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Einleitung

1 Einlaeitung

1.1 TNF Rezeptorfamilie

Zytokinrezeptoren lasen sich aufgrund struktureller Homologien in ihren extrazeluléren, zyto-
kin/ligandindenden Doménen in vier Familien — die Interleukinrezeptorfamilie, de Interferonre-
zeptoren, de TNF Rezeptorfamilie und de Immunglobuinsuperfamilie — urtergliedern (Miygima
etd., 1992.

Die Mitglieder der Tumor-Nekrose-Faktor (TNF) Rezeptorfamilie sind glykosylierte Typ-I Trans-
membranproteine, die in ihren extrazelluldren Tellen de bis sdis Cystein-reiche Doménen von
ungefahr 40 Aminosduren enthalten. Charakteristisch fur diese Doméanen sind del Disulfidbriicken,
welche durch sedhs konservierte Cysteinreste gebil det werden undden Rezeptorketten eine langli-
che Form verleihen (Mdlet & Barclay, 1991 Smith et d., 1994 Armitage, 1994 Lotz et a., 1996
Lockdey et ., 200).

Die Mitglieder der TNF Rezeptorfamilie werden im wesentlichen von Zdlen des Immunsystems
exprimiert. Mitgli eder dieser Famili e finden sich jedoch auch aulferhab des Immunsystems. So z.B.
konrten de TNF Rezeptoren | und |l in urterschiedlichem Mal%e aif fast dlen Zdlarten mit Aul%
nahme von Erythrozyten nachgewiesen werden (Armitage, 1994 Gruss& Dower, 1995.

Die Liganden fur diese Rezeptoren hilden ebenfalls eine egene Familie, welche ds TNF Familie
bezeichnet wird. Fast dle Mitglieder dieser Familie werden ds glykosylierte Typ-Il Transmem-
branproteine synthetisiert. Lymphaoxin (LT)a ist der einzige bisher bekannte Vertreter, der ds
sekretorisches Protein gebil det wird. Weitere [6dliche Formen, wie die |6diche Form von TNF oder
des CD (cluster of differentiation) 95 Liganden (Fas Liganden), gehen duch proteol ytische Spal-
tung mittels Metalloproteinasen aus dem jewelli gen membransténdgen Protein hervor. Mit Aus-
nahme von LT3, welches Heterotrimere mit LTa ausbil det, kommen de Mitglieder der TNF Fami-
lie ds Homotrimere vor, die durch hydrophole Wedsawirkungen stabili siert werden. Die mono-
meren Bestandteil e dieser Komplexe bilden ein sog. jelly-roll-Sandwichmotiv aus B-Strangen aus
(Gruss& Dower, 1995 Lotz et d., 19%; Waladh et d., 1999 Lockdey et a., 200). Tab. 1.1 gibt
eine Ubersicht tiber die Mitgli eder der TNF Rezeptor- und Ligandfamilien.
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Rezeptor

Liganden

TNF Rezeptor | (TNFR1, CD120s, p55R)

TNF (Cadhectin), LTas, LTaoB:

TNF Rezeptor Il (TNFR2,CD120b, p7%

TNF (Cadhectin), LTas, LTazB;

LTPB Rezeptor (LTPR, CD18)

LTaf2, LIGHT (HVEM-L), LTy

HveA (HVEM, ATAR, TR2, LIGHTR)

LTas, LIGHT (HVEM-L)

CD27 (Tp55,5152) CD27L (CD70)

CD30(Ki-1) CD30L (CD153

CD40 (p50,Bp50) CD40L (TRAP, CD154,gp39
OX40(CD134) OX40L (gp34)

CD137(4-1BB, ILA)

CD13/7L, 4-1BBL

RANK (TRANCE-R)

RANKL (TRANCE, OPGL, ODF)

OPG (OCIF, TR1)

RANKL (TRANCE, OPGL, ODF), TRAIL
(Apo-2L,TL2)?

CD95 (Fas, APO-1, APT1)

CD95L (FasL, APT1LGY)

DR3 (TRAMP, WSL-1, LARD, WSL-LR,
DDR3, TR3, APO-3)

TWEAK (DR3L, APO3L) ?

DR4 (Apo2, TRAILR-1)

TRAIL (Apo-2L, TL2)

DR5 (KILLER, TRICK2A, TRAIL-R2,
TRICKB)

TRAIL (Apo-2L, TL2)

DR6 (TR7)

?

DcR1 (TRAILR3,LIT, TRID)

TRAIL (Apo-2L, TL2)

DcR2 (TRUNDD, TRAILR4)

TRAIL (Apo-2L, TL2)

DcR3 CD95L (FasL, APTILGL), LIGHT (HVEM-L)
p75NGFR NGF (nerve growth factor)

Troy (T4) ?

EDAR EDA-A1

XEDAR (EDA-AZR) EDA-A2

AITR (GITR) AITRL (TL6, hGITRL)

TACI (CAML interador) APRIL, BLYS (BAFF, THANK, TALL1)
BCMA (BCM) APRIL, BLYS (BAFF, THANK, TALL1)
RELT ?

?

VEGI (TLY)

Tab. 1.1: Mitglieder der TNF Rezeptorfamilie und ihre Liganden (vervollsténdigt nach Lockdey et a., 2001). Syn-

onyme sind in Klammern dargestellt.
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Aufgrund kistall ographischer Daten (Banner et d., 1993 wurde lange Zeit angenommen, dal3 eine
Signaltibertragung durch Mitgli eder der TNF Rezeptorfamilie durch de Ligand-vermittelte Trimeri-
serung der monameren Rezeptorketten ausgel st wird. Neuere Untersuchungen an TNF Rezeptor |
und Il sowie an CD95, CD40 undDR4 zeigen jedoch, dal3 dese Rezeptoren auch in Abwesenheit
eines Liganden bereits as oligomerer, moglicherweise trimerer, Komplex auf der Oberflache der
Zdle vorliegen. Vermittelt wird de Ausbildurng dieser Komplexe durch eine etrazdlulére,
N-terminde Doméne, die ds PLAD (pre-ligand assembly domain) bezeichnet wird undvon e
Ligand-Bindurgsdoméne verschieden ist. Diese Doméne ist rezeptorspezifisch undermégli cht so-
mit nur die Ausbildurg von hamotypischen, nicht jedoch von gemischten Komplexen. Die PLAD-
vermittelte Komplexbildung scheint Vorausstzung fir eine wirkungsvolle Bindurg des Liganden
zu sein. Die Audosung einer Signakaskade efolgt dann moglicherweise durch eine Ligand
vermittelte Konformationsénderung und eine damit verbundene engere Zusammenlagerung der
zytoplasmatischen Doménen der Rezeptorketten kzw. durch Multimerisierung von kereits bestehen-
den Rezeptorkomplexen (Papdif et d., 199; Chanet d., 2000 Siegel et d., 2000.

TNF Rezeptoren lassen sich anhand ihrer zytoplasmati schen Doménen in zwei Gruppen urtertellen.
Die a@ne Gruppe, zu der TNF Rezeptor 1, CD95, DR4 sowie DR5 undDR6 gehdren, enthdt inih-
rem zytoplasmatischen Tell eine sog. death domain (DD). Nadh Aktivierung dieser Rezeptoren
kommt es zur Ausbildurg homophler Wedsawirkungen zwischen den DDs der Rezeptoren und
den DDs von zytopl asmati schen Adaptorproteinen. So hindet der TNF Rezeptor | Uiber seine DD an
TRADD (TNF receptor-associated death domain) und CD95 tritt in Wedsawirkung mit FADD
(Fas-associated death domain). FADD wiederum bindet Uber seine N-terminale death effector do-
main (DED) an de DEDs von Caspase-8/FLICE bzw. Caspase-10/FLICE2, wodurch schliefdich de
gpopotische Kaskade proteolytischer Spaltungen in Gang gesetzt wird. Auch de Aktivierung des
TNF Rezeptors | kann Uler die Rekrutierung von FADD an TRADD Apopose (programmierten
Zdltod) audosen. Uber Wedhsdwirkung von TRADD mit TRAF (TNF receptor-associated fac-
tor) 2 undRIP (receptor-interacting protein) kannjedoch auch Genexpresson induziert werden.

Eine zweite Gruppe, der die meisten Mitglieder der TNF Rezeptorfamilie angehéren, besitzt keine
DDs. Die Aktivierung dieser Rezeptoren fuhrt zur Rekrutierung von TRAFs. Bidang sind sedhs
verschiedene TRAFs beschrieben, denen ua. eine C-terminae TRAF-Doméne gemein ist. Mo-
mentan am besten urtersucht ist TRAF 2, fir welches nicht nur Wedsalwirkungen mit einer Reihe
von TNF Rezeptoren ohre DD, wie z.B. TNF Rezeptor |1, CD27,CD30, CD40, Ox40 odr CD137,
sondern auch mit intrazelluléren Proteinen, wie z. B. mit anti-apoptotischen Faktoren, wie den
clAPs (inhibitor of apoptosis proteins)-1 urd —2, mit Mitgliedern der MAPK (mitogenaktivierten
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Proteinkinase) Familie oder mit Proteinen, de die Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-kB
(nuclear factor kappa B) steuern, nachgewiesen werden konrten (Uberblick bei Wajant & Scheu-
rich, 2003 Lockdey et d., 200).

Die Mitglieder der TNF Rezeptor- und Ligandfamilien vermitteln ein breites Spektrum an immun-
regulatorischen Funktionen. So heben einige Vertreter dieser Familien einen entscheidenden Einflul3
auf die Entwicklung und Struktur lymphdder Organe und de Ausbil dung des erworbenen Immun-
systems, wobel hier dem LTa, dem LT (LTayf3) bzw. dem LT Rezeptor (DeTogni et d., 1994
Futterer et d., 1998 Koni et d., 199; Endres et d., 1999 Fu & Chaplin, 1999 sowie TNF bzw.
dem TNF Rezeptor | (Pasparakiset d., 1996 Le Hir et d., 1996 undRANK (receptor activator of
NF-kB) bzw. dem RANK Ligand (Dougdl et d., 1999 Kong et d., 1999 Kim &t d., 2000 ene
besondere Bedeutung zukommt

Durch Untersuchungen an TNF- bzw. TNF Rezeptor-defizienten Mausen konrie gezeigt werden,
dal3 de Wedhsdwirkung zwischen TNF und den TNF Rezeptoren | und Il nach lokaler Freisetzung
des Zytokins eine wichtige Rolle bel der Abwehr bakteriller und vrder Infektionen spielt (Paspa
rakiset a., 1996 Rothe @ d., 19%B; Pfeffer et d., 1993 Ruby et d., 1997. Auch hetet das Fehlen
des TNF Rezeptors | Schutz in Schockmodellen, wie Experimente mit TNF Rezeptor I-defizienten
Mausen zeigten. (Pfeffer et al., 1993 Rothe @ a., 1993.

Eine Schiissrolle bel der T-Zdl abhéngigen B-Zdl antwort kommt CD40 zu. Dies konrte sowohl
an Patienten mit Hyper-IgM (Immunglobuin M)-Syndrom, die Mutationen im CD40 Liganden
aufweisen, as auch an Méusen mit inaktiviertem CD40 oder CD40 Ligand gezeigt werden (Nodlle
et d., 1992 Banchereau et d., 1994 Allen et d., 1993 Aruffo et d., 19%B; DiSanto et d., 19%;
Fuleihan et d., 1993 Korthéuer et d., 1993 Kawabe € d., 1994 Xu et d., 1994 van Koaten und
Banchereau, 1996.

Die Vernetzung von CD95 auf der Oberflache von Zelen fuhrt zur Indukion vonApoptose, was
diesen Rezeptor zu einem wichtigen Mediator der T-Zdl-vermittelten Zytotoxizitdt madit. Auch
spidt CD95 in Lymphazyten eine wichtige Rolle bel der Aufrechterhatung der peripheren Ho-
moaostase und Toleranz, wie man aus der Auswirkung von Mutationen in den Genen vonCD95 oder
CD95 Ligand ersehen kann. Solche Mutationen sind de Ursadhe fir den lymphoproliferativen (1pr)
Phanatyp in der Maus und ALPS (autoimmune lymphoproliferative syndrome) im Menschen
(Sndler et d., 1992 Watanabe-Fukurega € a., 1992 Dhein et d., 1995 Fisher et a., 195; Rieux-
Lauca et d., 1995 Lenardoet d., 1999
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Fur die TNF und NGF Rezeptoren, so wie fur CD27, CD30, CD95 undCD137 wurden |6diche
Formen nadhgewiesen (Kohnoet d., 1990 Zupan et a., 1989 Hintzen et d., 199; Pizzolo et 4.,
199Q Cheng et d., 1994 Cascino et d., 19%; Setareh et a., 1995 Michd et d., 199§. Diese wer-
den entweder, wie im Falle von TNF Rezeptor |, TNF Rezeptor 11, CD27,CD30, CD40 undCD95,
durch proteolytische Spaltung der Membranform Uber Metall oproteinasen (zusammengefadt in
Gruss & Dower, 1995 oder, wie im Fale von CD137 undCD95, duch dternatives splicing
(Goodwin et a., 1993 Cheng et a., 1994 Cascino et d., 1995 Setareh et d., 1995 Michd et d.,
1998 gebildet. Fur mehrere |6di che Rezeptoren wurde @ne aitagonistische Wirkung durch Neu-
traiserung der Ligandmolekile beschrieben (Bertini et a., 1993 Cascino e d., 199§. So komte
fur 16di ches CD95 eine dosisabhéngige Hemmung der durch membranstandges CD95 indwzierten
Apopose invitro gezeigt werden (Cascinoet a., 1995.

Fur mehrere Mitglieder der TNF Rezeptorfamilie, wie CD40 (Cayabyab et d., 1994 van Es®n et
a., 1995 Blair et d., 2000, CD30 (Wiley et d., 1996, CD27 (Lens et d., 1999, CD95 (Suzuki &
Fink, 1998 2000, Ox40 (Stiber et d., 1995 undCD137 (Langstein et a., 199§ gibt es Hinweise
auf eine bidirektionelle Signa Uibertragung. Demzufolge senden nicht nur die Rezeptoren, sondern
auch de eenfals membransténdigen Liganden ein Signd in de Zdle, auf der Se exprimiert wer-

den.

So konrte gezeigt werden, dal3 de reverse Signaltransduktion duch den CD40 Liganden bel ver-
schiedenen immundogischen Prozessen, wie Zytokinprodulion, Kostimulation vonT-Zdlen und

der Aushildurg von Keimzentren eine Rolle spidt (van Esen et d., 1995.

Die Vernetzung des OX40 Liganden auf aktivierten B-Lymphazyten aus Mausmilzen fuhrt zu einer
Steigerung der Proliferation und @ Immunglobuinsynthese dieser Zellen (Stliber et ., 1995.

In neutrophilen Granuozyten wird duch Vernetzung des CD30 Liganden Ulker einen monoKonaen
Antikorper oder ein CD30-Fc Fusionsprotein  de Synthese von Interleukin (IL)-8 angeregt. Auler-
dem Ubermittelt der CD30 Ligand ein kagtimulatorisches Signd an T-Lymphazyten (Wiley e al.,
1996.

Auch konrte gezeigt werden, dal3 de reverse Signa Uibertragung durch den CD27 Liganden (CD70)
in einer B-Zellsubpopuation Proliferation induziert. Dieser Effekt kann duch Vernetzung von
CD40 geteigert werden, wahrend er durch IL-4 gehemmtwird (Lenset d., 1999.

Zytotoxische T-Lymphazyten brauchen, um optimal proliferieren zu kdnren, ein kastimulatorisches
Signal durch den CD95 Liganden (Suzuki undFink, 198; 2000.
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Schliefdlich fuhrt die Vernetzung des RANK Liganden tber ein RANK -Fc Fusionsprotein zu einer
verstarkten Freisetzung von IFN (Interferon)-y aus aktivierten, richt jedoch aus ruhenden CD4" T-
Zdlen ausder Maus. Dabael kommtes zu einer Aktivierung der p38MAPK (Chenet d., 200).

1.2 CD137 (4-1BBJ/ILA)

Das humane Gen induced by lymphacyte activation (ILA) und dss homologe 4-1BB aus der Maus
wurden bel der Suche nach indwzierbaren Rezeptoren auf  aktivierten T-Lymphazyten entdedkt
(Kwon et d., 1987 Kwon & Weissnan, 1989, Schwarz et a., 1993 Alderson et d., 1999. 1996
wurden sie unter der Bezeichnung CD137 zusammengefaldt (Kishimoto et ., 1996).

In der Maus ist das Gen fur CD137 auf Chromosom 4 lokdisiert. Es umfald etwa 13 Ko und setzt
sich aus 10 Exonen und reun Intronen zusammen. Die esten beiden Exone koderen fur zwei 5'-
nicht-trandatierte Regionen (UTR), welche dwedsalnd transkribiert werden. Die letzten adt
Exone kodieren fir das CD137 Protein (Kwon & Weissman, 1989, Kwonet d., 1994). Das humane
Gen befindet sich auf Chromosom 1p36in der Nachbarschaft mehrerer Gene, die fir andere Mit-
glieder der TNF Rezeptorfamilie kodieren. Mutationen in desem Bereich stehen in Zusammenhang
mit mehreren malignen Erkrankungen (Schwarz et d., 1997%.

Sowoh das humane CD137 ds auch das homologe Protein aus der Maus i, wie die anderen Mit-
glieder der TNF Rezeptorfamilie, ein Typ-I Transmembranprotein. Das humane Protein besteht aus
255, dis Homologe aus der Maus aus 256 Aminaosauren, wobei die Aminosauresequenzen zu 60%
identisch sind (Vinay & Kwon, 1998. Das Molekulargewicht erredhnet sich fir humanes CD137 zu
28kDa, fur das Homologe aus der Maus zu 25kDa. Tatsadlich betragt es jedoch fir das humane
Protein 35kDa undfur das Homologe aus der Maus 30kDa. Diese Unterschiede sind wahrschein-
lich auf posttrandationale Glykosyli erung zuriickzufihren (Poll ok et a., 1993 Schwarz et d., 1993
Vinay & Kwon, 1998. So enthdlt humanes CD137 in seiner extrazelluldren Doméne zwei Stellen
fur N-Glykosylierung (Schwarz et d., 1993, das Homologe ais der Maus hingegen mehrere paten-
tidle Stellen fur O-Glykosylierung (Pollok et a., 1993. Aulerdem enthdit die Ligand
Bindurgsdoméne des humanen Proteins drei, die des Homologen aus der Maus vier der fur die Mit-
glieder der TNF Rezeptorfamili e typischen Cystein-reichen Sequenzen (Schwarz et a., 1993 Kwon
et d., 1994. In der zytoplasmatischen Doméne finden sich flnf Sequenzmotive, darunter eine po-
tentielle Ick-Bindurgsdoméne und zwel saure Aminosduresequenzen, de zwischen Mensch und
Maus konserviert sind. (Vinay & Kwon, 1998. Pollok et d. (1993 konnten zeigen, dal3 cas CD137
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Protein aus der Maus owohl as Monamer ds auch ds Dimer mit eéinem Molekulargewicht von
55kDa aif der Oberfladevon T-Zdlen valiegt.

In der Maus konrten zwel verschiedene mRNA-Isoformen fir CD137 mit 1,5 kbund 2,4kb nad
gewiesen werden. Die kleinere Form stellt dabel eine splice-Variante dar, die durch Deletion von
Exon 8 entsteht und dher keinen koderenden Bereich fir eine Transmembrandaméne enthélt.
Auch fir humanes CD137wurden mehrere mRNA-Isoformen beschrieben. So konrten in aktivierte
T-Zdlen drei splice-Formen mit 4,4kb, 4,0kb und 1,8kb nachgewiesen werden. Ahnlich wie fiir
Maus-CD137wurden auch fir das humane Homologe splice-Varianten gefunden, de nicht fir eine
Transmembrandaméne koderen. Lodiches CD137 kanmt verstérkt in Seren von Patienten mit
rheumatoider Arthritisvor (Michd et d., 1998). Auch karédliert die Menge an 16dichem CD137 mit
dem aktivierungsabhangigen Zdltod (AICD) in T-Lymphazyten (Michd & Schwarz, 200Q. In
Chondozyten findet man drel weitere mMRNA-Isoformen mit 3,2kb, 1,5kb und 1,2kb (Schwarz et
a., 1995.

In der Maus konrte die Expresson vonCD137in T-Zdlen nach Stimulation mit Concanavain A,
Phorbd-12-myristat-13-aceat (PMA) und lonamycin oder mit immobili Sertem anti-CD3 sowohl
auf Ebene der mRNA ds auch auf Proteinebene gezeigt werden (Kwon et a., 1989 Pollok et d.,
1993. Bel Aktivierung mit anti-CD3 ist die mRNA dabel nach 3h detektierbar (Kwonet d., 1987.
Auf der Zdll oberfladhe kann dr Rezeptor nach mehreren Stunden nadhgewiesen werden. Die Ex-
presson ks Proteins geigt langsam an underreicht nach etwa 60h ein Maximum (Pollok et d.,
1993. Sie hangt von der Dichte der Zdlen ab und kann bei niedriger Zellkorzentration duch Zuga
be von IL-2, IL-4 oder 16dichem CD28 gesteigert werden (Pollok et a., 1995. Aul¥er auf aktivier-
ten T-Zellen wurde CD137 auch auf der Oberfléche von aktivierten NK1.1 Zdlen aus der Maus
nachgewiesen. Daneben konrte die mRNA fur CD137 auch in Makrophegen, 3T'3 Fibroblasten und
Epithelzellen (Setareh et d., 1995 sowiein Mikroglia-Zellen (Pauly, 2000 detektiert werden.

