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1. Einleitung

1.1 Apoptose

Als Apoptose bezeichnet man eine Sonderform des programmierten Zelltodes, der

durch spezifische morphologische Veränderungen der Zelle charakterisiert ist. Einige dieser

Veränderungen sind lichtmikroskopisch erkennbar und veranlassten Kerr, Wyllie und Curie

zur Beschreibung dieses Phänomens und zur Wahl des Begriffes „apoptosis“, der von dem

griechischen Wort „apoptvsis“ abstammt und das Fallen der Blätter von den Bäumen

beschreibt. Die Zelle schrumpft, das Chromatin kondensiert und so genannte apoptotische

Körperchen („apoptotic bodies“) werden von der Zelloberfläche abgeschnürt („membrane

blebbing“) (Kerr et al., 1972). Diese membranumschlossenen Vesikel verursachen keine

entzündliche Reaktion, sondern werden von phagozytierenden Zellen, z.B. Makrophagen,

aber auch von umliegenden, nicht professionell phagozytierenden Zellen vernichtet (Devitt

et al., 1998). Des Weiteren ist der apoptotische Zelltod durch die Inversion der

Membranasymmetrie mit Exposition von Phosphatidylserin auf der Zelloberfläche und DNA-

Fragmentierung gekennzeichnet (Wyllie et al., 1980). Apoptose dient in Mehrzellern der

Beseitigung überflüssiger oder gefährlicher Zellen und spielt eine wichtige Rolle während

der Entwicklung (Vaux et al., 1999), bei der Gewebshomöostase (Krammer, 1999) und bei

der Immunabwehr (Steller et al., 1995). So werden z.B. die Zellen des Interdigitalraumes

durch Apoptose entfernt, wodurch Finger und Zehen freigelegt werden.

Eine andere Art des Zelltodes ist die Nekrose, ein passiver Prozess, bei dem die Zelle

anschwillt, die Membran zerrissen wird und zytoplasmatische Bestandteile austreten (Wyllie

et al., 1997). Dies führt zur Aktivierung des Immunsystems und zu einer lokalen

Entzündungsreaktion.

1.1.1 Apoptose im Modellorganismus C.elegans

Als ein für den Organismus essentieller Prozess wurde diese spezielle Art des

programmierten Zelltodes ausführlich im Fadenwurm Caenorhabditis elegans beschrieben.

Während der Entwicklung des Nematoden werden 1093 somatische Zellen gebildet, von
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denen wiederum 131 Zellen durch Apoptose absterben. Darüber hinaus konnten in C.

elegans auch die molekularen Grundlagen dieses Prozesses identifiziert und verstanden

werden (Hengartner und Horvitz, 1994). So bilden mindestens vier Proteine das

Grundgerüst der apoptotischen Maschinerie. Die beiden pro-apoptotischen Moleküle Ced-4

(„cell death abnormal“) und Ced-3 bilden einen apoptoseauslösenden Komplex, der durch

ein  inhibitorisches Molekül, Ced-9, blockiert werden kann. Normalerweise liegt Ced-9

komplexiert mit Ced-3 und Ced-4 an der Mitochondrienmembran vor, wodurch Ced-3 inaktiv

gehalten wird. Apoptotische Stimuli bewirken die Dissoziation von Ced-9 und somit die

Aktivierung des apoptotischen Programmes. In sterbenden Zellen transloziert Ced-4 zur

Kernmembran (Chen et al., 2000). Ein weiteres wichtiges pro-apoptotisches Molekül ist Egl-

1, welches Ced-9 bindet und das Molekül vom Ced-3/Ced-4-Komplex entfernt (Conradt und

Horvitz, 1998) (s. Abb.1.1). Obwohl dieser Vorgang in höheren Organismen viel

komplexer ist, gibt es dennoch Parallelen. Ced-4 ist ein Homolog von Apaf-1, Ced-3 gehört

zur Proteasefamilie der Caspasen und Ced-9 und Egl-1 repräsentieren Mitglieder der Bcl-2

Familie (Salvesen und Dixit, 1997; Zou et al., 1997; Yang und Korsmeyer, 1996).

Abb.1.1: Das Grundgerüst der apoptosischen Maschinerie im Fadenwurm C.elegans
Der apoptoseinduzierende Komplex aus Ced-3 und Ced-4 wird durch Bindung von Ced-9 inhibiert.
Egl-1 wiederum bindet und inhibiert Ced-9 und wirkt auf diese Weise pro-apoptotisch. Der
programmierte Zelltod von 131 somatischen Zellen ist für die korrekte Entwicklung von C.elegans
essentiell.
(Abb. nach: „nature insight apoptosis“; Meier et al., 2000)
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1.1.2 Caspasen als ausführende Enzyme der apoptotischen
Maschinerie

Apoptose kann durch sehr unterschiedliche Stimuli ausgelöst werden, wie z.B. UV-

oder g-Strahlung, Entzug von Wachstumsfaktoren, Chemotherapeutika sowie durch

Aktivierung so genannter „Todesrezeptoren“ („death receptors“). Obwohl diese

verschiedenen Stimuli zur Aktivierung unterschiedlicher Signalwege führen, werden zur

Ausführung der Apoptose die Mitglieder einer speziellen Enzymfamilie benötigt, die so

genannten Caspasen (Alnemri et al., 1996).

Als Caspasen werden Aspartat-spezifische Cystein-Proteasen bezeichnet, die für die

Ausführung der Apoptose essentiell sind (Thornberry und Lazebnik, 1998). Mindestens 11

Mitglieder dieser Familie wurden im Menschen identifiziert, die in weitere Untergruppen

eingeteilt werden können. So unterscheidet man inflammatorische (Caspase-1, -5, -11) und

zytotoxische Caspasen, wobei letztere in Initiator- (Caspase-2, -8, -9, -10) und

Effektorcaspasen (Caspase-3, -6, -7) unterteilt werden. Die inflammatorische Caspase-1

prozessiert die Proformen von IL-1b und IL-18 zu den aktiven Enzymen und wurde daher

zuerst „IL-1b  processing enzyme“ (ICE) genannt (Cerretti et al., 1994; Siegmund et al.,

2001).

Organisiert sind die Caspasen in einer Kaskade, die durch Aktivierung einer Initiatorcaspase

beginnt und zur Spaltung der Effektorcaspasen führt. Caspasen werden als inaktive

Proenzyme (Zymogene) synthetisiert, die aus einer N-terminalen Prodomäne und einer C-

terminalen Proteasedomäne bestehen, die wiederum in eine kleine und eine große

Untereinheit aufgeteilt werden kann. Die Aktivierung erfolgt durch proteolytische Spaltung

zwischen der großen und kleinen Untereinheit und durch Abspaltung der Prodomäne. Die

Prodomäne der Effektorcaspasen ist kurz (10-40 AS), wohingegen die Prodomänen der

Initiatorcaspasen länger sind und spezielle Domänen besitzen. Die Initiatorcaspasen-8 und

–10 z.B. sind durch eine so genannte Todeseffektordomäne (engl.: death effector domain,

DED) gekennzeichnet, die homophile Interaktionen mit DED-haltigen Adaptorproteinen wie

FADD (engl.: Fas associated protein with a death domain) vermittelt (Muzio et al., 1996).

Die Prodomänen von Caspase-9 und Ced-3 besitzen eine CARD-Domäne (engl.: caspase

recruitment domain), die auch in anderen Proteinen, wie z.B. Apaf-1, vorkommt. Nach der

Spaltung formen zwei große und zwei kleine Untereinheiten der Caspasen einen

heterotetrameren Komplex und stellen das aktive Enzym dar (Nicholson, 1999). Für
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Caspase-8 wurde jedoch kürzlich gezeigt, dass auch die Proenzyme als Dimere

proteolytisch aktiv sind und andere Procaspase-8 Moleküle in die beiden Untereinheit

spalten können. Dies führt zu einer Konformationsänderung, die den Bereich zwischen

großer Untereinheit und Prodomäne zur Spaltung freigibt. Die nun „reife“ aktive Caspase-8

dissoziiert vom DISC und spaltet Effektorcaspasen (Chang et al., 2003b). Auch für

Procaspase-9 wurde ein ähnlicher Mechanismus beschrieben (Boatright et al., 2003).

Abb.1.2: Bekannte Mechanismen der Caspaseaktivierung
A: Proteolytische Spaltung durch eine andere Caspase. Nach Abspaltung der Prodomäne bilden zwei
große p20 und zwei kleine p10 Untereinheiten das aktive Enzym. B: Autokatalytische Aktivierung
durch Homooligomerisierung am Beispiel von Caspase-8, welches über das Adapterprotein FADD an
den trimerisierten Rezeptor, wie z.B. CD95, rekrutiert wird („ induced proximity“). C: die Bildung
eines Holoenzyms, wie z.B. die Formation des Apoptosoms, wobei Caspase-9 die katalytische
Untereinheit darstellt und Apaf-1 den allosterischen Regulator. Die Aktivierung von Caspasen an
höhermolekularen Proteinkomplexen, d.h. DISC oder Apoptosom, ist ein generelles Prinzip. (Abb.
aus: „nature insight apoptosis“; Hengartner, 2000)

Nach einem apoptoseinduzierenden Stimulus aktivieren die Initiatorcaspasen Caspasen des

gleichen Typs („autokatalytische Aktivierung“), aber auch Effektorcaspasen durch

proteolytische Spaltung, welche wiederum zelluläre Substrate spalten und so zu den

morphologischen Veränderungen und zum Tod der Zelle führen. Zu den Substraten gehören
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sowohl Strukturproteine wie Aktin, Plektrin oder Fodrin als auch Signalproteine wie Akt-1

und PKC∂, aber auch andere Proteine wie ICAD (engl.: inhibitor of caspase activated

DNase) (Enari et al., 1998; Sakahira et al., 1998) oder PARP (Poly-ADP-Ribose

Polymerase). Mehr als 280 Caspase Substrate wurden bisher identifiziert (Fischer et al.,

2003), wobei die Spezifität der Caspasen abhängig von der Sequenz ihrer Spaltungsmotive

ist (Degterev et al., 2003).

Neben ihrer essentiellen Funktion in der Auslösung der Apoptose, scheinen Caspasen auch

eine Rolle in der Proliferation bestimmter Zelltypen zu spielen (Los et al., 2001; Schwerk et

al., 2003), wie z.B. Caspase-8, welche wichtig für die Proliferation von T-Zellen ist (Chun et

al., 2002; Salmena et al., 2003).

1.1.3 Die Bcl-2 Familie

Die zur Apoptose führende Signalkaskade ist genauestens reguliert, so können an

verschiedenen Stellen inhibitorische aber auch aktivierende Moleküle eingreifen, wie z.B.

die Mitglieder der Bcl-2 Familie (Zörnig et al., 2001). Diese Familie besteht aus anti- (Bcl-2,

Bcl-xL, Mcl-1, A1) sowie aus pro- (z.B. Bax, Bad, Bak, Bid, Bim) apoptotischen Proteinen

(Cory et al., 2003; Daniel et al., 2003), wobei die pro-apoptotischen Mitglieder wiederum

in zwei Untergruppen unterteilt werden (s.u.). Die Mitglieder dieser Familie besitzen

mindestens eine von vier konservierten Domänen, die als BH1-BH4 (engl.: Bcl-2 homology

domain) Domänen bezeichnet werden. Die BH3-Domäne ist essentiell für die zytotoxische

Aktivität der pro-apoptotischen Familienmitglieder und ist die einzige homologe Domäne in

einer der beiden Untergruppen der pro-apoptotischen Familienmitglieder, die daher BH3-

(engl.: BH3 only) Familie genannt wird (Huang und Strasser, 2000; Kelekar et al., 1998).

Die Aktivierung dieser BH3-Familienmitglieder erfolgt auf unterschiedliche Weisen: Bad z.B.

wird als Antwort auf die Stimulation mit IL-3 oder anderen Wachstumsfaktoren

phosphoryliert, vom 14-3-3s Protein gebunden und so im Zytoplasma inaktiviert (Franke et

al., 1997). Die Aktivierung von Bid, einem anderen BH3-Protein, erfolgt durch proteolytische

Spaltung durch Caspase-8 oder Granzyme B (Li et al., 1998; Heilbein et al., 2000). Die

apoptoseauslösende Funktion der BH3-Familienmitglieder ist jedoch von weiteren pro-

apoptotischen Bcl-2 Familienmitgliedern, wie z.B. Bax abhängig, welches in gesunden Zellen

im Zytosol lokalisiert und als Monomer schwach mit den Mitochondrien assoziiert ist. Nach
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Induktion der Apoptose transloziert Bax zu den Mitochondrien und integriert in die

mitochondriale Membran (Korsmeyer et al., 2000). Die Oligomerisierung und die

Integration in die Membran kann durch Bcl-2 verhindert werden (Antonsson et al., 2001).

Die Funktionen von Bax und dem homologen Protein Bak sind redundant, da sich knock-out

Mäuse, bei denen nur eines der beiden Gene deletiert wurde, normal entwickeln, bax-/- bak

-/- Mäuse jedoch schwere Entwicklungsstörungen aufweisen (Lindsten et al., 2000).

Die anti-apoptotischen Familienmitglieder Bcl-2 oder Bcl-xL inhibieren Apoptose durch

Bindung und Inaktivierung der pro-apoptotischen Familienmitglieder (Zörnig et al., 2001).

1.1.4 Signalwege der Apoptose

Ein wichtiges Organell für die Ausführung der Apoptose ist  das Mitochondrium. Die

Aktivierung und Insertion pro-apoptotischer Bcl-2 Familienmitglieder führt zur Freisetzung

verschiedener Moleküle aus den Mitochondrien, wie z.B. Cytochrom c, einem

Hauptbestandteil der mitochondrialen Atmungskette, welcher Elektronen von der Cytochrom

c-Reduktase auf die Cytochrom c-Oxidase überträgt. Dieses Protein befindet sich in

gesunden Zellen im Intermembranspalt (assoziiert mit der inneren Mitochondrienmembran)

und wird im Verlauf der Apoptose ins Zytosol entlassen. Verschiedene Modelle der

Cytochrom c Freisetzung wurden bisher beschrieben. Eines ist die Öffnung eines Kanals, des

so genannten PTP (engl.: permeability transition pore), der aus den zwei Untereinheiten

ANT (engl.: adenine nucleotide translocator) in der inneren Mitochondrienmembran und

VDAC (engl.: voltage dependent anion chanel) in der äußeren Mitochondrienmembran

(Szabo et al., 1993; Petronilli et al., 2001) besteht. In einem anderen Modell formen pro-

apoptotische Bcl-2 Familienmitglieder wie Bax oder Bak Poren in der

Mitochondrienmembran, die die Cytochrom c Freisetzung erlauben (Korsmeyer et al.,

2000).

Das in das Zytoplasma freigesetzte Cytochrom c bindet an spezielle Bindungsmotive im

Apaf-1-Molekül und induziert eine Konformationsänderung, und unter Verbrauch von ATP

oder dATP assoziiert danach Procaspase-9 an Apaf-1 über die an beiden Molekülen

vorhandenen Caspase-Rekrutierungsdomänen (CARD) (Li et al., 1997; Qin et al., 1999). Es

entsteht das so genannte Apoptosom, ein oligomerer Komplex, in dem insgesamt sieben

Apaf-1- und mehrere Procaspase-9-Moleküle aggregieren. Die Erhöhung der lokalen
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Konzentration von Procaspase-9 im Apoptosom führt zu dessen Homodimerisierung und

autoproteolytischer Aktivierung  (Srinivasula et al., 1998), was die Aktivierung weiterer

Caspasen, wie z. B. Caspase-3 bewirkt (Zou et al., 1999). Das Apoptosom wurde als

Holoenzym beschrieben, wobei Caspase-9 die katalytische Untereinheit darstellt und Apaf-1

den allosterischen Regulator (Rodriguez and Lazebnik, 1999).

Auch andere pro-apoptotische Moleküle werden nach einem apoptoseinduzierenden

Stimulus von den Mitochondrien freigesetzt, wie z.B. AIF (engl.: apoptosis inducing factor)

(Susin et al., 1999), Smac/DIABLO (Du et al., 2000; Verhagen et al., 2000) oder die Serin-

Protease Omi/HtrA2 (Yang et al., 2003) (s.Abb.1.4).

Abgesehen von den anti-apoptotischen Bcl2-Familienmitgliedern gibt es noch andere

Moleküle, die Apoptose negativ regulieren können. Dies sind zum Beispiel IAPs („inhibitor

of apoptosis proteins“) (Verhagen et al., 2001) oder FLIPs (engl.: FLICE-like inhibitory

protein) (Tschopp et al., 1998). IAPs sind durch ein spezielles Motiv, der BIR- (engl.:

baculovirus IAP repeats) Domäne, gekennzeichnet und inhibieren Apoptose durch direkte

Bindung an aktive Caspasen oder deren Proformen, vor allem Caspase-9 und Caspase-3.

Bei Auslösung der Apoptose können diese inhibitorischen Moleküle ihrerseits inaktiviert

werden, wie zum Beispiel durch die Bindung von Smac/DIABLO oder Omi/HtrA2 (Vaux

und Silke, 2003).

Im Gegensatz zu den meisten anti-apoptotischen Bcl-2 Familienmitgliedern, die Apoptose auf

dem Level der Mitochondrien inhibieren, blockiert FLIP den programmierten Zelltod auf dem

Level des DISC (Irmler et al., 1997). Von c-FLIP existieren zwei Spleißvarianten, c-FLIPS und

c-FLIPL. Die lange Form c-FLIPL ist strukturell mit Caspase-8 verwandt, enthält aber ein

enzymatisch inaktives Zentrum und interferiert mit der Bildung aktiver Caspase-8

Untereinheiten am Rezeptor, wohingegen die kurze Form (c-FLIPS) nur zwei DEDs enthält

(Scaffidi et al., 1999b). Kürzlich wurde die lange Form des FLIP-Moleküls auch als pro-

apoptotisches Protein beschrieben, welches Caspase-8 aktivieren kann (Micheau et al.,

2002). FLIPs dagegen wirkt ausschließlich anti-apoptotisch (Schmitz et al., 2004).

Beim intrinsischen Weg der Apoptoseinduktion, z.B. durch Aktivierung von p53 durch

Schädigung der DNA, sind die Mitochondrien und die daraus freigesetzten Moleküle von

essentieller Bedeutung. Der so genannte extrinsische Weg, also die rezeptorvermittelte

Apoptose, basiert auf der Aktivierung der so genannten Todesrezeptoren („death

receptors“) aus der Tumor-Nekrose-Faktor-Superfamilie (TNF-Familie) (Thorburn, 2004;
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s.Abschnitt 1.2.1). Unter physiologischen Bedingungen werden diese Rezeptoren durch die

Bindung des zugehörigen Liganden aktiviert und führen in manchen Zellen zur Auslösung

der Apoptose ohne essentielle Beteiligung der Mitochondrien (Scaffidi et al., 1998;

Abschnitt 1.2.2).

Abb.1.3: Signalübertragungswege der Apoptose
Die Bindung des trimerisierten CD95L an den CD95-Rezeptor führt zur Ausbildung des so genannten
„death inducing signalling complex“ (DISC) und zur Aktivierung von Procaspase-8. In Typ I Zellen
prozessiert und aktiviert Caspase-8 direkt Caspase-3, welche ihrerseits weitere zelluläre Substrate
spaltet. In Typ II Zellen  geschieht die Aktivierung von Caspase-3 über den mitochondrialen Weg, d.h.
Caspase-8 spaltet Bid, welches als tBid zu den Mitochondrien transloziert und mit Hilfe von Bax oder
Bak zur Cytochrom c Freisetzung führt. Apaf-1, Cytochrom c und Procaspase-9 bilden mit ATP oder
dATP das Apoptosom, wodurch Caspase-9 aktiviert und dadurch die Spaltung von Caspase-3 initiiert
wird. Aus den Mitochondrien werden auch andere Proteine, wie AIF („apoptosis inducing factor“)
oder Smac/DIABLO freigesetzt, letztere inhibieren ihrerseits die anti-apoptotischen IAPs („inhibitor of
apoptosis proteins“).
Der so genannte intrinsische Weg führt zur Cytochrom c Freisetzung aus den Mitochondrien und zur
anschließend Aktivierung der Caspasen-Kaskade. (Abb. aus: „nature insight apoptosis“; Hengartner,
2000)
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1.2 Die  Tumor-Nekrose-Faktor (TNF)-Familie

Die Tumor-Nekrose-Faktor(TNF)-Superfamilie besteht aus zumeist membranständigen

Rezeptoren und den dazugehörigen Liganden, welche so unterschiedliche zelluläre

Funktionen wie Aktivierung, Proliferation, Differenzierung, Zelltod und Überleben von

Immunzellen vermitteln (Beletsky et al., 2002). Die Rezeptoren dieser Familie sind Typ I-

Transmembranproteine mit zwei bis sechs charakteristischen cysteinreichen Bereichen (engl.:

cysteine-repeat rich domains, CRDs) in ihren extrazellulären Liganden-bindungsdomänen

(Golstein et al., 1997). Im extrazellulären Bereich befindet sich auch die so genannte PLAD-

Domäne (engl.: pre-ligand-binding assembly domain), die homophile Interaktionen von drei

Rezeptormolekülen -unabhängig von der Ligandenbindung- vermittelt (Chan et al., 2000).

Die Signalübertragung wird daher entweder über eine Konformationsänderung trimerisierter

Todesrezeptoren oder durch Bildung eines multimeren Komplexes nach Ligandenbindung

herbeigeführt. Zusätzlich zu den membranständigen Rezeptoren gibt es auch

Familienmitglieder, die in löslicher Form vorkommen, wie z.B. den DecoyRezeptor 3 (DcR3)

(Pitti et al., 1998; Bai et al., 2000).

Rezeptor Ligand Beteiligung des Liganden an:
TNF-RI (p55), TNF-RII (p75) TNFa, LTa Entzündung

Apoptose, Überlebenssignalen
CD95 CD95L Apoptose, Proliferation
TRAIL-R1-2 (DR4-5), OPG TRAIL Apoptose
OPG, RANK TRANCE

(RANKL)
Überleben von dendritischen Zellen

LTb-R LTb, LIGHT Th1-T-Zellantwort
HVEM LIGHT T-Zell-Aktivierung,

Thymozytenreifung
CD40 CD40L Überleben und Differenzierung von B-

Zellen
CD30 CD30L TZR-Co-Stimulation
4-1BB (CD137) 4-1BLL TZR-Co-Stimulation
OX-40 (CD134) OX40L TZR-Co-Stimulation
DcR3 (TR6) CD95L, LIGHT reverse Signalübertragung

TZR-Co-Stimulation
DcR1-2 TRAIL Nicht bekannt
BCMA/ TACI BAFF (BLyS) Überleben und Reifung von B-Zellen

Tabelle 1.1: Mitglieder der TNF-R/TNF–Superfamilie (nach Mackay und Kalled, 2002)
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Mit Ausnahme von LTa sind die Liganden der TNF-Superfamilie Typ II-Transmembranproteine

bzw. homotrimere lösliche Moleküle, die strukturell verwandte extrazelluläre Bereiche

besitzen. Diese Bereiche werden auch „TNF homology domains (THD)“ genannt und binden

an die cysteinreichen Domänen ihrer spezifischen Rezeptoren.

Die meisten Familienmitglieder funktionieren hauptsächlich in membranständiger Form, so

dass direkter Zell-Zell-Kontakt für die Signalübertragung nötigt ist. Die Signalübertragung

scheint bei einigen Familienmitgliedern aber nicht nur in der klassischen Rezeptor-Liganden-

Richtung abzulaufen, da auch der Ligand als Rezeptor funktionieren und Signalkaskaden in

der Liganden tragenden Zelle aktivieren kann. Auf dieses Phänomen der retrograden

Signalübertragung („reverse signalling“) wird später genauer eingegangen (s.Abschnitt

1.2.4).

1.2.1 Die Todesrezeptoren der TNF-Superfamilie

Eine Unterfamilie der TNF-R-Superfamilie sind die so genannten Todesrezeptoren,

(„death receptors“) die intrazellulär eine spezielle, etwa 80 Aminosäuren lange Domäne,

die „death domain“ (DD), also „Todesdomäne“, aufweisen. Mitglieder dieser

Todesrezeptorfamilie sind TNF-RI, CD95 (Fas/APO-1), DR3 (APO-3/TRAMP), TRAIL-R1

(APO-2/DR4) und TRAIL-R2 (DR5/KILLER) (Peter et al., 1999; Schulze-Osthoff et al.,

1998)(s. Abb.1.4). Die DD ist verantwortlich für die Vermittlung des apoptotischen Signals

durch die Interaktionen mit anderen DD-haltigen Proteinen. Durch Bindung des Liganden

oder agonistischer anti-Rezeptor-Antikörper wird eine Caspasen-Kaskade induziert, die zur

Apoptose dieser Zelle führt. Die „Todesdomäne“ leitet das apoptotische Signal weiter,

indem sie Adaptormoleküle wie FADD (Boldin et al., 1995) oder “TNF-Receptor associated

protein with a death domain” TRADD (Park und Baichwal, 1996) über eine Wechselwirkung

mit deren DDs rekrutiert. FADD stellt dann über eine weitere homophile Interaktionsdomäne,

der „Todeseffektordomäne“ (engl.: death effector domain, DED), die Verbindung zwischen

diesen Rezeptoren und der apoptotischen Caspasen-Kaskade her.
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TRAIL-R5
Osteoprotegerin

TRAIL-R4
DcR2

TRAIL-R1
DR4

APO-2

TRAIL-R2
DR5

TRAMP
DR3

APO-3
WSL

LARDTNF-R1
CD120aCD95

APO-1
Fas

RANK

CD95L TNF
TWEAK
Apo-3L TRAIL

RANKL
TRANCE

Todes Rezeptoren 'Decoy' Rezeptoren

TRAIL-R3
DcR1

DcR3
TR6

CD95L
LIGHT

Abb.1.4: Mitglieder der TNF-Todesrezeptorfamilie
Die Todesrezeptoren CD95, TNF-RI, DR3, TRAIL-RI und TRAIL-R2 vermitteln hauptsächlich
apoptotische Signale nach Bindung des Liganden durch die Rekrutierung DD-haltiger Adaptorproteine
über die DD (z) in ihren intrazellulären Bereichen. Die Decoy Rezeptoren DcR1, DcR2, TRAIL-R5
(OPG), RANK und DcR3 besitzen entweder keine oder eine nicht funktionelle intrazelluläre Domäne,
so dass sie keine Signale in das Zellinnere übertragen können.
(Abb. nach O.Janssen)

1.2.2 Die Todesrezeptor vermittelte Apoptose am Beispiel des
CD95-Rezeptors

Der Prototyp dieser Rezeptorklasse ist CD95 (Fas/Apo-1). Er besteht aus einer

extrazellulären ligandenbindenden Domäne, einer Transmembrandomäne und einer

intrazellulären „death domain“. Die durch Bindung des Liganden an den Rezeptor

rekrutierten Proteine bilden einen Multiproteinkomplex, den so genannten DISC (engl.:

death inducing signalling complex). Über das an CD95 bindende Adaptormolekül FADD

wird Procaspase-8 rekrutiert, die im DISC autokatalytisch in ihre beiden Untereinheiten

gespalten wird und von denen je zwei p10 und zwei p18 Untereinheiten das aktive Enzym

bilden (Medema et al., 1997). Die aktive Caspase-8 dissoziiert vom DISC und setzt die

Caspasen-Kaskade in Gang.
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Bei der apoptotischen Signalübertragung des CD95L wurden zwei verschiedene Zelltypen

identifiziert, die als Typ I und Typ II Zellen bezeichnet werden (Scaffidi et al, 1998). Der Typ

II Signalweg ist abhängig von der apoptotischen Aktivierung der Mitochondrien (Gross et

al. , 1999), was sich im Verlust des mitochondrialen Membranpotentials (DYm) mit

nachfolgender Cytochrom c-Freisetzung äußert. In Typ I Zellen ist die Induktion der

Apoptose von der Aktivierung großer Mengen an Caspase-8 am DISC begleitet, was zu

einer raschen Spaltung von Caspase-3, noch vor dem Verlust des mitochondrialen

Membranpotentials, führt, während in Typ II Zellen die DISC-Bildung schwächer und

langsamer ist und Caspasenaktivierung erst nach Verlust des mitochondrialen

Membranpotentials beobachtet wird (Scaffidi et al, 1998). Die Aktivierung der

Mitochondrien wird in Typ II Zellen durch das pro-apoptotische Bcl-2-Familienmitglied Bid

vermittelt (Huang und Strasser, 2000). Bid ist ein Caspase-8-Substrat und die geringe Menge

an aktiver Caspase-8 im DISC von Typ II Zellen reicht aus, um Bid zu spalten, aber nicht für

eine effektive Spaltung von Procaspase-3. Das verkürzte Spaltprodukt tBid (engl.: „truncated

Bid“) transloziert zu den Mitochondrien und führt mit Hilfe von anderen pro-apoptotischen

Bcl-2 Familienmitgliedern wie Bax oder Bak zum Verlust an DYm und zur Cytochrom c-

Freisetzung (Gross et al., 1999). Der genaue Reaktionsmechanismus hierfür ist noch immer

unbekannt. Sowohl in Typ I als auch in Typ II Zellen werden die Mitochondrien nach CD95L-

Stimulation aktiviert. In Typ II Zellen kann Bcl-2 die apoptogene Aktivierung der

Mitochondrien und die Caspase-3 Aktivierung -und damit Apoptose- hemmen, wohingegen

in Typ I Zellen Caspase-3 direkt durch Caspase-8 aktiviert wird, was nicht durch anti-

apoptotische Bcl-2 Familienmitglieder blockierbar ist. Auch in diesen Zellen kann Bcl-2 die

Cytochrom c-Freisetzung verhindern, was jedoch für die Ausführung der Apoptose

entbehrlich ist.

1.2.3 Apoptoseunabhängige Funktionen der Todesrezeptoren

Für die meisten Todesrezeptoren wurden zusätzlich zu ihren apoptoseauslösenden

Funktionen auch apoptoseunabhängige Funktionen beschrieben. So führt die

Signalübertragung des TNF-RI entweder zu Apoptose oder zur Transduktion von

Überlebenssignalen (Chen and Goeddel, 2002). Kürzlich wurde berichtet, dass nach TNF-RI
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Stimulation zuerst ein membrangebundener Komplex gebildet wird, der aus dem

Adaptorprotein TRADD, der Kinase RIP (engl.: receptor interacting protein) und TRAF2

(engl.: TNF-R associated factor) besteht. Dieser Komplex aktiviert NF-kB und übermittelt so

Überlebenssignale. In einem zweiten Schritt dissoziiert der zytoplasmatische Anteil dieses

Komplexes, bestehend aus TRADD, TRAF2 und RIP, vom Rezeptor ab und bildet mit FADD

und Caspase-8 einen zytoplasmatischen, apoptoseinduzierenden Komplex II. Ist jedoch NF-

kB aktiv, wird c-FLIP hochreguliert, bindet an Caspase-8 und inhibiert so Apoptose (Micheau

et al., 2003). Andere Studien deuten auch auf eine Rolle der Todesrezeptoren in der

Regulation von Proliferation hin. TNFa und anti-CD95-Antikörper z.B. sind in der Lage, in

subletalen Dosen Proliferation humaner Fibroblasten zu induzieren (Aggarwal et al., 1995).

Außerdem wurde beschrieben, dass die  Aktivierung von CD95 durch spezifische Antikörper

bei anti-CD3-induzierter T-Zellproliferation eine co-stimulatorische Rolle spielt (Alderson et

al., 1993; Wajant et al., 2003) und die Regeneration von Mäuselebern nach teilweiser

Hepatektomie nach CD95-Stimulation beschleunigt wird (Desbarats und Newell, 2000).

Auch die Regeneration von peripheren Neuronen in vivo ist vom co-stimulatorischen

Potential von CD95 abhängig (Desbarats et al., 2003). Des Weiteren wurde in

verschiedenen transgenen- und knockout-Mausmodellen gefunden, dass eine Inaktivierung

des für die Signalübertragung durch Todesrezeptoren wichtigen Adaptorproteins FADD mit

der Inhibition von Proliferation einhergeht (Newton et al., 1998; Walsh et al., 1998;

Hueber et al., 2000; Zörnig et al., 1998).) Beobachtet wurde dies unter anderem in den T-

Zellen lck-FADD-DN transgener Mäuse, bei denen die CD95-induzierte Apoptose

erwartungsgemäß blockiert ist und deren T-Zellproliferation in vivo und nach Aktivierung in

vitro inhibiert ist. Dabei ist die beobachtete Inhibierung der Proliferation durch FADD-DN

nicht T-Zell-spezifisch, da auch in FADD-DN-Fibroblasten ein verringertes

Proliferationspotential nach mitogenem Stimulus beobachtet wurde (Hueber et al., 2000).

Auch andere Untersuchungen lassen auf eine mögliche Verbindung zwischen FADD und

dem Zellzyklus schließen, wie z.B. die Interaktion von phosphoryliertem FADD mit einer

zellzyklusregulierenden Kinase (Scaffidi et al., 2000). In FADD-defizienten Jurkat Zellen

konnte gezeigt werden, dass FADD über Aktivierung von NF-kB die Induktion von Genen,

die für das Überleben der Zelle wichtig sind regulieren kann (Wajant et al., 2000).
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1.2.4 Die reverse Signalübertragung durch TNF-Liganden
(„Reverse signalling“)

Einige Mitglieder der TNF-Liganden-Familie sind in der Lage, Signale in die Liganden

tragende Zelle zu übermitteln. In vivo Evidenzen für diese Signalübertragung gibt es z.B. für

CD40L (CD154) (Cayabyab et al., 1994; Blair et al., 2000; van Essen et al., 1995), aber

auch für andere Liganden wie OX40L (Stuber et al., 1995), CD70 (Lens et al., 1999),

CD153 (Wiley et al., 1996; Cerutti et al., 2000), 4-1BB-L (Langstein et al., 1998), TRANCE

(Chen et al., 2001), LIGHT (Shaikh et al., 2001; Shi et al., 2002; Wan et al., 2002) sowie

mTNF (Harashima et al., 2001; Eissner et al., 2000), TRAIL (Chou et al., 2001) und CD95L

(Suzuki und Fink, 2000) wurde eine rückwärtige Signalübertragung beschrieben.

Die membranständige Form von TNFa (mTNF) überträgt nach Stimulation mit anti-TNFa-

Antikörpern bzw. nach Inkubation mit TNF-RI exprimierenden Zellen Signale in die Zelle.

Dies führt zur Ca2+-Mobilisierung (Watts et al., 1999), zu vermehrter IL-2 und IFN-g

Sekretion (Higuchi et al., 1997) und zur Expression von E-Selectin (CD62E) auf aktivierten

CD4+ T-Lymphozyten (Harashima et al., 2001).

In mehreren Berichten wurde LIGHT als co-stimulatorisches Molekül in Maus- und humanen T-

Zellen nach TZR-Stimulation beschrieben. Der an LIGHT und CD95L bindende Decoy-

Rezeptor DcR3-Fc induziert eine vermehrte Proliferation in anti-CD3- oder PHA- stimulierten

T-Zellen, welche über LIGHT vermittelt wird (Shi et al., 2002). Auch die Stimulation von

membrangebundenem TRAIL durch DR4-Fc zusätzlich zu suboptimalen Konzentrationen von

anti-CD3-Antikörpern induziert Proliferation (Chou et al., 2001).

Mit großer Wahrscheinlichkeit spielt die Casein Kinase I (CKI) Phosphorylierungsstelle eine

Rolle in der reversen Signalübertragung, da die 6 der 16 TNF-Ligandenfamilienmitglieder,

die dieses Motiv besitzen (CD27L, CD30L, CD40L, CD137L, TNF-a und CD95L), alle als

signalübertragende Moleküle beschrieben wurden. Bisher wurde jedoch eine CKI-abhängige

Serin-Phosphorylierung nach Rezeptoraktivierung nur für mTNFa publiziert (Watts et al.,

1999).

Das Phänomen der reversen Signalübertragung wird aber auch für Rezeptor/Liganden-

Paare beschrieben, die nicht zur TNF-Familie gehören. Interessant ist z.B. die ephrinB

Signalübertragung. Die Interaktionen des auf Endothelzellen exprimierten ephrin-B2
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Liganden und der Rezeptor-Tyrosin-Kinase EphB4 übermitteln bidirektionale Signale, die

wichtig für die Angiogenese sowie Migration und Zelladhäsion sind (Hamada et al., 2003).

Nach Bindung des EphB Rezeptors an seinen Liganden ephrinB werden dieser Ligand sowie

die Kinase Src in Lipid Rafts konzentriert, woraufhin Src zum intrazellulären Anteil von

ephrinB rekrutiert wird und diesen phosphoryliert. SH2-domänenhaltige Adaptorproteine,

wie z.B. Grb4, binden an den nun tyrosinphosphorylierten Anteil und führen zur Induktion

einer Signalkaskade. Zeitlich versetzt zur Src-Rekrutierung bindet die Phosphatase PTP-BL an

den zytoplasmatischen Anteil von ephrinB und dephosphoryliert nicht nur ephrinB, sondern

auch Src und inaktiviert so die Phosphotyrosin-abhängige Signaltransduktion. Zusätzlich

führt die Bindung der Phosphatase auch zu einer Signalübertragung. Man unterscheidet also

zwei hintereinander geschaltete, unterschiedliche Signalwege: einen ersten, von der

ephrinB-Tyrosinphosphorylierung abhängigen und einen zweiten, von der

Dephosphorylierung abhängigen Signalübertragungsweg (Palmer et al., 2002).

1.3  T-Zellrezeptor-Aktivierung und Co-Stimulation

Der T-Zell-Rezeptor (TZR) besteht aus zwei Untereinheiten, den transmembranen a

und b Ketten, die durch Disulfidbrücken miteinander verbunden sind. Diese beiden Ketten

assoziieren an der Zelloberfläche mit dem invarianten CD3 Komplex (CD3d, CD3g, CD3e,

CD3z), der nach Aktivierung des TZRs durch Antigenbindung Signale in die Zelle

transduziert (Punt et al., 1994). Vom TZR werden nur antigene Peptide erkannt, die auf

MHC- (engl.: major histocompatibility complex) Molekülen anderer Zellen präsentiert

werden. MHC Klasse I Moleküle präsentieren Peptide intrazellulärer Antigene, wie z.B.

virale Proteine; MHC Klasse II Moleküle hingegen Peptide extrazellulärer Antigene, die

internalisiert und in vesikulären Kompartimenten degradiert wurden (Davis et al., 1988;

Werlen et al., 2003). Eine der ersten biochemischen Konsequenzen der TZR/Antigen-

Bindung ist die Aktivierung von Lck, einer Protein Tyrosin Kinase (PTK) der Src Familie. Diese

Kinase phosphoryliert spezielle Signalmotive des zytoplasmatischen Anteils der z-

Untereinheit des TZR/CD3-Komplexes. Die Phosphorylierung dieser so genannten

Immunorezeptor Tyrosin-basierten Aktivierungsmotive (ITAMs) führt zur Bindung und

Aktivierung von Molekülen einer zweiten Klasse von Protein-Tyrosin-Kinasen, der ZAP-
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70/syc Familie (Eischen et al., 1997) über deren SH2-Domäne (engl.: Src homology domain

2). ZAP-70 wiederum phosphoryliert das Linkerprotein LAT (engl.: linker of activated T-cells;

Zhang et al., 1998a), welches seinerseits verschiedene Adaptorproteine wie Grb-2 oder

Gads rekrutiert. Gads bindet an SLP-76, welches über den GDP/GTP-Austauschfaktor Vav

die Neuorganisation des Zytoskeletts reguliert und Transkriptionsfaktoren wie NFAT aktiviert

(Kane et al., 2000). Die Phosphorylierung von ZAP-70 führt außerdem zur Aktivierung von

Phospholipase C (PLC)-g1 (Siegel et al., 1991) und Phosphatidylinositol 3`-OH Kinase (PI3-

K)/GDP-Rac (Cantrell et al., 1998). Die Aktivierung der PLC-g1 resultiert in der Erhöhung

der intrazellulären Ca2+-Konzentration und Protein-Kinase-C (PKC)-Aktivierung (Villalba et

al., 1999). Diese sind verantwortlich für die Aktivierung der Kalzium- und Calmodulin-

abhängigen Phosphatase Calcineurin, die ihrerseits Calcineurin-abhängige

Transkriptionsfaktoren, wie z.B. NFAT (engl.: nuclear factor of activated T-cells) bzw.

indirekt Egr2 und Egr3, aktiviert (Latinis et al., 1997a; Rengarajan et al., 2000). Die

Aktivierung von T-Zellen durch TZR/CD3-Stimulation führt über LAT/Grb2/SOS zur Induktion

einer Ras-aktivierten Kaskade von Kinasen, wie z.B. Raf, MEK (MAPK-Kinase), ERK

(extracellular signal related kinase) und p38 MAPK (mitogen-activated protein kinase)

(Pastor et al., 1995; Zhu et al., 1999).
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Abb.1.5: Die durch MHC/Antigen vermittelte Signalübertragung des T-Zell-Rezeptors
Die Aktivierung des TZRs durch Bindung von mit Antigen beladenen MHC-Molekülen führt zur
Rekrutierung der Kinase Lck, zur Phosphorylierung der zytoplasmatischen z -Kette und zu
verschiedenen Signalkaskaden, die das so genannte Signal 1 repräsentieren. Zur vollständigen T-
Zellaktivierung werden co-stimulatorische Signale, z.B. über Bindung der B7 Liganden (CD80/CD86)
an den CD28 Rezeptor, benötigt (Signal 2). Dieses Signal führt über PI3-Kinase zur Aktivierung des
Transkriptionsfaktors NF-kB.
(Abb. modifiziert nach Singer und Koretzky; Science, 2002)

Um eine vollständige Immunantwort auszulösen, wird zusätzlich zur Antigenerkennung

(Signal 1) noch ein zweites, co-stimulatorisches Signal benötigt (Signal 2). Das wichtigste co-

stimulatorische Molekül ist der CD28 Rezeptor, dessen zugehörige Liganden, B7-1 (CD80)

und B7-2 (CD86), auf antigenpräsentierenden Zellen (engl.: antigen presenting cells, APC)

wie aktivierten B-Zellen, Makrophagen und dentritischen Zellen exprimiert werden. Die

CD28-vermittelte T-Zellaktivierung geht einher mit erhöhter IL-2 Sekretion, Inhibition von

Apoptose und der Differenzierung von T-Zellen zu Effektorzellen (Boise et al., 1995). Fehlt

das durch CD28 induzierte co-stimulatorische Signal, wird die Zelle nicht vollständig aktiviert

(Chung et al., 2003).
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Ein weiterer zu CD28 homologer Rezeptor, der hochaffin an B7.1 und B7.2 binden kann, ist

CTLA-4 (engl.: cytotoxic t-lymphocyte associated antigen). Dieser Rezeptor wird wenige

Tage nach T-Zellaktivierung hochreguliert und inhibiert die T-Zellaktivierung über

Rekrutierung der inhibitorischen Phosphatase SHIP (Grohmann et al., 2003).

Andere co-stimulatorische Moleküle sind ICOS, 4-1BB, OX-40, CD27 und CD2 aber auch

CD95 bzw. CD95L (Watts et al., 1999). Abgesehen von 4-1BB besitzen diese Moleküle

jedoch nicht das gleiche co-stimulatorische Potential wie CD28 zur Aktivierung nativer T-

Zellen (DeBenedette et al., 1997; Kim et al., 2000).

Unter experimentellen Bedingungen lässt sich die durch Antigen/MHC-induzierte TZR-

Aktivierung mit anti-CD3-Antikörpern erreichen. Zur vollständigen Aktivierung sind auch hier

co-stimulatorische Signale notwendig, die z.B. durch anti-CD28-Antikörper induziert werden

können.

Eine wichtige Rolle für die Aktivierung von T-Lymphozyten spielen spezielle glycolipid– und

cholesterolreiche Mikrodomänen der Zellmembran, die als „Lipid rafts“ bezeichnet werden.

Lipid Rafts oder GEMs (engl.: glycolipid-enriched membranes) sind bei 37°C in niedrigen

Konzentrationen nicht-ionischer Detergentien unlöslich (Brown und Rose, 1992; Sargiacomo

et al., 1993; Madore et al., 1999; Drevot et al., 2002). Acylierte und Glycosyl-

Phosphatidylinositol (GPI)-gekoppelte Proteine konzentrieren sich in diesen

Membrandomänen. Nach TZR-Aktivierung verlagern sich einige nicht mit Lipiden

modifizierte („non-lipid-modified“) Signalmoleküle wie der phosphorylierte Anteil der z-Kette

in diese Bereiche und werden dort angereichert. Diese  Rekrutierung bringt das an der

phosphorylierten z-Kette assoziierte ZAP-70 in die Nähe seiner Substrate, wie z.B. LAT,

welches palmitoyliert vorliegt und konstitutiv in Rafts lokalisiert (Zhang et al., 1998b). In

anderen Untersuchungen wird die Rekrutierung des gesamten TZR-Komplexes in Lipid Rafts

beobachtet (Drevot et al., 2002; Montixi et al., 1998). Eine Konzentration von Lipid Rafts

findet man im Bereich der immunologischen Synapse (Hiltbold et al., 2003), der

Kontaktstelle von T-Zelle und antigenpräsentierender Zelle, die durch die Anhäufung von

TZR-Molekülen, die von einem Ring aus Adhesionsmolekülen umgeben sind, charakterisiert

ist (Monks et al., 1998; Werlen und Palmer, 2002). Darüber hinaus scheinen Lipid Rafts in T-

Zellen auch eine Verbindung zwischen dem TZR und dem Zytoskelett herzustellen. Es konnte
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gezeigt werden, dass die Assoziierung der z-Kette mit dem Zytoskelett von intakten Lipid

Rafts abhängig ist (Moran et al., 1998).

Auch für viele andere transmembrane Rezeptoren wurde gezeigt, dass sie nach

Ligandenaktivierung in Rafts angereichert werden. Der CD95 Rezeptor ist konstitutiv in Rafts

lokalisiert; nach Aktivierung durch den Liganden oder agonistische Antikörper aggregieren

jedoch mehrere CD95-Moleküle und es kommt zur Rekrutierung von FADD und Caspase-8

(Grassme et al., 2001; Hueber et al., 2002; Scheel-Toellner et al., 2002). Die Lokalisierung

in Rafts ist essentiell für die CD95-induzierte Apoptose, da chemische Substanzen, die

Cholesterol depletieren und so die Rafts zerstören, CD95-induzierte Apoptose hemmen

(Hueber et al., 2002).

