1 wurden diese Zelllinien in einem statischen Adhäsionstest nach Stimulation mit anti-

CD3-Antikörpern (TZR), PMA und MnCl2 auf ihre Fähigkeit zur Bindung an die immobilisierten Liganden 

Fibronektin und ICAM-1 verwendet. Für das Integrin VLA-4 wurde dabei festgestellt, dass in SLP-76-

defizienten J14 Zellen keine Bindung nach TZR- und PMA-Stimulation beobachtet werden konnte. 

Diese verminderte Adhäsion nach TZR- und PMA-Stimulation wurde in den SLP-76 rekonstituierten 
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J14-76-11 und J14-76-18 Zellen aufgehoben. Bei der direkten Aktivierung von VLA-4 mit MnCl2 waren 

alle drei Zelllinien in der Lage an Fibronektin zu binden. Im Gegensatz zur Aktivierung von VLA-4 konnte 

in J14 und den SLP-76 rekonstituierten J14-76-11 und J14-76-18 Jurkat T-Zellen mit keinem der drei 

Stimuli eine Adhäsion an immobilisiertes ICAM-1 induziert werden. Eine mögliche Erklärung des 

Defekts bei der LFA-1-Aktivierung könnte eine drastisch reduzierte Expression des Integrins auf der 

Zelloberfläche sein. Überraschenderweise konnte die Expression von LFA-1 auf allen drei Zelllinien 

nachgewiesen werden. Die Expressionsstärke von LFA-1 war vergleichbar mit der Wildtyp Jurkat             

T-Zelllinie JE6.1, die unsere AG schon erfolgreich für Untersuchungen zu Signalprozessen bei der TZR-

vermittelten LFA-1-Aktivierung verwendet hatte (Kliche et al. 2006; Ménasché et al. 2007b). Diese 

Vorarbeiten zeigen, dass diese SLP-76-defiziente Jurkat T-Zellline J14 sowie die beiden Linien                 

J14-76-11 und J14-76-18 nicht für die Untersuchungen zur TZR-vermittelten LFA-1-Aktivierung 

verwendet werden können. Um die funktionelle Bedeutung von SLP-76 für die TZR-vermittelte LFA-1-

Aktivierung zu untersuchen, wurde daher mittels RNA-Interferenz die Expression von SLP-76 in der 

Jurkat T-Zelllinie JE6.1 reduziert.  

Folgende Fragestellungen sollten in dieser Arbeit beantwortet werden: 

1. Führt die Reduktion der Expression von SLP-76 zu den gleichen TZR-vermittelten Defekten, wie sie 

von Yablonski et al. beschrieben wurden (Yablonski et al. 1998)? Zu diesen Defekten gehören eine 

verminderte PLCγ1 und ERK1/2 Aktivierung, ein reduzierter Calciumeinstrom und der Verlust der 

Hochregulation des Aktivierungsmarkers CD69. 

2. Vermittelt die Herunterregulation der Expression von SLP-76 einen Defekt bei der TZR-vermittelten 

Adhäsion von LFA-1 und bei der Interaktion mit APZs? In diese Untersuchungen sollten auch 

Experimente eingeschlossen werden, um die funktionelle Bedeutung von SLP-76 bei der Affinität und 

Avidität von LFA-1 aufzuklären. 

3. An welchen Signalprozessen ist SLP-76 bei der TZR-vermittelten LFA-1-Aktivierung beteiligt? Hierfür 

sollte nach Reduktion der Expression von SLP-76 die Aktivierung der GTPase Rap1 untersucht werden. 

Da SLP-76 mit ADAP interagiert (Abb. 1.2), sollte zu dem überprüft werden, ob es sich um das 

ADAP/SKAP55/RIAM-Modul handelt, welches über RIAM aktiviertes Rap1 bindet. Da SLP-76 mit               

F-Aktin-regulierenden Signalmolekülen wie Vav, Itk und Nck interagiert (Abb. 1.2), sollte noch die 

Funktion von SLP-76 bei der F-Aktinpolymerisation analysiert werden.  
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2 Material und Methoden 

2.1 Material 

2.1.1 Laborgeräte  

Alle in dieser Arbeit verwendeten Laborgeräte in alphabetischer Reihenfolge und mit Angabe des 

Herstellers befinden sich im Anhang 1 ab S. XXXI (Tab. 2.1).    

2.1.2 Verbrauchsmaterialen  

Alle in dieser Arbeit verwendeten Verbrauchsmaterialien in alphabetischer Reihenfolge und mit 

Angabe des Herstellers sind im Anhang 2 ab S. XXXII (Tab. 2.2) aufgeführt.    

2.1.3 Reagenzien 

Alle in dieser Arbeit verwendeten Reagenzien in alphabetischer Reihenfolge und mit Angabe des 

Herstellers sind im Anhang 3 ab S. XXXIII (Tab. 2.3) aufgeführt.    

2.1.4. Kits 

Tab. 2.4: Alle in dieser Arbeit verwendeten Kits in alphabetischer Reihenfolge, mit Angabe des 

Herstellers. 

Kits Hersteller 

Agfa Fixierung und Entwickler Röntgen Bender GmbH 

Nucleo Bond® Xtra Maxi Plus EF Macherey-Nagel 

Roti-Lumin 1 und 2   Carl Roth 

Roti-Nanoquant Carl Roth 

 

2.1.5 Rekombinante Proteine  

Tab. 2.5: Alle in dieser Arbeit verwendeten rekombinanten Proteine. 

DZ: Durchflusszytometrie 

 

 

 

 

Bezeichnung Verwendung Referenz/Quelle 

Humanes ICAM-1-Fc Adhäsionsstudien, DZ R&D Systems 

GST-RalGDS-RBD Pull-down für aktiviertes Rap1 Zur Verfügung gestellt von Dr. S. Kliche 

GST-PAK-RBD Pull-down für aktiviertes Rac Zur Verfügung gestellt von Dr. S. Kliche 
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2.1.6 Größenstandards 

Tab. 2.6: Die Zusammensetzung des in dieser Arbeit verwendeten DNA-Längenstandard. 

Bezeichnung Hersteller Fragmentlängen (Bp) 

250 DNA-Leiter Carl Roth 8000, 6000, 5000, 4000, 3000, 2500, 2000, 1750, 
1500, 1250, 1000, 750, 500, 250 

 

Der Längenstandard von vorgefärbten Proteinen (10-180 Kilo-Dalton (kDa)) von der Firma Fermentas 

wurde für die SDS (Sodium dodecyl sulfate) -Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE) verwendet.  

 

2.1.7 Bakterienstamm 

Tab. 2.7: In dieser Arbeit verwendeter Bakterienstamm. 

Escherichia 
coli (E. coli.) 

Genotyp Verwendung Referenz 

DH10B endA1 deoR+ recA1 galE15 galK16 nupG rps
L Δ(lac)X74 φ80lacZΔM15 araD139 Δ(ara, 
leu)7697 mcrA Δ(mrr-hsdRMSmcrBC) StrR λ– 

Zur 
Amplifikation 
von Plasmiden 

(Casadaban und 
Cohen 1980) 

 

2.1.8 Eukaryotische Zelllinien 

Tab. 2.8: Die hier genannten Zelllinien wurden in den jeweiligen Experimenten in dieser Arbeit 

eingesetzt.  

2.1.9 Vektoren  

Tab. 2.9: Übersicht über alle in dieser Arbeit eingesetzten Vektoren. 

 

Bezeichnung Eigenschaften Verwendung Quelle/Referenz 

Jurkat T-
Zellen (JE6.1) 

humane T-Zelllinie 
von einem Patienten 
mit akuter Leukämie 

transiente Expression von shRNAs und 
zum Einsatz in biochemischen sowie 
funktionalen Testsystemen 

(Weiss et al., 
1984) 

Raji B-Zellen Humane T-Zelllinie 
eines 11-jährigen 
Patienten mit Burkitt 
Lymphom 

zum Einsatz in funktionalen 
Testsystemen 

ATCC 

Vektor Resistenz Verwendung Quelle/Referenz 

pmCherry C1 Kanamycin transiente Expression zur Identifizierung von 

Zellen in funktionalen Untersuchungen 

Clontech 

pCMS3 Ampicillin Klonierung von Oligonukleotiden zur RNA-

Interferenz 

(Gomez et al. 2005) 

pSuper Ampicillin Klonierung von Oligonukleotiden zur RNA-

Interferenz 

Oligoengine 
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2.1.10 shRNA-Konstrukte 

Tab. 2.10: Zusammenstellung der in dieser Arbeit verwendeten shRNA-Konstrukte mit den 

dazugehörigen Vektoren.  

Bezeichnung Vektoren (Resistenz) Verwendung Quelle/Referenz 

shK pSuper, pCMS3 

(Ampicillin) 

transiente Expression der shRNA 
gegen Renilla  

(Horn et al. 2009) 

shSLP-76 pSuper, pCMS3 

(Ampicillin) 

transiente Expression der shRNA 
gegen SLP-76  

(Horn et al. 2009) 

 

Tab. 2.11: Darstellung der Zielsequenzen der RNAi für die jeweiligen Gene. 

 

2.1.11 Antikörper 

2.1.11.1 Primäre Antikörper 

Alle in dieser Arbeit verwendeten primären Antikörper (Ak) sind in Tab. 2.12 im Anhang 4 ab S. XXXVI 

aufgelistet. 

2.1.11.2 Sekundäre Antikörper 

Alle in dieser Arbeit verwendeten sekundären Ak sind in Tab. 2.13 im Anhang 5 ab S. XXXVIII aufgelistet. 

2.1.12 Software und Datenbanken 

• BioLinx© (Proteinbestimmung)  

• Corel Photopaint (Mikroskopie) 

• EasyWin32 (Agarosegeldokumentation)  

• FlowJo 7.6.3 (Durchflusszytometrie, Ca-Messung) 

• CellQuest™ Pro (Durchflusszytometrie) 

• PubMed (Literatursuche) 

• GraphPad Prism 5 (Statistik) 

• Microsoft Office (Word, Excel und PowerPoint) 2014 

 

Gen Zielsequenz der RNAi 

Renilla 5`-CCAAGTAATGTAGGATCAA-3` 

SLP-76 5`-CGAAGAGAGGAGGAGCATC-3` 
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2.2 Methoden 

2.2.1 Molekularbiologische Methoden 

2.2.1.1 Chemische Transformation und Kultivierung von Bakterien 

Für die chemische Transformation wurden chemisch kompetente E. coli des Bakterienstammes DH10B 

der AG Kliche verwendet. 40 µl Bakteriensuspension wurden auf Eis aufgetaut, mit 1 µl Plasmid-DNA 

versetzt und mit 50 mM Calciumchloridlösung auf 100 µl aufgefüllt. Der Ansatz wurde für 10 min auf 

Eis, für 1 min bei 42 °C (ohne Schütteln) und für weitere 5 min auf Eis inkubiert. Anschließend erfolgte 

die Zugabe von 900 µl SOC-Medium und die Suspension wurde im Thermomixer für 1 h bei 37 °C und 

300 rpm (revolutions per minute) geschüttelt. 400 µl der Bakteriensuspension wurden in Abhängigkeit 

des Resistenzgens des verwendeten Plasmids auf Agarplatten mit den entsprechenden Antibiotika 

ausplattiert und über Nacht bei 37 °C in einem Brutschrank inkubiert. Als Antibiotika wurden 200 μg/ml 

Ampicillin oder 30 μg/ml Kanamycin verwendet. Von mehreren Bakterienkolonien wurde eine 

Vorkultur (5 ml Bakterienmedium (LB (Lauria Broth) -Medium) mit dem entsprechenden Antibiotikum) 

angeimpft. Diese Vorkultur wurde über Nacht bei 37 °C und 230 rpm geschüttelt. Für eine Großkultur 

wurde 1 ml der Vorkultur mit 200 ml LB-Medium (mit dem entsprechenden Antibiotikum) in einem 1 l 

Erlenmeyerkolben verwendet und wieder über Nacht bei 37 °C und 230 rpm geschüttelt. 

• SOC-Medium: 0,5 % (w/v; Gewicht/Volumen) Hefeextrakt, 2 % (w/v) Trypton/Pepton, 10 mM 

NaCl, 2,5 mM KCl, 10 mM MgSO4, 20 mM Glucose in destilliertem Wasser (dH20) 

• LB-Medium, flüssig: 1 % (w/v) Trypton/Pepton, 0,5 % (w/v) Hefeextrakt, 85 mM NaCl  

• LB-Agarplatten: 1,5 % (w/v) Agar-Agar in LB-Flüssigmedium 

2.2.1.2 Isolation von Plasmid-DNA 

Für die Isolation großer Mengen an Plasmid-DNA aus 200 ml einer Großkultur wurde der Nucleo Bond® 

Xtra Maxi Plus EF Kit von Macherey-Nagel nach Angaben des Herstellers eingesetzt. Die 

Konzentrationsbestimmung der DNA erfolgte am Photometer (Kap. 2.2.1.3) und die Qualität der DNA 

wurde mit Hilfe der Agarose-Gelelektrophorese überprüft (Kap. 2.2.1.4). 

2.2.1.3 Konzentrationsbestimmung 

Die Konzentration der DNA wurde mit Hilfe eines UV (Ultraviolett) -Spektrometers bestimmt. Die DNA-

Proben wurden mit dH2O verdünnt und die Absorption (A) für die beiden Wellenlängen bei 260 und 

280 nm am Photometer gemessen. Die Konzentration der DNA (C in µg/µl) wurde nach der folgenden 

Formel berechnet:  

C(µg/µl) = A 260 x Verdünnung x 50 (Multiplikationsfaktor für doppelsträngige DNA) /1000 

Als Maß für die Reinheit der Probe wurde der Quotient aus A 260 nm/A 280 nm ermittelt. Dieser sollte 

zwischen 1,8 und 2,0 liegen, um Verunreinigungen mit Proteinen auszuschließen. 
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2.2.1.4 Agarose-Gelelektrophorese  

Die Reinheit der isolierten Plasmid-DNA wurde mit Hilfe der Agarose-Gelelektrophorese untersucht, 

um Kontamination mit RNA bzw. genomischer DNA auszuschließen. Agarose ist ein Polysaccharid und 

wird aus Rotalgen gewonnen. Für die elektrophoretische Auftrennung der Plasmid-DNA wurden Gele 

mit 1 % (w/v) Agarose verwendet. Die Agarose wurde in TAE-Puffer (Tris-Acetate-

Ethylendiamintetraacetat (EDTA) -Puffer) aufgekocht und nach dem Abkühlen mit Ethidiumbromid 

versetzt. Dieser Farbstoff bindet an DNA und kann aufgrund seiner Fluoreszenz im UV-Licht visualisiert 

werden. Diese Lösung wurde in einen vorbereiteten Gelträger gegossen. Nach der Polymerisation der 

Agarose wurde die Plasmid-DNA (500 ng/5 µl) mit 5 x DNA-Probenpuffer versetzt und in die Geltaschen 

überführt. Als Größenstandard wurde ein 250 bp Marker verwendet. Die Auftrennung der Plasmid-

DNA entsprechend ihrer Größe erfolgte bei einer Spannung von ca.  80 - 100 V. Die Plasmid-DNA wurde 

unter UV-Licht sichtbar gemacht und fotografiert. 

• 1 x TAE-Puffer: 40 mM Tris (Tris-(Hydroxymethyl)-Aminomethan) (pH 7,6), 20 mM Essigsäure, 

1 mM EDTA (pH 8,0)  

• Agarosegellösung: 1 % (w/v) Agarose, 0,01 % (v/v, (Volumen/Volumen)) Ethidiumbromid 

(Stammlösung 10 mg/ml) in TAE-Puffer 

• 5 x DNA-Probenpuffer: 50 % (w/v) Glycerin, 0,25 % (w/v) Bromophenolblau und 0,25 % (w/v) 

Xylen-Cyanol in TAE Puffer 

2.2.2 Zellbiologische Methoden 

2.2.2.1 Kultivierung von eukaryontischen Zelllinien 

Alle Arbeiten mit Zellkulturen erfolgten unter sterilen Bedingungen. Dafür wurden sterile Plastikwaren 

verwendet. Aufzucht und Wachstum aller Linien erfolgte bei 37 °C, 96 % relativer Luftfeuchtigkeit und 

5 % CO2-Anteil im Inkubationsschrank. 

Die Jurkat T-Zellen JE6.1 und Raji B-Zellen wurden in RPMI (Roswell Park Memorial Institute) -1640    -

Medium mit 10 % fötalen Kälberserum (FCS) in Zellkulturflaschen kultiviert. Das FCS wurde vor der 

Verwendung hitzeinaktiviert (56 °C für 30 min). Diese Zellen wurden regelmäßig alle 48 - 72 h mit 

frischem Zellkulturmedium auf 0,06 - 0,12 x 106 Zellen/ml eingestellt. Wenn nicht anders angegeben, 

wurde bei allen Versuchen eine Zellzahl von 0,2 - 0,3 x 106 Zellen/ml verwendet. 

• Zellkulturmedium: RPMI-1640-Medium mit 10 % (v/v) FCS 

2.2.2.2 Zellzahlbestimmung  

Um die Zellzahl zu bestimmen, wurden 20 µl der Zellkultursuspension mit Trypanblau im Verhältnis 1:1 

gemischt. Dieser Azofarbstoff bindet Proteine im Zytosol. Abgestorbene Zellen mit defekter 

Zellmembran werden daher blau gefärbt. Mit Hilfe einer Neubauer-Zählkammer wurden alle Zellen, 
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die sich innerhalb von vier Großquadraten befinden, unter dem Lichtmikroskop ausgezählt. Aus dem 

gemittelten Ergebnis dieser Zählung lässt sich, unter Berücksichtigung der Verdünnung (1:2) und der 

Standardmaße der Zählkammer, rechnerisch die Zellzahl wie folgt ermitteln:  

Zellzahl/ml = (Mittelwert der gezählten Zellen) x 2 (Verdünnung) x 10000. 

2.2.2.3 Elektroporation  

Die Plasmid-DNA wurde mithilfe der Elektroporation in Jurkat T-Zellen transfiziert. Hierfür wurde ein 

elektrischer Impuls erzeugt, der die Zellmembran kurzzeitig durchlässig macht, sodass die DNA aus der 

Umgebung aufgenommen werden kann. Pro Transfektionsansatz wurden 20 Millionen (Mio.) Zellen 

verwendet, abzentrifugiert (301 g, 4 min, 20 °C) und in PBS-CM (Phosphate buffert saline with Calcium 

and Magnesium) gewaschen. Das Zellpellet wurde in 350 µl PBS-CM resuspendiert und in die 

Elektroporationsküvette (4 mm) überführt. Nach Zugabe von bis zu 40 µg DNA (bzw. 20 µg shRNA-

Konstrukt und 20 µg pmCherry-C1) wurde der Ansatz im Gene Pulser II bei 250 V und 950 µF 

elektroporiert. Nach der Entfernung des DNA-Gerinnsels wurden die Zellen in eine Zellkulturflasche 

mit 25 ml frischem und 25 ml altem RPMI versetzt und kultiviert. 24 h nach der Elektroporation mit 

den verschiedenen Konstrukten zur RNAi wurden die Jurkat T-Zellen mit frischem Zellkulturmedium 

auf eine Zellzahl von 0,12 x 106 Zellen/ml eingestellt und erst nach weiteren 24 h für die Experimente 

verwendet. Da der pCMS3 zur RNA-Interferenz unter dem SV40-Promotor das EGFP exprimiert, konnte 

48 h nach der Transfektion der Jurkat T-Zellen eine Transfektionseffizienz von 90 – 80 % EGFP-

exprimierenden Zellen im Durchflusszytometer ermittelt werden. 

2.2.2.4 Adhäsionsassay 

Für den Adhäsionsassay wurde der Ligand ICAM-1 für das Integrin LFA-1 verwendet. Zuerst erfolgte 

die Immobilisierung von ICAM-1 (5 µg/50 µl) auf Petrischälchen. Diese Lösungen wurden in die Mitte 

der Petrischälchen aufgetropft und 120 min bei Raumtemperatur (RT) inkubiert. Danach wurde die 

Lösung abgesaugt und dreimal mit 50 µl PBS gewaschen. Nach dem letzten Absaugen wurde das 

Schälchen mit Blockpuffer überschichtet, über Nacht bei 4 °C inkubiert und dann bei - 20 °C gelagert. 