Auch humanes CD137 wird aktivierungsabhéngig von verschiedenen Zellen des Immunsystems
exprimiert. Auf T-Lymphazyten kann CD137 ebenfdls durch anti-CD3 sowie Phytohémagglutinin
(PHA) undPMA induziert werden. In Monazyten wird de Expresson vonCD137 durch Lipopdy-
sacdarid (LPS, IL-13 und PMA stimuliert. B-Lymphazyten schliefdich exprimieren CD137 rach
Stimulation mit anti-lg Antikdrpern oder PMA, wohingegen EBV (Epstein-Barr Virus)-
transformierte B-Zdli nien korstitutiv CD137 mRNA synthetiseren (Schwarz et d., 1995. Auch
konne CD137 immunhstochemisch auf folli kuléren dendritischen Zdlen (FDC) nachgewiesen
werden (Pauly, 200Q. In MikrogliaZdlen schliefdich konrte fir die mRNA konstitutive und fr
das Protein aktivierungsabhéngige Expresson gezeigt werden (Pauly, 200Q. Daneben wurde Ex-
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presson von humanem CD137 auch fir Zdlen aulferhab des Immunsystems beschrieben. So
konrte die mRNA fir CD137in Epithel- und Hepatomzellen nach Stimulation mit 1L-13 detektiert
werden (Schwarz et a., 1995. In immunhstochemischen Untersuchurgen konrie CD137 Protein
vergleichsweise hdufig in den Blutgef&lien maligner Tumoren nachgewiesen werden. Das Protein
wird dabei meist sowohl auf den Endahelzellen as auch auf der glatten Gefal3muskulatur expri-
miert, wohingegen in benignen Tumoren CD137-positive Gefdl3e nur vereinzelt detektiert werden
(Brall et d., 2003. Auch in Schnitten vonentziindichem Gewebe konrten CD137-pasitive Gefélle
detektiert werden undin den Endahelzellen undder glatten Gefalimuskulatur kann de mRNA fir
den Rezeptor durch proinflammatorische Zytokine indwiert werden (Bedke € d., eingereicht).
Boussud et d. (1998 konrten CD137 Protein auf den Endahelzellen der Lungenkapill aren, richt
jedoch auf aveolaren Makrophegen nachweisen. In Chondozyten schliefdlich wird de Expresson
von CD137Protein duch IL-13, TNF, LIF, IFN-y undLPSstimuliert (von Kempiset ., 1997).

Sowoh fir die zytoplasmatische Doméne des humanen CD137 a's auch fir die des Homolgen aus
der Maus konrte Wedhselwirkung mit TRAF 1 und 2 adgewiesen werden (Arch & Thompson,
1998 Jang et ., 1998 Saoulli et a., 1998). Die zytoplasmatische Doméane des humanen Rezeptors
bindet aulferdem an TRAF 3 (Jang &t d., 1998. Diese Wedchsdwirkungen werden durch korser-
vierte saure Regioren innerhalb der zytoplasmatischen Doméane von CD137 \ermittelt (Arch &
Thompson, 19%; Jang et d., 1999. Die Vernetzung von CD137 fuhrt aul¥erdem zur Aktivierung
von NFkB, weche durch ene dominant-negative Form von TRAF 2 und dr NFkB-
induzierenden Kinase (NIK) gehemmt werden kann (Arch & Thompson, 1998 Jang et d., 199§.
Cannors ¢ d. (1999 2000 und Kim et d. (2000 konrten weiter zeigen, dal3 Vernetzung von
CD137 in Mauszellen zur Rekrutierung der apoptosis-signal-regulating kinase 1 (ASK1) durch
TRAF 2 fuhrt. Dies hat die Aktivierung der c-Jun N-terminal/stress-activated protein kinases
(INK/SAPK) bzw. der p38 MAPK zur Folge (Cannors et d., 1999 200Q Kim et a., 200Q.
Schliefdlich komte fir das CD137 Protein aus der Maus Wedsdwirkung mit der T-Zel-
spezifischen Proteintyrosinkinase p56** nachgewiesen werden. Die Bindury dieser Kinase wird
durch de Konsensussequenz (Cys-Arg-Cys-Pro) in der intrazelluldren Doméne von CD137 \er-
mittelt (Kim et a., 193).

Sowoh fir das humane CD137 ds auch fur das Homologe ais der Mausist ein Ligand beschrieben
(Goodwin et a., 1993 Pollok et d., 199}, Alderson et d., 1994. Bei beiden Molekllen henddt es
sich um Typ-Il Transmembranproteine, welche Homologien zu Mitgliedern der TNF Familie auf-
weisen. Wahrend man jedoch bei anderen Mitgliedern dieser Famili e zwischen verschiedenen Arten
Homologien von 70-80% findet (Gruss & Dower, 1995, weisen der humane CD137 Ligand,
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welcher 254 Aminosduren umfald (Aldersonet d., 1994, und ar Ligand aus der Maus, der aus 309
Aminosauren bestent (Goodwin et d., 1993, auf Aminosdureebene nur 36 % ldentitdt auf (Alder-
sonet a., 1994. So enthdlt der humane Ligand eine Doméane mit mehreren Serin- und Proli nresten
fur eine paentidle O-Glykosylierung, jedoch keine N-Glykosylierungsgelen (Alderson et d.,
1999). Die etrazelluldre Doméane des CD137 Liganden aus der Maus dagegen weist neben einem
Bereich mit einer holen Dichte an Serin-, Threonin- und Prolinresten, der auf eine mogliche O-
Glykosylierung hindeutet, drei patentielle Stellen fiir N-Glykosylierung auf. Aus der Aminosdure-
sequenz errechnet sich fir den CD137 Liganden aus der Maus ein Molekulargewicht von 34kDa.
SDS-PAGE (SDS-Polyacrylamid-Geleektrophaese) Analysen urter reduzierenden Bedingungen
ergaben jedoch ein tatsadnli ches Molekulargewich vonetwa 50 kDa, was darauf schlief3en 1803, dald
das Protein an mindestens einer dieser Stellen glykosyliert ist. Das Molekulargewicht von etwa
97kDa, das sch aus SDS-PAGE Anadysen urter nichtreduzierenden Bedingungen ergibt, deutet
aulerdem darauf hin, dal3 deser Ligand auf der Zdl oberflache ds Homodmer vorliegt, dessen Mo-
nomere Uber Disulfidbriicken verkniipgfit sind (Goodwin et d., 1993. Das Gen fur den humanen
Liganden liegt auf Chromosom 19p3.3, dgenige fir den CD137 Liganden aus der Maus ist auf
Chromosom 17 lokalisiert (Goodwin et d., 19B; Alderson et d., 1994). Fir das CD137 Protein aus
der Maus konrte zusétzlich Wedhsawirkung mit extrazelluldren Matrixproteinen, va. Fibronedin
undLaminin, nachgewiesen werden (Chalupny et d., 1992 Looet d., 1997.

Die mRNA fur den Liganden aus der Maus konrte in aktivierten, nicht jedoch in unstimuli erten
T-Zdlen, in LPSaktivierten Knochenmarks-Makrophegen, in der Zdlinie F4, de vom Stroma des
Thymus gammt, sowie in der préa-B-Zdlinie Abl1.1, ncht jedoch in reifen B-Zdlen, de mit LPS
und Dextran stimuliert worden waren, nadhgewiesen werden (Goodwin et a., 1993. Die Express-
on von hunanem CD137Ligand konrte aif Ebene der mRNA ebenfals in aktivierten T-Zellen, in
der monazytéren Zdlinie THP-1 undin der Zdlinie MO-7E sowie in der EBV-transformierten
B-Zdlinie MP-1 gezeigt werden (Alderson et a., 1994. Auch konrie die mRNA fir den Liganden
in ruhenden, priméaren B-Zdlen detektiert werden (Pauly, 200Q. Daneben findet sich mRNA fur
den CD137 Liganden im Gehirn, in der Plazenta, in der Lunge, im Skelettmuskel undin der Niere,
wohingegen sie im Herz, in der Leber oder im Pankreas nicht oder nur in sehr geringen Mengen
nachweisbar ist (Aldersonet a., 1994. Sdih et d. (2000 schliefdich konrten korstitutive Express-
on des CD137 Liganden sowohl auf RNA- as auch auf Proteinebene in verschiedenen Karzinom-

Zdlinien undin priméren Tumorzellen zeigen.

CD137 it en kostimulatorisches Molekul fur T-Zellen. Dies geht aus mehreren in vitro Experi-

menten sowohl mit T-Zdlen aus der Maus as auch mit humnanen T-Zdlen hervor. So kann duch
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Vernetzung von CD137 Uler monokonde Antikorper die anti-CD3-induzierte Proliferation von
T-Zdlen gesteigert werden (Pollok et a., 199B; Aldersonet d., 199}, Schwarz et a., 1996 Vinay &

Kwon, 1998. In dhnlicher Weise wird duch Kokutur mit CD137 Ligand-tragenden Zellen de
Proliferation vonT-Lymphazyten, welche mit einer subogimalen Korzentration an PHA aktiviert
wurden, verstarkt (Goodwin et a., 1993 Aldersonet d., 1994; Vinay & Kwon, 1998. Zudem kann
durch CD137 Ligand-tragende Zellen zusammen mit 16di chem anti-CD3 bzw. durch eine 16diche
Form des CD137Liganden, der mit anti-CD137 kommohilisiert wurde, die ProduktionvonIL-2in
ruhenden T-Zdl en aus der Mausindwziert werden (Hurtado et d., 1995 Saoulli et d., 1998).

Experimente mit Zelen aus CD28-defizienten Méausen deuten darauf hin, dal3 de Kostimulation
durch CD137 urabhéngig von CD28 erfolgt (Chu et d., 1997 DeBenedette @ a., 1997 Saoulli et
a., 1998 Cannors et d., 200). Bel einem starken Signa durch den T-Zellrezeptor ist CD137im
Hinblick auf die Kostimulation ruhender T-Lymphazyten dhnlich paent wie CD28. Ist der Stimulus
durch den T-Zédlrezeptor hingegen schwach, so liefert CD28 ein pdenteres Signd an de ruhenden
T-Zdlen (Seodli et d., 199§. Einige Daten laseen vermuten, dal3 CD137 va bel der Aufredhter-
haltung einer Immunantwort im Anschluf3an ein kostimulatorisches Signal durch CD28 wichtig ist
(Vinay & Kwon, 1998. So konrten Hurtado et a. (1997 zeigen, dal3 monolonale Antikorper ge-
gen CD137in vitro einen starken, kastimulatorischen Effekt auf voraktivierte T-Lymphozyten aus
der Maus ausiiben und ém AICD der T-Zellen entgegenwirken. Aul¥erdem ergaben Experimente
mit humanen T-Lymphazyten, dald ein duch CD137 Utertragenes, kostimulatorisches Signal v.a
dann zu tragen kammt, wenn eine Zdl e bereits mehrmals mit anti-CD3 undanti-CD28 stimuli ert
wurde, da die CD28vermittete T-Zdlaktivierung bel wiederhdter Stimulierung rasch nachl &l
(Kim et d., 199§. Es gibt jedoch auch verschiedene Hinweise darauf, dal3 fur eine optimae
T-Zdlantwort sowoh ein kostimulatorisches Signal durch CD28 a's auch duch CD137 ndwendg
ist (Hurtadoet d., 19%; Mderoet d., 1998a Guinnetd., 1999.

Mehrere Untersuchungen deuten darauf hin, dall CD8" T-Zdlen duch CD137 ein starkeres kosti-
mulatorisches Signd erfahren als CD4" T-Zdlen. So proliferieren gereinigte CD8' T-Zdllen aus der
Maus auf ein kagtimulatorisches Signal durch CD137 stérker ds CD4"™ T-Zdlen (Shuford et 4.,
1997 Tan et d., 200®@). Diese in vitro Daten werden duch de Ergebnise aus verschiedenen Un-
tersuchurgen in vivo gestiitzt. So konrte gezeigt werden, dal3 monoKonde Antikorper gegen
CD137in vivo eine Verstéarkung der zytotoxischen T-Zedlantwort bei der graft-ver sus-host-disease
(GVHD) und eine raschere Abstof3urg von Herz- und Hauttransplantaten bewirken (Shuford et d.,
1997). Damit in Ubereinstimmung konrten Tan et a. (200G) nadhweisen, da? kel der Immunant-
wort gegen Alloantigen in T-Zellen sowohl CD137ds auch der CD137 Liganden induziert werden,
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wobei der Anteil der CD8" T-Zdlen, de CD137 exprimieren grof¥er ist ds der entsprechende Anteil
an CD4" T-Zdlen. Auch fiihren monoKonale Antikorper gegen CD137in vivo zu einer deutlichen
Verlangerung des Uberlebens von Superantigen-aktivierten CD8" T-Zellen (Takahashi et d., 1999,
welche nicht mit einer Erhdhurg der bcl-2 Expresson verbuncen ist (Takahashi et d., 200).
CD137 Ligand-defiziente Mause zeigen nach Virusbdastung bzw. Immunisierung mit Viruspeptid
eine im Vergleich zur Wildtyp-Kontrolle verringerte zytotoxische T-Zellantwort (DeBenedette &
d., 1999 Tan et d., 199; 2000h, welche bei gleichzeitigem Fehlen eines Signas durch CD28
weiter reduziert ist (DeBenedette @ d., 1999 Tan et d., 2000).

Andere Untersuchungen deuten dagegen darauf hin, dal3 CD137 gleichermal3en bal der Stimulie-
rung von CD8" und CD4" T-Zellen eine Roll e spiglt. So konrten Blazar et d. (2001) im Gegensatz
zu Shuford et d. (1997 und Tan et a. (200() zeigen, a3 CD137in der Maus in anndhernd glei-
chem Mal%e die CD4" und CD8" T-Zdl-vermittelte Alloresktivitdt reguliert. Aus vergleichenden
Untersuchurgen von Cannors et d. (2001) geht hervor, dal3 ein kostimulatorisches Signa durch
CD137 Ligand-tragende Zdllen sowohl eine Steigerung der Proliferation undVerstérkung der Ef-
fektorfunktion vonCD8" T-Zéllen a's auch eine Erhohurg der Zytokinprodukion vonCD4" T-Zél
bewirkt. In dhnli cher Weise fiihren mixed lymphocyte reactions (MLRs) mit gereinigten CD4" oder
CD8" T-Zdlen aus der Maus und CD137 Ligand-tragenden B-Lymphomzellen sowoh im Falle der
CD4" ds auch der CD8" T-Zdlen zur Zytokinprodukion undzur Verlangerung des Uberlebens.
Das gleiche Ergebnis beziiglich Zytokinexpresson lieferten Experimente, in denen de gereinigten
T-Zdlpopuationen mit immohilisiertem anti-CD3 und ebenfals immohilisertem CD137 Ligand
stimuliert wurden (Cannors et d., 200). Schlieldich konnte bereits friiher gezeigt werden, dal3
CD137in vitro die Differenzierung von CD4" T-Zdlen in Richtung Thi-Zelen fordert (Kim et dl.,
1999.

CD137 spielt eine wichtige Rolle bei der Eliminierung auch gering immunagener Tumoren sowie
be der Aufrechterhdtung einer langanhaltenden Tumorimmunitét. Dies geht aus Experimenten
hervor, in denen Méuse mit etabli erten Tumoren mit mondklonalen Antikorpern gegen CD137 Le-
handdlt wurden (Meero et d., 1997 Kim et d., 2001). Die Wirksamkeit der Antikérper hangt dabel
von dr Art und Lokaisation der Tumoren ab (Kim et a., 200). Eine &nliche atitumorale Wir-
kung zeigen gentherapeutische Ansétze, in denen das Gen fir den CD137 Liganden in Tumorzellen
eingeschleust wurde (Meero et d., 199&; Guinnet d., 199; Xiang, 1999 Mogi et a., 200Q. Fir
eine optimale Immunantwort gegen de Tumoren ist hierbel jedoch zuséizli ch ein kostimul atorisches
Signd durch CD28 erforderlich (Melero et d., 1998a; Guinnet a., 1999. Sowohl die systemische
Gabe von monoKonden Antikdrpern gegen CD137ds auch de Injektion des Gens fur den CD137
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Liganden in de Tumorzellen erhdhen zudem die Wirksamkeit einer Gentherapie mit IL-12 in Mau-
sen mit dissminierten Kolonkarzinommetastasen (Chen et d., 20®; Martinet et ., 2000. Ver-
mittelt werden de atitumoralen Effekte v.a. duch CD8" T-Zdlen. Wie aus Depletionsstudien in
vivo hervorgeht, sind auch NK1.1-Zdlen an desem Prozel3 beteiligt, vermutlich jedoch nicht als
Effektoren der zytotoxischen Antwort (Mdero et d., 199%; Martinet et a., 2000, Chen et d.,
2000. MonoKonale Antikorper gegen CD137 Ulermitteln aulferdem ein kaostimulatorisches Signal
anCD4" T-Zdlen (Mdero et a., 1997 Kim et d., 200).

Wie fir mehrere andere Mitglieder der TNF Rezeptorfamilie, gibt es auch fir CD137 Hinwelse auf
eine bidirektionelle Signa Uibertragung. So erhalten anti-p-aktivierte Mil zzell en aus der Maus durch
CD13"-transfizierte Zellen ein kostimulatorisches Signal fur die Proliferation (Pollok et d., 1994.
Verschiedene humane Tumor-Zdli nien werden duch Zugabe von |6dichem CD137-Fc zur Pro-
duktion von IL-8 angeregt (Sdlih et d., 200Q. Dagegen wird de Proliferation von anti-CD3-
gimulierten, humanen T-Lymphazyten duch CD137-exprimierende CHO Zdllen (Chinese hamster
ovary Zellen) bzw. immobilisertes CD137-Fc Fusionsprotein gehemmt Zudem konrte gezeigt
werden, i3 de CD137-tragenden CHO Zdlen in den T-Zdlen Apopose indwzieren (Schwarz et
a., 1996. Im Gegensatz dazu erhoht immohilisertes CD137 die Proliferation und de Immunglo-
bulinsekretion vonanti-CD40/L-4 bzw. SAC-aktivierten humanen B-Zdlen (Pauly, 2000Q. Auch
konrte gezeigt werden, dal3 humane Monazyten duch immohili sertes CD137 aktiviert werden. So
indwiert CD137in diesen Zellen de Expresson cer proinflammatorischen Zytokine IL-6, IL-8 und
TNF, die Expresson des antii nflammatorischen Zytokins IL-10 in aktivierten Monazyten wird de
gegen redwziert. Auch de Expresson vonZell oberflachenmolekilen auf diesen Zellen wird regu-
liert. So wird die Expresson vonlCAM (intercellular adhesion molecule, CD54) erhdh, wohinge-
gen de Expresson von CD16 (Fcy-Rezeptor 111) verringert wird. Immohili sertes CD137 fordert
aulerdem die Adhérenz der Monazyten (Langstein et d., 1998. Auch fuhrt es zu einer Verlénge-
rung des Uberlebens dieser Zdlen. Dies ist vor dlem auf die Indukion vonM-CSF (macrophage
colony-gtimulating factor) und zu einem geringeren Ausmad von GM-CSF (granulocyte co-
lony-stimulating factor) undIL-3 zurlickzufiihren (Langstein & Schwarz, 1999. Aul¥erdem konrte
gezeigt werden, dal3 immohili Sertes CD137 Protein primére, humane Monozyten zur Proliferation
anregt (Langstein et ., 1999. Schliefdich fordert immobili Sertes CD137 odr CD137,welches auf
der Oberfladhe von Spheroiden exprimiert wird, de Wanderung dieser Zdlen in vitro bzw. in de
Spheroide (Bede ¢ d., eingereicht). Sowoh fir die Eff ekte aif die humanen T-Zdlen ds auch auf
die Monazyten ist dabel die Immohiliserung von CD137-Fc oder die Vernetzung von 16dichem
CD137-Fc durch einen Sekundrantikorper (anti-Fc) essentiell.

12
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1.3 Zidsstzung der Arbat

Bisher ist nichts Uiber den Mecdhanismus der reversen Signa Uibertragung von CD137 kekanrt. In der
vorliegenden Arbeit sollte deshab die reverse Signdtransduktion in monozytéren Zellen urtersucht
werden. Dazu sollte getestet werden, ob de durch CD137 hewirkten Aktivitéten durch spezifische
Hemmstoffe der Signdtransduktion gehemmt werden kénren. In Ergdnzung dazu sollte die Regu-
lation der Aktivitét bekannter Signatransduktionsmolekile nach Stimulation deser Zellen mit
CD137 Protein gemessen werden. Pardle dazu sollte mittels der cDNA-Arraytedindogie die

CD137reguli erte Genexpresson urersucht werden.

13
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien und Reagenzien

Wenn richt gesondert aufgeftihrt, wurden de verwendeten Chemikali en mit dem Reinheitsgrad pa.
von der FirmaMerck (Darmstadt) bezogen.

e-Amino-n-Capronsaure

[0-33P|dATP, 10uCi/pl, 3000 Ci/mmol
[0-**P]dCTP, 10 pCi/pl, 3000Ci/mmol
2-Mercgptoethand

ABTS

ABTS-Puffer

Acrylamid/Bisaaylamid-Stammlosung 19:1, 40%

Agar

Agarose Ultra Pure™

Ampicillin

Aprotinin

APS

Aque-Roti®-Phend pH 4,5- 5
Bromphenadblau

BSA, FraktionV

Chloroform

dNTPs (Desoxynuk eosidtriphasphete)
DTT

Ethand

Ethidiumbromid

ExpresdHyb™ Hybridisierl6sung
Ficoll 400

FK S (Fotales K 8l berserum) 40G948K
Glykogen
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Sigma, Deisenhden

Amersham Pharmada Biotedh, Freiburg
Amersham Pharmada Biotedh, Freiburg
Sigma, Deisenhden

Roche Diagnaostics, Mannheim

Roche Diagnastics, Mannheim
Bio-Rad, Miinchen

Behrens, Hamburg

GibcoBRL, Karlsruhe

Sigma, Deisenhden

Calbiochem, Bad Soden

IBI, New Haven, USA

Roth, Karlsruhe

Sigma, Deisenhden

Biomol, Hamburg

Roth, Karlsruhe

Amersham Pharmada Biotedh, Freiburg
Sigma, Deisenhden

Riedd de Haen, Sedze

Sigma, Deisenhden

Clontech, Heidelberg

Sigma, Deisenhden

GibcoBRL, Karlsruhe

Roche Diagnastics, Mannheim
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Hefeextrakt

HEPES

Hexanukeotide
Lachsgperma-DNA
Leibovitz’'sL-15Medium
Leupeptin

Methand

Mineraldl

NaHPO,

Nag Citrat -2 H,O

NaF
Natriumdesoxychdinsdure
Natriumorthovanadat
PBS

pd(N)s Randam Hexamer
Penicill in/Streptomycin
Pepton
Polyvinylpyrrolidon
Quickszint 212
RNAzol™B
Roti®-Phend pH 7,5- 8
RPMI 1640

Sacdarose

SDS

TEMED

Transfer-RNA
Trypanblau

Xylencyand

2.1.2 Inhibitoren

Sigma, Deisenhden

Sigma, Deisenhden

Roche Diagnastics, Mannheim
Stratagene, Heidelberg
GibcoBRL, Karlsruhe
Calbiochem, Bad Soden
Riedd de Haen, Sedze
Sigma, Deisenhden

Sigma, Deisenhden

Sigma, Deisenhden

Sigma, Deisenhden

Sigma, Deisenhden

Sigma, Deisenhden
Biochrom, Berlin

Amersham Pharmada Biotedh, Freiburg
Panbiotech, Aidenbadh
Sigma, Deisenhden

Sigma, Deisenhden

Zinsger Anaytic, Frankfurt
AMS, Bioggo-Lugano, Schweiz
Roth, Karlsruhe

Panbiotech, Aidenbadh
Sigma, Deisenhden

Sigma, Deisenhden

IBI, New Haven, USA

Roche Diagnastics, Mannheim
Biochrom, Berlin

Polysciences, Northampton, GB

Inhibitoren wurden in lyophlisierter Form erworben. Vor jedem Gebrauch wurde ene frische

Stammldsung angesetzt. Verdinnumsreihen wurden in PBS, im Falle von PD98059in einer L6-
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sung von 6,6mg/ml BSA in PBS, welche jewell s frisch angesetzt worden war, erstellt. Die nadhfol-
gende Tabell e gibt einen Uberbli ck (iber die verwendeten Hemmstoffe.