1.3.1 Apoptose im Immunsystem

Die Deregulation von Apoptose spielt in verschiedenen Krankheiten eine wichtige

Rolle. Dabei gibt es Situationen, in denen zuviel Apoptose Ursache für das Krankheitsbild ist

- wie bei Alzheimer (Barr et al., 1994; Thompson et al., 1995) oder AIDS - oder aber es

wird zuwenig Apoptose induziert, wie z.B. bei Krebs oder verschiedenen

Autoimmunkrankheiten (Strasser et al., 1990; Suda et al., 1997d).

Auch im Immunsystem hat der programmierte Zelltod einen wichtigen Stellenwert. Bei

der Immunabwehr werden Pathogene oder infizierte Zellen von Immunzellen erkannt und

durch Antikörper oder T-Zellen vernichtet. Wenn eine zytotoxische T-Zelle (engl.: cytotoxic T-

lymphocytes, CTL) unerwünschte, verletzte oder infizierte Zellen erkennt, sekretiert sie

Proteine wie Perforin oder Granzym B, die Apoptose in der Zielzelle auslösen. Zusätzlich

exprimieren zytotoxische T-Zellen nach Stimulation den CD95 Liganden auf ihrer Oberfläche

und sind so in der Lage, über den CD95 Rezeptor Apoptose in Zielzellen zu induzieren.

Native, d.h. noch nicht aktivierte T-Lymphozyten, werden nach Stimulation des T-

Zellrezeptors durch Bindung MHC-gebundener antigener Peptide aktiviert, was eine

spezifische Immunantwort auslöst. Die Zellen sekretieren Zytokine wie IL-2 und beginnen zu

proliferieren. Im Gegensatz dazu wird in zuvor aktivierten T-Zellen auf dasselbe Signal hin

(„Re-Stimulation“) aktivierungsinduzierter Zelltod (engl.: activation induced cell death,

AICD) ausgelöst (Dhein et al., 1995; Shi et al., 1990). Durch AICD werden reaktive T-Zellen

entfernt und so die Immunantwort beendet. Die Auslösung der Apoptose geschieht jedoch
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erst einige Zeit nach Beginn der Aktivierung; frisch aktivierte T-Zellen sind gegenüber

Apoptose resistent (Green et al., 1992). Die später auftretende Sensitivität gegenüber AICD

steht im Zusammenhang mit der ansteigenden Expression von CD95 und CD95L sowie mit

dem Abfall des anti-apoptotischen Proteins c-FLIP innerhalb der ersten drei Tage nach

antigener Stimulation (Janssen et al., 2000; Refaeli et al., 1998). Es können drei Phasen

unterschieden werden, in der sich die Sensitivität der T-Lymphozyten gegenüber CD95L-

induzierter Apoptose ändert. Auf die klonalen Expansions- und Effektor-Phasen nach

Antigenerkennung, in denen die IL-2 abhängige Proliferation und die Beseitigung des

Pathogens stattfinden, folgt die Deletions-Phase, in der die Zellen sensitiv gegenüber AICD

sind. Nur wenige Zellen bleiben gegenüber dem AICD resistent und differenzieren zu CD95-

unempfindlichen Gedächtniszellen (s. Abb1.6).

Antigen
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Klonale Expansions-
und

Effektor-Phase

resistent

Deletions-Phase

sensitiv

Gedächtnis-
Phase

resistent
Sensitivität
gegenüber CD95L

IL-2 abhängige
Proliferation

Abb. 1.6: Schematische Darstellung der T-Zell-Immunantwort
Nach Erkennen des Antigens proliferieren antigenspezifische T-Zellen und differenzieren zu
Effektorzellen. Nach Beseitigung des Antigens sterben die T-Zellen über einen Mechanismus, den man
aktivierungsinduzierten Zelltod (AICD) nennt. In dieser Deletionsphase sind T-Zellen sensitiv
gegenüber CD95-vermittelter Apoptose. Nur wenige Zellen bleiben resistent gegenüber AICD und
differenzieren zu Gedächtniszellen.
(Abb. nach: „nature insight apoptosis“; Krammer, 2000)
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Der Hauptweg des AICDs erfolgt über das CD95/CD95L-System, da der Zelltod verhindert

werden kann, wenn die CD95/CD95L-Interaktion blockiert wird (Alderson et al., 1995;

Brunner et al., 1995; Dhein et al., 1995). In vitro beobachtet man bei Reaktivierung von T-

Zellen die Expression von CD95L, was den Zellen ermöglicht, benachbarte CD95-positive

Zellen zu eliminieren (Janssen et al., 2000).

Tumorzellen sind durch unkontrollierte Proliferation und eine erhöhte Apoptoseresistenz

gekennzeichnet. Erfolgreiche Strategien für eine Tumortherapie basieren daher darauf, die

Proliferation zu stoppen und die Blockade des zellulären Selbstmordprogramms aufzulösen.

Umstritten ist die Beobachtung, dass manche Tumorzellen CD95L exprimieren und so in der

Lage sein könnten, Apoptose in angreifenden Immunzellen zu induzieren. Dadurch würden

sie dem Angriff des Immunsystems entkommen. Diese Deletion von tumor-reaktiven T-

Lymphozyten wird als „tumor counterattack“ Hypothese bezeichnet (Bennett et al., 1998;

Walker et al., 1998). Allerdings wurden auch dieser Hypothese widersprechende Daten

publiziert. So wurde über eine starke Entzündungsreaktion mit Neutrophileninfiltration,

induziert durch CD95L-positive Tumoren, berichtet, da sCD95L ein chemischer Lockstoff für

Neutrophile zu sein scheint (Ottonello et al., 1999; Arai et al., 1997s). Injektion von CD95L-

positiven Tumorzellen in Mäuse führte nicht zur Entwicklung von Tumoren (Igney et al.,

2000), sondern zu einer starken neutrophilenvermittelten Immunantwort gegenüber den

transplantierten Zellen (Seino et al., 1997; Chen et al., 1998). Sogar die Induktion von

CD95L auf bereits existierenden Tumoren im Mausmodell führt zur deren Abstoßung (Igney

et al., 2003).

1.4 Der CD95 Ligand

Der CD95 Ligand (FasL/Apo-1L/TNFSF6/CD178) bindet und aktiviert den CD95

Rezeptor (Fas/Apo-1), wodurch in der Regel Apoptose induziert wird. Sowohl der

Rezeptor, als auch der Ligand liegen in dieser Bindung als Trimer vor (s.Abb.1.7). In der

Abbildung sind die Ligandenmonomere in blau mit jeweils drei glycosylierten Asparaginen

(rosa) dargestellt und die CD95 Rezeptormoleküle in grün.
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Abb.1.7: Modell der CD95/CD95L-Interaktion
Schematische Darstellung des hexameren CD95/CD95L-Komplex. Die Ligandenmonomere sind blau
dargestellt, die Rezeptormoleküle grün und Disulfid-Brücken gelb. In rosa werden die N-verlinkten
Glycane dargestellt (N=Asparagin).
A: Aufsicht; B: Seitenansicht
(Abb. aus Schneider et al., JBC, 1997)

Der CD95 Ligand wurde 1993 als ein aus 281 Aminosäuren bestehendes Typ II

Transmembranprotein mit einem Molekulargewicht von 40 kDa identifiziert (Suda et al.,

1993). Hauptsächlich wird dieses Protein auf Lymphozyten, NK-Zellen und im

immunpriviligiertem Gewebe (Griffith et al., 1995; Bellgrau et al., 1995; Hunt et al., 1997;

Suda et al., 1995) sowie konstitutiv in verschiedenen Tumoren exprimiert (Hahne et al.,

1996; Niehans et al., 1997). Immunpriviligierte Gewebe, wie z.B. Auge, Ovar, Plazenta

oder Hoden, sind von der normalen Immunantwort ausgenommen (Barker and Billingham,

1977). In diesen Geweben werden CD95-positive infiltrierende Lymphozyten durch

Apoptose beseitigt, da die Epithelzellen dieser Gewebe den CD95L exprimieren (Griffith et

al., 1995, 1997).

CD95L kommt auch als lösliches, trimeres Protein (3x26 kDa) vor, welches als weniger

effizient in der Induktion von Apoptose beschrieben wurde (Krammer, 1998; Tanaka et al.,

1995 ) oder sogar CD95L vermittelte Apoptose inhibieren soll (Schneider et al., 1998; Suda



I. Einleitung                                                                                                                   

23

et al., 1997). Die lösliche Form des CD95 Liganden wird durch Abspaltung des

extrazellulären Anteils durch eine Metalloproteinase generiert. Das humane

membranständige Protein wird von einer ADAM (engl.: a-disintegrin-and-a-

metalloproteinase) Metalloproteinase zwischen Serin 126 und Leucin 127 (Schneider et al.,

1998), das murine Protein durch Matrilysin (Matrixmetalloproteinase 7) zwischen Lysin 129

und Glutamin 130 gespalten (Tanaka et al., 1998; Powell et al., 1999). Werden mehrere

lösliche CD95L Moleküle miteinander verknüpft, induzieren sie effizient Apoptose, und es

wurde gezeigt, dass dafür mindestens eine hexamere Struktur, bestehend aus zwei

Trimeren, notwendig ist (Holler et al., 2003).

Manche Zellen, wie z.B. aktivierte humane T-Zellen oder Melanomzellen, sekretieren

außerdem CD95L exprimierende Microvesikel, die in der Lage sind, Apoptose in CD95

tragenden Zellen auszulösen (Martinez-Lorenzo et al., 1999;  Monleon et al., 2001;

Andreola et al., 2002).

Das humane Gen für CD95L liegt auf Chromosom 1q23, besteht aus vier Exons und ist 8kb

groß. Murines und humanes Gen besitzen eine Homologie von 76,9% (Takahashi et

al.,1994). Wie in der Abbildung 1.8 gezeigt wird, repräsentiert der C-Terminus des

transmembranen CD95L-Proteins die extrazelluläre Region, die homolog zu anderen TNF-

Familienmitgliedern ist und nach Proteasespaltung als lösliche Form des CD95L (sCD95L)

auftritt. In dieser extrazellulären Region befinden sich auch die Trimerisierungsdomäne

(Aminsosäure137-183) sowie drei potentielle N-Glycosylierungsstellen (Asn 184, 250, 260).

Verantwortlich für die Rezeptorbindung ist das äußere C-terminale Ende des Liganden

(Orlinick et al., 1997).

Der 80 Aminosäuren lange zytoplasmatische N-Terminus des CD95L ist reich an Prolinen

(Aminosäuren 37-70) und enthält mehrere potentielle SH3-Bindungsdomänen (Hane et al.,

1995). Bei keinem anderen Mitglied der TNF-Superfamilie wird eine solche prolinreiche

Region (engl.: proline rich domain, PRD) gefunden. Des Weiteren weist der intrazelluläre

Anteil die Konsensussequenz einer Casein Kinase I Phosphorylierungsstelle (-SXXS-) (Watts

et al., 1999) und eine putative Kernlokalisierungssequenz (engl.: nuclear localization

sequence; NLS) (V. Kirkin, nicht veröffentlicht) auf. TNFa besitzt ebenfalls eine Casein

Kinase I Phosphorylierungssequenz sowie eine funktionale NLS, die dafür verantwortlich ist,
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dass der nach Abspaltung des extrazellulären Bereiches verbleibende intrazelluläre und

transmembrane Anteil von TNFa im Kern lokalisiert ist (Domonkos et al, 2001).

NN  C CTM

ExtrazellulExtrazellulääre Domre Domääne (aa100-280)ne (aa100-280)IntrazellulIntrazellulääre Domre Domääne (aa1-80)ne (aa1-80)

PRDPRD

CKICKI PRDPRD

TMTMNLSNLS

** **

TrimerisierungsdomTrimerisierungsdomäänene

**

** **

hFasL           MQQPFNYPYPQIYWVDSSASSPWAPPGTVLPCPTSVPRRPGQRRPPPPPPPPPLPPPPPP 60
pFasL           MQQPFNYPYPQIFWVDSSATSPWASPGSVFPCPASVPGRPGQRRPPPPPPPPPPPPPLLP 60
mFasL           MQQPMNYPCPQIFWVDSSATSSWAPPGSVFPCPSCGPRGPDQRRPPPPPPPVSPLPPPSQ 60
rFasL           MQQPVNYPCPQIYWVDSSATSPWAPPGSVFSCPSSGPRGPGQRRPPPPPPPPSPLPPPSQ 60
                ****.*** ***:******:*.**.**:*:.**:. *  *.********** .  **

hFasL           P-PLPPLPLPPLKKRGNHSTGLCLLVMFFMVLVALVGLGLGMFQLFHLQKELAELRESTS 119
pFasL           SRPLPPLPPPSLKKKRDHNAGLCLLVMFFMVLVALVGLGLGMFQLFHLQKELTELRESAS 120
mFasL           PLPLPPLTP---LKKKDHNTNLWLPVVFFMVLVALVGMGLGMYQLFHLQKELAELREFTN 117
rFasL           PPPLPPLSP---LKKKD-NIELWLPVIFFMVLVALVGMGLGMYQLFHLQKELAELREFTN 116
                . *****.     *: : .  * * *:**********:****:*********:**** :.

hFasL           QMHTASSLEKQIGHPSPPPEKKELRKVAHLTGKSNSRSMPLEWEDTYGIVLLSGVKYKKG 179
pFasL           QRHTESSLEKQIGHPNLPSEKKELRKVAHLTGKPNSRSIPLEWEDTYGIALVSGVKYMKG 180
mFasL           QSLKVSSFEKQIANPSTPSEKKEPRSVAHLTGNPHSRSIPLEWEDTYGTALISGVKYKKG 177
rFasL           HSLRVSSFEKQIANPSTPSETKKPRSVAHLTGNPRSRSIPLEWEDTYGTALISGVKYKKG 176
                :    **:****.:*. *.*.*: *.******:..***:********* .*:***** **

hFasL           GLVINETGLYFVYSKVYFRGQSCNNLPLSHKVYMRNSKYPQDLVMMEGKMMSYCTTGQMW 239
pFasL           SLVINDTGLYFVYSKVYFRGQYCNNQPLSHKVYTRNSRYPQDLVLMEGKMMNYCTTGQMW 240
mFasL           GLVINETGLYFVYSKVYFRGQSCNNQPLNHKVYMRNSKYPEDLVLMEEKRLNYCTTGQIW 237
rFasL           GLVINEAGLYFVYSKVYFRGQSCNSQPLSHKVYMRNFKYPGDLVLMEEKKLNYCTTGQIW 236
                .****::************** **. **.**** ** :** ***:** * :.******:*

hFasL           ARSSYLGAVFNLTSADHLYVNVSELSLVNFEESQTFFGLYKL 281
pFasL           ARSSYLGAVFNLTSADHLYVNVSELSLVNFEESKTFFGLYKL 282
mFasL           AHSSYLGAVFNLTSADHLYVNISQLSLINFEESKTFFGLYKL 279
rFasL           AHSSYLGAVFNLTVADHLYVNISQLSLINFEESKTFFGLYKL 278
                *:*********** *******:*:***:*****:********

**
**

potentielle 
Phosphorylierungsstellen

Glycosylierungsstellen

Abb.1.8: Domänenstruktur und Aminosäuresequenz des CD95 Liganden
CD95L ist ein Typ II Transmembranprotein mit einer N-terminalen zytoplasmatischen Domäne, einer
Transmembran- (TM) und einer C-terminalen extrazellulären Domäne. In der zytoplasmatischen
Domäne befindet sich eine Casein Kinase Phosphorylierungsstelle (CKI), eine prolinreiche Region
(PRD) und eine potentielle Kernlokalisationsdomäne (NLS). Im extrazellulären Bereich findet man die
Trimerisierungsdomäne und mehrere potentielle N-Glykosylierungsstellen. Für die Rezeptorbindung ist
der äußere C-Terminus verantwortlich. Die inaktivierende Punktmutation, die man in gld–Mäusen
findet, ist durch einen Kreis gekennzeichnet (FÆL) (Takahashi et al., 1994).
Der CD95 Ligand von Mensch (h), Maus (m), Ratte (r) und Schwein (p) ist stark konserviert.

Die Bindung des CD95 Liganden an den CD95 Rezeptors führt zur Rekrutierung von FADD

und Procaspase-8 an den zytoplasmatischen CD95-Anteil und zur Bildung des DISC. Dabei

wird Procaspase-8 aktiviert und spaltet wiederum andere Caspase-8 Moleküle und auch

Effektorcaspasen wie Caspase-3. In den sogenannten Typ II Zellen führt die Aktivierung von

Caspase-8 zur Spaltung von Bid (s. Abschnitt 1.2.2).
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Ein zweiter Rezeptor, der CD95L binden kann, ist DcR3 (Decoy receptor 3) (Pitti et al.,

1998). Dieser lösliche Rezeptor hat keine aktivierende Funktion, sondern inhibiert durch

seine Anwesenheit CD95L vermittelte Apoptose. Das DcR3-Gen ist in 50% aller primären

Lungen- und Kolontumoren und sogar in 71% aller Pankreastumorzelllinien amplifiziert (Tsuji

et al., 2003). Viele Tumoren sind resistent gegenüber CD95L, auch wenn sie CD95 auf der

Zelloberfläche exprimieren, was z.T. an der gleichzeitigen Sekretion von DcR3, aber auch

an der vermehrten Expression inhibitorischer Moleküle liegt.

1.4.1 Die Bedeutung des CD95L im Immunsystem und für
bestimmte Krankheitsbilder

Der so genannte aktivierungsinduzierte Zelltod (AICD) in peripheren T-Zellen wird

hauptsächlich über das CD95/CD95L-System gesteuert (Alderson et al., 1995). Dabei wird

in T-Zellen, die nach Antigenstimulation beginnen klonal zu expandieren, nach einer

gewissen Zeit Apoptose induziert. Dadurch werden überzählige T-Zellen nach erfolgter

Immunantwort eliminiert. Zusätzlich ist dieses System mit verantwortlich für den CTL-

vermittelten Tod von virusinfizierten oder transformierten Zellen.

Mäuse, die Mutationen in den Genen von CD95 („lpr“) oder CD95L („gld“) aufweisen, die

dazu führen, dass über das CD95/CD95L-System keine Apoptose mehr induziert werden

kann, leiden an lymphoproliferativen Erkrankungen (Takahashi et al., 1994; Nagata und

Suda, 1995). Ein Gendefekt, der zum lpr („lymphoproliferation“)- Phänotyp führt, ist die

Rekombination eines Retrotransposon in das Intron 2 des CD95 -Gens, was zu einem

veränderten Gentranskript mit verringerter Stabilität führt. Dies hat eine verringerte

Expression des Rezeptors zur Folge, so dass es zu einer deutlich verminderten Apoptose von

aktivierten T-Zellen bei diesen Mäusen kommt (Adach et al., 1993, Mariani et al., 1994).

Eine andere Mutation im CD95 -Gen führt zu ähnlichen Symptomen (lprcg). Die

Oberflächenexpression des CD95-Rezeptors ist in lprcg–Mäusen nicht verändert, aber es

liegt eine inaktivierende Punktmutation im Bereich der DD vor, die dazu führt, dass die

Bindung von CD95L an CD95 keine Apoptose auslöst (Watanabe-Fukunaga et al., 1992). In

gld („generalized lymphoproliferative disease“) Mäusen hingegen ist der CD95 Ligand

nicht mehr in der Lage, an den CD95 Rezeptor zu binden. Grund hierfür ist eine
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Punktmutation, die eine Aminosäureveränderung im extrazellulären Bereich von CD95L

verursacht (Phe 273 zu Leu 273) (Lynch et al., 1994; Ramsdell et al., 1994). Diese Region in

der Bindestelle des CD95L ist innerhalb der TNF-Liganden-Familie hoch konserviert und

generell für die Rezeptorbindung verantwortlich (Hahne et al., 1995). In lpr- und gld-

Mäusen akkumulieren doppelt negative CD4-CD8-B220+CD3+-T-Zellen, die von aktivierten T-

Zellen abstammen, welche nach erfolgter Immunabwehr in diesen Tieren nicht mehr effektiv

eliminiert werden. Phänotypisch sind die Mäuse durch Lymphadenopathy, Splenomegalie

sowie hohe Titer von Auto-Antikörpern gekennzeichnet (Nagata und Suda, 1995). Kürzlich

wurde auch eine CD95L-knock-out-Maus beschrieben, die (wie erwartet) einen ähnlichen,

jedoch stärker ausgeprägten Phänotyp als in gld-Mäusen beobachtet, besitzt (Karray et al.,

2004).

Im Menschen wurde bisher keine Autoimmunkrankheit identifiziert, die ausschließlich auf

Mutationen im CD95L-Gen beruht. Bei Patienten, die am Autoimmunen lymphoproliferativen

Syndrom (ALPS) leiden, findet man Mutationen in Genen, die an der CD95-induzierte

Apoptose beteiligt sind, wie CD95, caspase-8 und caspase-10, jedoch nicht im CD95L-Gen

(Rieux-Laucat et al., 2003). ALPS-Patienten besitzen einen ähnlichen Phänotyp wie gld/lpr-

Mäuse, da man auch hier vermehrt Tumorbildung (Splenomegalie und Lymphadenopathy),

Produktion von Autoantikörpern sowie eine Akkumulation von CD4-CD8-TZRab doppelt

negativen T-Lymphozyten findet. Ein ähnliches Krankheitsbild kennzeichnet SLE-(engl.:

systemic lupus erythematosus) Patienten, die vermehrt Auto-Antikörpern produzieren, wobei

auch anti-CD95L-Antikörpern nachgewiesen werden können. Die Anwesenheit dieser

Antikörper sowie von löslichem CD95L im Serum dieser Patienten blockiert die CD95-

vermittelte Apoptose in Lymphozyten (Mountz et al., 1994; Mihara et al., 2002). In einem

von 75 SLE-Patienten wurde eine Deletion im Exon 4 des CD95L-Gens gefunden (Wu et al.,

1996). In Hashimoto-Thyroiditis-Patienten exprimieren die Thyrozyten neben funktionalem

CD95L auch CD95 auf ihrer Oberfläche, was den apoptotischen Zelltod dieser Zellen zur

Folge hat (Giordano et al., 1997). Dies führt zur Zerstörung der Schilddrüse dieser

Patienten. Auch bei Alzheimer scheint das CD95/CD95L-System eine wichtige Rolle zu

spielen, da in Neuronen von gld-Mäusen, im Gegensatz zu Neuronen von Wildtyp-Mäusen,

mit Aß (Amyloid ß) keine Apoptose induziert werden kann (Ethell et al., 2002).
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1.4.2 Die Kontrolle der CD95L-Expression

CD95L wird nicht von ruhenden T-Zellen exprimiert, sondern wird erst nach Stimulation

des TZR/CD3-Komplexes durch MHC/Antigen stark hochreguliert. (Alderson et al., 1995;

Dhein et al., 1995). Daran beteiligt sind verschiedene Transkriptionsfaktoren wie NFAT

(Latinis et al., 1997b; Li-Weber et al., 1999), NF-kB (Matsui et al., 1998), SP-1 (Xiao et al.,

1999) und Egr-2/3, wobei letztere indirekt über die Aktivität von NFAT reguliert werden

(Rengarajan et al., 2000) (s.Abb.1.9). In reifen Th1 und Th2 T-Zellen besetzen diese

Transkriptionsfaktoren verschiedene Stellen des CD95L-Promotors, was die unterschiedliche

CD95L-Expression in diesen Subtypen erklärt (Dzialo-Hatton et al., 2001). In CD4-CD8-

doppelt-negativen Thymozyten sind vor allem Egr-Faktoren und SP1 für die CD95L

Expression verantwortlich; AP1- und Forkhead-Transkriptionsfaktoren induzieren CD95L

unter gewissen Stressbedingungen (Faris et al., 1998; Ciechomska et al., 2003).

Abb.1.9: Signaltransduktion und Transkriptionskontrolle des CD95L nach TZR-Aktivierung
Die Aktivierung des T-Zellrezeptor/CD3-Komplexes führt zur Aktivierung verschiedener Signalwege
und Transkriptionsfaktoren wie z.B. NF-AT, Egr2/3, SP-1, AP-1 und NF-kB, die ihrerseits die
Expression des CD95L regulieren. Der CD95L-Promoter mit den verschiedenen Bindestellen ist
schematisch gezeigt. (Abb. nach Li-Weber und Krammer, 2003)
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1.4.3 Die Lokalisation des CD95 Liganden

Der CD95L findet sich je nach Zelltyp in unterschiedlichen Zellkompartimenten. Im

Allgemeinen erscheint der Ligand auf der Plasmamembran, er kommt jedoch auch

intrazellulär in Monozyten (Kiener et al., 1997) und Mastzellen (Wagelie-Steffen et al.,

1998) und in sekretorischen Vesikeln von CTLs sowie NK-Zellen (Bossi und Griffiths, 1999)

vor. In reifen T-Zellen wird CD95L unterschiedlich auf den verschiedenen T-Zell-Subtypen

exprimiert; auf CD4+-T-Zellen erscheint CD95L als ein membranständiges Protein

hauptsächlich auf Th1- (T-helper 1) und auf manchen Th2-Zellen nach TZR-Stimulation

(Ramsdell et al., 1994). In CD8+ CTLs bzw. NK Zellen wird CD95L nach primärer

Stimulation de novo synthetisiert und dann in sekretorischen Vesikeln/Lysosomen gelagert,

welche auch Perforine und Granzyme speichern (Blott et al., 2001). Nach Kontakt der Zelle

z.B. mit einer virusinfizierten Ziel-Zelle führt das TZR-vermittelte Signal zu einer

Neuorganisation des Zytoskeletts, welches zur Verschmelzung der sekretorischen Vesikel mit

der Plasmamembran führt. Dabei werden die zytotoxischen Moleküle in die immunologische

Synapse entlassen und CD95L wird auf der Zelloberfläche präsentiert (Blott et al., 2001;

Bossi et al., 1999). Durch den Transport des CD95L in die sekretorischen Vesikel und der

dortigen Lagerung wird gewährleistet, dass der Ligand nur dann auf der Zelloberfläche

erscheint, wenn eine Zielzelle über CD95-Rezeptoraktivierung getötet werden soll. Da

CD95L nur an der Stelle des Kontaktes mit der Zielzelle erscheint, wird verhindert, dass

andere CD95 positive Nachbarzellen unbeabsichtigt abgetötet werden (Clark und Griffiths,

2003). Blott und Kollegen konnten zeigen, dass die prolinreiche Region im intrazellulären

Anteil des CD95L für den Transport zu und die Lokalisation des Proteins in den

sekretorischen Vesikeln verantwortlich ist, wobei die für diesen Transport verantwortlichen

Proteine noch nicht identifiziert wurden. Fehlt diese Domäne, wird CD95L nach Modifikation

im Golgi-Apparat direkt an die Zelloberfläche transportiert (Abb.1.10). In allen anderen

Zellen, die diesen speziellen Typ von sekretorischen Lysosomen nicht besitzen, wird CD95L

konstitutiv an der Zelloberfläche exprimiert (Blott et al., 2001;  Bossi et al., 2000).
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Abb.1.10.: Transport des CD95L zur Zelloberfläche in Zellen mit bzw. ohne sekretorische Vesikel
In Zellen mit sekretorischen Vesikeln, wie CTLs und NK-Zellen, wird CD95L synthetisiert, im Golgi-
Apparat modifiziert und in sekretorischen Vesikeln gespeichert. Nach einem TZR-vermittelten Signal
werden die sekretorischen Vesikel mit dem CD95L zur Zelloberfläche transportiert. Laut Blott und
Kollegen ist die prolinreiche Region des CD95L und ein unbekannter Bindungspartner, der vermutlich
eine SH3-Domäne aufweist, für diesen Transport verantwortlich. In Zellen, die keine sekretorischen
Vesikel besitzen, wird der Ligand konstitutiv auf der Zelloberfläche exprimiert.
(Abb. nach Blott et al., 2001)

1.4.4 „Reverse signalling“ über den CD95 Liganden

Während die meisten Arbeiten über CD95L sich auf die apoptoseauslösende

Funktion des Liganden über die Rezeptoraktivierung konzentriert haben, wurden kürzlich in

mehreren Publikationen Evidenzen für eine reverse Signalübertragung über CD95L

präsentiert: Suzuki und Kollegen beschrieben einen positiven Einfluss der Signalübertragung

des CD95 Liganden auf die Proliferation CD8-positiver T-Zellen (Suzuki und Fink, 1998). Sie

beobachteten, dass CTL-Zelllinien von gld Mäusen nach antigener Stimulation (Co-

kultivierung von CTLs mit APCs) im geringeren Ausmaß als Wildtypzellen wuchsen und

schlossen daraus, dass eine optimale Proliferationsrate abhängig von funktionalem CD95L
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zu sein scheint, da nach optimaler CD3-Stimulation in vitro gld CTLs genauso stark

proliferierten wie Wildtyp CTLs. Daher konnte ein genereller Defekt in der TZR-

Signalübertragung dieser Mäuse ausgeschlossen werden. Die Stimulation mit Fas-Fc (ein

dimeres Molekül, welches aus dem extrazellulären Bereich von CD95 (Fas), kovalent

gebunden an den konstanten Fc-Teil des humanen IgG, besteht) zusätzlich zu suboptimaler

CD3-Aktivierung zeigte den gleichen positiven Einfluss auf die Proliferation CD8-positiver T-

Zellen. Um der Situation des membranständigen CD95 Rezeptors möglichst nahe zu

kommen, wurde Fas-Fc nicht in löslicher Form verwendet, sondern auf dem Boden der

Zellkulturschale immobilisiert. Auch in vivo wurde ein co-stimulatorische Effekt des CD95L

beobachtet (Suzuki et al., 2000). In einem anderen Report wird über die Induktion von

Zellzyklusarrest und die Inhibition der IL-2 Expression in CD4-positiven T-Zellen durch

CD95L-Aktivierung berichtet (Desbarats et al., 1998). Hier wurden Wildtyp und lpr CD4+-T-

Zellen mit suboptimalen Konzentrationen von anti-CD3-Antikörpern plus Fas-Fc inkubiert und

es wurde eine verringerte T-Zellaktivierung, erkennbar an der Inhibition der Expression von

Aktivierungsmarkern wie z.B. CD69 und CD25 und Proliferationsinhibition beobachtet.

Dieses Phänomen wurde in CD95L-defizienten gld-CD4+-T-Zellen nicht gesehen. Suzuki und

Kollegen wiesen jedoch darauf hin, dass die von Desbarats et al. gemachten

Beobachtungen auch damit zusammenhängen könnten, dass CD4+-T-Lymphozyten sensitiver

gegenüber CD95L-induzierter Apoptose sind als die weitgehend resistenten CD8+-T-

Lymphozyten und dieser Zelltod parallel zur Co-Stimulation auftritt. In ihren Experimenten

wurde in vitro eine Co-Stimulation auch in CD4+T-Zellen beobachtet. Die Arbeiten legen

nahe, dass die reverse Signalübertragung über den CD95 Liganden Einfluss auf das

zelluläre Proliferationsverhalten von T-Lymphozyten haben kann.

Die Expression von CD95L spielt nicht nur in haematopoietischen Zellen, sondern

auch in immunprivilegierten Geweben, wie z.B. im Hoden, eine wichtige Rolle. Die Maus

Sertoli-Zelllinie TM4 exprimiert CD95L konstitutiv auf der Oberfläche und „Crosslinking“

durch anti-mCD95L-Antikörper führt zur Phosphorylierung von Erk1 (p44-MAPK) und Erk2

(p42-MAPK) und zur cPLA2 (Phospholipase A2)- Aktivierung (Ulisse et al., 2000). Diese

Beobachtung deutet darauf hin, dass die rückwärtige Signalübertragung über den Liganden

nicht nur in T-Zellen stattfindet.
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1.5 Ziel der Arbeit

Da nicht nur die extrazelluläre Domäne des CD95L wichtige Funktionen, wie die

Auslösung von Apoptose durch Bindung an CD95, vermittelt, sondern auch der

intrazelluläre Anteil Signale transduziert und für die Lokalisierung des CD95L verantwortlich

ist, wurde im Rahmen dieser Arbeit nach zytoplasmatischen CD95L-Interaktionspartnern

gesucht. Neben den funktionellen Evidenzen für eine rückwärtige Signalübertragung deuten

auch die starke Konservierung der intrazellulären Domäne des CD95L und das

Vorhandensein einer prolinreichen Proteininteraktionsdomäne auf noch nicht identifizierte

Interaktionspartner hin.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein Hefe-2-Hybrid Screen mit der intrazellulären CD95L-

Domäne durchgeführt, um interagierende Proteine zu finden, die an diesen

zytoplasmatischen Anteil des CD95L binden. Die im Hefesystem gefundenen Interaktionen

sollten anschließend in vitro und in Säugerzellen verifiziert und –soweit möglich- einer

Funktion zugeordnet werden. Des Weiteren sollte untersucht werden, ob der CD95 Ligand

genau wie der CD95 Rezeptor auf der Zelloberfläche in so genannten Lipid Rafts lokalisiert,

was eine weitere Ebene der Regulation verschiedener CD95L-Funktion darstellen würde.
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2. Material und Methoden

Geräte

Zentrifugen :
- Tischzentrifugen Typ Biofuge pico für 1,5 und 2 ml Reaktionsgefäße (Fa.Heraeus/Hanau)
- Kühlzentrifuge 2K15 für 2 ml Reaktionsgefäße (Fa.Sigma/Deisenhofen)
- Kühlzentrifuge Modell Varifuge 3.2. RS für PP-Röhrchen (Fa.Heraeus/Hanau)
- Kühlzentrifuge Modell J2-21 M/E mit Rotoren JA 10 und JA 20 (Fa.Beckman/München)
- Ultrazentrifuge Model L8-M mit Rotor 70 TI (Fa.Beckman/München)

Inkubatoren :
- Bakterienkultur : Brutschrank "Function Line", 37°C, nicht begasbar,

(Fa.Heraeus/Hanau)
Schüttelinkubator, 37°C, Modell Multitron (Fa.InforsAG/Bottmingen,
Schweiz)

- Hefekultur : Brutschrank BK600, 30°C, nicht begasbar, (Fa.Heraeus/Hanau)
Schüttelinkubator, 30°C, Modell Multitron (Fa.InforsAG/Bottmingen,
Schweiz)

-Zellkultur: Brutschrank, IR-Sensor, 37°C, CO2 begasbar (Fa.Sanyo, Wiesbaden)

Heizblöcke :
- Thermomixer compact (Fa.Eppendorf/Hamburg)
- Dri-Block DB-3 (Fa.Techne/Dexford-Cambridge,England)

Netzgeräte :
- Electrophoresis Power Supply EPS 301 (Fa.Ammersham PharmaciaBiotech)

Elektrophorese :
- DNA Minisubcell für Agarosegele (Fa.BioRad/München)
- Gelkammer und -schlitten Modell Hoefer HE 33-GNA 200 (Fa.Pharmacia/Freiburg)
- Vertical-Minigelapparatur MV 120 für PAGE: 8,6 cm x 7,7 cm (Fa.Savant, New York,
USA)

Blotten :
- Hoefer SemiPhor (Fa.Pharmacia/Freiburg)

Sonstige :
- Autoklav Tuttnauer Systec 2540 EL (Fa.Systec/Wettenberg)
- Perkin Elmer Thermocycler (Fa.Perkin-Elmer/Boston, USA)
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- UV-Schirm Modell Transluminator mit Videokamera, Bildschirm
  und Videoprinter   (Fa.UVP Inc./San Gabriel, USA)
- Geltrockner Modell 483 (Fa.BioRad/München)
- Speed Vac Univapo 150 H (Fa.Kraupa/Martinsried)
- UV/Vis Diode Array Spectrophotometer (Fa.WPA/Cambridge, England)
- UV-Quarzküvetten 6030/40 (Fa.Zeiss/Jena)
- Stickstofftank Typ Chronos Biosafe (Fa.Messer-Griesheim/Düsseldorf)
- Sicherheitswerkbank Typ HA 2448 (Fa.Heraeus/Hanau)
- Laminar Air Flow Gelaire Class 100 (Fa.Gelman/Mailand)
- Milli-Q Water System (Fa.Millipore/Eschborn)
- Kühlschrank (4°C) + Gefrierschrank (-20°C) "Glassline" (Fa.Liebherr/Ochsenhausen)
- Gefrierschrank CFC Free (-80°C) (Fa.Sanyo/Wiesloch)
- Wasserbäder (Fa.GFL/Burgwedel)
- Vortex Genie2 (Fa.Bender & Hobein AG/Zürich, Schweiz)
- Magnetrührer Modell IKA-Combimag RCH (Fa.IKA Labortechnik/Staufen)
- pH-Meter Modell PHM 83 autocal (Fa.Radiometer/Kopenhagen, Dänemark)
- Mikrowelle Privileg 7533P (Fa.Quelle/Fürth)
- Waage Modell 1219 MP und Feinwaage Modell H10T (Fa. Satorius/Göttingen)
- Drehrad für 1,5 ml Reaktionsgefäße (Fa.Gerlinde Kister/Mühlhausen)
- Elektroporationsanlage/-küvetten BioRad Gene-Pulser(Fa.BioRad/München)
- Pipetten (Fa.Abimed/Düsseldorf)
- Pipetus-akku für Glaspipetten (Fa.Hirschmann/Neckartenzlingen)
- Hypercassette (Fa Amersham/Buckinghamshire, England)
- Bunsenbrenner Usbeck Typ 1230/1

Chemikalien und Materialien

b-Mercaptoethanol Sigma, Karlsruhe
2-Propanol Roth, Karlsruhe
Acrylamidlösung mit 0,8 % Bisacrylamid (37,5:1) Roth, Karlsruhe
Agarose (Electrophoresis Grade) LifeTech., USA
Ammoniumsulfat Merck, Darmstadt
Ampicillin AppliChem, Darmstadt
APS (Ammoniumpersulfat) 10% in H2O Sigma, Steinheim

3-AT (3-Amino-1, 2, 4-triazol) Sigma, Steinheim
Borsäure Sigma, Steinheim
Bradford-Reagenz BioRad, München
Bromphenolblau Fluka, Buchs (CH)
DNA-Marker (1kb Leiter) New England Biolab,
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Schwalbach
DOPA (drop out agar, für Hefe) BIO 101/ CA, USA
CSM/SD (synthetic minimal medium, für Hefe) BIO 101/ CA, USA
DMF (N, N-Dimethylformamid) Sigma, Steinheim
DMSO (Dimethyl Sulfoxid) Merck, Darmstadt
DTT (Dithiothreitol) Sigma, Steinheim
ECL-Lösung AmershamPharmacia
EDTA(Ethylen Diamin Tetra Acetat) Sigma, Steinheim
Elektroporationsküvetten Roth, Karlsruhe
EtOH (Ethanol) Roth, Karlsruhe
Ethidiumbromid Roth, Karlsruhe
Formaldehyd Roth, Karlsruhe
Glyzerin Roth, Karlsruhe
Glaskügelchen Sigma, Steinheim
Glutathion-Agarose Sigma, Steinheim
H2O Milli-Q gereinigt und autoklaviert

IPTG (Isopropylthio-beta-D-galactoside) Roth, Karlsruhe
Ionomycin Calbiochem
KCl (Kaliumchlorid) Roth, Karlsruhe
LiAc (Lithium Acetat) Sigma, Steinheim
MgCl (Magnesiumchlorid) Fluka, Buchs (CH)
Magermilchpulver AppliChem, Darmstadt
NaCl (Natriumchlorid) Roth, Karlsruhe
NaOH (Natronlauge) AppliChem, Darmstadt
Na3VO4 (Natriumvanadat) Sigma, Steinheim
Objektträger Roth, Karlsruhe
PAA (Polyacrylamid)
(30% Acrylamid / 1%Bisacrylamid-Lösung) Roth, Karlsruhe
PEG 4000 (Polyethylenglykol) AppliChem, Darmstadt
Protein-Molekulargewichtsstandard GibcoBRL, Karlsruhe
Protease-Inhibitor Mix (COMPLETE) Roche, Mannheim
Phenol/Chloroform Roth, Karlsruhe
PMA (Phorbol-12-Myristate-13-Acetate) Sigma, Steinheim
Ponceau-Lösung Fluka, Buchs (CH)
RNasin Promega, Heidelberg
SDS (Sodium-Dodecyl-Phosphat) Roth, Karlsruhe
TEMED (N, N, N`, N`-Tetramethylethylendiamin) Roth, Karlsruhe
Tris AppliChem, Darmstadt
Triton-X 100 Fluka, Buchs (CH)
Tween 20 PharmaciaBiotech, Schweden
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Whatman-Rundfilter Merck, Darmstadt
YPD (Vollmedium für Hefe) BIO 101/ CA, USA
X-Gal (5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl-b-
D-Galactopyranosid) Sigma, Steinheim

Radioaktive Reagenzien
[35S]Methionin (>1000 Ci/mmol; 10mCi/ml) AmershamPharmacia Biotech

Häufig verwendete Lösungen

- 10 x TE (Tris-EDTA) 0,1 M Tris-HCl
10 mM EDTA

pH 7,5 (mit konz. HCl einstellen, steril flitrieren)

- 1 M Tris pH 7,5 (mit konz. HCl einstellen, steril filtrieren)

- 1,5 M Tris-HCl pH 8,6 (mit konz. HCl einstellen, steril filtrieren)

- 0,75 M Tris-HCl pH 6,8 (mit konz. HCl einstellen, steril filtrieren)

- 10 x Li-Ac 1 M Li-Ac
pH 7,5 (mit Eisessig einstellen, steril filtrieren)

- 50 % (w/v) PEG (steril filtrieren)

- 10 M NaOH

- 1 M 3-AT (steril filtrieren)

- 0,5 M EDTA pH 8,0 (mit konz. NaOH einstellen)

- 5 M KOAc 147,2 g KAc in 300 ml H2O
57,5 ml Eisessig
142,5 ml H2O

pH 7,5 (mit Eisessig einstellen, steril filtrieren)

- 3 M NaOAc pH 5,2 (mit Eisessig einstellen)
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- 10 mg/ml Herring Sperm. Carrier DNA (Fa. BIO 101, USA)

- 20 mg/ml X-Gal-Lösung in DMF

- Phenol: Chloroform: Isoamyl-Alkohol (25:24:1, Fa.Sigma)

- 1 x PEG/ LiAc/ TE 40% PEG 4000
(für Hefe-Trans- 1 x TE
formation) 1 x LiAc

- Hefe-Lysispuffer 2% Triton-X-100
(für Hefe- 1% SDS
Proteinextrakte) 100 mM NaCl

10 mM Tris (pH 8,0)
1 mM EDTA

- STET Puffer 8 % (w/v) Saccharose
(für Hefe- 50 mM  EDTA
Plasmidisolation) 50 mM Tris-HCl (pH 8,0)

5% (v/v) Triton X-100

- GTE 50 mM Glucose
(für Bakterien- 10 mM EDTA
Plasmidisolation) 25 mM Tris

pH 8,0 (steril filtrieren)

- Bakterien-Lysispuffer 0,2 N NaOH
(für Plasmidisolation) 1 % SDS

- LysS Puffer 50 mM Tris-HCl pH 7,8
(für Bakterien-Lyse, 0,4 M NaCl
Proteinextrakte) 0,1% NP-40

0,6 mM EDTA

- IP-Lysispuffer 150mM NaCl,
20mM Tris-Hcl pH 6,8
1% Triton X-100

- 6 x Auftragepuffer 50% (w/v) Glycerin
(für DNA-Agarose- 1 mM EDTA
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Gelelektrophorese) 0,4% (w/v) Bromphenolblau
0,4% (w/v) Xylenecyanol

- 10 x TBE (Tris-Borat-EDTA)
(für Agarose- 108 g Tris-Base
Gelelektrophorese) 55 g Borsäure

40 ml 0,5 M EDTA (pH 8.0) Æ 1 l H2O

- Coomassielösung 0,08% Coomassie G250 in 1,6%
Phosphorsäure

(für SDS-PAGE) 8% Ammoniumsulfat
20 % Methanol

- Coomassie- 100 ml Methanol
Entfärbelösung 100 ml Eisessig auf 1 l H2O

- “Gel Dry Solution” 10 % Essigäure
40 % Methanol

- Sammelgelpuffer 500 mM Tris-HCl
(für SDS-PAGE) pH 6,8 (mit konz. HCl einstellen)

- Trenngelpuffer 1,5 M Tris-HCl
(für SDS-PAGE) pH 8,8 (mit konz. HCl einstellen)

- 10 x SDS Laufpuffer 0,25 M Tris-Base
1,92 M Glycin
1% SDS

- 2 x SDS Proteinauftrage-
puffer 190 mM Tris/HCl pH 6,8

5 % (v/v) ß-Mercaptoethanol
6 % (w/v) SDS
40 % (w/v) Glycerin
1 % (w/v) Bromphenolblau/ Xylencyanol

- PBS (phosphate buffered saline)
6,5 mM Na2HPO4
1,5 mM KH2PO4
2,5 mM KCl
140 mM NaCl
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pH 7,25 (mit konz. HCl einstellen, autoklavieren)

- 1 x Transferpuffer 3,02 g Tris
(für Western Blot) 14,42 g Glycin

200 ml Methanol
auf 1 l H2O

- Z-Puffer 10,7 g/l Na2HPO4⋅2H2O
(für b-Galactosidase 5,5 g/l NaH2PO4⋅H2O
-Assay) 0,75 g/l KCl

0,246 g/l MgSO4⋅7H2O
pH  7,0 (autoklavieren)

- Z-Puffer/X-Gal Mix 100 ml Z-Puffer
(für b-Galactosidase 0.27 ml b-Mercaptoethanol
-Assay) 1.67 ml X-Gal-Lösung

- Bindungspuffer PPI 20 mM Tris pH 7,9
(für GST-Pulldown) 100 mM NaCl

1 mM EDTA
4 mM MgCl2
0,02 % NP-40
10 % Glycerin

- Stripping Puffer 62,5mM Tris pH 7,9
2 % (w/v) SDS
100mM b-Mercaptoethanol

- Puffer für FACS- 38 mM NaCitrat, pH 7,4
      Nachweis apopt. 50 µg/ml Propidiumiodid (2,5mg/ml H2O)
      Zellen 5 µg/ml RNaseA (Stocklösung:10mg/ml)

- Antibiotika Amp, Ampicillin (Fa. Roth/Karlsruhe)
Stammlösung: 50 mg/ml in H2O, sterilfiltriert mit Einmalfilter

(0,2 µm Membran, Fa. Schleicher & Schuell/Dassel), Lagerung
bei -20°C

Cm,Chloramphenicol (Fa. Boehringer/Mannheim)
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Stammlösung: 34 mg/ml in EtOH, sterilfiltriert mit Einmalfilter
(0,2 µm Membran, Fa. Schleicher & Schuell/Dassel), Lagerung
bei -20°C

Kan, Kanamycin (Fa. Sigma/Taufkirchen)
Stammlösung: 50mg/ml in H2O, sterilfiltriert mit Einmalfilter
(0,2 µm Membran, Fa. Schleicher & Schuell/Dassel), Lagerung
bei -20°C

Medien

Bakterien:

- SOC-Medium 0,5 % Yeast Extract
2 % Tryptone
10 mM NaCl
2,5 mM KCl
10 mM MgCl2
10 mM MgSO4

20 mM Glucose

- M9-Medium 18 g Select Agar
0, 69 g SD -Leu
10 g M9 Trockenpulver
20 ml 1M Glucose
+ 1 ml Ampicillin (50 mg/ml)
+ 1 ml 1 M Thiamin
auf 1 l H2O

- LB-Medium 1% (w/v) Bacto-Trypton (Fa. Difco/Detroit, USA)
(Luria Broth) 0,5% (w/v) Hefeextrakt (Fa. Difco/Detroit, USA)

172 mM NaCl
pH 7,5

- LB-Agar LB-Medium
1% (w/v) Bacto-Agar (Fa.Difco/ Detroit, USA)
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Hefen:

- YPD Broth Flüssigvollmedium (Hefe)
20 g/l Difco peptone
10 g/l Yeast extract

- DOBA Agarmedium (Hefe)

- SD -Trp, Hefe-Minimalmedien zusammengesetzt aus:
SD -Trp/ -Leu, 1,7g YNB (Yeast Nitrogen Base)
SD -Trp/ -Leu/ -His 5 g (NH4)2SO4

0,59 g CSM

Alle Medien wurden mit Millipore-Wasser angesetzt und autoklaviert (121°C, 15 Min.).