Pro Ansatz wurden 2 Mio. Jurkat T-Zellen benötigt und abzentrifugiert (4 min, 301 g, RT). Das Zellpellet 

wurde in 1 ml HBSS (Hank´s gepufferter Salzlösung) resuspendiert und in 1,5 ml Eppendorfröhrchen 

überführt. Die Zellen blieben unbehandelt oder wurden für 30 min bei 37 °C stimuliert (10 µg/ml OKT3, 

50 ng/ml PMA oder 1 mM MgCl2 in HBSS). Die vorbereiteten Petrischälchen wurden mit je 1ml HBSS 

gewaschen und dann erfolgte die Zugabe der Zellsuspension für weitere 30 min bei 37 °C im 

Brutschrank. Anschließend wurden nicht adhärierte Zellen nach dreimaligem Waschen mit je 1 ml HBSS 

entfernt und die adhärenten Zellen mit 1 ml PBS/3,5 % Paraformaldehyd (PFA) fixiert. Die Zellzahl von 

grün fluoreszierendem Protein EGFP -positiven Zellen wurde mit Hilfe eines Rasterokulars am 

Fluoreszenzmikroskop von drei unabhängigen Flächen (je mm2) ermittelt. 
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• Fc-konjugierte humane ICAM-1-Stammlösung: (ICAM-1-Fc 10 µg/µl in PBS) 

• Blockpuffer: 0,5 % BSA (w/v) in PBS 

• PBS/3,5 % PFA: 3,5 % (w/v) Paraformaldehyd (PFA) in PBS 

2.2.2.5 Konjugatbildung  

Superantigene (SA) vernetzen die Vβ-Kette des TZR vieler T-Zellen mit den MHC-II-Molekülen der APZs 

(Fraser und Proft 2008), sodass sie für die Konjugatbildung von Jurkat T-Zellen mit den Raji B-Zellen als 

APZs verwendet werden können. Zur Unterscheidung der EGFP-positiven Jurkat T-Zellen von Raji            

B-Zellen wurden diese vor der Beladung mit SA SEE mit dem roten Fluoreszenzfarbstoff                               

Far-Red-DDAO-SE gefärbt. 4 Mio. Raji B-Zellen wurden zweimal mit je 5 ml RPMI-1640 (4 min, 301 g, 

RT) in einem 15 ml Falkonröhrchen gewaschen. Das Zellpellet wurde in 2 ml RPMI-1640 resuspendiert 

und zu diesem Ansatz 10 µl der Far-Red-DDAO-SE-Stammlösung geben. Nach einer Inkubation von          

30 min bei 37 °C im Zellkulturinkubator wurden die Zellen zweimal mit je 10 ml Zellkulturmedium 

gewaschen, um nicht gebundenen Farbstoff zu entfernen. Das Zellpellet wurde in 2 ml 

Zellkulturmedium resuspendiert. 1 ml dieser Suspension wurde mit 20 µl des SA (SEE-Lösung) versetzt 

(beladene Zellen) und der verbliebene Ansatz mit 20 µl PBS für 1 h inkubiert (unbeladene Zellen). Nach 

1 h Inkubation im Zellkulturinkubator wurden die Zellsuspensionen mit je 2 ml Zellkulturmedium 

gewaschen und in 1 ml Zellkulturmedium resuspendiert. Für die Konjugation wurden jeweils 1 x 105 

Jurkat T-Zellen in 200 µl Zellkulturmedium mit je 1 x 105 Raji B-Zellen in 200 µl Zellkulturmedium in 

einem FACS-Röhrchen gemischt und für 30 min in einem Zellkulturinkubator inkubiert. Im Anschluss 

wurde die Zellsuspension vorsichtig gemischt, um unspezifische Interaktionen zu reduzieren, und die 

Zellen wurden in 0,5 ml PBS/1 % PFA fixiert. Der prozentuale Anteil der Konjugate (doppelt-positive 

(grüne und rote) Zellen) wurde am Durchflusszytometer ermittelt.  

• Far-Red-DDAO-SE Stammlösung: 0,5 M in Dimethylsulfoxid (DMSO) gelöst 

• Zellkulturmedium: RPMI-1640-Medium mit 10 % (v/v) FCS 

• SEE-Lösung: 200 µg (w/v) SEE in PBS 

• PBS/1 % PFA: 1 % (w/v) PFA in PBS 

2.2.3 Biochemische Methoden 

2.2.3.1 Stimulation von Jurkat T-Zellen und Herstellung von Lysaten 

Zur Stimulation von Jurkat T-Zellen für Western Blot (WB) -Analysen und zur Immunpräzipitation (IP) 

wurden pro Zeitpunkt 2 - 5 x 106 Zellen abzentrifugiert (4 min, 301 g, 20 °C). Das Zellpellet wurde in 

300 - 1000 μl kaltem RPMI aufgenommen und die Zellen bis zur Stimulation auf Eis gestellt. Unmittelbar 

vor der Stimulation wurden die Zellen für 2 min bei 4 °C und 301 g abzentrifugiert und das Zellpellet in 

300 - 1000 μl Ak-Gemisch (1:2 mAK C305-Überstand mit RPMI-1640) oder PMA (100 ng/ml) 

aufgenommen und unter Schütteln bei 37°C im Thermomixer inkubiert. Die Reaktion wurde durch die 
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Zugabe von 1 - 5 ml kaltem PBS abgestoppt und die Zellen nach einem weiteren Zentrifugationsschritt 

(2 min, 301 g, 4 °C) lysiert. Wenn nicht anders vermerkt, erfolgte die Lyse der Zellen mit dem frisch 

hergestellten Lauryl maltoside/N-dodecyl-β-D-maltoside (LM)/Nonidet P40 (NP40) -Lysepuffer. Das 

Zellpellet von 2 - 5 x 106 Jurkat-Zellen wurde in 60 - 300 μl Lysepuffer lysiert. Nach einer Inkubation 

von 20 min auf Eis wurden die Zellbruchstücke entfernt (10 min, bei 16100 g, 4 °C) und das Lysat in ein 

neues Eppendorfgefäß überführt. Für die Proteinbestimmung wurde eine 1:100 Verdünnung der 

Lysate angefertigt. 

• LM/NP40-Lysepuffer: 1 % (v/v) NP40, 1 % (v/v) LM, 1 mM NaV, 50 mM Tris (pH 7,4), 10 mM 

EDTA, 10 mM NaF, 150 mM NaCl, Pefabloc®Sc (PEFA-Block) (10 µg/ml) und 1 mM 

Phenylmethansulfonylfluorid (PMSF) 

2.2.3.2 GST-Pulldown-Assay zur Messung der Aktivität von Rap1 und Rac  

Je 5 x 106 Jurkat T-Zellen wurden wie im Kap. 2.2.3.1 beschrieben stimuliert. Die Zellen wurden einmal 

mit PBS gewaschen und mit 500 μl GTPase-Lysepuffer 15 min auf Eis inkubiert. Anschließend wurden 

die Lysate für 15 min bei 12000 g und 4 °C abzentrifugiert und die Überstände in neue Reaktionsgefäße 

überführt. Aliquots von 40 μl je Probe wurden entnommen, um im Western Blot (WB) die Reduktion 

der Expression von SLP-76 bzw. die Expression der GTPasen zu ermitteln. Zu den Lysaten erfolgte im 

Anschluss die Zugabe von 20 μg der GST-Fusionsproteine (Tab. 2.5) und 30 µl Glutathion-Sepharose je 

Probe. Nach 1 h Inkubation bei 4 °C unter ständiger Rotation des Gefäßes wurden die Proben für 30 s 

bei 6000 g und 4 °C zentrifugiert und dreimal mit 500 μl Lysepuffer gewaschen. Für die Analyse der 

präzipitierten GTPase in der SDS-PAGE, (Kap. 2.2.3.6) wurde die Sepharose mit 40 μl 1 x SDS-

Probenpuffer versetzt und der Ansatz 5 min bei 99 °C aufgekocht.  

• GTPase-Lysepuffer: 50 mM TrisHCl (pH 7,4), 500 mM NaCl, 1 % (v/v) NP40, 10 % (w/v) Glycerin, 

2,5 mM MgCl2, 10 µg/ml PEFA-Block, 25 mM NaF; 1 mM Vanadate und 1 mM PMSF 

• 1 x SDS-Probenpuffer: 100 mM Tris (pH 6,8), 10 % (w/v) Glycerin, 5 % (w/v) SDS, 10 % (v/v)      

2-Mercaptoethanol und 1 % (w/v) Bromphenolblau  

2.2.3.3 Isolierung von zytosolischen- und plasmamembranhaltigen Fraktionen 

Für die Isolierung von Plasmamembranen wurden 5 x 106 Jurkat T-Zellen nicht stimuliert oder stimuliert 

(s. Kap. 2.2.3.1) mit 1 ml kaltem PBS gewachsen und in 300 µl hypotonischen Lysepuffer aufgenommen. 

Zum mechanischen Aufbrechen der Zellen wurde diese Suspension 20-mal durch eine 2 ml Spritze mit 

einer 27 G Kanüle aufgezogen. Nach 10 min Inkubation auf Eis wurden die Zellkerne und noch intakte 

Zellen durch Zentrifugation (10 min, 100 g, 4 °C) entfernt. Der Überstand wurde in eine neues 

Reaktionsgefäß überführt und erneut zentrifugiert (10 min, 16000 g, 4 °C). Der Überstand wurde 

aufgehoben (zytosolische Fraktion). Das Pellet wurde zweimal in 300 µl hypotonischem Lysepuffer 
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gewaschen und in 100 µl NP-40-hypotonischem Lysepuffer resuspendiert. Für die Proteinbestimmung 

wurde eine 1:50 Verdünnung der Lysate verwendet. 

• Hypotonischer Lysepuffer: 10 mM Hydroxyethylpiperazinethansulfonat (HEPES) (pH 7,4),        

10 mM KCl, 10 mM MgCl2, 0,5 mM EDTA, 1 mM PMSF  

• NP-40-hypotonischer Lysepuffer: 10 mM HEPES (pH 7,4), 10 mM KCl, 10 mM MgCl2, 0,5 mM 

EDTA, 1 mM PMSF, 150 mM NaCl, 1 % (v/v) NP-40  

2.2.3.4 Proteinbestimmung modifiziert nach Bradford 

Zur Bestimmung der Konzentration von Proteinen wurde die zu untersuchende Probe mit einer Roti®-

Nanoquant-Lösung nach Angaben des Herstellers versetzt und am Photometer vermessen. In der 

Roti®-Nanoquant-Lösung ist der Farbstoff Coomassie Brillant Blue G enthalten, der an Proteine bindet 

und das Absorptionsmaximum auf 595 nm verschiebt. Als Referenz diente eine BSA-Standardreihe mit 

unterschiedlichen Konzentrationen (0 - 100 µg/ml). Die Auswertung erfolgte am ELISA Reader 

Dynatech MR 5000 mit Hilfe des Programms BioLinx©.  

2.2.3.5 Immunpräzipitation 

Die Immunpräzipitation (IP) beschreibt die Ausfällung von Antigen-Ak-Komplexen (Firestone und 

Winguth 1990). Koimmunpräzipitationsstudien wurden in dieser Arbeit durchgeführt, um konstitutive 

und induzierbare Interaktionen von SKAP55 oder SLP-76 zu untersuchen. Hierfür wurden 

Proteinmengen von 200 µg von unbehandelten bzw. stimulierten Jurkat T-Zellen verwendet. Lysate 

von unstimulierten bzw. stimulierten humanen primären T-Zellen (500 µg Totalprotein) wurden mir 

von Frau. Dr. S. Kliche zur Verfügung gestellt. Die Lysate wurden mit LM/NP40-Lysispuffer (Kap. 2.2.3.1) 

auf ein Volumen von 500 µl aufgefüllt. Die Konzentrationen, der für die in der IP verwendeten Ak, sind 

der Tab. 2.12 zu entnehmen. Pro Ansatz erfolgte dann die Zugabe von 30 µl immobilisiertem Protein A 

(für Kaninchenseren (Richman et al. 1982)) bzw. Protein G (für Schafseren (Akerström und Björck 

1986)) an Agarose-Beads. Zur IP wurden die Ansätze für 2 h bei 4 °C unter ständiger Rotation des 

Gefäßes inkubiert. Nach beendeter Präzipitation wurden die Beads (1 min, 6000 g, 4 °C) abzentrifugiert 

und dreimal mit 500 μl Waschpuffer gewaschen. Für die Analyse der Präzipitate in der SDS-PAGE (Kap. 

2.2.3.6) wurden die Beads mit 40 μl 1 x SDS-Probenpuffer versetzt und bei 99 °C für 10 min gekocht.  

• Waschpuffer: 0,1 % (v/v) LM, 0,1 % (v/v) NP-40, 1 mM PMSF, 10 nM NaF, 0,15 M NaCl, 50 mM 

Tris (pH 7,8)  

• 1 x SDS-Probenpuffer: 100 mM Tris (pH 6,8), 10 % (w/v) Glycerin, 5 % (w/v) SDS, 10% (v/v)         

2-Mercaptoethanol, 1 % (w/v) Bromphenolblau  

2.2.3.6 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese  

Die SDS (Sodium Dodecyl Sulfate) -Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) dient der 

Auftrennung von Proteinen nach ihrem Molekulargewicht (Laemmli 1970). Dazu wurden die 
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Proteinproben mit 1 x bzw. 5 x SDS-Probenpuffer versetzt und für 5 - 10 min bei 99 °C auf dem 

Thermoblock gekocht. In diesem Schritt denaturieren Proteine, binden an das ionische Detergenz SDS 

und werden dadurch negativ geladen. Das führt dazu, dass ihre Eigenladung überlagert wird (Reynolds 

und Tanford 1970). Für die Auftrennung wurde eine Trägersubstanz aus polymerisiertem Acrylamid 

verwendet. Bei der diskontinuierlichen SDS-PAGE wurden die Proteine zunächst in einem Sammelgel 

konzentriert und dann in einem Trenngel der Größe nach aufgetrennt. Innerhalb einer angelegten 

Spannung (120 V) wanderten die Proteine abhängig von ihrem Molekulargewicht in Richtung der 

Anode (Laemmli 1970). Ein vorgefärbter Proteinmarker diente als Richtwert für die Abschätzung der 

Molekulargewichte. In Tab. 2.14 sind die Pipettierschemata für die Trenngele (10 % oder 12,5 %) und 

Sammelgele (für zwei Versuchsansätze) dargestellt.  

Tab. 2.14: Pipettierschema für die SDS-PAGE. 

Zusammensetzung Trenngel (10 %) Trenngel (12,5 %) Sammelgel (5 %) 

dH20 3,75 ml 3 ml 5,15 ml 

Trenngelpuffer  2,25 ml 2,25 ml - 

Sammelgelpuffer  - - 2,1 ml 

Acrylamidlösung 30 % 3 ml 3 ml 1,13 ml 

Tetramethylethylendiamin 

(TEMED) 

12,5 µl 12,5 µl 12,5 µl 

Ammoniumperoxodisulfat 
(APS) 

60µl 60 µl 60 µl 

• 1 x SDS-Probenpuffer: 100 mM Tris (pH 6,8), 10 % (w/v) Glycerin, 5 % (w/v) SDS, 10 % (v/v)      

2-Mercaptoethanol und 1 % (w/v) Bromphenolblau  

• 5 x SDS-Probenpuffer: 100 mM Tris (pH 6,8), 50 % (w/v) Glycerin, 5 % (w/v) SDS, 10 % (v/v)      

2-Mercaptoethanol 1 % (w/v) Bromphenolblau 

• Trenngelpuffer: 1,5 M Tris (pH 8,8), 0,4 % (w/v) SDS  

• Sammelgelpuffer: 0,5 M Tris (pH 6,8), 0,4 % (w/v)  

• SDS-Laufpuffer: 25 mM Tris, 250 mM Glycin, 0,1 % (w/v) SDS 

• APS-Lösung: 10 % APS (w/v) in dH2O 

2.2.4 Immunologische Methoden 

2.2.4.1 Western Blot  

Im Western Blot (WB) wurden die in der SDS-PAGE aufgetrennten Proteingemische elektrophoretisch 

auf eine Nitrozellulosemembran transferiert und anschließend mittels Ak-Färbung spezifisch detektiert 

(Towbin et al. 1979). Für den Transfer der Proteine wurde das Semi-Dry-Verfahren bei einer 

konstanten Stromstärke (z. B. 140 mA für ein Gel) für 1 h verwendet (Tovey und Baldo 1987). 

Anschließend wurde die Nitrozellulosemembran mit einer Ponceau-S-Lösung gefärbt, um das 
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Bandenmuster der Proteine sichtbar zu machen und zu kontrollieren, ob die Proteine gleichmäßig und 

ohne Luftblasen auf die Membran übertragen wurden. Vor der Inkubation mit dem primären Ak wurde 

die Membran 1 h mit Blockpuffer auf dem Schüttler inkubiert, um verbliebene Proteinbindungsstellen 

der Membran abzusättigen und so spätere unspezifische Bindungen des Ak an die Membran zu 

verhindern. Anschließend wurde die Membran für 1 h bei RT mit dem entsprechenden primären Ak 

(Tab. 2.12) inkubiert. Im Anschluss wurde die Membran dreimal für je 5 min mit Tween 20 -haltigen 

PBS (PBST)-Waschpuffer gewaschen und erneut für 1 h mit einem Peroxidase-gekoppelten sekundären 

Ak (Tab. 2.13) inkubiert. Nach weiteren drei Waschgängen wie zuvor beschrieben wurde die Membran 

für 1 min mit dem Roti-Lumin behandelt, welches eine Peroxidase-katalysierte 

Chemilumineszenzreaktion auslöste. Durch Auflegen eines Röntgenfilms auf die Membran wurde das 

Chemilumineszenzsignal übertragen und anschließend der Film entwickelt. Um verschiedene Proteine 

zu detektieren, wurde die Membran für 45 min mit einer Natriumazidlösung inkubiert. Das 

Natriumazid inaktiviert die an den sekundären Ak gebundene Peroxidase und damit dessen 

Chemilumineszenzsignal. Anschließend konnte nach dreimaligem Waschen die Membran zur 

Detektion weiterer Proteine mit Ak einer anderen Spezies verwendet werden.  

• Transferpuffer: 39 mM Glycin, 48 mM Tris, 0,037 % SDS, 20 % (v/v) Methanol  

• Ponceau S-Lösung: 2 % (w/v) Ponceau S in 5 % (v/v) Essigsäure 

• PBST-Waschpuffer: 0,1 % (v/v) Tween 20 in PBS (pH 8,6) 

• Blockpuffer: 5 % (w/v) Milchpulver in PBST 

• Tris-gepufferte Saline (TBS) für Strippuffer: 10 mM Tris (pH 7,4), 150 mM NaCl  

• Natriumazidlösung: 1 % (w/v) Natriumazid in TBS (Tris buffert saline) 

2.2.4.2 Durchflusszytometrie 

Mit Hilfe der Durchflusszytometrie (FACS (fluorescence-activated cell sorting)) können Zellen (oder 

kleinste Teilchen) nach ihrer Größe, Oberflächenstruktur und ihrer intrazellulären Zusammensetzung 

unterschieden werden. In meinen Versuchen wurden Oberflächenrezeptoren oder intrazelluläre 

Moleküle in T-Zellen mit Ak detektiert. Die Ak sind entweder direkt mit einem Fluoreszenzfarbstoff 

gekoppelt oder können durch eine indirekte Markierung mit einem mit Fluoreszenzfarbstoff 

konjugierten (Fluorescein Isothiocyanat (FITC) oder Allophycocyanin (APC)) sekundären Ak 

nachgewiesen werden. Diese Fluorophor-markierten Zellen werden im Durchflusszytometer mit einem 

Laserstrahl angeregt und das emittierte Licht kann anhand seiner Wellenlänge ein farbabhängiges, 

spezifisches Signal auslösen und dann detektiert werden.  
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2.2.4.2.1 Oberflächenexpression des TZRs und CD18  

Für die Analyse von Oberflächenrezeptoren wie dem TZR oder der β-Kette des Integrins LFA-1 (CD18) 

auf Jurkat T-Zellen wurden 2 x 105 Zellen in ein FACS-Röhrchen überführt. Die Zellen wurden 

zentrifugiert (5 min, 301 g, 4 °C) und der Überstand abgesaugt. Die Zellpellets wurden jeweils in 100 μl 

kaltem PBS resuspendiert, welches den entsprechenden Ak enthielt. Nach dem Mischen der Ansätze 

wurden diese für 30 min auf Eis inkubiert. Die Ak-Inkubation wurde durch Zugabe von 1 ml kaltem PBS 

gestoppt und die Zellen sedimentiert (5 min, 301 g, 4 °C). Der Überstand wurde entfernt und das 

Zellpellet in 100 μl des verdünnten FITC/APC-konjugierten sekundären Ak resuspendiert. Zusätzlich 

wurde eine Negativkontrolle mitgeführt, die nur den sekundären Ak enthielt. Die Proben wurden für 

30 min auf Eis im Dunkeln inkubiert und dann mit eiskaltem 1 ml PBS gewaschen (5 min, 301 g, 4 °C). 