Inhibitor Struktur hemmt gddst in Firma
Chéleritrin- PKC 80% DM SO, | Calbiochem, Bad
chlorid 20% H,0O Soden
PD98059 MEK1/2 DMSO Alexis, Grinberg
PPL Tyrosinkina DMSO Alexis, Grinberg
sen der src-
Familie
H,C CH
CH,
RP-cAMPS NH, PKA H,O Calbiochem, Bad
Soden
N N
<1 )
(C,Hg)sNH* o;ﬁ—o OH
SB203580 NF pP38MAPK DMSO Alexis, Grinberg
\ | N o
: ( ) Y%
S
| N/ “eH
F
Wortmannin Pl 3-Kinasen | Methand | Alexis, Griinberg

Tab. 2.1: Ubersicht tiber die verwendeten I nhibitoren.
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2.1.3 Kits

Atlas™ Human cDNA Expresson Array |
BCA Protein Assay Kit

Big Dye Terminator Cycle Sequencing Kit
Cell ProliferationKit I (MTT)

Duo Set Maus-IL-6 ELISA

DuoSet Human-1L-8 ELISA

High Pure RNA Isolation Kit
MileniaHuman-IL-8 ELISA

Nowa Western Blot Detedion Kit
NUCLEIC dotMETRIC™ Kit
NUCLEOBOND® DNA-Préparations Kit
QIAquick PCR Purification Kit
SMART™ PCRcDNA SynthesisKit

2.1.4 Antikor per

Anti-Phosphotyrosin-Antikorper, Maus 1gGai,
monoKonal (4G10)

Anti-phaspho-p38MAPK (Thrl180Tyrl82)-
Antikorper, Kaninchen, pdyklonal

Anti-phaspho-p4442 MAPK (Thr202Tyr204)-
Antikorper, Maus, monoklona (E10)

Anti-p38MAPK-Antikorper, Kaninchen, pdy-
klonal

Anti-p4442 MAPK-Antikorper, Kaninchen,
payklona

HRP-gekoppdtes Kaninchen anti-Maus Antise-
rum

HRP-gekoppdtes Schwein anti-Kaninchen
Antiserum

Clontech, Heidelberg

Pierce Munchen

Applied Biosystems, Waeiterstadt
Roche Diagnastics, Mannheim
R&D Systems, Wiesbaden
R&D Systems, Wiesbaden
Roche Diagnastics, Mannheim
DPC Biermann, Bad Nauheim
EnerGene, Regensburg
GenoTechndogy, St. Lous, USA
Maderey-Nagel, Diren

Qiagen, Hilden

Clontech, Heidelberg

Updtate Biotedhndogy, Lake Pladd, USA

New England Biolabs, Frankfurt

New England Biolabs, Frankfurt

New England Biolabs, Frankfurt

New England Biolabs, Frankfurt

Dako Diagnastica Hamburg

Dako Diagnastica Hamburg

17



Materia und Methoden

2.1.5 Songtige | mmunglobuline

Human-1gG, Fc-Fragment

CD137-Fc (Fusionsprotein zwischen der
extrazellul&ren Doméane von humanem
CD137 und ém Fc-Fragment von huma:
nem IgG1)

4-1BB-Fc (Fusionsprotein zwischen der
extrazdluld&ren Doméne von Maus-CD137
und dem Fc-Fragment von humanem 1gG1)

2.1.6 Enzyme

Klenow-Fragment
Restriktionsendonukeasen
RNase A

RNase-freie DNase |
RNase-Inhibitor

SUPERSCRIPT™ || RNase H Reverse
Transkriptase

Tag-Polymerase

2.1.7 Molekular gewichtsstandards

DNA-Langenstandard I1
DNA-Léangenstandard X

Full Range Rainbav™ Proteinstandard
SeaBlue™ Proteinstandard

2.1.8 SongtigesMaterial

10 ml-Einmal-Pipetten
BioMax MR Rontgenfilm
CHROMA-SHN-200DEPC-H,0 Saulchen

18

Acaurate Chemicd & Scientific Corp, Westbu-
ry, USA

CD137-Fc wurde freundi cherweise von Frau
Daniela Drenkard undFrau Margarethe Witt-
mann (Ingtitut fUr Pathdogie, Klinikum der
Universitét Regensburg) zur Verfligung gestellt.
Alternativ wurde das Protein von der Firma An-
cdl (Laeuflingen, Schweiz) bezogen.

Immunex Corparation, Sedtle, USA

Roche Diagnastics, Mannheim
Roche Diagnastics, Mannheim
Roche Diagnastics, Mannheim
Roche Diagnastics, Mannheim
Roche Diagnastics, Mannheim
GibcoBRL, Karlsruhe

Roche Diagnastics, Mannheim

Roche Diagnastics, Mannheim
Roche Diagnastics, Mannheim
Amersham Pharmada Biotedh, Freiburg

Novex, Frankfurt

Bibby Sterilin Ltd, Stone, England
Eastman Kodgak, Rochester, USA
Clontech, Heidelberg
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Einmaartike fur die Zdl kultur
Einmal-Steril filter
ELISA-Platten (Falcon® 353913
Filme Agfapan APX 100
Gewebekulturplatten

Human HL-60 cDNA-Array
Hyperfilm ECL™

Multi®-Ecoflex®, Pipettenspitzen 0,5—
200pl, rund

Mikrokivetten
NICK Columns

Nitrozell ulose-Transfermembran (Hybond™
ECL™)

Parefilm® “M*

Polyall omer-Zentrifugenréhrchen
Polypropylen-Zentrifugenréhrchen
PVDF-Transfermembran (Hybond™ —P)
Rundboanréhrchen (Falcon® 35205)
Whatman 3MM Filterpapier

2.1.9 Organismen

Greiner, Frickenhausen

Milli pore, Eschban

Bedon Dickinson, Franklin Lakes, USA
Agfa-Gevaert, Leverkusen

Costar, Corning, USA

RZPD, Belin

Amersham Pharmada Biotedh, Freiburg

Roth, Karlsruhe

Helma, Millheim
Amersham Pharmada Biotedh, Freiburg

Amersham Pharmada Biotedh, Freiburg

American National Can, Chicago, USA
Bedkman Instruments, Palo Alto, USA
Bedkman Instruments, Palo Alto, USA
Amersham Pharmada Biotedh, Freiburg
Bedon Dickinson, Franklin Lakes, USA
Laborcenter, Nurnberg

E. coli-Stamm:
XL-1 due recA” (recAl,lca, endAl, gyrA96,thi, hsdR17,su-  Stratagene, Heidelberg
pE44,rdAl, {F proAB, lacl, lacZzAM15,Tn10})
Saugerzdlinie
THP-1 humane, akute, monazytére Leukamie ATCCNr. 45503
2.1.10 Vektoren

pcDNA3::4-1BBL (K112)

JMichel, Regensburg

Plasmide (pSPORT1; GibcoBRL, Karlsruhe) mit Fragmenten vonGe-  RZPD, Berlin
nen, dein den Arrays asdifferentiell exprimiert identifiziert wurden

19



Materia und Methoden

2.1.11 Desoxyoligonukleotide

DesoxyoligonuKeotide wurden in lyophili serter Form von der Firma MWG-Biotech (Ebersberg)
bezogen. Nach dem Losen in H,O wurden sie bei —20°C gelagert.

Primer fir die PCR;:

hILA-Lig-sen 5 -GTT TCA CTT GCG CTG CACCTG CAG CCA CTG-3
hILA-Lig-as 5 -GGC TCT AGA TAT CAA GGT CCA ACT TGG GGA AGG3
G3PDH-sense 5 -TGGTAT CGT GGA AGG ACT CAT GAC-3
G3PDH-antisense 5 -ATGCCAGTG AGCTTC CGG TTCAGC-3

4-1BB-L-SEN 5 -ACCAAG CTT ATG GAC CAG CACACA CTT GA-3
4-1BB-L-AS 5 -AAG GCG GCCGCT CAT TCC CAT GGGTTGTCG G3
B-Aktin-for 5 -TGA CGG GGI CAC CCA CACTGT G-3

B-Aktin-rev 5 -CTA GAA GCA TTT GCG GTG GAC-3'

Primer fir die DNA-Sequenzierung:
pSPORT 1-forward 5 -GAA GAG CTA TGACGT CGCATGC-3
pSFORT1-reverse 5 -CGA CTCACT ATA GGG AAA GCT GG-3

2.1.12 Medien, Puffer und L Gsungen

Zur Hergtellung von Medien, Puffern undLésungen wurde ultrafilt riertes Wasser verwendet. Puffer
undLosungen fur Arbeiten mit RNA wurden DEPC-behandelt.

Medien und L 6sungen fur E. coli:

LB (Luria-Bertani)-Medium 109/l Trypton
5 g/l Hefeextrakt
109/l NaCl

Zur Herstellung von Kulturpl atten wurden vor
dem Autoklavieren 15g/l Agar zugesetzt.

Ampicill in-Stamml6sung (1000x) 50mg/ml Ampicillinin H,O
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¢-Medium

TfBI-L6sung

TfBII-Losung

Medien und Puffer fir Sdugerzdlkulturen:

RPMI 1640

PBS

209/l Trypton

5 g/l Hefeextrakt

4.9/l MgSO,

10mM KCl

mit KOH auf pH 7,6 eingestellt

100mM RbCl,

50mM MnCl,

30mM KOAC

10mM CaCl,

15% Glyzerin

mit 0,2M HOACc auf pH 5,8 eingestellt

10mM MOPSpH 7,0
10mM RbCl,
75mM CaCl,
15% Glyzerin

(Moore @d., 1967

RPMI 1640wurde ds Pulver bezogen undin
H,0 gel6st.

Der pH-Wert wurde mit NaHCO; auf 8,1 einge-
sellt. Anschlief3end wurde das Medium steril fil-
triert undmit folgenden Zusétzen versehen:

10% (v/v) FKS
0,2 mg/ml Penicillin/Streptomycin

PBS ohre C&?* undMg?* wurde ds Pulver bezo-
gen, in H,O gel 64, der pH-Wert mit NaHCO3
auf 7,6eingestdlt und de Losung Sterilfiltriert.
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Puffer und L 6sungen fur die Molekularbiologie:

DEPC-H,O 0,1% (v/v) DEPC in HO Uber Nadt unter Rih-
ren inkubert, dann autoklaviert

RNA-Gd-Laufpuffer (20x) 0,8M MOPS

0,2M NaOAc

20mM EDTA

mit NaOH auf pH 7,0 eingestellt
RNA-Auftragspuffer 0,5x Gd-Laufpuffer

4,5% (v/v) Formadehyd
50% (v/v) Formamid

RNA-Gd-Ladepuffer (10x) 50% Glyzein

1mM EDTA

0,25% (w/v) Bromphendblau

0,25% Xylencyand
Ethidiumbromid-Stammldsung 10 mg/ml Ethidiumbromid in HO
Losung | 50mM Glukaose

25mM TrigHCl pH 8,0
10mM EDTA pH 8,0

Losung 1 0,2M NaOH
1% SDS

jewell sfrisch angesetzt

Losung 111 3 M NaOAc
11,5% (v/v) Eisessg
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TAE-Puffer (50x)

DNA-Gd-Ladepuffer (10x)

DNase I-Puffer (10x)

Terminationsmix (10x)

SC (20x)

Puffer A

Puffer B

LosungC

RPDL (5 )

2M Tris/Acdat pH 8,0
50mM EDTA

0,25% (w/v) Bromphendblau
0,25% (w/v) Xylencyand
2,5% (v/v) Ficoll 400

400mM TriHCl pH 7,5
100mM NaCl
60mM MgCl,

100mM EDTA pH 8,0
1 mg/ml Glykogen

175,3g NeCl
88,29 Na; Citrat -2 H,O

1,25M TrigHCl pH 8,0
0,125M MgCl,

40mM DTT

0,5mM dATP

0,5mM dGTP

0,5mM dTTP

2M HEPES
mit NaOH auf pH 6,6 eingestellt

900D Units/ml pd(N)sin H,0

Puffer A : Puffer B: LosungC=2:5:3
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TE-Puffer pH 7,5

Hybridiserungd dsung (4 x)

Denhardt’s Lésung (50 x)

ETS-Puffer

10mM TrigHCl pH 7,5
1 mM EDTA pH 8,0

12x SC
0,2M TrigHCl pH 7,5
80 pug/ml Transfer-RNA

80 pug/ml denaturierte, einzelstrangige Laths
sperma-DNA

4mM EDTA
4 x Denhardt’ s L6sung

1% (w/v) Ficoll 400
1% (w/v) Polyvinylpyrrolidon
1% (w/v) BSA

10mM Tri/HCI pH 8,0
10mM EDTA pH 8,0
autoklaviert, dann 0,5% (w/v) SDS zugegeben

Puffer und L ésungen fur die Proteinbiochemie:

PBS

PBST

24

8 g/l NaCl

1,15¢/| NaoHPO,
0,2¢/l KH,PO,
0,2¢/ KCl

auf pH 7,4 eingestellt

PBS
0,05% (v/v) Tween20
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SDS-PAGE-Laufpuffer

Laemmli-Probenpuffer (2 x)

modfizierter RIPA-Puffer

aktiviertes Natriumorthovanadat

Aprotinin-Stammldsung

3,029 Tris
18,89 Glycin
0,1% (w/v) SDS
ad 11 H,0O

100mM TrigHCl pH 8,0
4,8% (w/v) SDS

16% (v/v) Glyzerin

0,4% (w/v) Bromphendblau

5% (v/v) 2-Mercgptoethand, jewell sfrisch zu-
gesetzt

50mM HEPESpH 7,5
150mM NaCl

10% (v/v) Glyzerin

1% (v/v) Triton-X-100

0,1% (w/v) SDS

1 % Natriumdesoxychdinsaure
1mM EDTA

100mM NaF

0,5mM aktiviertes Natriumorthovanadat
10 pg/ml Aprotinin

10 pg/ml Leupeptin

Aprotinin, Leupeptin undaktiviertes Natriumor-
thovanadat wurden var Gebrauch jewell sfrisch
Zugesetzt.

100mM Neatriumorthovanadat in H,O bel 95°C
unter Schiitteln 16sen. Anschli ef3end solange 3 M
HCl in Keinen Portionen zupipettieren, s die
gelbe Farbe gerade nicht mehr verschwindet.

10mg/ml Aprotininin H,O
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L eupeptin-Stammldsung

Western Blot-Transferpuffer

Anodenpufer A

Anocenpufer B

Kahodenpufer C

Coomasse Blue-Farbel 6sung

Coomasse Blue-Entfarber

26

10mg/ml Leupeptinin HO

20% (v/v) Methand
48mM Tris

39mM Glycin
0,037% (w/v) SDS

0,3M TrispH 10,4
20% (v/v) Methand

25mM TrispH 10,4
20% (v/v) Methand

4mM g-Amino-n-Capronséure pH 7,6
20% (v/v) Methand

0,25% (w/v) Coomasse ServaR
40% (v/v) Isopropanad
10% (v/v) Eisessg

40% (v/v) Isopropanad
10% (v/v) Eisessg



Materia und Methoden

2.1.13 Geate

Spannungsgeréte:

2002.0 Congtant V oltage Power Supdy
2303Multidrive XL

Gene Power Supdy GPS200400

Geeektrophoreseappar aturen:

DNA Sub Cel ™

Quick Screening Horizontal Gel Eledrophaesis Unit
Multi -Purpose Gdl Eledrophaesis Unit

Mini Protean I

Blotapparaturen:
Mini Transblot
2117Multiphar 1l Blotting Unit

Waagen:
R160P
L22005

Zentrifugen:

Biofuge A

Centrifuge 5417C

Biofuge 13

Biofuge 15

J2-21 M/E Zentrifuge mit JA 14- undJA-20-Rotoren
Megafuge 1.0R

Mikroskope:
Axiovert 10
Labowvert FS

Objektive:
Periplan 10x/18
PL 10x/20

Bio-Rad, Miinchen
LKB, Heidelberg
Pharmada, Freiburg

Bio-Rad, Miinchen
IBI, New Haven, USA
IBI, New Haven, USA
Bio-Rad, Miinchen

Bio-Rad, Miinchen
LKB, Heidelberg

Sartorius, Gottingen
Sartorius, Gottingen

Heraeus, Hanau
Eppendaf, Hamburg
Heraeus, Hanau

Heraeus, Hanau
Bedkman, Palo Alto, USA
Heraeus, Hanau

Zeiss Jena
Letz, Wetzlar

Letz, Wetzlar
Letz, Wetzlar
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Periplan GF 12,5 20

Fotoapparaturen:
WILD MP32
WILD MP 316 Dokumentationssystem

Songtige Gerate:

Autoklav 2540EK
Bakterieninkubeator B6060

DNA Thermal Cycler

Emax Microplate Reader (Molealar Devices)
Entwicklermaschine X-Omat 2000Processor
Geiger-Zahler LB 122
Geldokumentationssystem 2000
Geltrockner

Heizblock TR-L288
Hybridisierofen GFL® 7601
LaminAir” HBB 2472S, 2448
Luminometer Lumat LB 9501
Magnetrihrer MR 2002,MR 3001
Mikrowelle MR 6415

pH-Meter pH522

Photometer ultraspecl|

Schiitler IKA-Vibrax VXR

Spea Vac® SC110
Szintillationszéhler LS5000TD
Thermomixer 5436

UV-Trangll uminator

Vortex REAX 2000

Wasgrbad GFL® 1083

Zdli nkubketor 6000
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Letz, Wetzlar

LeicaCameraAG, Solms
LecaCameraAG, Soims

Tuttnauer/Systec, Wettenberg
Heraeus, Hanau

Perkin EImer, Norwalk, USA
MWG Biotedh, Ebersberg
Eastman Kodak, Rochester, USA
Berthad, Wildbed
MWG-Biotedch, Ebersherg
Frobd, Giefen

Liebisch, Bidefeld

GFL, Burgwedd

Heraals, Hanau

Berthadd, Wildbed

Heiddph, Kehlheim

Hitachi, Feldkirchen

WTW, Weilheim

LKB, Heidelberg
IKA-Labortedhnk, Staufeni. Br.
Savant, Farmingdale, USA
Bedkman, Palo Alto, USA
Eppendaf, Hamburg
Badhaofer, Regensburg
Heiddph, Kehlheim

GFL, Burgwedd

Heraals, Hanau
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2.2 Methoden

Fur Arbeiten mit Organismen undfir molekul arbiol ogische Experimente wurden steril e Gefél3e und
Ldsungen verwendet. Arbeiten mit Saugerzellen erfolgten zudem in einer sterilen Werkbank. Alle
Experimente fanden, wenn richt anders angegeben, bei Raumtemperatur stait.

2.2.1 Arbaten mit Escherichiacoli

2.2.1.1Kultivierung und Erhaltung von E. coli

Die Kultivierung und Erhatung von E. coli erfolgte nach Maniatis et a. (1982. E. coli-Zdlen wur-
den in einer Ubernadtkultur bei 37°C auf LB-Agarplatten ocker unter Schiitteln in LB-Medium her-
angezogen. Zur Selektion dasmidtragender Stémme wurden dem Medium 50 pg/ml Ampicillin
zugesetzt. Vorkulturen wurden mit Einzelkolonien von LB-Platten angeimpft. Fir die Herstellung
von Glyzeringefrierkulturen zur langfristigen Lagerung von E.coli wurden 0,5ml ener frischen
Ubernachtkultur mit 0,6 ml sterilem Glyzerin (87 %) vermischt. Die Lagerung erfolgte bei —80°C.

2.2.1.2 Hergtdlung transfor mationskompetenter E. coli-Zéellen

Die meisten Methoden der bakteriellen Transformation kesieren auf der Beobadhtung, dal? Bakteri-
en, de mit eiskater CaCl,-Losung behandelt und dinn kuz erwérmt werden, mit Plasmid-DNA
transformiert werden konren. Durch dese Behandung wird eine reversible Destabili serung der
Bakterienmembran erreicht, so dal3 de Bakterien zur DNA-Aufnahme kompetent werden. Fir die
Herstellung transformationskompetenter E. coli-Zdllen nadh Cohen et d. (1972 wurden 5ml -
Medium mit einer Einzelkolonie E. coli XL1-blue angeimpft und de Kultur bel 37°C bis zu einer
optischen Dichte von 0,3 l& 550 rm herangezogen. Nach Zugabe von 100ml vorgewarmten ¢-
Medium wurden de Bakterien bel 37°C weitergeschiittdt, bis se ene optische Dichte von 0,48
erreicht hatten. Die Kultur wurde 10 min auf Eis gestellt und ki 2500 rpm (J2-21 M/E Zentrifuge
mit JA-14-Rotor) und £C 5 min abzentrifugiert. Das ZdIpdlet wurde in 30 ml eiskalter TfBI-
Ldsung resuspendert undweitere 5 min auf Eis inkukiert, ehe die Zellen erneut abzentrifugiert und
in 4 ml eskadter TfBII-Ldsung aufgenommen, pationiert und kel —80°C aufbewahrt wurden. Die

kompetenten Zellen wurden freundi cherweise von Frau Daniela Drenkard zur Verfligung gestellt.