Den Agarmedien wurde nach Abkühlung auf mindestens 50°C sterilfiltriertes 3-AT (für
Hefeplatten ohne Histidin, Endkonzentration = 15 mM) bzw. Antibiotika (für Bakterien)
zugegeben und in Petrischalen (Fa. Greiner/ Nürtlingen) gegossen. Die Agarplatten wurden
bis zu 2 Wochen im Kühlschrank aufbewahrt. Zum LB-Medium wurden die Antibiotika erst
kurz vor Gebrauch hinzugefügt.

Bakterienstämme/ Hefestamm

Zur Amplifikation von Plasmid-DNA wurden sowohl der E.coli-Stamm DH5a als auch der
E.coli-Stamm KC8 verwendet. Der Bakterienstamm BL21 wurde zur Expression von GST-
Fusionsproteinen genutzt.

Bakterienstamm: DH5a (Fa. Clontech)
Genotyp: supE44 lacU169 (80lacZM15) hsdR17

 recA1 endA1 gyrA96 thi-1 relA1
KC8 (end A+) (Fa. Clontech)

Genotyp: hsdR, leuB600, trpC9830, pyrF::Tn5, hisB463,
lacDX74, strA, galU,K

BL21 (codon+) (Fa. Stratgene)
Genotyp: dcm, ompT, hsdS (rB– mB–), gal l (DE3), [pLysS

Camr]

Hefestamm: Y190 (Fa. Clontech)
Genotyp: His3, lacZ, trp1, leu2, cyh r2
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Enzyme

Die Restriktionsenzyme wurden von der Firma New England Biolabs (Schwalbach)
verwendet. Nähere Informationen finden sich im Internet in der REBASE-Datenbank
(http://www.neb.com/rebase/rebase.html).

Polymerasen:
- Taq (Thermus aquaticus YT1, Fa.Roche/Mannheim)
- Pfx (Pyrococcus sp., Fa.GibcoBRL/Karlsruhe)
- T7-RNA-Polymerase (Fa.Promega/Heidelberg)
- SP6-RNA-Polymerase (Fa.Promega/Heidelberg)

Sonstige Enzyme:
- T4-Ligase (Fa.NewEnglandBioLabs/Schwalbach)
- CIP (Calf Intestine Phosphatase, Fa.Roche/Mannheim)
- RT (Reverse Transkriptase aus Moloney Murine Leukemia Virus, Fa.MBI fermentas)
- RNaseA (Fa.Roche/Mannheim)
- Lysozym (Fa.Roth/Karlsruhe)
- RNasin (RNAse-Inhibitor, Fa.Promega)

- Fas-Fc = extrazelluläre Domäne des humanen Fas fusioniert an den Fc Teil des humanen
IgG1 (Fa. BD Pharmingen, Kat.Nr.:556578)

- Protein A (Calbiochem, Kat.Nr.:539203)

Vektoren

Name Verwendungszweck Bezugsquelle

pACT Hefeexpressionsvektor für
murine Thymoma-cDNA-Bank

MatchmakerSystem/
Fa. Clontech

pAS2.1 Hefeexpressionsvektor für
Klonierung des Köderproteins

MatchmakerSystem/
Fa. Clontech

pGEX2TK GST-Fusionsvektor Fa. Amersham
pGEXAHK GST-Fusionsvektor Fa. Amersham
pGEM 7-Zf Vektor für IVT Fa. Promega
pcDNA3.1(+) eukaryontischer Expressionsvektor Fa. Invitrogen
pcDNA3.1(-) eukaryontischer Expressionsvektor Fa. Invitrogen
pCR33 eukaryontischer Expressionsvektor H.Eibel (Freiburg)
pCMV-Tag3B eukaryontischer Expressionsvektor

mit N-terminalem myc-Fusionstag
AG Groner
(GSH, Frankfurt)
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Name/ Insert Vektor Resistenz Kontrollverdau Fragmente
mCD95L f.l. pAS2.1 Amp Eco RI/Bam HI 8390+950
mCD95L intra pAS2.1 Amp Eco RI/Bam HI 8390+240
hCD95L FLAG pCR33 Amp/Neo Hind III/ Xba I 5500+1000
hCD95L ∆1-39 FLAG pCR33 Amp/Neo Hind III/ Xba I 5500+880
hCD95L ∆40-80
FLAG

pCR33 Amp/Neo Hind III/ Xba I 5500+880

hCD95L ∆128-280
FLAG

pCR33 Amp/Neo Hind III/ Xba I 5500+600

TNFa FLAG pCR33 Amp Hind III/ Xba I 5500+690
huTARPP-myc pcDNA3.1

(+)zeo
Amp Hind III/ Bam HI 5015+1900

mCD95L pGEM-7 Zf Amp Bam HI/ Xba I 3000+840
mCD95L pBabe Amp

Hygromycin
5170+840

mCD95L pcDNA3.1
(+)zeo

Amp
Zeocin

5015+840

FBP 11-WW pGEX 2TK Amp Eco RI/Bam HI 4900+200
mCD95L f.l. pGEX AHK Amp Eco RI/ Sal I 4900+840
mCD95L intra pGEX AHK Amp Eco RI/ Sal I 4900+234
mPSTPIP pGEX AHK Amp BamHI/ HindIII 4900+1270
mPSTPIP pRk tk.neo Kan Bam HI/ Sal I 5900+1270
mPSTPIP-FLAG pRk tk.neo Kan Bam HI/ Sal I 5900+1270
Lef-1 pEVR-FL9B Bam HI/ Nhe I 3000+1500
PTP-PEST pcDNA3.1 (-) Amp

Zeocin
NotI/Bam HI 5015+2700

PTP-PEST pBabe Amp
Puromycin

BstUI/ NsiI 5170+2700

CD2BP1-SH3-myc pCMV-Tag3B Kan
Neomycin

Bam HI/Eco RI 4300+170

CD2BP1-∆SH3-myc pCMV-Tag3B Kan
Neomycin

Bam HI/Eco RI 4300+1040

CD2BP1-V5 pcDNA3.1 Amp Eco RI/Bam HI 5015+1240

Verschiedene Plasmide wurden von anderen Arbeitsgruppen erhalten:

pCR33 CD95L: H.Eibel (Med. Univ.-Klinikum, Freiburg)
pRcCMV TLK1: H.Silljé (MPI for Biochemistry, Martinsried)
pGEX 2TK FBP11: M.Bedford  (MD Anderson Cancer Center, Texas, USA)
pRK PSTPIP: S.Spencer (Genentech, San Francisco, USA)
pcDNA3.1 CD2BP1 (hPSTPIP): C.Wise (TSR-Hospital, Texas, USA)
pEVR-FL98 Lef-1: M.Waterman (College of medicine, Univ. California, USA)
pBabe-puro PTP-PEST: N.Tonks (Cold Spring Harbour Laboratory, New York, USA)
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Plasmidkarten
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Oligonukleotid-Primer

Sequenzierprimer

Name Sequenz (5`- 3`)
GAL 4 AD 5´ CTATTCGATGATGAA
GAL 4 AD 3´ ACTTGCGGGGTTTTTCAGTAT
T7 5´ TGTAATACGACTCACTATAGGGCGA
SP6 3´ ATTTAGGTGACACTATAGAATAC
pBabe 5` GGACCCAGTGTGGTT
pBabe 3` GTCGACCACTGTCTGGCGA
pCR33 3` CATTCTCGGTGCCTGTAACAA
FLAG ATGGATTACAAGGATGACGACGATAAGATC

Primer für PCR und RT-PCR

Name Sequenz (5`- 3`)
GAL 4 AD 5´ CTATTCGATGATGAA
GAL 4 AD 3´ ACTTGCGGGGTTTTTCAGTAT
FasL 5’end ATGCAGCAGCCCATGAATTAC
FasL 5’150bp GGTCTCCTTTGGTCCGGCCCT
FasL 3’ 200bp TGAGGAACTCTAAGTATCCTG
FasL 3’end TTAAAGCTTATACAAGCCGAA
CD2BP1-5’-BamHI ATCGGATCCATGATGCCCCAGCTGCAG
CD2BP1-3’-EcoRI ATCGAATTCCCTTCCTCAAAGCTTCTC
CD2SH3-5’-BamHI ATCGGATCCATGGCCCAGGAGTACCGG
CDSH3-3’-EcoRI ATCGAATTCTCACGCCCGGTACTCCTGGGC
PIP-5’-BamHI (pGEX) ATCGGATCCGCCCAGCTGCAGTTCCGAGATGCC
PIP-3’-HindIII (pGEX) ATCAAGCTTCTACTTCTCCAAGTACGACCCAGG
cDNA-5`-Bam (hTARPP, pGEX) ATCGGATCCGACAGGATGATACTTTTGAAAATGG
cDNA-3`-Hind (hTARPP, pGEX) ATCAAGCTTCTAGAATTTGACCTGCCAACCAGC

Die Oligonukleotidsynthese wurde von der Firma Biospring/ Frankfurt a.M. durchgeführt.
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Zellkultur

Verwendete Zellinien

Name Medium Beschreibung Herkunft
BW 5147 DMEM,

5-10% FCS
AKR/ J Maus-T-Zelllymphoma
Zellinie

Anne-Odile Hueber,
Inserm, Nizza, Frankreich

L12.10 DMEM,
5-10% FCS

lymphozytäre Mausleukämie-
Zelllinie

A. Hueber, Inserm, Nizza,
Frankreich

293T DMEM,
10% FCS

humane embryonale
Nierenzellen, die mit dem E1A-
Genprodukt transformiert wurden
und das SV40 „large T“ Antigen
exprimieren

ATCC („american type cell
culture collection“)

293-005
cloneB12

DMEM:nut mix
(F12, Life
technologies),
2% FCS

hCD95L stabil transfizierte 293-
Zellen

Jürg Tschopp
Institut de Biochimie,
Lausanne, Schweiz

Jurkat wt RPMI,
10% FCS

humane T-Zell-Leukämie Zelllinie
Suspensionszellen
Es wurden verschiedene Klone
verwendet:           JA3

                           J16

                           JH6.2

J.Blenis, Harvard, Boston,
USA
K. Schulze-Osthoff, Institut
of Molecular medicine,
Düsseldorf
A. Hueber, Inserm, Nizza,
Frankreich

Jurkat
Caspase8-
(JC8-)

DMEM,
5% FCS

Caspase-8-defiziente JA3-Jurkat
Zellen

J.Blenis, Harvard, Boston,
USA

L12.10 Fas DMEM,
5% FCS
(2mg/ml G418)

mCD95 stabil exprimierende
L12.10 Zellen

A. Hueber, Inserm, Nizza,
Frankreich

L12.10 mFasL DMEM,
5% FCS
(2mg/ml G418)

mCD95L stabil exprimierende
L12.10 Zellen

eigene Herstellung

293 FasL C#2 DMEM,
10% FCS

hCD95L stabil exprimierende
293 Zellen

Vladimir Kirkin, GSH,
Frankfurt

Zellkulturmedien und -lösungen

DMEM: "Dulbeccos modified eagle medium", 4,5g/l Glucose
(Fa.Boehringer/Ingelheim)

RPMI: "Roswell Park Memorial Institute" (Fa.Boehringer/Ingelheim)
OptiMEM: serumreduziertes Medium (Fa.GibcoBRL/Eggenstein)
FCS: "Fetal calf serum" (Fa.GibcoBRL/Eggenstein)
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L-Glutamine: 200mM Lösung (Fa.Boehringer/Ingelheim)
Pen/Strep: 10.000 U Penicillin, 10.000µg/ml Streptomycin

(Fa.Cambrex/Verviers/Belgien)
Hepes-Puffer: 1M Lösung (Fa.GibcoBRL/Eggenstein)
Trypsin-EDTA: 0,02% Trypsin, 0,05% EDTA (Fa.Seromed/Berlin)
DMSO: Dimethylsulfoxid mit höchstem Reinheitsgrad (Fa.Merck/Darmstadt)
DMEM/ F12 Nut.mix: (Fa.GibcoBRL/Eggenstein)

Zusätze

G418-Sulfate: (Fa. Calbiochem/Merck/Schwalbach)
Hygromycin B: 500U/ml (Fa. Calbiochem/Merck/Schwalbach)

Methoden

Gängige Methoden sowie die Rezepte für Puffer wurden entweder aus “Molecular Cloning”
(Sambrook et al., 1989, CSHL Press) oder aus “Current Protocols in Molecular Biology”
(Wiley Verlag, 2001) entnommen. Etwaige Modifikationen sind an entsprechender Stelle
vermerkt.

2.1 Kultivierung von Bakterien

Die Lagerung und Vermehrung von E.coli erfolgte stets in sterilen Glas- oder Plastikgefäßen.
Für eine Langzeitlagerung wurden 5 ml einer Kultur exponentiell wachsender E.coli  für 10
Min. bei 3.000 UpM abzentrifugiert, das Bakterienpellet in 1ml LB-Medium mit 40% (v/v)
sterilem Glyzerin resuspendiert und in 1,5ml -Reaktionsgefäßen bei -80°C eingefroren.

2.1.1. Herstellung transformationskompetenter Bakterien

a) chemokompetent (DH5a E.coli)
Eine Behandlung mit eiskalten Magnesium- und Calciumchloridlösungen befähigt die
Bakterien zur spontanen Aufnahme von Fremd-DNA (Transformation). Die Bakterien wurden
wie folgt behandelt: 5ml LB-Medium wurden mit einer Kolonie DH5a angeimpft und über
Nacht bei 37°C im Schüttelinkubator kultiviert. 300ml LB-Medium wurden mit der
Übernachtkultur angeimpft und bei 37°C im Schüttelinkubator bis zu einer OD600 von 0,5
(logarithmische Wachstumsphase) kultiviert.
Nach 20-minütiger Inkubation auf Eis wurden die Bakterien bei 4°C und 2.000x g
abzentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen und die Bakterienpellets in jeweils 25ml
eiskalter, steriler 0,1M MgCl2-Lösung resuspendiert. Nach einstündiger Inkubation auf Eis
wurden die Bakterien erneut abzentrifugiert und die Pellets in insgesamt 12ml eiskalter,
steriler 0,1M CaCl2-Lösung resuspendiert und vereinigt. Nach einer weiteren
Inkubationsphase von 2 Stunden auf Eis wurden 4ml Glyzerin (steril) hinzugegeben, die
Bakterien aliquotiert und bei -80°C gelagert.
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b) elektrokompetent (KC8 und DH5a E.coli)
Eine einzelne Bakterienkolonie wurde über Nacht in 5ml LB-Medium angezogen und am
nächsten Tag in 500ml LB bis zu einer OD600 von 0,5-0,6 wachsen gelassen. Die Zellen
wurden anschließend für 10-15 Min. auf Eis gekühlt und 20 Min. bei 2.000x g und 2°C
zentrifugiert. Anschließend wurden die Zellen zweimal gewaschen. Zur Lagerung wurden
die Bakterien mit 10% Glycerol versetzt, aliquotiert und bei -80°C aufbewahrt. Die
durchschnittliche Transformationseffizienz dieser Zellen betrug ≥ 109 pro mg DNA.

2.2 Molekularbiologische Methoden

2.2.1. Transformation von chemokompetenten E. coli (DH5a)

Aliquots transformationskompetenter Bakterien wurden auf Eis aufgetaut. Circa 20ng des
Plasmid-DNA-Ansatzes wurde mit 50ml Bakteriensuspension gemischt und für 30 Min. auf Eis
inkubiert. Anschließend wurden die Bakterien 90s auf 42°C erwärmt ("Hitzeschock") und
gleich danach für 2 Min. auf Eis abgekühlt. Nachfolgend wurden 1ml LB-Medium (ohne
Antibiotika) zugegeben und die Bakterien für 30-60 Min. im Schüttelinkubator bei 37°C
inkubiert. Die transformierten Bakterien wurden dann auf antibiotikahaltigen LB-Agarplatten
ausgestrichen und über Nacht bei 37°C im Brutschrank inkubiert.

2.2.2. Transformation von elektrokompetenten E.coli (KC8 + DH5a)

Die Transformation durch Elektroporation führt im Vergleich zur Hitzeschock-Methode mit
chemokompetenten Bakterein im Allgemeinen zu einer besseren Transformationseffizienz.
Dieses Prinizp der Aufnahme von DNA basiert auf Elektroschock-vermittelter transienter
Perforation der Bakterienmembran.
Die Elektroporations-Apparatur wurde auf eine Spannung von 2,5 kV, eine Feldstärke von
25mF und einen Widerstand von 200W  eingestellt. Es wurden 5ml der Hefe-Plasmid-
Präparation zu 45ml eisgekühlten elektrokompetenten Zellen gegeben und für 1 Min. auf Eis
inkubiert. Der Ansatz wurde in vorgekühlte Elektroküvetten gegeben und wie oben
beschrieben elektroporiert. Die Bakterien wurden in 1ml SOC-Medium aufgenommen, 30-60
Min. bei 37°C inkubiert, abzentrifugiert, erneut in 80ml SOC-Medium aufgenommen und auf
LB-Amp Platten (DH5a) oder auf M9 Platten (+Amp/ -Leu; KC8) ausplattiert. (Literatur siehe
Dower et al., 1988)

2.2.3. Berechnung der Transformationseffizienz

Um die Transformationseffizienz bestimmen zu können, wurde eine zusätzliche
Transformation mit 1-10pg Kontroll-Plasmid (pUC19) durchgeführt. Die Bakterien, die das
Kontroll-Plasmid erfolgreich aufgenommen hatten, konnten auf LB-Amp Platten wachsen. Die
Transformationseffizienz wird in Kolonien pro µg eingesetzter DNA angegeben.  (Literatur
siehe Hanahan, 1983)
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2.2.4. Plasmidisolierung mittels alkalischer Lyse in kleinem Maßstab

Das Prinizp der Plasmidisolierung basiert auf der Entfernung eines Großteils der bakteriellen
Proteine, Membranen und des bakteriellen Genoms, da die chromosomale DNA aufgrund
ihrer Göße, Struktur und Verankerung gemeinsam mit den Zellresten abzentrifugiert wird,
während die kleineren und Plasmid-Moleküle ungebunden im Überstand bleiben.
Zur analytischen Plasmidisolierung wurden 3ml ampicillinhaltiges LB-Medium mit einer
Einzelkolonie angeimpft und über Nacht in einem Schüttelinkubator bei 37°C kultiviert. Am
nächsten Morgen wurden 1,5 ml der Übernachtkultur in ein Reaktionsgefäß überführt und 2
Min. bei 12.000x g abzentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen und das
Bakterienpellet in 100ml GTE resuspendiert. Die endgültige Lyse der Bakterien erfolgte durch
Zugabe von 200ml NaOH/SDS, mehrfaches Invertieren des Ansatzes und 5 Min. Inkubation
bei Raumtemperatur (RT). Anschließend wurden zum Fällen von Proteinen und genomischer
DNA 150ml 5M KOAc zupipettiert und der Ansatz durch Invertieren vorsichtig gemischt.
Nach 10 Min. auf Eis wurde für 20 Min. bei 12.000x g zentrifugiert, und der Überstand
wurde in ein neues Reaktionsgefäß überführt. Die Plasmid-DNA wurde durch Zugabe von
900ml EtOH gefällt und durch 30 minütige Zentrifugation bei 12.000x g pelletiert. Das Pellet
wurde mit 70% Ethanol gewaschen, erneut zentrifugiert und nach Entfernung des
Überstandes bei RT getrocknet. Nachdem das getrocknete Pellet in 23ml H2O (+20mg/ml
RNase A) resuspendiert worden war, wurden 5ml dieses Ansatzes durch Restriktionsverdau
und anschließende Agarose-Gelelektrophorese analysiert.
Die Lagerung der DNA erfolgte bei -20°C. (Literatur siehe Shapiro et al., 1981; Birnboim,
1983)

2.2.5. Quantitative Plasmidisolierung in größerem Maßstab

Größere Mengen an Plasmid-DNA mit hohem Reinheitsgrad wurden mit Hilfe des Qiagen
Plasmid Midi-bzw. Maxi-Kit (Fa.Qiagen/Hilden) isoliert. Dazu wurde tagsüber zunächst eine
Vorkultur angelegt, d.h. eine Bakterienkolonie wurde in 4ml ampicillinhaltigem LB-Medium
angeimpft und ca. 8h im Schüttelinkubator bei 37°C kultiviert. Diese Vorkultur wurde in 300-
500ml LB-Medium über Nacht bei 37°C geschüttelt. Am nächsten Morgen wurde die
Bakteriensuspension mit 2.200x g (5.000UpM) bei 4°C abzentrifugiert. Die
Plasmidisolierung aus dem Bakterienpellet wurde nach dem Protokoll des Herstellers
durchgeführt. Die Aufreinigung der Plasmid-DNA erfolgte mit Hilfe von
Anionenaustauschersäulen. Nach Aufnahme der DNA-Pellets in H2O oder sterilem 10mM
Tris-Cl pH7,5 wurde die Konzentration photometrisch bestimmt, die DNA-Qualität durch
Restriktionsverdau und Agarose-Gelelektrophorese überprüft und gegebenenfalls
sequenziert (s. 2.2.8/ 2.2.10).

2.2.6. Aufreinigung der DNA mittels Phenol/Chloroform-Extraktion

Die Aufreinigung von PCR-Produkten und Mini-Präp-Plasmid-DNA erfolgte über
Phenol/Chloroform-Extraktion. Zu 200m l DNA-Lösung wurde das gleiche Volumen
Phenol/Chloroform zupipettiert, gemischt und eine Minute lang bei 12.000x g zentrifugiert.
Die DNA befindet sich in der oberen wäßrigen Phase. Bei diesem Prozess werden die zu
entfernenden Proteine größtenteils denaturiert und sind deshalb in der unteren Phenolphase
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gelöst. Nicht vollständig denaturierte Proteine, die ihre Löslichkeit in der wäßrigen Phase
teilweise noch behalten haben, befinden sich in der sogennanten Interphase zwischen
wässriger und Phenol/Chloroform-Phase.
Die wäßrige Phase wurde in ein neues Reaktionsgefäß überführt. Dieser Vorgang wurde
solange wiederholt, bis keine Interphase mehr zu erkennen war. Zur Fällung der DNA
wurden 1/10 Volumen 3M NaOAc pH5,2 plus 2 Volumen 100% EtOH zugegeben. Nach
dem Vortexen wurde der Ansatz für mindestens 30 Minuten bei -20°C gelagert. Die
restlichen Schritte - das Waschen mit 70% EtOH und das Trocknen des DNA-Pellets -
entsprechen dem normalen Plasmidisolierungsprotokoll (s. 2.2.4).

2.2.7. Quantifizierung von Nukleinsäuren

Die Quantifizierung von Nukleinsäuren erfolgte entweder über Abschätzung im Agarosegel
(Vergleich zum standartisierten DNA-Marker) oder mit Hilfe eines UV-Spektrophotometers.
Dabei wurde die Konzentration von Plasmid-DNA durch Messung der Extinktion in
Quarzküvetten bei 260nm bestimmt. Diese Wellenlänge wird von den delokalisierten p-
Elektronen der Pyrimidin- bzw Purinringsysteme der einzelnen Nukleotide absorbiert. Eine
OD260 (OD = optische Dichte) von 1 entspricht dabei einer Konzentration von 50 mg/ml
doppelsträngiger DNA. Die Formel zur Umrechnung der Extinktion in die DNA
Konzentration lautet:
Konzentration [mg/ml] = E260 x 50 mg/ml x Verdünnungsfaktor
Der Quotient E260/E280 dient als Index für die Reinheit der DNA-Lösung und sollte
optimalerweise bei 1,8 oder höher liegen. (Literatur siehe Wilfinger et al., 1997)

2.2.8. Analyse von DNA durch Agarose-Gelelektrophorese

Zur Auftrennung restriktionsverdauter Plasmid-DNA bzw. von PCR-Produkten wurden
horizontale 1%-ige Agarosegele (Auftrennungsbereich: 0,5–6kb) mit 0,5x TBE und
0,5µg/ml Ethidiumbromid  verwendet. Die Elektrophorese wurde in 0,5x TBE-Puffer
durchgeführt. Die Proben und 0,5mg Größenmarker (1kb-DNA Ladder, Fa. Gibco-
BRL/Eggenstein) wurden mit 1/5 ihres Volumens an 6x Probenpuffer versetzt und bei 10
V/cm aufgetrennt. Da die DNA-Moleküle ein negativ geladenes Phosphatrückrat besitzen,
wandern sie bei einem von außen angelegten elektrischen Feld in Richtung Anode. Die
Auftrennung der unterschiedlich langen DNA-Fragmente erfolgte über die quervernetzten
Agarosepolymere. Die zurückgelegte Entfernung der DNA-Fragmente verhält sich
umgekehrt proportional zum Logarithmus der jeweiligen Basenpaaranzahl. Über das
interkalierende Ethidiumbromid konnte die DNA unter UV-Licht (l=366nm) sichtbar gemacht
und mittels einer CCD-Kamera photographisch dokumentiert werden. (Literatur siehe Helling
et al., 1974)

2.2.9. Elution der DNA aus dem Agarosegel
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Nach der Auftrennung der DNA-Fragmente durch die Agarose-Gelelektrophorese werden
die gewünschten Banden aus dem Gel ausgeschnitten und die DNA mit Hilfe des Qiaex Gel
Extraction Kit, laut Angaben des Herstellers (Fa.Qiagen, Hilden), aus der Agarose eluiert.
Das Prinizp beruht auf der Freisetzung von DNA aus geschmolzener Agarose und ihrer
Bindung an positiv geladene Glaspartikel. (Literatur siehe Vogelstein and Gillespie, 1979)

2.2.10. Restriktionsverdau

Die Restriktionsverdaue wurden mit Enzymen und Reaktionspuffern der Firmen GibcoBRL
und Boehringer-Mannheim durchgeführt. Die Wahl des geeigneten Reaktionspuffers erfolgte
laut Angabe des Herstellers. Für den analytischen Restriktionsverdau wurden 0,2–1mg
Plasmid-DNA eingesetzt. Das Gesamtvolumen des Reaktionsansatzes hängt von der Menge
der eingesetzten DNA und der eingesetzten Enzyme ab. Bei einem Mehrfachverdau muß
auf die Verträglichkeit ihrer Reaktionspuffer geachtet werden. Wichtig für einen
quantitativen Restriktionsverdau ist, dass die Summe des Volumens der eingesetzten Enzyme
nicht 10% des Gesamtvolumens überschreitet, da darauf geachtet werden muss, dass die
Konzentration an Glycerin, das in der Enzymlösung enthalten ist, nicht zu hoch wird und die
Reaktion inhibieren könnte. Die Inkubationszeit betrug 1-2 Stunden bei einer Temperatur,
die dem Temperaturoptimum der bakteriellen Enzyme entspricht (meistens 37°C). Die
Reaktion wurde durch Zugabe von 1/5 Volumen 6x DNA-Ladepuffer abgestoppt. (Literatur
siehe Roberts and Macelis, 1996)

2.2.11. Dephoshorylierung von 5´Enden

Im Anschluß an den Restriktionsverdau von Plasmiden, die als Vektoren zum Klonieren
verwendet wurden, mußte die Selbstligation durch Zugabe von Alkalischer Phosphatase
verhindert werden. Dieses Enzym entfernt 5´Phosphatgruppen, so dass keine Re-ligation
sondern nur noch eine Ligation mit dem “Insert” (z.B. PCR amplifiziert, siehe folgende
Kapitel) erfolgen kann. Die DNA wurde gefällt und im 1x CIP-Puffer mit 1-2 U (engl.: units)
Alkalische Phosphatase (Calf Intestine Phosphatase, CIP, Fa.NewEnglandBioLabs) inkubiert.
Alternativ wurde die CIP zum Verdau-Ansatz gegeben. Anschließend wurde für 1 Stunde bei
37°C inkubiert.

2.2.12. Ligation von DNA-Fragmenten

Die Masse an für die Ligation (kovalente Vereinigung zwischen Insert- und Vektor-DNA)
eingesetztem Insert und dephosphoryliertem Vektor wurde nach folgender Formel errechnet:

Masse (Insert) [ng] =  Masse (Vektor) [ng] † Länge (Insert) [bp]
Länge (Vektor) [bp]

Die Ligation erfolgte mit 1 ml T4-DNA-Ligase (New England BioLabs: 40 U/ml) in 1xLigase-
Puffer in einem 20ml Gesamtansatz bei 16°C für 4-16h. 5ml des Ligationsansatzes wurden
anschließend für die Transformation von E.coli -Bakterien eingesetzt.
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2.2.13. PCR (Polymerase Chain Reaktion)

Spezifische DNA-Segmente wurden mit einem GeneAmp 9600 Thermocycler (Perkin Elmer,
Weiterstadt) nach folgendem Ansatzschema amplifiziert:

4 ml dNTP-Mix (je 2,5 mM dATP,dCTP,dGTP,dTTP)
2,5 ml je Primer (10 pM)
0,3 ml Taq-Polymerase (5 U/ µl, Roche, Mannheim)
5 ml 10x Taq-Puffer (Roche, Mannheim) :

0,1 M Tris-HCl, 15 mM MgCl2, 0,5 M KCl, pH 8,3
1-3 ml Template-DNA (10pg-200ng)
ad 50 ml H2O

Die Reaktion wurde bei folgendem Temperaturzyklus durchgeführt:

60s 94°C             Denaturierung der doppelsträngigen DNA
30s 50-65°C         Hybridisierung der Primer an das Template
90s 72°C             Synthese/ Elongation

Die Primer Annealing Temperatur ist sequenzabhängig und wurde nach folgender
empirischer Formel abgeschätzt (Literatur siehe Rychlik et al., 1990):
Annealingtemperatur = (Anzahl an G bzw. C)x4°C + (Anzahl an  A bzw. T)x2°C
Es erfolgten 35 Zyklen, die durch eine abschließende 10-minütige Synthesephase bei 72°C
abgeschlossen wurden. Die PCR-Produkte wurden mittels Agarose-Gelelektrophorese
aufgetrennt, analysiert und entweder direkt mit Anionenaustauschersäulen aus dem Qiagen
PCR Purification Kit aufgereinigt oder zunächst mit dem Qiaex Gel Extraction Kit
(Fa.Qiagen, Hilden) aus dem Gel eluiert und dann mit Phenol/Chloroform aufgereinigt.
Einige PCR-Reaktionen wurden mit der Pfx-DNA-Polymerase (Fa.GibcoBRL) mit Proof-
Reading Aktivität durchgeführt, deren Temperaturoptimum bei 68°C liegt. Die
Amplifizierung erfolgte in folgendem Ansatz:

3 ml dNTP-Mix (je 2,5 mM dATP,dCTP,dGTP,dTTP)
2,5 ml je Primer [10mM]
1 ml MgSO4 [50mM]
5 ml 10 x Pfx-Amplificationbuffer
1-3 ml Template-DNA (10pg-200ng)
0,5 ml Pfx-Polymerase (GibcoBrl)
ad 50 ml H2O

Erhitzen für 3 Min. auf 94°C, anschließend
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30s 94°C          Denaturierung der doppelsträngigen DNA
60s 50-65°C     Hybridisierung der Primer an das Template
60s 68°C           Synthese/ Elongation

Die Elongationszeit ist abhängig von der Länge der zu amplifizierenden Sequenz, generell
gilt pro Kilobasenpaar eine Minute.

Zyklenzahl: 35
terminale Elongation: 68°C, 3Min.
(Literatur siehe Cline et al., 1996)

2.2.14. RT-(Reverse Transkription)-PCR

Bei der RT-PCR wird RNA zunächst in cDNA umgeschrieben (Reverse Transkription), die
dann z.B. für die PCR-Amplifikation eines speziellen Genes dienen kann.
Die Reverse Transkription wurde nach folgendem Protokoll durchgeführt:
Zuerst wurden 0,5-5mg der Gesamt-RNA durch reverse Transkription in “first strand cDNA”
umgeschrieben. Dazu wurde die RNA zusammen mit 0,2µg Random-Hexanukleotidprimern
(p(dN)6) für 5 Min. auf 70°C erhitzt, um eventuell vorhandene RNA-Sekundärstrukturen
aufzulösen, die die Reaktion stören könnten. Nach Abkühlung auf Eis wurde der Ansatz in
einem Gesamtvolumen von 20ml mit 4 ml 5 x RT-Puffer, 2ml 10 mM dNTP und 0,5ml 20 U
RNase-Inhibitor (RNasin, Fa.Promega) aufgenommen. Zu diesem Ansatz wurde nach 5-
minütiger Inkubation bei Raumtemperatur 1ml Reverse Transkriptase (Fa.MBI Fermentas)
pipettiert. Nach weiteren 10 Minuten bei Raumtemperatur erfolgte eine Inkubation bei 42°C
für 60 Minuten und dann für 5 Minuten bei 70°C. 2ml der durch Reverse Transkription
erhaltene cDNA konnten direkt für eine nachfolgende PCR verwendet und der Rest für einen
späteren Einsatz bei -20°C gelagert werden.

2.2.15. Sequenz-Analyse

Die DNA wurde in einem ABI377-Sequenzierautomaten sequenziert. Dabei wurden in der
Regel mit Fluoreszenzfarbstoffen markierte Sequenzierprimer eingesetzt (“dye primer
chemistry”). Die Sequenzierung wurde durch den Institut-Service und von der Firma TopLab
(Martinsried) durchgeführt. Um Homologien zu anderen, bereits in Genbanken deponierten
Sequenzen zu ermitteln, wurden die Sequenzen im Internet mit BLASTN (Vergleich der
Nucleotidsequenz mit der Nucleotidsequenzdatenbank) und BLASTX (Vergleich der
Nucleotidsequenz in allen Leserahmen mit der Proteinsequenzdatenbank) untersucht.
( N a t i o n a l  C e n t e r  f o r  B i o t e c h n o l o g y  I n f o r m a t i o n /  N C B I ,
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/blast.cgi). Informationen über Aminosäuresequenzen,
Proteindomänen und deren Sekundär-/Tertiärstrukturen wurden ebenfalls online in
Proteindatenbanken abgerufen. (Brookhaven Protein Data Bank/ PDB,
http://www.rcsb.org/pdb/; SwissProt, http://www.expasy.ch/sprot/)



II. Material und Methoden                      _____________________        _____________

      55

2.3 Das Hefe Two-Hybrid-System

Das Hefe Two-Hybrid-System ist eine Methode, mit der spezifische Protein-Protein
Interaktionen in vivo detektiert werden können. (Die Theorie wird genauer im Ergebnis-
Kapitel 3.1 erklärt, Literatur siehe (Fields and Song, 1989) Das hierbei verwendete
MATCHMAKER Two-Hybrid-System2 (Fa.Clontech) ist ein auf GAL-4 basierendes System, mit
dem aus einer Maus T-Zelllymphom (C57-Zelllinie; Black Kaplan T-Zell-Lymphoma) )cDNA
Library (MATCHMAKER, Kat.Nr. #ML4001AE, Fa. Clontech) nach Genen für neue Proteine,
die an das mCD95L-Protein binden, “gescreent” werden konnte.

2.3.1.  “small scale”-Transformation von Hefe

Die Transformation des „bait“-Plasmids und der Bibliotheksplasmide in den Hefestamm Y190
erfolgte nacheinander, um erstens eine höhere Co-Transformationseffizienz zu erzielen und
um die Expression des Baitproteins (mCD95Lintra) nach Transformation in Y190 unter
Selektionsdruck (SD -trp) mittels Western Blot vor Transformation der cDNA-Bibliothek (s.
2.3.2) verifizieren zu können. Für eine “small scale”-Transformation wurde folgendes
Protokoll der Firma Clontech verwendet:
20ml YPD Medium wurden mit einer Kolonie vom Hefestamm Y190 inokuliert und über
Nacht im Schüttler bei 30°C kultiviert. Von dieser Kultur wurde eine ausreichende Menge zu
200ml neuem Vollmedium (YPD) gegeben, dass sich eine OD600 von 0,2-0,3 einstellte. Nach
ca. 3h Inkubation bei 30°C im Schüttler wurden die Zellen bei 1.100g (2.500 Upm) für 5
Min. bei Raumtemperatur abzentrifugiert. Die Zellpellets wurden mit 50ml H2O gewaschen
und in insgesamt 1,5ml 1x LiAc/TE-Mix (frisch angesetzt aus 10x TE (0,1M Tris-HCl, 10mM
EDTA, pH 7,5) und 10x LiAc (1M Lithiumacetat, pH7,5)) resuspendiert. Zu 100µl
Hefesuspension wurden 0,1mg Hering-Sperma-Carrier-DNA und 0,1mg pAS2.1-mCD95L-
intra-Plasmid gegeben. Anschließend wurde der Transformationsansatz mit 600m l 1x
PEG/LiAc-Mix (frisch angesetzt aus 10x TE, 10x LiAc und 50% PEG4000) versetzt. Darauf
folgte eine Inkubation bei 30°C im Schüttler für 30 Minuten. Bevor die Zellen für 15 Min.
einem Hitzeschock von 42°C im Wasserbad ausgesetzt waren, wurden 70ml DMSO unter
vorsichtigem Schwenken zupipettiert. Nach dem Hitzeschock wurde der Ansatz bei 13.000
UpM (12.000x g) in einer Eppendorf-Zentrifuge für 1 Minute pelletiert. Das Zellpellet wurde
in 0,5ml 1x TE aufgenommen und auf Selektions-Kulturplatten (-Trp) ausplattiert.
Für die Retransformation (s. 2.3.4) wurde im Prinzip nach dem gleichen Protokoll
vorgegangen. Hierbei mußten aber zunächst die mit Bait-Plasmid transformierten Hefezellen
in SD -trp Selektionsmedium über Nacht angeimpft werden, bevor Vollmedium (YPD)
kurzfristig zugegeben werden konnte. Das abschließende Ausplattieren erfolgte auf den
Selektionsplatten -leu/-trp und auf -leu/-trp/-his/ + 3-AT. Im Selektionsmedium wurde 15 mM
3-AT benötigt, um eine basale und damit unspezifische Transkription des his3-Reportergens
zu verhindern. Kolonien, die eine mögliche Wechselwirkung zwischen „Bait“ und „Prey“
anzeigten, erschienen nach ca. 5-10 Tagen Inkubation im 30°C Brutschrank.

2.3.2. Transformation der cDNA-Bibliothek (“Screen”)

Bei einem „Screen“ wird die cDNA Bibliothek (MATCHMAKER 2, Fa. Clontech) amplifiziert
und anschließend in „Bait“-exprimierende Hefezellen transformiert (sogenannte sequentielle
Transformation). Dieser Vorgang unterscheidet sich von einer „small-scale”-Transformation
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nur dadurch, dass der hier gewählte Transformationsansatz größer ist, um sicherstellen zu
können, dass sämtliche Klone der cDNA-Bank, die in diesem Fall eine Diversität von 3 x 106

unabhängigen Klonen besaß, mindestens einmal in Hefezellen transformiert werden.
Für diese auch als „large scale” bezeichnete Transformation wurde folgendes Protokoll der
Firma Clontech verwendet:
1 ml Selektionsmedium (SD/-trp) wurde mit einer Kolonie von „Bait“-Plasmid-transformierten
- Y190-Hefezellen inokuliert und über Nacht im Schüttler bei 30°C kultiviert. Mit dieser
Kultur wurden wiederum 150ml Selektionsmedium (SD/-trp) angeimpft und erneut über
Nacht bis zu der stationären Wachstumsphase (OD600>1,5) wachsen gelassen. Von dieser
Kultur wurde soviel zu 1l Vollmedium (YPD) gegeben, dass sich eine OD600 von 0,2-0,3
einstellte. Nach ca. 3h Inkubation bei 30°C und 230Upm im Schüttler wurde die
Zellsuspension bei 1.100x g (2.500Upm) 5 Min. bei Raumtemperatur abzentrifugiert. Die
Zellpellets wurden mit 500ml H2O gewaschen und in insgesamt 8ml 1x LiAc/TE-Mix (frisch
angesetzt aus 10x TE (0,1M Tris-HCl, 10mM EDTA, pH7,5) und 10x LiAc (1M Lithiumacetat,
pH 7,5)) resuspendiert und dann 10 Min. bei Raumtemperatur stehen gelassen. Zu diesen
8ml Hefesuspension wurden 20mg Carrier-DNA und 500–1000µg cDNA-Bibliothek-Plasmid
gegeben. Zum Transformationsansatz wurde 60ml 1x PEG/LiAc-Mix (frisch angesetzt aus
10x TE (7ml), 10 x LiAc (7ml) und 50% PEG 4000 (56ml)) gegeben und für 30 Minuten bei
30°C inkubiert. Anschließend wurden dazu vorsichtig tropfenweise 7ml DMSO zugegeben,
bevor die Zellen für 15 Min. einem Hitzeschock von 42°C im Wasserbad ausgesetzt und
bei 1.100x g für 5 Min. pelletiert wurden. Das Zellpellet wurde in 10ml 1x TE aufgenommen
und auf Selektions-Agarplatten (-leu/-trp/-his/+ 3-AT) ausplattiert. Zur Überprüfung der
Transformationseffizienz wurden je 1µl (= 1:10000 Verdünnung), 10µl (=1:1000
Verdünnung) und 100µl (=1:100 Verdünnung) des Transformationsansatzes auf –trp/-leu
Agarmedien ausplattiert.

2.3.3. Isolierung von Plasmid-DNA aus S.cerevisiae

Um die aus dem Screen hervorgegangenen positiven Klone durch eine Sequenz-Analyse
identifizieren zu können, musste die Plasmid-DNA aus den Hefezellen isoliert werden. Dazu
wurden 1,5ml einer Hefe-Übernachtkultur 10 Sekunden bei 12.000x g (14.000Upm) in der
Tischzentrifuge abzentrifugiert und in 100µl STET-Puffer  resuspendiert. Nach Zugabe von
100µl Glaskügelchen wurde für 5 Minuten gemischt (vortex), wodurch die Zellwände
mechanisch aufgebrochen werden. Nach erneuter Zugabe von 100µl STET-Puffer wurde der
Ansatz wiederum heftig geschüttelt und dann für 3 Min. bei 100°C gekocht. Nach
Abkühlung auf Eis und 10-minütiger Zentrifugation bei 4°C (12.000x g) wurden 10 µl des
Überstandes in ein neues Eppendorfgefäß überführt, welches bereits 50µl 7,5 M
Ammoniumacetat enthielt. Es folgten 30 Min. Inkubation bei –20°C und 10 Min.
Zentrifugation (12.000x g) bei 4°C. 100µl des Überstandes wurden zu 400µl vorgekühltem
100% Ethanol gegeben, gemischt, 5 Min. auf Eis stehen gelassen und anschließend 10 Min.
mit 12.000x g zentrifugiert. Nach dem Trocknen des DNA-Pellets wurde es in 20µl TE gelöst.
Zur weiteren Amplifikation der Prey-Plasmide wurden entweder elektrokompetente DH5a
oder KC8 E.coli Bakterien mit der Hefe-DNA transformiert. Da das Hefe-DNA-Pellet sowohl
aus Bait- und Prey-Plasmiden als auch aus genomischer Hefe-DNA bestand, war es
vorteilhaft, KC8-Bakterien zu verwenden, denn nur mit Prey-Plasmid transformierte KC8-
Bakterien können aufgrund ihres Genotyps auf M9-Selektionsagarplatten (+Amp/ -Leu)
wachsen, denn sie sind in der Lage die im pACT-Plasmid verwendeten Hefen-Codons



II. Material und Methoden                      _____________________        _____________

      57

übersetzen und damit ein funktionelles Protein der Leucin-Biosynthese exprimieren. Zur
endgültigen Gewinnung der Plasmid-DNA wurden anschließend mit den transformierten
KC8-Bakterien Plasmidpräparationen durchgeführt.

2.3.4. Re-transformation

Die isolierten Prey-Plasmide wurden erneut in Hefe transformiert (s. 2.3.1), um selbst
transaktivierende Proteine wie z.B. Transkriptionsfaktoren zu identifizieren. Dazu wurden sie
sowohl in den mCD95Lintra-Stamm als auch in Y190- bzw. pAS2.1-FADD-Hefestamm
transformiert. Hierbei identifizierte revertante Hefen, die das his3 Reportergen unspezifisch
transaktivieren und daher auch bei Abwesenheit von mCD95Lintra wuchsen (hervorgerufen
z.B. durch eine Mutation in der GAL-4-Promotorsequenz), wurden von der weiteren
Untersuchung ausgeschlossen.