Nach dem Waschen wurden die Zellen in 300 μl PBS/1 % PFA fixiert und am Durchflusszytometer 

gemessen. Die Verdünnungen der verwendeten primären und sekundären Ak sind in den Tab. 2.12 

und Tab. 2.13 angeben. 

2.2.4.2.2 Calciummessung 

Jurkat T-Zellen wurden auf eine Zellzahl von 0,3 x 106/ml mit Zellkulturmedium (ohne Phenolrot) in 

einem FACS-Röhrchen eingestellt und gewaschen (301 g, 4 min, RT). Das Zellpellet wurde in 1 ml 

Zellkulturmedium resuspendiert. Der Farbstoff Indo-1 wurde eingesetzt, um die Freisetzung von 

Calcium in der FACS-Analyse messen zu können.  Nach der Zugabe von 5 µl der Indo-1-Lösung pro 

Ansatz wurden die Zellen vorsichtig gemischt und für 45 min im Inkubator bei 37 °C inkubiert. 

Überschüssige Indo-1-Lösung wurde durch einmaliges Waschen (301 g, 4 min, RT) entfernt. Das in            

1 ml Zellkulturmedium resuspendierte Zellpellet wurde für weitere 30 min im Inkubator belassen. Nach 

dem Waschen (301 g, 4 min, RT) wurden die Zellen in 1 ml Zellkulturmedium resuspendiert und bis zur 

Messung auf Eis gestellt. Vor der Messung wurde 1 ml der Zellsuspension in ein 1,5 ml 

Eppendorfröhrchen überführt und für 5 min bei 37 °C im Thermomixer (ohne Schütteln) inkubiert. 

Anschließend wurde die Probe in ein FACS-Röhrchen überführt und am analytischen 

Durchflusszytometer (LSR-Gerät) gemessen. Nach 30 s wurden die Zellen mit 20 µl anti-CD3-Ak C305 

stimuliert. Nach dem Abklingen des TZR-vermittelten Calciumeinstroms erfolgte die Zugabe von 10 µl 

der Ionomycinlösung. Ionomycin wirkt als Ionophore, transportiert Calcium durch Membranen und 

dient als Nachweis für das Vorhandensein von intrazellulärem Calcium. 

• Zellkulturmedium:  RPMI-1640 ohne Phenolrot mit 10 % (v/v) FCS 

• Indo-1-Lösung: 1 µg/µl in DMSO 

• Ionomycinlösung: 0,1 µg Ionomycin in PBS  
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2.2.4.2.3 Löslicher ICAM-1-Bindungstest 

Zum Nachweis der Induktion der hochaffinen Konformation der Integrine auf Jurkat T-Zellen wurde 

der lösliche ICAM-1- und VCAM-Bindungstest verwendet. Jurkat T-Zellen (0,5 x 105 pro Ansatz) wurden 

in ein FACS-Röhrchen überführt, pelletiert (5 min, 301 g, RT) und mit verschiedenen Reaktionsansätzen 

(je 500 μl) behandelt: 

1) HBSS + BSA (10 μg/ml) + ICAM-1 Fc (20 μg/ml) 

2) HBSS + OKT3 (10 μg/ml) + ICAM-1 Fc (20 μg/ml) 

3) HBSS + BSA (10 μg/ml) + ICAM-1Fc (20 μg/ml) + PMA (100 ng/ml) oder  

4) HBSS + BSA (10 μg/ml) + ICAM-1 Fc (20 μg/ml) + Mg2+/EDTA (1 mM MgCl2 und 1 mM EDTA) 

Die Zellsuspension wurde für 5 min bei 37 °C im CO2-Brutschrank inkubiert und anschließend mit 1 ml 

eiskaltem HBSS gewaschen (5 min, 301 g, 4 °C). Zur Detektion des gebundenen ICAM-1-Fc (oder von 

VCAM-Fc) wurden die Zellpellets mit 500 μl FITC oder APC-konjugierten Ziege-anti-human-IgG               

(Fc-spezifisch) sekundären Ak (Tab. 2.13) in HBSS für 30 min auf Eis im Dunkeln inkubiert. Nach dem 

Waschen mit 1 ml eiskaltem HBSS wurden die Zellen in 300 μl PBS/1 % PFA fixiert und am 

Durchflusszytometer gemessen.  

2.2.4.2.4 CD69-Expression  

Für die Induktion der CD69-Expression in Jurkat T-Zellen wurden die Löcher einer 48-Loch-Platte am 

Vortag mit je 500 μl PBS + anti-CD3-Ak OKT3 (1 μg/ml) oder + Bovines Serumalbumin (BSA) (1 μg/ml) 

über Nacht bei 4 °C beschichtet. Nach 24 h wurden die Löcher dreimal mit je 500 μl PBS gewaschen. 

Jurkat T-Zellen wurden auf eine Zellzahl von 1 x 105/ml in RPMI mit 1 % FCS eingestellt. Je 500 μl dieser 

Zellsuspension wurden in ein Loch der 48-Lochplatte gegeben und die Platte für 12 h bei 37 °C im 

Inkubator inkubiert. Als Positivkontrolle wurden Zellen auf BSA-behandelten Löchern zusätzlich mit 

100 ng/ml PMA stimuliert. Nach 12 h wurden unbehandelte oder stimulierte Zellen in FACS-Röhrchen 

überführt und abzentrifugiert (5 min, 301 g, 4 °C). Nach dem Entfernen des Überstandes wurden die 

Zellen jeweils mit 100 μl APC-konjugierter CD69-Ak-Lösung in PBS resuspendiert. Die Proben wurden 

für 30 min auf Eis im Dunkeln inkubiert und anschließend mit 1 ml eiskaltem PBS gewaschen (5 min, 

301 g, 4 °C). Nach dem Waschen wurden die Zellen in 300 μl PBS/1 % PFA fixiert und am 

Durchflusszytometer gemessen. 

2.2.4.2.5 Bestimmung des F-Aktingehalts 

Zur Detektion des filamentösen Aktins (F-Aktin) wurde das Toxin Phalloidin des grünen 

Knollenblätterpilzes verwendet. Jurkat T-Zellen (0,5 x 105 pro Ansatz) wurden in ein FACS-Röhrchen 

überführt und zentrifugiert (5 min, 301 g, RT). Das Zellpellet wurde in 500 μl PBS + anti-CD3-Ak OKT3 

(10 μg/ml) oder PBS + BSA (10 μg/ml) resuspendiert und für 15 min bei 37 °C im Inkubator inkubiert. 

Die Stimulation wurde durch die Zugabe von 500 μl der F-Aktinfärbelösung gestoppt. Nach 15 min 
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Inkubation wurden die Zellen mit PBS/1 % PFA gewaschen (5 min, 301 g, 4 °C), in 300 μl PBS/3,5 % PFA 

resuspendiert und am Durchflusszytometer gemessen. 

• F-Aktinfärbelösung: 4 % (w/v) PFA, 2 μg/ml Phalloidin-Alexa Fluor 633 und 0,2 % Triton X-100 

in PBS  

• PBS/3,5 % PFA: 3,5 % (w/v) PFA in PBS 

2.2.4.2.6 Intrazelluläre Färbung für SLP-76, ADAP, SKAP55 und RIAM 

Zur Detektion der oben genannten Proteine wurde mir das Protokoll der AG Kliche zur Verfügung 

gestellt. Die Spezifität der verwendeten Ak wurde vorher in Anwesenheit oder nach Verlust/Reduktion 

der Expression dieser Proteine getestet (Horn et al. 2009). Jurkat T-Zellen (1 x 106/ml) wurden in ein 

FACS-Röhrchen überführt und die Zellen abzentrifugiert (301 g, 4 min, RT). Nach dem Absaugen des 

Überstandes wurde das Zellpellet in 500 µl Fixierlösung resuspendiert und für 30 min bei RT inkubiert. 

Anschließend wurden die Zellen einmal mit Waschpuffer 1 gewaschen (301 g, 4 min bei RT) und zur 

Permeabilisierung und Blockierung unspezifischer Bindungsstellen in 500 µl Permeabilisierungspuffer 

für 15 min bei RT inkubiert. Anschließend wurden die Zellen mit Waschpuffer 2 gewaschen. Die Ak 

(Tab. 2.12) wurden in Waschpuffer 2 verdünnt und das Zellpellet in 100 µl der Ak-Lösung 

aufgenommen. Nach 1h Inkubation bei RT wurden die Zellen zweimal mit jedem Waschpuffer 

gewaschen (301 g, 4 min, RT) und die Zellpellets in 100 μl der verdünnten APC-konjugierten 

sekundären Ak-Lösung (Tab. 2.13) resuspendiert. Nach einer Inkubation von 30 min im Dunkeln bei RT 

erfolgte die Entfernung nicht gebundener sekundärer Ak nach zweimaligem Waschen mit je 1 ml 

Waschpuffer 2 (301 g, 4 min bei RT). Für die Messung am Durchflusszytometer wurden die Zellpellets 

in 500 µl PBS/1 % PFA resuspendiert. 

• Fixierungslösung: 2 % PFA (v/v) in PBS 

• Saponinlösung: 10 % (w/v) Saponin in HBSS 

• Waschpuffer 1: 2 % (v/v) FCS in HBSS   

• Permeabilisierungspuffer: 2 % (v/v) FCS, 0,5 % (v/v) Saponin in HBSS 

• Waschpuffer 2: 2 % (v/v) FCS, 0,2 % (v/v) Saponin in HBSS 

2.2.4.2.7 Intrazelluläre Färbung zur Detektion von phosphorylierter ERK1/2, ZAP-70 und PLCγ1 

Je 1 x 106 Jurkat T-Zellen wurden unbehandelt belassen oder für 5 min mit dem anti-CD3-Ak C305 

stimuliert (s. Kap. 2.2.3.1). Die Reaktion wurde durch die Zugabe von 1 ml kaltem PBS (ohne Ca2+, Mg2+) 

gestoppt und die Zellen nach einem weiteren Zentrifugationsschritt (5 min, 301 g, 4 °C) nach Zugabe 

von 1 ml PBS/2 % PFA für 10 min bei RT fixiert. Anschließen wurde die Zellen abzentrifugiert (5 min, 

301 g, 4 °C) und in 1 ml PBS/Methanol zur Permeabilisierung aufgenommen. 300 µl dieser 

Zellsuspension wurden abzentrifugiert und zum Blocken von unspezifischen Bindungsstellen in 100 µl 

PBS/BSA für 10 min bei RT inkubiert. Nach dem Waschen mit 500 µl PBS/BSA wurden die Zellen in 100 
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μl Ak-Lösung in PBS/BSA (Tab. 2.12) aufgenommen und 1 h bei RT inkubiert. Nach dem Waschen             

(5 min, 301 g, 4 °C) mit 2 ml PBS/BSA wurden die Zellen in 500 µl PBS aufgenommen und am 

Durchflusszytometer gemessen. 

• PBS/2 % PFA: 2 % (v/v) PFA in PBS 

• PBS/Methanol: 90 % Methanol (v/v) in PBS 

• PBS/BSA:0,5 % BSA (w/v) in PBS 

2.2.4.3 Integrinmultimerisierung 

Zur Entfernung der Schutzschicht auf den Reaktionsfeldern der Adhäsionsobjektträger wurden diese 

zweimal in 50 ml dH2O gewaschen und in 50 ml eiskaltem PBS gelagert. Die Jurkat T-Zellen (1 x 106) 

wurden in ein FACS-Röhrchen überführt und abzentrifugiert (4 min, 301 g, 4 °C). Das Zellpellet wurde 

in 200 µl Ak-Lösung zur Stimulation für 30 min auf Eis inkubiert. Zur Entfernung der nicht gebundenen 

Ak wurde die Suspension zweimal mit je 1 ml eiskaltem PBS gewaschen (4 min, 301 g, 4 °C). Das 

Zellpellet wurde in 200 µl Streptavidinlösung resuspendiert und für 30 min bei 37 °C im Inkubator 

inkubiert. Die Stimulation der Zellen wurde durch die Zugabe von 1 ml eiskaltem PBS gestoppt. Nach 

der Zentrifugation (4 min, 301 g, 4 °C) wurde das Zellpellet in 100 µl PBS resuspendiert und 20 µl der 

Suspension wurden auf die Reaktionsfelder des Adhäsionsobjektträgers gegeben. Zum Absetzen der 

Zellen wurde der Objektträger 15 min auf Eis inkubiert und nicht gebundene Zellen in 50 ml eiskaltem 

PBS entfernt. Die Zellen auf den Reaktionsfeldern des Objektträgers wurden mit 20 µl Fixierlösung für 

15 min bei RT fixiert. Der Objektträger wurde zweimal in 50 ml PBS für 5 min gewaschen. Unspezifische 

Bindungsstellen wurden durch Zugabe von 20 µl Blocklösung für 15 min bei RT blockiert. Nach dem 

Waschen des Objektträgers wurden die fixierten Zellen auf den Reaktionsfeldern mit 20 µl einer FITC-

konjugierten CD18-Ak-Lösung in Blockpuffer für 1 h bei RT im Dunkeln gefärbt. Nach dreimaligem 

Waschen in je 50 ml PBS für 5 min wurden 15 µl Eindeckmedium auf die Reaktionsfelder gegeben und 

diese mit einem Deckglas (24 x   50 mm) abgedeckt. Am nächsten Tag wurden die beiden Gläser mit 

Nagellack abgedichtet, um ein Austrocknen der Zellen zu verhindern. Die Zellen wurden dann am 

konfokalen Lasermikroskop auf die TZR-vermittelte Integrinmultimerisierung untersucht.  

• Ak-Lösung zur Stimulation: 5 µg/µl Biotin-konjugierter anti-CD3-Ak (UCHT) in RPMI-1640 

• Streptavidinlösung: 2,5 µg/ml Streptavidin in RPMI-1640 

• Fixierlösung: 3,5 % (w/v) PFA in PBS 

• Blocklösung: 5 % (v/v) Pferdeserum in PBS 

• Eindeckmedium: 2,4 g Mowiol 4-88 und 6 g Glycerin wurden gelöst in 12 ml 0,2 M Tris (pH 8,5) 

2.2.5 Statistische Analyse der Daten 

Die statistische Signifikanz von Unterschieden wurde mit Hilfe des Student-t-Tests bestimmt (*p ≤ 0,05; 

**p ≤ 0,01; ***p ≤ 0,001). Die Standardfehlerbalken zeigen den SEM (standard error of the mean). 
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3 Ergebnisse 

3.1 Etablierung der RNA-Interferenz von SLP-76 in Jurkat T-Zellen 

Für alle Experimente wurde die Jurkat T-Zelllinie JE6.1 verwendet. In dieser Zelllinie konnte unsere AG 

die Expression von SKAP55 herunterregulieren, um die Funktion dieses zytosolischen Adapterproteins 

bei der TZR-vermittelten Adhäsion zu untersuchen (Kliche et al. 2006). Für die Etablierung der shRNA 

Interferenz wurden zuerst unterschiedliche Mengen des Konstrukts zur shRNA von SLP-76 (shSLP-76; 

pCMS3-shSLP-76) in Jurkat T-Zellen elektroporiert, um die optimale Menge an DNA für die Reduktion 

dieses Adapterproteins zu ermitteln. Als Negativkontrolle diente das Konstrukt pCMS3-shK (shK), bei 

dem die Zielsequenz der shRNA gegen das Gen Luziferase gerichtet ist. Dieses Enzym wird nicht in 

humanen T-Zellen exprimiert. Nach 48 h wurden von ruhenden Transfektanten Zelllysate hergestellt 

und im Western Blot (WB) auf die Reduktion der SLP-76-Expression untersucht. Wie in Abb. 3.1 gezeigt, 

konnte eine deutliche Reduktion der endogenen SLP-76-Expression in Abhängigkeit von der 

eingesetzten Menge an DNA nachgewiesen werden. Bei der Elektroporation von 40 μg des pCMS3-

shSLP-76 Vektors wurde im Vergleich zum Kontrollvektor shK die Expression von SLP-76 im WB nicht 

mehr detektiert (Abb. 3.1). Um zu überprüfen, ob die RNA-Interferenz von SLP-76 nicht die Expression 

von ADAP, SKAP55 und RIAM beeinflusst, wurde das Expressionsniveau dieser Proteine ebenfalls in die 

Untersuchungen miteinbezogen. Die Reduktion der SLP-76-Expression hatte keinen Einfluß auf die 

Expression der beiden zytosolischen Adapterproteine sowie dem Rap1 Effektorprotein RIAM (Abb. 

3.1). 

 

 

Abb. 3.1: Etablierung der shRNA-Interferenz von 
SLP-76 in Jurkat T Zellen. Jurkat T-Zellen wurden mit 
unterschiedlichen Mengen DNA der Konstrukte 
pCMS3-shSLP-76 (shSLP-76) und pCMS3-shK (shK) 
elektroporiert. Nach 48 h wurden von diesen Zellen 
Lysate für den WB angefertigt und auf die 
Expression von SLP-76, ADAP, SKAP55 und RIAM 
untersucht. Die Detektion von ß-Aktin diente als 
Ladekontrolle. Dargestellt ist ein repräsentativer 
WB von jeweils drei durchgeführten Experimenten. 

 

Zusätzlich wurde die Reduktion der SLP-76-Expression in der Durchflusszytometrie verifiziert (Abb. 

3.2A). Da der in dieser Studie verwendet pCMS3-Vektor über den SV40-Promotor (s. Abb. 1.5B) EGFP 

exprimiert, können in den Transfektanten gezielt EGFP-positive Zellen mit dieser Methode analysiert 

werden. Ebenfalls konnte mit dieser Methode in den shSLP-76-Transfektanten eine deutlich 

verminderte Reduktion der Expression von SLP-76 bis zu ca. 90 % ermittelt werden. Auch mit dieser 

Technik hatte die Reduktion der Expression von SLP-76 keinen Einfluss auf die Proteinexpression von 

ADAP, SKAP55 oder RIAM (Abb. 3.2A). Zusätzlich wurde auch die Expression der für meine Arbeit 
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relevanten Oberflächenrezeptoren den TZR und CD18 von LFA-1 miteinbezogen. Die Reduktion der 

SLP-76-Expression hatte keine Auswirkungen auf die Expression dieser Rezeptoren (Abb. 3.2B). 

Diese Daten zeigen, dass die Reduktion der Expression von SLP-76 mittels shRNA in Jurkat T-Zellen 

erfolgreich etabliert werden konnte. Die Expression von ADAP, SKAP55 und RIAM wurde durch die 

Reduktion der SLP-76-Expression nicht beeinflusst.  