2.2.1.3 Transformation von E. coli mit doppestrangiger Plasmid-DNA

Zur Transformation vonE. coli mit doppelstrangiger Plasmid-DNA nad Hanahan (1983 wurden
Aliquas von 100 pl kompetenter Zellen auf Eis aufgetaut. Nach Zugabe der zu transfizierenden
DNA (ca 0,1pg) wurden de Zdlen 30min lang auf Eis inkubert, anschlief3end 40secbe 42°C
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hitzebehanddt, mit 1 ml LB-Medium versetzt und 1 hbei 37°C geschiitelt. Der Transformationsan-
satz wurde dann auf LB-Agarplatten mit 50 pg/ml Ampicilli n ausplattiert.

2.2.2 Arbdten mit Sdugerzdlen

2.2.2.1 Kultivierung von Sugerzdlen

Die Kultivierung von Séugerzellen erfolgte nach Lind & Bauer (1989. Peritonedexsudatzellen
(PEZ) aus der Maus, primére, humane Monazyten und THP-1 Zellen wurden bel 37°C und 5%
CO, in Wassrdampf-geséttigter Luft im Brutschrank kutiviert. Als Medium diente RPMI 1640,
dem 10% (v/v) FKS und 0,1mg/ml Penicilli /Streptomycin zugesetzt waren. THP-1 Zellen wurden
dle zwel bisdrel Tage passagiert.

2.2.2.2 Langzdtlagerung und Kryokonservierung van Sauger-Zelinien

Die Langzeitlagerung und Kryokorservierung von Sauger-Zdlinien erfolgte nach Lind & Bauer
(1989. THP-1 Zdlen in Kulturmedium wurden 5min bei 1200rpm (Megafuge 1.0R) abzentrifu-
giert. Das Zdlpdlet wurde im Verhdltnis 10:1 (Medium/Zdlpdllet) in einer Mischurg aus 40%
(v/iv) Kulturmedium, 50 % (v/v) FKS und 10% (v/v) DM SO resuspendiert undzu je 1 - 1,5 ml auf
Tiefgefrierrohrchen verteilt. Diese wurden dann in einen gut verschlie3baren, auf -80°C vorge-
kUHten, Styropabehdtter gegeben, Ulker Nadt bel -80°C gelagert und anschlief?end in flissgen
Stickstoff Uberfht. Zum Auftauen der Zellen wurden de Rohrchen bal 37°C im Wasserbad ge-
schwenkt undmit 70 %igem (v/v) Ethand desinfiziert. Anschlief3end wurden der Inhalt in minde-
stens 10 Volumen vargel egtem Kulturmedium verdiinrt und 5min bei 1200 rpm (Megafuge 1.0R)
abzentrifugiert. Nach Absaugen des Uberstandes wurden de Zélen in frischem Kulturmedium auf-
genommen. Mittels Trypanblaufarbung wurde die Vitdit & der Zellen urtersucht.

2.2.2.31solierung van humanen M onozyten durch Elutriation

Die nach der folgenden Methode gewonrenen Zdlen wurden von dn Abtellungen Hamatolo-
gie/lOnkadogie bzw. Klinische Chemie des Universitdtsklinikums Regensburg bezogen. Gesunden
Spendern zwischen 20 und 4QJahren wurden mit Hilfe ener Leukapherese Leukozyten aus dem
Blut enthommen (Graw et d., 197). Daraus wurden mononukede Zellen mittels Ficoll-
Dichtegradientenzentrifugation in einem Blutzellseparator isoliert (Johrson et d., 1977. Monozyten
wurden von an Lymphazyten Uber eine Gegenstromzentrifugation (Elutriation) getrennt (Sander-
sonet d., 1977, bal der die Zdlen ihrer Grole nach in verschiedene Fraktionen gesammelt werden

konrten.
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2.2.2.41solation von Peritonealexsudatzdlen (PEZ) ausder Maus

Mausen wurde je 1 ml PBS in die PeritonedhoHe gespritzt, was zur Einwanderung von Leuko-
zyten fuhrt. Nach 16h, zu dem Zeitpunkt, zu dem der Anteil der Makrophegen an den eingewan-
derten Zdlen am grofden ist, wurden de Tiere getotet. Nadh Desinfizieren des Fells mit 70 %igem
(v/v) Ethand wurde dieses im Bauchbereich gedff net. Anschliel3end wurde sovidl wie moglich eis-
kaltes Kulturmedium in de PeritonedhdHe gespritzt. Durch den Kateschock 16sen sich die Makro-
phagen von ar Peritonedwand. Das Medium mit den nun @rin enthaltenen Makrophegen wurde
mit einer Spritze wieder abgenommen undin ein varbereitetes Polypropylen-Geféld mit Kulturme-
dium UberfUhrt. Anschli ellend wurden de Zdll en ausgezahit.

2.2.2.5Bestimmung der Zéell zahl

Zur Bestimmung der Zdlzahl nach Lind & Bauer (1989 wurde die Zelsuspension in ein Ha
mocytometer (Neubauer-Zahlkammer) gefillt und urnier dem Mikroskop ausgezéhlt. Der Mittelwert
aus den vier sich diagona gegentiberliegenden, grofen Quadraten multipliziert mit 10* und dem
Verdinnumgsfaktor ergab de Zell zahl/ml.

2.2.2.6 Test auf L ebensfahigkeit von Zdlen

DieVitditét der Zdllen wurde durch Trypanblauférburg oder MTT-Test ermittelt.

2.2.2.6.1Trypanblauférbung

Fur die Trypanblaufarbung rach Lind & Bauer (1989 wurde 1 Teil Zelen mit 6 Tellen PBS bzw.
Medium und 3Tellen Trypanblau vermischt undin der Neubauer-Zahlkammer ausgezéhlit. Trypan-
blau ist ein saurer Farbstoff, der s Anion sehr leicht an Proteine binden kann. Er dringt nur in tote
Zdlen ein, de sich so vonlebenden Zdllen urterscheiden lassen.

2.22.6.2MTT-Test

Der MTT-Test efolgte nach Mosmann (1983. Der Test mifd die Aktivitét der mitochondiaden
Dehydrogenasen lebender Zdlen. Das shwadh gelbe MTT dringt in de Zdlen ein undsein Tetra:
zoliumring wird duch Dehydrogenasen aktiver Mitochondien urter Betelligung vonNADH und
NAD PH aufgebrochen. Es entstehen wasserunl 6dli che, dunlkelblaue Formazankristall e, die mit Hilfe
von SDS in Lésung gebracht werden konren. Die Absorption der Formazanl 6sung kann dann plo-
tometrisch bestimmtwerden. Die MTT-Tests wurden mit Hilfe des Cdll Proliferation Kits | (Roche
Diagnostics) durchgefiirt. THP-1 Zellen in einer Korzentration von5 x 10° Zdlen/ml bzw. primé

re, humane Monazyten in einer Korzentration von 16 Zellen/ml in Kulturmedium wurden mit den
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jewell s angegebenen Konzentrationen an Inhibitor bzw. Lésungsmittel versetzt. Je 100l Zdlsus-
pensionwurden in eine Vertiefungen einer 96-Loch Platte gegeben, danadh wurden de Zdlen 24 h
kultiviert. Nadh Zugabe von 10pl MTT-L6sung pro Vertiefung wurde 4 h kel 37°C inkubert. Je
Vertiefung wurden nun 10Qul SDS-Lésung zugesetzt, danach wurde Gber Nadht im Brutschrank
inkubert. Mit Hilfe enes Emax Microplate Readers (Moleaular Devices) wurde dann de Absorp-
tion bai einer Wellenldnge von 540nm bestimmt. Die Referenzwellenlange lag bet 650nm. Als
Standard denten Verdiinnumgsrethen vonZdlen ohre Hemmstoff. Die Auswertung der Mef3ergeb-

nise efolgte mit Hil fe des Programmes SOFTmax® (Moleaular Devices).

2.2.2.7 Invitro Stimulation von Zdlen

2.2.2.7.1Beschichten vonGewebekulturschalen mit Protein

Gewebekulturschalen mit Polystyrolbeschichtung (Costar bzw. Greiner) wurden 2h bei 37°C oder
Uber Nadht bel 4°C mit in PBS verdiinrtem 4-1BB-Fc (Maus-CD137-Fc; 3 ug/ml), CD137-Fc
(5 pg/ml) oder Fc-Protein (1,5 kew. 2,5ug/ml) inkubiert. Durch Van der Waals Kréfte wurde dabel
das Protein an der Polystyroloberflache der Schaen geburden. Vor dem nadhsten Arbeitsschritt
wurden de Schalen enma mit PBS gewaschen.

2.2.2.7.2Indukion vonZytokinfreisetizung und Adhérenz

2x 10° PEZ in 2ml Kulturmedium wurden in 4-1BB-Fc- bzw. Fc-Protein-beschichteten oder unbe-
schichteten 6-Loch-Gewebekulturschalen kutiviert. Nadh 4 Tagen wurden de Zelen fotografiert.
Anschlieffend wurden de Kulturiiberstande geerntet. Dazu wurden die Uberstédnde in Eppendarfre-
aktionsgefalie Uberfuhrt, 5min bai 13000rpm (Mikrozentrifuge) abzentrifugiert undanschliel}endin
frische Eppendafgefale pipettiert. Bis zur Messung der 1L-6 Korzentration im ELISA wurden de
Uberstande bei —20°C gelagert. Zur Isolation vonGesamt-RNA wurden de Zellen nach Abnahme
der Uberstande in RNAzol ™B (AMS Biotedinalogy) aufgenommen.

Jeweil s 100 pl THP-1 Zellen in einer Konzentration von5 x 10° Zdlen/ml in Kulturmedium wurden
fur 24h in CD137Fc- bzw. Fc-Protein-beschichteten odx unbeschichteten 96Loch-
Gewebekulturschalen kutiviert. Anschlief3end wurden de Zellen fotografiert. Die Kulturtibersténde
wurden geentet und bs zur Mesung der 1L-8 Korzentrationim ELISA bei -20°C gelagert.

2.2.2.7.3Hemmung von Zytokinfreisetzung und Adhérenz

Primére, humane Monazyten in einer Konzentration von 1x 10° zdlen/ml bzw. THP-1 Zdlen in
einer Konzentration von 5x 10° Zellen/ml in Kulturmedium wurden mit den jeweil s angegebenen

Korzentrationen an Inhibitor bzw. Lésungsmittel 10 min bei 37°C in Rundboanréhrchen aus Po-
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lystyrol (Falcon) vorinkulkert. Anschli ef3end wurden je 100l Zellsuspension in eine Vertiefungen
einer mit CD137-Fc bzw. Fc-Protein beschichteten 96 L och-Gewebekulturplatte pipettiert und etwa
24h bai 37°C inkubert. Die Zdlen wurden dann telweise fotografiert und dinach 5min bel
1200rpm zentrifugiert (Megafuge 1.0R). Anschliel?end wurden die Kulturiibersténde geentet und
bis zur Untersuchung im ELISA bei -20°C gelagert. Tab. 2.1 gibt einen Uberblick tiber die verwen-
deten Inhibitoren.

2.2.2.7.4Indukion undHemmung von Protei nphaspharyli erung

Primére Monazyten wurden in einer Korzentration von 18 Zelen/ml in Kulturmedium aufgenom-
men. THP-1 Zdlen wurden einma mit Leibovitz's L -15 Medium gewaschen undin einer Kornzen-
tration von 5x 10° Zellen/ml in diesem Medium resuspendiert. AnschlieRend wurden die Zellen fir
die jeweil s angegebenen Zeiten bel 37°C auf immobili Sertem CD137-Fc bzw. Fc-Protein inkubiert.
Dazu wurde pro Bedingung 1ml Zelen in eine Vetiefung einer entsprechend keschichteten
24-L och-Gewebekulturschae pipettiert. Danach wurde 1 min bei 1200rpm zentrifugiert (Megafuge
1.0R). Die Verwendurg von Inhibitoren erfolgte wie urter 2.2.2.7.3 beschrieben. Von cen so var-
behanddlten Zdllen wurden Zytoplasmaexirakte fir die Analyse im Western Blot gewonren.

2.2.2.7.5Indukion vonGenexpresson

Primére, humane Monazyten wurden in einer Korzentration von 5x 10° Zelen/ml in Kulturmedi-
um aufgenommen undfir 6 kew. 20h in CD137-Fc- bzw. Fc-Protein-beschichteten Petrischalen (O
8,5cm) kultiviert. Aus den so varbehanddten Zellen wurde Gesamt-RNA fur die Andyse der
CD137-Fc-indwzierten Genexpresson mittels der cDNA-Arraytechndogie isoli ert.

2.2.3 Molekularbiologische Methoden

2.2.3.1 Arbeiten mit RNA

2.2.3.1.1Isolierung von Gesamt-RNA aus Zdlen

Gesamt-RNA aus PEZ fir die RT-PCR sowie aus priméren, humanen Monozyten fir die Analyse
der Genexpresson mittels cDNA-Arrays wurde unter Verwendung von RNAzol ™B (AMS Bio-
techndogy) nach Angaben des Herstellers isoliert (Chomeczynski & Sacchi, 1987. 2 x 10° PEZ
bzw. 3,5x 10" THP-1 Zellen oder 1P Monozyten wurden pelletiert, in 500pl bzw. 6 oder 10ml
RNAzol ™B aufgenommen. undentweder bis zu 14Tage bel -20°C gelagert oder direkt nach Pro-
tokdl weiterverarbeitet. Das RNA-Pdl et wurde éwa 25 min luftgetrocknet, anschlief3end in einem
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geeigneten Volumen H,O gelést und bis zur Weiterverarbeitung bel —80°C gelagert oder direkt in
20 pl RT-Ansatz aufgenommen.

Gesamt-RNA aus unbehanddten, priméaren, humanen Monazyten fir die RT-PCR wurde mit Hilfe
des High Pure RNA Isolation Kits (Roche Diagnostics) isoliert. Dabel wird de RNA nad der Lyse
der Zdlen in Gegenwart eines chaotropen Sazes an ein Glasvlies gebunden (Vogdstein & Gill e-
spie, 1979. Im Anschlufd an einen Verdau mit DNasel , drekt auf dem Glasvlies, und mehrere
Waschschritte kann de RNA dann in H,O eluiert werden. 7,5x 10° Monazyten wurden in 400l
Lyse-/Bindepuffer aufgenommen und mc dem vom Herstell er mitgeli eferten Protokadl weiterver-
arbeitet. Die RNA wurde zum Schluf3in 50ul H,O duiert. Da sich herausgellte, dal3 bei Durchfih-
rung des Verdaus mit DNase | nadh den Angaben des Herstell ers die genomische DNA nicht voll-
stdndig abgebaut worden war, wurde die RNA im Anschluf3an de Isolation einem welteren Verdau
mit DNase | unterzogen. Dazu wurde die Nukleinsdurelésung mit 1 Unit/pul RNAse-Inhibitor und
2,5Unitg/pl RNase-freier DNase | (Roche Diagnastics) versetzt und 30min bal 25°C inkukiert. Der
Ansatz wurde dann erneut in 400pl Lyse-/Bindepuifer aufgenommen, de RNA nochmas nad
Protokdl, diesesmal jedoch ohre DNase | Verdau, aufgereinigt undwiederum in 50pul H,O duiert.
Biszur Verwendurg in der RT-PCR wurde die RNA bel -80°C gdlagert.

2.2.3.1.2Reinigung von RNA durch Phend/Chloroform-Extraktion

Zur Entfernung von Proteinresten wurde RNA, die unter Verwendung von RNAzol™B B (AMS
Biotechndogy) isoli ert worden war, einer Phend/Chloroform-Extraktion urterzogen (Chomczynski
& Sacdi, 1987. Sofern nicht anders angegeben, wurden all e Arbeitsschritte bei 4°C durchgefthrt.
Die wassige RNA-L6sungwurde zunachst mit einem Volumen eines Gemisches aus Phend (H,O-
gesdttigt, pH 4,5—5), Chloroform und Isoamylakohd (25:24:1, viv) versetzt. Mit Hilfe enes Vor-
tex wurde dann gut gemischt. Anschlief3end wurde 10 min bei 14000rpm zentrifugiert (Mikrozen-
trifuge), um die Phasen zu trenren. Der wiassige Uberstand mit der darin enthaltenen RNA wurde
in en neues Reationsgefdd Gkerfuhrt und naehmas einer Phend/Chloroform/Isoamylakohd-
Extraktion urterzogen. Die untere Phase wurde verworfen. Um Reste von Phend zu entfernen,
wurde die wassige RNA-LGsung anschlief3end mit einem Volumen Chloroform/Isoamylalkohd
(241, wv) versetiz. Mit Hilfe enes Vortex wurde gut gemischt. Anschliel3end wurde 10 min bai
14000rpm zentrifugiert (Mikrozentrifuge). Die wasgige Phase wurde wiederum in ein neues Redk-
tionsgefad Gkerfuhrt und de RNA durch Mischen mit /5 Volumen 7,5M NH4OAc und 2,5Volu-
men 96%igem (v/v) Ethand gefdlt. Danach wurde 20min bei 14000rpm zentrifugiert. Die RNA
wurde mit 100l 80%igem (v/v) Ethand gewaschen, etwa 25min bai Raumtemperatur luftge-
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trocknet undin einem geagneten Volumen H,O gel 6. Bis zur Weiterverarbeitung wurde die RNA
bel -80°C gelagert.

2.2.3.1.3Phatometrische K onzentrati onsbestimmung von Nuklei nséuren

Zur phaometrische Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren nach Maniatis et a. (1982
wurde die UV-Absorption (A) einer Nukleinsdurelésung bei 260 kzw. 280nm ermittelt. Die Mes-
sung erfolgte gegen das jewelli ge Losungsmittel in einer Quarzkiivette mit einer Schichtdicke von
1 cm. Alle Messwerte wurden |Gsungsmittelkorrigiert.

Naherungsweise gilt folgender Zusammenhang:

A =1 entspricht 50 pg/ml doppelstrangiger DNA
40 ug/ml RNA

33 ug/ml einzel strangiger OligonuKeotide

Zusétzlich gibt das Verhdtnis Aze /A5 Aufschlul’ tler die Reinheit einer Nukleinsdurelésung und
sollte fir DNA etwa 1,8 undfir RNA ca 2 letragen.

Alternativ wurde die Korzentration von Nukleinsaureldsungen mit Hilfe des NUCLEIC dotME-
TRIC™ Kits (Geno Tecdhndogy) nach Angaben des Herstell ers bestimmt.

2.2.3.1.4Gedektrophaese von RNA unter denaturierenden Bedingungen

Um die Gite der RNA zu Ulerprifen, wurde diese in einem 1 %igen, denaturierenden Agarosegel
eektrophaetisch aufgetrennt (Maniatis et d., 1983. Die entsprechende Menge Agarose wurde in
H.O im Mikrowelenherd verfliissgt und anschli ef3end auf etwa 60°C temperiert. Danach wurde die
Lésung mit RNA-Gd-Laufpuffer (/20 des Endvdumens) und Formadehyd (Endkoreentration
6 %, v/v) gemischt undin eine harizontale Gelkammer gegossen. Diein H,O gel6sten RNA-Proben
(3—=5pugin 23ul) wurden mit zwei Tellen RNA-Auftragspuffer versetzt und 5min bel 60°C dena-
turiert. Danach wurden /10 Volumen RNA-Gd-Ladepuffer und 0,4% (w/v) Ethidiumbromid hin-
zugeflgt. Die dektrophaetische Auftrennurg erfolgte bel einer Spannurg von 5V/cm in 1x RNA-
Gel-Laufpuffer. Nach der Elektrophaese wurden de Gele auf einer UV -Durchlichtbank (Bachdfer,
254 nm) fotografiert.
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2.2.3.1.5Reverse Transkriptase (RT)-Polymerasekettenretion (PCR)

Bel der RT-PCR (Cuddy et d., 1993 handdt es sch um eine sehr sensitive Methode zur Untersu-
churg von Genexpresson auf der Stufe der RNA. Dabel wird zunadhst mittelsder RT anhand einer
RNA-Matrize dDNA synthetisiert, de dann in ener PCR amplifiziert werden kann. Aul3er fir
Array-Hybridisierungen, deren Durchftihrung in Kapitel 2.2.3.3 gesondert beschrieben wird, wurde
dabei die SUPERSCRIPT™ Il RNase H Reverse Transkriptase (GibcoBRL) verwendet. Als Pri-
mer fUr die reverse Transkription denten Hexanukleotide mit zufalli ger Sequenz. Von der RNA aus
primérem, humanen Monazyten kew. THP-1 Zdlen, welche in H,O gel6st vorlag, wurden 1,5—
3 g fir die reverse Transkription eingesetzt. Die RNA aus 2 x 10° Maus-PEZ wurde nach dem
Fdlen und Trocknen sofort im RT-Ansatz aufgenommen. Dieser setzte sich folgendermalien

zusammen:
11l RNA inH,0

0,5l Hexanuleotide (2 mg/ml)

1l dNTPs (10mM)

4 ul 5x RT-Puffer (vom Herstell er der Reversen Transkriptase mitgeli efert)
2l DTT (100mM; vom Herstell er der Reversen Transkriptase mitgeli efert)
0,5ul RNase-Inhibitor (40 Units/ul)

1 ul SUPERSCRIPT™ 11 (200Units/pl)

Der Ansatz wurde 50 min bai 42°C undanschlieffend 15min bel 70°C inkubiert. Die dNA wurde
dann entweder zunédhst bel -20°C gelagert oder sofort in der PCR eingesetzt.
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2.2.3.2 Arbeiten mit DNA

2.2.3.2.1Polymerasekettenredktion (PCR)

Zur spezifischen Amplifikation von DNA-Fragmenten wurde die PCR (Mullis & Faloors, 1987

angewendet.

Eine PCR efolgte in folgendem Ansatz:

CD137Ligand B-Aktin humaner CD137 G3PDH
(Maus) Ligand

sense-Primer 2 ng/pl 2 ng/pl 5 ng/pl 0,8ng/pl
antisense-Primer 2 ng/pl 2 ng/pl 5 ng/pl 0,8ng/pl
dNTPs (10mM) 0,54l 0,54l 1l 0,2ul
10x Puffer’ 5ul 5ul 5ul 5ul
Tag-Polymerase o,5ul 0,5ul 0,4ul 0,4ul
DMSO 2,44 2,44
cDNA 2ul 2ul 2ul 1u
H.O ad 50ul ad50ul ad 50l ad50ul

Nad einem Denaturierungsschritt von 4min (CD137 Ligand (Maus), B-Aktin) bzw. 5min (huma
ner CD137 Ligand, G3PDH) bei 94°C efolgte die Amplifikation rach folgenden Reektionspara-

metern:
CD137Ligand humaner CD137
(Maus), B-Aktin | Ligand, G3PDH
Denaturierung 30seq 94C 1min, 94C
Anneding 1 min, 6I°C 2min, 52C
Extenson 1,5min, 72C 2min, 72C
Zyklenzahl 34 40

Dem schlof3 sich eine weitere Extension fir 10min bai 72°C an. Die PCR-Produktie wurden auf 1

oder 1,5%igen (w/v) Agarosegelen aufgetrenrt.