2.3.5. b-Galaktosidase-Filterassay

Da der alleinige Nachweis der Aktivierung des Histidin-Reportergens häufig zu falsch-
positiven Ergebnissen führt, mussten die gewachsenen Hefekolonien auf die Aktivität eines
zweiten Reportergens, des lacZ-Gens, getestet werden. Dieses geschah in einem b -
Galaktosidase Filterassay. Dabei wurden die Hefen durch Auflegen eines Whatman-
Rundfilters von den Platten auf die Membran „geliftet“, so dass sich eine Kopie der Kolonie
auf dem Filter befand. Die Filter wurden mit nach oben weisender Kolonieseite in flüssigen
Stickstoff getaucht und dann bei Raumtemperatur aufgetaut, wodurch die Zellen aufbrachen.
Ein weiterer Whatman-Rundfilter wurde mit Z-Puffer/X-Gal-Mix getränkt, worauf dann die
Filter mit den Hefekolonien gelegt wurden. Die Umwandlung des Substrates X-Gal in einen
blauen Farbstoff diente als Beweis dafür, dass das lacZ-Gen angeschaltet wurde bzw. dass
das Enzym b -Galactosidase von den Hefezellen synthetisiert wurde. Nach mehreren
Zeitpunkten wurde die Blaufärbung kontrolliert. Dabei gab der Zeitpunkt des Auftretens
einer ersten Blaufärbung einen ersten groben Hinweis auf die Stärke der Wechselwirkung
(30 Minuten = starke, 4h = mittlere und 8h = schwache Interaktion). Die Filter wurden unter
dem Abzug getrocknet und  markiert, so dass die b-Gal-produzierenden Kolonien
identifiziert werden konnten. (Literatur: Essers et al., 1996).

2.4 Proteinbiochemische Methoden

2.4.1. Herstellung von Hefe-Proteinextrakten

Die Proteinextrakte aus Hefe wurden für den Nachweis der Expression des Köderproteins
benutzt und wurden laut dem Protokoll der Firma Clontech hergestellt. Die mit dem Bait-
Plasmid erfolgreich transformierten Hefe-Klone wurden in 10ml SD –Trp über Nacht
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angeimpft. Nach anschließender Kontrolle der OD (>1,5 = stationäre Phase) folgte eine
Inkubation auf Eis für 5 Minuten und ein Zentrifugation mit 700x g bei 4°C. Das Zellpellet
wurde mit kaltem Wasser gewaschen und in 500ml TE (+1mM PMSF, + 1 Mini-Tablette
Complete Protease Inhibitor Mix/10ml, Fa. Roche) resuspendiert. Danach wurden dem
Ansatz Glaskügelchen (40µl) beigefügt und dieser zum Aufschluss der Zellen für 5 Min.
gemischt („vortex“). Die lysierten Zellen wurden bei 4°C für 5 Min. mit 700x g zentrifugiert
und der Überstand abgenommen. Die endgültige Lagerung erfolgte bei –80°C. Die
Proteinkonzentration des Ansatzes wurde bestimmt (s. 2.4.3), anschließend wurden 10µg
des Proteinextraktes auf 95°C erhitzt, auf ein 12,5-prozentiges Polyacrylamidgel
aufgetragen und die Proteinexpression des „mCD95L-Baits“ im Western Blot mit einem
Antikörper gegen die Gal4-DNA-Bindedomäne (Fa. Clontech) nachgewiesen (s. 2.4.4-
2.4.6).

2.4.2. Proteinextraktion aus Säugerzellen

Zur Proteinextraktion wurden die Zellen folgendermaßen geerntet: Der Zellüberstand, das
zum Waschen benutzte PBS und die in Medium aufgenommenen trypsinisierten Zellen
wurden in einem Falcon-Röhrchen gesammelt und bei 800x g abzentrifugiert. Das
entstehende Zellpellet wurde einmal mit PBS gewaschen und zur Proteinextraktion
verwendet. Das Zellpellet wurde in Lysis-Puffer aufgenommen (z.B. 700µl Lysispuffer pro
Zellpellet einer konfluenten 10cm-Zellkulturschale) und durch vorsichtiges Auf- und
Abpipettieren homogenisiert. Das Lysat wurde 30 Min. auf Eis inkubiert, dreimal 15
Sekunden sonifiziert, 20 Min. bei 4°C und 12.000x g abzentrifugiert und der Überstand in
ein neues Reaktionsgefäß überführt.

Lysis-Puffer: 20 mM Tris/HCl  pH 7,5      
150 mM NaCl
10 % Glycerol 
1 % Triton X-100

kurz vor Gebrauch zugegeben:
1 Proteaseinhibitortablette (COMPLETE-Mini Protease Inhibitor Mix/10
ml Lysispuffer, Fa. Roche)

2.4.3. Bestimmung der Protein-Konzentration nach Bradford

Die Proteinkonzentration von Zellextrakten wurde mit einem kommerziell erhältlichen
Nachweissystem (Bio-Rad-Assay, Fa.BioRad, München) nach Herstellerangaben
durchgeführt. Der Nachweis beruht auf einer unspezifischen Interaktion des Farbstoffes
Coomassie-Blau mit aromatischen Aminosäuren. 1 bis 10 µl eines Zellextraktes oder
Proteinlösung wurden für einige Minuten bei RT mit 1000µl des 1:5 in H2O verdünnten
Reagenz inkubiert und die Extinktion bei einer Wellenlänge von 595 nm bestimmt. Zur
Erstellung einer Titrations-Eichkurve wurde ein BSA-Standard verwendet.
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2.4.4. SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (PAGE)

Zur gelelektrophoretischen Auftrennung von Proteinen nach ihrem Molekulargewicht werden
Proteine u.a. mit Natriumdodecylsulfat (SDS) denaturiert und mit ß-Mercaptoethanol
reduziert. Durch die Bindung von SDS an hydrophobe Regionen der Proteine werden
negative Ladungen eingeführt, welche die Eigenladung des Proteins überdecken. Dadurch
hängt die Mobilität der Proteine im Acrylamidgel nicht mehr von ihrem isoelektrischen Punkt,
sondern nur noch von ihrer Größe ab. Proteingele bestehen aus einem Sammel- und einem
Trenngel mit unterschiedlichen Konzentrationen an Polyacrylamid, Salzen und pH-Werten.
Im Sammelgel werden die Proteine konzentriert, so dass sie gleichzeitig in das Trenngel
eintreten. Die Acrylamid-Konzentration des Trenngels ist abhängig von dem
Molekulargewicht des zu untersuchenden Proteins. Die Sammel- und Trenngellösungen
wurden entsprechend der nachfolgenden Tabelle angesetzt (jeweils für zwei Gele):

Trenngel 12,5 % Sammelgel 5 %
H2O
30 % PAA-Lsg.
Trenngelpuffer
(1,5 M Tris pH 8,8)
10% SDS
10% APS
TEMED

3,2  ml
4,2  ml
2,5  ml

100 µl
70   µl
7     µl

H2O
30 % PAA-Lsg.
Sammelgelpuffer
(0,5 M Tris pH 6,8)
10% SDS
10% APS
TEMED

3,2   ml
0,83 ml
0,83 ml

50    µl
70    µl
3,3   µl

Gesamtvolumen 10 ml   5 ml

Es wurden Mini-Gelapparaturen (Fa. Biometra/Göttingen) mit 1 mm dicken Abstandshaltern
verwendet. Nach dem Gießen des Trenngels wurde dieses sofort mit Isopropanol
überschichtet, damit eine glatte Oberfläche entstand. Nach erfolgter Polymerisation wurde
das Isopropanol entfernt, das Sammelgel auf das Trenngel gegossen und ein Probenkamm
luftblasenfrei eingesetzt. Vor dem Auftragen wurden die Proben in 2 x SDS Probenpuffer
aufgenommen und 5 Min. bei 95°C zur Denaturierung der Proteine erhitzt. Die
Elektrophorese erfolgte in 1 x SDS-Laufpuffer, wobei im Sammelgel eine Spannung von 90
Volt und im Trenngel eine Spannung von 140 Volt angelegt wurde. Als Längenstandard
diente der "prestained protein marker BENCH MARKTM“ (Fa. GibcoBRL/Eggenstein).

2.4.5. Protein Transfer auf Nylon-Membranen (“Western Blot”)

Die durch SDS-PAGE aufgetrennten Proteine wurden aus dem Gel auf eine
Polyvinylidenfluoridmembran (PVDF, ∅ = 0,45 µm, Fa.Millipore/Eschborn) transferiert. Bei
diesem Transfer handelt es sich um ein "semi-dry" - Verfahren, bei dem lediglich die zum
Aufbau des Western Blots verwendeten Whatman-Filterpapiere und die PVDF-Membran mit
Transfer-Puffer angefeuchtet werden. Zum Transfer (Blot) wurde eine "Semi-dry"-
Blotapparatur (Fa.Keutz/Reiskirchen)  verwendet.
Der Blotaufbau sah folgendermaßen aus: Auf die Anode der Blotapparatur wurden
zunächst vier mit 1x Transferpuffer befeuchtete , auf die Größe des Gels zugeschnittene,
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Whatman-Filterpapiere gelegt, worauf die ebenfalls in Transferpuffer angefeuchtete PVDF-
Membran positioniert wurde. Zuvor wurde die PVDF-Membran für 5 Sekunden in Methanol
inkubiert. Das Trenngel (s. 2.4.4) wurde direkt auf die Membran gelegt, und den Abschluß
bildeten vier mit 1xTransferpuffer getränkte Papiere. Vor dem Aufsetzen der Kathode der
Blotapparatur wurde mit einer Pipette vorsichtig über den Stapel gerollt, um sicherzustellen,
dass die einzelnen Schichten lufblasenfrei aufeinander lagen. Der Protein-Transfer dauerte 2
Stunden, die gewählte Stromstärke variiert je nach der Fläche des Gels und wurde anhand
folgender empirischer Formel ausgerechnet:
Stromstärke [mA] = 0,8 x Fläche der Membran [cm2]
Die Membran wurde für wenige Sekunden mit Ponceau-Lösung angefärbt und mit Wasser
entfärbt, wodurch die auf die Membran transferierten Proteine rötlich gefärbt wurden.
Dieses erlaubte eine Überprüfung, ob die Proteinbeladung der Membran gleichmäßig
erfolgte. Zusätzlich wurde das SDS-Gel nach dem Blot mit Coomassie-Blau gefärbt und
wieder entfärbt, um beurteilen zu können, ob z.B. Luftblasen vorhanden waren, die den
Transfer verhindert hatten.

2.4.6. Immunologischer Nachweis von Proteinen

Nach dem Transfer der Proteine auf die PVDF-Membran können Proteine durch einen
immunologischen Nachweis detektiert werden. Dazu wurde die Membran zunächst für
mindestens 30 Min. (bei RT) bzw. über Nacht bei 4°C in PBS mit 5% (w/v)
Magermilchpulver und 0.05% Tween auf einem Kippschüttler inkubiert, um unspezifische
Bindungsstellen abzusättigen. Diese Blockierungslösung wurde ebenfalls zur Verdünnung
der Antikörper (Ak) verwendet. Der Primärantikörper, der für das interessierende Protein
spezifisch ist, wurde 1-2 h bei RT mit der Membran inkubiert. Danach wurde die Membran
im Laufe von 30 Min. fünfmal mit PBST (PBS+ 0,05% Tween) gewaschen, bevor der mit dem
Enzym HRP (engl.:horseradish peroxidase) gekoppelte Sekundärantikörper für 1h
hinzugegeben wurde. Abschließend wurden nicht gebundene AK durch gründliches
Waschen mit PBST (5 x 5 Min.) entfernt. Die Detektion der Proteinbanden erfolgt durch das
ECL-Verfahren (Fa.Amersham, s. 2.4.7). Die Inkubation phosphospezifischer Antikörper
erfolgte in TBST (1x TBS, 0,05% Tween), 1% BSA.

Antikörper für Western Blot

Name Firma Immunogen Isotyp Konzentration

Aktin
Santa Cruz
#sc-1615

Aktin, murin und
human Ziege, polyklonal 1:1000

CD2BP1
C.Wise, Texas,
USA m/hPSTPIP Kaninchen 1:1000

G247-4
Pharmingen
#65431A hCD95L Maus IgG1 1:1000

Gal4 DNA-BD
Clontech
#5399-1

Gal4 DNA-BD Maus IgG1 1:1000
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mPSTPIP
S.Spencer,
Genentech, USA

mPSTPIP Kaninchen, polyklonal 1µg/ml (1:400)

Myc-tag
9B11

Cell signalling
#2276

Myc-tag
(EQKLISEEDL)

Maus IgG2a 1:1000

M2
Sigma
#F3165 FLAG-tag Maus IgG1 1:1000

p42/44-MAPK-P
Cell signalling
#9106

p42/44-MAPK
phosphoryliert Maus IgG1 1:1000

p42/44-MAPK
Cell signalling
#9102

p42/44-MAPK Kaninchen, polyklonal 1:1000

PTP-PEST
Antiserum

N.Tonks, Cold
Spring Harbour,
USA

PTP-PEST Kaninchen, polyklonal 1:1000

Antikörper für FACS

Name Firma Immunogen Isotyp Konzentration
Alf-2.1a Ancell (Alexis)

#399-020
CD95L, human Maus IgG1 10µg/ml (1:100)

BrdU-FITC BectonDickinson
#340649

BrdU Maus IgG (1:100)

CD4-PE BectonDickinson
#553048

CD4, murin Ratte IgG2a (1:100)

CD8-FITC BectonDickinson
#01042A

CD8, murin Ratte IgG2a (1:100)

CD25-PE BectonDickinson
#553866

CD25, murin Ratte IgM (1:100)

MFL3-biotin BDPharmingen
#555292

CD95L, murin armenian Hamster
IgG1

<1µg/106 cells
(1:100)

Nok-1 Pharmingen
#65321A

CD95L, human Maus IgG1 1-2µg /106 cells

Nok-1-biotin Pharmingen
#65322A

CD95L, human Maus IgG1 1-2µg /106 cells

CD3e BDPharmingen
#557306

CD3e murin armenian Hamster
IgG1

1-10µg/ml

CD28 BDPharmingen
#557393

CD28 murin syrian Hamster IgG2 10µg/ml

Antikörper für Immunpräzipitation

Name Firma Immunogen Isotyp Konzentration
Nok-1 Pharmingen

#65321A
CD95L human Maus IgG1 1-2µg /106 cells

M2 Sigma
#F3165

FLAG Maus IgG1 1-10µg/ml

M2-Affinity
Gel

Sigma
#A1205

FLAG Maus IgG1 10-20µl/ml

H11 Alexis mCD95L Ratte IgG2a 1-10µg/ml
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#804-010-C100
V5 Invitrogen

#46-0705
V5-Tag Maus IgG 1-10µg/ml

Antikörper für Immunfluoreszenzfärbung

Name Firma Immunogen Isotyp Konzentration
PSTPIP S.Spencer,

Genentech, USA
mPSTPIP Kaninchen,

polyklonal
10µg/ml (1:40)

M2 Sigma
#F3165

FLAG Maus IgG1 20µg/ml

Nok-1 Pharmingen
#65321A

CD95L human Maus IgG1 1-2µg /106 cells

Sekundärantikörper für Western Blot

Name Firma Immunogen Isotyp Konzentration
anti-Kaninchen Amersham

Biosciences
Kaninchen IgG Ziege,  polyklonal 1: 2000

anti-Maus Amersham
Biosciences

Maus IgG Ziege,  polyklonal 1: 2000

anti-Ratte Amersham
Biosciences

Ratte IgG Ziege,  polyklonal 1: 2000

Sekundärantikörper für Immunfluoreszenzfärbung

Name Firma Immunogen Isotyp Konzentration
Alexa Fluor
488 rabbit

Molecular probes Kaninchen IgG Ziege, polyklonal,
488 fluorochrome

1:1000-2000

Alexa Fluor
546 rabbit

Molecular probes Kaninchen IgG Ziege, polyklonal
546 fluorochrome

1:1000-2000

Alexa Fluor
594 rabbit

Molecular probes Kaninchen IgG Ziege, polyklonal
594 fluorochrome

1:1000-2000

Alexa Fluor
633 rabbit

Molecular probes Kaninchen IgG Ziege, polyklonal
633 fluorochrome

1:1000-2000

Alexa Fluor
488 mouse

Molecular probes Maus IgG Ziege, polyklonal
488 fluorochrome

1:1000-2000

Alexa Fluor
546 mouse

Molecular probes Maus IgG Ziege, polyklonal
546 fluorochrome

1:1000-2000

Alexa Fluor
633 mouse

Molecular probes Maus IgG Ziege, polyklonal
633 fluorochrome

1:1000-2000

anti-Maus-FITC Beckton Dickinson
# 555988

Maus IgG Ziege, polyklonal
FITC

1:100

Streptavidin-PE Beckton Dickinson
# 349023

1:25



II. Material und Methoden                      _____________________        _____________

      63

2.4.7. Detektion von Proteinen mit dem ECL-Verfahren: Lumineszenz-Assay

Die Proteinbanden wurden mit Hilfe des “ECL-detection-Kit” (Fa.Amersham/ Braunschweig)
sichtbar gemacht. Der Nachweis beruht auf folgendem Prinzip: Das Enzym HRP, welches an
den 2. AK gekoppelt ist, bewirkt eine chemische Reaktion des in der ECL-Lösung
vorhandenen Substrates (Luminol), was zu dessen Anregung führt. Als Folge tritt
Lumineszenz auf, wobei das emittierte Licht einen Röntgenfilm genau an der Stelle schwärzt,
wo der 1. AK spezifisch an ein Protein auf der Membran gebunden hat. Die ECL-Detektion
wurde gemäß den Angaben des Herstellers durchgeführt. Abhängig von der Stärke der
Chemolumineszenz betrug die Expositionszeit der Röntgenfilme BIOMAX MR (Fa. Kodak/
New Haven) wenige Sekunden bis zu mehreren Stunden.

2.4.8. in vitro Transkription und Translation (IVT)

Für die zellfreie in vitro Translation wurde das „TNT Coupled Rabbit Reticulocyte Lysate
System“ von Promega (Heidelberg) verwendet, das alle notwendigen zellulären
Komponenten für die mRNA und Proteinsynthese enthält (Literatur siehe (Pelham and
Jackson, 1976), (Jackson and Hunt, 1983). Somit ermöglicht dieses Kit eine gekoppelte in
vitro Transkription und Translation. Um das gewünschte Protein synthetisieren zu können,
muss die zu exprimierende cDNA einen funktionellen Promotor enthalten (z.B. PCR-Produkt)
oder in einem Expressionsvektor vorliegen. Für die Reaktion wurden 1µg zirkularisierte
Plasmid-DNA oder mittels PCR amplifizierte DNA benötigt. In einem 50µl Reaktionsansatz
wurde 1µg Template-DNA in 16µl RNase-freiem H2O mit 25µl Kaninchen-Retikulozyten-Lysat,
2µl TNT-Reaktionspuffer, 1µl T7 oder SP6-RNA-Polymerase (10 U/µl), 1µl RNasin-Inhibitor
(40 U/µl), 1µl Aminosäure-Mix ohne Methionin (1mM) und 2µl [35S]-Methionin (10 µCi/µl,
spez. Aktivität >1000 Ci/mmol, Amersham) auf Eis gekühlt und für 90 Min. bei 30°C
inkubiert. 1/10 des Proteinansatzes wurde mit 2x SDS-Probenpuffer versetzt, für 3 Min. bei
95°C gekocht und durch SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) in einem
12,5%igen SDS-Trenngel aufgetrennt. Als Proteinstandard diente der „Prestained SDS
Molecular Weight“-Marker (Fa. BibcoBRL). Das Gel wurde für 30 Min. in Fixierlösung (“Gel
Dry Solution”) und für 15 Minuten in die Färbelösung gelegt. Anschließend wurde 30
Minuten lang nichtgebundener Farbstoff mit Entfärberlösung (“Coomassie-Destain”) aus dem
Gel entfernt. Zur Reduktion des Hintergrundes wurde das Gel kurz in H2O gewaschen und
auf einem Geltrockner unter Vakuum für 30 Minuten bis 1 Stunde bei 80°C auf Whatmann-
Papier getrocknet. Die Exposition erfolgte auf einseitig beschichteten 35S-sensitiven Kodak
BIOMAX MR Röntgenfilmen mit Verstärkerfolie bei - 80°C.

2.4.9. Bakterielle Expression und Aufreinigung rekombinanter Proteine

Für die Aufreinigung von GST-Fusionsproteinen wurden Bakterien des Stammes E.coli BL21
(codon+) verwendet. Dieser Bakterienstamm ist Chloramphenicol (Cm) resistent, da er das
pLys-Plasmid trägt, mit dem diese Bakterien zusätzlich in der Lage sind, endogenes Lysozym
zu exprimieren. Diese Bakterien wurden mit einem pGEX2TK-Plasmid transfomiert, das unter
Kontrolle des lacZ-Promotors die Transkription des GST-Fusions-Gens reguliert. Die
Expression der GST-Fusionsproteine wird durch Lactose oder das Lactose-Analogon IPTG
(Isopropyl b-D-thiogalactopyranosid) induziert. Die Aufreinigung aus den Bakterienlysaten
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erfolgte durch Bindung an eine Glutathion-Agarose-Matrix (Sigma, #G4510). 5ml einer
Übernachtkultur wurden in 300 ml LB (+Amp/ +Cm) überführt und bei 37°C und 220Upm in
einem Schüttler bis zu einer OD600 von 0.6 wachsen gelassen. Nach Zugabe von 0,5mM
IPTG wurden die Bakterien für weitere 3h bei 30°C geschüttelt, durch zehnminütige
Zentrifugation bei 2.200x g pelletiert und bei –80°C eingefroren. Die Lyse der Bakterien
erfolgte in 20ml LysS-Puffer, wobei 0,2mg/ml Lysozym, 5mM b-Mercaptoethanol, 0,5mM
PMSF und eine Tablette Protease Inhibitor Mix Mini  pro 10 ml (Complete, Fa.Roche) frisch
zugegeben wurden. Nach 5-minütiger Inkubation bei Raumtemperatur und anschließender
Kühlung auf Eis für 15 Min. sollte die Bakteriensuspension viskös werden (alternativ können
die Bakterien auch mit Ultraschallbehandlung aufgeschlossen werden). Alle folgenden
Schritte werden bei 4°C ausgeführt, um die Enzymaktivität vorhandener Proteasen
zusätzlich zu verhindern. Durch 30-minütige Zentrifugation bei 45.000 Upm in einer
Ultrazentrifuge (Fa.Beckmann, Typ L8-M) wurden die Zelltrümmer entfernt. Das im
Überstand enthaltene rekombinante Protein band im anschließenden Schritt mit seinem GST-
Anteil an zugesetzte 2-5 ml Glutathion-Agarose, die zuvor mit dem LysS-Puffer (ohne
Lysozym) equilibriert wurden. Nach 1h Inkubation wurden die Glutathion-Agarose-Partikel 3-
4 mal mit 0,5x LysS-Puffer (ohne Lysozym und ohne Protease-Inhibitoren) gewaschen. Die
Lagerung erfolgte bei 4°C unter Zugabe von 1mg/ml BSA. Für die Bestimmung der
Proteinkonzentration und der Reinheit der GST-Fusionsproteine wurde eine 12,5% SDS-
PAGE durchgeführt. Zuvor jedoch musste die Glutathion-Agarose nach Aufkochen in 2 x
SDS-Probenpuffer durch Zentrifugation abgetrennt werden.

2.4.10. GST-Pulldown-Assay

In einem GST-Pulldown wurden die im Hefe-Two-Hybrid-System gefundenen CD95L-
bindenden-Proteine in vitro auf ihr Bindungsverhalten überprüft. Dabei wurden die mit 35S-
markierten, in vitro translatierten Proteine (s. 2.4.8) entweder zusammen mit dem
Fusionsprotein CD95L-intra-GST oder mit GST alleine als Kontrolle inkubiert und im SDS-
Polyacrylamidgel nachgewiesen. GST-Fusionsproteine wurden wie beschrieben in E. coli
exprimiert (s. 2.4.9) und aufgereinigt. Als erstes wurden das CD95L-intra-GST Fusionsprotein
bzw. GST alleine im Bindungspuffer PPI gewaschen, resuspendiert und für 20 Minuten im
Kühlraum bei 4°C gut durchmischt. 2 bis 20µl der in vitro translatierten 35S-markierten
Proteine wurden mit 1 bis 5µg GST-Fusionsprotein-Rohextrakt in insgesamt 100µl
Bindungspuffer PPI (mit 0,5mM PMSF und 1mg/ml BSA) inkubiert. Es folgte eine Inkubation
bei Raumtemperatur für 20 Minuten, wobei alle 5 Minuten gemischt wird. Anschließend
wurde die Agarose eine Minute lang pelletiert und dreimal mit Bindungspuffer (ohne BSA)
gewaschen. Danach wurde der Überstand möglichst vollständig entfernt und das Agarose-
Proteinpellet mit 2x SDS-Probenpuffer drei Minuten gekocht. Die Agarose wird
abzentrifugiert und der Proteinüberstand auf einem denaturierenden SDS-Polyacrylamid Gel
aufgetrennt. Zum Vergleich wurden 10% der eingesetzten Menge an 35S-markiertem Protein
in 1x Probenpuffer aufgetragen (“Input”). Das Gel wurde nach Elektrophorese 10 Min. mit
Coomassie-Blau gefärbt und 30 Minuten lang entfärbt, um die Reinheit und Menge der
eingesetzten GST-Fusionsproteine abzuschätzen. Anschließend wurde das Gel für 30 Min. in
Fixierlösung (“Gel Dry Solution”) gelegt, auf 3MM Whatman Papier 2 Stunden bei 60°C im
Vakuumtrockner getrocknet und mit Röntgenfilmen bei –80°C über Nacht exponiert.
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2.4.11. Co-Immunpräzipitation (Co-IP)

Bei einer Immunpräzipitation kann ein bestimmtes Protein aus einem Zelllysat isoliert
werden. Interagiert dieses Protein mit anderen Proteinen, werden auch diese
immunpräzipitiert. Dabei wird das Protein an einen spezifischen Antikörper gebunden,
welcher wiederum über seinen Fc-Teil an Protein A oder Protein G, welche an einer
Sepharosematrix fixiert vorlagen, bindet.
In den meisten Fällen wurden transfizierte 293T Zellen (5x107 Zellen pro 10cm Schale)
verwendet. Nach Lyse dieser Zellen in 700µl Co-IP-Lysispuffer (‡150mM NaCl, 20mM Tris-
Hcl pH 6,8, 1% Triton X-100) mit anschließender Sonifizierung wurde eine sogenanntes
“Pre-Clearing” mit Sepharose 4CL-B durchgeführt. So wurde ein erhöhter Hintergrund durch
unspezifische Bindung des Proteins an die Agarosematrix verhindert. Zu diesem Zellextrakt
wurde meist 1µg des spezifischen Antikörpers gegeben, 1h auf einem Drehrad bei 4°C
inkubiert und nach Zugabe von Protein A/G-Agarose weitere 2h oder länger gemischt. Die
Beads wurden dreimal mit Co-IP-Lysepuffer ohne Detergenzien gewaschen, die gebundenen
Proteine durch Zugabe von SDS-Gelladepuffer eluiert und der Überstand auf ein SDS-PAGE-
Gel aufgetragen.
Zum Teil wurden für die Co-IPs an magnetische Dynal-Beads gekoppeltes Protein A/G
verwendet. Diese wurden vor Zugabe zum Zelllysat zweimal mit 0,1M NaPhosphat-Puffer
(pH 8,1) gewaschen. Aufgrund ihrer Magnetizität konnten die magnetischen Partikel mittels
des DynalMPCs vom Puffer getrennt und so aufgereinigt werden.

- Dynabeads ProteinG (Fa.Dynal Biotech, Hamburg)
- Dynabeads ProteinA (Fa.Dynal Biotech, Hamburg)
- Dynal Magnetic Particle Concentrator (Dynal MPC, Fa.Dynal Biotech, Hamburg)
- 0,1M NaPhosphat-Puffer: 0,1M Na2HPO4, pH 8,1 eingestellt mit 1M Na2H2PO4

2.4.12. Analyse der PSTPIP-Tyrosinphosphorylierung

Die 48h zuvor transfizierten Zellen wurden über Nacht gehungert und 4h vor dem Ernten
mit 0,1mM des Phosphataseinhibitor Natriumvanadat (Na3VO4) behandelt. Zur Lyse wurde
eine 10cm Schale in 500-1000µl Lysispuffer (50mM Hepes, pH 7,2; 5mM EDTA; 10%
Glycerol; 1% Triton X-100) resuspendiert. 5mM NaF, 1mM Na3VO4 und eine
Proteaseinhibitortablette (CompleteMini, Fa.Roche; 1 Tablette pro 10ml) wurden jeweils vor
der Lyse frisch zugegeben.
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2.5 Zellbiologische Methoden

2.5.1. Kultivierung von Zellen   

Die Zellen wurden bei 37°C und 5% CO2 in wasserdampfgesättigter Atmosphäre (89%
Luftfeuchtigkeit) in BBD-6220 Brutschränken kultiviert. Dem jeweiligen Medium wurden FCS
(10% v/v), Glutamin (2% v/v) und Penicillin/Streptomycin (1% v/v) zugesetzt. Je nach
Wachstumseigenschaften wurden die Zellen regelmäßig alle 3 bis 5 Tage in 10cm-
Kulturschalen (Fa. Nunc/Wiesbaden) im Verhältnis 1:10 passagiert. Zur Passagierung
wurde der Zellrasen mit kaltem PBS gewaschen und mit Trypsin-EDTA-Lösung abgelöst.
Nachdem sich die Zellen abgerundet hatten, wurden sie durch mehrmaliges, vorsichtiges
Auf- und Abpipettieren vom Boden der Zellkulturschale gelöst und vereinzelt. Die Zellen
wurden anschließend in das entsprechende Wachstumsmedium aufgenommen und in dem
angegebenen Verhältnis ausplattiert. Das vorhandene Trypsin wird dabei durch den im
Serum vorhandenen Trypsininhibitor inaktiviert. Suspensionszellen wurden vor der
Passagierung resuspendiert und 1/10 der Zellen in eine neue Zellkulturflasche überführt und
mit frischem Medium versetzt.

2.5.2. Einfrieren und Auftauen von Zellen

Sollten Zellen über einen längeren Zeitraum gelagert werden, wurden sie nach
Trypsinbehandlung in Medium aufgenommen und nach Überführung in ein Falcon-Röhrchen
5 min bei 800x g abzentrifugiert. Das entstehende Pellet wurde in 900µl FCS und 100µl
DMSO (10%) resuspendiert.
Die Zellsuspension wurde in 1ml-Einfrierröhrchen (Fa.Nunc/Wiesbaden) überführt, langsam
bei   -80°C in  Styroporbehältern  eingefroren  und  anschließend  dauerhaft  in  flüssigem
Stickstoff  (-196°C) aufbewahrt. Bei Bedarf wurden die Zellen wieder in Kultur genommen.
Im Gegensatz zum Einfrieren erfolgte das Auftauen der Zellen sehr schnell in einem 37°C
Wasserbad. Die Zellsuspension wurde in ein15ml-Falcon-Röhrchen mit 5 ml Medium
gegeben und 5 Min. bei 800x g abzentrifugiert. Das Pellet wurde anschließend in 10ml
Medium resuspendiert und auf einer 10cm Zellkulturschale ausgesät.

2.5.3. Transfektion von Zellen

Säugerzellen können unter bestimmten Bedingungen von außen zugesetzte Fremd-DNA
aufnehmen (Transfektion) und die von dieser DNA kodierten Gene exprimieren.

2.5.3.1. Vorbereitung der Zellen zur Transfektion

Die Zellen wurden für eine Transfektion grundsätzlich am Vortag auf Zellkulturschalen
ausplattiert (s. 2.9.1). Für eine Konfluenz von 60-70% am Tag der Transfektion wurden 3-4
x 105  Zellen auf 3,5cm-Schalen und 1-2 x 106  293T Zellen auf 10cm-Schalen ausgesät. Die
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Zellzahlen wurden mit Hilfe der Neubauer Zählkammer bestimmt. Dazu wurde die
Zählkammer mit den suspendierten Zellen beladen und die Anzahl der Zellen unter dem
Mikroskop ermittelt. Dabei gilt:

Anzahl der Zellen /"Großquadrat"*  x  104    =   Anzahl der Zellen / ml

* Ein "Großquadrat" besteht aus 16 kleinen Quadraten

2.5.3.2. Transfektion mit PEI

Eine Methode zur transienten Transfektion von Zellen nutzt das kationischen Polymer
Polyethylenimin (PEI, 25kDa, Fa.SigmaAldrich). Die Menge an eingesetztem PEI kann durch
folgende Formel berrechnet werden:

Es sind verschiedene N/P-Verhältnisse (N = positiv geladene N-Atome in PEI ; P = negativ
geladene Phosphate der DNA) möglich, wobei ein N/P-Verhältnis von 9-12 optimal ist.

1µg DNA= 3nmol Phosphate
1µl 10mM PEI (Monomer) = 10nmol N

Bsp.: 10µg DNA = 30nmol P
N/P=9, d.h. 270 nmol N, also
27 µl der 10mM PEI Lsg.

Zuerst wurde eine 100mM PEI-Stammlösung hergestellt. Dazu wurden 45mg 25kDa PEI
(Sigma Aldrich) in 8ml dH2O gelöst, der pH mit HCl auf pH=7 eingestellt, auf 10ml
aufgefüllt und steril filtriert. Zur Transfektion wurde die PEI-Stocklösung 1:10 verdünnt.

Vor der Transfektion wurde serumfreies Medium zu den Zellen gegeben. Die DNA (z.B.
10µg pro 10cm Schale) und PEI wurden jeweils in 100µl PBS verdünnt. Nach Mischen der
beiden Lösungen und Inkubation für 15 bis 20 Minuten bei Raumtemperatur wurde das
Gemisch tropfenweise zu den Zellen gegeben.

Lsg.A:         27µl     PEI 10mM
                  100µl   PBS

Lsg.B:       10µg   DNA
                100µl  PBS

Die mit PBS gewaschenen Zellen wurden 6h mit diesem DNA/PEI-Gemisch inkubiert. Nach
Ablauf der Inkubationszeit wurde 10% FCS zugegeben.
(Literatur: Boussif et al., 1995)
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2.5.3.3. Transfektion mit Fugene

Die DNA (z.B. 5µg pro 10cm Schale) wurde in 100µl serumfreiem Medium verdünnt und mit
der dreifachen Menge Fugene6 (je 3µl pro 1µg DNA) gemischt.
Basierend auf den Angaben des Herstellers (Fa. GibcoBRL/Eggenstein) wurde die
Transfektionsmethode modifiziert und optimiert. Eine 10cm-Zellkulturschale wurde zum
Beispiel  folgendermaßen transfiziert:

  
 5µg    DNA
100µl  serumfreies Medium
15 µl   Fugene

Die zuvor gewaschenen Zellen wurden über Nacht mit dieser DNA/ Fugene-Lösung
inkubiert. Nach dieser Inkubation wurde das DNA-enthaltende Medium durch das für die
jeweilige Zellinie übliche Wachstumsmedium ersetzt.

2.5.4. Immunfluoreszenzanalyse

Die Analyse der Lokalisation zellulärer Proteine erfolgte mittels Immunfluoreszenzfärbung.
Dazu wurden die Zellen auf Deckgläser in einer Zellkulturschale ausgesät, die vorher zur
besseren Adhärenz mit Poly-Lysin beschichtet worden waren. Vor der Färbung wurden die
Zellen für 10 Min. mit 3%-Formaldehyd bei Raumtemperatur (RT) fixiert und zweimal je 5
Minuten mit PBS gewaschen. Um die Zellmembran für die Aufnahme der Antikörper zu
permeabilisieren, wurde das Präparat mit 0,1% Triton X-100/PBS 5 Min. inkubiert. Nach
erneutem Waschen und nach 1h Blocken (3% BSA in PBS) wurde das PBS abgesaugt, und
es erfolgte die Inkubation mit dem Primärantikörper (verdünnt in Blocklösung) für 1h bei RT
oder bei 4°C über Nacht. Nicht gebundene Antikörper wurden durch zweimaliges Waschen
mit PBS entfernt, woraufhin die Zellen für 1h bei RT im Dunkeln mit einem
Fluoreszenzfarbstoff-gekoppelten Sekundärantikörper (1:1000) gefärbt wurden. Falls
gewünscht, wurde anschließend ein zweites Protein mit einem spezifischen Primärantikörper
und einem Sekundärantikörper, der mit einem anderen Fluorochrom markiert war, gefärbt.
Vorraussetzung dafür ist, dass sich die beiden Primärantikörper in ihrer
Spezieszugehörigkeit unterscheiden, damit die Färbung durch den jeweiligen
Sekundärantikörper spezifisch ist. Nach erneutem Waschen wurde das Präparat getrocknet
und mit Vectashield/DAPI auf einen Objektträger aufgebracht. Nach Trocknung und
Fixierung mit Nagellack wurden Bilder mit einem Fluoreszenzmikroskop (Konfokal Laser
Scanning Mikroskop, Leica DM IRBE, Fa. Leica, Wetzlar) aufgenommen. (Literatur: Amos,
1988)

- Poly-L-Lysin 0,1% w/v: Fa.SigmaAldrich
- Vectashield mit DAPI: Fa. Vector Laboratories, Burlinghame, USA
- Konfokal-Laserlinien: 458nm, 476nm, 488nm, 514nm, 543nm, 633nm
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2.6 FACS („fluorescence activated cell sorter“)-Messungen

2.6.1. Färbung von Oberflächenmarkern

Die Expression von Zelloberflächenproteinen wurde durch Färbung mit spezifischen
fluoreszenzmarkierten Antikörpern und anschließender Messung im Durchflußzytometer
(FACScan, Becton Dickinson) bestimmt. Dazu wurden die Zellen mit PBS gewaschen und
anschließend geerntet. Der Primärantikörper wurde in einem Volumenverhältnis von 1:100
(ung. 10µg/ml) in PBS, 3% FCS verdünnt, die pelletierten Zellen in 100µl PBS-
Antikörpermischung resuspendiert und daraufhin 30 Minuten inkubiert. Nach einmaligem
Waschen wurden die Zellen mit dem Fluoreszenzfarbstoff -konjugierten
Sekundärantikörperantikörper (1:100 in PBS) im Dunkeln inkubiert. Zum Teil wurden auch
direkt Fluoreszenzfarbstoff-konjugierte Primärantikörper verwendet. Die Analyse erfolgte
nach einem erneutem Waschschritt und Resuspendierung in 500µl PBS. Im FACScan werden
die Zellen durch eine Kapillare in das Gerät eingesogen und dort von einem Argonlaser
bestrahlt. Die Wellenlänge des emittierten Lichts ist von dem verwendeten
Fluoreszentfarbstoff abhängig. Das Licht wird von Sammellinsen eingefangen und über
verschiedene Spiegel und Filter an Detektoren weitergeleitet, welche Auskunft über Größe
(forward scatter, FSC), Granularität (sideward scatter, SSC) oder Fluoreszenz (fluorescence
detector, FL) geben. Die Analyse erfolgte mit Hilfe des Programmes CellQuest Pro (Becton
Dickinson).

2.6.2. Zellzyklusanalyse

Mit Hilfe einer von Nicoletti und Kollegen etablierten Methode lässt sich der unterschiedliche
Gehalt an genomischer DNA in apoptotischen und nichtapoptotischen Zellkernen
detektieren (Nicoletti et al., 1991). Neben den vitalen diploiden und den sich gerade
teilenden tetraploiden Zellen der G2/M-Phase, lassen sich im FACS apoptotische Zellen mit
subdiploidem DNA-Gehalt identifizieren. Dabei wird die in apoptotischen Zellen
vorhandene, von Nukleasen hydrolysierte DNA aus den fixierten Zellen ausgewaschen, so
dass apoptotische Zellen durch einen hyploiden DNA-Gehalt gekennzeichnet sind.

Zur Zellzyklusanalyse wurden die Zellen zuerst unter tropfenweiser Zugabe von 1ml
eiskaltem 70%igem Ethanol fixiert. Die fixierten Zellen wurden für mehrere Stunden oder
länger bei 4°C gelagert.
Zur Analyse wurden die fixierten Zellen in 38mM NaCitrat, pH 7,4 gewaschen und
anschließend in der FACS-Färbelösung für 25 Minuten bei 37°C inkubiert.

FACS-Färbelösung: 38mM NaCitrat, pH 7,4
50µg/ml Propidiumiodid (2,5mg/ml Stocklösung, 1:50)
5µg/ml RNase A (10mg/ml Stocklösung, 1:2000)

Die Messung erfolgte im FL-2 Kanal des FACS, und die Daten wurden mit der CellQuest-Pro-
Software (Beckton Dickinson) ausgewertet.
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2.6.3. CFSE-Färbung

Vor einer so genannten Co-Kultivierung (s. 2.6.4), bei der zwei verschiedene Zellzypen
zusammen inkubiert werden, wurde eine der Populationen zur späteren Identifikation im
FACS mit einem Fluorochrom markiert. CFSE (carboxy-fluoroscein succinimidyl ester; Fa.
MolecularProbes) ist ein nicht-toxischer Fluoreszenzfarbstoff, der nach Eindringen in die
Zelle durch eine nicht-spezifische Esterase gespalten wird und danach an zytoplasmatische
Bestandteile der Zelle kovalent bindet und daher im Zytoplasma der Zelle verbleibt. Zur
Markierung wurden die Zellen geerntet, gezählt und einmal mit PBS gewaschen. Das Pellet
(2x 107 Zellen) wurde in 1ml PBS resuspendiert und mit 1ml PBS/1µM CFSE gemischt
(Endkonzentration: 0,5µM CFSE). Nach fünfminütiger Inkubation bei Raumtemperatur
wurden die Zellen zweimal mit PBS/5%FCS gewaschen und anschließend in serumfreiem
Zellkulturmedium resuspendiert.
(Literatur: Lyons und Parish, 1994)

2.6.4. Co-Kultivierung von adhärenten und Suspensionszellen zur Induktion
von CD95-vermittelter Apoptose

Werden adhärente CD95L-exprimierende 293T Zellen (Killer-Zellen) und CD95 positive
Jurkat-Zellen (Zielzellen) zusammen inkubiert, wird Apoptose in den Jurkat-Zellen induziert.
Um die beiden Populationen für die Apoptosequantifizierung im FACS unterscheiden zu
können, wurden die Zielzellen mit CFSE gefärbt (s. 2.6.3), anschließend in einer
Konzentration von 1x106 Zellen/ml zu den adhärenten CD95L-exprimierenden 293T Zellen
gegeben und 5-7 Stunden bei 37°C weiter wachsen gelassen. Dabei wurden die Zellen in
unterschiedlichen Killer- zu Zielzell-Verhältnissen eingesetzt.
Zur Analyse im FACS wurden die gesamten Zellen mit 70% Ethanol fixiert und bei 4°C
gelagert. Vor der FACS-Messung wurden die Zellen mit Propidiumiodid gefärbt (s. 2.6.2)
und es wurde eine Zellzyklusanalyse der CFSE-positiven Zellen durchgeführt.

2.6.5. Detektion phosphorylierter MAP-Kinasen (p42/p44)

Um zu überprüfen, ob die Stimulation des CD95L mit agonistischen Antikörpern zur
Phosphorylierung von MAP-Kinasen führt, wurden stabil CD95L-exprimierende 293-005
Zellen in einer Dichte von 1x105/ml pro Loch einer 24-Lochplatte ausplattiert, 24h wachsen
gelassen und 17h gehungert (Medium ohne Serum; z.T. mit 1% BSA). Während der letzten
Stunde wurde 0,1mM des Phosphataseinhibitors Na3VO4 zugegeben. Die Zellen wurden mit
Medium geerntet, in Eppendorf-Reaktionsgefäße pipettiert und mit 1µg/ml des anti-hFasL
Antikörpers Nok-1 für die angegebenen Zeiträume stimuliert. Dazu wurde Medium plus
Antikörper zu den Zellen gegeben. Nach der Stimulation wurden die Zellen abzentrifugiert,
in 20µl 2xSDS-PAGE Laemmli Puffer aufgenommen und 5 Min. bei 95°C denaturiert. Nach
Zentrifugation wurden 10µl des Überstandes auf ein SDS-Gel aufgetragen und in einer
nachfolgenden Western Blot Analyse untersucht.
Na3VO4 wurde in H2O gelöst, mit HCl der pH eingestellt, 10 Minuten gekocht und
anschließend für vier Wochen bei 4°C bzw. für einen längeren Zeitraum bei –20°C
gelagert.
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2.6.6. Behandlung von 293T Zellen mit Cholesterol-depletierenden Substanzen

293T Zellen wurden geerntet, einmal mit DMEM/100mMHepes ohne FCS gewaschen und
anschließend in serumfreiem DMEM/Hepes-Medium mit 2U/ml Cholesteroloxidase
(A.Hueber, Inserm, Nizza, Frankreich) für 2h bei 37°C inkubiert. Bei allen weiteren
Schritten mussten die Zellen vorsichtig behandelt werden, da sie aufgrund dieser
Behandlung sehr empfindlich sind. Nach 2h wurden die Zellen gewaschen und zusammen
mit Jurkatzellen inkubiert (Co-Kultivierung, s. 2.6.4).

2.7 Aufreinigung primärer Maus-T-Zellen

Zur Aufreinigung von Maus T-Zellen wurde den zuvor getöteten Mäusen mit sterilem
Präparierbesteck die Milz entnommen und in T-Zellmedium (DMEM/GlutaMax, 10% FCS,
1% Pen/Strep, 1‰ ß-Mercaptoethanol) überführt. Eine Einzelzellsuspension erhält man
nach Durchstreichen des Milzgewebes durch engmaschige Gaze (Sefar Nitex, Fa. Sefar
GmbH; Wasserburg). Die daraus resultierende Einzelzellsuspension wurde in T-Zellmedium
gewaschen. Die Lyse der Erythrozyten erfolgte durch eine 5-minütige Inkubation der
Milzzellen in hypotonischem Erythrozyten Lysis Puffer (144mM NH4Cl; 17mM Tris pH 7,6;
mit konz. HCl auf pH 7,2 eingestellt), welcher die Erythrozyten durch osmotischen Schock
zum Platzen bringt.
Die Aufreinigung von T-Zellen bzw. CD8+ oder CD4+ einzelpositiven T-Zellen wurde mit Hilfe
von Depletionssäulen der Firma R&D-Systems laut deren Vorgaben durchgeführt. (Mouse T
cell enrichment column kit: #MTCC-5/10/25; CD4-Subset: #MCD4C-1000; CD8-Subset:
#MCD8C-1000). Zur Aufreinigung der einzelpositiven T-Zellen wurden 1x108 Zellen in 1ml
sterilem “column buffer” resuspendiert und mit 1ml des Antikörper Cocktails vermischt. Nach
15-minütiger Inkubation wurden die Zellen zweimal mit 10ml “column buffer” gewaschen
und in 2ml des gleichen Puffers resuspendiert. Diese 2ml wurden auf die vorher mit “column
buffer”  equilibrierte Säule gegeben und 10 Minuten inkubiert.
Nach dieser Inkubationszeit wurden die Zellen mit 10 ml Säulenpuffer eluiert,
abzentrifugiert und im T-Zellmedium resuspendiert. Anschließend wurden im FACS die
Vitalität (s. 2.7.1) und die Reinheit der T-Zellen (Färbung von CD4- und CD8-
Oberflächenmolekülen) überprüft (s. 2.6.1).