 

Abb. 3.2: Durchflusszytometrische Analyse der Signalmoleküle nach Reduktion der SLP-76-Expression. (A) In 
Jurkat T-Zellen, die mit 40 µg shSLP-76- und shK-transfiziert waren, wurde nach 48 h die Expression von SLP-76, 
ADAP, SKAP55 und RIAM in der intrazellulären Färbung dieser Proteine in der Durchflusszytometrie 
nachgewiesen. Als Negativkontrolle zum Nachweis der Expression von ADAP und SLP-76 wurde ein 
Präimmunserum (PIS) vom Schaf verwendet. Als Negativkontrolle zum Nachweis der Expression von SKAP55 und 
RIAM wurde ein mAk gegen GST aus der Ratte verwendet. Gebundene Ak wurden mit APC-konjugierten 
sekundären Ziege-anti-Schaf/Ratte-IgG-Ak detektiert. Das Expressionniveau der Proteine in den Zellen wurde am 
Durchflusszytometer gezielt in EGFP-positiven Zellen untersucht. Histogramme eines repräsentativen 
Experimentes sind dargestellt (n = 2). (B) Die Transfektanten wurden ebenfalls mit einem CD3-Ak (TZR) oder 
CD18-Ak (LFA-1) inkubiert. Gebundene Ak wurden mit einem APC-konjugierten anti-Maus-IgG-Ak nachgewiesen. 
Am Durchflusszytometer wurden gezielt auf EGFP-exprimierende Zellen die Expression der Rezeptoren ermittelt. 
Histogramme eines repräsentativen Experimentes sind gezeigt (n = 2). 

 

3.2 Einfluss der verminderten SLP-76-Expression auf die TZR-vermittelte Aktivierung von PLCγ1 

und ERK1/2, der Calciumfreisetzung sowie der CD69-Hochregulation  

Yablonski und Kollegen konnten in der SLP-76-defizienten Jurkat T-Zellline J14 zeigen, dass die TZR-

vermittelte Aktivierung von PLCɣ1 inhibiert ist (Yablonski et al. 1998). Die Studie von Kim et al. belegt, 

dass die Phosphorylierung von Y783 (Tyrosin 783) essenziell für die Aktivierung der PLCɣ1 ist (Kim et 

al. 1991). Daher wurde überprüft, ob nach Reduktion der SLP-76-Expression die TZR-induzierte 

Phosphorylierung von PLCɣ1 an Y783 reduziert war. In diese Untersuchungen wurde auch die TZR-

vermittelte Aktivierung von ZAP-70 einbezogen, da SLP-76 ein physiologisches Substrat von ZAP-70 ist 

(Bubeck Wardenburg et al. 1996) und der Verlust von SLP-76 nicht die Phosphorylierung von ZAP-70 
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inhibiert (Yablonski et al. 1998). Um die Aktivität von ZAP-70 zu untersuchen, wurde Y319 ausgewählt, 

welches in der Interdomäne B lokalisiert ist und an der Aktivierung dieser Kinase beteiligt ist (Williams 

et al. 1999). Für die Messung der Phosphorylierung von PLCɣ1 an Y783 und der von ZAP-70 an Y319 

wurden phosphospezifische Ak in der Durchflusszytometrie eingesetzt.  

Jurkat T-Zellen wurden mit dem Kontrollvektor shK und dem shSLP-76 Vektor transfiziert. Nach 48 h 

wurde die Reduktion der SLP-76-Expression nur in den shSLP-76-Transfektanten bestätigt (Abb. 3.3A). 

Die Zellen wurden nicht aktiviert oder mit einem CD3-Ak für 5 min. stimuliert. Zur Detektion der 

phosphorylierten PLCɣ1 an Y783 oder der von ZAP-70 an Y319 wurden APC-konjugierte Ak verwendet. 

In den shK-Transfektanten wurde nach Stimulation des TZR eine verstärkte Phosphorylierung an Y783 

der PLCɣ1 nachgewiesen (Abb. 3.3B). Im Gegensatz zu shK-Transfektanten konnte in TZR-stimulierten 

shSLP-76-transfizierten Zellen keine erhöhte Y783-Phosphorylierung der PLCɣ1 festgestellt werden. Im 

Gegensatz zur reduzierten Y783-Phosphorylierung der PLCɣ1 in shSLP-76 transfizierten Jurkat T-Zellen 

konnte nach Stimulation des TZR sowohl in shSLP-76-, als auch in den shK-Transfektanten eine 

vergleichbare Y319-Phosphorylierung der ZAP-70 ermittelt werden (Abb. 3.3B). Diese Daten legen 

nahe, dass die Reduktion der SLP-76-Expression die TZR-vermittelte Phosphorylierung von PLCɣ1 an 

Y783 reduziert, aber die Aktivierung von ZAP-70 an Y319 nicht beeinflusst. 

Die reduzierte Phosphorylierung von PLCɣ1 an Y783 in stimulierten SLP-76-transfizierten Jurkat                

T-Zellen legt den Verdacht nahe, dass die Aktivität dieses Enzyms inhibiert ist und demzufolge auch die 

TZR-vermittelte Freisetzung von Calcium gestört ist. Um die TZR-vermittelte Calciumfreisetzung in 

diesen Transfektanten zu ermitteln, wurden sie mit dem Calcium-Indikator Indo-1 beladen 

(Grynkiewicz et al. 1985). Wie in Abb. 3.3C gezeigt, konnte in shK-transfizierten Zellen eine TZR-

induzierte Calciumfreisetzung nachgewiesen werden. Im Gegensatz zu den shK-Transfektanten konnte 

bei den shSLP-76-transfizierten Zellen keine TZR-vermittelte Calciumfreisetzung initiiert werden. Das 

Ionophor Ionomycin transportiert Calciumionen durch Membranen (Liu und Hermann 1978) und kann 

zur Überprüfung der Beladung der Zellen mit Indo-1 verwendet werden. Die Zugabe von Ionomycin 

belegt, dass die shSLP-76-Transfektanten mit dem Calcium-Indikator beladen waren und, dass sie in 

der Lage waren, Calcium aus dem extrazellulären Raum einzuführen.  
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Abb. 3.3: Durchflusszytometrische Analyse der Phosphorylierung von PLCɣ1 und ZAP-70 nach Reduktion der 
SLP-76-Expression. (A) Jurkat T-Zellen wurden mit den Konstrukten pCMS3-shSLP-76 (shSLP-76) und pCMS3-shK 
(shK) elektroporiert. Nach 48 h wurde die Expression von SLP-76 in der Durchflusszytometrie analysiert. Als 
Negativkontrolle wurde ein PIS vom Schaf verwendet. Gebundene Ak wurden mit APC-konjugierten sekundären 
Ziege-anti-Schaf-IgG-Ak detektiert. Die Reduktion der SLP-76-Expression wurde am Durchflusszytometer gezielt 
in EGFP-exprimierenden Zellen untersucht. Ein Histogramm eines repräsentativen Experimentes ist dargestellt 
(n = 3). (B) Die Transfektanten, wie beschrieben in (A), wurden nicht stimuliert (n. s.) oder mit CD3-Ak für 5 min 
aktiviert. Zur Detektion des Aktivierungszustands der Enzyme wurden APC-konjugierte anti-PLCɣ1-pY783- oder 
anti-ZAP-70-pY319-Ak verwendet. EGFP-exprimiernde T-Zellen wurden in der Durchflusszytometrie auf die 
Phosphorylierung von PLCɣ1 oder ZAP-70 analysiert. Histogramme eines repräsentativen Experimentes sind 
gezeigt (n = 3). (C) Die Transfektanten, wie beschrieben in (A), wurden mit dem Calcium-Indikator Indo-1 beladen. 
Die Messung der Calciumfreisetzung erfolgte am Durchflusszytometer in EGFP-exprimierenden Zellen. Die Pfeile 
markieren die Zugabe von CD3-Ak (TZR) oder von Ionomycin. Ein Histogramm eines repräsentativen 
Experimentes ist dargestellt (n = 3). 

 

Als einen weiteren Defekt konnten Yablonski und Kollegen in der SLP-76-defizienten Jurkat T-Zellline 

J14 feststellen, dass die TZR-vermittelte Aktivierung der beiden MAP-Kinasen ERK1/2 drastisch 

reduziert ist (Yablonski et al. 1998). Daher wurden die shSLP-76-transfizierten Jurkat T-Zellen und die 

entsprechenden shK-Transfektanten auf die Aktivierung von ERK1/2 nach Stimulation des TZRs in der 

Durchflusszytometrie untersucht. Für diese Untersuchungen wurde ein APC-konjugierter Ak 

verwendet, der die Phosphorylierung von T202 und Y204 von ERK1/2 erkennt. Jurkat T-Zellen wurden 

mit den Konstrukten sK und shSLP-76 transfiziert. Nach 48 h wurde die Reduktion der SLP-76-

Expression im Durchflusszytometer überprüft (Abb. 3.4.A). Nach Stimulation des TZR konnte in den 

shK-Transfektanten eine Phosphorylierung von ERK1/2 an T202 und Y204 detektiert werden, 

wohingegen keine Phosphorylierung der MAP-Kinasen bei den stimulierten shSLP-76-transfizierten 

Zellen beobachtet wurde (Abb. 3.4B).  
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Yablonski und Kollegen konnten auch zeigen, dass nach Behandlung mit PMA die Aktivierung der MAP-

Kinasen in SLP-76-defizienten Jurkat T-Zellline J14 wiederhergestellt werden konnte (Yablonski et al. 

1998). PMA ist ein Strukturanalogon von Diacyglycerol (DAG). PLCɣ1 generiert nach Spaltung von PIP2 

DAG (Kim et al. 2000). Dieser sekundäre Botenstoff ist als Aktivator der GTPase Ras bekannt, welche 

die Phosphorylierung von ERK1/2 initiiert (Jones et al. 2002; Stone 2006). Wie in der Abb. 3.4B zu sehen 

ist, konnte nach Zugabe von PMA sowohl in shSLP-76- als auch in shK-Transfektanten eine vergleichbar 

starke Phosphorylierung der beiden ERK1/2 Kinasen induziert werden.  

Aktivierte ERK1/2 induzieren die Expression des Transkriptionsfaktors AP-1. Dieser 

Transkriptionsfaktor reguliert die Expression des Aktivierungsmarkers CD69 auf der Oberfläche der      

T-Zellen (Castellanos et al. 1997). Daher habe ich in dem folgenden Experiment untersucht, ob nach 

Reduktion der SLP-76 die TZR-vermittelte Expression von CD69 reduziert ist. shSLP-76 oder shK-

transfizierte Zellen wurden mit CD3-Ak stimuliert. Die Expression von CD69 wurde in der 

Durchflusszytometrie ermittelt. In CD3-Ak-stimulierten shK-Transfektanten konnte die Expression von 

CD69 nachgewiesen werden. Im Gegensatz zu aktivierten shK-Transfektanten konnte nach Stimulation 

des TZRs die Hochregulation von CD69 nach Reduktion der SLP-76 Expression nicht festgestellt wurde 

(Abb. 3.4C). Die Zugabe von PMA konnte in shSLP-76- sowie in shK-transfizierten Zellen eine 

vergleichbare starke Expression von CD69 induzieren (Abb. 3.4C).  
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Abb. 3.4: Durchflusszytometrische Analyse der Phosphorylierung von ERK1/2 und der Expression von CD69. 
(A) Jurkat T-Zellen wurden mit den Konstrukten pCMS-shSLP-76 (shSLP-76) und pCMS3-shK (shK) elektroporiert. 
Nach 48 h wurde die Expression von SLP-76 in der Durchflusszytometrie untersucht. Als Negativkontrolle wurde 
ein PIS vom Schaf verwendet. Gebundene Ak wurden mit APC-konjugierten sekundären Ziege-anti-Schaf-IgG-Ak 
detektiert und die Analyse erfolgte am Durchflusszytometer auf EGFP-exprimierenden Zellen. Ein Histogramm 
eines repräsentativen Experimentes ist gezeigt (n = 3). (B) Die Transfektanten, wie beschrieben in (A), wurden 
nicht stimuliert (n. s.), mit CD3-Ak (TZR) oder mit Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA) für 5 min stimuliert. Für 
die Detektion dieser MAP-Kinasen wurde ein APC-konjugierte anti-ERK1/2 pT202/Y204 verwendet. EGFP-
exprimierende T-Zellen wurden gezielt in der Durchflusszytometrie auf die Phosphorylierung dieser Kinasen 
analysiert. Histogramme eines repräsentativen Experimentes sind dargestellt (n = 3). (C) Die Transfektanten, wie 
beschrieben in (A), wurden nicht stimuliert (n. s.) und mit Platten-gebundenen CD3-Ak (TZR) oder mit PMA für 
12 h stimuliert. Anschließend wurde für die Detektion von CD69 ein APC-konjugierter CD69-Ak eingesetzt. Am 
Durchflusszytometer wurden gezielt EGFP-positive Zellen untersucht. Histogramme eines repräsentativen 
Experimentes sind dargestellt (n = 3). 

 

Zusammenfassend konnte in diesem Abschnitt gezeigt werden, dass die Vektor-basierende RNA-

Interferenz zur Reduktion der endogenen Expression von SLP-76 zu den gleichen Defekten 

(verminderte PLCɣ1- und ERK1/2-Phosphorylierung, reduzierte Calciumfreisetzung und CD69-

Hochregulation) führt. Diese stimmen mit denen von Yablonski et al. überein, die für die SLP-76-

defizienten Jurkat T-Zelllinie J14 beschrieben wurden (Yablonski et al. 1998).  

3.3 Die Reduktion der SLP-76-Expression inhibiert die TZR-vermittelte LFA-1-Aktivierung 

In einem Adhäsionsassay habe ich die funktionelle Relevanz von SLP-76 in Jurkat T-Zellen auf ihre 

Fähigkeit zur Bindung an immobilisierten ICAM-1, dem Liganden von LFA-1, untersucht. shK- und 

shSLP-76-transfizierte Zellen (Abb. 3.5A) wurden entweder nicht stimuliert oder mit verschiedenen 

Stimuli (CD3-Ak (TZR), PMA und MnCl2) aktiviert. Wie aus Abb. 3.5B hervorgeht, zeigen CD3-Ak- oder 
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PMA-stimulierte shSLP-76-transfizierte Zellen im Vergleich zu shK-Transfektanten eine signifikante 

reduzierte Adhäsion an ICAM-1. Im Gegensatz zur TZR oder PMA Stimulation binden divalente 

Kationen wie Mn2+ direkt an die konservierte Mn2+-Bindungsstelle in der I-Domäne der -Kette von 

LFA-1 und induzieren den hochaffinen Aktivierungszustand des Integrins, der die Adhäsion erzeugt 

(Hogg et al. 1994). Die Stimulation mit MnCl2 induzierte sowohl in shK- als auch in shSLP-76-

transfizierten Zellen eine vergleichbare erhöhte Adhärenz an ICAM-1 (Abb. 3.5B). Diese Daten zeigen, 

dass die Anwesenheit von SLP-76 nur für die TZR- und PMA-vermittelten Signalwege der Adhäsion von 

T-Zellen an ICAM-1 erforderlich ist.  

Da LFA-1-vermittelte Adhäsionsprozesse an der Interaktion von T-Zellen mit APZs beteiligt sind (Kinashi 

2005), wurde dies anschließend im Konjugatassay untersucht. Für die Interaktion von T-Zellen mit APZs 

wurden Raji B-Zellen verwendet. Die B-Zellen wurden mit Superantigen (SA) beladen, um eine 

Vernetzung der MHC-II-Moleküle mit der ß-Kette des TZRs von T-Zellen zu vermitteln (Li et al. 1999). 

Zur Unterscheidung der EGFP-exprimierenden T-Zellen wurden die Raji B-Zellen mit dem 

rotfluoreszierenden Farbstoff DDAO-SE gefärbt. Raji-B-Zellen (mit oder ohne SA-Beladung) wurden mit 

den Transfektanten im gleichen Verhältnis gemischt und inkubiert. Der prozentuale Anteil der 

Konjugate (doppelt-positive Zellen) wurde in der Durchflusszytometrie ermittelt. Bei den shK-

Transfektanten wurde mit SA-behandelten Raji B-Zellen eine verstärkte Konjugatbildung beobachtet 

(Abb. 3.5C). Im Gegensatz zu den shK-Transfektanten wurde nach Reduktion der SLP-76 Expression 

eine stark verminderte Interaktion mit SA-behandelten B-Zellen ermittelt (Abb. 3.5C). 

Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse, dass die Anwesenheit von SLP-76 in Jurkat T-Zellen für die 

TZR-vermittelte Adhäsion an ICAM-1 und der Interaktion von T-Zellen mit APZs erforderlich ist.  
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Abb. 3.5: Einfluss der Reduktion von SLP-76 auf die Adhäsion und die T-Zell-Interaktion mit B-Zellen. (A) Jurkat 
T-Zellen wurden mit den Konstrukten pCMS3-shSLP-76 (shSLP-76) und pCMS3-shK (shK) elektroporiert. Nach      
48 h wurde die Expression von SLP-76 in der Durchflusszytometrie analysiert. Als Negativkontrolle wurde ein PIS 
vom Schaf verwendet. Gebundene Ak wurden mit APC-konjugierten sekundären Ziege-anti-Schaf-IgG-Ak 
detektiert. Am Durchflusszytometer wurden gezielt EGFP-exprimierende Zellen analysiert. Histogramme eines 
repräsentativen Experimentes sind dargestellt (n = 3). (B) Die Transfektanten wurden nicht stimuliert (n. s.) und 
mit CD3-Ak (TZR), PMA oder MnCl2 aktiviert. Die Zellen wurden auf ihre Fähigkeit zur Adhäsion auf ICAM-1-
beschichteten Schalen untersucht. Die Auswertung erfolgte am Fluoreszenzmikroskop, wobei die Zellzahl von 

EGFP-positiven Zellen in einem Feld mit definierter Größe ermittelt wurde (n = 3; SEM (Standard error of the 

mean) ***p ≤ 0,001). (C) B-Zellen wurden mit oder ohne SA (-SA und +SA) beladen und mit dem rot-
fluoreszierenden Farbstoff DDAO-SE markiert. Die B-Zellen und die Transfektanten wurden im gleichen 
Verhältnis miteinander gemischt und für 30 min bei 37 °C inkubiert. Nach der Fixierung wurde der prozentuale 
Anteil der EGFP- und DDAO-SE-positiven Zellen in der Durchflusszytometrie quantifiziert (links; n = 3; SEM ***p 
≤ 0,001). Histogramme eines repräsentativen Experimentes sind dargestellt (rechts).  

 

3.4 Inhibition der TZR-vermittelten Affinität und Avidität von LFA-1 nach Reduktion der SLP-76-

Expression  

In T-Zellen regulieren TZR-vermittelte Signalwege die Affinitäts- und Aviditätsänderungen von LFA-1 

(Kinashi 2005). Ob der Defekt in der TZR-vermittelten Adhäsion nach Reduktion von SLP-76 mit einer 

verminderten Affinität von LFA-1 korreliert, wurde in einem löslichen ICAM-1-Fc-Bindungstest 

untersucht. Für diesen Versuch wurden shK- und shSLP-76-transfizierte Jurkat T-Zellen verwendet. Nur 

in den shSLP-76-Transfektanten konnte eine Reduktion der SLP-76-Expression nachgewiesen werden 
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(Abb. 3.6A). Die Transfektanten wurden in Anwesenheit von löslichem ICAM-1-Fc mit einem CD3-Ak, 

PMA oder MgCl2 stimuliert. Wie in Abb. 3.6B dargestellt ist, konnte eine erhöhte Bindung von löslichem 

ICAM-1-Fc der shK-Transfektanten nach Stimulation des TZRs oder PMA nachgewiesen werden. Im 

Gegensatz zu den shK-Transfektanten konnte bei den aktivierten (CD3-Ak und PMA) shSLP-76-

transfizierten Jurkat T-Zellen keine vermehrte Bindung von löslichem ICAM-1-Fc beobachtet werden. 

Vergleichbar mit den Adhäsionsdaten (Abb. 3.5) induzierte die Zugabe von MgCl2 sowohl bei den shK- 

als auch bei den shSLP-76-transfizierten Jurkat T-Zellen eine gleiche Bindung von löslichem ICAM-1-Fc 

(Abb. 3.6B). 