" vom Herstell er der Polymerase mitgeli efert
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2.2.3.2.2Geeektrophaese von DNA

Die analytische Auftrennung von DNA erfolgte mittels Geldektrophaese (Maniatis et d., 1983 in
horizontalen Kammern mit Gelvolumina zwischen 10 und 200nl. Die Konzentration dr in
1 x TAE geltsten Agarose betrug je nadh Grole der zu trennenden Fragmente 1 oder 1,5% (W/v).
Als Laufpuffer diente 1 x TAE. Die DNA-Proben wurden var dem Auftragen mit /10 Volumen
DNA-Gd-Ladepuffer versetzt. Als Langenstandards dienten de Standards Il und X (Roche Diagno-
stics). Die Elektrophaese afolgte bel einer Spannurg von 10V/cm. Anschlief}end wurden de Gele
fur etwa 10min in 10pg/ml Ethidiumbromid-Lésung gefarbt und dinach zum Entfernen Glber-
schissgen Ethidiumbromids aus der Gelmatrix gewéassert. Die gefarbten DNA-Banden wurden auf
einer UV-Durchlichtbank sichtbar gemadit und mit Hilfe des Geldokumentationssystems 2000
(MWG-Bioted) fotografiert.

2.2.3.2.3Isolierung von Plasmid-DNA im kleinen Mal3stab (Minipraparation)

Die Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli wurde nach der Methock der dkali schen Lyse (Birn-
baum & Daly, 1979 mit anschliellender Phend/Chloroform-Extraktion durchgeftihrt. Dazu wurden
zurédhst ca 1,5ml einer stationdren Ubernadhtkultur in einem Eppendarfresktionsgefa 2min bei
5000rpm abzentrifugiert (Mikrozentrifuge). Der Uberstand wurde verworfen und ds Zell sediment
in 100pl eiskalter Losung | mit RNase A (1 mg/ml) resuspendert. Anschlief3end wurde 5 min bel
Raumtemperatur inkubiert. Nach Zugabe von 200ul Losung |1 wurde durch mehrmaliges Invertie-
ren gut gemischt und kuz auf Eis inkubiert. Proteine und genomische DNA wurden aus diesem
Lysat mit 150l eiskalter Losung 111 20 min auf Eis gefdlt und dinn 5min bel 140 rpm und £C
abzentrifugiert (Mikrozentrifuge). Der wassige Uberstand mit den darin enthatenen Plasmiden
wurde zunadhst mit 1 Volumen Phend (TE-gesdttigt, pH 7,5- 8)/Chloroform (1:1, viv) und an-
schliefend mit 1 Volumen Chloroform ausgeschiittedt. Anschlielfend wurde die DNA mit
2 Volumen 100%igem Ethand gefdlt und 20min bel 14000 rpm abzentrifugiert (Mikrozentrifuge).
Das Pdllet wurde dann mit 70 %igem (v/v) Ethand gewaschen, etwa 25 min luftgetrocknet undin
einem geagneten Volumen H,0 gel6t. Alternativ wurden Plasmid-Prdparationen im kleinen Mal%-
stab mit Hilfe von NUCLEOBOND® AX 20 Sili cagelsaulen (Macherey-Nagel) nach Angaben des
Hergtdlers durchgefiihrt. Die so erhdtene Plasmid-DNA wurde fir die Sequenzierung verwendet.
Die Lagerung der DNA efolgte bel -20°C.
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2.2.3.2.4Spdtung von DNA durch Restriktionsendonulteasen

Der Verdau vonDNA mit Restriktionsenzymen (Maniatis et d., 1983 wurde in eénem Volumen
von 20ul mit 1 pg Plasmid-DNA, 10Units des entsprechenden Enzyms und 2l desvon Hersteller
empfohlenen 10x Re&tionspuffers durchgefuhrt. Die Ansdtze wurden 2h bei 37°C inkubert und
durch Agarosegel-Elektrophaese analytisch aufgetrennt.

2.2.3.2.5Sequenzierung von DNA

DNA-Sequenzierungen erfolgten nach der Kettenabbruchmethode mit Didesoxynukeotiden von
Sanger et d. (1977). Sequenzregktionen wurden mit dem Big Dye Terminator Cycle Sequencing Kit
(Applied Biosystems) unter Verwendung doppelstrangiger Plasmid-DNA angesetzt und Abbruch-
fragmente nach der Cycle-Sequencing-Methode (McCombie é a., 1993 erzeugt. Die Detektion
erfolgte Uber Laseranregung der fluoreszenzmarkierten Didesoxynuldeotide in einem automatischen
DNA-Sequenzer (ABI/Perkin Elmer, Typ 373. Die Sequenzierungen wurden freundicherweise
von Frau Anne Pietryga-Krieger durchgeftihrt.

2.2.3.3 cDNA-Arraytechnologie

Die Arraytechndogie ist ein Verfahren, welches die gleichzeitige Analyse der Expresson einer
Vielzahl von Genen erméglicht (van Hal et d., 2000 Hughes & Shoemaker, 200). Nylonmembra:
nen odxr Glaschips werden in bestimmten Koordinaten mit cDNAs bekannter Gene oder cDNA -
Fragmenten, sog. ESTs beschickt. Aus zwe verschiedenen Zelpopuationen wird RNA isoliert,
welche ds Matrize fur die Synthese von cDNA dient. Diesewird hierbel direkt oder in einem weite-
ren Schritt mit Radioaktivitét oder Fluoreszenzfarbstoffen markiert und ads Sonde zur paraleen
Hybridiserung zweier identischer Arrays eingesetzt. Durch Vergleich der beiden Arrays kénren
Hybridiserungssgnae mit unterschiedlichen Intensitéten ermittelt werden. Anhand der Koordina
ten der entsprechenden Spatslassen sich dann de differentiell exprimierten Gene identifizieren.
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Abb. 2.1: Ablaufschema der Analyse differentieller Genexpression mit Hilfevon cDNA-Arrays.

Fur die Untersuchurg der CD137 regulierten Genexpresson in humanen Monozyten wurde der
Atlas™ Human cDNA Expresson Array | (Clontedh) verwendet. Hierbei handelt es sch um eine
pasitiv geladene Nylonmembran, auf der in bestimmten Koordinaten 588PCR-amplifizierte dNA-
Fragmenten bekannter Gene gespattet sind. Die Lange der ds Doppel spats aufgetragenen cDNA-
Fragmente betrégt dabel 200 — 500op. Zusdizli ch ist die Membran mit cDNA-Fragmenten von reun
Haushatsgenen al's Positi vkontroll e und Plasmid- und Bakteriophegen-DNAS as Negativkontrollen
beschickt. Pro Spot wurden dabei 10 ng cDNA immohili sert. AufRerdem wurde der Human HL-60
cDNA-Array verwendet, welcher vom Resourcen Zentrum Primérdatenbank (RZPD), dem Orga-
nisationszentrum des Deutschen Humanen Genomprojektes vertrieben wird. Auch des snd Ny-
lonmembranen, auf denen dlerdings 27648 Gene ds Bakterienkdonien, de die entsprechende
cDNA enthalten, in einer definierten Anordnurg doppelt gespattet sind. Die Andyse der Genex-
presson mit Hil fe des Human HL-60 cDNA-Arrays erfolgte nach Becker et d. (2001).
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2.2.3.3.1Prgparation cer RNA

10° primére Monozyten mit einem Reinheitsgrad von etwa 90% wurden fir die Anayse der
Genexpresson mit Hilfe der Atlas Arrays 20h, fir die Analyse mittels der Human HL-60 cDNA-
Arrays 6 h auf immohilisertem CD137-Fc bzw. Fc-Protein kutiviert. Aus diesen Zdlen wurde
dann urter Verwendung von RNAzol™B (AMS Biotechndogy) Gesamt-RNA isoliert und an-
schliefRend einer Phend/Chloroform-Extraktion unterzogen. Um die Giite der RNA zu Ukerprifen
wurde en Aliqua in einem denaturierenden Agarosegd aufgetrennt. Evtl. nach varhandene geno-
mische DNA wurde dann duch Verdau mit RNase-freier DNasel (Roche Diagnastics) entfernt.
Dazu wurde die RNA-L6sung mit 100l 10x DNase I-Puffer und 50Units DNase | versetzt und
der Ansatz mit H,O auf ein Volumen von 1 ml gebradct. Anschlief3end wurde 30min bel 37°C in-
kubiert. Danach wurde die RNA erneut Uber Phenad/Chloroform-Extraktion gereinigt. Schlief3ich
wurde nochmals die Qudité der RNA mittels Elektrophorese in einem denaturierenden Agarosegel
ermittelt. Bis zur Weiterverarbeitung wurde RNA dann kel —80°C gelagert.

2.2.3.3.2Hergtdlung radioaktiv markierter cDONA-Sonden

Die Herstellung radioaktiv markierter Soncden fir die Hybridisierung der Atlas Arrays erfolgte Uber
reverse Transkription urter Verwendurg von [o-*P] dATP. Dabei wurde die im Kit enthatene
MMLV (Moloney-Murine-Leukemia Virus) RT sowie der ebenfdl im Kit enthatene CDS Rimer
Mix verwendet. Die Re&tion wurde nach Angaben des Herstell ers durchgefiihrt, jedoch wurde stait
der angegebenen pdyA*™-RNA entspredhend vabereitete Gesamt-RNA as Matrize eéngesetzt. Falls
nétig wurde die RNA-Lésung vorher mit Hilfe éner Speed Va¢® SC110(Savant) auf ein gedgnetes
Volumen eingeengt. Nicht eingebaute Nukleotide wurden im Anschluf3an de reverse Transkription
Uber die mitgelieferten CHROMA SHN-200 DEPC-H,0 Saulchen nach Anleitung abgetrenrt. Die
markierte MNA konrte aifgrund ihrer radioaktiven Strahlung im Durchlauf der Sdulen detektiert
werden. Dazu wurde je 1 ul der gesammelten Fraktionen mit 1 ml Szintill ationsflissigkeit versetzt
und de spezifische Aktivitét in einem Szintill ationszdhler (Bedkman) gemessen.

Zur Herstdlung radioaktiv markierter Soncen fur die Human HL-60 cDNA-Arrays wurden zu-
nachst 100ng der entsprechend vabereiteten RNA mit Hilfe des SMART-Protokdls (Clonted) in
einzdstrangige MNA transkribiert und anschlief3end amplifiziert. Die so erhdtenen PCR-Produlte
wurden dann urter Verwendung des QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen) nach Angaben des
Herstdlers aufgereinigt. Dabel wurde die NA zum Schluf3in 30pl H,O aufgenommen und @nn
bis zur Weiterverarbeitung bel -20°C gelagert. Fur die anschliel¥ende radioaktive Markierung wur-
den je 100ng cDNA in eéinem Volumen von 34ul H,O fir 20 min auf 98 - 100°C erhitzt, anschlie-
Rend auf Eis gestellt und mit 10 pl RPDL, 4pl [a-*P]dCTP und 1pl Klenow-Fragment (5 Units)
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versetzt. Danach wurde der Ansatz 1 h bel 37°C inkubiert. Zum Abstoppen der Redktion wurden
2 pl Lachsgperma-DNA (2 mg/ml), 10l ETS-Puffer und 30l TE-Puffer zugegeben. Nicht einge-
baute Nukieotide wurden mit Hilfe von NICK Columns (Amersham Pharmada Bioted) nach Pro-
tokal abgetrennt. Die spezifische Aktivitét von je 1 ul der markierten cDNA wurde dann rech der
Methode von Cherenkow ohre Zugabe von Szintill ationsflissgkeit im Tritiumkanal eines Szintill a

tionszéhlers (Bedkman) bestimmit.

2.2.3.3.3Hybridiserung der Arrays

Die Atlas Arrays wurden zum Abséttigen urspezifischer Bindurgsgdlen zunadst entsprechend cer
Anleitung des Herstellers in 0,1mg/ml LachspermaDNA in Express Hyb™ Hybridisierungsd 6-
sung 30min bei 68°C inkuliert. Die Sonden (je ca 3x 10° cpm in 340pl) wurden ebenfalls nach
Protokal| vorbereitet und mit je 4 ml ExpressHyb™ Hybridisierungslésung mit 0,12 mg/ml Lachs-
spermaDNA gemischt. Die Hybridiserung erfolgte tber Nacht bei 68°C. Danach wurden de
Membranen zurécdhst dreima fir je 20min bei 68°C mit jeweils 200ml 2 x SSC, 1% (w/v) SDS
und anschli elfend zweimal je 20 min bel 68°C mit jeweills 200ml 0,1 x SSC, 0,5 % (w/v) SDS ge-
waschen. Samtliche Hybridiserungs- und Waschschritte wurden dabel in Rollerflaschen duchge-
fuhrt. Die Autoradiographie der Membranen erfol gte bei —80°C mit Verstérkerfolie.

Die Préhybridiserung der Human HL-60 cDNA-Arrays erfolgte Uber Nadt bei 38°C in einer L6-
sung aus 5ml 4 x Hybridiserungddsung, 10ml Formamid, 0,2ml 10% (w/v) SDS und 48 ml
H,0 in Roll erflaschen. Nach Zugabe der Sonden (je ca 9x 10° cpm) wurde wiederum iber Nacht
bel 38°C inkubiert. Darauf folgte @n 10-minUtiger Waschschritt bei 38°C in 1x Denhardt’s Lésung,
2 X SSC, 0,1% (w/v) SDS. Anschlief3end wurden de Membranen zunéchst 15 min, dann mehrmals
jewells etwa 1 h mit 0,1 x SSC, 0,1% SDS (w/v) be steigenden Temperaturen zwischen 38 und
60°C gewaschen. Nadh jedem der Waschschritte wurde mit einem Geigerzéhler (Berthdd) die Ak-
tivitdt gemessen. Nachdem diese aif weniger as 10 cpm pro Membran gesunken war, wurden de
Filter fir etwa 1,5h auf Whatman Papier getrocknet. Die Autoradiographie afolgte bei Raumtem-
peratur ohre Verstarkerfolie.

2.2.3.3.4Auswertung der Arrays

Durch Vergleich der Autoradiogramme zweier Membranen, de pardle mit Sonden von CD137-Fc-
bzw. Fc-Protein-behandelten Monazyten hybridisiert worden waren, wurden Hybridiserungssgnde

mit unterschiedlicher Signdli ntensitét ermittelt.
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Anhand der Koordinaten der jewelli gen cDNA-Spats konrten dann im Fale der Atlas Arrays die
Namen der entsprechenden, pdentiell durch CD137 regulierten Gene aus einer im Kit enthaltenen
Liste mit den gespotteten cDNAS entnommen werden.

Im Fale der Human HL-60 cDNA-Arrays wurden anhand der Koardinaten von Spots mit unter-
schiedlich starkem Hybridiserungssgna Bakterienklone mit den entsprechenden cDNA-Fragment
vom RZPD bestdllt. Diese wurden auf LB-Agarplatten mit 50 pg/ml Ampicillin ausgestrichen und
Uber Nadt kultiviert. Je 5ml LB-Medium, ebenfals mit 50 ug/ml Ampicillin wurden dann mit
Einzelkolonien von an Platten angeimpft und Gler Nadt bel 37°C geschiittelt. Anschlief3end wur-
de die Plasmid-DNA isoliert und, unter Verwendung der Primer pSPFORT1-forward und (SPORT1-

reverse, sequenziert.

2.2.4 Proteanchemische M ethoden

2.2.4.1 Hergtdlung von Zytoplasmaextrakten

Die Herstell ung von Zytoplasmaextrakten erfol gte wie beschrieben in Finkelstein & Shimizu (2000
mit einigen Abanderungen. Alle Arbeitschritte wurden bei 4°C durchgefiihrt. Zdllen wurden rach
Inkuketion auf immohili Sertem CD137-Fc bzw. Fc-Protein in der Gewebekulturschae fur 2 - 3 min
be 1200 rpm abzentrifugiert (Megafuge 1.0R). Das Medium wurde sorgfdtig entfernt, in
Eppendafreaktionsgefdlde Uberflhrt und 5min bel 6000rpm zentrifugiert (Mikrozentrifuge), um
evtl. mitabgesaugte Zdlen zu peletieren. Zur Lyse wurden de Zdlen anschlieffend mit
modifiziertem RIPA-Puffer versetzt und 30min inkubiert. 5x 10° THP-1 Zdllen bew. 10 primére,
humane Monazyten wurden dabel 40l des Puffers aufgenommen. Die Lysate wurden dann in
Eppendafrestionsgefdle Gberfihrt und zum Entfernen der Zellkerne 25 min bei 11000rpm
zentrifugiert (Mikrozentrifuge). Je 20l des Uberstandes wurden fir die SDS-PAGE mit
1 Volumen 2x Laemmli-Puffer versetzt und bs zur Wetterverarbeitung bel —20°C gelagert. Der
restliche Teil der Uberstande wurde zur Proteinbestimmung verwendet.

2.2.4.2 Konzentrationsbestimmung von Proteinen

Die Konzentration von Proteinldsungen wurde unter Verwendurg des BCA Protein Assay Kits
(Pierce) bestimmt (Smith et ., 1985). Die dem Kit zugrunde liegende Methocke beruht auf der Re-
duktion vonCu?* zu Cu* durch Proteine in alkali schem Milieu. Cu” bil det dann mit Bicinchromséure
(BCA) enen wassrlGdichen, Hauen Farbkomplex, welcher durch Messung der Absorption bel
562nm quantifiziert werden kann. Fir die Proteinbestimmung wurden 2 pl Zytoplasmaextrakt in
einer 96-Loch Platte mit 8 pl H,O und 200ul einer nach Angaben des Herstell ers vorbereiteten -
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kali schen BCA-Kupfer(ll) Lésung versetzt und etwa 30 min bei 37°C bis zur Entwicklung einer
leicht blauen Farburg inkubiert. Mit Hilfe anes Emax Microplate Realers (Moleallar Devices)
wurde dann de Absorption kel 540nm bestimmt und mit Hilfe ener BSA-Standardreihe in Pro-
teinkorzentrationen umgerechnet. Zur Auswertung wurde das Progranm SOFTmax® (Moleaular

Devices) verwendet.

2.2.4.3 SDS-Polyacrylamid-Geleektrophorese (SDS-PAGE)

Die dektrophaetische Trennurg von Proteinen wurde nach der Methode von Laemmli (1970
durchgeflibrt. Bel der Elektrophaese von Proteinen héngt die Wanderungsgeschwindigkeit haupt-
sAdlich vonLadung, Gréf®e und Form ab. Da SDS die meisten Proteine denaturiert undin einem
festen Verhdltnis bindet (ein SDS-Molekil pro zwei Aminosauren), weisen de Molekile en kon-
stantes Verhdtnis von Ladung und Grofe und eine &nliche Form auf. Deshalb werden sie in der
SDS-PAGE vorwiegend rach ihrem Molekulargewicht getrennt (Reyndds & Tanford, 1970.

Die Elektrophaese afolgte mit diskontinuerlichem Puffersystem (King & Laemmli, 1973 in ver-
tikalen Minigelen des Formats 7 cm x 10 cm x 0,15 cm. Die Acrylamidkoreentrat betrug dabel
10%. Die Gele waren wie folgt zusammengesetzt (Menge fir ein Gel):

Sammelgd (4 %) Trenngd (10%)

Acrylamid:Bisaaylamid (40%, 191) 201l 1,75ml
TrSHCI (LM, pH 6,9) 241l
TrSHCI (2M, pH 8,9 1,312ml
H,O 1,526ml 3,83ml
SDS (10 %, wiv) 20l 70l
TEMED 2ul 3,54l
APS(10%, wiv) 0ul 35l
Gesamtvolumen 2ml 7ml

TEMED undAPSinitiieren de Polymerisation undwurden daher zum Schluf3 zugegeben. Die Léan-
ge des Sammelgds, in wel ches die Protei nl sungen aufgetragen wurden, betrug 1,3cm.

Die Proteinproben wurden nadh Aufnahme in 1Volumen 2x Laenmli-Puffer 5 min auf 95°C er-
hitzt und anschlie3end 10min bel 13000 rpm zentrifugiert (Mikrozentrifuge). Die Elektrophaese
erfolgte unter Spannungsbegrenzung (120V) in SDS-PAGE-Laufpuffer. Im Anschlu an de Elek-

trophaese wurden de Gelefir Western Blot-Analysen verwendet.
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2244 Wesern Blot

Als Western Blot bezeichnet man de Ubertragung von Proteinen aus Polyacrylamidgelen auf
Membranen. Fir den Transfer auf Nitrozell ulose-Membranen (Towbin et d., 1979 wurden des Gel
und eine Nitrozellulose-Membran in Gelgréfe im AnschluRan de SDS-PAGE zunadchst 20 min in
Western Blot-Transferpuffer aquili briert. Sechs Whatman Papierstreifen, ebenfalls in Gelgrofi,
wurden kuz in Western Blot-Transferpuffer getrankt. Anschlief3end wurden in der Transferappera-
tur zunachst drei Lagen Whatman Papier, dann de Membran, das Gel und schliefdich wiederum
drei Lagen Whatman Papier Ubereinander geschichtet. Die Proteine wurden dann duch Anlegen
einer Stromstérke von 0,85mA/cm? fir etwa 1 — 1,5 h auf die Membran tbertragen.

Fur den Transfer auf eine PVDF-Membran wurde diese mit Methand benetzt und zusammen mit
dem Gd fur etwa 1 min in Puffer B inkubert. Drei Lagen Whatman Papier wurden in Puffer A ge-
trankt und auf die Anodenplatte der Transferapparatur gelegt. Darauf folgten drei Schichten mit
Whatman Papier, die zuvor mit Puffer B getrankt worden waren, dann de Membran, des Gd und
schliefdich drel Lagen vonin Puffer C getrénktem Whatman Papier. Nadh Bedecken des Aufbaus
mit der Kathodenplatte wurde fiir 0,8h eine Stromstérke von 1,3mA/cm? angelegt. Die Polyacry-

lamidgele wurden im Anschluf3an den Transfer mit Coomasse Blue gefarbt.