2.7.1. Annexin V/ PI-Färbung

Zur Analyse der Vitalität wurden die nicht fixierten Zellen mit AnnexinV-FITC
(BDPharmingen, #556420) und Propidiumiodid (PI) angefärbt. AnnexinV bindet an
Phosphatidylserin, einem Membran-Phospholipid, welches in vitalen Zellen nur auf der
Membraninnenseite zu finden ist. In apoptotischen Zellen gelangt es allerdings auch auf die
Außenseite der Memran, so dass apoptotische Zellen mit AnnexinV-FITC angefärbt werden.
Nekrotische bzw. spätapoptotische Zellen verlieren die Fähigkeit, kationische Farbstoffe wie
Propidiumiodid, auszuschließen.
1x106 Zellen wurden mit PBS gewaschen, bei 1000x g abzentrifugiert und in 1ml AnnexinV-
Bindepuffer (10mM Hepes/NaOH, pH 7,4; 140mM NaCl; 2,5mM CaCl2) resuspendiert.
100µl wurden mit 5µl AnnexinV-FITC versetzt und 15 Min. bei RT im Dunkeln inkubiert.
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Nach Zugabe von 1µl PI [Stocklösung: 2,5µg/µl] und 400µl Bindungspuffer wurden die
Zellen im FACS analysiert, wobei man vitale (AnnexinV- und PI-negativ), früh-apoptotische
(AnnexinV-positiv), spät-apoptotische (AnnexinV- und PI-positiv) bzw. nekrotische (PI-positiv)
Zellen unterscheiden kann.
Literatur: Raynal et al., 1994

2.7.2. Proliferationsmessung mit [3H]-Thymidin

In der Synthesephase des Zellzyklus erfolgt die Verdopplung der DNA. Der Einbau von
Tritium[3H]-markiertem Desoxythymidin in neusynthetisierte DNA ermöglicht daher die
Bestimmung des Ausmaßes der Zellproliferation über die Messung der eingebauten
Radioaktivität. Jeweils 5 x 104 Zellen wurden in einem Volumen von 100µl in einer 96-
Lochplatte ausgesät. Nach Abschluss der Inkubationszeit (für Maus-T-Zellen betrug diese
72h) wurden 100µl [3H]Thymidinlösung (1µCi/100µl Medium) für 16-18h zu den Zellen
gegeben. Die Platten wurden im CellHarvester (Fa.Packard) geerntet und die Radioaktivität
anschließend im TopCount (Fa.Packard) gemessen.

2.7.3. Proliferationsmessung mit BrdU

Eine andere Art der Proliferationsmessung ist der Einbau von Bromodesoxyuridine (BrdU) in
DNA und dessen anschließende Quantifizierung. BrdU wird anstelle von Thymidin in der S-
Phase in die neusynthetisierte DNA eingebaut. BrdU ist nicht direkt markiert, sondern wird
durch Inkubation mit anti-BrdU Antikörpern nachgewiesen. Durch Verwendung eines
Fluoreszenzfarbstoff-gekoppelten Sekundärantikörpers erfolgt dieser Nachweis z.B. imFACS.
Die Zellen wurden mit 60µM BrdU (Fa.Sigma, Kat.Nr. #B5002) für 1-6 Stunden inkubiert,
abzentrifugiert und anschließend  mit eiskaltem 70%igem Ethanol für 20 Minuten fixiert
(ung. 1x106 Zellen pro 100µl). Ein Aliquot von100µl wurde in FACS-Röhrchen überführt und
mit 1ml PBS/0.5% BSA gewaschen. Das Pellet wurde 20 Min. bei RT in
Denaturierungslösung (2M HCl, frisch angesetzt; HClkonz=37% =7M) inkubiert, gewaschen
und zur Neutralisation von restlicher Säure in 0.5ml 1M Tris pH 8.5 resuspendiert und 2
Min. bei RT inkubiert. Nach einem erneutem Waschschritt wurden die Zellen zur Reduktion
unspezifischer Bindungen mit einem anti-Maus CD32/CD16-Antikörper (0,25µg pro 1
Millionen Zellen (Fc-block) und anschließend mit einem Fluoreszenzfarbstoff-markierten anti-
BrdU-Antikörper (Becton Dickinson, #340649, anti-BrdU-FITC) inkubiert. Die Analyse
erfolgte im FACS.
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3.  Ergebnisse

Der CD95 Ligand (CD95L) ist ein Mitglied der TNF-Liganden-Familie und induziert Apoptose

oder - unter bestimmten Bedingungen - auch Proliferation über die Bindung seines  Rezeptors

(CD95) (Lee und Ferguson, 2003). Darüber hinaus kann der CD95L auch seinerseits als

Rezeptor fungieren und Signale in die CD95L-tragende Zelle übermitteln. Hierbei spielt der

intrazelluläre Anteil des Moleküls eine essentielle Rolle (Suzuki und Fink, 2000; Desbarats et

al., 1998).

Um Proteine zu finden, die mit der intrazellulären Domäne des CD95 Liganden (s.Abb.3.1)

interagieren und so die Funktionen des CD95L, wie die reverse Signalübertragung, den

Transport zur Zelloberfläche oder die Kompetenz zur Induktion von Apoptose, beeinflussen

könnten, wurde ein Hefe-2-Hybrid-Screen durchgeführt.

Abb.3.1: Schematische Darstellung des CD95L.
Die N-terminale intrazelluläre Domäne des Typ II Transmembranproteins CD95L besteht aus den
Aminosäuren 1-80 und besitzt eine so genannte prolinreiche Domäne (PRD) im Bereich der
Aminosäuren 40-80. Als Baitkonstrukt für den Hefe-2-Hybrid Screen wurde der zytoplasmatische
Bereich des murinen CD95L verwendet.
TM: Transmembranregion
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3.1 Der Hefe -2- Hybrid Screen

Mit Hilfe des „Hefe-2-Hybrid Sreens“ ist man in der Lage, eine sehr große Anzahl von

Proteinen oder Peptiden auf eine Interaktion mit einem bestimmten Protein (in diesem Fall mit

dem intrazellulären Anteil des CD95L) in Hefen hin zu untersuchen. Das Prinzip dieses

Experiments beruht darauf, dass nur die Hefen sich vermehren können, die zwei miteinander

interagierende Fusionsproteine exprimieren (Fields und Song, 1989).

Die intrazelluläre Domäne des murinen CD95 Liganden (mCD95L-intra) wurde mittels PCR

amplifiziert und über in den Primern vorhandene Restriktionsschnittstellen in den Vektor

pAS2.1 kloniert (pAS2.1-mCD95L-intra). Dieser Vektor gehört zum MatchmakerSystem der

Fa.Clontech und fusioniert das so genannte „bait“ (Köder-Protein) C-terminal an die DNA-

Bindungsdomäne (DNA-BD) des Gal4-Proteins, einem eukaryotischen Transkriptionsfaktor,

der aus zwei funktionellen Domänen, einer DNA-Bindungsdomäne und einer

Transaktivierungsdomäne, besteht. Zusätzlich enthält dieses Plasmid ein Gen der Tryptophan

(trp)-Biosynthese unter Kontrolle eines Hefepromotors, so dass Hefen, die mit diesem Plasmid

transformiert wurden, Tryptophan synthetisieren und daher auf Tryptophan defizienten

Agaroseplatten („drop out agar“: DOPA-trp) wachsen können. Hefen, die das Plasmid nicht

enthalten, können auf diesen Platten nicht wachsen, da Tryptophan eine essentielle

Aminosäure ist, die von den Hefen zum Wachstum benötigt, aber nicht selbst synthetisiert

werden kann.

Zuerst wurden Hefen des S.cerevisiae Stammes Y190 mit dem Vektor pAS2.1-mCD95L-intra

transformiert und auf DOPA-trp Platten ausgestrichen. Der Hefestamm Y190 enthält Gal4-

induzierbare Reportergene für die Aminosäure Histidin und für das Enzym ß-Galaktosidase.

Zuerst wurden fünf der durch Wachstum auf DOPA-trp Platten erhaltenen Klone im Western

Blot mit einem anti-Gal4-DBD-Antikörper auf die Expression des mCD95L-intra-Gal-DBD-

Fusionsproteins untersucht. Zwei dieser Klone zeigten eine positive Expression des mCD95L-

intra-Gal-4-DBD Baitkonstruktes (Abb.3.2). Es ist unklar, warum im Western Blot eine

Doppelbande zu sehen ist.
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Abb.3.2: Western Blot-Analyse der mit pAS2.1-mCD95L-intra transformierten Y190 Hefeklone
Proteinlysate von Hefeklonen, die durch Wachstum auf DOPA-trp Platten auf das Vorhandensein des
pAS.2.1-mCD95L-intra Bait-Konstruktes selektioniert worden waren, wurden im Western Blot mit einem
anti-Gal4—DBD-Antikörper auf die Expression des mCD95L-intra-Gal4-DBD Fusionsproteins untersucht.
Die Klone 3 und 5 zeigten eine posititve Expression. Die Größe des Fusionsproteins beträgt 31kDa;
es ist unklar, warum eine zusätzliche Bande bei ung. 25 kDa auftaucht.

Die beiden durch Wachstum auf DOPA-trp Platten erhaltenen Klone, die im Western Blot

eine positive Expression des CD95-Liganden-DBD Fusionsproteins zeigten, wurden auf eine

mögliche autonome Expression der beiden im Y190-Hefestamm vorhandenen Reportergene

(Histidin und b-Galaktosidase) hin untersucht. Dazu wurden sie auf DOPA-trp, -his Platten

ausgestrichen bzw. im X-Gal Test auf die Expression von ß-Galaktosidase untersucht. Ein

Klon (Nr.5) zeigte eine Blaufärbung im X-Gal Test und wurde daher nicht für den Screen

verwendet. Mit dem anderen, nicht autonom aktivierenden mCD95L-intra exprimierenden

Klon (Nr.3) wurde eine Maus-T-Zelllymphom- (Thymoma-) cDNA-Bibliothek (Fa. Clontech)

durchsucht (sequentielle Transformation, s.Abb.3.4). Die cDNA-Fragmente dieser Bibliothek

lagen im pACT Vektor vor, der die Bibliothekproteine an den C-Terminus der GAL4-

Transaktivierungsdomäne (-AD) fusioniert. Der Vektor besitzt außerdem ein Gen für die

Biosynthese der essentiellen Aminosäure Leucin (leu). Die Diversität dieser Maus-Thymoma-

Bibliothek wurde mit 3 x 106 angegeben, d.h. dass bei Herstellung dieser Bibliothek 3 x 106

unabhängige Klone erhalten wurden. In einem optimalen Experiment sollten mindestens

dreimal so viele Klone gescreent werden, um keine eventuellen Bindungspartner

auszulassen. Anhand der Anzahl von Kolonien auf einer DOPA –trp, -leu Platte, die also

Bait- und Bibliotheksplasmide enthielten, wurde abgeschätzt, dass insgesamt 6.5 x 106

Klone gescreent wurden.

Interagiert das Köder-Protein mit einem Fusionsprotein aus der Bibliothek, wird aus der

DNA-Bindungsdomäne und Transaktivierungsdomäne ein funktioneller Gal4
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Transkriptionsfaktor gebildet (s.Abb.3.3), der die Transkription von unterschiedlichen

Reportergenen induzieren kann.

Abb. 3.3: Das Prinzip des Hefe-2-Hybrid Systems
Das „bait“- oder Köder-Protein wird als Fusionsprotein mit der Gal4 DNA-Bindedomäne (DNA-BD)
exprimiert (A),  das Bibliothek-Protein-X als Fusion mit der Gal4-Transaktivierungsdomäne (AD) (B).
Eine Interaktion von Köder und Protein-X führt dazu, dass Gal4-AD und Gal4-DNA-BD einen
funktionellen Gal4-Transkriptionsfaktor bilden, der die Transkription von Reportergenen induzieren
kann (C). Diese Induktion ist ohne Interaktion nicht möglich (A und B).

Eines der Reportergene des verwendeten Hefestammes Y190 ist ein Gen für die Biosynthese

der ebenfalls essentiellen Aminosäure Histidin, so dass Hefeklone mit interagierenden

Proteinen und daher funktionellem Gal4-Transkriptionsfaktor  auf Histidinfreien DOPA-leu, -

trp Platten wachsen können (DOPA-leu, -trp, -his). Liegt keine Interaktion vor, wird die

Expression von Histidin nicht induziert, und die Hefen, die auf das Vorhandensein dieser

Aminosäure im Nährmedium angewiesen sind, können nicht wachsen (Abb. 3.3A/B). Um
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die Interaktion in Hefen zu verifizieren, wurde die Aktivierung eines zweiten Gal4-

abhängigen Reportergens getestet. Dazu wurden die nach einer Woche erhaltenen Klone

(135) erneut auf DOPA–leu, -trp, -his Platten ausgestrichen und anschließend in einem ß-

Galaktosidase-Test auf die Transkription des zweiten Reportergens hin untersucht. Hefen, die

das Enzym ß-Galaktosidase exprimieren, wandeln die Substanz X-Gal in einen blauen

Farbstoff um.

Abb.3.4: Schematische Darstellung der Vorgehensweise während des Hefe-2-Hybrid Screens
Das Baitplasmid und die cDNA-Bibliothek wurden sequentiell transformiert, d.h. dass zuerst ein
Hefeklon hergestellt wurde, der das Baitplasmid pAS2.1-mCD95L-intra enthielt, in welchen wiederum
die Maus-Thymoma-Bibliothek transformiert wurde. Durch das Ausplattieren auf Leucin- und
Tryptophan-defizienten Drop-out Agarplatten (DOPA) wurde gewährleistet, dass die Hefen beide
Plasmide enthielten. Die Interaktion des mCD95L-intra-Fusionsproteins mit einem Bibliotheks-Protein X
führt zur Aktivierung von zwei unterschiedlichen Reportergenen. Positive Interaktionen werden durch
Wachstum auf histidinfreien DOPA-trp, -leu-Platten mit anschließender Blau-Färbung im b -
Galaktosidase Test detektiert.
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48 Klone wurden nach erneutem Wachstum auf histidinfreien Agaroseplatten und positivem

X-Gal-Test  (s. Abb 3.5) weiter untersucht. Dazu wurde von jedem dieser Klone die DNA

isoliert (genomische Hefe-DNA sowie Gesamt-Plasmid-DNA) und mittels Elektroporation in

den Bakterienstamm KC8 transformiert.

Abb.3.5: X-Gal Filter-assay der  im CD95L-intra-Hefe-2-Hybrid Screen gefundenen Klone
Die im Hefe-2-Hybrid-Screen mit der intrazellulären Domäne des murinen CD95L erhaltenen Klone,
die erneut auf DOPA-leu,-trp,-his wuchsen, wurden im X-Gal-Test auf die Expression des LacZ-
Reportergens untersucht. Dazu wurden die Zellen auf einen Rundfilter replikaplatiert, durch das
Einfrieren in flüssigem Stickstoff aufgeschlossen und mit X-Gal-Puffer inkubiert. Zellen, die b -
Galaktosidase exprimieren, wandeln X-Gal in einen blauen Farbstoff um. Trotz der relativ schlechten
Qualität dieser Abbildung ist zu erkennen, dass nicht alle Klone in diesem Experiment eine
Blaufärbung zeigten. Von den 44 Klonen dieser Platte wurden 32 Klone für die weitere Analyse
ausgewählt.

Zur Identifizierung der mit CD95L interagierenden Proteine wurden anschließend aus den

KC8-Bakterien die pACT-Plasmide isoliert. Hier wurde die Tatsache genutzt, dass die

Bakterien des Stammes KC8 in der Lage sind, die vom pACT-Plasmid verwendeten Hefe-

Codons zu übersetzen und somit ein funktionelles Protein der Leucin-Biosynthese zu

exprimieren, so dass auf M9 Selektionsagarplatten mit Ampicillin und ohne Leucin auf das

Vorhandensein des pACT-Plasmids selektioniert werden konnte. Die isolierten Plasmide
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wurden anschließend einem Kontrollverdau unterzogen. Dieser wurde zuerst mit dem

Restriktionsenzym Xho I durchgeführt, mit dem das komplette „Insert“ herausgeschnitten

werden konnte. Zur genaueren Unterscheidung verschiedener cDNAs wurden die Plasmide

zusätzlich mit dem häufig schneidenden Enzym Alu I („four base cutter“) verdaut. Nach

diesem Kontrollverdau wurden 16 verschiedene cDNAs, die durch unterschiedliche

Bandenmuster identifiziert wurden, in Hefen re-transformiert und nach erneuter positiver

Interaktion mit dem Köderprotein mCD95L-intra sequenziert.

Als Negativkontrolle wurden die Plasmide auch in Hefen transformiert, die ein anderes

Köderprotein, wie z.B. das Adaptorprotein FADD, als Gal4-DBD-Fusionsprotein

exprimierten. Keiner der 16 Klone zeigte ein unspezifisches Wachstum unter diesen

Bedingungen.

Um mit den erhaltenen DNA-Sequenzen Homologien zu anderen, bereits in Genbanken

deponierten Sequenzen zu ermitteln, wurden die Sequenzen im Internet mit BLASTN

(Vergleich der Nucleotidsequenz mit der Nucleotidsequenzdatenbank) untersucht (National

Center for Biotechnology Information /NCBI, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/blast.cgi).

Die Namen und die Genbank-Referenznummern der zu den erhaltenen cDNAs homologen

Sequenzen sind in der folgenden Tabelle aufgelistet.

Name/ Referenz-Nr. Funktion Häufig-
keit

Cytochrome b-558
#M31775

-Untereinheit der “microbicidal oxidase” in
Phagozyten
-interagiert mit SH-3-Domänen

1

Formin binding protein
(FBP11) #AF135439/
human FasL associated
factor

-homolog zu einem Spleißprotein PrP40
-besitzt zwei WW-Domänen, die mit prolinreichen
Domänen interagieren

2

Lef-1
#NM_010703

-HMG-Box Transkriptionsfaktor der Wnt/ b -
Catenin- Signalübertragung

1

LIMP II/ CD36 antigen
like mRNA
#AB008553

-lysosomales Membran-Glycoprotein 1

Oxidase (cyt C)
assembly like protein
(OXA1) #NM_005015

-ist involviert in die Verknüpfung verschiedener
Komponenten der mitochondrialen Atmungskette

2

Patent 3 -  SMAD
interacting polypeptides
#AX002196

-unbekanntes Protein, Smads sind die Effektoren
der TGF-b Signaltransduktion
- TGF-b induziert die Expression von MMP9

1
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Name/ Referenz-Nr. Funktion Häufig-
keit

Prolyl 4-hydroxylase
alpha(I)-
subunit/MMU16162
alpha(II) –subunit
#MMU16163

-katalysiert die Hydroxylierung von X-Pro-Gly
Sequenzen und spielt eine zentrale Rolle bei der
Kollagensynthese
-besitzt eine bekannte Polyprolin-Bindungsdomäne

8 bzw. 2

PSTPIP (Prolin-Serin-
Threonin- phosphatase
interacting protein)
#U87814

-besitzt eine SH-3 Domäne
-verknüpft die intrazelluläre Domäne von CD2 mit
der Protein-Thyrosin-Phosphatase PTP-PEST

1

Ran BPM/ B-cell
receptor associated
antigen #AF306510

-Ran GTPase bindendes , zentrosomales Protein 3

TARPP
# AF324451

-Spleißvariante des neuronalen ARPP-21 Proteins
-Expression in Thymozyten während der Reifung

8

Tousled like kinase (TLK)
#AF162666

-zellzyklusregulierte Serin-/Threonin-Kinase 1

homo sapiens zincfinger
protein like mRNA
#AF030291

-unbekannte Funktion 3

Tabelle 3.1: Auflistung der Proteine, die im Hefe-2-Hybrid Screen mit der intrazellulären Domäne des
mCD95L interagieren
In der Tabelle sind die Namen der identifizierten cDNAs, die Genbank-Referenznummer, eine kurze
Beschreibung der Funktion der Proteine, sowie die Häufigkeit, mit der die cDNAs im Screen
identifiziert wurden, aufgetragen. Die in blau hervor gehobenen Proteine werden im Text genauer
beschrieben.

Außerdem wurden drei unbekannte cDNA-Sequenzen (1:Bereich in der 3’ UTR des

Ubiquitin conjugating enzyme (Ubce 5)-Gens #NM_009455; 2: #D63484; 3:

#AW556602) gefunden.

Vier der 13 erhaltenen Sequenzen beinhalteten eine bekannte Polyprolin-Bindungsdomäne,

was die Relevanz der erhaltenen Interaktionen andeutet, da eine solche prolinreiche

Domäne im intrazellulären Bereich des CD95L vorhanden ist. Polyprolin-Bindungsdomänen

sind z.B. SH3- oder WW-Domänen (Sudol et al., 1996).

Wie erwartet wurden hauptsächlich C-terminale Fragmente als Bindungspartner identifiziert,

da die Bibliothek durch Reverse-Transkriptase-PCR (RT-PCR) mit oligo-d(T)-Primern hergestellt

wurde. Das bedeutet, dass die PCR-Reaktion am 3’-Ende der mRNA, dem Poly-(A)-Schwanz,

beginnt und bei langen mRNAs nicht bis zum Translationsstart reicht.
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3.2 Detai l l ierte Beschreibung einiger potentiel ler
Interaktionspartner

PSTPIP („Proline, Serine, Threonine Phosphatase interacting Protein“) ist ein Adaptormolekül,

welches zuerst als Interaktionspartner der Phosphatase PTP-HSCF beschrieben wurde

(Spencer et al., 1997). Das humane PSTPIP-Homolog wurde als CD2-bindendes Protein

identifiziert und daher als CD2BP1 bezeichnet („CD2 binding protein 1“)(Li et al., 1998).

Auch CD2 wurde als co-stimulatorisches Molekül in T-Zellen beschrieben (Bierer et al.,

1988). In der vorliegenden Arbeit werden das murine Protein als mPSTPIP und das humane

Protein als hPSTPIP bezeichnet. PSTPIP erscheint im Zusammenhang mit CD95L aus

verschiedenen Gründen interessant, da es als Protein, welches mit dem Zytoskelett

verbunden ist, sowohl für die Signalübertragung als auch für den Transport des Liganden

von Bedeutung sein könnte. Die im Hefe-2-Hybrid-Screen gefundene cDNA beinhaltete nicht

die gesamte kodierende Sequenz des pstpip-Gens sondern nur den Bereich von Aminosäure

130-415. In diesem Bereich befindet sich sowohl die SH3-Domäne als auch ein Teil einer

„Coiled-coil“ Region (Abb.3.6; B).

Abb.3.6: Schematische Darstellung des PSTPIP-Proteins
Im N-Terminus des Proteins befindet sich eine FCH-Domäne (Fes/CIP-homology domain) (AS 12-93)
sowie eine „Coiled-coil“ Proteininteraktionsdomäne (AS 123-288). Die SH3-Domäne findet man C-
terminal (AS 360-415) in dem Bereich, der auch im Hefe-2-Hybrid Screen gefunden wurde (B).

TARPP („thymocyte ARPP“) ist eine Spleißvariante des neuronalen, cAMP-regulierten

Phosphoproteins ARPP-21 Proteins und ist vermutlich für die Thymozytenreifung wichtig

(Kisielow et al., 2001). Die Expression von TARPP wird in unreifen Thymozyten ab dem

frühen CD4- CD8- CD44+ CD25+ Stadium beobachtet und wird nach der Neuordnung

(„rearrangement“) des T-Zellrezeptorlokus herunter reguliert. Abgesehen vom ARPP-21-N-

Terminus des Proteins, ist nur eine R3H-Domäne, die Nukleinsäuren bindet, bekannt. Keine

A)

B)
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dieser beiden Domänen ist in dem im Hefe-2-Hybrid Screen gefundenen cDNA-Klon

enthalten (Abb.3.7, B).

Abb.3.7: Domänenstruktur des murinen Proteins TARPP
Zwei Domänen sind bekannt, zum einen die ARPP-homologe Domäne am N-Terminus und zum
anderen eine Nukleinsäuren–bindende Domäne (RH3). Als mit CD95L interagierender Bereich wurde
der TARPP C-Terminus (AS 570-807) gefunden (B).

Die Sequenz des murinen Proteins TARPP wurde erst einige Monate nach Beendigung des

Screens in die NCBI-Datenbank eingegeben. Die Homologiesuche hatte zunächst nur die

unbekannte humane Sequenz cDNA DKFZp566N1(#AL133109) ergeben. Mittlerweile

findet sich ein zusätzlicher Eintrag in der Datenbank, der das Protein als „Mus musculus

protein phosphatase 1, regulatory (inhibitory) subunit“ (#BC053001) bezeichnet -allerdings

ohne weitere Angaben.

Lef-1 (engl.: lymphoid enhancer factor)  ist ein „ High mobility group (HMG) box“

Transkriptionsfaktor der TCF-Familie (TCF:„T-cell factor“), deren Mitglieder eine wichtige

Rolle in der Wnt/b -Catenin-Signalübertragung spielen (Travis et al., 1991). Lef-1 wird

hauptsächlich in Lymphozyten aktiviert und ist wichtig für Proliferation von B-Zellen, da Lef-1-

/- B-Zellen einen Proliferationsdefekt und eine erhöhte Apoptosesensitivität aufweisen,

welche wiederum von einem Anstieg der CD95 Expression abhängig zu sein scheinen (Reya

et al., 2000). Es scheint demnach eine Verbindung von Lef-1 zu CD95 zu geben. Des

Weiteren induziert Lef-1 die Transkription von Matrilysin, einer Metalloproteinase, die an

der Abspaltung des löslichen CD95L beteiligt ist (Rivat et al., 2003). Der im Screen

identifizierte Bereich beinhaltet die HMG-DNA-Bindedomäne.

A)

B)
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Abb.3.8: Schematische Darstellung von Lef-1.
Der im Hefe-2-Hybrid Screen gefundene C-Terminus beginnt bei AS 203 des Lef-1 Proteins (B). In
diesem Bereich befindet sich die „High mobility group (HMG)“ DNA-bindende Domäne.

LIMP II (Lysosome membrane protein II, CD36 antigen-like 2, LGP85) ist ein lysosomales

Membranprotein (Tabuchi et al., 1997) und schien im Kontext dieses Screens interessant, da

der CD95L in zytotoxischen T-Lymphozyten und NK-Zellen in so genannten sekretorischen

Lysosomen gespeichert wird (Bossi und Griffiths, 1999). LIMP II besitzt jedoch keine

bekannte SH3-Bindungsdomäne.

Im Screen wurde der gesamte kodierende Bereich erhalten.

Die „Tousled like kinase“ TLK ist eine zellzyklusregulierte Serin-Threonin Kinase (Silje et al.,

1999; Shalom et al., 1999). Der  intrazelluläre Anteil des CD95L weist potentielle

Phosphorylierungsstellen auf, aber es wurde bisher noch keine Kinase gefunden, die in der

Lage ist, CD95L zu phosphorylieren. Aus diesem Grund wurde dieses Protein für weitere

Untersuchungen ausgewählt. Im Screen wurden der Bereich der Aminosäuren 281-718

gefunden, der neben zwei Coiled-coil Proteininteraktionsdomänen auch die Kinasedomäne

enthält (Abb.3.9B).

Abb.3.9: Schematische Darstellung der Kinase TLK
Der im Hefe-2-Hybrid Screen gefundene C-Terminus (B) beginnt bei AS 281. In diesem Bereich
befinden sich die Kinase-Domäne sowie zwei Coiled-coil Proteininteraktionsdomänen.

A)

B)

A)

B)
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Das Formin Binding Protein 11 (FBP 11) ist ein Protein der so genannten WW-Domänen

Familie (Bedford et al., 1998). WW-Domänen sind Poly-Prolin-Interaktionsdomänen, die vor

allem in den Forminen und Formin-bindenden Proteinen vorkommen und durch mindestens

zwei konservierte Tryptophane (W) gekennzeichnet sind (Chan et al., 1996). FBP11 besitzt

zwei dieser WW-Domänen in den Bereichen der AS 440-521 und AS 560-640 und bindet

die Konsensussequenz „PPLP“ (Bedford et al., 1997). Diese Sequenz findet sich im

intrazellulären Bereich des hCD95L zwischen AS 50 und AS 70 insgesamt dreimal. Ein

anderer Datenbankeintrag (#U70667) beschreibt einen Teil des FBP11-Proteins als „human

fas-ligand associated factor“ und wurde von einer japanischen Gruppe ohne weitere

Angaben in der NCBI-Datenbank veröffentlicht (Hachiya et al., 1997).

Abb.3.10: Schematische Darstellung des FBP11-Proteins
Das FBP11-Protein enthält zwei WW-Domänen in den Bereichen der Aminosäuren 440-521 und 560-
640. Beide WW-Domänen wurden von dem in Hefen mit mCD95L-intra interagierenden Teil (AS 109-
954) des Proteins exprimiert (B).

3.3 Verifikation der Interaktionen in vitro  durch GST-Pulldown-
Experimente

Die Inserts der hier genauer beschriebenen Klone wurden mittels RT-PCR amplifiziert und in

andere Vektoren kloniert. Z.T. wurden andere Arbeitsgruppen angeschrieben, um

Originalplasmide zu erhalten. Zur Verifizierung der in Hefe beobachteten Interaktionen

wurde ein in vitro GST-Pulldown mit dem kompletten intrazellulären Anteil von CD95L, aber

auch mit verschiedenen CD95L-Deletionsmutanten (Abb.3.11) durchgeführt.

A)

B)
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Abb.3.11: Schematische Darstellung der CD95L Deletionsmutanten
Die Deletionsmutante der prolinreichen Domäne (PRD) des CD95L, d.h. die Deletion von Aminosäure
40-80, wird als CD95L ∆40-80 bezeichnet. CD95L ∆1-39 beinhaltet nur die PRD sowie die restliche
extrazelluläre Sequenz. Die intrazelluläre Domäne, d.h. die Deletionsmutante ohne Transmembran-
und extrazellulärer Domäne, wird CD95L-intra genannt. Expressionskonstrukte im Vektor pCR33
wurden uns von H.Eibel aus Freiburg zur Verfügung gestellt.

Zunächst sollten die in Hefen identifizierten potentiellen Interaktionspartner auf ihre Bindung

an CD95L in vitro hin untersucht werden. Hierfür wurden GST-Pulldown Experimente

durchgeführt, mit deren Hilfe eine direkte Interaktion zweier Proteine in vitro nachgewiesen

werden kann. Dabei liegt eines der beiden Proteine als bakteriell exprimiertes

Fusionsprotein mit der Glutathion-S-Transferase (GST) vor, während der potentielle

Interaktionspartner in vitro transkribiert und translatiert und dabei mit radioaktivem 35S-

Methionin markiert wird. Um ein GST-Fusionsprotein zu erhalten, wurde die jeweilige cDNA

in den Vektor pGEX2TK „in frame“ mit der für GST kodierenden Sequenz kloniert. Zur in

vitro Translation des zu untersuchenden Proteins wird, abhängig von der eingesetzten RNA-

Polymerase, ein T7, T3 oder SP6 Promotor benötigt.

Zuerst wurde das GST-Fusionsprotein wie z.B. CD95L-intra-GST in BL21codon+ Bakterien

exprimiert und mittels Glutathionagarose aufgereinigt, an die der GST-Anteil des

Fusionsproteins bindet. Das aufgereinigte Protein wurde dann mit einem in vitro

translatierten, 35S-Met. markierten Protein inkubiert. Binden die beiden Proteine spezifisch

aneinander, verbleibt das in vitro translatierte Protein zusammen mit dem GST-

Fusionsprotein auch nach mehreren Waschschritten an der Glutathionagarose und wird nach
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SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese und Autoradiographie detektiert. In der so genannten

„Input“-Spur wurden 10% des eingesetzten 35S-markierten Proteins aufgetragen. Als

Negativkontrolle wurde GST alleine eingesetzt, an die das in vitro translatierte Protein nicht

binden sollte. Zur Abschätzung der Mengen an eingesetztem GST bzw. GST-Fusionsprotein

wurden die Proteingele mit Coomassie gefärbt.

Eine in vitro Bindung an die intrazelluläre CD95L-Domäne konnte für Lef-1, FBP11, TARPP

und PSTPIP nachgewiesen werden.

Abb.3.12: Nachweis der Interaktion von CD95L-intra mit Lef-1 bzw. FBP11 im in vitro GST-Pulldown.
A: In vitro translatiertes Lef-1 bindet an CD95L-intra-GST, jedoch nicht an GST. In der Input-Spur
wurde 10% des zum Pulldown verwendeten in vitro translatierten Lef-1eingesetzt. Das Coomassie-
gefärbte Gel zeigt die Menge an eingesetztem GST und CD95L-intra-GST Fusionsprotein B: Nachweis
der Bindung von in vitro translatiertem vollständigem CD95L an FBP11-GST. Das Coomassie-gefärbte
Gel zeigt die Menge an eingesetztem GST und FBP11-GST Fusionsprotein

Wie in der Abbildung 3.12 zu erkennen ist, bindet in vitro translatiertes Lef-1 an den

intrazellulären Teil des CD95L-GST-Fusionsproteins. In der als „Input“ bezeichneten Spur

wurde 10% des in vitro translatierten Lef-1-Proteins aufgetragen. Die Coomassie-Färbung

des Gels zeigt eine ungefähr gleiche Menge an GST und GST-Fusionsprotein. Außerdem ist

anhand der vielen Banden zu erkennen, dass das CD95L-intra-GST-Fusionsprotein

offensichtlich partiell abgebaut wurde, was aber keinen Einfluss auf das Experiment haben

sollte, da nur die Proteine aufgereinigt werden, die noch den GST-Anteil exprimieren.
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Da das FBP11 Protein als GST-Fusion vorlag (pGEX2TK-FBP11), wurde in diesem Fall das

Experiment mit FBP11-GST und in vitro translatiertem CD95L durchgeführt. Auch hier zeigt

sich eine Interaktion der beiden Proteine (3.12C).

Eine andere Möglichkeit zur Durchführung des GST-Pulldowns ist die Verwendung von

Zelllysaten transfizierter Säugerzellen anstelle von in vitro translatierten Proteinen. Der

Nachweis des interagierenden Proteins erfolgt im Western Blot über die Detektion durch

einen spezifischen Antikörper. Der im Hefe-2-Hybrid Screen gefundene Teil der TARPP-cDNA

wurde in den Vektor pGEX2TK kloniert, um ein GST-Fusionsprotein zu erhalten. Dieses

Fusionsprotein wurde bakteriell exprimiert, mittels Glutathionagarose aufgereinigt und

anschließend mit Lysaten von CD95L-negativen 293T Zellen bzw. mit CD95L-exprimierenden

293-005 Zellen (293 Zellen, die den humanen CD95 Liganden stabil exprimieren) inkubiert.

Wie in der Abbildung 3.13 zu sehen ist, bindet das im Zelllysat vorliegende hCD95L-Protein

an TARPP-GST. Dies wurde im Western Blot mit dem anti-hCD95L-Antikörper G247

überprüft.

Es zeigte sich auch eine Interaktion von mPSTPIP mit hCD95L im in vitro GST-Pulldown

(Abb.3.14).

Abb.3.13: TARPP-GST interagiert mit
CD95L.
Lysate von 293T bzw. 293-005 Zellen,
die mit hCD95L stabil transfiziert worden
waren, wurden mit TARPP-GST inkubiert.
Die Aufreinigung des TARPP-GST erfolgte
mit Glutathionagarose, und der daran
gebundene hCD95L konnte im Western
Blot mit dem anti-hCD95L-Antikörper
G247 nachgewiesen werden.
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Abb.3.14: Untersuchung der Interaktion des vollständigen hCD95L Proteins sowie verschiedener
hCD95L Deletionsmutanten mit mPSTPIP-GST im in vitro GST-Pulldown
A: Verschiedene in vitro translatierte und mit 35S-Methionin markierte Deletionsmutanten von hCD95L
sowie das vollständige hCD95L-Protein wurden auf ihre Bindung an mPSTPIP-GST untersucht. hCD95L
bindet an mPSTPIP-GST und zeigt nur eine sehr schwache, unspezifische Bindung an GST. Die
Deletion der ersten 39 Aminosäuren (∆1-39) des humanen CD95L sowie der Aminosäuren 55-71
(∆55-71) hat keinen Einfluß auf die Interaktion mit mPSTPIP. Die Deletionsmutante ∆40-80, bei der
ein Großteil der prolinreichen Region des CD95L deletiert wurde, zeigt im Vergleich zu den anderen
Konstrukten eine schwächere Bindung an mPSTPIP-GST B: Auch im umgekehrten Experiment, d.h. mit
in vitro translatiertem mPSTPIP und mCD95L-intra-GST (mCD95Li) konnte die Interaktion der beiden
Proteine bestätigt werden.

Da PSTPIP eine SH3-Domäne besitzt, die bekanntermaßen an prolinreiche Regionen bindet,

wurde die Interaktion von PSTPIP mit verschiedenen CD95L-Deletionsmutanten, die entweder

die prolinreiche Domäne im Bereich der AS 40-80 enthielten oder diese deletiert wurde,

untersucht. Nicht nur das vollständige CD95L-Protein bindet PSTPIP, sondern auch die

Deletionsmutante ∆1-39, die einen Großteil der prolinreichen Domäne exprimiert, sowie

∆55-71, bei der ein Teil der prolinreichen Region deletiert wurde (Abb.3.14A). Die Deletion

der Aminosäuren 40-80, d.h. einem Großteil der prolinreichen Region, führt im Vergleich

A)

B)
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zum vollständigen CD95L-Protein zu einer verringerten, aber nicht vollständig aufgehobenen

Bindung an PSTPIP. Die Ursache dafür könnte im Vorhandensein einer weiteren SH3-

Konsensussequenz (PxxP) im Bereich der AS 20-25 des humanen Liganden  liegen

(s.Abb.4.1).

Im Falle der PSTPIP/CD95L-Interaktion wurde der GST-Pulldown in beide Richtungen

durchgeführt, d.h. mit mPSTPIP-GST und in vitro translatiertem hCD95L bzw. mit mCD95L-

intra-GST und in vitro translatiertem mPSTPIP (Abb. 3.14B). Dieses Ergebnis zeigt auch, dass

die Spezifität der Interaktion unabhängig von der Spezieszugehörigkeit (murin oder human)

der Proteine ist.

Um zu bestätigen, dass die Bindung an CD95L über die PSTPIP-SH3-Domäne vermittelt wird,

wurde diese deletiert und das restliche Protein auf seine Interaktion mit CD95L hin

untersucht.

Abb.3.15: Untersuchung der Interaktion von hPSTPIP Deletionsmutanten an CD95Lintra-GST im GST-
Pulldown
Humanes PSTPIP (hPSTPIP) und humanes PSTPIP ohne SH3-Domäne (hPSTPIP ∆SH3) wurden in vitro
translatiert und auf ihre Bindung an mCD95L-intra-GST (CD95Li-GST) hin untersucht. In der „input“
Spur wurden 10% des eingesetzten hPSTPIP aufgetragen, in der GST-Spur wurde die unspezifische
Bindung an GST untersucht. In vitro translatiertes hPSTPIP zeigt eine schwache Bindung an GST (Spur
5). In der Coomassie-Färbung ist jedoch zu erkennen, dass etwas mehr GST als mCD95L-intra-GST
eingesetzt wurde. hPSTPIP wird von mCD95Lintra-GST gebunden (Spur 4), nicht jedoch die hPSTPIP
Deletionsmutante ohne SH3-Domäne (Spur 1). Demnach bindet PSTPIP über die SH3-Domäne an
CD95L, wie im gezeigten Schema angedeutet wird.
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Durch Deletion der hPSTPIP-SH3 Domäne wird die Bindung von hPSTPIP an mCD95L-intra-

GST vollständig aufgehoben (Abb.3.15, Spur 1). Dies und die Ergebnisse des zuvor

gezeigten Experimentes belegen, dass die Interaktion von PSTPIP und CD95L über die

prolinreiche Region des CD95L und der PSTPIP-SH3-Domäne vermittelt wird, was

schematisch in Abbildung 3.15 dargestellt ist.

Als nächstes wurde die Bindung von LIMP II bzw. TLK1 an CD95L untersucht.

Abb.3.16: GST-Pulldown mit mCD95L-intra-GST und in vitro translatiertem TLK1 bzw. LIMP II
Für die Kinase TLK1 und das lysosomale Membranprotein LIMP II konnte in vitro keine Bindung an
den intrazellulären Anteil des CD95L (CD95L-intra) nachgewiesen werden. Sowohl TLK1 als auch
LIMP II wurden mit 35S markiert (in vitro Translation) und mit GST alleine oder mCD95L-intra-GST
inkubiert. Für beide Proteine zeigte sich keine Bindung an GST und mCD95L-intra-GST.

Wie in der Abbildung 3.16 zu sehen ist, zeigten die Kinase TLK und das lysosomale

Membranprotein LIMP II keine Bindung an CD95L-intra-GST im in vitro GST-Pulldown.

Vladimir Kirkin aus unserer Arbeitsgruppe konnte jedoch eine Interaktion von LIMP II mit

dem vollständigen CD95L-GST Protein zeigen (unveröffentlichte Daten).

Prinzipiell konnten also die im Hefe-2-Hybrid Screen gefundenen Interaktionen mit CD95L

von zumindest vier der sechs untersuchten Klone im GST-Pulldown verifiziert werden. Die

Bindungen von LIMP II und der Kinase TLK an den intrazellulären Anteil von CD95L im Hefe-

2-Hybrid Screen waren entweder falsch-positiv, oder es wird eine posttranslationelle

Modifikation – wie zum Beispiel Phosphorylierung – eines Interaktionspartners zur Bindung

benötigt, die zwar in Hefen, nicht jedoch bei der bakteriellen Expression bzw- der in vitro

Translation stattfindet. Alternativ ist es auch möglich, dass die Bindung indirekt über ein oder

mehrere in S.cerevisiae vorhandene Adaptorproteine stattgefunden hat.
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Nachdem die Bindung von PSTPIP an den CD95 Liganden  in vitro bestätigt werden konnte

und dieses Protein aufgrund seiner publizierten Eigenschaften im Kontext der Funktionen des

CD95L sehr interessant erschien, wurden mit diesem Protein weitere in vivo Untersuchungen

durchgeführt.

3.4 Verifikation der CD95L/PSTPIP-Interaktion durch in vivo Co-
Immunpräzipitations-Experimente

 Eine Möglichkeit, Interaktionen zweier Proteine in vivo nachzuweisen, ist die Co-

Immunpräzipitation (Co-IP). Das Prinzip dieser Methode besteht darin, dass mit Hilfe eines

spezifischen Antikörpers ein Protein oder ein Proteinkomplex aus einem Zelllysat gebunden

und durch Bindung des Antikörpers an Protein A- oder Protein G-Agarose vom restlichen

Lysat getrennt werden kann. Mit den Lysaten transfizierter 293T Zellen wurde eine

Immunpräzipitation (IP) mit einem spezifischen Antikörper gegen CD95L oder alternativ

gegen PSTPIP durchgeführt. Interagieren die beiden Proteine miteinander, kann das jeweils

andere Protein im Western Blot detektiert werden.

In der „input“-Spur wurde ein Aliquot (5-10%) des für die IP eingesetzten Zelllysates

aufgetragen. Dessen Analyse im Western Blot sollte die Anwesenheit und die Menge der

jeweiligen Bindungspartner im Zelllysat belegen.
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Abb.3.17: In 293T Zellen überexprimiertes PSTPIP und CD95L können co-immunpräzipitiert werden
293T Zellen wurden mit pRK-mPSTPIP bzw. pcDNA3.1-hPSTPIP und pCR33-hCD95L oder pRK-PSTPIP
bzw. pcDNA3.1-hPSTPIP und Leervektor (mock) transfiziert und nach 48h lysiert. In A ist ein Western
Blot gezeigt, in dem die Zelllysate auf die Expression von PSTPIP hin untersucht wurden. Das
unaufgereinigte hPSTPIP-Antiserum (erhalten von C.Wise, Texas, USA) erkennt die humane und
murine Form von PSTPIP, zeigt aber auch unspezifische Banden in allen Spuren. B: Nach
Immunpräzipitation mit dem anti-CD95L-Antikörper Nok-1 und Protein G konnte im Western Blot mit
dem anti-hPSTPIP-Antikörperserum eine spezifische Bindung von humanem und murinem PSTPIP an
hCD95L gezeigt werden (Spur 2 und 4). C: In einem weiteren Experiment wurden 293T Zellen mit
pRK-mPSTPIP und pCR33-hCD95L bzw. pcDNA3.1-mCD95L transfiziert. Die IP wurde in diesem Fall
mit dem anti-FLAG-Antikörper M2 durchgeführt, da sowohl das hCD95L- als auch mCD95L-Konstrukt
ein N-terminales FLAG-tag aufweisen. In diesem Experiment konnte gezeigt werden, dass sowohl der
humane als auch der murine CD95L in vivo an Maus-PSTPIP (mPSTPIP) binden (Spur 7 und 8). In Spur
2 wurde weniger Lysat aufgetragen.