In den folgenden Experimenten wurde dann die Rolle von SLP-76 bei der TZR-vermittelten 

Integrinaggregation (Avidität von LFA-1) untersucht. Da für die Aggregatbildung von LFA-1 ein FITC-

konjugierter CD18-Ak in der Mikroskopie eingesetzt werden sollte, konnten die Konstrukte pCMS3-

shSLP-76 und pCMS3-shK nicht verwendet werden. Daher wurden Konstrukte zur shRNA für SLP-76 

bzw. shK, die in dem pSuper Vektor vorlagen, verwendet. Im Unterschied zu dem pCMS3-Vektor besitzt 

der pSuper-Vektor keine unabhängige Expressionskassette für das EGFP. Zur Identifizierung der mit 

shK- und shSLP-76-transfizierten Jurkat T-Zellen wurden die Zellen mit dem Vektor-pmCherry-C1 

kotransfiziert. Dieser Vektor kodiert für mCherry, ein rotfluoreszierendes Protein. Zur Induktion der 

LFA-1-Aggregate wurden die transfizierten Zellen mit einem biotinylierten-CD3-Ak inkubiert, und 

durch Zugabe von Streptavidin wurde der TZR kreuzvernetzt. Die Detektion von LFA-1 erfolgte mit Hilfe 

des FITC-markierten Aks gegen CD18 und die sich anschließende Untersuchung der Aggregate erfolgte 

am konfokalen Mikroskop, wobei gezielt mCherry-exprimierende Zellen untersucht wurden. Wie in 

Abb. 3.6C gezeigt, wurde in ca. 80 % der shK-transfizierten mCherry-positiven T-Zellen eine 

Aggregation von LFA-1 festgestellt wurde. Eine repräsentative Aufnahme ist in Abb. 3.6C gezeigt. Im 

Gegensatz zu den shK-Transfektanten konnte bei shSLP-76-transfizierten pmCherry-positiven Jurkat   

T-Zellen nur eine Aggregation in ca. 30 % der untersuchten Zellen beobachtet werden. Bei den meisten 

Transfektanten wurde dagegen eine gleichmäßige Verteilung von LFA-1 auf der Plasmamembran 

beobachtet (Abb. 3.6C). Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse, dass die Anwesenheit von SLP-76 

für die TZR-vermittelte Affinitäts- und Aviditätsregulation von LFA-1 erforderlich ist. An welchen 

Signalwegen SLP-76 bei der TZR-vermittelten LFA-1-Aktivierung beteiligt ist, wird im nächsten Kapitel 

untersucht. 
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Abb. 3.6: Inhibition der TZR-vermittelten Affinität und Avidität von LFA-1 nach Reduktion der SLP-76-
Expression. (A) Jurkat T-Zellen wurden mit den Konstrukten pCMS3-shSLP-76 (shSLP-76) und pCMS3-shK (shK) 
elektroporiert. Nach 48 h wurde die Expression von SLP-76 in der Durchflusszytometrie analysiert. Als 
Negativkontrolle wurde ein PIS vom Schaf verwendet. Gebundene Ak wurden mit APC-konjugierten sekundären 
Ziege-anti-Schaf-IgG-Ak detektiert. Am Durchflusszytometer wurden gezielt EGFP-exprimierende Zellen 
analysiert. Ein Histogramm eines repräsentativen Experimentes ist dargestellt (n = 3). (B) Die Transfektanten 
wurden nicht stimuliert (n. s.), mit CD3-Ak (TZR), PMA oder MgCl2 in Anwesenheit von löslichen ICAM-1-Fc 
inkubiert. Für die Detektion von gebundenem ICAM-1-Fc wurde ein APC-konjugierter anti-human-IgG-Fc-Ak 
verwendet. Am Durchflusszytometer wurden gezielt EGFP-positive Zellen untersucht. Histogramme eines 
repräsentativen Experimentes sind dargestellt (n = 3). (C) Jurkat T-Zellen wurden mit den Konstrukten pSuper-
shSLP-76 (shSLP-76) und pSuper-shK (shK) in Kombination mit dem pmCherryC1 kotransfiziert. Nach 48 h wurden 
die Transfektanten mit einem biotinylierten CD3-Ak inkubiert und nach Zugabe von Strepavidin für 5 min 
stimuliert. Die Zellen wurden auf Adhäsionsobjektträger abgesetzt und fixiert. Zur Detektion von LFA-1 wurde 
ein FITC-konjugierter anti-CD18-Ak verwendet. Die Auswertung der Zellen erfolgte am konfokalen Mikroskop. Je 
Experiment wurden 50 pmCherry-positive Zellen analysiert (n = 3; SEM ***p ≤ 0,001). 

 

3.5 Identifizierung von SLP-76-regulierenden Signalwegen, die an der TZR-vermittelten LFA-1-

Aktivierung beteiligt sind 

In der Literatur sind verschiedene Signalwege beschrieben, die bei der TZR-vermittelten Aktivierung 

von LFA-1 beteiligt sind (Kinashi 2005). Zu diesen Signalprozessen gehören die Aktivierung der GTPase 

Rap1 und die Interaktion von SLP-76 mit ADAP (Bos 2005; Wang et al. 2004). Ebenfalls beeinflussen 

Signalmoleküle, die an der Reorganisation des Aktinzytoskeletts beteiligt sind, die Aktivierung von    

LFA-1 und den Aufbau bzw. die Stabilisierung der IS (Huang und Burkhardt 2007). Daher wird diesem 

Abschnitt die funktionelle Relevanz von SLP-76 für diese Signalwege untersucht. 
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3.5.1 Der Einfluss von SLP-76 auf die TZR-vermittelte Aktivierung von Rap1  

Um die Aktivierung von Rap1 zu untersuchen, wurde ein GST-Pulldown-Assay unter Verwendung des 

GST-Fusionsproteins RalGDS mit Rap1-bindener-Domäne (RBD) durchgeführt. Dieses GST-RBD-

Fusionsprotein interagiert mit der aktivierten, der GTP-beladenen Form von Rap1 (Franke et al. 1997). 

Für diese Experimente wurden shK- und shSLP-76-transfizierte Jurkat T-Zellen nicht aktiviert oder zu 

verschiedenen Zeitpunkten mit CD3-Ak stimuliert. Von den Transfektanten wurden Lysate hergestellt 

und Aliquots entnommen, um im WB die Reduktion der SLP-76-Expression und die totale Expression 

von Rap1 zu untersuchen (Abb. 3.7A). Die aktivierte GTPase wurde nach Zugabe des GST-RBD-

Fusionsproteins und Glutation-Sepharose präzipitiert und der Anteil des GTP-gebundenen Rap1 

Proteins im WB untersucht. Wie in Abb. 3.7A zu sehen ist, wurde in den shK-transfizierten Zellen eine 

Aktivierung von Rap1 bereits nach 2 min TZR-Stimulation festgestellt. Diese TZR-vermittelte 

Aktivierung von Rap1 war bis zu einer Stimulationsdauer von 10 min nachweisbar. Dagegen konnte in 

shSLP-76-transfizierten Zellen keine Aktivierung von Rap1 zu den verschiedenen Zeitpunkten nach 

Stimulation des TZR detektiert werden. Wichtig anzumerken ist, dass die Reduktion der SLP-76-

Expression keinen Einfluss auf die totale Expression von Rap1 hatte (Abb. 3.7A).  

Liu et al. konnten zeigen, dass die Behandlung von Jurkat T-Zellen mit PMA Rap1 aktiviert (Liu et al. 

2002). Daher habe ich mich gefragt, ob die verminderte PMA-induzierte Adhäsion bzw. ICAM-1-

Bindung (Abb. 3.5B und 3.6B) in shSLP-76-transfizierten Zellen mit einer reduzierten Aktivierung von 

Rap1 korreliert. Um diese Frage zu beantworten, wurden shK- und shSLP-76-transfizierte Jurkat              

T-Zellen mit einem CD3-Ak oder PMA stimuliert. Im WB wurden Aliquots der generierten Lysate auf 

die Reduktion der SLP-76-Expression untersucht (Abb. 3.7B). Nach Stimulation des TZRs oder nach 

Zugabe von PMA konnte in shK-Transfektanten eine Rap1-Aktivierung nachgewiesen werden (Abb. 

3.7B). Überraschenderweise wurde nur nach PMA-Zugabe, aber nicht nach TZR-Stimulation, eine 

Aktivierung der GTPase Rap1 in shSLP-76-transfizierten Jurkat T-Zellen beobachtet (Abb. 3.7B). Diese 

Daten weisen darauf hin, dass das Strukturanalogon von DAG in Abwesenheit von SLP-76 die Rap1-

Aktivierung wiederherstellen kann.  

 

 



                     Ergebnisse 

43 
 

 

Abb. 3.7: Die Aktivierung von Rap1 nach TZR- und PMA-Stimulation. (A) Jurkat T-Zellen wurden mit den 
Konstrukten pCMS3-shSLP-76 (shSLP-76) und pCMS3-shK (shK) elektroporiert. Nach 48 h wurden die 
Transfektanten zu verschiedenen Zeitpunkten mit CD3-Ak (TZR) stimuliert. Die Zellen wurden lysiert, und ein 
Aliquot von diesen Lysaten wurde entnommen, um im WB die Expression von SLP-76 und Rap1 zu analysieren 
(linkes Panel). Von den verbliebenden Lysaten wurde die aktivierte GTPase Rap1 mit dem GST-RalGDS 
Fusionsprotein in Kombination mit Glutathion-Sepharose präzipitiert. Die Präzipitate wurden im WB auf 
gebundenes Rap1 untersucht. Die Ergebnisse sind repräsentativ für zwei unabhängige Experimente. (B) 
Transfektanten, wie unter (A) beschrieben, wurden mit CD3-Ak (+) oder PMA (+) für 5 min stimuliert und 
anschießend lysiert. In diesen Lysaten wurde, wie unter (A) beschrieben, im WB die Expression von SLP-76 und 
Rap1 untersucht (rechtes Panel). Die Präzipitate wurden ebenfalls im WB auf gebundenes Rap1 analysiert. Die 
Ergebnisse sind repräsentativ für zwei unabhängige Experimente. 

 

3.5.2 SLP-76 interagiert mit dem ADAP/SKAP55/RIAM-Modul 

Verschiedene Studien belegen, dass ADAP eine induzierbare Interaktion mit SLP-76 eingeht (Veale et 

al. 1999; Raab et al. 1999; da Silva et al. 1997; Musci et al. 1997; Wang et al. 2004). Zusätzlich konnten 

Wang und Kollegen zeigen, dass die Interaktion zwischen SLP-76 und ADAP für die TZR-vermittelte 

Integrinaktivierung von Bedeutung ist (Wang et al. 2004). So induziert die Expression einer ADAP-

Tyrosinmutante, die nicht mehr an die SH2-Domäne von SLP-76 binden kann, eine verminderte 

Interaktion zwischen T-Zellen und APZs (Wang et al. 2004). Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass 

diese induzierbare Interaktion von SLP-76 mit ADAP eine Rolle bei der TZR-vermittelten Regulation von 

LFA-1 spielt. Unsere Arbeitsgruppe konnte in Koimmunpräzipitationsstudien einen Komplex 

identifizieren, der sich aus dem ADAP/SKAP55 -Modul und dem Rap1-Effektorprotein RIAM 

zusammensetzt. In diesem Komplex interagiert RIAM zum einem konstitutiv mit SKAP55 (Ménasché et 

al. 2007b) und bindet zum anderen die GTP-beladene Form von Rap1 (Lafuente et al. 2004). Daher 

habe ich mich gefragt, ob die mit SLP-76 interagierende Fraktion von ADAP die Komponenten SKAP55 

und RIAM enthält und in aktivierten T-Zellen mit Rap1 assoziiert ist. Um diese Fragestellung zu 

beantworten, wurden Lysate von nicht aktivierten und mit CD3-Ak stimulierten Jurkat-T-Zellen und 

primären humanen T-Zellen hergestellt. Aus den Lysaten wurde SLP-76 präzipitiert und im WB auf die 

Assoziation mit SKAP55, RIAM und Rap1 untersucht. Als Negativkontrolle wurde ein Präimmunserum 

(PIS) verwendet. Wie in Abb. 3.8A gezeigt, konnte in ruhenden T-Zellen (Jurkat T-Zellen und primäre 
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humane T-Zellen) keine Assoziation von SLP-76 mit ADAP, SKAP55 und RIAM nachgewiesen werden. 

Erst nach TZR-Stimulation konnte in beiden T-Zelltypen eine induzierbare Interaktion von SLP-76 mit 

ADAP, SKAP55, RIAM und Rap1 detektiert werden. Eine unspezifische Bindung dieser Proteine wurde 

nicht festgestellt, wenn ein Präimmunserum in der Immunpräzipitation eingesetzt wurde (Abb. 3.8A).  

Da ich, wie in Abb. 3.7 dargestellt, zeigen konnte, dass die Anwesenheit von SLP-76 für die TZR-

vermittelte Aktivierung von Rap1 notwendig ist, wurde im folgenden Experiment untersucht, ob nach 

Reduktion der SLP-76-Expression die Interaktion von Rap1 mit RIAM inhibiert ist. Hierfür wurden 

Lysate von unbehandelten oder mit einem CD3-Ak stimulierten shK- und shSLP-76-Transfektanten 

hergestellt. Aus den Lysaten wurde SKAP55 präzipitiert und im WB auf die Assoziation mit SLP-76, 

ADAP, RIAM und Rap1 untersucht. In SKAP55-Präzipitaten von TZR-stimulierten shK-Transfektanten 

konnte eine induzierbare Interaktion des ADAP/RIAM -Moduls mit Rap1 und SLP-76 im WB detektiert 

werden (Abb. 3.8B). Bei der Analyse der SKAP55-Präzipitate im WB von aktivierten shSLP-76-

Transfektanten konnte hingegen keine Interaktion mit SLP-76 sowie von Rap1 mit ADAP/RIAM 

nachgewiesen werden. Zusammenfassend deuten diese Ergebnisse darauf hin, dass das mit SLP-76 

assoziierte ADAP in einem Komplex mit SKAP55, RIAM und Rap1 vorliegt. Außerdem führt die 

Reduktion der SLP-76-Expression zu keinerlei Beeinträchtigung der Interaktion von ADAP mit SKAP55 

und RIAM, nur die induzierbare Interaktion von Rap1 mit RIAM wurde in aktivierten T-Zellen 

beeinflusst. 
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Abb. 3.8: Interaktion von SLP-76 mit ADAP, SKAP55, RIAM und Rap1. (A) Jurkat T-Zellen bzw. primäre humane 
T-Zellen wurden nicht stimuliert (-) oder mit CD3-Ak für 5 min stimuliert (+). Lysate von diesen Zellen wurden 
hergestellt und zur Immunpräzipitation (IP) mit einem SLP-76-Ak aus dem Schaf bzw. einem Präimmunserum 
(PIS) vom Schaf (Negativkontrolle) eingesetzt. Die Präzipitate wurden im WB mit den angegebenen Ak analysiert. 
Die Ergebnisse sind repräsentativ für zwei unabhängige Experimente. (B) Jurkat T-Zellen wurden mit den 
Konstrukten pCMS3-shSLP-76 (shSLP-76) und pCMS3-shK (shK) elektroporiert. Nach 48 h wurden die 
Transfektanten nicht stimuliert (-) oder mit CD3-Ak für 5 min aktiviert (+). Lysate von diesen Zellen wurden zur 
Immunpräzipitation (IP) mit einem SKAP55-Ak eingesetzt. Die Präzipitate wurden im WB mit den angegebenen 
Ak analysiert. Die Ergebnisse sind repräsentativ für zwei unabhängige Experimente. 

 

3.6 Inhibition der Rekrutierung des ADAP/SKAP55/RIAM-Moduls und Rap1 an die 

Plasmamembran nach Verlust der SLP-76-Expression 

SLP-76 interagiert konstitutiv mit dem Adapterprotein Gads und wird nach Stimulation des TZRs an das 

phosphorylierte transmembranöse Adapterprotein LAT an die Plasmamembran rekrutiert. Daher sollte 

experimentell untersucht werden, ob die reduzierte Expression von SLP-76 die Rekrutierung des 

ADAP/SKAP55/RIAM -Moduls inklusive Rap1 an die Plasmamembran verhindert. Dazu wurden shK- 

und shSLP-76-transfizierte Jurkat T-Zellen nicht aktiviert oder mit CD3-Ak stimuliert. Von diesen Zellen 

wurde das Zytosol von der Plasmamembran getrennt und isoliert. Diese Fraktionen wurden im WB 

analysiert. Als Positivkontrolle der Fraktionierung dienten dabei Ak zur Detektion von ERK1/2 für das 

Zytosol und von LAT für die Plasmamembran. Wichtig anzumerken ist hier, dass die inaktive Form von 

Rap1 in endosomalen Vesikeln vorliegt, wohingegen die GTP-beladene Form von Rap1 an der 

Plasmamembran lokalisiert ist (Bivona et al., 2004). Bei der hier verwendeten biochemischen Methode 

zur Isolation der Plasmamembranfraktion wurden endosomale Vesikel nach Waschen des 

membranhaltigen Peletts mit hypotonischen Waschpuffer entfernt, sodass nur die Fraktion von Rap1 

an der Plasmamembran aber nicht im Zytosol detektiert wurde (Kliche et al., 2006). In Abb. 3.9 ist zu 

sehen, dass in den ruhenden shK-Transfektanten in der Plasmamembranfraktion keine Anreicherung 

von SLP-76, dem ADAP/SKAP55/RIAM-Modul oder Rap1 festzustellen war. Erst nach TZR-Stimulation 

waren diese Proteine in der Plasmamembranfraktion nachweisbar. Im Gegensatz zu den shK-
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Transfektanten konnte nach Reduktion der SLP-76-Expression ein stark vermindertes Vorliegen des 

ADAP/SKAP55/RIAM-Moduls in der Plasmamembranfraktion nach TZR-Stimulation beobachtet 

werden. ADAP, SKAP55 und RIAM befanden sich in den shSLP-76-transfizierten Jurkat T-Zellen 

verstärkt in der zytosolischen Fraktion. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Anwesenheit von 

SLP-76 für die Rekrutierung von dem ADAP/SKAP55/RIAM-Modul inklusive von Rap1 an die 

Plasmamembran notwendig ist. 

 

Abb. 3.9: SLP-76-abhängige Rekrutierung des 
ADAP/SKAP55/RIAM -Moduls zusammen mit Rap1 
an die Plasmamembran. Jurkat T-Zellen wurden mit 
den Konstrukten pCMS3-shSLP-76 (shSLP-76) und 
pCMS3-shK (shK) elektroporiert. Nach 48 h wurden 
die Transfektanten mit CD3-Ak für 5 min stimuliert. 
Zytosolische und Plasmamembranfraktionen 
wurden von diesen Transfektanten isoliert und im 
WB auf SLP-76 und dessen Interaktionspartner mit 
den entsprechenden Ak untersucht. Die Reinheit 
der Fraktionierung wurde durch die Analyse der 
Moleküle ERK1/2 für das Zytosol und LAT für die 
Plasmamembran bestätigt. Die Ergebnisse sind 
repräsentativ für drei unabhängige Experimente.  

 

3.7 Einfluss von SLP-76 auf die TZR-vermittelte F-Aktinpolymerisation und Aktivierung der 

GTPase Rac 

Bei der Interaktion von T-Zellen mit APZs kommt es zu einer Akkumulation von F (filamentösem)-Aktin 

im Bereich der Kontaktzone der IS (Huang und Burkhardt 2007). Von zwei induzierbaren 

Interaktionspartnern von SLP-76, dem GTP-Austauschfaktor für Rho-GTPasen Vav und der 

Tyrosinkinase Itk, ist bekannt, dass sie den TZR-vermittelten F-Aktingehalt regulieren (Fischer et al. 