2.2.45 Proteénnachwe s auf Western Blots

An eine Membran gebuncdene Proteine bzw. deren Phosphaylierung wurden mittels gezifischer
Antikorper nachgewiesen (Peltre ¢ d., 1982 Haas et d., 198§. Zur Abséttigung unspezifischer
Bindurgsddlen wurde die Membran im AnschluR an den Transfer zunachst 1- 1,5 h in einer L6-
sung von 5% (w/v) BSA in PBS-T, welche jewell s frisch angesetzt worden war, inkubert und Uler
Nadt bel 4°C in PBS-T gewaschen. Danach wurde 2 h kel Raumtemperatur mit dem in PBS-T
verdiinrten Primarantikorper geschwenkt. Nach mindestens drel etwa 10-miniitigen Waschschritten
mit PBS-T wurde die Membran fir 2 h mit dem ebenfdls in PBS-T verdinrten, Mearettich-
Peroxidase (HRP)-gekoppdten Sekundarantikorper inkubert. Es folgten mindesten drel weitere
Waschschritte. Gebundene Antikorper wurden dann urter Verwendung des Nowa Western Blot
Detedion Kits (EnerGene) Uber eine Chemilumineszenz-Re&tion (ECL) nadgewiesen. Der
Nadweis durch ECL beruht auf der HRP/H,O,-kataysierten Oxidation eines zykli schen Diazylhy-
drazids (Lumind) unter alkalischen Bedingungen. Das Lumind wird duch de Oxidation angeregt
und geht unter Lichtemisson wieder in den Grundzustand Gler. Chemische Verstarker (Phende)
erhdhen sowoh Dauer ds auch Ausbeute der Lichtemisson, de aif einem blau-sensitiven Autora
diographie-Film (Hyperfilm-ECL™, Amersham) sichtbar gemacht werden kann. Zum Entfernen
von gebuncdenen Antikorpern wurden PVDF-Membranen zunédst 5 min in H,O, dann 5min in
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0,2%iger (w/v) NaOH und danach wiederum 5 min in H,O geschwenkt. Nach nachmaligem Ab-
séttigen urspezifischer Bindurgsgelen konrien de Blots zum Nadwe's weiterer Proteine eneut
mit spezifischen Antikorpern inkubiert werden.

2.2.4.6 Coomasse-Farbung von Proteinen

Die Uber SDS-PAGE aufgetrennten Proteine konrten duch Coomasse-Farburg (Fairbanks, 197))
direkt im Gel sichtbar gemadt werden. Dazu wurde das Polyacrylamidgel fur etwa 1 hin Coomas-
se Blue-Farbeldsung geschwenkt. Anschliel3end wurde der nicht an Protein gebundene Farbstoff
durch Schwenken in Entfarber aus der Gelmatrix entfernt. Dies erforderte regeméaliiges Erneuern
des Entfarbers. Zur Aufbewahrung wurden de Gele aif Whatman Pepier bei 90°C unter Vakuum
getrocknet.

2.2.4.7ELISA (enzyme-linked immunosor bent assy)

Zur Korezentrationsbestimmung von Zytokinen in Zdl kulturiiberstdnden wurden sandwich-ELISAS
durchgefihrt. Dazu wurde ene 96-Loch-Platte (Falcon) mit einem fur das jeweili ge Zytokin spezifi-
schen, monoKoraen Antikorper beschichtet. Unspezifische Bindurgsdelen wurden nach Entfer-
nen von Ulerschissgem Antikorper durch Inkubetion mit einer Losung aus 1 % BSA und 5% Sac-
charose in PBS abgeséttigt. Nach einem Waschschritt mit PBS-T wurde mit den geegnet verdiim-
ten Zdlkulturiibersténden inkubert und urgebundenes Protein anschlief3end weggewaschen. Zur
Detektion des gebundenen Proteins wurde nacheinander mit einem zweiten, speafischen, pdyklo-
nalen, hotinylierten Antikorper, Streptavidin-gekoppetem Enzym, jeweils gefolgt von einem
Waschschritt, undschliefdich mit Substrat inkubiert. Durch de Kopplung des Enzyms Uber Biotin-
Streptavidin wird dabel die Sengtivitét des ELISAs gesteigert. Das Enzym kann jedoch auch, wie
dies z.B. bem Milenia Human-IL-8 ELISA (DPC Biermann) der Fall war, direkt an den Antikorper
gebunden sein. Die Absorption der durch enzymatische Umsetzung des Substrats entstehenden Far-
burg wurde phaometrisch durch Messaung in einem Emax Microplate Readers (Moleaular Devices)
ermittelt. Als Standard dente @ne Verdinnumgsreihe mit dem jewelli gen, rekombinanten Protein.

Zur Auswertung der MeRwerte wurde das Programm SOFTmax® (Moleaular Devices) verwendet.

Die Mesaung von Maus-IL-6 erfolgte mit Hilfe des Duo Set Maus-IL-6 ELISAs (R&D Systems).
Die Bestimmung von humanem IL-8 erfolgte entweder mit Hilfe des DuoSet Human-1L-8 ELISA
(R&D Systems) oder des Milenia Human-1L-8 ELISA (DPC Biermann) nach den jeweiligen Anga-
ben der Hergtdler. Als Enzym diente in dlen Félen Mearettich-Peroxidase. Fir die ELISAs von
R&D System wurde ABTS (Roche Diagnostics) as Substrat verwendet. Durch enzymatische Um-
setzung dieses Stoff es entsteht ein grliner Farbstoff, dessen Absorption kel 405nm ermittelt werden
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konrte. Im ELISA von DPC Biermannwurde eéne TM B-Substratl 6sung eingesetzt. Nach enzymati-
scher Umsetzung dieses Substrates und Abstoppen der Reéktion mit Hilfe von 2N HCl konnte die
Absorption des entstehenden Farbstoffes bel 450nm ermittelt werden.
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3 Ergebnisse

CD137i¢t ein Mitglied der TNF Rezeptorfamilie. Sein Ligand gehdrt zur TNF Familie. Fir mehrere
Mitglieder dieser Familie wurde reverse Signa Uibertragung in de Ligand-tragende Zelle beschrie-
ben. Auch fir den CD137 Liganden gibt es Hinweise auf eine solche reverse Signa ibertragung. So
indwziert immobili Sertes CD137 in humanen T-Lymphazyten Apoptose (Schwarz et d., 199§.
Dagegen Ukt CD137 eine kostimulatorische Funktion kel der Aktivierung von B-Lymphozyten aus
(Pollok et a., 1994 Pauly, 200Q. Verschiedene Tumor-Zéli nien werden duch Zugabe von 16dli-
chem CD137 zur Produkion vonlL-8 angeregt (Sdih et d., 200Q. Ahnlich bewirkt immohilisiertes
CD137in priméren, humanen Monozyten de Produkion proinflammatorischer Zytokine, wie z.B.
IL-6 oder IL-8. AuRerdem fordert es die Adhdrenz undfiihrt zu einer Verlangerung aes Uberlebens
dieser Zelen (Langstein et a., 1998 Langstein & Schwarz, 1999. Auch konrie gezeigt werden,
dal? immohilisiertes oder auf der Oberflache von Spheroiden exprimiertes CD137 die Migration der
Monazyten in vitro undin die Spheroide verstérkt (Bedke @ d., eingereicht). Schliefdich stimuliert
immohilisiertes CD137-Fc die Proliferation der Monazyten (Langstein et ., 1999.

3.1 CD137-induzierte reverse Sgnaltibertragung in Peritonealexsudatzd-

len ausder Mausund humanen THP-1 Zdlen

3.1.1 CD137-induzierte morphologsche Veranderungen und Versarkung der Ad-

harenz

Bidang ist nichts Uber eine CD137-induzierte reverse Signalbertragung in monazytéaren Zellen
bekannt. Um einen ersten Hinweis auf eine patentiell e reverse Signdtransduktion in Peritonedex-
sudatzellen (PEZ) aus der Maus und den humanen, monozytéaren THP-1 Zellen zu erhaten, sollte
deshab zunadst der Einflu? von CD137 auf das Adhérenzverhaten deser Zdlen urtersucht wer-
den. Dazu wurden PEZ isoliert und in Gewebekulturschalen kutiviert, de mit 4-1BB-Fc, einem
Fusionsprotein zwischen der extrazelluldren Doméne von Maus-CD137 und @m Fc-Fragment von
humanem 1gG1, bzw. mit dem Kontroll protein Fc beschichtet oder unbeschichtet waren. Nach 4
Tagen wurden de Zdlen fotografiert. Analog dazu wurden THP-1 Zdlen fir 24 hin Gewebekultur-
schalen kutiviert, die mit CD137-Fc bzw. Fc-Protein beschichtet oder unbeschichtet waren, und
anschli ef3end ebenfdl s fotografiert.
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A) PEZ B) THP-1 Zdlen

CD137-Fc

nur Zdlen nur Zdlen

Abb. 3.1: CD137-Fc induziert morphologische Veranderungen in PEZ und THP-1 Zellen und verstérkt die Ad-
harenz dieser Zelen. A) PEZ (2 x 10° Zellen in 2 ml Kulturmedium) wurden fiir 4 Tage in Gewebekulturschalen kulti-
viert, die mit 4-1BB-Fc (3 pg/ml) bzw. &quimolaren Konzentrationen an Fc-Protein (1,5 ug/ml) beschichteten oder unbe-
schichtet waren urd anschlieRRend fotografiert. B) THP-1 Zelen (5x 10" Zdlen in 100l Kulturmedium) wurden in
Gewebekulturschden inkubiert, die mit CD137Fc (5ug/ml) bzw. aguimolaren Konzentrationen an Fc-Protein
(2,5 pg/ml) beschichtet oder unbeschichtet waren. Nad 24 h wurden die Zellen fotografiert.

Wiein Abb. 3.1 zu sehen ist, zeigen sowoh die PEZ ds auch de THP-1 Zdlen, de aff immohili-
sertem 4-1BB-Fc bzw. CD137-Fc kultiviert wurden, morphdogische Verénderungen gegendiiber
Zdlen, de in Fc-Protein-beschichteten oder unbeschichteten Gewebekulturschalen gehaten wur-
den. So treten bel auf 4-1BB-Fc inkubierten PEZ verstérkt unregelméldige sowie langgestreckte und
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verzweigte Zelformen auf. Auch bel THP-1 Zdlen, de aif immohilisertem CD137-Fc kultiviert
wurden, sind langgestreckte Zellformen zu beobadtten. Diese kommen bei Zdlen, de in Fc-
Protein-beschichteten oder unbeschichteten Gewebekulturschaen kutiviert wurden, richt vor. Fir
priméare, humane Monazyten konrie gezeigt werden, dal3 solche morphdogischen Veranderungen
mit einer verstérkten Adhérenz der Zelen einhergehen (Andreesen et d., 1990. Immohili Siertes
CD137 fordert auch de Adhérenz primérer, humaner Monazyten (Langstein et d., 1999. Diein
den PEZ und THP-1 Zdlen bel Stimulation mit immohilisertem 4-1BB-Fc bzw. CD137-Fc beob-
achteten morphdogischen Veranderungen waren ein erster Hinweis auf eine CD137-indwzierte re-

verse Signal Ubertragung in desen Zellen.

3.1.2 CD137-induzierte Freisetzung proinflammatorischer Zytokine

CD137fordert nicht nur die Adhérenz primarer, humaner Monazyten sondern indwziert auch proin-
flammetorische Zytokine, wie z.B. IL-6 undIL-8 in desen Zdlen (Langstein et a., 1999. Um einen
weiteren Hinweis auf eine mogliche CD137-indwzierte reverse Signdtransduktion in PEZ und
THP-1 Z€dlen zu erhdten, sollte deshab der Einflul? vonCD137 auf die Expresson proinflammato-
rischer Zytokine in desen Zellen urtersucht werden. Dazu wurden de Kulturiibersténde der, wie
unter 3.1.1 beschrieben, vabehanddten PEZ bzw. THP-1 Zdlen nadch dem Fotografieren geentet.
Im ELISA wurden dann de Konzentrationen an I1L-6 bzw. IL-8 in den Uberstanden ermittelt.

A) PEZ B) THP-1 Zellen
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Abb. 3.2: CD137-Fc stimuliert die Freisetzung proinflammatorischer Zytokinein PEZ und THP-1 Zdlen. A) PEZ
(2 x 10° Zellen in 2 ml Kulturmedium) wurden fiir 4 Tage in Gewebekulturschalen kultiviert, die mit 4-1BB-Fc (3 pg/ml)
bzw. &quimolaren Konzentrationen an Fc-Protein (1,5 pug/ml) beschichtet oder unbeschichtet waren. Die IL-6 Konzentra
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tion im Kulturiiberstand wurde mittels ELISA bestimmnt. B) THP-1 Zellen (5 x 10" Zellen in 100 ul K ulturmedium) wur-
den in Gewebekulturschalen ausgesét, die mit CD137-Fc (5 pg/ml) bzw. &quimolaren Konzentrationen an Fc-Protein
(2,5 ug/ml) beschichtet oder unbeschichtet waren. Nach 24 h wurden die Uberstande geeantet. Die Konzentration an 1L-8
wurde mittels ELISA bestimmt. Gezegt sind Tripli kate + Standardabweichung.

Wie Abb. 3.2zeigt, bewirkt immobilisiertes 4-1BB-Fc @ne deutli che Indukion des proinflammeato-
rischen Zytokins IL-6 in PEZ und immobhili sertes CD137-Fc indwziert die Synthese von IL-8 in
THP-1 Zdlen. In Fc-Protein-beschichteten bzw. unteschichteten Gewebekulturschaen kutivierte
Zdlen dagegen produwzieren keine mef3baren Mengen von desen Zytokinen. CD137 keenflufd aso
nicht nur die Morphdogie und as Adhérenzverhaten von PEZ und THP-1 Zdllen, sondern indu-
ziert, dhnlich wie in priméren Monozyten, auch proinflammatorische Zytokine, was einen weiteren
Hinwels auf eéine CD137-indwzierte reverse Signdtransduktionin desen Zdlen darstelt. Die Zellen
erschienen daher geeignet ds zusdizliches Moddll zur Untersuchurg der Medhanismen der CD137-
induzierten reversen Signatransduktion. Die Zytokinsekretion kann zur quantitativen Bestimmung
der CD137-induzierten Aktivierung und dr daran beteili gten Signal tibertragungswege genutzt wer-

den.

3.2 Induktion von Tyrosnphosphorylierung durch CD137in monozytéa-

ren Zdlen

Ein wichtiges Prinzip der intrazelluldren Signdlibertragung stellt die Phospharylierung von Protei-
nen an Tyrosinresten duch Proteintyrosinkinasen dar. Um festzustellen, ob Tyrosnphasphaylie-
rung auch bei der CD137-indwzierten reversen Signa tibertragung in monazytéren Zellen eine Rolle
spidt, wurden THP-1 Zellen kew. primére, humane Monazyten fur die aigegebenen Zeiten in Ge-
webekulturschalen inkulert, de mit CD137-Fc bzw. Fc-Protein beschichtet waren. Von cen an-
schliefRend aus diesen Zelen gewonrenen Zytoplasmaextrakten wurde der Proteingehat bestimmt.
Gleiche Proteinmengen wurden dann mittels SDS-PAGE (SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophaese)
aufgetrennt und im Western Blot unter Verwendurg des gezifischen Antikorpers 4G10 (Upstate
Biotechndogy) auf Tyrosinphaspharyli erung untersucht.
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Abb. 3.3: CD137-Fcinduziert Tyrosinphosphorylierungin THP-1 Zdlen und primaren, humanen Monozyten. A)
THP-1 Zdlen (5x 10° Zellen in 1 ml Leibovitz's L-15 Medium) bzw. B) primére Monozyten (10° Zellen in 1 ml Kul-
turmedium) wurden fir die angegebenen Zeiten in Gewebekulturschalen inkubiert, die mit CD137Fc¢ (5 ug/ml) bzw.
&quimolaren Konzentrationen an Fc-Protein (2,5 pg/ml) beschichtet waren. Anschlief¥end wurden Zytoplasmaextrakte
gewonnen und im Western Blot urter Verwendurg des gezfischen Antikdrpers 4G10 (Upstate Biotechnology; Verdiin-
nung 1:1000 auf Tyrosnphosphoryli erung untersucht.
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Wie Abb. 3.3 zeigt, weisen sowohl THP-1 Zdlen ds auch priméare Monazyten, de aif immohili-
siertem CD137-Fc kultiviert wurden, einen hoheren Grad an Tyrosinphasphaylierung auf as Zdl-
len, dein Fc-Protein-beschichteten Gewebekulturschalen inkubiert wurden. Das Ausmal? der Phos-
phaylierung it dabel nach etwa 5 min maxima. Danach nmmt die Phosphaylierung in den
CD137-Fc-gtimulierten Zellen wieder ab. Bei den priméaren Monazyten ist sie dlerdings im Gegen-
satz 2u den THP-1 Zellen auch nach 20min nach deutlich stérker ds digenige in den Kortroll zdl -
len. Auch hinsichtlich des Phasphoryli erungsmusters weisen de beiden Zdlarten teilweise Unter-
schiede aif. Jedoch sind dese Ergebnise én erster Hinweis darauf, dald Tyrosinkinasen an der
CD137-induzierten reversen Signatransduktionin monozytéren Zdlen beteili gt sind.

Im folgenden sollten nun dlese fir die CD137-induzierte Tyrosinphasphaylierung verantwortli chen
Kinasen sowie deren Substrate identifiziert werden.

3.3 Betaligung van src-Kinasen an der CD137-induzierten reversen S-

gnaltbertragungin monozytaren Zelen

3.3.1 Hemmung der CD137-induzierten | L-8 Synthese durch PP1

Wiein Abb. 3.3 zu erkenren ist, stimuliert CD137-Fc sowohl in THP-1 Zellen dsauch in priméren,
humanen Monazyten de Tyrosinphasphaylierung von Proteinen mit einem Molekulargewicht von
50-60kDa. Es wurde vermutet, dal3 es sch hierbel um Mitglieder der sre-Kinasefamilie handelt
(Ruddet d., 1993 Resh, 1994, Superti-Furga & Courtneidge, 1995. Mit Hilfe von PP1, einem spe-
zifischen Hemmstoff von src-Kinasen (Hanke d al., 1996, sollte diese Annahme Uberprift werden.
Dazu wurden THP-1 Zdlen bew. primére, humane Monazyten 10 min mit ansteigenden Konzen-
trationen des Inhibitors bzw. nur mit dem Loésungsmittel DM SO vorinkubiert und anschlief3end in
Gewebekulturschalen ausgesét, die mit CD137-Fc bzw. Fc-Protein beschichtet waren. Nach 24h
wurden de Uberstande geantet undim ELISA auf ihren Gehalt an IL-8 urtersucht. Um festzustel-
len, ob de Behandung mit Inhibitor bzw. DM SO die Vitditét der Zellen beanfluf, wurden perald
dazu MTT-Tests durchgefihrt.
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Abb. 3.4: PP1 hemmt die CD137-Fc-induzierte | L-8 Freisetzung aus THP-1 Zdlen und priméren, humanen Mo-
nozyten. A) THP-1 Zdlen (5x 10" Zdlen in 100l Kulturmedium) bzw. B) primére Monozyten (10° Zellen in 100l
Kulturmedium) wurden 10 min mit den angegebenen Konzentretionen an PPL bzw. 0,05 % DMSO (entspredhend der
DM SO-Konzentration im Ansatz mit der jeweils hdchsten Konzentration an PPL) vorinkubiert. Anschli ef3end wurden die
Zdlen fur 24 hin Gewebekulturschalen kultiviert, die mit CD137-Fc (5 pg/ml) bzw. &quimolaren Konzentrationen an Fc-
Protein (2,5 ug/ml) beschichtet waren. Die I1L-8 Konzentration in den Kulturiberstdnden wurde im ELISA ermittelt.
MTT-Test: C) THP-1 Zellen (5 x 10* Zellen in 100l Kulturmedium) bzw. D) primére Monozyten (10° Zellen in 100l
Kulturmedium) wurden fir 24 h in Gegenwart der angegebenen Konzentrationen an PP1 tew. 0,05% (THP-1 Zellen)
oder 0,1 % (primére Monozyten) DM SO (entsprechend der DM SO-Konzentration bel der jewell s hdchsten Konzentrati-
on an PPL) kultiviert. Anschlief3end wurde die Zahl der lebenden Zellen bestimmt. Gezégt sind de Mittelwerte von

Triplikaten + Standardabweichung.
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Abb.3.4zeigt, dal3d PP1 im Vergleich zum Lésungsmittel DM SO deutlich die CD137-Fc-indwzierte
IL-8 Freisetzung sowohl aus THP-1 Zdlen ds auch aus priméren, humanen Monazyten hemmt
DM SO dagegen het im Fal e der primdren Monazyten keinen, im Falle der THP-1 Zellen nu einen
geringen Einflu3 auf die IL-8 Freisetzung. Die Abnahme der Zytokinkoreentration im Kulturdiber-
stand ist dabei nicht auf eine zytotoxische Wirkung des Inhibitors auf die Zellen zurlickzuftihren,
wie ais den MTT-Tests hervorgeht. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dal3 src-Kinasen bel der
CD137induzierten, IL-8 Freisetzung in monozytéren Zellen eine Roll e spielen.

3.3.2 Hemmung der CD137-induzierten mor phologschen Verander ungen und
Adhérenz durch PP1

Bel der Kultur der Monazyten in Gegenwart von PPL tew. DMSO war zu beobadhten, dali3 de
durch CD137-Fc hervorgerufenen morphdogischen Verénderungen in Anwesenheit des Inhibitors
ausbleiben. Die Zellen wurden deshalb var der Ernte der Zellkulturtibersténde fotografiert.

CD13*Fc CD137-Fc/10uM PP1

Fc-Protein CD137-Fc/DMSO

Abb. 3.5: PP1 hemmt die CD137-Fc-induzierten mor phologischen Veranderungen und die Adhérenz primarer,
humaner M onozyten. Humane Monozyten (10° Zelle/ml Kulturmedium) wurden 10 min mit PPL kzw. 0,05 % DM SO
(entsprechend der DM SO-Konzentration bel 10 uM PP1) vorinkubiert und dann 24 h in Gewebekulturschalen kutiviert,
die mit CD137-Fc (5 pg/ml) bzw. &quimolaren Konzentrationen an Fc-Protein (2,5 pg/ml) beschichtet waren. Anschlie-
f3end wurden die Zellen fotogrefiert.