Es wurde gezeigt, dass sowohl humanes (hPSTPIP, 53 kDa) als auch murines PSTPIP

(mPSTPIP, 50 kDa) in vivo an den humanen CD95L binden. Dazu wurden 293T Zellen mit

den jeweiligen Konstrukten transfiziert und nach 48h lysiert. Die Immunpräzipitation wurde

mit Antikörpern gegen CD95L bzw. gegen FLAG durchgeführt. PSTPIP wurde in diesem

Western Blot mit einem  Kaninchen-anti-hPSTPIP-Antiserum, welches sowohl humanes als
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auch murines PSTPIP erkennt, detektiert. Wie in 3.17B zu erkennen ist, wird PSTPIP nur in

hCD95L-exprimierenden 293T Zellen mit dem spezifischen anti-CD95L Antikörper co-

immunpräzipitiert (B, Spur 2 und 4), jedoch nicht in PSTPIP/mock transfizierten Zellen (B,

Spur 1 und 3). Dies zeigt, dass PSTPIP spezifisch an CD95L und nicht an den Antikörper

bzw. Protein G-Agarose bindet. Wie schon in den GST-Pulldown-Experimenten beobachtet

wurde, bestätigt das in Abbildung 3.17 gezeigte Experiment, dass aufgrund der jeweils

hohen Homologien der humanen und murinen PSTPIP-SH3-Domänen (93% auf

Proteinebene) sowie des intrazellulären CD95L-Anteils von Maus und Mensch (76% auf

Proteinebene) die Spezieszugehörigkeit der Proteine für die Interaktion nicht relevant ist.

Auch in Co-Immunpräzipitations-Experimenten wurden die hCD95L-Deletionsmutanten

verwendet, die im in vitro-GST-Pulldown auf ihre Bindung an PSTPIP-GST hin untersucht

worden waren. Da diese Mutanten ein FLAG-Tag besitzen, konnte die IP mit anti-FLAG

Antikörpern durchgeführt werden.

A)
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Abb.3.18: Die Bindung von mPSTPIP an hCD95L ist spezifisch und wird durch Deletion der hCD95L
prolinreichen Domäne aufgehoben
A: Mit Lysaten von 293T Zellen, die mPSTPIP und verschiedenen FLAG-Tag-Proteine überexprimierten,
wurde  eine IP mit anti-FLAG-M2 gekoppelter Agarose (Sigma) durchgeführt. mPSTPIP wird mit dem
mCD95L Protein und der ∆1-39 CD95L-Deletionsmutante immunpräzipitiert (Spur 2 und 6), jedoch
nicht mit ∆40-80-hCD95L und den Negativkontrollen TNFa und HMGB1 (Spur 4, 8, 10).
B: Stabil hCD95L-exprimierende 293-005 Zellen wurden mit mPSTPIP-FLAG transfiziert. Nach 48h
wurden die Zellen lysiert und eine IP mit anti-FLAG-M2 gekoppelter Agarose durchgeführt. Auch hier
wurde die Bindung von CD95L an PSTPIP in einem Western Blot mit dem anti-hCD95L Antikörper
G247 verifiziert. In einem Aliquot des zur IP verwendeten Zelllysates (WCE:“whole cell extract“)
welches nach der IP entnommen wurde, erkennt man eine Reduktion der Menge an CD95L-Protein
(Spur 2). In der IP-Spur sind auch die leichte und schwere Kette des für die IP verwendeten anti-FLAG
Maus IgG1-Antikörpers bei 25kDa bzw. 50kDa zu erkennen.

In der vorherigen Abbildung ist zu erkennen, dass die Bindung von hCD95L an mPSTPIP

durch die Deletion von AS 40-80 verhindert wird, andere (nicht gezeigte) Experimente

zeigten allerdings eine schwache Restbindung von mPSTPIP an hCD95L-∆40-80. Als

Negativkontrollen wurde zwei andere FLAG-markierte Proteine, HMGB1-FLAG und TNFa-

FLAG, verwendet. Es zeigte sich keine Bindung von mPSTPIP an diese beiden Proteine

(Abb.3.18A). Auch im umgekehrten Fall, d.h. bei der IP von PSTPIP-FLAG mit anti-FLAG-

gekoppelter Agarose, konnte hCD95L co-präzipitiert werden (Abb.3.18B).

Des Weiteren wurde untersucht, inwiefern die Stimulation des CD95L durch agonistische

Antikörper einen Einfluss auf die Rekrutierung von PSTPIP hat. Dazu wurden die Zellen für

eine bzw. 8 Minuten mit 1µg/ml des anti-hCD95L-Antikörper Nok-1 inkubiert und

anschließend lysiert. Zur IP wurde erneut Nok-1-Antikörper zu den Zelllysaten gegeben.

B)
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Abb.3.19:  Durch CD95L-Stimulation wird die Menge an gebundenem PSTPIP nicht beeinflusst
Stabil hCD95L-exprimierende und mit pRK-mPSTPIP bzw. mit Leervektor (mock) transfizierte 293-005
Zellen wurden zur Stimulation des Liganden für eine bzw. 8 Minuten mit 1µg/ml anti-hCD95L-
Antikörper Nok-1 inkubiert. Anschließend wurden die Zellen lysiert und zur IP wurde erneut Nok-1
Antikörper zugegeben. Die IP mit anti-hCD95L-Ak Nok-1 zeigt, dass sich die Menge an gebundenem
mPSTPIP sowie hCD95L durch hCD95L-Stimulation nicht ändert. In der input-Spur ist zu erkennen, dass
die Menge an exprimiertem mPSTPIP in allen Zelllysaten gleich ist.

In der vorherigen Abbildung ist zu erkennen, dass sich die Menge des an CD95L bindenden

PSTPIP durch Antikörperbindung bzw. Stimulation des Liganden nicht ändert. Limitiert ist die

Interpretation dieses Versuches allerdings dadurch, dass aufgrund des Mangels an Daten

zur Funktion des intrazellulären CD95L-Anteils nicht bekannt ist, ob für einen derartigen

Versuch der anti-hCD95L-Antikörper Nok-1 im kreuzvernetzten Zustand hätte vorliegen

müssen. In anderen Experimenten, genauer der Untersuchung der MAPK-Phosphorylierung

(s. Abschnitt 3.11), reichte der lösliche Antikörper allerdings aus, um eine reverse

Signalübertragung über CD95L zu initiieren.

3.5 Untersuchung der Interaktion von endogenem PSTPIP mit
CD95L

Zur weiteren Analyse der reversen Signaltransduktion über den CD95L wurde eine Zelllinie

benötigt, die CD95L stabil exprimiert. Vorraussetzung für die Auswahl der Zellen war, dass

sie keinen CD95 Rezeptor exprimieren sollten, da sonst durch Bindung des CD95 Liganden

Apoptose der CD95-positiven Zellen induziert werden würde.
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Die CD95-Rezeptor-defiziente -und daher gegenüber CD95L induzierter Apoptose resistente-

Maus-Thymoma-Zelllinie L12.10 wurde mittels Elektroporation mit pBabe-mCD95L transfiziert

und anschließend durch Zugabe von Hygromycin zum Wachstumsmedium auf das

Vorhandensein des Vektors selektioniert. Nach mehrmaligem Mediumwechsel wurden die

selektionierten Zellen im FACS auf die Expression des murinen CD95L hin untersucht. Dazu

wurden die Zellen mit dem biotinmarkierten anti-mCD95L-Antikörper Mfl-3 und einem PE-

markierten Streptavidin-Sekundärantikörper markiert. Da die Zellen nicht permeabilisiert

worden waren, wurde nur der membranständige Rezeptor angefärbt.

Abb.3.20: Nachweis der Expression von mCD95L auf stabil transfizierten L12.10 Maus-Thymoma
Zellen
Zur Analyse im FACS wurden ung. 1x106 stabil transfizierte L12.10-mCD95L Zellen bzw. L12.10
Wildtyp-Zellen (L12.10 wt) für 30min. mit einem biotinmarkierten anti-mCD95L-Antikörper (Mfl-3) und
anschließend mit Streptavidin-PE inkubiert. Die Messung erfolgte im FL-2 Kanal des FACS. Im
Histogramm wird die Fluoreszenzintensität der mit Mfl-3 und Streptavidin-PE markierten mCD95L-
positiven Zellen (pink) im Verhältnis zu Zellen, die nur mit Streptavidin-PE markiert wurden (grün),
gezeigt.

Im Histogramm ist zu sehen, dass L12.10 Wildtyp-Zellen (L12.10 wt) negativ für CD95L sind,

stabil transfizierte mCD95L-L12.10-Zellen hingegen mCD95L exprimieren (rosa Kurve). Dies

erkennt man an der auftretenden Fluoreszenz der Zellen, die von einer spezifischen Bindung

des anti-mCD95L-Antikörpers Mfl-3-biotin und des PE-markierten Streptavidins herrührt. Diese

Zellen wurden verwendet, um eine „endogene IP“ durchzuführen, d.h. eine Co-

Immunpräzipitation von endogenem mPSTPIP mit transfiziertem murinem CD95L. Die

mCD95L-L12.10 Maus-Thymoma-Zellen wurden vor jedem Experiment per FACS auf die
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Expression des CD95 Liganden auf der Zelloberfläche überprüft (Abb.3.20), da die

Expression dieses Proteins nach einiger Zeit in Kultur herunter reguliert wurde (Daten nicht

gezeigt). Diese Beobachtung wurde auch von anderen Arbeitsgruppen gemacht und spricht

dafür, dass die Expression des CD95L einen negativen Einfluss auf die Zellen hat. Eventuell

wird der CD95 Rezeptor doch zu einem geringen Level exprimiert, so dass durch Bindung

des CD95L Apoptose induziert wird.

Um den möglichen Einfluss der Liganden-Stimulation auf die Rekrutierung von endogenem

PSTPIP zu untersuchen, wurden die Zellen in Eppendorf-Röhrchen für verschiedene

Zeitpunkte mit dem biotinylierten anti-mCD95L-Antikörper Mfl-3-biotin inkubiert. Über diesen

Antikörper ist bekannt, dass er zumindest die native Form des mCD95L-Proteins, z.B. im

FACS, erkennt. Ob er auch in der Lage ist, mCD95L zu immunpräzipitieren, konnte aufgrund

des Mangels eines zum Western Blot geeigneten anti-mCD95L-Antikörpers nicht überprüft

werden. Zu Beginn des Experiments wurde der Antikörper in einer löslichen Form zu den

Zellen gegeben und diese nach verschiedenen Zeitpunkten geerntet. In einem parallelen

Experiment wurde eine 24-Loch-Zellkulturschale mit dem anti-mCD95L-Antikörper Mfl-3-biotin

beschichtet, um der Konformation des membranständigen, physiologischen CD95L näher zu

kommen. Für die angegebenen Zeitpunkte wurden je 5x107 L12.10-mCD95L-Zellen pro Loch

in den mit dem Antikörper beschichteten Platten inkubiert.
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Abb.3.21: Co-Immunpräzipitation von mCD95L und endogenem mPSTPIP
A: Jeweils 1x108 mCD95L-L12.10-Zellen wurden in Eppendorf-Röhrchen für die angegebenen
Zeitpunkte mit löslichem anti-mCD95L Antikörper Mfl-3 inkubiert (0’= keine Stimulation) und
anschließend lysiert. Der mCD95L wurde mit Mfl-3-biotin und Streptavidin-gekoppelter Agarose
immunpräzipitiert und die Bindung von mPSTPIP im Western Blot mit einem Kaninchen-anti-mPSTPIP
Antikörper analysiert. Der HRP-konjugierte anti-Kaninchen-Zweitantikörper detektiert nicht nur den
mPSTPIP-Antikörper sondern auch die schwere Kette des für die IP verwendeten Mfl-3-Antikörpers,
wie in Spur 5 zu erkennen ist, da hier reiner Mfl-3-Antikörper (ohne Zelllysat) aufgetragen wurde. In
diesem Experiment ist eine stimulationsabhängige Rekrutierung von PSTPIP zu beobachten, d.h.
mPSTPIP bindet nicht an CD95L in unstimulierten Zellen (Spur 2), jedoch nach 10- bzw. 25-minütiger
(Spur 7 und 9) Antikörperinkubation. Nach 60min wird kein PSTPIP mehr detektiert, das an CD95L
bindet (Spur 11).
B/C: Eine 24-Lochplatte wurde über Nacht mit 2µg/ml Mfl-3-biotin beschichtet. Die Zugabe von
5x107  L12.10-mCD95L- (B) bzw. der L12.10 wt (C) Zellen erfolgte für die angegebenen Zeiten.
Nach Lyse der Zellen wurde eine Immunpräzipitation durchgeführt. Dazu wurde erneut 1mg/ml anti-
mCD95L Antikörper Mfl-3-biotin zugegeben und durch Inkubation mit Streptavidin-Agarose
präzipitiert. Auf das Gel wurden jeweils zuerst ein Aliquot des zur IP verwendeten Zelllysates (input)
und daneben die immunpräzipitierten Proteine (IP) aufgetragen. Endogenes PSTPIP wird in CD95L
transfizierten Zellen mit Mfl-3 immunpräzipitiert (Spur 2,4,6,8 in B), nicht jedoch in Wildtyp Zellen,
wobei in Spur 8 auch eine Bande auf der Höhe des PSTPIP Proteins detektiert wurde (Spur 2,4,6,8 in
C).

Wie in der Abbildung 3.21 zu erkennen ist, kann nicht nur überexprimiertes sondern auch

endogenes mPSTPIP mit mCD95L co-immunpräzipitiert werden. Bei Stimulation des Liganden
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mit löslichem Antikörper zeigt sich eine zeitabhängige Rekrutierung von mPSTPIP. Werden

die Zellen nicht stimuliert, wird mPSTPIP nicht immunpräzipitiert (Abb.3.21, Spur 2A). Im

oberen Teil der Abbildung 3.21A wurden die Zellen nicht mit Mfl-3 inkubiert (0’), dieser

wurde jedoch z.T. nachträglich zur Immunpräzipitation des mCD95L zugegeben (Spur 2).

Die bei 60kDa laufende Bande ist die schwere Kette des für die IP verwendeten anti-

mCD95L-Antikörpers Mfl-3. Dies ist in Spur 5 der Abbildung 3.21A zu erkennen, da hier nur

Antikörper ohne Zelllysat aufgetragen wurde. In Spur 3 wurden die Lysate von Zellen

aufgetragen, die nicht stimuliert worden waren und zu denen auch zur IP kein Antikörper

zugegeben wurde. Hier findet sich diese 60kDa Bande nicht. Die Stimulation des murinen

CD95 Liganden durch Inkubation mit biotinyliertem Mfl-3 führt dazu, dass PSTPIP rekrutiert

und anschließend co-immunpräzipitiert wird. Das Ausmaß der Bindung erreicht ihren

Höhepunkt nach 10 Minuten, wird dann schwächer und ist nach 60 Minuten nicht mehr zu

sehen. Dies könnte aber auch daran liegen, dass der Antikörper nach einiger Zeit

degradiert bzw. zusammen mit CD95L internalisiert wird. Bei Immobilisierung des

Antikörpers auf der Zellkulturschalenoberfläche, beobachtet man, dass nach 8 Minuten eine

größere Menge von mPSTPIP rekrutiert wird. Warum in diesem Fall PSTPIP zusammen mit

CD95L auch ohne Stimulation (0’) co-immunpräzipitiert werden kann, ist unklar.

Die Menge an präzipitiertem mCD95L konnte nicht überprüft werden, da kein Antikörper

bekannt war, der spezifisch den murinen CD95L im Western Blot detektiert. Zur Präzipitation

wurde Streptavidin-gekoppelte Agarose verwendet, da der Antikörper in biotinylierter Form

vorlag.

Die endogene Interaktion von mCD95L und PSTPIP wurde auch in primären Milzzellen

untersucht. Frisch isolierte Maus-Milzzellen wurden mit 10ng/ml PMA und 0,2µg/ml

Ionomycin stimuliert, was zu einer schnellen und kompletten Aktivierung von T-Zellen führt.

Nach 18 Stunden wurden die Zellen lysiert, und es wurde eine Co-Immunpräzipitation mit

verschiedenen Antikörpern gegen mCD95L durchgeführt. Publizierten Daten zufolge wird

die Expression des murinen PSTPIP-Proteins in T-Zellen durch die Stimulation mit

PMA/Ionomycin induziert (Bai et al., 2001).
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Abb.3.22: Co-Immunpräzipitation von mCD95L und endogenem PSTPIP in Milzzellen
1,5 x107 Milzzellen wurden nicht (∅) bzw. mit 10ng/ml PMA und 0,2µg/ml Ionomycin stimuliert (⊕).
Nach 18h wurden die Zellen für 30min mit dem Metalloproteinase-Inhibitor Phenantrolidine
behandelt, lysiert und eine Co-Immunpräzipitation mit unterschiedlichen anti-mCD95L-Antikörpern
[H11 (Alexis), Alf2.a (Ancell) und 3C82 (Alexis)] durchgeführt. mPSTPIP wird nur in stimulierten
Milzzellen mit allen drei anti-mCD95L Antikörpern präzipitiert (Spur 2,4,5). Der Blot wurde gestrippt
und mit dem Ratte anti-mCD95L Antikörper H11 inkubiert. In Spur 6 und 7 wurde das Pellet, also die
im Lysispuffer unlöslichen Bestandteile der Milzzellen, mit 2x SDS-PAGE Ladepuffer aufgekocht und
der Überstand auf das Gel aufgetragen.

Wie in Abbildung 3.22 zu erkennen ist, kann mPSTPIP in aktivierten „(⊕)“ jedoch nicht in

unstimulierten „(∅)“ Milzzellen mit Antikörpern gegen mCD95L immunpräzipitiert werden

(Spur 2, 4 und 5 bzw. Spur 1 und 3). Es ist unklar, warum in der input-Spur, d.h. im Zelllysat

nach Zentrifugation, auch nach Stimulation keine PSTPIP-Bande zu sehen ist, dafür jedoch im

Pellet, also den im Lysispuffer unlöslichen Bestandteilen der Milzzellen. Eventuell wurde

zuwenig Protein aufgetragen; es wurde leider keine Ladekontrolle durchgeführt. Im unteren

Teil der Abbildung ist ein Western Blot gezeigt, der mit dem anti-mCD95L-Antikörper H11

inkubiert wurde. Auch wenn in Spur 7 eine Doppelbande mit der ungefähren Größe des

mCD95L-Proteins zu erkennen ist, zeigte sich in anderen Western Blot Experimenten, dass

dieser Antikörper selbst überexprimierten mCD95L nicht detektiert. Der anti-mCD95L-Blot

bestätigt aber, dass die mit anti-PSTPIP/anti-Kaninchen-Ak detektierte Bande nicht die

schwere Kette des IP-Antikörpers ist, da dieser auch für die IPs unstimulierter Zellen

verwendet wurde, wie anhand der schweren und leichten Kette des zur IP verwendeten

H11-Antikörpers, die durch den anti-Ratte-Zweitantikörper detektiert wurden, auf dem

unteren Blot zu sehen ist.
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3.6 Lokalisationsstudien mit dem konfokalen Mikroskop

Eine weitere Möglichkeit des Nachweises einer Interaktion zweier Proteine sind

Immunfluoreszenzfärbungen und Lokalisationsstudien mit Hilfe des konfokalen Laserscanning

Mikroskopes [„confocal laser scanning microscope“ (CLSM)]. Das Prinzip des CLSMs beruht

darauf, dass durch die Fokussierung des monochromatischen Laserlichtes einzelne

horizontale Schichten der Zelle abgebildet werden können (Amos, 1988). Die

übereinstimmende Lokalisation („Co-Lokalisation“) zweier Proteine gibt jedoch nur einen

weiteren Hinweis auf eine aufgrund von Daten anderer Experimente vermutete Interaktion.

Transfizierte 293T Zellen wurden zur besseren Adhäsion auf poly-Lysin beschichteten

Deckgläsern wachsen gelassen und anschließend mit Formaldehyd fixiert. Nach

Permeabilisierung und Abblocken der unspezifischen Bindestellen mit BSA wurden die Zellen

nacheinander mit dem ersten Antikörper gegen einen der Bindungspartner, dann mit dem

dazu gehörenden Fluoreszenzfarbstoff-markierten Sekundärantikörper und anschließend mit

dem zweiten Antikörperpaar gegen den zweiten Bindungspartner inkubiert.

Bei dem in Abbildung 3.23 gezeigten Experiment wurden ein grün-fluoreszierender

Alexa488 anti-Maus Sekundärantikörper für den Maus-anti-FLAG-Antikörper gegen CD95L-

FLAG und ein rot fluoreszierender Alexa546 anti-Kaninchen Sekundärantikörper für den

anti-mPSTPIP-Antikörper eingesetzt. Zur Detektion wurden die Laserlinien bei 488nm und

543nm verwendet, und durch sequenzielles Scannen wurde gewährleistet, dass die

energiereichere emittierte Strahlung des ersten Fluorochroms nicht im Detektionskanal für die

Strahlung des zweiten Fluorochroms detektiert wurde. Die  Stellen, an denen beide Proteine

co-lokalisieren, erkennt man an der gelben Färbung in der Überlagerungsansicht beider

Bilder.



III. Ergebnisse                                                                                                                  

102

Abb.3.23: Überexprimiertes mPSTPIP und hCD95L bzw. mCD95L co-lokalisieren in 293T Zellen
293T Zellen wurden auf Deckgläsern ausgesät und mit pCR33-hCD95L-FLAG bzw. pcDNA3.1-
mCD95L und pRK-PSTPIP transfiziert. Nach 48h wurden die Zellen fixiert, permeabilisiert und einer
Immunfluoreszenzfärbung mit anti-FLAG/anti-Maus-Alexa488- und anti-mPSTPIP/anti-Kaninchen-
Alexa546- Antikörpern unterzogen. Die Analyse erfolgte mit Hilfe des konfokalen Mikroskopes. In
der Überlagerungsansicht erkennt man gelb erscheinende Bereiche, in denen beide Proteine co-
lokalisieren.

Wie in der Abbildung zu erkennen ist, gibt es Bereiche, in denen die beiden Proteine

h/mCD95L und mPSTPIP co-lokalisieren.

In weiteren Untersuchungen wurden auch die mit einem FLAG-Tag markierten hCD95L-

Deletionsmutanten ∆1-39 und ∆40-80 (Abb.3.11) auf ihre Co-Lokalisation mit PSTPIP im

CLSM hin untersucht.
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Abb.3.24: mPSTPIP co-lokalisiert nur mit der hCD95L Mutante, die die prolinreiche Domäne enthält
293T Zellen, die ∆1-39 hCD95L-FLAG bzw. ∆40-80 hCD95L-FLAG und mPSTPIP überexprimieren,
wurden mit anti-FLAG/anti-Maus-Alexa488 und anti-PSTPIP/anti-Kaninchen-Alexa546 Antikörpern
inkubiert. Wie in der Überlagerung beider Einzelansichten an der gelben Färbung zu erkennen ist,
co-lokalisiert PSTPIP nur mit ∆1-39 CD95L-FLAG, jedoch nicht mit der PRD-Deletionsmutante ∆40-80
CD95L-FLAG.

mPSTPIP co-lokalisiert mit hCD95L-∆1-39, nicht jedoch mit der Deletionsmutante hCD95L-

∆40-80, in der die prolinreiche Region deletiert wurde. Dies entspricht den Ergebnissen der

Co-Immunpräzipitations-Experimenten.

In einer Stimulationskinetik mit Fas-Fc konnte innerhalb von 30 Minuten keine Veränderung

der CD95L-Lokalisierung gesehen werden (Daten nicht gezeigt). Es sollte jedoch auch

überprüft werden, ob sich durch Fas-Fc-Stimulation die Rekrutierung von PSTPIP an CD95L

verändert.
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3.7 Co-Stimulation über CD95L in primären Maus T-Zellen

Um die von Suzuki und Kollegen gemachten Beobachtungen, denen zufolge die Stimulation

des CD95 Liganden die Proliferation aktivierter, muriner T-Zellen induziert (Suzuki und Fink,

2000), zu verifizieren, wurden T-Zellen aus Mäuse-Milzen isoliert. Die Aufreinigung von

Gesamt-T-Zellen bzw. CD4+ oder CD8+ einzelpositiven T-Zellen erfolgte mit Hilfe von

Depletions-Säulen der Firma R&D-Systems. Diese Säulen reinigen die T-Zellen über

Negativselektion auf, d.h. dass alle „Nicht-T-Zellen“ über Antikörperbindung am

Säulenmaterial verbleiben und nur T-Zellen eluiert werden. Im Falle der Aufreinigung von

CD4+ oder CD8+ einzelpositiven T-Zellen wurden die Zellen vor der Aufreinigung über

Gesamt-T-Zellsäulen mit einem Antikörpercocktail gegen den jeweils anderen

Oberflächenmarker inkubiert, so dass diese Zellen zusätzlich auf den Säulen verblieben.

Die Reinheit der isolierten T-Zellfraktionen wurde im FACS überprüft, wofür die Zellen für 30

Minuten bei Raumtemperatur im Dunkeln mit PE-markiertem anti-mCD4- und FITC-markiertem

anti-mCD8-Antikörper markiert wurden.

Abb.3.25: FACS Analyse zur Kontrolle der Reinheit der aufgereinigten CD4+- und CD8+-T-Zellen
Immunfluoreszenzfärbung von Milzzellen oder über Negativselektion aufgereinigten T-Zellen mit PE-
gekoppelten anti-mCD4- und FITC-gekoppelten anti-mCD8-Antikörpern. Die Detektion des
Fluoreszenzfarbstoffes FITC erfolgt im FL-1 Kanal des FACS, die von PE im FL-2 Kanal. A: 23% der
gesamten Milzzellen waren positiv für CD4, 13% waren positiv für CD8. Nach der Aufreinigung mit
Hilfe von Gesamt-T-Zell-Säulen zeigten 50% der Zellen CD4-Expression und 32% CD8-Expression (B).
Die Aufreinigung mit CD8-T-Zellsäulen ergab eine Reinheit von 72% CD8-T-Zellen (C), die

A

B C D
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Aufreinigung mit CD4-T-Zellsäulen 81% CD4 T-Zellen (D). Diese Werte entsprachen den
durchschnittlichen Ergebnissen jeder Aufreinigung.

Wie in der Abbildung 3.25 zu erkennen ist, sind vor der Aufreinigung 23% der Milzzellen

einzelpositiv für den T-Zellmarker CD4 und 13% für CD8 (A). Nach Aufreinigung  der T-

Zellen sind nur noch 18% der Zellen negativ für CD4 und CD8 (vor allem B-Zellen),

hingegen 32% CD8-positiv und 50% CD4-positiv (B). Publizierten Daten zufolge findet sich

ein normales Verhältnis von CD4- zu CD8-positiven Zellen in der Mäuse-Milz von 2:1. Die

Reinheit der einzelpositiven Zellen nach Aufreinigung mit Hilfe der CD4- oder CD8-

Depletionssäulen lag zwischen 70 und 80% (C/D).

Auch die Vitalität der aufgereinigten T-Zellen wurde überprüft. Dazu wurden die Zellen mit

Annexin V-FITC und Propidiumiodid angefärbt. Annexin V bindet an Phosphatidylserin,

welches nur in apoptotischen Zellen in der äußeren Zellmembran lokalisiert ist (Fadok et al.,

1992). Propidiumiodid dagegen ist ein nicht membranpermeables kationisches Fluorochrom,

das nekrotische und spät-apoptotische Zellen anfärbt, da bei diesen die Membranintegrität

verloren gegangen ist. Vitale Zellen erkennt man in diesem Versuch demnach daran, dass

sie weder mit Annexin V-FITC gefärbt werden noch Propidiumiodid aufnehmen, spät

apoptotische Zellen dadurch, dass sie sowohl mit Annexin V-FITC als auch mit

Propidiumiodid angefärbt werden. Die Analyse der gefärbten Zellen erfolgte im FACS.
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Abb.3.26: Bestimmung der Vitalität der Maus-T-Zellen im FACS
Unaufgereinigte Milzzellen oder über Depletionssäulen aufgereinigte T-Zellen wurden mit Annexin V-
FITC und Propidiumiodid gefärbt. Apoptotische Zellen sind dadurch gekennzeichnet, dass Annexin V
an das Membranphospholipid Phosphatidylserin bindet (AV+), nekrotische Zellen werden durch
Propidiumiodid angefärbt (PI+) und so genannte spät-apoptotische Zellen sind positiv für beide
Farbstoffe (PI+/AV+). Die Analyse der Zellen erfolgte im FACS; Annexin V-FITC-positive Zellen
wurden im FL-1 Kanal, Propidiumiodid-gefärbte Zellen im FL-2 Kanal detektiert. Im dargestellten
Balkendiagramm ist zu sehen, dass nach der Aufreinigung der T-Zellen 82% der Zellen vital (also
negativ für Annexin V-FITC und Propidiumiodid) waren.

Wie in der Abbildung 3.26 zu erkennen ist, waren im gezeigten Experiment vor

Aufreinigung der T-Zellen über eine Depletionssäule 78% und nach Aufreinigung 82% der

Zellen vital. Die Bestimmung der Vitalität ist wichtig, da bei einem hohen Prozentsatz an

toten Zellen die T-Zellen schlechter proliferieren würden, weil sie eine Mindestdichte zum

Wachstum brauchen.

Um die Proliferation muriner T-Zellen zu untersuchen, wurde ein Thymidinassay

durchgeführt. Das Prinzip dieses Experiments basiert darauf, dass mit Tritium[3H] markiertes

Thymidin in der S-Phase des Zellzyklus in die neusynthetisierte DNA eingebaut wird. Die von

[3H] emittierte Strahlung kann anschließend gemessen werden und korreliert mit der DNA-

Syntheserate und damit mit dem Proliferationsverhalten der untersuchten Zellen.

Einen Tag vor dem Experiment wurden die Vertiefungen einer flachen 96-Lochplatte mit

verschiedenen Antikörpern, wie anti-mCD3 und anti-mCD28, beschichtet. Die Inkubation von

T-Zellen mit anti-mCD3-Antikörpern führt zur Aktivierung dieser Zellen, da durch die Bindung
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dieses Antikörpers an den T-Zellrezeptor/CD3-Komplex die in vivo durch MHC und Antigen

vermittelte Aktivierung des T-Zellrezeptors nachgeahmt wird. Zusätzlich wird ein zweites, so

genanntes co-stimulatorisches Signal anderer Rezeptoren, wie z.B. des CD28-Rezeptors,

welcher in vivo durch die Bindung seiner auf antigenpräsentierenden Zellen exprimierten

Liganden (CD80/CD86) aktiviert wird, benötigt (Sharpe et al., 2002). Auch der CD95

Ligand wurde als co-stimulatorisches Molekül beschrieben, was in diesem Experiment

überprüft werden sollte (Suzuki et al., 1997). Dazu wurden die Schalen zusätzlich zum anti-

mCD3-Antikörper mit Fas-Fc beschichtet. Unter Fas-Fc versteht man ein rekombinantes

Protein, bei dem der extrazelluläre Anteil des rekombinanten humanen CD95 Rezeptors an

den konstanten Teil des humanen IgG1 fusioniert wurde (Schneider et al., 1997). Die frisch

aufgereinigten Maus-T-Zellen wurden in den beschichteten Platten 72h inkubiert, und

anschließend wurde für weitere 16 Stunden [3H]-Thymidin zugegeben.
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Abb.3.27: Fas-Fc wirkt als co-stimulatorisches Molekül nach anti-mCD3-Stimulation in Maus-T-Zellen
[3H]Thymidin-Einbau in Gesamt-T-Zellen (A) bzw. CD4- und CD8-einzelpositiven T-Zellen (B). 1x104

frisch isolierte und aufgereinigte T-Zellen wurden für 72h in flachen 96-Lochplatten wachsen gelassen,
die zuvor mit den in der Legende angegebenen Antikörpern beschichtet wurden. Der anti-mCD3-
Antikörper wurde in der Konzentration 1µg/ml, der anti-mCD28-Antikörper in der Konzentration
10µg/ml und Fas-Fc in der Konzentration 5µg/ml zum Beschichten eingesetzt. Anschließend wurde für
18h 1µCi [3H]dThymidin in 100µl T-Zellmedium zu den Zellen gegeben. Das Wachstum der mit anti-
mCD3-Antikörper stimulierten CD4+- bzw. CD8+-T-Zellen wird durch die Co-Stimulation mit anti-
mCD28, aber auch mit Fas-Fc erhöht. Das Verhältnis von eingebautem [3H]-Thymidin das in mit anti-
mCD3 inkubierten T-Zellen gemessen wurde, zu dem, das in mit anti-mCD3 und Fas-Fc stimulierten
Zellen ermittelt wurde (CD3:CD3/Fas-Fc) betrug in diesem Experiment für CD8+-T-Zellen 1:6 und für
CD4+-T-Zellen 1:1,8.

Wie anhand der gemessenen Radioaktivität des eingebauten Thymidins in Abb.3.27 zu

erkennen ist, zeigen die Zellen nach Co-Stimulation sowohl mit anti-CD28-Antikörpern, als

auch mit Fas-Fc einen Anstieg in der Proliferation im Verhältnis zu den nur mit anti-CD3

stimulierten Zellen. Allerdings ist festzustellen, dass die absoluten cpm-Werte auffällig

niedrig ausfielen.

In einer Publikation von Suzuki und Kollegen (2000) wurde die Proliferation von T-Zelllinien

nach anti-CD3- und anti-CD3/Fas-Fc- Stimulation gemessen. Es zeigte sich, dass die relativen

Mengen an eingebautem [3H]-Thymidin in mit anti-mCD3 inkubierten T-Zellen, im Verhältnis

zu denen, die mit anti-mCD3 und Fas-Fc inkubiert wurden (CD3:CD3/Fas-Fc) die gleiche

Tendenz wie in dem von mir durchgeführten Experiment (Abb.3.27) aufweisen. Das

Verhältnis von eingebautem Thymidin in anti-CD3 zu anti-CD3 plus Fas-Fc stimulierten Zellen

B)

einzelpositive reife T-Zellen
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betrug 1:6 in CD8+-T-Zellen und 1:1,8 in CD4+-T-Zellen; in der erwähnten Publikation betrug

das Verhältnis von eingebautem Thymidin in anti-CD3 plus HuIgG zu anti-CD3 plus Fas-Fc

(FasIgG) stimulierten Zellen 1:3,5 in CD8+ T-Zellen und 1:1,9 in CD4+ T-Zellen. HuIgG (ohne

den extrazellulären Anteil des CD95 Rezeptors) diente als Negativkontrolle. Die Co-

Stimulation durch anti-CD28 zeigte den erwarteten erhöhten Anstieg in der Proliferation.

Zusätzlich wurden T-Zelllinien von lpr- bzw. gld-Mäusen (siehe Einleitung 1.4.1) verwendet.

Es wurde beobachtet, dass CD95L-Stimulation in gld-Mäusen wie erwartet zu keinem Anstieg

in der CD3-induzierten T-Zellproliferation führte. Die von uns durchgeführten Experimente

bestätigen also die von Suzuki und Kollegen gemachten Beobachtungen.

3.8 Proliferationsbestimmung über die Messung von BrdU-
Einbau

Eine andere Möglichkeit der Proliferationsmessung ist die Quantifizierung von eingebautem

Bromodesoxyuridin (BrdU, ein Thymidinanalogon) in neu-synthetisierter DNA mit einem anti-

BrdU-Antikörper im FACS. Der Vorteil dieser Art der Proliferationsmessung liegt darin, dass

im FACS lebende von toten Zellen durch ihre unterschiedliche Größe voneinander getrennt

werden können und so tote Zellen keinen Einfluss auf das Ergebnis der Messung haben.

Auch für dieses Experiment wurden frisch isolierte Maus-T-Zellen in Schalen wachsen

gelassen, die zuvor mit Antikörpern beschichtet worden waren. Die Markierung mit BrdU

erfolgte für 4 Stunden nach einem 72-stündigen Wachstum der Zellen.
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Abb.3.28: Proliferationsmessung durch Nachweis von eingebautem BrdU in neusynthetisierter DNA
im FACS
Maus T-Lymphozyten (A) bzw. einzelpositive CD4+- oder CD8+-T-Zellen (B) wurden mit immobilisierten
anti-mCD3-Antikörpern (Ak) alleine, mit anti-mCD3/anti-mCD28-Ak oder mit anti-mCD3-Ak/Fas-Fc für
72h stimuliert. Die Zellen wurden für weitere 4 Stunden mit 60µM BrdU inkubiert, und in
neusynthetisierte DNA eingebautes BrdU wurde nach Permeabilisierung der Zellen und Inkubation mit
Fluoreszenzfarbstoff-markierten anti-BrdU-Antikörpern im FACS nachgewiesen. Der Anteil an BrdU
positiven, d.h. proliferierenden Zellen erhöht sich von 1% nach anti-mCD3-Ak Stimulation auf 32% bei
zusätzlicher anti-mCD28-Ak Zugabe und auf 16% nach zusätzlicher Stimulation des CD95L durch Fas-
Fc. In B wurde zur besseren Vergleichbarkeit die Menge an eingebautem BrdU nach maximaler
Stimulation durch anti-mCD3- und anti-mCD28-Ak auf 100% gesetzt. Die gleiche Tendenz wurde in
verschiedenen Experimenten gesehen.
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In der Abbildung 3.28 ist der beschriebene co-stimulatorische Effekt von Fas-Fc in T-

Lymphozyten bzw. in einzelpositiven CD4+/CD8+-T-Zellen wiederum gut zu erkennen. Der

leichte Anstieg der Proliferation durch Inkubation mit anti-mCD3 Antikörpern im Vergleich zu

unstimulierten Zellen wird nach gleichzeitiger Stimulation durch Fas-Fc um ein Mehrfaches

erhöht (Abb.3.28A). Wie erwartet, zeigt die Co-Stimulation mit anti-mCD28 Antikörpern

eine noch stärkere Proliferation. In 3.28B wurde zur besseren Vergleichbarkeit der Anteil

BrdU-positiver Zellen nach maximaler Stimulation mit anti-mCD3 plus anti-mCD28

Antikörpern auf 100% gesetzt. Daraus ergibt sich nach Stimulation mit anti-mCD3

Antikörpern und Fas-Fc ein Anstieg von 8% auf 27% BrdU positiver CD4+-T-Zellen und von

2% auf 52% BrdU positiver CD8+-T-Zellen.

Eine andere Möglichkeit zu zeigen, dass die Co-Stimulation mit Fas-Fc zur Aktivierung der T-

Zellen führt, ist die Analyse der Expression des Oberflächenmarkers CD25 (alpha-Kette des

hochaffinen IL-2 Rezeptor) im FACS. CD25  ist eines der ersten Gene, das nach TZR-

Aktivierung und Co-Stimulation induziert wird. Diese Induktion ist abhängig von NF-kB

(Ballard et al., 1989). Wie in den vorangegangenen Experimenten  wurden frisch isolierte

Maus-T-Zellen für 72h auf Schalen wachsen gelassen, die mit verschiedenen Antikörpern

beschichtet worden waren. Die Detektion des CD25-Oberflächenmarkers erfolgte mit einem

PE-markierten anti-CD25 Antikörper im FACS.
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Abb.3.29: Expression des Aktivierungsmarkers CD25 auf stimulierten T-Zellen
Einzelpositive CD4+- oder CD8+-Maus-T-Zellen wurden mit immobilisierten anti-mCD3-Ak alleine, anti-
mCD3-Ak/Fas-Fc oder anti-mCD3-/anti-mCD28-Ak für 72h stimuliert. Anschließend wurden die Zellen
geerntet und mit einem PE-konjugierten anti-mCD25-Antikörper inkubiert. Die Detektion der CD25-
positiven Zellen erfolgte im FACS. Der Anteil an CD25-positiven Zellen, die mit anti-mCD3- und anti-
mCD28-Antikörpern maximal stimuliert worden waren, wurde auf 100% gesetzt.
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Die Co-Stimulation von Fas-Fc und anti-CD28-Antikörpern bewirkt einen Anstieg der

Expression des Aktivierungsmarkers CD25 im Vergleich zu CD3-stimulierten Zellen sowohl in

CD4+- als auch in CD8+-T-Zellen. Zur besseren Vergleichbarkeit der Ergebnisse wurde die

CD25-Expression mit anti-CD3- und anti-CD28-Antikörpern maximal stimulierter Zellen auf

100% gesetzt (Abb. 3.29).

3.9 Oberflächenexpression von CD95L in Abhängigkeit von
PSTPIP

Als Transmembranprotein wird die Aktivität des CD95L nicht nur auf transkriptioneller Ebene

reguliert, sondern auch über dessen zelluläre Lokalisation. Für zytotoxische T-Lymphozyten

wurde z.B. gezeigt, dass der CD95L in ruhenden Zellen in sekretorischen Lysosomen

gespeichert und nach Stimulation der T-Zellen an die Zelloberfläche transportiert wird, wo er

mit Targetzellen interagieren kann (Blott et al., 2002). Nur der membranständige bzw. der

durch Abspaltung durch eine Metalloproteinase generierte lösliche extrazelluläre Anteil des

Liganden kann an den CD95 Rezeptor anderer Zellen binden. Um die Expression von

CD95L an der Zelloberfläche zu untersuchen, wurden die Zellen mit anti-hCD95L-

Antikörpern (Nok-1 oder Alf2.a) und FITC-markierten anti-Maus-Sekundarantikörpern

inkubiert. Nur Zellen, die CD95L auf der Zelloberfläche exprimieren, werden markiert und

können im  FACS von ungefärbten Zellen unterschieden werden. Es ist auch möglich, die

relativen Mengen eines Oberflächenproteins auf diese Weise zu bestimmen. Da die Bindung

von PSTPIP an den intrazellulären Anteil des CD95L dessen Transport zur Zelloberfläche

beeinflussen könnte, wurde untersucht, ob die Co-Expression von PSTPIP einen Einfluss auf

die Expression von CD95L auf der Zellmembran hat.
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Abb.3.30: Einfluss von PSTPIP auf die Expression von CD95L auf der Zelloberfläche transient
transfizierter 293T Zellen.
A: Durch Inkubation transient hCD95L-exprimierender 293T Zellen mit dem anti-hCD95L-Antikörper
Nok-1 und einem FITC-gekoppelten anti-Maus-Sekundärantikörper zeigen hCD95L positive Zellen
(grüne Kurve) im FACS eine erhöhte Fluoreszenz im Vergleich zu ungefärbten Zellen (violette Kurve).
Die gleichzeitige Expression von mPSTPIP führt zu einer leicht verringerten hCD95L
Oberflächenexpression (rote Kurve). B: Um verschiedene Experimente besser vergleichen zu können,
wurde der „mean“-Fluoreszenzwert der CD95L/mock-transfizierten Zellen jedes Experiments auf
100% gesetzt. Die Oberflächenexpression des CD95L in Zellen, die mit PSTPIP co-transfiziert wurden,
beträgt durchschnittlich 90% der CD95L-Oberflächenexpression von CD95L/mock transfizierten
Zellen, dabei wurden 10 verschiedene Einzelmessungen berücksichtigt.

Wie im Histogramm in Abb.3.30A zu sehen ist, zeigen hCD95L/mPSTPIP co-transfizierte

Zellen in einer FACS-Messung eine leicht verringerte hCD95L Oberflächenexpression (rote

Kurve) im Vergleich zu 293T Zellen, die mit pCR33-hCD95L und Leervektor (mock)

A)

B)
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transfiziert wurden (grüne Kurve). Die zwei Peaks im Histogramm weisen auf zwei

unterschiedliche Zellpopulationen hin. Eine verringerte CD95L-Oberflächenexpression war

allerdings nicht in allen Experimenten zu sehen. Um den Mittelwert aller durchgeführten

Versuche zu bestimmen, wurde der „mean“-Fluoreszenzwert der CD95L/mock-transfizierten

Zellen jedes Experiments auf 100% gesetzt. In den hier zusammengefassten 10

Experimenten zeigt sich, dass die Expression von CD95L durch die gleichzeitige Expression

von PSTPIP auf 90% des Levels von CD95L/mock-transfizierten Zellen reduziert wird

(Abb.3.30). Allerdings wurde die Menge der tatsächlich in den Zellen aufgenommenen

Plasmid-DNA nach der Transfektion nicht überprüft.

3.10 Quantifizierung von Apoptose in CD95-positiven
Targetzellen nach Co-Kultivierung mit CD95L
exprimierenden Effektorzellen

Werden zwei Zellpopulationen zusammen inkubiert, von denen die eine den CD95

Liganden und die andere den CD95 Rezeptor exprimiert, beobachtet man die Induktion von

Apoptose in den CD95 Rezeptor exprimierenden Zellen. In dem hier verwendeten System

wurden hCD95L-überexprimierende 293T Zellen mit hCD95-positiven Jurkatzellen inkubiert.

Das Prinzip auf dem dieses Experiment beruht ist in der folgenden Abbildung gezeigt.
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Abb.3.31: Schematische Darstellung der durch Co-Kultivierung durch CD95L induzierten Apoptose
In dem in dieser Arbeit verwendeten System wurden je nach Experiment stabil oder transient CD95L-
exprimierende 293T Zellen mit CD95 positiven Jurkatzellen inkubiert. Durch Bindung des
membranständigen, trimerisierten Liganden an den CD95 Rezeptor wird Apoptose in den Jurkatzellen
induziert. Sowohl der CD95 Ligand als auch der CD95 Rezeptor finden sich in speziellen
Mikrodomänen der Zellmembran, den so genannten Lipid Rafts.

Um die beiden Zellpopulationen später im FACS unterscheiden zu können, wurden die

Jurkatzellen mit CFSE markiert. CFSE ist membranpermeabel, wird aber im Zytoplasma der

Zelle von einer nicht-spezifischen Esterase gespalten und bindet irreversibel an

zytoplasmatische Bestandteile. Das gespaltene CFSE fluoresziert und ist im FACS im FL-1-

Kanal detektierbar (Lyons und Parish, 1994).

Die Quantifizierung der Apoptose erfolgte über die Bestimmung des Anteils an Zellen mit

subdiploidem DNA-Gehalt im FACS. Die Zellen wurden mit Ethanol  fixiert und anschließend

mit Propidiumiodid, einem DNA-interkalierenden kationischen Farbstoff, gefärbt. Im

Durchflusszytometer lassen sich Zellen in der G1-Phase des Zellzyklus mit diploidem DNA-

Gehalt von Zellen in der G2-Phase mit tetraploidem DNA-Gehalt und von zwischen diesen

beiden Populationen liegenden S-Phase-Zellen unterscheiden; zudem erkennt man deutlich
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apoptotische Zellen mit einem DNA-Gehalt kleiner als 2n („subG1-Peak“) (Nicoletti et al.,

1991). Nachfolgend ist ein Beispiel eines solchen Experiments gezeigt. Dabei wurde der

Prozentanteil an CFSE-markierten Jurkat-Zellen mit subG1-DNA-Gehalt aufgetragen.
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Abb.3.32: Beispiel eines Co-kultivierungsexperiments
In dem hier beispielhaft gezeigten Experiment wurde die Kapazität des CD95L zum Abtöten der
Jurkat-Zielzellen von der gleichzeitigen Expression von mPSTPIP und hTARPP beeinflusst. Es zeigt sich
eine leicht verringerte Apoptoserate. 293T Zellen wurden mit hCD95L und zusäzlich mit Leervektor,
mPSTPIP bzw. hTARPP transfiziert. Nach 24h wurden 5x105 293T Zellen mit der gleichen Anzahl an
JA3-Jurkatzellen, die zuvor mit CFSE markiert worden waren, für weiter 6h zusammen inkubiert,
anschließend fixiert, mit Propidiumiodid gefärbt und im FACS gemessen.