1998; Labno et al. 2003). Meine Daten zur Konjugatbildung (Abb. 3.6C) haben gezeigt, dass shSLP-76-

Transfekanten eine verminderte Interaktion mit SA-beladenen Raji B-Zellen als APZs eingehen. Daher 

wurde in den folgenden Experimenten untersucht, ob die Reduktion der SLP-76-Expression einen 

Defekt im TZR-vermittelten F-Aktingehalt hervorruft. Jurkat T-Zellen wurden mit den Konstrukten sK- 

und shSLP-76-transfiziert. Nach 48 h wurde die Reduktion der SLP-76-Expression in shSLP-76-

transfizierten Zellen festgestellt (Abb. 3.10A). Diese Transfektanten wurden nicht stimuliert oder mit 

einem CD3-Ak aktiviert. Zur Detektion des F-Aktins in den Transfekanten wurde Alexa633-konjugiertes 

Phalloidin verwendet. Wie aus der Abb. 3.10B und C hervorgeht, konnte kein Unterschied im Gehalt 

von F-Aktin in nicht aktivierten shK- und shSLP-76-transfizierten Jurkat T-Zellen festgestellt werden. 

Erst nach Stimulation des TZRs wurde ein erhöhter F-Aktingehalt in shK-Transfektanten gemessen 

(Abb. 3.10B und C). Im Gegensatz zu shK-transfizieten Zellen konnte in shSLP-76-transfizierten 

Transfektanten keine Zunahme des F-Aktingehalts ermittelt werden. Hier verblieb der Gehalt des F-

Aktins auf dem Niveau von nicht stimulierten shK- bzw. shSLP76-T-Zellen (Abb. 3.10 und C). 
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Abb. 3.10: Durchflusszytometrische Bestimmung des TZR-vermittelten F-Aktingehalts. (A) Jurkat T-Zellen 
wurden mit den Konstrukten pCMS3-shSLP-76 (shSLP-76) und pCMS3-shK (shK) elektroporiert. Nach 48 h wurde 
die Expression von SLP-76 in der Durchflusszytometrie analysiert. Als Negativkontrolle wurde ein PIS vom Schaf 
verwendet. Gebundene Ak wurden mit APC-konjugierten sekundären Ziege-anti-Schaf-IgG-Ak detektiert. Im 
Durchflusszytometer wurden gezielt EGFP-exprimierenden Zellen untersucht. Ein Histogramm eines 
repräsentativen Experimentes ist gezeigt (n = 3). (B) Die Transfektanten wurden nicht stimuliert (n. s.) oder für 5 
min mit einem CD3-Ak (TZR) für stimuliert. Nach der Fixierung wurden die Zellen permeabilisiert und mit 
Alexa633-konjugiertem Phalloidin gefärbt. Der F-Aktingehalt wurde in der Durchflusszytometrie für EGFP-
exprimierenden Zellen ermittelt. Histogramme eines repräsentativen Experimentes sind gezeigt (n = 3). (C) Für 
das Balkendiagramm wurde die mittlere Fluoreszenzintensität (MFI) von unbehandelten shK-transfizierten Zellen 
auf 100 % gesetzt, um die Zunahme bzw. Abnahme des F-Aktingehalts in den Transfektanten zu berechnen (n = 
3; SEM ***p ≤ 0,001).  

 

Vav ist ein GTP-Austauschfaktor für Rho-GTPasen. Zu dieser Familie der Rho-GTPasen gehört die 

GTPase Rac, die über Vav aktiviert wird (Tybulewicz 2005). Ähnliche Defekte, wie ein reduzierter             

F-Aktingehalt und LFA-1-Aktivierung konnten auch in Rac-defizienten T-Zellen gezeigt werden (Villalba 

et al. 2001; García-Bernal et al. 2005). Um zu überprüfen, ob die Reduktion der Expression von SLP-76 

einen Einfluss auf die TZR-vermittelte Aktivierung von Rac hat, wurde diese in einem     GST-Pull-down-

Assay untersucht. Für die Bindung der aktivierten Form von Rac wurde das GST-Fusionsprotein p21-

aktivierte-Kinase-Rac-bindene-Domäne (PAK-RBD) verwendet (Geijsen et al. 1999). Hierfür wurden 

shK- und shSLP-76-transfizierte Jurkat T-Zellen nicht aktiviert oder zu verschiedenen Zeitpunkten mit 

CD3-Ak stimuliert. Von den Zellen wurden Lysate generiert und Aliquots entnommen, die im WB auf 

die Reduktion der SLP-76-Expression und die totale Expression von Rac untersucht wurden (Abb. 3.11). 

Die aktivierte GTPase wurde nach Zugabe des GST-PAK-RBD-Fusionsproteins in Kombination mit der 
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Glutation-Sepharose präzipitiert und der Anteil des GTP-gebundenen Rac Proteins im WB analysiert. 

Wie in der Abb. 3.11 zu sehen ist, zeigten die shK-transfizierten Zellen eine erhöhte Aktivierung von 

Rac in einem Stimulationszeitraum von 2 - 10 min. Dagegen war in den TZR-stimulierten shSLP-76-

transfizierten Zellen eine verminderte Aktivierung von Rac nachweisbar. Zusammenfassend zeigen 

diese Daten, dass die Anwesenheit von SLP-76 in Jurkat T-Zellen bei TZR-vermittelten Signalwegen zur 

Erhöhung des F-Aktingehalts und zur Aktivierung der GTPase Rac notwendig ist. Diese Defekte könnten 

eine mögliche Erklärung sein, warum SLP-76-defiziente T-Zellen eine verminderte Interaktion mit APZs, 

wie den in Abb. 3.6C verwendeten SA-beladene Raji B-Zellen, aufweisen. 

 

 

 

Abb. 3.11: TZR-vermittelte Aktivierung von Rac. 
Jurkat T-Zellen wurden mit den Konstrukten 
pCMS3-shSLP-76 (shSLP-76) und pCMS3-shK (shK) 
elektroporiert. Nach 48 h wurden die 
Transfektanten zu verschiedenen Zeitpunkten mit 
CD3-Ak stimuliert. Von diesen Transfektanten 
wurden Lysate hergestellt. Ein Aliquot dieser 
Lysaten wurde entnommen, um im WB auf die 
Expression von SLP-76 und Rac zu analysiert. Von 
den verbliebenden Lysaten wurde nach Zugabe des 
GST-PAK-RBD-Fusionsproteins in Kombination mit 
Glutathion-Sepharose aktiviertes Rac präzipitiert. 
Diese Präzipitate wurden im WB auf Rac analysiert. 
Die Ergebnisse sind repräsentativ für zwei 
unabhängige Experimente. 
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4 Diskussion 

Für die Induktion der adaptiven Immunantwort wandern naive T-Zellen in SLOs, wie dem 

Lymphknoten. Nach dem Erreichen der T-Zellzone scannen sie Peptid-beladene MHC-II-Moleküle auf 

dendritischen Zellen. Bei einer erfolgreichen Erkennung des Peptids, präsentiert auf den MHCII-

Molekülen über den TZR, kommt es zur Aktivierung (Expression von CD69), Differenzierung und 

Proliferation von T-Zellen. Zusätzlich zu diesen Signalprozessen induziert die Stimulation des TZRs die 

Aktivierung des Integrins LFA-1. Das zytosolische Adapterprotein SLP-76 ist eine zentrale Komponente 

bei der TZR-vermittelten Aktivierung von T-Zellen. Mithilfe der RNA-Interferenz von SLP-76 in Jurkat  

T-Zellen konnte ich in meiner Arbeit zeigen, dass dieses Molekül ebenfalls an der TZR-vermittelten LFA-

1-Aktivierung (inside-out signaling) beteiligt ist und LFA-1-abhängige outside-in-Signale wie die T-Zell-

Adhäsion und die Interaktion von T-Zellen mit APZs reguliert.  

Zu den Signaltransduktionsprozessen, an denen SLP-76 bei der TZR-vermittelten LFA-1-Aktivierung 

beteiligt ist, gehören: 

• die Aktivierung der GTPase Rap1,  

• die induzierbare Interaktion von SLP-76 mit dem ADAP/SKAP55/RIAM-Modul inklusive Rap1,  

• die Rekrutierung dieses Moduls zusammen mit Rap1 an die Plasmamembran sowie  

• die TZR-vermittelte F-Aktinpolymerisation und die Aktivierung der GTPase Rac.  

 

4.1 Die funktionelle Bedeutung von SLP-76 bei der TZR-vermittelten Aktivierung von Jurkat        

T-Zellen 

Die von Yablonski und Kollegen im Jahr 1998 generierte SLP-76-defiziente Zelllinie J14 wurde bereits 

in mehreren Publikationen erfolgreich zum Studium der funktionellen Rolle dieses Moleküls bei TZR-

vermittelten Signalwegen eingesetzt (Wu und Koretzky 2004; Koretzky et al. 2006). In meiner Arbeit 

habe ich die Methode der Vektor-basierenden RNA-Interferenz zur Reduktion der Expression von      

SLP-76 in der parentalen Jurkat T-Zellline JE6.1 verwendet. Diese Technik wurde in unserer AG bereits 

mehrfach erfolgreich angewendet (Kliche et al. 2006; Ménasché et al. 2007b; Kuropka et al. 2015; 

Witte et al. 2017; Waldt et al. 2018). 

Es ist bekannt, dass SLP-76 für die TZR-vermittelte Phosphorylierung von PLC1 und ERK1/2 sowie die 

Freisetzung von Calcium und die aktivierungsabhängige Expression von CD69 verantwortlich ist 

(Yablonski et al. 1998). Diese Defekte konnte ich nach Reduktion der SLP-76-Expression in der Jurkat 

T-Zelllinie JE6.1 feststellen (Abb. 3.3 und 3.4). Ebenfalls konnte unsere Arbeitsgruppe diese oben 

beschriebenen Defekte auch nach Reduktion der SLP-76-Expression in primären humanen T-Zellen 

verifizieren (Horn et al. 2009). 
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4.2 TZR-vermittelte LFA-1-Aktivierung 

Verschiedene Studien belegen, dass die Anwesenheit von SLP-76 für die Adhäsion an Fibronektin, dem 

Liganden von dem 1-Integrin VLA-4, nach Stimulation des TZRs benötigt wird (Epler et al. 2000; 

Nguyen et al. 2008; Ophir et al. 2013). Für diese Untersuchungen wurde die SLP-76-defiziente Zelllinie 

J14 verwendet. Auch unsere Arbeitsgruppe konnte bestätigen, dass die TZR- und PMA-vermittelte 

Adhäsion in dieser T-Zelllinie gegenüber Fibronektin gestört ist (Dr. S. Kliche unpublizierte Daten). 

Diese Defekte wurden in den SLP-76 rekonstituierten J14-76-11 und J14-76-18 Zellen aufgehoben. Bei 

der direkten Aktivierung von VLA-4 mit MnCl2 waren alle drei Zelllinien in der Lage an Fibronektin zu 

binden (Dr. S. Kliche unpublizierte Daten). 

Überraschenderweise konnte unsere AG in weiteren Vorarbeiten weder mit CD3-Ak, PMA oder mit 

MnCl2 eine Adhäsion dieser Zellen (defiziente sowie rekonstituierte Linien) an immobilisiertem       

ICAM-1 (Ligand für LFA-1) beobachten. Diese Defekte in der Adhäsion korrelierten nicht mit einer 

verminderten Oberflächenexpression von LFA-1 auf diesen Linien im Vergleich zu der parentalen 

Jurkat-T-Zelllinie JE6.1 (Dr. S. Kliche, nicht publizierte Daten), welche einen Einfluss auf die Adhäsion 

haben könnte.  

Die Interaktion von LFA-1 und ICAM-1 erfolgt über die beiden N-terminalen Ig-Domänen des Liganden 

und der I-Domäne in der extrazellulären Domäne von CD11a (McDowall et al. 1998; Leitinger und Hogg 

2000; Knorr und Dustin 1997). Diese I-Domäne enthält eine konservierte Mg2+/Mn2+-Bindestelle, die 

auch als Metallionen-abhängige Adhäsionsstelle (MIDAS, Metal ion-dependent adhesion site) 

bezeichnet wird (Lee et al. 1995). Die Bindung der divalenten Kationen an dieses Motiv induziert direkt 

die hochaffine Konformation dieses Integrins (McDowall et al. 1998; Leitinger und Hogg 2000). Zur 

Generierung der SLP-76-defizienten Zelllinie J14 wurde die parentale Jurkat T-Zellline JE6.1 chemisch 

mutagenisiert (Yablonski et al., 1998) und anschließend auf eine reduzierte TZR-vermittelte CD69 

Hochregulation ein entsprechender Zellklon selektioniert. Es ist daher möglich, dass durch die 

chemische Mutagenese eine oder mehrere Mutationen in der Aminosäuresequenz der 

Ligandenbindungsstelle bzw. des MIDAS-Motivs eingeführt wurden, die die Bindung von LFA-1 an 

ICAM-1 verhindern. Solche Mutationen in der Aminosäuresequenz der Ligandenbindungsstelle 

und/oder des MIDAS-Motivs könnten eine Erklärung dafür sein, warum die Jurkat T-Zell-Linie J14 

(sowie die rekonstituierten Linien) nach Zugabe von MnCl2 nicht an immobilisiertes ICAM-1 binden. 

Mit Hilfe der RNAi von SLP-76 konnte ich in meiner Arbeit zeigen, dass die Anwesenheit von SLP-76 in 

der Jurkat T-Zelllinie JE6.1 für die TZR-induzierte Aktivierung des Integrins LFA-1 essentiell ist. Meine 

Daten weisen darauf hin, dass nach Reduktion der SLP-76-Expression in Jurkat T-Zellen die TZR-

vermittelte Affinität und Avidität von LFA-1 reduziert ist (inside-out-signaling, Abb. 3.6). Diese Defekte 

bei der LFA-1-Aktivierung nach Reduktion der endogenen SLP-76-Expression korrelieren mit einer 

verminderten Adhäsion der T-Zellen gegenüber ICAM-1 und einer reduzierten Interaktion von T-Zellen 

mit APZs (outside-in-signaling, Abb. 3.5). Unsere Arbeitsgruppe konnte diese Defekte bei der TZR-
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vermittelten Aktivierung von LFA-1 auch nach Reduktion der SLP-76-Expression in primären humanen 

T-Zellen verifizieren (Horn et al. 2009). 

 

4.3 TZR-vermittelte Signalwege für die LFA-1-Aktivierung 

SLP-76 besitzt definitionsgemäß keine enzymatische oder transkriptionelle Aktivität, verfügt jedoch 

über verschiedene Protein-Protein-Interaktionsdomänen und Tyrosin-basierte Signalmotive. Mithilfe 

dieser Domänen/Motive kann SLP-76 konstitutive oder induzierbare Protein-Protein-Interaktionen mit 

anderen intrazellulären Signalmolekülen eingehen, um eine Signalplattform aufzubauen, die die TZR-

vermittelte Aktivierung der Lymphozyten steuert (Wu und Koretzky 2004; Koretzky et al. 2006). Von 

einer Vielzahl dieser Interaktionspartner ist ebenfalls bekannt, dass sie an Signalwegen beteiligt sind, 

die die TZR-vermittelte Aktivierung von LFA-1 regulieren. Zu diesen Interaktionspartnern gehören 

PLCɣ1 (Katagiri et al. 2004b), Itk (Finkelstein et al. 2005), Vav (Krawczyk et al. 2002; Ardouin et al. 2003), 

Nck (Lettau et al. 2014) und ADAP (Peterson et al. 2001; Griffiths et al. 2001). Die funktionelle Relevanz 

der Interaktionspartner von SLP-76 für die LFA-1-Aktivierung wird in den folgenden Kapiteln diskutiert. 

 

4.3.1 SLP-76 bei der TZR-vermittelten Rap1-Aktivierung 

Ein kritischer Regulator bei der TZR-vermittelten LFA-1-Aktivierung, der T-Zell-Adhäsion sowie der 

Interaktion von T-Zellen mit APZs ist die GTPase Rap1 (Mor et al. 2007; Su et al. 2015). Verschiedene 

Studien belegen, dass die Aktivierung von Rap1 von der Expression der PLCɣ1 abhängt (Katagiri et al. 

2004b; Ghandour et al. 2007; Peak et al. 2008). Die beiden Botenstoffe Calcium und DAG, die nach 

Hydrolyse von PIP2 von PLCɣ1 erzeugt werden, aktivieren individuell oder in Kombination den Calcium- 

und DAG-abhängigen GTP-Austauschfaktor CalDAG-GEFI, der wiederum Rap1 aktiviert (Kawasaki et al. 

1998). Ein Defekt in der Aktivierung der PLCɣ1 nach Reduktion der SLP-76-Expression (siehe Abb. 3B 

und C) könnte eine verminderte Aktivierung von CalDAG-GEFI zur Folge haben und somit für die 

reduzierte Aktivierung von Rap1 nach Stimulation des TZRs verantwortlich sein. 

Ein weiterer Mechanismus, der ebenfalls von SLP-76 gesteuert wird, könnte zu dem Defekt bei der 

TZR-vermittelten Aktivierung von Rap1 beitragen. Zwei Studien belegen, dass SLP-76 für die 

Aktivierung und die Rekrutierung von PKC an die Plasmamembran mitverantwortlich ist (Herndon et 

al. 2001; Dienz et al. 2003). Diese Serin/Threoninkinase gehört zur Gruppe der neuen PKCs (Brezar et 

al. 2015). Aufgrund struktureller Unterschiede in der C2-Domäne wird PKCθ unabhängig von Calcium 

nur über DAG aktiviert, wohingegen klassische PKCs für deren Aktivierung DAG und Calcium benötigen 

(Steinberg 2008). Die Studie von Letschka et al. konnte zeigen, dass PKC mit dem GTP-

Austauschfaktor Rap1-GEF2 interagiert und dieses GEF am Serin 960 (S960) phosphoryliert. Nach 

Mutation von S960 zu Alanin (S960A) in Rap1-GEF2 (wodurch diese Stelle nicht mehr phosphoryliert 

wird) konnte eine Rap1-Aktivierung in den Zellen nicht mehr nachgewiesen werden. Komplementär 
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resultierte die Mutation von Serin 960 in Asparaginsäure (S960E, Phospho-Mimikry) in einer 

konstitutiven Rap1-Aktivierung (Letschka et al. 2008). Diese Daten zeigen, dass die TZR-vermittelte 

Rap1-Aktivierung durch Phosphorylierung des GTP-Austauschfaktors Rap1-GEF2 über PKCθ reguliert 

wird. Es kann daher nicht ausgeschlossen werden, dass der Verlust von SLP-76 mehrere Signalwege 

beeinflusst, die für die TZR-induzierte Aktivierung von Rap1 von Bedeutung sind. 

Abb. 3.7B zeigt, dass nach Behandlung mit PMA (DAG-Analogon) eine Rap1-Aktivierung nach 

Reduktion der SLP-76-Expression induziert werden konnte. Für diese Rap1-Aktivierung könnten 

sowohl die PMA-abhängige CalDAG-GEFI- (Kawasaki et al. 1998), als auch die PMA-vermittelte PKCθ-

Aktivierung von Rap1-GEF2 (Letschka et al. 2008) verantwortlich sein. Überraschenderweise 

rekonstituierte diese PMA-vermittelte Rap1-Aktivierung in Abwesenheit von SLP-76 nicht die LFA-1-

Aktivierung (Abb. 3.6B) oder die Adhäsion der T-Zellen an ICAM-1 (Abb. 3.5C). Diese Daten deuten 

darauf hin, dass zusätzlich zur Aktivierung von Rap1 noch andere Signalprozesse beteiligt sein müssen, 

die für die inside-out-Aktivierung von LFA-1 benötigt werden. Zwei Studien belegen, dass die 

Rekrutierung von konstitutiv aktivem Rap1 über seine Effektorproteine RIAM und RapL an die 

Plasmamembran ein weiterer kritischer Schritt bei der LFA-1-Aktivierung ist (Lafuente et al. 2004; 

Katagiri et al. 2006). Daher ist es möglich, dass die Anwesenheit von SLP-76 nicht nur für die Aktivierung 

dieser GTPase benötigt wird, sondern zusätzlich auch für die Rekrutierung von Rap1 an die 

Plasmamembran verantwortlich ist. 