55



Ergebnise

Wie aus Abb. 3.5 hervorgeht, weisen Zdlen, de in Gegenwart von PPL auf immobilisertem
CD137-Fc kultiviert wurden, eine runce Form auf. Die urnregelmaige Morphdogie, de typischer-
weise bel Stimulation van monozytaren Zellen mit CD137 auftritt, fehlt jedoch. Kortrollzdllen, de
in Anwesenheit von DM SO auf CD137-Fc kultiviert wurden, urterscheiden sich dagegen in ihrem
Ausshen wenig von Zdlen, de ohre weitere Behand ung auf immohili sertem CD137-Fc kultiviert
wurden. Dies deutet darauf hin, dal3 src-Kinasen auch fir die CD137indwzierte Adhdrenz mono-
zytérer Zellen vonBedeutung sind.

34 Betdligung der p38 MAPK an der CD137-induzierten reversen S-
gnallbertragung in monozytaren Zelen

3.4.1 CD137-induzierte Phosphorylierung der p38 MAPK

Aus Abb. 3.3 ist zu entnehmen, dal3 CD137 in monozytéren Zellen de Tyrosnphasphaylierung
von Proteinen mit einem Molekulargewicht von etwa 40 kDa stimuli ert. Eine wichtige Gruppe von
Molekllen der intrazelluldren Signaltibertragung mit einem Molekulargewicht dieser Grof3enord-
nurg stellen de MAPK (mitogenaktivierten Proteinkinasen) dar, fur deren Aktivierung sowoh die
Phospharylierung eines Threonin- as auch eines Tyrosinrestes erforderlich ist (Reuter et d., 2000.
Chen et d. (2007 konrten zeigen, dal3 de Vernetzung des RANK (receptor activator of NF-«B)
Liganden, eines Mitgli eds der TNF Familie, tiber ein RANK -Fc Fusionsprotein in aktivierten CD4"
T-Zdlen zur Aktivierung der p38 MAPK fiihrt. Um einen Hinweis darauf zu erhaten, obdie p38
MAP Kinase aich ein Bestandtell der CD137indwzierten Signakette in monozytéren Zdlen i,
wurden THP-1 Zdlen urterschiedlich lange in Gewebekulturschaen inkulert, welche mit CD137-
Fc bzw. Fc-Protein beschichtet waren. Anschlie3end wurden von dn so stimulierten Zellen
Zytoplasmaextrakte esdlt. Nadh Bestimmung der Proteinkoreentration wurden jewells gleiche
Proteinmengen in der SDS-PAGE aufgetrennt. Mittels Western Blot wurde dann de p38 MAP Ki-
nase aiff Phosphaylierung untersucht. Dazu wurde der pdyklondle Anti-phasphop38 MAPK
(Thr180Tyr182-Antikorper (New England Biolabs) verwendet. Dieser erkennt p38 MAPK, de
sowohl an Threonin 1804ds auch an Tyrosin 182 phgphayliert sind. Anschlief3end wurden de
Antikorper zum Nadweis der phasphaylierten Form  weggewaschen. Der Blot wurde dann mit
dem ebenfals pdyklonden Anti-p38 MAPK-Antikérper (New England Biolabs), welcher gegen
die unphaphaylierte Form der p38MAPK gerichtet ist, rehybridisiert.
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Abb. 3.6: CD137-Fc induziert die Phosphorylierung der p38 MAPK in THP-1 Zdlen. THP-1 Zdlen (5 x 10° Zdllen
in 1 ml Leibovitz's L-15 Medium) wurden fir die angegebenen Zeiten in Gewebekulturschalen inkubiert, die mit
CD137-Fc (5pug/ml) bzw. éuimolaren Konzentrationen an Fc-Protein (2,5 pg/ml) beschichtet waren. Anschlief¥end
wurden Zytoplasmaextrakte hergestellt und im Western Blot unter Verwendung des pdyklonalen Anti-phospho-p38
MAPK (Thr180/Tyr182)-Antikorpers (New England Biolabs; Verdiinnung 1:800 auf Phosphorylierung der p38 MAPK
untersucht. Nach Entfernen der Antikorper zum Nachwels der phosphoryli erten Form der p38 MAPK wurde der Blot mit
dem padyklonden Anti-p38 MAPK-Antikdrper (New Endand Biolabs, Verdiinnung 1:800), welcher gegen die unphos-
phorylierten Formen der p38 MAPK gerichtet ist, rehybridisert.

Wie Abb. 3.6 zeigt, weisen Zdlen, de aif immohili sertem CD137-Fc inkuliert wurden, einen ho-
heren Gehalt an phaphaylierter p38 MAPK auf ds Kortrollzdlen, de aiff immohilisiertem Fc-
Protein gehaten wurden. Dieser Effekt ist bereits nach 10 min deutlich zu sehen. Zwar nimmt,
wahrscheinlich bedingt durch urgleichméiigen Proteintransfer beim Western Blot, de Menge an
Gesamtprotein in den Fraktionen ab 60min deutlich ab, wie die Rehybridiserung des Blots mit
einem Antikorper gegen de unphaphaylierte Form der p38 MAPK zeigt. Jedoch ist erkennter,
dal3 de Menge an phaphayliertem Protein in den CD137-Fc-gimulierten Zellen auch nach
90-minttiger Inkubketion nah hoter ist ds in Fc-Protein-behandelten Zdlen. Der hohe Gehdt an
phasphayliertem Protein zum Zeitpunk O ist wahrscheinlich darauf zurtickzufuhren, dal3 de et-
sprechende Zdllfraktion anders ds die CD137-Fc bzw. Fc-Protein-behanddten Zdlen, welche bei
37°C inkubiert wurden, va der Lyse fir eine gewiss Zeit bei Raumtemperatur gehdten worden
war. Gon et d. (1998 konrten zeigen, dbl3 Inkuketion vonZellen einer bronchiaen Epithel-Zdlinie
in katem Medium die Tyrosinphasphaylierung der p38 MAPK in desen Zdlen stimuliert. Mogli-
cherweise sellt der Temperaturwechsd von 37T unter den UHichen Kulturbedingungen auf
Raumtemperatur fur THP-1 Zellen ebenfall s einen Stresgaktor dar, der auch hier zur Phosphaylie-
rung der p38MAPK fuhrt.
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3.4.2 Hemmung der CD137-induzierten | L-8 Freisetzung dur ch SB203580

Um festzugtellen, ob de p38 MAPK fir die CD137-induzierte IL-8 Freisetzung aus monazytaren
Zdlen eine Rolle spidt, wurden THP-1 Zellen 10min mit unterschiedlichen Konzentrationen an
SB203580,einem spezfischen Hemmstoff dieser Kinase (Cuenda d d., 1995, bzw. mit dem L6-
sungsmittel DM SO vorbehanddlt. Anschlief3end wurden de Zdlen in Gewebekulturschaen kuti-
viert, de mit CD137-Fc bzw. Fc-Protein beschichtet waren. Nadh 24h wurden de Kulturtiberstdnde
geerntet undim ELISA auf ihren Gehdt an IL-8 untersucht. Mittels eines paralld durchgefiihrten
MTT-Tests wurde Uberpriift, ob dr Hemmstoff oder DMSO in den verwendeten Korzentrationen
die Lebensfahigkeit der Zellen beeintradntigen.
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Abb. 3.7: SB203580 hemmt die CD137-Fc-induzierte | L -8 Freisetzung aus THP-1 Zdlen. A) THP-1 Zellen (5x 10°
Zdlen in 100l Kulturmedium) wurden fir 10 min mit den angegebenen Konzentrationen an SB20380 kzw. 0,05 %
DMSO (entsprechend der DM SO-Konzentration bei der hdchsten Konzentration an SB20350) vorinkubiert und an-
schlieffend fir 24 h in Gewebekulturschalen kutiviert, welche mit CD137-Fc (5 pg/ml) bzw. dquimolaren Konzentratio-
nen an Fc-Protein (2,5 pg/ml) beschichtet waren. Die IL-8 Konzentration in den Zellkulturiberstdnden wurde dann im
ELISA bestimnt. B) MTT-Test: THP-1 Zellen (5 x 10* Zellen in 100l Kulturmedium) wurden fiir 24 h mit den ange-
gebenen Konzentrationen an SB20330 bzw. 0,05% DMSO (entsorechend der DM SO-Konzentration bel 40 uM
SB203580) kultiviert. Anschliel3end wurde die Zahl der lebenden Zellen ermittelt. Gezegt sind de Mittelwerte von Tri-
pli katen + Standardabweichung.

Wie ais Abb. 3.7 hervorgeht, hemmt SB203580im Vergleich zum Losungsmittel DM SO konzen-
trationsabhangig die CD137-Fc-indwzierte IL-8 Freisetzung aus den THP-1 Zellen. Auch des L6-
sungsmittel selbst zeigt wiederum einen leicht hemmenden EinfluR auf die IL-8 Sekretion. Wie aus
dem MTT-Test hervorgeht, ist der Riickgang der Zytokinkoreentration im Kulturtiberstand richt
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auf elne toxische Wirkung des Hemmstoffes auf die THP-1 Zdl en zurtickzufiihren. Diese Ergebnis-
se deuten auf eine Rolle der p38MAPK bei der CD137-induzierten IL-8 Freisetzung aus monazyté:
ren Zdlen, wie in Abb. 3.8 schematisch dargestellt. Jedoch betrégt der Riickgang cer 1L-8 Konzen-
tration selbst bel einer reativ hohen Hemmstoff konzentration von40 uM verglichen mit dem L6-
sungsmittel nur etwa 50 %. Im folgenden sollte deshalb urtersucht werden, ob auch nach andere
MAPK an der CD137-indwzierten reversen Signd Gibertragung in monazytéren Zellen beteili gt sind.

CD137

P38MAPK | SB203580

IL-8

Abb. 3.8: Schemgtische Dar stdllung der CD137-induzierten Aktivierung des p38 M APK -Signalweges (p38 MAPK:
p38mitogenaktivierte Proteinkinase; SB20330: Inhibitor der p38 MAPK).

3.5 Bedligung van MEK 1/2 und ERK 1/2 an der CD137-induzierten re-

versen Sgnaltibertragung in monozytéren Zdlen

3.5.1 CD137-induzierte Phosphorylierung von ERK1 und ERK 2

Um einen Hinweis auf eine mogliche Beteiligung von p44ERK (extracdlular signal-regulated
kinase )1 und p42ERK2 an der CD137-induzierten reversen Signalbertragung in monazytéren
Zdlen zu bekommen, wurden THP-1 Zdlen urterschiedlich lange in Gewebekulturschaen inku-
biert, welche mit CD137-Fc bzw. Fc-Protein beschichtet waren. Von cen so varbehandelten Zellen
wurden Zytoplasmaextrakte hergestellt undim Western Blot auf Phosphaylierung von ERK1 und
ERK?2 urtersucht. Der hierfir verwendete, spezifische Antikorper E10 (New England Biolabs) er-
kennt p44 und p42VIAPK, de sowohl an Threonin 202 ads auch an Tyrosin 204 phosphayliert
sind. Im Anschluf3 an dese Hybridiserung wurden de Antikérper zum Nadwels von phaphay-
liertem ERK1 undERK?2 weggewaschen. Der Blot wurde dann mit dem pdyklonden Anti-p44/42
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MAPK-Antikérper (New England Biolabs), welcher gegen de unphaphaylierten Formen von
ERK1 undERK2 gerichtet ist, renybridisiert.

CD137-Fc - - + — + — + - +
Fc - + - + - + - + -

: - — phospho-p44
s — - — . — phospho-p42

M-- osms —

Zeit (min) 0 10 30 60 90

Abb. 3.9: CD137-Fc induziert die Phosphorylierung von ERK 1 und ERK 2 in THP-1 Zdlen. THP-1 Zellen (5 x 10°
Zdlenin 1 ml Leibovitz's L -15 Medium) wurden fir die angegebenen Zeiten in Gewebekulturschaen inkubiert, die mit
CD137-Fc (5ug/ml) bzw. aguimolaren Konzentrationen an Fc-Protein (2,5 pug/ml) beschichtet waren. Anschlief3end
wurden Zytoplasmaextrakte hergestellt und im Western Blot mit Hilfe des ezfischen Antikérpers E10 (New England
Biolabs, Verdiinung 1:2000) auf Phosphorylierung von ERK1 und ERK?2 untersucht. Nach Entfernen der Antikorper
zum Nadweis der phosphorylierten Formen von ERK1 und ERK2 wurde der Blot mit dem payklonaen Anti-p44/42
MAPK-Antikdrper (New Engand Biolabs, Verdinmung 1:800), welcher gegen die unphosphorylierten Formen von
ERK 1 und ERK?2 gerichtet ist, rehybridisert.

Wie aus Abb. 3.9 hervorgeht, weisen THP-1 Zdllen, de in CD137-Fc-beschichteten Gewebekultur-
schalen inkubert wurden, deutlich hohere Mengen an phaphaylierten p44ERK1 und p42ERK2
auf als Kontrollzellen, de pardle dazu auf immohilisiertem Fc-Protein inkubiert wurden. Dieser
Effekt ist bereits nach 10min deutli ch erkennbar undtritt verstérkt nach 30 min auf. Wie die Rehy-
bridiserung des Blots mit einem Antikdrper gegen de unphaphaylierten Formen der beiden
MAPK zeigt, ist die geringe Menge an phaphayliertem Protein in den Fraktionen ab 60min auf
eine geringere Gesamtmenge a desen MAPK, bedingt durch ungleichmédigen Proteintransfer
beim Western Blot bzw. durch einen Beladurgsfehler bei der Fraktion mit Zytoplasmaextrakt von
Zdlen, de 60min mit CD137-Fc stimuliert wurden, zurtickzufiihren. Jedoch ist erkennber, dal3
auch mach 90mindtiger Inkubketion der Gehdt an phaphayliertem Protein in den CD137-Fc-
simulierten Zellen nach hoter ist ds in den Fc-Protein-behanddten Kontrollzellen. Diese durch
CD137-Fc hervorgerufene Phasphaylierung von ERK1 undERK2 war en erster Hinweis auf eine
Betelli gung dieser Kinasen an der CD137-indwzierten reversen Signdlbertragung in monazytéaren
Zdlen.
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3.5.2 Hemmung der CD137-induzierten | L-8 Sekretion durch PD98059

Zwei gut untersuchte upstream-Aktivatoren von ERK1 undERK2 sind die MAPK Kinasen MEK
(MAPK/ERK Kinase)l undMEK?2. PD98059,ein synthetischer Inhibitor des MAPK-Signaweges,
hemmt spezfisch de Aktivierung von MEK1 undin geringerem Ausmald vonMEK2, ohre dabel
andere MAPK, wie z.B. de SAPK (stress-activated protein kinases) oder die p38 MAPK zu bean-
flusen (Aless et d., 1995 Dudey et d., 1995 Pang et d., 1995.

Naddem gezeigt werden konrte, dal3 CD137 de Phosphaylierung von ERK in monazytéren Zel-
len indwziert, sollte nun urtersucht werden, ob é&r MAPK-Signaweg auch eine Rolle bel der Sti-
mulierung der 1L-8 Synthese in desen Zdlen spidlt. Dazu wurden THP-1 Zellen fir 20min mit
steigenden Korezentrationen an PD98059 bzw. mit dem Ldsungsmittel DM SO vorbehandelt und
anschliel3end fur 24 h in Gewebekulturschalen kutiviert, die mit CD137-Fc bzw. Fc-Protein be-
schichtet waren. Im ELISA wurde dann de Konzentration an IL-8 in den Kulturliberstdnden be-
stimmt. Parall € dazu wurde mittels MTT-Test Gberpriift, ob cér Inhibitor bzw. DMSO in den einge-

setzten Konzentrationen zytotoxisch fir die Zellen sind.
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Abb. 3.10: PD98059 hemmt die CD137-Fc-induzierte | L-8 Freisetzung aus THP-1 Zéllen. A) THP-1 Zdlen (5 x 10"
Zelen in 100l Kulturmedium) wurden fir 10 min mit den angegebenen Konzentrationen an PD98059 kew. 0,05 %
DMSO (entsprechend der DM SO-Konzentration bel der hdchsten Konzentration an PD98069) vorinkubiert und an-
schlief¥end fur 24 h in Gewebekulturschalen kutiviert, welche mit CD137-Fc (5 pg/ml) bzw. &guimolaren Konzentratio-
nen an Fc-Protein (2,5 pg/ml) beschichtet waren. Die IL-8 Konzentration in den Zelkulturibersténden wurde dann im
ELISA bestimnt. B) MTT-Test: THP-1 Zellen (5 x 10° Zellen in 100l Kulturmedium) wurden fiir 24 h mit den ange-
gebenen Konzentrationen an PD98MBY bzw. 0,05% DMSO (entsprechend der DM SO-Konzentration bel 25 uM
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PD98059) kultiviert. Anschlieffend wurde die Zahl der Iebenden Zellen ermittelt. Gezeégt sind de Mittelwerte von Tripli-
katen + Standardabweichung.

Wie Abb. 3.10zeigt, nmmt der Gehdt an IL-8 im Kulturliberstand mit steigender Inhibitorkonzen-
tration ceutlich ab, wohingegen das Lésungsmittel DM SO nur eine leicht hemmende Wirkung auf
die CD137-Fc-indwzierte IL-8 Freisetzung zeigt. Der Riickgang der IL-8 Konzentration im Kultur-
Uberstand ist dabel nicht auf eine Beantraditigung der Vitditét der Zellen duch den Inhibitor zu-
rickzufiihren, wie der MTT-Test zeigt. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dal3d MEKL1/2 bel der
CD137induzierten I1L-8 Frei setzung aus monazytaren Zdlen eine Roll e spielen.

3.5.3 Hemmung der CD137-induzierten Phosphorylierung von ERK 1 und ERK 2
durch PD980®

Im folgenden sollte untersucht werden, ob de CD137-induzierte Phospharylierung von ERK1 und
ERK2 in monozytéren Zdlen tatsadhlich duch MEK1 vermittelt wird. Dazu wurden THP-1 Zellen
zunAdst 20 min mit 20 uM des Inhibitors bzw. mit DM SO vorbehanddlt, bevor se dann 30minin
Gewebekulturschaen inkuliert wurden, de mit CD137-Fc bzw. Fc-Protein beschichtet waren. An-
schlieffend wurden von desen Zellen Zytoplasmaextrakte gewonren. Nach Bestimmung der Pro-
teinkoreentration wurden jeweils gleiche Proteinmengen in der SDS-PAGE aufgetrennt. Im We-
stern Blot wurde dann der Gehalt an phaphayliertem ERK 1 undERK 2 ermittelt.

CD137-Fc - — + — + — +
Fc -+ = + — + -
PD98059 - - - 10 10 — — (uM)
DMSO - - - + o+ + o+
__ phospho-p44
— phospho-p42
e e 44

Zeit (min) 0 30

Abb. 3.11: PD98059 hemmt die CD137-Fc-induzierte Phosphorylierung von ERK1 und ERK2 in THP-1 Zélen.
THP-1 Zellen (5x 10° Zellen in 1 ml Leibovitz's L -15 Medium) wurden 10 min mit den angegebenen Konzentrationen
an PD98059 bzw. mit 0,05% DM SO (entsprechend der DM SO-Konzentration bei 10 uM PD98059) vorinkubiert und
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anschliel3end 30min in Gewebekulturschaen inkubiert, welche mit CD137-Fc (5 pg/ml) bzw. aguimolaren Konzentra:
tionen an Fc-Protein (2,5 ug/ml) beschichtet waren. Die Zytoplasmaextrakte dieser Zellen wurden im Western Blot mit
Hilfe des ezfischen Antikorpers E10 (New England Biolabs, Verdinrung 1:2000) auf Phosphorylierung von ERK 1
und ERK2 untersucht. Nach Entfernen der Antikorper zum Nacdweis der phosphorylierten Form von ERK1 und ERK 2
wurde der Blot mit dem pdyklonalen Anti-p4442 MAPK-Antikorper (New England Biolabs, Verdiinnung 1:800) rehy-
bridisiert.

Wie Abb. 3.11zeigt, hemmt PD98059 & einer Konzentration von D uM deutlich de CD137-Fc-
indwzierte Phosphaylierung von ERK1 undERK?2, wéhrend das Losungsmittel DM SO nur einen
leichten Einflu® auf die Phosphaylierung hat. Der unterschiedliche Gehdt an phaphayliertem
Protein in den einzelnen Fraktionen ist dabei nicht auf unterschiedliche Proteinmengen zuriickzu-
fuhren, wie die Rehybridiserung des Blots mit einem Antikorper gegen de unphaphaylierten
Formen von ERK1 undERK2 zeigt. Die Hemmung der CD137-Fc-indwzierten Phosphaylierung
von ERK1 undERK2 duch PD98059in THP-1 Zellen 183 darauf schlief?en, dal? dese Kinasen
tatsachlich den rédhsten Schritt nach MEK1/2 im CD137 induzierten Signalweg in monazytaren
Zdlen darstellen und festétigt die Ergebnisse von Abschnitt 3.52 . In Abb. 3.12sind de Ergebnisse
vonAbschnitt 3.5 schematisch dargestellt.