In dem gezeigten Experiment führt die Co-expression von mTARPP bzw. mPSTPIP/ mPSTPIP-

FLAG dazu, dass weniger Jurkatzellen getötet werden. Im Falle von mPSTPIP könnte dies im

Zusammenhang damit stehen, dass auch die Oberflächenexpression von hCD95L im

Durchschnitt niedriger ist, wenn mPSTPIP co-exprimiert wird (Abb.3.30). Allerding ist zu

erwähnen, dass in anderen Experimenten kein Einfluss von mPSTPIP auf die Kapazität des

hCD95L Apoptose zu induzieren gesehen werden konnte.
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3.11 Aktivierung des MAPK-Signalweges durch reverse
Signalübertragung über CD95L

Wie in der Publikation von Ulisse und Kollegen (2000) gezeigt wurde, führt die Stimulation

von CD95L in murinen Sertoli-Zellen zur Phosphorylierung von p42/p44-MAPK. Dieses

Ergebnis ist interessant, da die MAPK-Signaltransduktion proliferative Signale vermittelt. Um

zu untersuchen, ob dieses Ergebnis auch in 293 Zellen reproduziert werden kann, wurden

mit hCD95L stabil transfizierte 293-005 Zellen gehungert, d.h. sie wurden in Medium ohne

Serum inkubiert, damit die durch Serum induzierte MAPK-Phosphorylierung reduziert wird.

Anschließend wurde mit dem anti-hCD95L-Antikörper Nok-1 oder mit Fas-Fc stimuliert. Der

Phosphataseinhibitor Na3VO4 wurde zugegeben, um die Aktivität von Phosphatasen, die

MAPK wieder dephosphorylieren könnten, zu blockieren. Als Kontrollantikörper wurde ein

anti-Lef-1 Antikörper verwendet (gleicher IgG1 Isotyp).

Abb.3.33:  p42/44-MAPK werden nach CD95L-Stimulation mit dem anti-CD95L Antikörper Nok-1
phosphoryliert
A: Stabil hCD95L exprimierende 293-005 Zellen wurden über Nacht gehungert, d.h. in Medium ohne
Serum wachsen gelassen (-FCS), um die normalerweise durch das Serum im Medium induzierte
MAPK-Phosphorylierung (+FCS, Spur 1) zu reduzieren. Die Zellen wurden für die angegebenen
Zeitpunkte mit dem anti-hCD95L Antikörper Nok-1 inkubiert, abzentrifugiert und direkt in 2xSDS-
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PAGE Ladepuffer lysiert. Die durch Nok-1 induzierte transiente MAPK-Phosphorylierung ist nach 5
Minuten nicht mehr zu erkennen. Die Menge an unphosphoryliertem p42/p44 wurde auch überprüft
und ist im unteren Blot zu sehen.
B: Stabil hCD95L exprimierende 293-005 Zellen wurden 17 Stunden gehungert, 1,5h bei
Raumtemperatur inkubiert und anschließend in Eppendorf- Röhrchen überführt. Die Zugabe von
1µg/ml Nok-1 oder dem Kontrollantikörper Lef-1 erfolgte für die angegebenen Zeiten unter
ständigem Mischen auf einem Überkopf-Rotator. Die Zellen wurden abzentrifugiert und sofort in
2xSDS-PAGE Ladepuffer lysiert. Der mit Nok-1 beobachtete Anstieg der p42/44-MAPK
Phosphorylierung innerhalb der ersten 5 Minuten erfolgt nach der Behandlung der Zellen mit einem
Kontrollantikörper des gleichen Isotyps nicht. Mit einem anti-Aktin-Antikörper wurde die Beladung des
Gels überprüft.
C: 293-005 Zellen wurden mit pRK-mPSTPIP oder Leervektor (mock) transfiziert, 6,5h vor der
Durchführung des Experiments gehungert und wo erwähnt für 1h mit dem Phosphataseinhibitor
Natriumvanadat (Na3VO4) inkubiert. Die Stimulation erfolgte in Eppendorf-Röhrchen mit 0,33µg/ml
Nok-1. Die  durch Stimulation induzierte p42/44-MAPK Phosphorylierung ist transient und wird durch
die gleichzeitige Expression von mPSTPIP nicht beeinflusst. Die Zugabe von Na3VO4 führt zu einer
leicht vermehrten Phosphorylierung, da es die Aktivität verschiedener Tyrosinphosphatasen blockiert.

Auch in CD95L-exprimierenden 293 Zellen führt die Stimulation des CD95 Liganden durch

Antikörper zur Phosphorylierung von p42/p44-MAPK (Abb.3.33). Dazu wurden die Zellen

mit anti-hCD95L-Antikörper für verschiedene Zeitpunkte stimuliert. Diese Phosphorylierung

erfolgt sehr schnell und dauert nur wenige Minuten. Die Stimulation derselben Zellen mit

einem anderen Antikörper des gleichen Isotyps führt nicht zur MAPK-Phosphorylierung, was

die CD95L-Spezifität dieser Phosphorylierung belegt (Abb.3.33B , Spur 7-9). Die

gleichzeitige transiente Expression von mPSTPIP zeigte keinen veränderten MAPK-

Phosphorylierungsstatus (Abb.3.33C), was nahelegt, dass die Interaktion von PSTPIP mit

CD95L die MAPK-Phosphorylierung über CD95L nicht beeinflusst.

In einem anderen Experiment wurden die Zellen mit Fas-Fc und Protein-A –zur Vernetzung

des Moleküls- stimuliert.

3.34: Untersuchung der Phosphorylierung von p42/44-MAPK und p38-MAPK in 293-005 Zellen
Stabil CD95L-exprimierende 293-005 Zellen wurden mit Fas-Fc bzw. Protein A für 10 bzw. 30
Minuten inkubiert. Protein A wurde verwendet, um Fas-Fc zu vernetzen. In Spur 2 ist zu erkennen,
dass auch Protein A alleine zur Phosphorylierung von p42/44-MAPK und p38-MAPK führt.
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Allerdings führt auch Protein A alleine zur Phosphorylierung der p42/44-MAPK und p38-

MAPK (Spur 2). Fas-Fc ohne vernetzendes Protein A phosphoryliert p42/44-MAPK nicht,

was aber auch daran liegen könnte, dass die 10-minütige Stimulation zu lang war und man

nach kürzeren Zeiträumen schauen müsste (siehe dazu Abb.3.34, allerdings wurde hier mit

anti-hCD95L-Antikörpern stimuliert). Die Phosphorylierung der p38-MAPK dagegen ist nach

10-minütiger Stimulation mit Fas-Fc erkennbar (Abb.3.34 Spur 3).

3.12 Interaktion von PSTPIP mit der PTP-PEST Phosphatase

Da bekannt ist, dass PSTPIP auch an die Phosphatase PTP-PEST bindet (Dowbenko et al.,

1998), wurde untersucht, ob diese Interaktion durch die Bindung von PSTPIP an CD95L

beeinflusst wird. Für andere mit PSTPIP interagierende Proteine, wie z.B. WASp oder c-Abl,

wurde gezeigt, dass sie in einem ternären Komplex mit PSTPIP und PTP-PEST vorliegen

können (Côté et al., 2002).

Die PTP-PEST-exprimierende DNA wurde von N.Tonks (Cold Spring Harbour Laboratory,

New York, USA) im viralen Vektor pBabe-puro erhalten und zur weitergehenden

Untersuchung in den Vektor pcDNA3.1 kloniert. In einem in vitro GST-Pulldown wurde

mPSTPIP-GST mit in vitro translatiertem mPTP-PEST und zusätzlich mit in vitro translatiertem

hCD95L inkubiert.
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Abb.3.35: In vitro Interaktion von PSTPIP, PTP-PEST und CD95L
Die Phosphatase mPTP-PEST, hCD95L und mPSTPIP wurden in vitro translatiert und mit GST, mCD95L-
intra-GST (intrazellulärer Anteil des mCD95L) bzw. mPSTPIP-GST inkubiert. In A wurden in vitro
translatiertes mPTP-PEST und mPSTPIP (input, Spur 1 und 2) auf ihre unspezifische Bindung an GST hin
untersucht. In B ist zu sehen, dass bei gleichzeitiger Inkubation von mPTP-PEST und hCD95L mit
mPSTPIP-GST beide Proteine an mPSTPIP binden können (B: Spur 2). Mit mCD95L-intra-GST wird nur
mPSTPIP, nicht jedoch mPTP-PEST präzipitiert (B: Spur 3). Im Coomassie-Gel erkennt man die Mengen
an GST-Fusionsproteinen.

In GST-Pulldown-Experimenten sollte untersucht werden, ob PSTPIP, PTP-PEST und CD95L in

einem ternären Komplex vorliegen. Wurden in vitro translatieres mPTP-PEST und hCD95L

zusammen mit mPSTPIP-GST inkubiert,  zeigte sich, dass beide Proteine gleichzeitig an

PSTPIP binden (Abb.3.35B, Spur 2). Wurden jedoch in vitro translatiertes mPSTPIP und

mPTP-PEST gleichzeitig auf ihre Bindung an mCD95L-intra-GST hin untersucht, wurde nur

mPSTPIP in der Audiographie detektiert (Abb.3.35B, Spur 3). Läge hier ein ternärer

Komplex vor, müsste auch PTP-PEST über das Adaptorprotein PSTPIP an CD95L-intra-GST

binden. Allerdings war in diesem Experiment auch die Bindung von mPSTPIP an mCD95L-

intra-GST im Vergleich zum „input“ (Abb.3.35A, Spur 1) sehr schwach (Abb.3.35B, Spur

3).



III. Ergebnisse                                                                                                                  

121

Abb.3.36: Interaktion von PSTPIP, PTP-PEST und CD95L in Co-Immunpräzipitatiosexperimenten
293T Zellen wurden mit hCD95L, h/mPSTPIP bzw. der Phosphatase mPTP-PEST transfiziert. Nach 48h
wurden die Zellen lysiert und Immunpräzipitationen mit verschiedenen Antikörpern durchgeführt.
Verwendet wurden der anti-hCD95L Antikörper Nok-1, ein anti-mPTP-PEST Antiserum, ein anti-V5-Tag
Antikörper gegen hPSTPIP-V5, ein anti-mPSTPIP Antikörper und ein anti-myc-Tag Antikörper (9B11)
gegen hPSTPIP∆SH3-myc. In A wurden jeweils 5% des für die IP eingesetzten Zelllysates aufgetragen
und im Western Blot die Expression von hCD95L und mPTP-PEST überprüft. Dazu wurden der Maus-
anti-hCD95L Antikörper G247-4 und ein Kaninchen-anti-mPTP-PEST Antiserum (N.Tonks) verwendet. In
B wurden Immunpräzipitationen mit anti-hCD95L Nok-1 und anti-PTP-PEST aufgetragen, in C IPs mit
anti-V5 (hPSTPIP, besitzt ein V5-Tag), mit Kaninchen-anti-PSTPIP und zur Immunpräzipitation von
hPSTPIP∆SH3 mit dem anti-myc-Tag Antikörper 9B11. In B ist zu erkennen, dass hCD95L mit PTP-PEST
immunpräzipitiert werden kann, wenn mPSTPIP bzw. hPSTPIP anwesend sind (Spur 6 und 7). Die
Kontrolle, dass PTP-PEST und hCD95L nicht direkt aneinander binden, wurde in einem anderen
Experiment gezeigt (Daten nicht gezeigt). Im umgekehrten Experiment, d.h. in der IP mit Nok-1, lässt
sich eine PTP-PEST-Bande bei Anwesenheit von PSTPIP erahnen (Spur 4). In C ist zu erkennen, dass
CD95L mit m- und hPSTPIP immunpräzipitiert wird (Spur 2 und 4), nicht jedoch mit hPSTPIP ohne SH3-
Domäne (Spur 6). Die Deletion dieser SH3-Domäne beeinflusst die Bindung von PSTPIP an PTP-PEST
wie erwartet nicht. Warum in diesem Experiment PTP-PEST nicht mit mPSTPIP immunpräzipitiert
werden konnte (Spur 3 und 4) ist unklar.
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Wie in den vorliegenden GST-Pulldown Experimenten (Abb.3.35) wurde in anschließenden

Co-Immunpräzipitationsexperimenten die publizierte Bindung von PSTPIP und PTP-PEST,

sowie die Tatsache, dass diese Bindung nicht über die PSTPIP-SH3-Domäne stattfindet,

bestätigt (Abb.3.36). Die humane Form von PSTPIP, in der die SH3-Domäne deletiert wurde,

bindet PTP-PEST, nicht jedoch den CD95L (Abb.3.36C, Spur 6). Es zeigte sich zudem in vivo,

dass hCD95L und PTP-PEST, die nicht direkt aneinander binden (Daten nicht gezeigt), bei

Anwesenheit von PSTPIP co-immunpräzipitiert werden (Abb.3.36B, Spur 4, 6 und 7). Diese

Ergebnisse legen also nahe, dass CD95L, PSTPIP und PTP-PEST als ternärer Komplex

vorliegen, auch wenn im in vitro GST-Pulldown PTP-PEST nicht über die Bindung an den

Adaptor PSTPIP von CD95L-intra-GST gebunden werden konnte. Eventuell ist eine

Modifikation von PSTPIP nötig, die bei bakterieller Expression und in vivo stattfindet, nicht

jedoch bei der in vitro-Translation des Proteins. Es ist auch möglich, dass die Konformation

des mCD95L-intra-GST Fusionsproteins nicht der Konformation des vollständigen hCD95L-

Proteins entspricht.

3.13 Lokalisation von CD95L in Lipid Rafts

Als Lipid Rafts werden spezielle Mikrodomänen der Zellmembran bezeichnet, die sich durch

eine hohe Konzentration von Sphingolipiden und Cholesterol auszeichnen. Substanzen, die

Cholesterol aus der Membran entfernen, zerstören die Rafts.

Wie in der Arbeitsgruppe von Anne-Odile Hueber (Inserm, Nizza, Frankreich) gezeigt

werden konnte, lokalisiert ein Teil des humanen CD95 Liganden konstitutiv in Lipid Rafts

(Abb.3.37). Stabil CD95L-exprimierende 293-005 Zellen wurden mit Detergentien (Brij-98)

behandelt und die Proteine im Sucrose-Gradienten aufgetrennt.  Raft-assoziierte Proteine

finden sich in den Fraktionen 1-5.
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Abb.3.37: CD95L lokalisiert konstitutiv in Lipid Rafts
Im Sucrose Gradienten nach Brij-98-Behandlung von 293-005 Zellen findet man Raft-assoziierte
Proteine in den Fraktionen 1-5. Die unterschiedlichen Fraktionen wurden im Western Blot auf die
Expression verschiedener Proteine untersucht. Als Kontrolle wurde die Lokalisation von Fyn, als
bekanntes Raft-assoziiertes Protein (Toyoshima et al., 1989) und Rab-5, als nicht in Rafts
lokalisierendes, endosomales Protein (Gorvel et al., 1991; Wagner et al., 1994) überprüft. Die
konstitutive Lokalisierung des hCD95L in diesen Fraktionen wird durch Behandlung der Zellen mit
MbCD und der damit einhergehenden Zerstörung der Lipid Rafts aufgehoben.
(Die Abbildung stammt aus der Arbeitsgruppe von A.-O. Hueber, Inserm, Nizza)

Die Abbildung 3.37 zeigt, dass sich ein Teil des hCD95L in den Gradienten-Fraktionen 1-5

befindet und offensichtlich Raft-assoziiert ist. Nach Cholesteroldepletion und damit

einhergehender Zerstörung der Rafts durch Cholesterol-entfernende Substanzen, wie z.B.

Methyl-b-Cyclodextrin MbCD, beobachtet man die Lokalisierung in den Fraktionen 1-5 nicht

mehr.

Da für viele andere membranständige Proteine, wie z.B. CD95 (Hueber et al., 2002),

bekannt ist, dass ihre Funktion von der Lokalisierung in Rafts abhängig ist, wurde untersucht,

ob die Raft-Assoziation des CD95L einen Einfluss auf seine apoptoseauslösende Aktivität

hat. Dazu wurde ein Co-Kultivierungsexperiment von CD95- und CD95L-exprimierenden

Zellen durchgeführt (siehe Abschnitt 3.10). Als CFSE-markierte Zielzellen wurden CD95-

sensitive Jurkat Zellen (JH6.2) verwendet und als apoptoseauslösende Effektorzellen dienten

stabil CD95L-exprimierende 293 Zellen, die zum Teil mit Substanzen, die Cholesterol

entfernen und so die Lipid Rafts zerstören, behandelt wurden. Die Wirksamkeit der

Substanzen wurde durch die Behandlung von CD95-exprimierenden Zellen mit

anschließender Co-Kultivierung getestet, da die Aktivierung des nicht in Rafts lokalisierten

Rezeptors nicht zur Apoptose führt (Hueber et al., 2002).
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Die Messung der Apoptose erfolgte durch Bestimmung des Anteils an CFSE-negativen 293

Zellen mit sub-diploidem DNA-Gehalt im FACS.
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Abb.3.38: Die Zerstörung der Lipid Rafts führt zur Inhibition der CD95L-induzierten Apoptose
CFSE-markierte JH6.2 Jurkat Zellen wurden zusammen mit zwei unterschiedlichen hCD95L-stabil
transfizierten 293 Zellen (293-005 bzw. 293#C2) bzw. mit Leervektor (mock) transfizierten 293
Zellen für 5 Stunden kultiviert. Die 293 Zellen wurden z.T. vor der Co-Kultivierung für zwei Stunden
mit 2U/ml der Cholesterol-entfernenden Substanz Cholesteroloxidase behandelt (hellblaue Balken).
Anschließend wurden die Zellen mit 70% Ethanol fixiert und mit Propidiumiodid gefärbt. Die Messung
des Zellzyklusprofils dieser Zellen erfolgte im FACS, wobei die beiden Zelltypen aufgrund der CFSE-
Färbung der Jurkatzellen zu unterscheiden waren. Der Anteil an CFSE-positiven Zellen mit sub-G1
DNA ist in dem Balkendiagramm aufgetragen. In diesem Experiment führte die Behandlung der 293
Zellen mit Cholesteroloxidase zur Reduktion der CD95L-induzierten Apoptose von 72% auf 26%
(293-005) bzw. von 78% auf 52% (293C#2).

Die gleichzeitige Inkubation von zwei verschiedenen stabil CD95L-exprimierenden 293T

Zellen (293-005 und 293C#2 (V.Kirkin)] mit JH6.2 Jurkatzellen führte nach 5h zur Induktion

von Apoptose (72% bzw. 78%) der JH6.2-Zellen.

Wie in der Abbildung 3.38 zu erkennen ist, führt die Zerstörung der Rafts durch

Cholesteroloxidase zu einer verringerten Apoptoseinduktion in CD95-positiven Jurkatzellen.

293T Zellen, die den Liganden nicht exprimieren (293 mock), induzieren keine Apoptose in

Jurkatzellen, was belegt, dass der beobachtete Zelltod durch den CD95 Liganden ausgelöst

wurde.
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Die Lokalisation in Lipid Rafts scheint für die Aktivität des Liganden essentiell zu sein, da die

Behandlung der CD95L-positiven 293T Zellen mit Cholesterol-depletierenden Substanzen die

durch CD95L ausgelöste Apoptose hemmen.
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4. Diskussion

Ziel dieser Arbeit war es, Proteine zu finden, die mit dem intrazellulären Anteil des CD95L

interagieren. Dieser hoch konservierte zytoplasmatische Teil ist für verschiedene Funktionen

des CD95 Liganden von Bedeutung, wie z.B. der Signalübertragung ins Innere der Zelle

(„reverse signalling“) und der zellulären Lokalisierung des CD95L. Daher können Proteine,

die spezifisch mit CD95L interagieren, Aufschluss über die genauen molekularen Vorgänge

bei den oben genannten Prozessen geben.

Außerdem wurden erste Experimente durchgeführt um herauszufinden, ob der CD95 Ligand

genau wie der CD95 Rezeptor auf der Zelloberfläche in Lipid Rafts lokalisiert und ob eine

solche Lokalisierung die CD95L-Funktionen beeinflusst.

4.1 Isolierung von Proteinen, die mit dem intrazellulären Anteil
des CD95L interagieren

In einem Hefe-2-Hybrid Screen mit der intrazellulären Domäne des CD95L konnten

verschiedene potentielle CD95L-Interaktionspartner isoliert werden. Auch wenn zu dem

Zeitpunkt, als der Screen durchgeführt wurde, noch keine in vivo Interaktionspartner des

CD95L bekannt waren und daher keine Positivkontrolle existierte, konnte aufgrund der

Identifizierung von Proteinen, die Poly-Prolinbindungsdomänen wie SH3 (engl.:src homology

3)- oder WW-Domänen (s. unten) enthalten, davon ausgegangen werden, dass der Screen

plausible Interaktionspartner geliefert hatte, da sich im intrazellulären Anteil des CD95L eine

prolinreiche Domäne befindet. Die Kinase p59Fyn, deren Interaktion mit Peptiden des

intrazellulären Anteils des CD95 Liganden in vitro, aber nicht in vivo, gezeigt worden war

(Hane et al., 1997), wurde nicht gefunden. Ein Teil der Sequenz eines der identifizierten

Proteine (FBP 11) ist zusätzlich als „human fas-ligand associated factor 1“ (FLAF1) in der

NCBI-Datenbank zu finden (#U70667; Hachiya, 1996). Eine Publikation zur Assoziation

von FLAF1 mit dem humanen CD95L gibt es jedoch nicht. Interessanterweise wurden in der

Arbeitsgruppe von PD Ottmar Janssen (Immunologisches Institut, Kiel), in der auch nach

CD95L-interagierenden Molekülen gesucht wird, Proteine gefunden, die homolog zu den
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von uns identifizierten sind. Das „Formin binding protein FBP17“ und „PACSIN2“ gehören

der gleichen Proteinfamilie an wie PSTPIP.

In dieser Arbeitsgruppe wurden bekannte SH3- und WW-Domänen-enthaltende Proteine auf

ihre in vitro-Bindung an die prolinreiche Domäne (PRD) im intrazellulären Anteil des CD95L

hin untersucht. SH3-Domänen sind ungefähr 60 Aminosäuren lang und finden sich in einer

Vielzahl von Signalmolekülen und zytoskelettalen Proteinen (Bar-Sagi et al., 1993). Man

unterscheidet zwei Typen von SH3-Erkennungsmotiven, die jeweils die Kernsequenz PxxP

besitzen (s.Abb.4.1): Die Sequenz „RxxPxxP“ wurde als Typ I-, die Sequenz „PxxPxR“ als

Typ II-Erkennungsmotiv definiert, wobei „x“ für beliebige Aminosäuren steht und „R“

(Arginin) auch durch „K“ (Lysin) ersetzt werden kann. WW-Domänen sind nur 38

Aminosäuren lang und werden vor allem in den so genannten Forminen und Formin-

bindenden Proteinen gefunden. Der Name „WW-Domäne“ wurde gewählt, weil für die

Stabilisierung der Domäne zwei konservierte Tyrosinreste (W) wichtig sind (Sudol et al.,

1996; Bedford et al., 1997). Die Kernsequenz der Interaktionsdomänen lautet PPxY oder

PPLP (Abb.4.1).

Abb. 4.1: Die Interaktion von SH3- bzw. WW-Domänen mit prolinreichen Regionen
Es existieren zwei verschiedene Typen von SH3-Domänen-Erkennungsmotiven: Typ I (RxxPxxP) und
Typ II (PxxPxR), wobei die Aminosäure Arginin (R) auch durch eine andere positiv geladene
Aminosäure ersetzt werden kann. Beide Sequenzen findet man in der intrazellulären Domäne des
hCD95L. Das Erkennungsmotiv von WW-Domänen lautet PPxY bzw. PPLP. Die Peptidsequenz PPLP
findet sich mehrfach im intrazellulären Bereich des hCD95L. (Abb. mod. nach Wenzel et al., 2001)
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In der Arbeitsgruppe von PD O.Janssen wurde z.B. eine Interaktion der SH3-Domänen von

Grb-2, PI3-Kinase, Nck-1, Phox-47  bzw. der WW-Domänen von FE65 und FBP11 mit dem

prolinreichen intrazellulären Anteil des CD95L gezeigt (Wenzel et al., 2001). Einige dieser

Interaktionspartner erscheinen im Hinblick auf T-Zellfunktionen sehr viel versprechend, z.B.

Grb-2, welches an der TZR-vermittelten Signaltransduktion beteiligt ist. Nck-1assoziiert mit

der aktiven Isoform der Casein Kinase I (CKI-g2), und es wäre möglich, dass dadurch CKI in

die Nähe seines potentiellen Substrates CD95L gebracht wird. In einem anderen Ansatz

identifizierte dieselbe Gruppe als weitere CD95L Interaktionspartner mit Hilfe von GST-

Pulldowns aus T-Zelllysaten und zweidimensionaler Gelelektrophorese PACSIN2 und FBP17

(Ghadimi et al., 2002). Beide Proteine besitzen eine ähnliche Domänenstruktur wie PSTPIP,

d.h. eine Fes/CIP-homologe Domäne im N-Terminus und eine C-terminale SH3-Domäne.

Es zeigte sich, dass alle in der Tabelle 3.1 aufgelisteten Proteine in Hefen spezifisch mit der

intrazellulären Domäne des murinen CD95L interagierten, da in Kontrollexperimenten, in

denen die isolierten pACT-Plasmide in FADD-Gal-4-DBD-Fusionsprotein-exprimierende Hefen,

transfiziert wurden, kein Hefewachstum beobachtet wurde. Dieser zusätzliche Test ist wichtig

um auszuschließen, dass die gefundenen Proteine selber, d.h. ohne weitere Interaktion in

der Hefe, in der Lage sind, die Aktivierung von Reportergenen zu induzieren. Für

verschiedene im Hefe-2-Hybrid Screen identifizierte Proteine konnte anschließend die

Interaktion mit CD95L in weiteren in vitro und in vivo Experimenten verifiziert werden.

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass im Hefe-2-Hybrid Screen Proteine identifiziert

werden konnten, die auch unter in vivo Bedingungen in Säugerzellen in der Lage sind, den

CD95L zu binden. Ein mögliches Problem des Hefe-2-Hybrid Screens mit dem intrazellulären

CD95L-Anteil stellte die Tatsache dar, dass der CD95 Ligand in Säugerzellen als trimeres

Transmembranprotein vorliegt, im Hefe-2-Hybrid Screen jedoch als monomeres Protein im

Hefe-Zellkern. Die Trimerisierung ist abhängig von einer Domäne, die sich im extrazellulären

Bereich von CD95L und daher nicht in dem verwendeten Köder-Protein befindet (s. Abb.1.8,

AS 137-183) (Orlinick et al., 1997). Es ist demnach möglich, dass mit dem von uns

verwendeten experimentellen Ansatz die potentiellen Bindungspartner ausgelassen werden,

die präferentiell an den trimerisierten Liganden binden, der eine andere Konformation als

das Ligandenmonomer einnehmen könnte. Allerdings wurden auch einige der Proteine, die

in vivo ausschließlich an den trimerisierten CD95 Rezeptor binden, in einem Hefe-2-Hybrid
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Screen mit dem Rezeptormonomer als Köderprotein identifiziert (z.B. FADD/Mort1; Boldin

et al., 1995; Zhang et al., 1996).

Da aus Zeit- und Kapazitätsgründen nicht alle gefundenen Proteine weiter untersucht werden

konnten, wurden einige der potentiellen Interaktionspartner aufgrund ihrer publizierten

Funktionen und Eigenschaften für weitergehende Experimente ausgewählt. Das Protein LIMP

II z.B. wurde wegen seiner lysosomalen Lokalisation gewählt (Tabuchi et al., 1997), da

CD95L in zytotoxischen T-Lymphozyten und natürlichen Killerzellen in sekretorischen

Lysosomen gelagert und nach TZR-Stimulation in diesen Lysosomen an die Zelloberfläche

transportiert wird (Bossi und Griffiths, 1999). Lef-1 wurde untersucht, da zumindest in B-

Zellen dieser Transkriptionsfaktor mit Proliferation und Apoptose in Zusammenhang steht.

Lef-1-negative B-Zellen weisen einen Proliferationsdefekt sowie eine erhöhte

Apoptosesensitivität auf, die von einer verstärkten CD95-Expression abhängig zu sein

scheinen (Reya et al., 2000). Das  FBP11-Protein war schon vorher im Zusammenhang mit

CD95L veröffentlicht worden („fas ligand associated factor“ FLAF) und konnte daher

möglicherweise als Positivkontrolle dienen. Kürzlich wurde gezeigt, das FBP11 im Zellkern

mit WASp interagiert; ein Protein, das ebenfalls an PSTPIP bindet (siehe unten) (Mizutani et

al., 2004).

Die im Screen identifizierte cDNA des später als TARPP bezeichneten Proteins zeigte eine

hohe Homologie zu einer unbekannten humanen cDNA (#AL133109), weshalb die ersten

Untersuchungen mit letzterer durchgeführt wurden. Später wurde dann die Maussequenz als

TARPP in der NCBI-Datenbank veröffentlicht und diese verwendet. Die genaue Funktion von

TARPP ist immer noch nicht bekannt, die zeitlich begrenzte Expression des Proteins während

der Reifung von T-Zellen im Thymus lässt jedoch auf eine direkte oder indirekte Beteiligung

von TARPP an diesem Prozess schließen (Kisielow et al., 2001). Hierzu passt, dass auch

eine Beteiligung des CD95L an der T-Zellreifung, genauer an der positiven Selektion im

Thymus, beschrieben wurde (Boursalian und Fink, 2002).

Das „proline, serine, threonine phosphatase interacting“ Protein PSTPIP wurde zuerst 1997

als ein mit der Protein-Tyrosin-Phosphatase PTP-HSCF interagierendes Protein publiziert

(Spencer et al., 1997). Eine andere Gruppe identifizierte das humane Homolog bei der

Suche nach Proteinen, die an das T-Zell-spezifische Oberflächenmolekül CD2 binden. Das

humane Protein wird daher CD2BP1 ( „CD2 binding Protein 1“) genannt (Li et al., 1998). In
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der vorliegenden Arbeit wurde die humane Form jedoch als hPSTPIP bezeichnet. PSTPIP

wird ausschließlich in Zellen des haematopoietischen Gewebes, hauptsächlich in T-Zellen

und natürlichen Killerzellen (NK), exprimiert und ist homolog zu Cdc15, einem S.pombe

Protein, welches mit dem Zytoskelett assoziiert ist und nach dem eine Proteinfamilie, die so

genannten PCH („pombe cdc15 homolog“) Familie, benannt wurde (Abb.4.2). Diese

Familie ist strukturell durch eine ähnliche Domänenstruktur, genauer einer N-terminalen

Fes/CIP-homologen (FCH) Domäne, einer Coiled-Coil-Domäne, einer PEST-Sequenz und

einer C-terminalen SH3-Domäne, charakterisiert. Außerdem sind die meisten

Familienmitglieder an der Organisation des Aktin-Zytoskeletts, der Zytokinese oder dem

vesikulären Transport beteiligt (Lippincott und Li, 2000). Für das Familienmitglied FAP52

konnte gezeigt werden, dass es oligomerisieren kann (Nikki et al., 2002) und vermutlich als

Homotrimer vorliegt. Das Vorhandensein dieser für die Oligomerisierung wichtigen N-

terminalen, alpha-helikalen Domäne in den anderen Familienmitgliedern legt nahe, dass sie

alle als Homotrimere vorliegen können. Dies ist im Zusammenhang mit der CD95L-

Interaktion interessant, da auch dieses Protein als Homotrimer aktiv ist (Nagata, 1999).

Abb.4.2: Schematische Darstellung von elf Mitgliedern der PCH-Familie
Die verschiedenen Mitglieder der PCH-Familie und deren Domänen sind schematisch dargestellt. Man
unterscheidet eine FCH- (Fes/CIP-homologe) Domäne, eine Coiled-coil Protein-Interaktionsdomäne,
eine PEST-Sequenz und eine „Src-homology“ SH3-Domäne. Die Genbank-Referenznummern und die
Herkunft der jeweiligen Proteine sind in Klammern angegeben. (Abb. aus Lippincott und Li, 2000)
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PSTPIP bindet nicht nur an die Phosphatase PTP-HSCF sondern auch an andere Protein-

Tyrosin-Phosphatasen (PTPs) wie PTP-PEST (Yang et al., 1993). Diese Interaktion wird über

die N-terminale Coiled-coil Region des PSTPIP-Proteins und die prolinreiche Region im C-

Terminus der PTPs vermittelt (Dowbenko et al., 1998) und spielt physiologisch eine wichtige

Rolle. Beim so genannten PAPA-Syndrom („pyogenic sterile arthritis, pyoderma

gangrenosum and acne“), einer autoinflammatorischen Krankheit, wurden Mutationen im

hPSTPIP Gen gefunden, die die Bindung von hPSTPIP an PTP-PEST verhindern (Wise et al,

2002).

An die PSTPIP-SH3-Domäne binden verschiedene Proteine wie CD2 (Li et al., 1998; Bai et

al., 2001), WASp (Cote et al., 2002), c-Abl (Cong et al., 2000) und Pyrin (Shoham et al.,

2003). Die SH3-Domänen von humanem und murinem PSTPIP sind sehr homolog (zu 93%

identisch) und besitzen außerdem große Ähnlichkeiten zu SH3-Domänen von Spectrin,

Fodrin, Grb-2 und PI3-K. Das vor allem auf T-Zellen exprimierte TypI Transmembranprotein

CD2 vermittelt den ersten Kontakt einer T-Zelle mit einer antigenpräsentierenden Zelle

(engl.: antigen presenting cell, APC) durch Bindung der APC-ständigen Rezeptoren CD48

(murin) bzw. CD58 (human) (Selvaraj et al., 1987). Li und Kollegen konnten zeigen, dass

hPSTPIP, welches an den C-terminalen intrazellulären Anteil des CD2-Proteins bindet, einen

Einfluss auf die CD2-vermittelte T-Zell-Adhäsion hat, da diese Adhäsion durch ansteigende

Konzentrationen von hPSTPIP verringert wird (Li et al., 1998). Die durch Bindung seines

membranständigen Rezeptors bzw. agonistischer Antikörper induzierte Aktivierung und

Vernetzung („Crosslinking“) des CD2-Moleküls führt zur Translokation des hPSTPIP Proteins

vom Zytoplasma zur Zellmembran. In murinen T-Zellen wurde gezeigt, dass durch

verschiedene T-Zell-aktivierende Stimuli die Interaktion von CD2 und unphosphoryliertem

mPSTPIP verstärkt werden kann (Bai et al., 2001). Zusätzlich zu seiner Funktion als

Adhäsionsmolekül übermittelt das membranständige CD2-Molekül über seinen

zytoplasmatischen Anteil Signale ins Zellinnere der CD2-exprimierenden Zelle. Die durch

suboptimale Konzentrationen von anti-CD3-Antikörpern induzierte T-Zell-Proliferation wird

durch die gleichzeitige Stimulation des CD2-Proteins durch agonistische Antikörper vermehrt.

Die molekularen Grundlagen dieser CD2-vermittelten Co-Stimulation sind jedoch noch nicht

völlig aufgeklärt. Dieselbe Beobachtung wurde auch für CD95L gemacht, da die Stimulation

dieses Moleküls durch agonistische Antikörper die durch anti-CD3-Antikörper induzierte

Proliferation zytotoxischer T-Zellen vermehrt (Suzuki et al., 1998). Im intrazellulären Bereich
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des CD2-Proteins befinden sich mindestens 4 prolinreiche Regionen, an die  verschiedene

SH3-Domänen-haltige Proteine binden können, wie z.B. die Kinasen p59Fyn und p56Lck

(Carmo et al., 1993) oder CD2AP (Dustin et al., 1998). Wie im ersten Abschnitt dieses

Kapitels erwähnt, wurde p59Fyn von Hahne und Kollegen nach in vitro-Studien als

Interaktionspartner von CD95L diskutiert (Hane et al., 1997).

In Zellen, in denen die mit PSTPIP interagierenden Phosphatasen nicht exprimiert werden,

liegt PSTPIP in der phosphorylierten Form vor. Diese Phosphorylierung an Tyrosin 334

konnte auch experimentell z.B. durch die Expression der Kinasen v-Src oder c-Abl induziert

werden. PSTPIP bindet c-Abl und reguliert seinerseits die c-Abl Dephosphorylierung und die

damit einhergehende Inhibition der Kinase-Aktivität durch die Rekrutierung von PTP-PEST

(Cong et al., 2000).

Ein anderes PSTPIP-bindendes Protein ist das “Wiskott Aldrich Syndrom Protein“ WASp. Die

Funktionen dieses Proteins stehen wiederum in engem Zusammenhang mit der T-Zell-

Aktivierung; so ist WASp essentiell für Aktin-Polymerisierung und die Neustrukturierung des

Aktin-Zytoskeletts im Bereich der immunologischen Synapse (Kontaktestelle zwischen T-Zelle

und APC) sowie für die NFAT-vermittelte Transkription aktivierungsinduzierter Gene nach T-

Zell-Rezeptor (TZR)-Aktivierung (Badour et al., 2003). Im Bereich der immunologischen

Synapse findet man eine Anhäufung von Lipid Rafts, an deren „Clustering“ WASp auch

beteiligt zu sein scheint (Dupre et al., 2002). Die PSTPIP/WASp-Interaktion ist abhängig von

der Signalübertragung durch den TZR und es wurde beobachtet, dass diese Interaktion in

vitro durch die Phosphorylierung eines Tyrosinrestes in der PSTPIP-SH3-Domäne (Y367)

reguliert wird (Wu et al., 1998), obwohl diese Phosphorylierung, wie später gezeigt wurde,

in vivo keine Rolle für die Funktionen von PSTPIP zu spielen scheint (Côté et al., 2002).

Zusätzlich bildet WASp, wie auch c-Abl, einen ternären Komplex mit PSTPIP und PTP-PEST,

was zur Dephosphorylierung von WASp führt (Cote et al., 2002)(Abb. 4.4). Die durch die

Kinase p59Fyn induzierte Phosphorylierung von WASp an Tyrosin 219 ist essentiell für die

Effektorfunktionen von WASp, wie der Bildung der immunologischen Synapse und der

Induktion der NFAT-vermittelten Transkription nach TZR-Aktivierung. Die Überexpression von

PTP-PEST und die damit einhergehende Dephosphorylierung von WASp verhindern die

Formation der immunologischen Synapse (Badour et al., 2004). Interessant ist in diesem

Zusammenhang, dass die CD95L-Expression durch NFAT induziert werden kann

(Rengarajan et al., 2000).
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4.2 Verifikation der Interaktionen im in vitro GST-Pulldown

Die in Hefen gefundenen Interaktionen wurden zuerst in vitro mit Hilfe des GST-Pulldowns

verifiziert. Dazu wurde der intrazelluläre Anteil des CD95 Liganden an die GST-Domäne

fusioniert, bakteriell exprimiert und an Glutathionagarosebeads gebunden. Die potentiellen

Interaktionspartner wurden in vitro sowohl transkribiert als auch translatiert und

anschließend auf ihre Bindung an CD95L-GST hin untersucht. Z.T. wurde auch CD95L in

vitro translatiert und die Interaktion mit GST-Fusionsproteinen wie FBP11-GST oder PSTPIP-

GST überprüft. Für vier von sechs untersuchten Molekülen –PSTPIP, FBP11, TARPP und Lef-1-

wurde in GST-Pulldown-Studien eine Bindung an CD95L nachgewiesen (Abb.3.12- 3.14).

Der Grund dafür, dass zwei Proteine („TLK“ und „LIMP II“) trotz beobachteter Interaktion in

Hefen im GST-Pulldown Experiment nicht mit CD95L interagierten (Abb.3.16), könnte z.B.

daran liegen, dass für die Bindung an CD95L eine Modifikation eines der Proteine nötig ist,

die möglicherweise bei bakterieller Expression bzw. bei der in vitro Translation nicht

stattfindet. Eine andere Möglichkeit ist, dass eine indirekte, über ein unbekanntes, in Hefen

vorliegendes Adaptorprotein vermittelte Interaktion von LIMP II bzw. TLK1 mit CD95L

besteht. Vladimir Kirkin aus unserer Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass die Co-Expression

des lysosomalen Proteins LIMP II und CD95L einen Einfluss auf die Expression und die

Prozessierung des Liganden hat. LIMP II ist für die Ausbildung von Endosomen essentiell

(Kuronita et al., 2002). Eine direkte Interaktion in vivo wurde zwar nicht beobachtet,

allerdings konnte im GST-Pulldown-Experiment in vitro translatiertes LIMP II mit dem

vollständigen CD95L-GST-Fusionsprotein präzipitiert werden.

Bei GST-Pulldown-Untersuchungen mit einer PSTPIP-Mutante, bei der die SH3-Domäne

deletiert wurde, zeigten sich keine Interaktionen mit CD95L in vitro (Abb. 3.15). Der

Versuch, die PSTPIP-SH3-Domäne alleine zu exprimieren, schlug fehl; eventuell ist das

Protein zu instabil oder es wurde aufgrund seiner geringen Größe nicht detektiert. Es wäre

daher sinnvoll, die SH3-Domäne als GST-Fusionsprotein zu exprimieren und auf eine

Bindung an den in vitro translatierten CD95L hin zu untersuchen. Die Bindung von PSTPIP

und CD95L kann aber aufgrund der oben erwähnten Experimente auf den Bereich der

PSTPIP-SH3-Domäne beschränkt werden. Die Interaktion von PSTPIP und CD95L wurde auch

mit CD95L-Deletionskonstrukten untersucht. Nach Beseitigung der prolinreichen Region im

Bereich der Aminosäuren (AS) 40-80 des CD95 Liganden zeigt sich eine reduzierte, jedoch
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immer noch nachweisbare Bindung (Abb. 3.14). Dies könnte daran liegen, dass sich auch im

Bereich der AS 1-39 eine SH3-Konsensussequenz –PxxP-- befindet (Abb.4.3). Es fehlt zwar

das Arginin in unmittelbarer Nähe (s.Abb.4.1; SH-3 Erkennungsmotive), aber für andere

Proteine wurde bereits gezeigt, dass –PxxP-- als SH3-Erkennungsmotiv ausreichen kann

(Mayer und Eck, 1995). Auch die Interaktion von hPSTPIP und CD2 konnte zwar auf einen

bestimmten Bereich des CD2-Proteins eingeschränkt werden, aber auch hier zeigte sich mit

dem vollständigen Protein eine stärkere Bindung (Li et al., 1998). Zur genaueren

Untersuchung müssten neue CD95L-Deletionsmutanten kloniert werden, in denen einzelne

prolinreiche Bereiche (wie z.B. AS 22-26 oder AS 37-43) fehlen.

Abb.4.3: Aminosäuresequenz der intrazellulären Domäne des humanen (oben) bzw. des murinen
(unten) CD95 Liganden
Der intrazelluläre Anteil des CD95L besteht aus 80 (Mensch) bzw. 78 (Maus) Aminosäuren, von
denen 32 bzw. 25 Proline sind. Bereiche, in denen sich SH-3 Konsensussequenzen (-PxxP-) bzw. WW
Konsensussequenzen (-PPLP-) befinden, wurden farbig markiert.

4.3 Verifikation der Interaktionen in vivo

Auch die Ergebnisse der in vivo Experimente bestätigten die CD95L-Interaktion mit PSTPIP. In

Co-Immunpräzipitations-Studien sowohl mit überexprimierten (Abb. 3.17; 3.18) als auch mit

endogenen (Abb. 3.21; 3.22) Proteinen zeigte sich eine spezifische Bindung beider

Proteine. Die Immunpräzipitation endogener Proteine wurde mit Lysaten von aktivierten T-

Zellen durchgeführt. Zusätzlich co-lokalisieren beide Proteine in 293T Zellen, was mit Hilfe

des Konfokalen Laserscanning Mikroskopes gezeigt werden konnte (Abb. 3.23). Diese Co-

Lokalisation mit PSTPIP konnte auch mit der CD95L-Mutante beobachtet werden, die die

prolinreiche Region enthielt, nicht jedoch, wenn diese Region deletiert worden war (Abb.

3.24). Bei diesen Bindungsstudien zeigte sich, dass aufgrund der hohen Homologien von
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murinen und humanen Proteinen die Spezieszugehörigkeit von CD95L bzw. PSTPIP keinen

Einfluss auf eine Interaktion hat.

Es wurde auch untersucht, ob die Stimulation des CD95 Liganden mit agonistischen

Antikörpern die Rekrutierung von PSTPIP zum Liganden beeinflusst. Diese Überlegung liegt

nahe, da z.B. die Bindung von hPSTPIP an CD2 unter physiologischen Bedingungen

abhängig von der Stimulation des CD2-Moleküls durch agonistische Antikörper bzw. der

Bindung des CD2-Rezeptors CD58 ist. Allerdings wurde bei Stimulation des humanen

Liganden mit dem anti-hCD95L-Antikörper Nok-1 für 0, 8 bzw. 15 Minuten keine vermehrte

Rekrutierung des überexprimierten PSTPIP-Proteins beobachtet (Abb. 3.19). Bei der

Präzipitation des endogenen mPSTPIP-Proteins mit mCD95L zeigte sich ein Einfluss bei

Zugabe des anti-mCD95L-Antikörpers, da dadurch die Bindung von mPSTPIP an mCD95L

zuerst induziert wurde und nach 60 Minuten keine Interaktion mehr detektiert werden

konnte (Abb. 3.21A). Letzteres könnte jedoch auch an der Instabilität des Antikörpers oder

an der Internalisierung des Antikörper/mCD95L-Komplexes mit anschließender Degradation

liegen. Dies konnte leider nicht genauer überprüft werden, da zur Zeit dieser Arbeit kein

spezifischer anti-mCD95LAntikörper zur Detektion des Maus-Proteins im Western Blot

existierte. In einem parallelen Experiment, bei dem der anti-mCD95L-Antikörper an der

Zellkulturschale immobilisiert worden war, zeigten sich keine zeitabhängigen Unterschiede

(Abb. 3.21B).