 

4.3.2 SLP-76 und das ADAP/SKAP55-Modul 

Die TZR-vermittelte Interaktion zwischen SLP-76 und ADAP wurde bereits in einer Vielzahl von 

Publikationen beschrieben (Musci et al. 1997; da Silva et al. 1997; Veale et al. 1999; Raab et al. 1999). 

Von ADAP sind zwei Populationen beschrieben worden. Ca. 70 % der ADAP-Moleküle liegen in einem 

Komplex mit SKAP55 vor (Marie-Cardine et al. 1998b). Dieser Komplex steuert die Integrinaktivierung 

(Wang et al. 2003; Kliche et al. 2006; Wang et al. 2007). Die verbliebenen 30 % sind mit dem CBM-

Komplex assoziiert (Medeiros et al. 2007) und bewirken die Aktivierung des Transkriptionsfaktors NFκB 

(Medeiros et al. 2007). Strukturfunktionsanalysen bestätigen, dass der an SLP-76 assoziierte Pool von 

ADAP vermutlich nicht an der Aktivierung von NFκB, sondern an der Integrinaktivierung beteiligt ist. 

Die Assoziation zwischen ADAP mit SLP-76 wird über die Tyrosine in Position 595 und 651 von ADAP 

und der SH2-Domäne von SLP-76 vermittelt (Geng et al. 1999). Die Expression einer ADAP-Mutante, in 

der diese Tyrosine zu Phenylalanin mutiert wurden (und die daher nicht mehr an die SH2-Domäne von 

SLP-76 binden kann), resultiert in einer verminderten Interaktion zwischen T-Zellen und APZs und einer 

reduzierten TZR-vermittelten Adhäsion gegenüber ICAM-1 (Wang et al. 2004; Sylvester et al. 2010). 

Wie in Abb. 3.8A dargestellt, konnte ich die Interaktion von SLP-76 mit ADAP nur nach Stimulation des 

TZRs sowohl in Jurkat T-Zellen als auch in primären humanen T-Zellen bestätigen. In diesen 
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Koimmunpräzipitationsstudien von SLP-76 konnte ich zuzüglich zu ADAP auch SKAP55 als 

Interaktionspartner nachweisen. Daher gehe ich davon aus, dass die Fraktion von ADAP und SKAP55, 

die mit SLP-76 assoziiert ist, an der Integrinaktivierung beteiligt ist. Die Annahme wird unterstützt, da 

ich zusätzlich zu SKAP55 auch das Rap1-Effektorprotein RIAM sowie Rap1, in SLP-76-Präzipitaten von 

aktivierten T-Zellen detektieren konnte. Von RIAM und Rap1 ist bekannt, dass sie an der TZR-

vermittelten LFA-1-Aktivierung beteiligt sind (Lafuente et al. 2004; Ménasché et al. 2007b; Mor et al. 

2007). 

Basierend auf den Koimmunpräzipitationsstudien in Abb. 3.8A, favorisiere ich ein Modell, dass die 

induzierbare Interaktion zwischen SLP-76 und ADAP für die Rekrutierung des ADAP/SKAP55/RIAM-

Moduls zusammen mit aktiviertem Rap1 an die Plasmamembran verantwortlich ist. Die Daten in Abb. 

3.9 bestätigen dieses Model, da nach Reduktion der SLP-76-Expression eine verminderte Rekrutierung 

der Komponenten des Moduls an die Plasmamembran festzustellten war. Wichtig anzumerken ist hier, 

dass die Reduktion der SLP-76-Expression keinen Einfluss auf die Expression und die konstitutive 

Assoziation zwischen ADAP, SKAP55 und RIAM hatte, sondern nur die Assoziation von Rap1 mit RIAM 

beeinträchtigt war (Abb. 3.1, 3.2 und 3.8). Diese beeinträchtigte Assoziation ist vermutlich auf den 

reduzierten Aktivierungszustand von Rap1 nach Reduktion der  SLP-76 Expression  zurückzuführen, da 

nur die GTP-beladene Form von Rap1 mit RIAM interagiert (Lafuente et al. 2004). 

Zusätzlich zur Interaktion von SKAP55 mit RIAM konnte die Arbeitsgruppe von Chris Rudd zeigen, dass 

SKAP55 auch konstitutiv an RapL bindet (Raab et al. 2010). Zwei ADAP/SKAP55 -Module wurden 

darauffolgend identifiziert, die entweder konstitutiv mit RIAM oder mit RapL assoziiert sind (Kliche et 

al. 2012). Ein ADAP/SKAP55 -Modul ist assoziiert mit Mst-Kinasen und GTP-beladenem Rap1-

gebundenem RapL. In diesem Komplex interagiert RapL mit der zytoplasmatischen Domäne der αL-

Kette von LFA-1 (Katagiri et al. 2003; Kliche et al. 2012). Das andere ADAP/SKAP55 -Modul interagiert 

mit Mst-Kinasen und RIAM. Die Interaktion von GTP-beladenem, Rap1-gebundenem RIAM mit Talin 

vermittelt die Assoziation mit der zytoplasmatische Domäne der β2-Kette von LFA-1 (Kliche et al. 2012; 

Patsoukis et al. 2017). Daher ist es möglich, dass die Anwesenheit von SLP-76 nicht nur für die 

Aktivierung von Rap1 benötigt wird, sondern zusätzlich auch für die Rekrutierung des 

ADAP/SKAP55/RIAM -Moduls (und vermutlich auch des ADAP/SKAP55/RapL -Moduls) zusammen mit 

der GTP-beladenen Form von Rap1 an die Plasmamembran in die Nähe von LFA-1 verantwortlich ist, 

so dass diese beiden ADAP/SKAP55 -Module mit den zytoplasmatischen Domänen von LFA-1 

interagieren können. Neuere Daten unserer AG bestätigen diese Annahme. Witte et al. konnten in 

Koimmunpräzipitationstudien von SKAP55 eine induzierbare Interaktion von SLP-76 mit den beiden 

Rap1-Effektorproteinen RapL und RIAM, die mit den unterschiedlichen ADAP/SKAP55 -Modulen 

interagieren, nachweisen (Witte et al. 2017). Meine Daten unterstützen ein Modell, in dem die 

Aktivierung von Rap1 und die Rekrutierung von Rap1 an die Plasmamembranen zwei miteinander in 
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Beziehung stehende Prozesse sind, aber auf der molekularen Ebene über verschiedene 

Signalereignisse kontrolliert und auf der Ebene von SLP-76 organisiert werden (s. Abb. 4.1). 

 

4.4 Die Rolle von SLP-76 bei TZR-vermittelten Signalwegen für die Aktinreorganisation 

Neben der Aktivierung und dem Transport von Rap1 ist die Reorganisation des Aktinzytoskeletts 

entscheidend an der TZR-vermittelten LFA-1-Aktivierung beteiligt (Billadeau et al. 2007; Burkhardt et 

al. 2008). Bei der Interaktion von T-Zellen mit APZs kommt es zur Ausbildung der IS, die mit einer 

starken Aktinreorganisation (Lamellipodienbildung) einhergeht (Billadeau et al. 2007; Burkhardt et al. 

2008). Der erhöhte F-Aktingehalt (F-Aktinpolymerisation), der mit einer Lamellipodienbildung 

einhergeht, findet in der pSMAC (peripheral Supramolecular activation cluster) der IS statt, wo auch 

das Integrin LFA-1 lokalisiert ist. Auf der intrazellulären Seite stellt Talin (vermutlich auch Kindlin-3), 

welches die offene Konformation von LFA-1 stabilisiert und parallel mit dem F-Aktin interagiert, die 

Verbindung zum Zytoskelett her, um so die Stabilisierung der IS zu gewährleisten, die für die 

Aktivierung der T-Zellen benötigt wird (Billadeau et al. 2007; Burkhardt et al. 2008).  

In meiner Arbeit konnte ich beobachten, dass die Reduktion der SLP-76 Expression in aktivierten Jurkat 

T-Zellen eine F-Aktinpolymerisation verhindert (Abb. 3.10). Der Defekt in der TZR-vermittelten                  

F-Aktinpolymerisation konnte auch nach Reduktion der Expression von SLP-76 in humanen primären 

T-Zellen gezeigt werden (Horn et al. 2009). Komplementär zur shRNA von SLP-76 wurde durch 

Überexpression von SLP-76 eine drastische Erhöhung des TZR-vermittelten F-Aktingehalts im Vergleich 

zu parentalen Jurkat T-Zellen beobachtet (Bubeck Wardenburg et al. 1998).  

In fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen von SLP-76-reduzierten humanen T-Zellen mit                        

SA-beladenen Raji B-Zellen konnte ebenfalls keine Akkumulation des F-Aktins (sowie von Talin und 

LFA-1) in der IS beobachtet werden (Horn et al. 2009). Diese Daten deuten darauf hin, dass SLP-76 für 

die F-Aktinpolymerisation und die damit verbundene Bildung von Lamellipodien in der Kontaktstelle 

benötigt wird (Horn et al. 2009). Im Gegensatz zu meinem Daten konnte Baarda Saad et al. eine 

normale Lamellipodienbildung in TZR-stimulierten SLP-76-defizienten J14 Jurkat T-Zellen in einem 

Spreadingassay beobachten (Barda-Saad et al. 2005). Der Grund für diese unterschiedlichen 

Ergebnisse ist bisher nicht klar. Eine mögliche Erklärung wäre, dass sich im Laufe der Jahre in der        

SLP-76-defiziente Zelllinie J14 durch den Selektionsdruck (die Abwesenheit von SLP-76) 

Kompensationsmechanismen entwickelt haben, die eine TZR-vermittelte Reorganisation des 

Aktinzytoskeletts ermöglichen, welche aber nach der kurzen Zeit der transienten Reduktion der          

SLP-76-Expression nicht auftreten.   

4.4.1 Die Rolle von SLP-76 bei der TZR-vermittelten Aktivierung von der GTPase Rac 

Der von mir beobachtete Defekt in der F-Aktinpolymerisation (Abb. 3.10) ist vermutlich auf eine 

verminderte Aktivierung der GTPase Rac (Abb. 3.11) zurückzuführen. Es ist jedoch bekannt, dass eine 
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andere Studie keinen Defekt in der Rac-Aktivierung nach TZR-Stimulation beobachtet hatte (Ku et al. 

2001). Auch in dieser Studie wurde die SLP-76-defiziente Zelllinie J14 verwendet. Die Gründe für diese 

unterschiedlichen Befunde in Bezug auf die Rac-Aktivierung sind derzeit unklar. Eine mögliche Ursache 

könnten, wie bereits oben erwähnt, Kompensationsmechanismen sein, die eine Rac-Aktivierung in 

dieser Zelllinie ermöglichen. 

Die Aktivierung von Rac erfolgt über den GTP-Austauschfaktor Vav (Tybulewicz 2005). Zusätzlich wird 

die Aktivierung und Rekrutierung von Vav über die Kinase Itk gesteuert (Tybulewicz 2005; Gomez-

Rodriguez et al. 2007). Sowohl Vav als auch Itk interagieren mit SLP-76 nach Stimulation des TZRs (Wu 

und Koretzky 2004; Koretzky et al. 2006). Von beiden Molekülen ist bekannt, dass sie für die TZR-

vermittelte F-Aktinpolymerisation, die Akkumulation von F-Aktin in der IS, die Aggregation von LFA-1, 

die Adhäsion an ICAM-1 und für die Interaktion mit APZs benötigt werden (Tybulewicz 2005; Gomez-

Rodriguez et al. 2007).   

Die Funktion von Vav besteht darin, einen ausreichenden Pool aktiviertes Rac zu erzeugen, um die        

F-Aktin-Polymerisation durch Aktivierung von Proteinen der WASp-(Wiskott-Aldrich syndrome protein) 

Familie zu initiieren (Takenawa und Miki 2001). Zu dieser Familie gehört auch das WAVE2- (WASp 

verprolin homologous) Protein, welches in hämatopoetischen Zellen, wie Lymphozyten, exprimiert 

wird (Suetsugu et al. 1999). WAVE2 bildet zusammen mit dem Rac-Bindeprotein Sra-1 (Specifically Rac 

associated protein 1), HEM-1 (Hematopoietic protein-1) und Abi-2 (Abl Interactor-2) einen Komplex 

(Gautreau et al. 2004). GTP-beladenes Rac, gebunden an Sra-1 in diesem Komplex, induziert die 

Rekrutierung an die Plasmamembran, wo lokal der Arp2/3- (Actin-related proteins 2 and 3) Komplex 

aktiviert wird und die F-Aktinpolymerisation für die Lamellipodienbildung eingeleitet wird (Steffen et 

al. 2004). In drei Studien konnte gezeigt werden, dass die Expression von WAVE2 in Jurkat T-Zellen für 

die TZR-vermittelte F-Aktinpolymerisation, die Akkumulation von F-Aktin und die Rekrutierung von 

Talin in die IS, die Adhäsion an Fibronektin und für die Interaktion mit APZs benötigt wird (Nolz et al. 

2006; Nolz et al. 2007; Nolz et al. 2008). Meine Daten (die verminderte Aktinreorganisation sowie die 

Rac-Aktivierung nach Reduktion der SLP-76-Expression) stimmen mit einem Modell überein, bei dem 

in Abwesenheit von SLP-76, die über Vav/Itk-regulierte Rac-vermittelte Aktivierung des WAVE2-

Komplexes und des Arp2/3-Komplexes inhibiert ist. 

Interessanterweise kommt es nach Reduktion der WAVE2-Expression in Jurkat T-Zellen zu einer 

verminderten Rap1-Aktivierung nach Stimulation des TZRs (Nolz et al. 2008). In dieser Studie wurde 

dieser Defekt auf eine verminderte Rekrutierung des GTP-Austauschfaktors C3G von Rap1 an die 

Plasmamembran zurückgeführt (Nolz et al. 2008). Zusätzlich zu der verminderten                                                 

F-Aktinpolymerisation, weisen Vav- sowie Itk-defiziente T-Zellen einen Defekt bei der TZR-vermittelten 

Aktivierung der PLCɣ1 und der Calciumfreisetzung auf (Liu et al. 1998b; Costello et al. 1999; Schaeffer 

et al. 1999; Reynolds et al. 2002; Altman et al. 2004; Knyazhitsky et al. 2012). Da die beiden Botenstoffe 

Calcium und DAG für die Aktivierung der GTP-Austauschfaktoren zur Rap1-Aktivierung benötigt 
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werden, wäre es von Interesse, zu überprüfen, ob in diesen T-Zellen ein Defekt bei der TZR-

vermittelten Rap1-Aktivierung vorliegt. Daher kann nicht ausgeschlossen werden, dass zusätzlich zur 

Aktivierung von Rac noch andere Signalprozesse, wie die Aktivierung von Rap1, beteiligt sind, die von 

diesen Molekülen reguliert werden und damit zusätzlich an der Aktivierung von LFA-1 beteiligt sind.  

 

4.5 Schlussfolgerung 

Zusammengefasst belegen meine Daten, dass das Adapterprotein SLP-76 eine zentrale Position 

einnimmt, um verschiedene Signalwege zu koordinieren, die an der TZR-vermittelten LFA-1-

Aktivierung beteiligt sind. Diese molekularen Ereignisse sind in der Abb. 4.1 zusammengefasst. 
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Abb. 4.1: Schematische Darstellung der Signalwege, bei denen SLP-76 möglicherweise an der TZR-vermittelten 
LFA-1-Aktivierung beteiligt ist. Die Stimulation des TZRs aktiviert über die proximale Tyrosinkinase Lck (nicht 
gezeigt) ZAP-70. ZAP-70 phosphoryliert die Adapterproteine LAT und SLP-76 und es kommt zur Bildung des 
Calciuminitiationskomplexes (bestehend aus: LAT, SLP-76, Gads, Vav, Itk und PLCγ1). Aktivierte PLCγ1 
hydrolosiert PIP2 zu IP3 und DAG. IP3 induziert die Calcium-Freisetzung. Ca2+ und DAG sind an der Aktivierung der 
Transkriptionsfaktoren NFAT und NFκB beteiligt. Diese sekundären Botenstoffe aktivieren den GTP-
Austauschfaktor CalDAG-GEFI, um Rap1 zu aktivieren (Rap1*). Aktiviertes Rap1 wird über das Effektorprotein 
RIAM (oder RapL), welches in einem Komplex mit ADAP/SKAP55-Modul vorliegt nach Interaktion mit SLP-76 an 
die Plasmamembran rekrutiert. Der phosphorylierte GTP-Austauschfaktor Vav aktiviert Rac (Rac*), welches nach 
Bindung an den WAVE2-Komplex die F-Aktinpolymerisation (Lamellipodienbildung) initiert. Talin stabilisiert 
zusammen mit dem ADAP/SKAP55/RIAM-Modul die offene Konformation von LFA-1. Zusätzlich interagiert Talin 
mit F-Aktin und stellt die Verbindung zum Zytoskelett her. Alle diese molekularen Ereignisse sind an der TZR-
vermittelten LFA-1-Aktivierung beteiligt und regulieren die T-Zell-Adhäsion und die Interaktion von T-Zellen mit 
APZs. 
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4.6 Ausblick 

Die in dieser Studie erzielten Ergebnisse belegen, dass SLP-76 an der Initiierung von 

Signaltransduktionsprozessen beteiligt ist, die eine Rolle bei der TZR-vermittelten LFA-1-Aktivierung 

spielen könnten. Um die Bedeutung der Tyrosinmotive, der Gads-Bindungsdomäne sowie der SH2-

Domäne von SLP-76 für die TZR-vermittelte Aktivierung von LFA-1 näher zu untersuchen, sollte ein 

Rekonstitutionsvektor für SLP-76 generiert werden, mit dem einerseits die Expression von endogenem 

SLP-76 reduziert wird und gleichzeitig FLAG-SLP-76- oder SLP-76-Mutanten für eine 

Strukturfunktionsanalyse reexprimieren werden können.  

Bei diesem Rekonstitutionsvektor handelt es sich um den pCMS4-Vektor, der auf einer 

Weiterentwicklung des in dieser Promotionsarbeit verwendeten pCMS3 von Daniel Billadeau beruht 

(Gomez et al. 2006). Dieser pCMS4-Vektor enthält neben dem H1-Promotor (H1p) zur Generierung der 

shRNA gegen SLP-76 und dem SV40-Promotor (SV40p), von dem EGFP exprimiert wird, zusätzlich einen 

Cytomegalie-Virus-Promotor (CMVp), der die Reexpression von shRNA resistentem SLP-76 erlaubt 

(Abb. 4.2).  

 

 

Abb. 4.2: Der Rekonstitutionsvektor pCMS4. Der pCMS4-Vektor enthält drei Promotoren: H1p (H1-RNA 
Polymerase-III-Promotor), CMVp (Cytomegalie-Virus-Promotor) und SV40p (Simian Virus 40-Promotor). Hinter 
dem CMVp befindet sich eine multiple Klonierungstelle (MKS). Die generierte, mutierte shRNA-resistente cDNA 
von SLP-76 kann in diese MKS kloniert werden und wird gleichzeitig mit einem FLAG-Tag versehen. Mithilfe des 
FLAG-Tags können das reexprimierte SLP-76 oder dessen Mutanten von dem endogen exprimierten SLP-76 
unterschieden werden. 

 

Dieses Vektorsystem wurde bereits in mehreren Studien zur shRNA von verschiedenen Molekülen 

sowie deren gleichzeitige Reexpression vom Wildtyp und der Mutanten in Jurkat T-Zellen verwendet 

(Gomez et al. 2006; Nolz et al. 2007; Jung et al. 2016). Auch unsere Arbeitsgruppe konnte diese 

Rekonstitutionsvektoren bereits erfolgreich zur Reduktion der Expression von ADAP und SKAP55 sowie 

der Serin/Threoninkinase Ndr2 und gleichzeitiger Reexpression vom Wildtyp oder der Mutanten dieser 

Proteine für Strukturfunktionsanalysen bei der Integrinaktivierung einsetzen (Kuropka et al. 2015; 

Witte et al. 2017; Waldt et al. 2018).  

Zusätzlich könnten uns verschiedene Rekonstitutionsvektoren von verschiedenen Mutanten für 

Protein-Protein-Interaktionsdomänen oder der Tyrosinmotive von SLP-76 helfen herauszufinden, 

welche konstitutiven oder induzierbaren Interaktionspartner von SLP-76 z. B. bei der Aktivierung der 

GTPasen Rap1 und Rac oder bei der gestörten F-Aktin-Bildung beteiligt sind. Mit diesen Experimenten 
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zur Strukturfunktionsanalyse von SLP-76 sollte es möglich sein, die Proteine zu identifizieren, die an 

den verschiedenen Signalwegen bei der TZR-vermittelten LFA-1-Aktivierung beteiligt sind. 
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Zusammenfassung 

Für die Induktion einer adaptiven Immunantwort müssen T-Zellen in die sekundären lymphatischen 

Organe einwandern, um dann in der T-Zellzone mit dendritischen Zellen zu interagieren. Die 

Interaktion zwischen dem TZR (T-Zellrezeptor) auf T-Zellen mit Peptid-beladenen MHC-Molekülen auf 

dendritischen Zellen (APZ (antigenpräsentierenden Zellen)) führt zur Ausbildung der IS 

(immunologischen Synapse). Die Formation und Stabilisierung der IS geht einher mit der Aktivierung 

des Integrins LFA-1 (Leukocyte function-associated molecule 1) (inside-out-signaling) und der 

Akkumulation von F (filamentösem)-Aktin und dessen Reorganisation in der Kontaktstelle, um so die 

Aktivierung und Differenzierung der T-Zelle einzuleiten und zu unterstützen (outside-in-signaling). 

Verschiedene Adapterproteine sind an der Initiierung der TZR-vermittelten Aktivierung von 

Lymphozyten beschrieben worden. Zu diesen gehört auch SLP-76 (SH2-containing leukocyte protein of 

76 kDa)), welches eine essenzielle Rolle bei TZR-vermittelten Aktivierung, Differenzierung und 

Proliferation von T-Zellen spielt. Ob SLP-76 zusätzlich an Signalwegen beteiligt war, welche die TZR-

vermittelte LFA-1-Aktivierung und Aktinreorganisation regulieren, ist bisher noch nicht vollständig 

bekannt. Im Rahmen dieser Arbeit wurde die funktionelle Rolle von SLP-76 für inside-out- 

Signalprozesse nach RNA-Interferenz in Jurkat T-Zellen untersucht. Unter Verwendung von 

biochemischen und zellbiologischen Techniken konnten nach Reduktion der SLP-76-Expression in 

Jurkat T-Zellen bereits bekannte Defekte bei der T-Zell-Aktivierung bestätigt werden. Zu diesen          

SLP-76-abhängigen Prozessen gehörte eine gestörte Aktivierung der PLCy1, die Freisetzung von 

Calcium, die Aktivierung der MAP-Kinasen ERK1/2 und die Induktion der Oberflächenexpression des 

Aktivierungsmarkers CD69. Zusätzlich konnte gezeigt werden, dass die Reduktion von SLP-76 in dieser 

T-Zelllinie zu einer verminderten Aktivierung des Integrins LFA-1 nach Stimulation des TZRs führt 

(inside-out-signaling). Die reduzierte LFA-1-Aktivierung nach Reduktion der SLP-76-Expression 

korrelierte mit einer verminderten T-Zell-Adhäsion an ICAM-1 (Intercellular cell adhesion molecule 1), 

dem Liganden von LFA-1, und in einer gestörten Interaktion zwischen T-Zellen und SA (Superantigen) 

-beladenen B-Zellen, die als APZs verwendet wurden (outside-in-signaling). Eine Schlüsselrolle bei der 

TZR-vermittelten Aktivierung von LFA-1 nimmt die Aktivierung der GTPase Rap1 die über das 

ADAP/SKAP55/RIAM-Modul an die Plasmamembran rekrutiert wird. Biochemische Untersuchungen 

ergaben, dass die TZR-vermittelte Aktivierung von Rap1 in Abwesenheit von SLP-76 gestört ist. In 

Koimmunpräzipitationsstudien konnte erstmalig eine induzierbare Interaktion von SLP-76 mit dem 

ADAP/SKAP55/RIAM-Modul nachgewiesen werden. Die Reduktion der SLP-76-Expression führte zu 

einer verminderten Rekrutierung dieses Moduls an die Plasmamembran. TZR-vermittelte 

Signalprozesse, die die Aktinreorganisation regulieren, sind ebenfalls an der Aktivierung von LFA-1 

beteiligt. Nach RNA-Interferenz von SLP-76 konnte in TZR-stimulierten Jurkat T-Zellen ein verminderter 

F-Aktingehalt sowie ein Defekt in der Aktivierung der GTPase Rac nachgewiesen werden. 
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Zusammengefasst zeigen diese Daten, dass die Anwesenheit von SLP-76 an einer Vielzahl von 

Signalwegen beteiligt ist, die die TZR-vermittelte Aktivierung von LFA-1 und die Aktinreorganisation 

regulieren. 
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Anhang 

Anhang 1: 

Tab. 2.1: Aufgeführt sind in dieser Tabelle alle Laborgeräte in alphabetischer Reihenfolge und mit 

Angabe des Herstellers. 

Laborgeräte      Hersteller 

Agarosegelkammern     Bio-Rad 

Autoklav      Thermo Fischer Scientific  

Bakterienschüttler     EB Edmund Bühler  

Durchflusszytometer BD FACS Calibur    BD Biosciences 

Durchflusszytometer BD LSR    BD Biosciences    

Eismaschine      Thermo Fischer Scientific 

Elektroporationsapperatur, Gene Pulser II  Bio-Rad 

ELISA Reader Dynatech MR5000   DPC Biermann GmbH  

Entwicklermaschine Cawomat 2000 IR   Cawo  

Filmkassette ortho fine, curix screens   AGFA 

Fluoreszenzmikroskop DMIL    Leica 

Gefrierschrank (- 20 °C)     Liebherr 

Gefrierschrank Mini Freeze (- 80°C)    Heto 

Geldokumentation und UV-Transilluminator  Herolab 

Inkubator für Bakterien     Heraeus 

Inkubator für die Zellkultur Steri-CULT 200  Labotec   

Konfokales Laser-Scanning Mikroskop TCS SP2   Leica 

Kühlschränke (4 °C)     AEG, Liebherr 

Magnetrührer MR 3001     Heidolph 

Mikrowelle       Severin 

Mini-PROTEAN® System (für SDS-PAGE)   Bio-Rad 

Neubauer-Zählkammer     Marienfeld  

Nova Blot (für Semi-Dry-Blot)     GE Healthcare  
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Phasenkontrastmikroskop Axiovert 25    Zeiss 

pH-Meter      ino-Lab 

Pipettierhilfe accu-jet® pro     Brand 

Quarzküvette       VWR 

UV/Vis Spektrophotometer Ultraspec 3000   Pharmacia Biotech 

Reinstwasseranlage Typ HP5UF    TAK-LAB  

Schüttler Duomax 1030 (für Western-Blots)   Heidolph 

Spülmaschine G7783 CD     Miele  

Sterilwerkbank für Bakterien    ANTARES 

Sterilwerkbank für Zellkultur, Safe 2020   Thermo Fischer 

Stromversorgungsgeräte Power Pac 200/3000   Bio-Rad 

Thermomixer Compact     Eppendorf 

Vortexer VF2       IKA-Labortechnik 

Waage Scout       Ohaus 

Waage BA 310S (Feinwaage)     Sartorius 

Wasserbad W6      Medingen  

Zentrifugen Multifuge 1S-R    Heraeus 

Zentrifugen 5415R (4 °C)     Eppendorf 

Zentrifugen 5415D     Eppendorf 

 

Anhang 2: 

Tab. 2.2: Alle in dieser Arbeit verwendeten Verbrauchsmaterialien in alphabetischer Reihenfolge und 

mit Angabe des Herstellers. 

Verbrauchsmaterialen      Hersteller 

Adhäsionsobjektträger      Marienfeld 

Deckgläser für die Zählkammer (20 x 26 mm)   Carl Roth 

Deckgläser (24 x 50 mm)     Carl Roth 

FACS-Röhrchen       BD Falcon 
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Falkonröhrchen (15 ml, 50 ml)      BD Falcon/Greiner  

Filterpapier        Munktell 

Glaskugeln (5mm Durchmesser)    VWR 

Handschuhe (Latex)       Ansell 

Handschuhe (Nitril)       Kimberly-Clark 

Kanüle 27 G (0,4 x 25 mm)      BD MicrolanceTM 3 

Küvetten (für die Elektroporation)     BTX Harvard Apparatus 

Nitrozellulosemembran (0,45 µm)     GE Healthcare  

Parafilm        Bemis 

Pipettenspitzen (0,1 - 10 µl, 2 - 200 µl, 100 - 1000 µl)   Eppendorf 

Petrischalen (35 x 10 mm) für Bakterien))    BD Falcon 

Skalpelle       B. Braun Melsungen 

Spritzen (2 ml)        B. Braun Melsungen 

Sterilfilter (0,45 und 0,22 µm)      TPP 

Pasteurpipetten      Carl Roth 

Pipetten (5 ml, 10 ml, 25 ml, 50 ml)     Costar 

Reaktionsgefäße (0,5 ml, 1,5 ml, 2 ml)     Eppendorf 

Röntgenfilme Amersham HyperfilmTM MP    GE Healthcare 

Mikrotiterplatten (96, 48, 24 und 6-Loch)   Costar/TTP 

Zellkulturflaschen (25 cm2, 75 cm2 und 175 cm2)   Corning 

 

Anhang 3: 

Tab. 2.3: Alle in dieser Arbeit verwendeten Reagenzien in alphabetischer Reihenfolge und mit Angabe 

des Herstellers. 

Reagenzien       Hersteller 

2-Mercaptoethanol       Sigma-Aldrich 

2-Propanol        Carl Roth 

30 % Acrylamid/BIS-Acrylamid (29:1)     Serva 
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Agar-Agar        Carl Roth 

Agarose (Peqgold Universalagarose)     PeqLab 

Ammoniumpersulfat (APS)      Carl Roth 

Ampicillin        Carl Roth 

BD FACS™ Reinigungslösung      BD Bioscience 

BD FACS™ Spüllösung       BD Bioscience 

BD FACS™ Trägerflüssigkeit      BD Bioscience 

Bovines Serumalbumin (BSA) Fraktion V    PAA 

Bromophenolblau      Carl Roth 

Calciumchloride (CaCl2)      Carl Roth 

CellTrace™ Far Red DDAO-SE      Thermo Fischer Scientific 

Dimethylsulfoxid (DMSO)     Carl Roth 

Essigsäure (96 % v/v)       Carl Roth 

Ethanol (99 % v/v)       Carl Roth 

Ethidiumbromid (10 mg/ml)      Carl Roth  

Ethylenediamintetraacetat (EDTA)     Carl Roth 

Fötales Kälberserum (FCS)      Pan Biotech GmbH 

Glutathion–Sepharose      GE-Healthcare 

Glycerol        Carl Roth 

Glycin        Carl Roth 

Hank’s gepufferte Salzlösung (HBSS)      

(ohne Calcium und Magnesium)    Biochrom AG 

Hefeextrakt        Carl Roth 

Hydroxyethylpiperazinethansulfonat (HEPES)   Carl Roth 

Immersionsöl, Type F       Leica 

Indo-1 AM       Calbiochem   

Ionomycin        Calbiochem 

Kaliumchlorid (KCl)       Carl Roth 
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Lauryl maltoside/N-dodecyl-β-D-maltoside (LM)   Calbiochem 

L-Glutamin (200 mM)      Biochrom AG 

Magnesiumsulfat (MgSO4)     Carl Roth 

Manganchlorid (MnCl2)      Sigma-Aldrich 

Methanol       Carl Roth 

Milchpulver (Blotting grade)      Carl Roth 

Mowiol 4-88        Calbiochem 

Natriumazid (NaN3)       Carl Roth 

Natriumchlorid (NaCl)       Carl Roth 

Natriumdodecylsulfat (Sodium dodecyl sulfate (SDS))   Carl Roth 

Natriumfluorid (NaF)       Sigma-Aldrich 

Natriumhydroxid (NaOH)      Carl Roth 

Natriumorthovanadate (Na4VO3)     Sigma-Aldrich 

Nonidet P40 (NP-40; Ipegal CA-630)     Sigma-Aldrich 

Paraformaldehyde (PFA)      Merck 

Phorbol 12-Myristate 13-Acetate (PMA)   Sigma-Aldrich 

Phosphatgepufferte Salzlösung (PBS)  

                mit Ca2+ und Mg2+      Biochrom AG  

                ohne Ca2+ und Mg2+      Biochrom AG 

PBS (ohne Ca2+ und Mg2+), Pulver    Biochrom AG 

Pefabloc®Sc (PEFA-Block)      Carl Roth 

Penicillin/Streptomycin (10000 U/10000 μg/ml)   Biochrom AG 

Pferdeserum       Biochrom AG 

Phalloidin-Alexa Fluor 633     Invitrogen   

Phenylmethansulfonylfluorid (PMSF)     Carl Roth 

Ponceau S        Sigma-Aldrich 

Protein A-Agarose       Santa Cruz 

Protein G PLUS-Agarose      Santa Cruz 
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RPMI 1640 (mit L-Glutamin und 2,0 g/l NaHCO3)  Biochrom AG 

RPMI 1640 (ohne Phenolrot)     Thermo Fischer Scientific 

Salzsäure (HCl, 37 % v/v)      Carl Roth 

Saponin        Carl Roth    

Staphylococcal Enterotoxin E (SEE)     Toxin Technology, Inc. 

Streptavidin        Dianova   

Tetramethylethylendiamin (TEMED)     Carl Roth 

Tris-(Hydroxymethyl)-Aminomethan (Tris)   Carl Roth 

Triton X-100        Sigma-Aldrich 

Trypanblau Lösung, 0,4 % in PBS     Sigma-Aldrich 

Trypsine/EDTA (0,05 % v/v, 0,02 % v/v)     Biochrom AG 

Tryptone/Peptone       Carl Roth 

Tween 20        Carl Roth 

Xylen-Cyanol        Carl Roth 

 

 

 

Anhang 4: 

Tab. 2.12: Übersicht über alle in dieser Arbeit eingesetzten primären Antikörper und ihre jeweilige 

Verwendung. 

Antikörper (Ak) Verwendung (Verdünnung) Quelle/Referenz 

Maus-anti-ADAP-monoklonaler-
Ak (mAk) (Klon: 5/FYB)  

WB (1:1000) BD Bioscience 

Schaf-anti-ADAP Serum DZ (1:1000) Zur Verfügung gestellt von Dr. 
G. Koretzki (Musci et al. 1997) 

Maus-anti-β-Aktin mAk (Klon: AC-
15) 

WB (1:5000) Sigma Aldrich 

Maus-anti-CD3 mAk (Klon: OKT3)  S (1-10 μl/ml) eBioscience 

Biotin-konjugierter Maus-anti-
CD3 mAk (Klon: UCHT)  

S (5-10 μl/ml) eBioscience 
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Maus-anti-CD3 mAk (Klon: C305 
IgM)  

S (unverdünnter Hybridoma-
Überstand) 

Zur Verfügung gestellt von 
Prof. Dr. A. Weiss (Weiss und 
Stobo 1984) 

Maus-anti-CD18 mAk (Klon: 
MEM-48) 

DZ (1 :100) Zur Verfügung gestellt von 
Prof. Dr. V. Horejsi (Bazil et al. 
1990) 

FITC-konjugierter Maus-anti 
CD18 mAk (Klon: MEM-48)  

IF (1 : 50) Immunotools 

Maus-anti-CD29 mAk (Klon : 
MEM-101a)  

 Zur Verfügung gestellt von 
Prof. Dr. V. Horejsi (Bazil et al. 
1990)  

APC-konjugierter Maus-anti-
CD69 (Klon: FN50) mAk 

DZ (1:100) BD Bioscience 

Kaninchen-anti-ERK1/2 Ak WB (1:1000) Cell signaling 

Maus-anti-phospho-ERK1/2 
(pT202, pY204) -Alexa Fluor 647 

DZ (1:100) BD Bioscience 

Ratte-anti-GST mAk  DZ (1:50 als Hybridoma-
Überstand) 

Zur Verfügung gestellt von Dr. 
C. Erck, HZI Braunschweig 

Maus-anti LAT mAk (Klon: 05F) WB (1:1000) BD Bioscience  

Maus-anti-phospho-
PLCɣ1(pY783) -Alexa Fluor 647 

DZ (1:100) BD Bioscience 

 

Schaf-anti Präimmunserum DZ (1:1000) Zur Verfügung gestellt von 
Prof. Dr. G. Koretzki (Motto et 
al. 1996) 

Maus-anti Rap1 mAk 
(Klon:3/Rap1) 

WB (1:1000) BD Bioscience 

Maus-anti-Rac mAk 
(Klon:102/Rac) 

WB (1:1000) BD Bioscience 

Ratte-anti RIAM mAk (Klon: 
15B7E8)  

WB (1:5 als Hybridoma-
Überstand) 

DZ (1:50 als Hybridoma-
Überstand) 

Zur Verfügung gestellt von Dr. 
S. Kliche (Ménasché et al. 
2007b) 

Ratte-anti-SKAP55 (SK13B6) mAk 

 

WB (1:5 als Hybridoma-
Überstand) 

DZ (1:50 als Hybridoma-
Überstand) 

Zur Verfügung gestellt von Dr. 
S. Kliche (Ménasché et al. 
2007b) 

Kaninchen-anti-SKAP55 Serum IP (10 μl/ml) Zur Verfügung gestellt von 
Prof. Dr. B. Schraven (Marie-
Cardine et al. 1998b) 

Maus-anti-SLP-76 mAk WB (1:1000) Santa Cruz Biotechnology 

Schaf-anti-SLP-76 Serum IP (10 μl/ml) 

DZ (1:1000) 

Zur Verfügung gestellt von 
Prof. Dr. G. Koretzki (Motto et 
al. 1996) 
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Maus-anti--Tubulin mAk 

(Klon: DM1A) 

WB (1:5000) Sigma Aldrich 

anti-phospho-ZAP-70(pY319) -
Alexa-Fluor 647 

DZ (1:100) BD Bioscience 

DZ: Durchflusszytometrie, S: Stimulation, WB Western Blot, IP: Immunpräzipitation, IF: Immunfluoreszenz, FITC: 
Fluorescein Isothiocyanat, APC: Allophycocyanin, mAk: monoklonaler Antikörper 

 

Anhang 5: 

Tab. 2.13: Übersicht über alle in dieser Arbeit eingesetzten sekundären Antikörper und deren 

Verwendung. 

DZ: Durchflusszytometrie, WB: Western Blot, FITC: Fluorescin Isothiocyanat, APC: Allophycocyanin, H+L: Heavy 
and light chain 

 

Antikörper (Ak) Verwendung 
(Verdünnung) 

Quelle 

Peroxidase-konjugierte Ziege-anti-Maus-IgG (H+L) WB (1:10000) Dianova 

Peroxidase-konjugierte Ziege-anti-Kaninchen-IgG (H+L) WB (1:10000) Dianova 

Peroxidase-konjugierte Ziege-anti-Ratte-IgG (H+L) WB (1:10000) Dianova 

Peroxidase-konjugierte Kaninchen-anti-Schaf-IgG (H+L) WB (1:10000) Dianova 

FITC- konjugierte Ziege -Maus-IgG (H+L) DZ (1:100) Dianova 

APC- konjugierte Ziege-anti-Maus-IgG (H+L) DZ (1:100) Dianova 

APC- konjugierte Kaninchen-anti-Schaf-IgG (H+L) DZ (1:100) Dianova 

APC- konjugierte Ziege-anti-Ratte IgG-(H+L) DZ (1:100) Dianova 

FITC-konjugierte Ziege-anti-Human-IgG (Fc-spezifisch) DZ (1:100) Dianova 

APC-konjugierte Ziege-anti-Human-IgG (Fc-spezifisch) DZ (1:100) Dianova 
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