Bei der Verwendung von Konstrukten, in denen entweder die Aminosäuren 1-40 oder 40-80

des hCD95L Proteins deletiert worden waren, zeigte sich eine reduzierte Bindung von

PSTPIP an die Deletionsmutante von CD95L, bei der ein Großteil der prolinreichen Region

(AS 40-80) fehlt. Auch die Präzipitation von CD95L mit einem PSTPIP-Protein ohne SH3-

Domäne war im Vergleich zum vollständigen PSTPIP-Protein sehr stark verringert (Abb.

3.18A). Diese Ergebnisse lassen daher im Einklang mit den in vitro GST-Pulldown-

Experimenten darauf schließen, dass die Interaktion von CD95L und PSTPIP über die

prolinreiche Region des CD95 Liganden und die SH3-Domäne des PSTPIP-Proteins vermittelt

wird (Abb. 3.15). Für die Interaktionen von hPSTPIP mit CD2 bzw. Pyrin, die auch über die

PSTPIP-SH3-Domäne vermittelt werden, wurde beschrieben, dass die SH3-Domäne zwar

essentiell, aber nicht alleine für die Bindung verantwortlich ist (Li et al., 1998; Shoham et al.,

2003).
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Die bereits publizierte Interaktion von PSTPIP und der Phosphatase PTP-PEST (Dowbenko et

al., 1998) konnte in unseren Experimenten bestätigt werden. Dies zeigte sich sowohl in GST-

Pulldown-Studien (Abb. 3.35), als auch in Co-Immunpräzipitations-Experimenten (Abb.

3.36). Die Deletion der PSTPIP-SH3 Domäne hatte wie erwartet keinen Einfluss auf die

Rekrutierung von PTP-PEST, sehr wohl jedoch auf die Bindung von PSTPIP an den CD95

Liganden (Abb. 3.36C, Spur 6).

4.4 Überlegungen zur Rolle der Interaktion von CD95L und
PSTPIP

Das Protein PSTPIP wurde aufgrund seiner spezifischen Bindung an den intrazellulären

CD95L-Anteil im Hefe-2-Hybrid Screen aber auch wegen seiner interessanten publizierten

Eigenschaften für die weitere Untersuchung ausgewählt. Die Expression dieses Proteins ist

z.B. genau auf die Gewebe und Zellen beschränkt, in denen auch CD95L vorkommt, und

seine bekannten Funktionen stehen, wie auch die des CD95L, in Zusammenhang mit der T-

Zellaktivierung, dem vesikulären Transport bzw. dem Zytoskelett.

Andere PSTPIP-bindende Proteine, wie WASp oder c-Abl, können mit PSTPIP und der

Phosphatase PTP-PEST einen ternären Komplex bilden. In diesem Komplex dephosphoryliert

PTP-PEST nicht nur das direkt interagierende Protein PSTPIP, sondern auch das indirekt

gebundene Protein (s. Abb 4.4). Auch wenn bisher keine Phosphorylierung des CD95

Liganden nachgewiesen wurde, könnte die Funktion des Adaptorproteins PSTPIP darin

liegen, den CD95L in die Nähe der Phosphatase PTP-PEST zu bringen um damit seine

Dephosphorylierung zu ermöglichen. Beim Vergleich der Aminosäuresequenzen des CD95L

verschiedener Wirbeltiere findet man mehrere konservierte Tyrosinreste, die möglicherweise

phosphoryliert werden könnten. Einer dieser Tyrosinreste liegt im intrazellulären Anteil des

CD95L-Proteins (Y-7) und könnte in der reversen Signaltransduktion eine Rolle spielen. In

dieser Arbeit konnte zwar gezeigt werden, dass CD95L mit einem anti-Phosphotyrosin-

bindenden Antikörper immunpräzipitiert werden kann (Daten nicht gezeigt), dies ist aber

kein eindeutiger Beweis für dessen Phosphorylierung, da die Präzipitation auch indirekt,

über phosphorylierte CD95L-Interaktionspartner, geschehen könnte.
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Abb.4.4: Modell eines ternären Komplexes aus PSTPIP/ PTP-PEST und c-Abl, WASp bzw. CD95L
Die Phosphatase PTP-PEST interagiert mit PSTPIP über die PTP-PEST-CTH- (C-terminal 24-amino acid
homology domain) und die PSTPIP-Coiled-coil-Domäne. Die Bindung von PSTPIP an WASp, c-Abl oder
auch CD95L wird über die PSTPIP-SH3- und die prolinreiche Domäne (PRD) des Interaktionspartners
vermittelt. PTP-PEST dephosphoryliert in diesem Komplex PSTPIP und WASp/c-Abl. Ob dies auch für
CD95L gilt, ist unbekannt.

Es wäre demnach möglich, dass CD95L von einer Kinase, wie z.B. p59Fyn, phosphoryliert

wird und durch die indirekte Interaktion mit der Phosphatase PTP-PEST über das

Adaptorprotein PSTPIP dephosphoryliert wird. Die Stimulation des Liganden mit dem CD95

Rezeptor oder mit agonistischen Antikörpern könnte entweder zur Phosphorylierung oder

aber zur Dephosphorylierung eines konstitutiv phosphorylierten CD95L führen. Die

Dephosphorylierung durch Stimulation wurde z.B. im Falle von membrangebundenem TNFa

(mTNF) beobachtet, wobei es sich aber um eine Serin-Phosphorylierung handelt (Watts et

al., 1999).

Wie bereits angedeutet, konnte bisher auch in anderen Arbeitsgruppen weder eine Tyrosin-

noch eine Serin-/Threonin-Phosphorylierung des CD95L nachgewiesen werden. Neben den

konservierten Tyrosinresten besitzt CD95L eine Casein Kinase 1 (CK1)

Phosphorylierungsstelle im intrazellulären Bereich. Diese Serin-/Threonin-Kinase

phosphoryliert das zweite Serin des Peptids mit der Konsensussequenz –S(P)xx*S-, wobei

das erste Serin in phosphorylierter Form vorliegen muss (Kennelly und Krebs, 1991). Im

Falle von TNFa konnte gezeigt werden, dass die rekombinante CK1 in der Lage ist, dieses

Molekül zu phosphorylieren. Durch Stimulation von mTNF durch den löslichen, dimeren TNF-

Rezeptor (sTNFR) wird mTNF im intrazellulären Bereich dephosphoryliert und dadurch eine

Signalkaskade induziert, die zum Anstieg an intrazellulärem Kalzium führt (Watts et al.,

1999).
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Grundsätzlich gibt es mehrere Funktionen, für die eine PSTPIP/CD95L-Interaktion wichtig

sein könnte. Dies ist in der folgenden Abbildung gezeigt:

Abb.4.5: Modell zu möglichen Funktionen der CD95L/PSTPIP/PTP-PEST-Interaktion
Die Interaktion von PSTPIP und CD95L könnte verschiedene  Funktionen  haben, wie die Verknüpfung
von CD95L mit dem Aktin-Zytoskelett, was für den Transport zu sekretorischen Lysosomen oder zur
Zelloberfläche wichtig sein könnte, oder die Transduktion eines Signals (Co-Stimulus) ins Zellinnere,
wobei Phosphorylierung bzw. Dephosphorylierung eine Rolle spielen könnten. Eine andere
Möglichkeit ist, dass durch die Interaktion von PSTPIP/CD95L im Zellinneren die
apoptoseauslösenden Eigenschaften des Liganden verändert werden.

Eine Interaktion des Adaptorproteins PSTPIP mit CD95L könnte einen Einfluss auf den

Transport des Liganden zu Lysosomen bzw. zur Zelloberfläche, auf eine reverse

Signaltransduktion oder auf die Kapazität des Liganden zur Apoptoseinduktion haben.

Dabei könnte die Assoziation von PSTPIP mit dem Zytoskelett oder auch die

Dephosphorylierung von CD95L durch die Phosphatase PTP-PEST eine Rolle spielen.
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Ein erster Hinweis auf die Funktion einer PSTPIP/CD95L-Interaktion wurde in Studien zur

Oberflächenexpression des CD95L erhalten. Dabei zeigte sich, dass die gleichzeitige

Expression von PSTPIP zu einer geringeren CD95L-Oberflächenexpression (Abb. 3.30) und

daraus resultierend zu einer verringerten Kapazität zur Apoptoseinduktion führte (Abb.

3.32). Diese Daten müssten jedoch noch genauer verifiziert werden, da sich in

verschiedenen Experimenten unterschiedliche Ergebnisse zeigten. Möglicherweise variierte

die Expression von PSTPIP sehr stark, was nicht in jedem Experiment untersucht wurde. Die

Verwendung von EGFP-PSTPIP Fusionskonstrukten mit anschließender Messung im FACS, bei

der ausschließlich GFP-positive Zellen auf die CD95L-Oberflächenexpression untersucht

werden, könnte genauere Ergebnisse liefern.

Zur Phosphorylierung des CD95L und zu den oben beschriebenen möglichen Funktionen der

PSTPIP/CD95L-Interaktion müssten weitergehende Versuche durchgeführt  werden. Dies

könnte zum einen mit rekombinanten Proteinen, aber auch durch Co-

Immunpräzipitationsexperimente und der Verwendung von anti-Phosphotyrosin-Antikörpern

im Western Blot überprüft werden. Da in unserem Labor mittlerweile ein anti-mCD95L-

Antikörper existiert, der mCD95L spezifisch im Western Blot detektiert, und funktionelle in

vivo Daten zur reversen Signalübertragung des CD95L bisher nur in Mäusen existieren,

sollten die Experimente in murinen T-Zellen durchgeführt werden.

Interessant ist in diesem Zusammenhang auch ein Modell, das für die reverse

Signalübertragung von ephrinB existiert. ephrinB und seine EphB Rezeptoren sind an der

Zellmigration und Angiogenese beteiligt. Es wurde gezeigt, dass durch die Aktivierung von

ephrinB zwei hintereinander geschaltete und voneinander abhängige Signalwege induziert

werden (Palmer et al., 2002). Das „Crosslinking“ des ephrinB Liganden durch EphB

Rezeptoren führt zur dessen Verlagerung in Lipid Rafts, wo es in die Nähe der Raft-

ständigen Src-Kinasen gebracht wird. Diese phosphorylieren Tyrosine im intrazellulären

ephrinB-Anteil und leiten einen von dieser Phosphorylierung abhängigen Signalweg ein,

welcher für die Angiogenese primärer Endothelzellen wichtig ist. Zeitversetzt wird die

Phosphatase PTP-BL rekrutiert, die Src inaktiviert, EphrinB dephosphoryliert und eine zweite

Signalkaskade induziert. Prinzipiell ist ein ähnliches Modell auch für die CD95L

Signalübertragung denkbar.
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4.5 Studien zur Rolle des CD95L als signalübertragender
Rezeptor

Das Phänomen der reversen Signalübertragung wurde nicht nur für CD95L, sondern auch

für andere Mitglieder der TNF-Liganden-Familie beschrieben. In den intrazellulären

Bereichen von 6 der 15 membranständigen Mitglieder findet sich eine Casein Kinase 1

(CK1)  Konsensus-Phosphorylierungsstelle, und zwar bei CD40L, CD27L, CD30L, 4-1BBL,

CD95L und mTNFa. Die Tatsache, dass man in all diesen Molekülen eine reverse

Signalübertragung beobachtete, führte zu der Hypothese, dass die durch CK1 induzierte

Phosphorylierung essentiell für das „reverse signalling“ ist. Experimentelle Daten dazu gibt

es bisher jedoch nur für die membrangebundene Form von TNFa (Watts et al., 1999).

Evidenzen für eine reverse Signalübertragung gibt es für OX40L/CD134 (Stuber et al.,

1995), CD40L/CD40 (Cayabyab et al., 1994), CD27L/CD27 (Lens et al., 1999),

CD30L/CD30 (Wiley et al., 1996), 4 -1BB-L/CD137 (Langstein et al., 1998),

TRANCE/RANK (Chen et al., 2001), LIGHT/LIGHT-R (Scheu et al., 2002) sowie mTNFa

/TNF-R (Harashima et al., 2001) und TRAIL/TRAIL-R (Chou et al., 2001). Die Aktivierung

verschiedener Liganden durch Antikörper-Crosslinking führt im Fall von CD30L in frisch

aufgereinigten Neutrophilen zu einer vermehrten IL-8 Produktion (Wiley et al., 1996), im

Fall von mTNF in Macrophagen zur Herunterregulierung der Expression von löslichem TNF

und IL-6 (Eissner et al., 2000) und in aktivierten CD4+-T-Zellen zur Induktion der Expression

von E-Selectin (Harashima et al., 2001). Für LIGHT bzw. TRAIL wurde beschrieben, dass die

Stimulation dieser Liganden ein co-stimulatorisches Signal in CD4+-T-Zellen (Wan et al.,

2002; Shi et al., 2002) bzw. Gesamt-T-Zellen (Chou et al., 2001) auslöst, und dass diese

Co-Stimulation abhängig von der p38-MAPK Signalübertragung ist. Auch im Falle von TRAIL

ist nicht bekannt, welche Moleküle an den sehr kurzen intrazellulären Anteil dieses Proteins

binden und zur Weiterleitung des Signals führen.

Da bisher nur wenig über die duale Rolle von CD95L als Ligand sowie als

signalübertragender Rezeptor bekannt ist, wurde zunächst versucht, die bisher publizierten

Daten zu reproduzieren, um ein entsprechendes System für weitergehende Experimente

nutzen zu können. Die co-stimulatorische Aktivität des Liganden in murinen T-Zellen konnte in

verschiedenen Proliferationsexperimenten bestätigt werden. Das Prinzip der von mir

durchgeführten Versuche basiert auf dem Einbau von markiertem Thymidin oder
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Thymidinanalogen während der DNA-Synthese. Frisch isolierte und über Depletionssäulen

aufgereinigte Maus-T-Zellen wurden in Zellkulturschalen wachsen gelassen, die zuvor mit

Antikörpern beschichtet worden waren („Coating“). Die Stimulation der T-Zellen mit einem

immobilisierten anti-CD3-Antikörper ahmt die in vivo durch MHC und Antigen vermittelte

Aktivierung des T-Zellrezeptors nach. Wie unter physiologischen Bedingungen wird zur

optimalen Aktivierung ein zweites Signal durch Co-Stimulation anderer Rezeptoren benötigt.

Der am besten charakterisierte co-stimulatorische Rezeptor ist CD28, welcher normalerweise

durch die Bindung seiner auf antigenpräsentierenden Zellen exprimierten Liganden

(CD80/CD86) aktiviert wird (Lenschow et al., 1996). Auch die reverse Signalübertragung

über den CD95 Ligand wurde als co-stimulatorisches Signal beschrieben, was in diesem

Experiment überprüft werden sollte (Suzuki et al., 1998). Die Zellkulturschalen wurden mit

anti-CD3 Antikörpern alleine oder mit anti-CD3 Antikörpern plus Fas-Fc bzw. anti-CD28

Antikörpern beschichtet. Als Fas-Fc wird ein Fusionsprotein aus dem extrazellulären Anteil

von CD95 (Fas) und dem konstanten Teil (Fc) des humanen IgG1 bezeichnet. Dieses chimäre

Molekül kann CD95L binden und aktivieren. Auch in meinen Experimenten zeigte sich ein

proliferationsfördernder, also co-stimulatorischer Effekt von Fas-Fc. Zur Kontrolle wurden die

T-Zellen mit anti-CD3- und anti-CD28- Antikörpern maximal stimuliert, was wie erwartet zu

einer höheren Proliferation führte als nach Stimulation mit anti-CD3 und Fas-Fc (Abb.

3.27A). Zusätzlich wurden aus der Gesamtpopulation aller Milz-T-Zellen CD4- bzw. CD8-

einzelpositive T-Zellen isoliert und auf ihr Aktivierungsverhalten nach CD95L-Stimulation hin

untersucht, da die Co-Stimulation in diesen beiden Zelltypen kontrovers diskutiert wurde. Die

Reinheit der durch Negativselektion aufgereinigten einzelpositiven T-Zellen betrug 70-80%

(Abb. 3.25). Auch hier zeigte sich ein durch Fas-Fc induzierter Anstieg in der Proliferation.

Die durch anti-CD3-Antikörper plus Fas-Fc induzierte Proliferation im Vergleich zur nur mit

anti-CD3-Antikörpern induzierten Proliferation war um den Faktor 1,8 in CD4+ Zellen und um

den Faktor 6 in CD8+ T-Zellen erhöht (Abb. 3.27B). Dies entspricht ungefähr dem von Suzuki

und Kollegen publizierten Anstieg in der Proliferation anti-CD3 plus Fas-Fc stimulierter Zellen

um den Faktor 1,9 (CD4+-T-Zellen) und 3,5 (CD8+-T-Zellen) im Vergleich zu anti-CD3

stimulierten Zellen. Anzumerken ist, dass die von mir gemessenen „counts per minute; cpms“

im Thymidinassay insgesamt sehr viel niedriger waren als erwartet, was vermutlich an einer

suboptimalen T-Zellkultivierung lag. Ein Nachteil dieses Versuchsansatzes liegt darin, dass

das Ergebnis dieses Experiments keine Unterscheidung zwischen lebenden, nicht
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proliferierenden und toten Zellen erlaubt, d.h. dass die Messung eines niedrigen cpm-Wertes

bedeuten kann, dass die Zellen nicht proliferieren (Zellzyklusarrest) oder dass sie tot sind.

Aus diesem Grund wurde in anderen Experimenten die Proliferation über die Detektion von

eingebautem Bromodesoxyuridin gemessen. Die Detektion des BrdUs erfolgte im FACS über

den Nachweis eines Fluoreszenzfarbstoff-konjugierten anti-BrdU Antikörpers, mit dem die

permeabilisierten Zellen zuvor inkubiert wurden. Der Vorteil einer FACS-Messung besteht in

der Möglichkeit, im Vorwärts-/Seitwärts-„Scatter“ tote Zellen elektronisch von der

Quantifizierung ausschließen zu können. Zusätzlich zur Detektion des BrdUs können auch

andere Proteine mit Antikörpern, die mit einem unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoff

markiert wurden, detektiert werden, und so kann die Proliferation spezieller Zelltypen im

FACS untersucht werden, wie z.B. von CD4- oder CD8-positiven T-Zellen. Auch in diesen

Experimenten zeigte sich ein co-stimulatorischer Effekt von Fas-Fc auf die anti-CD3 induzierte

Proliferation von Gesamt- und einzelpositiven T-Zellen (Abb. 3.28). Bei CD4+-T-Zellen wurde

ein dreifacher, bei CD8+-T-Zellen ein 25-facher Anstieg in der Proliferation anti-CD3-

stimulierter zu anti-CD3/Fas-Fc-stimulierter T-Zellen beobachtet. Dies war zu erwarten, da

das co-stimulatorische Potential des CD95L in CD8+-T-Zellen stärker ausgeprägt ist und zuerst

auch in diesen beobachtet wurde. Zusätzlich zu den von Suzuki und Kollegen gemachten

Beobachtungen einer reversen Signalübertragung über den CD95L in CD8+ zytotoxischen T-

Lymphozyten (Suzuki et al., 1998) untersuchte auch eine andere Arbeitsgruppe dieses

Phänomen. Desbarats und Kollegen bestätigten das Vorhandensein einer reversen

Signalübertragung über CD95L, diese führte in ihren Experimenten jedoch zum

Zellzyklusarrest von CD4+-T-Zellen durch eine verringerte T-Zellaktivierung und damit

einhergehender eingeschränkter IL-2 Produktion (Desbarats et al., 1998). In

weiterführenden  Studien beobachteten Suzuki und Kollegen jedoch eine grundsätzlich

durch CD95L vermittelte positive Co-Stimulation in T-Zellen, die in CD4+-T-Zellen aber durch

die Induktion von Apoptose maskiert ist, da CD4+-T-Zellen sehr viel sensitiver gegenüber

CD95 induzierter Apoptose sind als CD8+-T-Zellen (Suzuki und Fink, 2000)(s.Abb. 4.6). In

der folgenden Tabelle, die aus der Publikation von Suzuki und Fink entnommen wurde,

werden die verschiedenen Ergebnisse bezüglich CD95L Co-Stimulation und Apoptose in

murinen CD4+- und CD8+-T-Lymphozyten verglichen.
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Abb. 4.6: Vergleich von CD95L Expression, CD95-induzierter Apoptose und Co-Stimulation in
murinen CD4+- und CD8+-T-Zellen.
Der Hauptweg der durch CD95L vermittelten Signaltransduktion in CD8+-T-Zellen ist die zur
Aktivierung der Zelle führende Co-Stimulation, wohingegen in CD4+-T-Zellen CD95L über Bindung
seines Rezeptors (CD95) hauptsächlich Apoptose induziert. Die Dicke der Pfeile korreliert mit der
Stärke des beobachteten Effektes. In nativen, d.h. frisch isolierten CD8+-T-Zellen, sowie in CD8-
Zelllinien wird die Expression des CD95L nach Antigen- (Ag)Stimulation hochreguliert und fällt nach
drei Tagen wieder ab. Co-Stimulation wird in CD8+-T-Zellen, die nahezu resistent gegenüber CD95-
induzierter Apoptose sind, bis zum Tag 2 nach Ag-Stimulation beobachtet. In CD4+-T-Zellen wird die
Expression des CD95 Liganden innerhalb von einem Tag nach Ag-Stimulation hochreguliert, erreicht
den Höhepunkt an Tag 3 und bleibt von da an bis zur nächsten Ag-Stimulation konstant. Co-
Stimulation nativer Zellen beobachtet man in vivo in den ersten zwei Tagen nur nach Blockade der
CD95-induzierten Apoptose. In CD4-Zelllinien hingegen wurde keine Co-Stimulation beobachtet.
Nach Suzuki und Fink, 2000

Zusammengefasst kann man also sagen, dass das CD95L/CD95-System in CD4+-T-Zellen

hauptsächliche negative Signale über die Induktion von Apoptose vermittelt, in CD8+-T-Zellen

hingegen positive Signale durch Co-Stimulation.

Eine weitere Möglichkeit aktivierte Zellen von nicht aktivierten Zellen zu unterscheiden, ist

die Expression von CD25 (IL-2 Rezeptor) sowie die Synthese von IL-2 in aktivierten Zellen. In

murinen T-Zellen wurde nach Fas-Fc Co-Stimulation eine erhöhte CD25-
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Oberflächenexpression beobachtet (Abb. 3.29). Des Weiteren zeigte die Auswertung von

Microarrays, in denen die mRNA mit verschiedenen Stimuli behandelten T-Zellen analysiert

wurde, in anti-CD3/Fas-Fc eine erhöhte IL-2 mRNA-Konzentration im Vergleich zu anti-CD-3

stimulierten Zellen (Daten nicht gezeigt). Einen Hinweis darauf, dass auch in Jurkat Zellen

das Crosslinking von CD3 und CD95L zur IL-2 Produktion führt, findet sich bei Boursalian

und Fink (2003).

Wie in dieser Arbeit außerdem gezeigt werden konnte, wird in 293T Zellen nach Stimulation

des überexprimierten humanen CD95 Liganden durch einen anti-hCD95L Antikörper ein

Signal weiter geleitet, das u.a. zur Phosphorylierung von p42/p44-MAPK (ERK-1/2) führt.

Diese Phosphorylierung, sowie erhöhte Phospholipase A2 (cPLA2)-Aktivität, wurde von Ulisse

und Kollegen auch nach Stimulation des murinen Liganden mit einem anti-mCD95L-

Antikörper (H11) in der Maus-Sertoli Zelllinie TM4 beobachtet (Ulisse et al., 2000). Die

Aktivierung der p42/p44-MAPK war in ihren Experimenten essentiell für die

apoptoseauslösende Funktion des CD95L, da in Co-Kultivierungsexperimenten gezeigt

wurde, dass die Behandlung der CD95L-exprimierenden TM4-Zellen mit einem MAPK-

Inhibitor die Apoptoseinduktion dieser Zellen verhinderte. Dies ist in diesen Zellen darauf

zurückzuführen, dass die CD95L Stimulation durch agonistische Antikörper eine reverse

Signaltransduktion induziert, an der p42/p44-MAPK und cPLA2 beteiligt sind und die dazu

führt, dass vermehrt löslicher CD95L (sCD95L) gebildet wird. Die p42/p44-MAPK

Phosphorylierung in 293T Zellen ist transient und erreicht nach wenigen Minuten ihren

Höhepunkt. Dass der Abfall der Phosphorylierung in einem Experiment nach einer Minute

und in einem anderen Experiment nach 5 Minuten stattfand (Abb. 3.33.A-C), ist vermutlich

auf experimentelle Unterschiede zurückzuführen, wichtig ist jedoch, dass sich bei allen

Versuchen grundsätzlich das gleiche Ergebnis, nämlich eine transiente MAPK-

Phosphorylierung nach Antikörperstimulation, zeigte. Nach Stimulation untransfizierter 293T

Zellen mit dem anti-CD95L-Antikörper Nok-1 bzw. der Stimulation stabil CD95L

exprimierender 293-005 Zellen mit einem Kontrollantikörper des gleichen Isotyps fand keine

p42/p44-MAPK Phosphorylierung statt. In den zuerst durchgeführten Experimenten wurde

festgestellt, dass auch Protein A, welches zur Kreuzvernetzung („Crosslinking“) des anti-

hCD95L Antikörpers Nok-1 verwendet wurde, zur p42/p44-MAPK Phosphorylierung führt

(Abb. 3.34). Daher wurden die weiteren Experimente mit dem Nok-1 Antikörper alleine
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ohne Protein A durchgeführt. Der Versuch, die MAPK-Phosphorylierung in TM4-Zellen mit

dem anti-mCD95L-Antikörper H11 zu induzieren, schlug fehl, der Grund dafür ist nicht

bekannt.

Die Verknüpfung der reversen CD95L-Signalübertragung mit der Aktivierung von MAP-

Kinasen ist interessant, da die Aktivierung letzterer für die Zellproliferation essentiell ist. In

zukünftigen Untersuchungen sollten auch andere Signalwege, wie z.B. die Aktivierung

anderer MAPK oder von NF-kB, genauer untersucht werden.

Der Nachweis der reversen Signalübertragung über CD95L wird durch viele Faktoren

erschwert. Zum einen wurde dieses Phänomen in vivo nur in primären Maus-T-Zellen

beschrieben. In diesen ist allerdings der Nachweis des Liganden sehr schwierig, da es zur

Zeit dieser Arbeit keine geeigneten anti-mCD95L-Antikörper zur Detektion im Western Blot

gab. Der von uns verwendete anti-mCD95L-Antikörper Mfl-3-biotin detektiert mCD95L im

FACS, jedoch nicht im Western Blot. Das war auch der Grund, warum in dieser Arbeit

hauptsächlich im humanen System gearbeitet wurde. Zusätzlich gibt es bisher keine

effiziente Möglichkeit, primäre Maus T-Zellen zu transfizieren, um Proteine

überzuexprimieren oder die Proteinexpression z.B. durch siRNA (s.u.) herunter zu

regulieren. Auch die Nukleofektion (amaxa®), mit der gute Erfolge in primären humanen T-

Lymphozyten erzielt wurden, ist in murinen T-Lymphozyten noch nicht erfolgreich

angewendet worden. Alternativ wurde über die retrovirale Transduktion nachgedacht, es

bestand jedoch ein Problem darin, dass die Zellen vor der Transduktion hätten aktiviert

werden müssen, und genau diese primäre Aktivierung und die Möglichkeit ihrer Auslösung

durch CD95L sollte untersucht werden.

Eine Möglichkeit, die Expression bestimmter Proteine herunter zu regulieren, ist die

Verwendung so genannter „small interfering“ RNAs (siRNAs). Diese kurzen RNA-Moleküle

binden spezifisch an die mRNA des Zielproteins und führen dazu, dass eine spezifische

RNA-Degradation und daher keine Proteinsynthese stattfindet. Es wurden bereits

verschiedene siRNAs für PSTPIP synthetisiert und mit einer dieser siRNAs schien es möglich,

überexprimiertes mPSTPIP herunter zu regulieren. Dieses Ergebnis war jedoch nicht

reproduzierbar, weshalb andere siRNAs synthetisiert wurden, die jedoch aus zeitlichen

Gründen noch nicht eingesetzt worden sind.
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Das co-stimulatorische Potential von CD95L wurde auch in humanen T-Zellen untersucht.

Dazu wurde ein Thymidinassay durchgeführt, bei dem die gemessene Strahlung des

eingebauten [3H]-Thymidins jedoch so niedrig war, dass die Ergebnisse nicht verwendet

werden können, obwohl sie die Tendenz zeigten, dass auch Fas-Fc -genau wie anti-CD28-

Antikörper- zusammen mit anti-CD3-Antikörper (OKT) zur T-Zellaktivierung führt (Daten nicht

gezeigt). Die in diesem Experiment verwendeten humanen T-Zellen (erhalten von K. Junker,

AG Grez, GSH, Frankfurt) waren durch positive Selektion über den CD3-Komplex

aufgereinigt worden, wobei sie bereits einen primären Stimulus erhielten. Diese primäre

Stimulation könnte jedoch für Proliferationsmessungen ein Problem darstellen, da T-Zellen

bei sekundärer Stimulation über einen als AICD („activation induced cell death“)

bezeichneten Zelltod absterben.

4.6 Die duale Rolle des CD95L im Immunsystem

Sowohl die Reifung von T-Zellen im Thymus als auch die T-Zellantwort in der Peripherie

werden durch apoptotische Selektionsprozesse bzw. durch Aktivierung reguliert. Dabei

spielt das CD95/CD95L-System eine wichtige Rolle. Der AICD peripherer T-Zellen wird

hauptsächlich über CD95/CD95L-Interaktionen gesteuert, was die Analyse von lpr- bzw.

gld-Mäusen zeigte, da in diesen Mäuse die Akkumulation von aktivierten T-Zellen in

Lymphknoten und Milz beobachtet wird (Hahne et al., 1995). Unreife Thymozyten weisen

eine hohe Expression von CD95L und CD95 auf; diese Moleküle haben jedoch keinen

Einfluss auf die während der Selektion im Thymus induzierte Apoptose (Sidman et al., 1992;

Singer et al., 1994). Hingegen findet sich eine Beteiligung des CD95L an der positiven

Selektion über eine reverse Signalübertragung (Boursalian und Fink, 2003). Dies wurde in

TZR-transgenen Mäusen mit gld-Genotyp beobachtet, wobei allerdings verschiedene TZR-

transgene Mausstämme unterschiedlich empfindlich gegenüber CD95L transduzierten

Signalen waren.

Das CD95L/CD95-System ist also durch die Transduktion von positiven und negativen

Signalen für die genaue Regulation („fine tuning“) der T-Zell-vermittelten Immunantwort mit

verantwortlich. Dabei versteht man unter negativen Signalen die Induktion von Apoptose in

CD95-positiven Zellen, während ein positives Signal die durch CD95L (Suzuki und Fink,



IV. Diskussion                                                                                                                  

147

2000) und CD95 (Alderson et al., 1993; Chung et al., 2000) induzierte Co-Stimulation

darstellt. So induzieren z.B. CD8+-CTLs, die nach antigenem Stimulus CD95L auf der

Zelloberfläche präsentieren, Apoptose in CD95-positiven Targetzellen und erhalten

gleichzeitig ein co-stimulatorisches Signal über eine reverse Signaltransduktion des CD95L.

CD8+-T-Zellen selber sind relativ resistent gegenüber CD95-vermittelter Apoptose, und auch

der AICD wird in CD8+-T-Zellen nicht über CD95L/CD95 sondern über TNFa/TNF-RI

vermittelt (Ehl et al., 1996; Zheng et al., 1995). Genauere Untersuchungen werden

Aufschluss darüber geben, ob die reverse Signaltransduktion in CD8+-T-Zellen an der

„Entscheidung“ beteiligt ist, welche Zellen zu Effektor- und welche zu Gedächtniszellen

differenzieren.

In CD4+-Zellen hingegen wirkt CD95L vermutlich als negativer Regulator durch Induktion von

Apoptose in anderen CD4+-T-Zellen. Interessanterweise sind Th1-Zellen sensitiver gegenüber

CD95L-vermittelter Apoptose als Th2-Zellen (Zhang et al., 1997), und zusätzlich exprimieren

sie im Gegensatz zu Th2-Zellen eine hohe Menge an CD95L (Zhang et al., 2003). Es wäre

daher interessant, die reverse Signalübertragung in Th1- versus Th2-Zellen zu untersuchen.

Bei der Interpretation der publizierten Daten zur Expression von CD95L in Mäusen ist zu

berücksichtigen, dass die meisten Ergebnisse mittels RT-PCR erhalten wurden. Zumindest in

CD8+-T-Zellen korreliert die Oberflächenexpression des CD95L nicht mit dem Anstieg der

mRNA, da der Ligand in diesen Zellen in sekretorischen, intrazellulären Lysosomen gelagert

wird (Blott et al., 2001).

CD95L-knockout-Mäuse zeigen einen Phänotyp, welcher dem von gld-Mäusen ähnelt, sich

aber früher manifestiert, eine deutlich verstärkte Ausprägung zeigt und nach 4 Monaten

zum Tod von mehr als der Hälfte der Tiere führt (Karray et al., 2004). Die Autoren

spekulieren, dass in gld-Mäusen die Bindung von CD95L an CD95 nur schwach ist, aber

dennoch stattfindet. In einer älteren Publikation wurde jedoch gezeigt, dass Fas-Fc nicht in

der Lage ist, aktivierte gld-T-Zellen zu markieren (Ramsdell et al., 1994). Eine alternative

Überlegung ist daher, dass die reverse Signalübertragung des CD95L eine wichtige Rolle

spielt und sich ein stärkerer Phänotyp zeigt, weil in den knock-out-Mäusen die gesamte

CD95L-Sequenz, also auch die intrazelluläre Domäne, deletiert wurde. Die physiologische

Relevanz des CD95L Proteins zeigt sich auch darin, dass, abgesehen von einem einzigen

SLE-Fall (Wu et al., 1996), bisher keine Krankheit dokumentiert ist, die auf Mutationen im
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CD95L-Gen beruht. Dies legt nahe, dass die Expression von CD95L so wichtig ist, dass

inaktivierende Mutationen zu einem letalen Phänotyp führen. Allerdings besteht auch die

Möglichkeit, dass im Menschen ein zweiter Ligand existiert, der die Funktionen von CD95L

z.T. übernehmen kann.

Fasst man die Daten, die in unserer und in anderen Arbeitsgruppen erhalten wurden,

zusammen, zeigt sich, dass eine große Anzahl von Proteinen in der Lage ist, mit dem

intrazellulären Anteil des CD95L zu interagieren. Es existieren noch keine Daten, die zeigen,

dass diese Interaktionen eine essentielle Rolle für die bekannten CD95L-Funktionen spielen.

Vermutlich wird erst die Analyse von CD95L-knock-out/knock-in Mäusen, die zurzeit in

unserer Arbeitsgruppe etabliert werden, Aufschluss über die in vivo relevanten Funktionen

des intrazellulären Bereiches geben. In diesen Mäusen wird das endogene CD95L-Gen

durch eine Deletionsmutante ersetzt, die den extrazellulären (apoptoseauslösenden) Bereich

enthält, jedoch keine intrazelluläre Domäne mehr aufweist und daher nicht zur reversen

Signalübertragung in der Lage ist.

4.7 Die Lokalisierung von CD95L in Lipid Rafts

Die Aktivität membranständiger Proteine wird nicht nur auf transkriptioneller Ebene reguliert,

sondern hängt z.B. auch von der Lokalisation dieser Proteine ab. Dabei zeigt sich immer

wieder der Einfluss spezieller Mikrodomänen der Zellmembran, in denen sich bestimmte

Proteine konzentrieren. Als „Lipid Rafts“ werden Cholesterol- und Glycolipid-reiche

Mikrodomänen bezeichnet, die sich aufgrund ihrer Unlöslichkeit in bestimmten Detergentien

bei 37°C aufreinigen lassen. Die Signalübertragung einiger Rezeptoren, wie z.B. des T-

Zellrezeptors oder CD95, ist abhängig von der Rekrutierung dieser Moleküle zu Lipid Rafts

(Moran et al., 1998; Grassme et al., 2001; Hueber et al., 2002). Dies liegt zum einen

daran, dass in diesen Domänen viele Rezeptormoleküle konzentriert werden, zum anderen

aber auch daran, dass sie in räumliche Nähe zu anderen regulatorischen Proteinen

gebracht werden.

Für den CD95 Rezeptor wurde z.B. gezeigt, dass er zu einem bestimmten Anteil konstitutiv

in Lipid Rafts lokalisiert ist und dass Adaptorproteine wie FADD und Caspase-8 nur zu den
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Raft-ständigen Rezeptormolekülen rekrutiert werden und folglich nur diese Raft-ständigen

CD95-Moleküle ein Apoptosesignal ins Zellinnere transduzieren können (Hueber et al.,

2002).

In einer Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Anne-Odile Hueber (Inserm, Nizza,

Frankreich) konnte gezeigt werden, dass sowohl der CD95 Ligand als auch PSTPIP

konstitutiv in Rafts vorliegen. Dazu wurden stabil CD95L exprimierende 293-005 Zellen mit

Detergentien (Brij-98) behandelt und die Proteine im Sucrose-Gradienten aufgetrennt, wobei

sich Raft-assoziierte Proteine in den ersten Fraktionen befinden (Abb. 3.37). Die Behandlung

von Zellen mit Cholesterol-depletierenden Substanzen, wie Methyl-b-Cyclodextrin (MbCD)

oder Cholesteroloxidase, führt zur Zerstörung der Lipid Rafts. Mit Hilfe von Co-

Kultivierungsexperimenten wurde untersucht, ob die Zerstörung der Rafts einen negativen

Einfluss auf die Kapazität des CD95L, den CD95 Rezeptor zu binden und Apoptose zu

induzieren, zeigt (Abb. 3.38). Die Ergebnisse legen nahe, dass CD95L, der sich nach der

Behandlung der 293 Zellen mit Cholesterol-depletierenden Substanzen nicht mehr in Rafts

befindet, keine Apoptose mehr in Targetzellen auslösen kann.
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Zusammenfassung

Der CD95 Ligand (CD95L, FasL) ist ein Mitglied der Tumor-Nekrose-Faktor(TNF)-

Superfamilie und ist in der Lage, Apoptose oder -unter bestimmten Bedingungen-

Proliferation in CD95 Rezeptor-positiven Zellen auszulösen. Zusätzlich überträgt der CD95

Ligand aber auch als Rezeptor Signale in die ligandentragende Zelle, ein Phänomen, das

auch bei anderen TNF-Familienmitgliedern beobachtet und als „reverse signalling“

bezeichnet wird. Diese reverse Signalübertragung bewirkt in T-Zellen ein co-

stimulatorisches Signal, welches zur vollständigen Aktivierung nach Antigen-Erkennung

durch den T-Zellrezeptor (TZR) benötigt wird und über bisher unbekannte Adaptorproteine

stattfindet, die vermutlich an den intrazellulären Anteil des CD95L binden. Die

zytoplasmatische CD95L-Domäne ist auf Primärsequenzebene stark konserviert und besitzt

eine prolinreiche Proteininteraktionsdomäne sowie eine Casein Kinase I

Phosphorylierungsstelle, welche sich auch im intrazellulären Bereich des

membrangebundenen TNFa findet und bei diesem Protein für die reverse

Signalübertragung essentiell ist. Eine weitere Funktion des CD95L ist der Transport des

Liganden zu einem speziellen Typ von Lysosomen in NK- und zytotoxischen T-Zellen.

Hierfür ist die prolinreiche Region in der CD95L-intrazellulären Domäne wichtig.  In diesen

sekretorischen Lysosomen wird der CD95L gespeichert, bis er nach einem TZR-vermittelten

Signal an die Zelloberfläche transportiert wird und dort mit dem CD95 Rezeptor der Ziel-

Zellen interagieren kann.

In der vorliegenden Arbeit wurde zur Aufklärung der oben beschriebenen Funktionen des

CD95 Liganden ein Hefe-2-Hybrid Screen mit der intrazellulären CD95L-Domäne als Köder

durchgeführt. Mit dieser Methode war es möglich, mehrere potentielle Interaktionspartner

zu identifizieren. Eines dieser Proteine, FBP11, wurde schon zuvor als „human fas ligand

associated factor“ in der Datenbank veröffentlicht. Der HMG-Box-Transkriptionsfaktor Lef-

1, das Formin-bindende Protein FBP11, das thymozytenspezifische Protein TARPP und das

Adaptorprotein PSTPIP („proline serine threonin phosphatase interacting protein“)/

CD2BP1 („CD2 binding protein“) interagierten in vitro in einem GST-Pulldown-Experiment

mit der intrazellulären Domäne des CD95 Liganden. Mit Hilfe von Co-

Immunpräzipitationsstudien und Co-Lokalisierungsexperimenten konnte die Interaktion von

überexprimiertem CD95L und PSTPIP auch in vivo bestätigt werden. Des Weiteren wurde
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in dieser Arbeit gezeigt, dass diese Interaktion über eine nicht näher eingegrenzte

Aminosäuresequenz in der prolinreichen Region des CD95L mit der SH3-Domäne des

PSTPIP-Proteins realisiert wird. Die Phosphatase PTP-PEST bindet an einen Bereich der

PSTPIP-Coiled-coil-Domäne, und es besteht die Möglichkeit, dass CD95L, PSTPIP und PTP-

PEST in der Zelle als ternärer Komplex vorliegen, in welchem der Phosphorylierungsstatus

von PSTPIP und CD95L durch PTP-PEST reguliert wird.

Wie die gleichzeitige Expression von PSTPIP die Oberflächenexpression von CD95L

beeinflusst, war ein weiterer Untersuchungsgegenstand dieser Arbeit. Es konnte festgestellt

werden, dass bei Überexpression von PSTPIP weniger CD95L auf der Oberfläche

nachgewiesen wird. Interessanterweise wurde auch weniger Apoptose durch den CD95L

ausgelöst, sobald PSTPIP überexprimiert wurde.

Neben den Untersuchungen zur Interaktion von CD95L und PSTPIP (sowie PTP-PEST)

wurden auch funktionelle Studien zur reversen Signalübertragung des CD95L

durchgeführt. Sowohl in CD4- als auch in CD8-einzelpositiven frisch isolierten Maus-T-

Zellen wurde ein co-stimulatorisches Signal nach suboptimaler TZR-Stimulation über CD95L

beobachtet, was sich in verstärkter Proliferation und erhöhter Expression von

Aktivierungsmarkern wie CD25 äußerte. Außerdem führt die Stimulation des CD95

Liganden zu einer transienten p42/p44-MAPK-Phosphorylierung, die durch Co-Expression

von PSTPIP jedoch nicht beeinflusst wird. Die MAPK-Signalkaskade führt zur

Zellproliferation und könnte daher eine wichtige Rolle in der CD95L-vermittelten Co-

Stimulation spielen.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte auch zum ersten Mal gezeigt werden, dass die

Lokalisation des CD95L in Lipid Rafts (Mikrodomänen der Zellmembran) wichtig für dessen

apoptoseauslösendes Potential ist, da die Behandlung CD95L-positiver Zellen mit

Substanzen, die Cholesterol entfernen und so Rafts zerstören, zur Inhibition der

Apoptoseinduktion führt. Die Lokalisation sowohl des CD95 Rezeptors als auch des CD95

Liganden in unterschiedlichen Kompartimenten der Zellmembran könnte beide Moleküle

voneinander abschirmen und so autokrine Apoptosemechanismen verhindern. Dadurch

wird eine weitere Möglichkeit der Regulation der durch CD95L induzierten Apoptose

realisiert.
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Summary

The type II transmembrane protein CD95 ligand (CD95L, FasL) is involved as a death

factor in the regulation of activation induced cell death and establishment of immune

privilege by inducing apoptosis in CD95 expressing cells. In addition, CD95L may serve as

a costimulatory molecule for T-cells. This phenomenon is also documented for other

members of the TNF-ligand-family and is called reverse signalling. The intracellular domain

of CD95L is highly conserved between different species and contains different signalling

motifs like a proline-rich region and a casein kinase I phosphorylation site, that is also

present in other members of the TNF-ligand-family that transmit reverse signals. In the

context of the reverse signalling capacity of TNF this site is necessary for the reverse

signalling capacity. Another observation that has been linked to the proline rich region in

the intracellular domain of CD95L is the transport and storage of the ligand in secretory

lysosomes of CTLs and NK-cells. After a TCR transduced signal CD95L is transported to the

cell surface at the area of contact between T-cell and APC (immunological synapse).

To get more insight into the various functions of CD95L a yeast-two-hybrid screen with the

intracellular domain of CD95L was performed. With this method I was able to identify 15

different proteins that bound the cytoplasmic tail of CD95L at least in yeast. One of these

proteins (FBP11) has already been published as “human fas ligand associated factor”.

Some of these proteins like the HMG-transcriptionfactor Lef-1, the thymocyte specific

protein TARPP, the forming-binding Protein FBP11 and the PTP-interacting protein PSTPIP

bound to CD95L in vitro, as shown in GST-pulldown experiments. The interaction of CD95L

with PSTPIP, which is an adaptor protein that contains an SH3-proline-binding domain and

that is known to bind to different proteins like CD2, c-Abl, WASp or Protein-Tyrosin-

Phosphatases, was studied further. During this thesis I could show that PSTPIP binds to the

proline-rich region of CD95L via its SH3-domain. This was shown in GST-pulldowns, co-

immunopreciptiation experiments and co-localization studies. As PSTPIP binds to the PTP-

PEST phosphatase via its coiled-coil domain it may serve as a bridging protein that brings

PTP-PEST near CD95L to dephosphorylate it.

Activation of freshly isolated and purified mouse T-lymphocytes with anti-CD3-antibodies

leads to proliferation and expression of activation markers if co-stimulatory molecules like

CD28 are co-activated. As published before CD95L can also act as a co-stimulatory
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molecule. This could be shown in proliferation assays of CD4- and CD8- singlepositive T-

cells.

Furthermore I could show that the stimulation of the CD95L-molecule with a specific

antibody led to the phosphorylation of p42/p44-MAPK in 293-005 cells that stably

express CD95L. As the MAPK-cascade is involved in the regulation of proliferation this

may be the reason why the reverse signalling of CD95L leads to increased proliferation in

T-cells after CD95L-co-stimulation. This phosphorylation was transient and was not

influenced by the expression of PSTPIP. Furthermore it was found that CD95L, like its

receptor CD95, constitutively localizes to specialized membrane microdomains called lipid

rafts and that its apoptosis inducing function was impaired in cells where the lipid rafts

were disturbed. This may serve as a further step to regulate the killing capacity of CD95L.
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