CD137

l
l

MEK1/2 |——— PD98059

ERK1/2

IL-8

Abb. 3.12: Schematische Darstellung der CD137- induzierten Aktivierung von MEK 1/2 und ERK 1/2 (ERK1/2:
extracellular signal-regulated kinase 1/2; MEK1/2: MAPK/ERK Kinase 1/2; PD98059: Inhibitor der Aktivierung von
MEK1/2).
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3.6 Betdlligung van Phogphoinostid 3-Kinasen an der CD137-induzierten

reversen Sgnaltransduktion in monozytéaren Zdlen

3.6.1 Hemmung der CD137-induzierten | L-8 Freistzung durch Wortmannin

Phaosphanositid (PI) 3-Kinasen sind Lipidkinasen, de sich aufgrund ihrer Substratspezifitét in drel
Klasen urtertellen lasen. Klase | Pl 3-Kinasen werden, entsprechend ihrer Aktivierung Uber
Wedsdwirkung mit phaspharylierten Tyrosinresten oder durch de GRy-Untereinheiten heterotri-
merer G-Proteine, weiter in Klas® 1, und Klasslg Enzyme untertellt. Die Stimulation fast aller
Rezeptoren, de Tyrosinkinaseativitét induzieren, fuhrt auch zur Aktivierung von Klassela Pl 3
Kinasen (Vanhaessbroedk & Watefidd, 1999. Da be der CD137indwzierten reversen S-
gnaltbertragung in monazytéren Zdlen src-Kinasen und Tyrosinphasphaylierung eine Rolle zu
spiden scheinen, sollte nun untersucht werden, ob auch Pl 3-Kinasen Bestandell des CD137-
indwierten Signaweges snd. Dazu wurden THP-1 Zdlen tew. primare, humane Monozyten
10 min mit unterschiedli chen Konzentrationen an Wortmannin, einem spezifischen Hemmstoff der
Pl 3-Kinasen (Arcaro & Wyman, 1993 Yano et d., 1993, bzw. mit dem Losungsmittel Methand
vorinkulert und anschlief?end in Gewebekulturschalen kutiviert, welche mit CD137-Fc bzw. Fc-
Protein beschichtet waren. Nach 24h wurden de Zelkulturiiberstdnde geentet. Mit Hilfe enes
ELISAs wurde dann de IL-8 Korzentration in desen Uberstanden ermittelt. Parallel dazu wurde
mittels MTT-Test der Einflu3 vonWortmannin bzw. Methand auf die Vitditét der Zelen urter-

sucht.
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Abb. 3.13: Wortmannin hemmt die CD137-Fc-induzierte |L-8 Freisstzung in THP-1 Zéllen und priméren, huma-
nen Monozyten. A) THP-1 Zelen (5x 10" Zellen in 100ul Kulturmedium) bzw. B) primére Monozyten (10° Zellen in
100pl Kulturmedium) wurden 10 min mit den angegebenen Konzentrationen an Wortmannin bzw. mit 0,01 % Methanol
(entsprechend der Methanolkonzentration bel 100 nM Wortmannin) vorinkubiert. Danach wurden die Zellen fir 24 hin
Gewebekulturschden kutiviert, die mit CD137-Fc (5ug/ml) bzw. &quimolaren Konzentrationen an Fc-Protein
(2,5 pg/ml) beschichtet waren. Die IL-8 Konzentration in den Kulturiibersténden wurde dann mittels ELISA bestimmt.
MTT-Test: C) THP-1 Zellen (5 x 10* Zellen in 100l Kulturmedium) bzw. D) primére Monozyten (10° Zellen in 100l
Kulturmedium) wurden fir 24 h in Gegenwart der angegebenen Konzentrationen an Wortmannin bzw. 0,01 % Methanol
(entsprechend der Methanolkonzentration bei 100 nM Wortmannin) kultiviert. Anschlief3end wurde die Zahl der leben-
den Zdlen ermittelt. Gezeagt sind Triplikate + Standardabwei chung.
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Wiein Abb. 3.13 zu sehen i, fihrt Wortmannin bei einer Korzentration von 100hM  sowohl in
THP-1 Zdlen as auch in priméren, humanen Monazyten zu einer Abnahme der 1L-8 Sekretion,
wohingegen das Losungsmittel Methand in THP-1 Zellen keinen undin den priméren Monozyten
nur einen minimaen EinfluR auf die CD137-Fc-indwzierte IL-8 Freisetzung hat. Verglichen mit der
Methand-Kontrolle beauft sich der Rickgang der CD137-Fc-induzierten 1L-8 Sekretion kel einer
Inhibitorkonzentration von100nM dabel typischerweise aif etwa 40%. In einem vergleichbaren
Experiment mit THP-1 Zellen konrte jedoch auch eéine Hemmung der 1L-8 Freisetzung von etwa
85 % ermittelt werden. Diese Ergebnisse lassen darauf schlief3en, dal3 Pl 3-Kinasen bel der CD137-
induzierten 1L-8 Freisetzung in monazytaren Zellen eine Roll e spielen.

3.6.2 Hemmung der CD137-induzierten mor phologschen Veranderungen und
Adhéarenz durch Wortmannin

Waéhrend der Kultur der mit Wortmannin bzw. Methanol behandeten Monozyten zeigte sich, dal3
die durch CD137-Fc hervorgerufenen morphdogischen Veranderungen —ahnlich wie bei der Kultur
in Gegenwart von PPL - in Anwesenheit des Inhibitors ausbleiben. Die Zdlen wurden deher vor der
Ernte der Zdl kulturiberstdnde fotografiert.

CD137-Fc/100nM Wortmannin

Abb. 3.14: Wortmannin hemmt die CD137-Fc-induzierten morphologischen Veranderungen und die Adharenz
primarer, humaner M onozyten. Humane Monozyten (1¢° ZellenVml Kulturmedium) wurden 10 min mit Wortmannin
bzw. 0,01 % Methanol (entsprechend der Methanol-K onzentration bei 100nM Wortmannin) vorinkubiert und dann 24 h
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in Gewebekulturschalen kultiviert, die mit CD137-Fc (5 pg/ml) bzw. &quimolaren Konzentrationen an Fc-Protein
(2,5 pg/ml) beschichtet waren. Anschli ef3end wurden die Zdll en fotografiert.

Wie Abb. 3.14 zeigt, éhneln de Zdlen, de in Gegenwart von Wortmannin auf immohilisertem
CD137-Fc kultiviert wurden, in ihrem Ausshen den Zellen, de aif immohili sertem Fc-Protein
gehdten wurden. Die unregeméliigen Morphdogien, de bel Stimulation der Monozyten mit
CD137-Fc auftreten, fehlen. Die Methand-Kontroll e unterscheidet sich dagegen in ihrem Aussehen
nicht von Zdlen, de ohre wetere Behandung auf immohili sertem CD137-Fc kultiviert wurden.
Dies deutet darauf hin, dal3 Pl 3-Kinasen auch fur die CD137-indwzierte Adhérenz von monozytéaren
Zdlen vonBedeutung sind.

3.6.3 Hemmung der CD137-induzierten Phosphorylierung von ERK 1 und ERK2

durch Wortmannin

Verschiedene Untersuchungen haben ergeben, dal3 Pl 3-Kinasen fir die Aktivierung von ERK eine
Rolle spiden (Von Willebrand et a., 1996 Finkelstein & Shimizu, 2000. Im folgenden sollte des-
halb urtersucht werden, ob dese Kinasen auch an der CD137-indwzierten Phosphaylierung von
ERK1 und ERK2 in monazytdren Zdlen betelligt sind. Dazu wurden THP-1 Zelen 10min mit
100nM Wortmannin oder mit Methand vorbehandelt und anschlief3end in Gewebekulturschalen
gegeben, welche mit CD137-Fc bzw. Fc-Protein beschichtet waren. Nadh 30-mindtiger Inkuketion
wurden von @n so varbehanddten Zellen Zytoplasmaextrakte hergestellt und auf ihren Proteinge-
halt untersucht. Jeweils gleiche Proteinmengen wurden dann duch SDS-PAGE aufgetrennt. Im
anschli ef¥enden Western Blot wurden dann de MAPK ERK1 undERK 2 auf Phospharylierung un-
tersucht. Auch hierfir wurde wiederum der spezifische Antikdrper E10 (New England Biolabs)
verwenoet, der p44 und p42VAPK erkennt, welche sowoh an Threonin 202 a's auch an Tyro-
sin 204 phaphoryliert sind.
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Abb. 3.15: Wortmannin hemmt die CD137-Fc-induzierte Phosphorylierung von ERK1 und ERK2 in THP-1
Zdlen. THP-1 Zellen (5x 10° Zelen in 1 ml Leibovitz's L -15 Medium) wurden 10 min mit Wortmannin bzw. mit
0,01 % Methanol (entsprechend der Losungsmittelkonzentration bei 100nM Wortmannin) vorinkubiert und dann fr
30 min in Gewebekulturschalen inkubiert, die mit CD137-Fc (5 pg/ml) bzw. &quimolaren Konzentrationen an Fc-Protein
(2,5 pg/ml) beschichtet waren. Die Zytoplasmaextrakte dieser Zellen wurden dann im Western Blot unter Verwendung
des spezfische Antikérpers E10 (New England Biolabs, Verdiinrung 1:2000 auf Phosphorylierung von ERK1 und
ERK?2 untersucht. Nach Entfernen der Antikorper zum Nadchwels der phosphorylierten Form von ERK1 und ERK2
wurde der Blot mit dem padyklonalen Anti-p4442 MAPK-Antikorper (New England Biolabs; Verdiinrung 1:800), wel-
cher gegen die unphosphoryli erten Formen von ERK 1 und ERK2 gerichtet ist, rehybridisiert.

Abb. 3.15igt zu entnehmen, dal3 Wortmannin bel einer Kornzentration von100nM zu einer weitge-
henden Hemmung der durch CD137-Fc hervorgerufenen Phosphaylierung von ERK1 undERK2
in THP-1 Zelen fuhrt. Das Losungsmittel Methand hingegen het keinen EinfluRauf die CD137-Fc-
indwzierte Phosphaylierung der MAPK. Die geringe Menge an phagphayliertem Protein in der
Fraktion mit Inhibitor ist dabei nicht auf eine verringerte Gesamtmenge an ERK, zurtickzufiihren,
wie die Rehybridiserung des Blots mit dem Anti-p4442 MAPK-Antikorper (New England Bio-
labs), welcher gegen de unphaphaylierten Formen vonERK1 undERK?2 gerichtet ist, zeigt. Die-
se Daten deuten darauf hin, dal3 im CD137-induzierten SignalUbertragungsweg in monazytaren
Zdlen neben MEK auch Pl 3-Kinasen upstream von ERK liegen. Die Ergebnisse von Abschitt 3.6
sindin Abb. 3.16 schematisch dargestellt.
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CD137

Pl 3-Kinase |——— Wortmannin

ERK1/2
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Abb. 3.16; Schematische Darstellung des CD137-induzierten Pl 3-Kinase/ERK 1/2-Signalweges (ERK1/2: extra-
celular signal-regulated kinase 1/2; Pl 3-Kinase: Phosphoinostid 3-Kinase; Wortmannin: Inhibitor der Pl 3-Kinase).

3.7 Protenkinase C ig nicht an der CD137-induzierten reversen S-
gnallibertragung in monozytaren Zelen betali gt

Proteinkinase C (PKC) ist eine Serin-/Threoninkinase, von d& in Saugern mehrere Isoformen be-
kannt sind (Alberts et d. —Molekularbiologie der Zelle, 1995. Fur humane Monazyten konrte ene
Pl 3-Kinase-abhéngige Aktivierung von PKC{ gezeigt werden (HerreraVdit et d., 1997 und
PKCd spidlt eine Rolle bel der Ras-unabhéngigen Aktivierung des MEK/ERK-Signaweges (Ueda
et a., 1996. Um enen Hinwe's darauf zu erhaten, ob PKC an der CD137-indwzierten reversen
Signaltransduktion in monozytéren Zdlen betelli gt ist, wurden THP-1 Zellen bew. primére, humane
Monazyten 10min mit dem spezifischen Hemmstoff Cheleritrinchlorid (Herbert et d., 1990 bzw.
mit einem Lésungsmittelgemisch aus 80 % DM SO und 20% H,0O vorinkubiert undanschlief?end in
Gewebekulturschaen inkulbert, welche mit CD137-Fc bzw. Fc-Protein beschichtet waren. Nadh
24h wurden de Uberstande geantet und mittels ELISA auf ihren Gehalt an 1L-8 untersucht. Um
festzustellen, ob de Behandung mit Inhibitor bzw. DMSO die Vitditét der Zellen beanflufd, wurde
parald dazu ein MTT-Test durchgeftihrt.
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Abb. 3.17: Chéleritrinchlorid hat keinen Einflul? auf die CD137-Fc-stimulierte | L-8 Freisetzung aus THP-1 Zdlen
bzw. primaren, humanen Monozyten. A) THP-1 Zellen (5 x 10" Zelen in 100ul Kulturmedium) wurden 10 min mit
den angegebenen Konzentrationen an Chderitrinchlorid kzw. mit 0,04% DMSO (entsprechend der DMSO-
Konzentration bei der héchsten Konzentration an Cheleritrinchlorid) vorinkubiert. B) Primére Monozyten (10° Zellen in
100 Kulturmedium) wurden 10min mit den angegebenen Konzentrationen an Cheleritrinchlorid inkubiert. Danach
wurden die THP-1 Zelen bzw. priméren Monozyten fir 24 h in Gewebekulturschalen kultiviert, die mit CD137-Fc
(5 pg/ml) bzw. &uimolaren Konzentrationen an Fc-Protein (2,5 pg/ml) beschichtet waren. Die IL-8 Konzentration in den
Kulturiiberstdnden wurde dann mittels ELISA bestimmt. MTT-Test: C) THP-1 Zellen (5 x 10" Zdlen in 100 pl Kultur-
medium) wurden flr 24 h in Gegenwart der angegebenen Konzentrationen an Chderitrinchlorid kew. 0,04 % DMSO
(entsprechend der DM SO-Kozentration bei der hochsten Konzentration an Cheleritrinchlorid) kultiviert. Anschlief3end
wurde die Zahl der |ebenden Zdlen ermittelt. Gezegt sind Triplikate + Standardabweichung.
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Wie Abb. 3.17zeigt, bewirkt Cheleritrinchlorid in THP-1 Zellen bel Korzentrationen bis zu 3 uM,
bel denen de Vitditét dieser Zellen nach nicht wesentlich beantradtigt wird, keinen Riickgang der
IL-8 Korzentration im Kulturliberstand. Ein vergleichbares Ergebnis lieferten auch entsprechende
Experimente mit priméren, humanen Monozyten. Diese Daten deuten darauf hin, dal3 PKC nicht
Bestandtell des CD137-induzierten Signalweges in monazytaren Zellen ist.

Alle bisher aufgezeigten Signadwege tragen zur CD137indwzierte Aktivierung der monazytéren
Zdlen bal oder spiden keine Rolle bel der CD137-indwzierten reversen Signallibertragung in desen
Zdlen. Es gibt jedoch auch einen Hinwels darauf, dald3 dr CD137-indwzierte Signalweg in mono-
zytéren Zdlen negativ reguliert wird.

3.8 Hemmung der CD137-induzierten reversen Sgnaltibertragung durch

Protenkinase A

Die Wirkung von zyklischem AMP (CAMP), einem sekundiren Botenstoff (second messenger),
wird in tierischen Zellen hauptsadhlich Uker die Proteinkinase A (CAMP-abhéngige Proteinkinase,
PKA) vermittelt (Alberts et a. — Molekularbiologie der Zdle, 1995. RP-cAMPShemmt spezifisch
die Aktivitét dieser Kinase (Rothermel & Parker Botelho, 1988 Dostmann et a., 190). Um festzu-
stellen, obPKA auch eine Rolle bel der durch CD137 hervorgerufenen reversen Signal ibertragung
in monozytéren Zellen spidt, wurden primére, humane Monazyten 10min mit verschiedenen Kon-
zentrationen an RP-cAMPSvorbehanddt und anschlief3end in Gewebekulturschalen kutiviert, die
mit CD137-Fc bzw. Fc-Protein beschichtet waren. Nach 24h wurden de KulturGbertstdnde geen-
tet. Mit Hilfe @nes gezifischen ELISAs wurde dann de Korzentration an IL-8 in desen Uberstan-
den bestimmit.
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Abb. 3.18: RP-cAMPS versgérkt die CD137-Fc-induzierte IL-8 Sekretion in priméren, humanen M onozyten.
Humane Monozyten (10° Zellen in 100pl Kulturmedium) wurden 10min mit den angegebenen Konzentrationen an
RP-cAMPS vorinkubiert und anschlief¥end fir 24 h in Gewebekulturschaen kultiviert, die mit CD137-Fc (5 pg/ml) bzw.
aquimolaren Konzentrationen an Fc-Protein (2,5 pg/ml) beschichtet waren. Die IL-8 Konzentration im Kulturiiberstand
wurde mittels ELISA bestimmt. Gezegt sind Tripli kate + Standardabweichung.

Wie aus Abb. 3.18 hervorgeht, nimmit die 1L-8 Konzentration im Uberstand cer mit CD137-Fc-
simulierten Monazyten mit steigender Hemmstoff konzentration zu. Dies % darauf schliefzen, dald
die Vitditét der Zdlen duch den Hemmstoff nicht beantradtigt wird, weshalb auf die Durchfiih-
rung eines MTT-Tests verzichtet werden konrie. Zwar betrégt der Anstieg der Zytokinkoreentration
be einer Inhibitorkorzentration von 23 uM im Vergleich zur Kontrolle ohre Inhibitor nur etwa
509%, jedoch war der Effekt gut reproduwzierbar. Diese Daten deuten darauf hin, dal3 PKA enen
hemmenden Einfluauf die CD137-induzierte Signa Ubertragung ausiikt.

3.9 Analyseder CD137 regulierten Genexpresson in monozytaren Zdlen

mit Hilfeder cDNA-Arr aytedinologie
Neben der Veranderung des Phospharylierungsgatus von Proteinen |8 auch de verdnderte Ex-
presson einzelner Komporenten eines Signaweges einen RickschluR auf eine Betelli gung dieses

Signalweges an der Regulation kestimmter Prozese a1. Mit Hilfe der cDNA-Arraytechndogie
sollten deshalb Gene identifiziert werden, dein monazytaren Zellen duch CD137 reguli ert werden.
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Fir die Untersuchurg der Genexpresson mittels des Atlas™ Human cDNA Expresson Array |
(Clontedh) wurden primére, humane Monazyten 20h, fur die Andyse mittels des Human HL-60
cDNA-Arrays (RZPD) 6h in Gewebekulturschaden kutiviert, welche mit CD137-Fc bzw. Fc-
Protein beschichtet waren. Anschlief3end wurde die Gesamt-RNA isoli ert, welche dann ds Matrize
fur die Synthese von cDNA diente. cDNA fiir die Hybridisierung der Atlas Arrays wurde dabel di-
rekt radioaktiv markiert, cDNA fUr die Hybridiserung d&r Human HL-60 cDNA-Arrays wurde vor
der radioaktiven Markierung zunadhst noch einem Amplifizierungsschritt mittels PCR unterzogen.
Im Anschlu3an de darauff olgende Hybridisierung wurden de Membranen gewaschen undautora
diographisch ausgewertet. Abb. 3.19zeigt exemplarisch de Autoradiogramme der Atlas Arrays.
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Abb. 3.19: Analyse der CD137-Fc regulierten Genexpression mit Hilfe des Atlas™ Human cDNA Expresson
Array | (Clontech) A) Autoradiogramme von Arrays, die parald mit cDNA-Sonden aus CD137-Fc- bzw. Fc-
simulierten priméren, humanen Monozyten hybridisiert wurden. Monozyten (16 Zellen in 20 ml Kulturmedium) wur-
den 20 h in Gewebekulturschalen kultiviert, welche mit CD137-Fc (5 pg/ml) bzw. aquimolaren Konzentrationen an Fc-
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Protein (2,5 pg/ml) beschichtet waren. Anschlief3end wurde die Gesamt-RNA isoliert, mit Hilfe des SMART-Protokolls
(Clontedn) in einzdstrangge dNA transkribiert und amplifiziert. Danach wurde die dDNA radioaktiv markiert. Im
Anschluf3 an die darauffolgende Hybridisierung wurden die Membranen gewaschen und autoradiographisch anaysert.
B) Anordnung der a's Doppel spats aufgetragenen cDNA-Fragmente auf dem Array.

DurchVergleich der Autoradiogramme der Atlas Arrays, die parald mit Sonden von CD137-Fc-
bzw. Fc-Protein-behanddten Monazyten hybridisiert worden waren, konrien mehrere Spats ermit-
telt werden, deren Hybridisierungssgnale unterschiedli che Intensitéten aufwiesen. Die entsprechen-
den Genesindin Tab. 3.1 aufgefihrt.

Namedes Gens Genbank- Regulation der
Zugangs- Expresson durch
nummer CD13FFc

Transkriptionsfaktoren:

AP-1 (activator protein-1) Jo4111 Induktion
NF-kB (Untereinheit p109 M58603 Induktion
ZFM1 D26120 Induktion

Molekileder intrazdlularen Signalibertragung :

Protei ntyrosinkinase hck u30473 Induktion
Proteinkinase MLK-3 (mixed lineage kinase 1) L32976 Induktion
ILK (integrin-linked kinase, mixed lineage kinase 2) U40282 Induktion
MadMARCKS X70326 Induktion
PKA (katalytische Untereinheit o) X07767 Induktion
Rezeptoren:

C5A Angphylatoxin chemotaktischer Rezeptor M62505 Induktion
IL-2 Rezeptor (y-Kette) D11086 Induktion
Fibronedin-Rezeptor (a-Untereinheit) X06256 Induktion
Myeloid cell nuclear differentiation antigen M81750 Hemmung

Tab. 3.1: Name, Genbank-Zugangsnummer und Regulation der Expresson von Genen, deren Expresson in pri-
maren, humanen Monozyten als durch CD137-Fc reguliert gefunden wurde. Die aur Analyse im Atlas Array ver-
wendete RNA wurde aus Zdlen isoliert, die 20 h auf immobili sertem CD137-Fc bzw. Fc-Protein kutiviert worden we-

ren.
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In Tab. 3.2snd de Namen vonGenen aufgeli stet, deren Expresson kel der Analyse von CD137-Fc
bzw. Fc-Protein-behandelten Monazyten mittels der Human HL-60 cDNA-Arrays as durch CD137
reguliert gefunden wurde. Nicht aufgelistet ist eine Reihe weiterer CD137 regulierter Gene, von

denen bekanrt ist, dald sie oft unspezifisch in Array-Hybridisierungen gefunden werden, wie z.B.

ribosomale RNAs. Desweiteren wurden Gene, zu denen es kaum Informationen ggb, aul3er z.B.

Klonnummern, weggelassen.

Name des Gens Genbank- Regulation der
Zugangs- Expresson durch
nummer CD13FFc

Homo sapiens pay(A)-bindendes, zytoplasmatischesPro- | NM_002568 | Hemmung

tein 1 (PABPC1)

Humanes Homolog fir Drosophila lethal (3) malignant AL031681 Hemmung

brain tumor (I(3)mbt) protein

Homo sapiens 3-Aktin (ACTB) NM_001101 |Hemmung

Homo sapiens voltage-dependent anion channdl 1 NM_003374 |Induktion

(VDACJ)

Homo sapiens Kalzium-bindendes Protein P22 (CHP) NM_007236 |Hemmung

Homo sapiens pay(A)-bindendes, zytoplasmatischesPro- | NM_002568 | Hemmung

tein 1 (PABPC1)

MHC Klase| HLA-Bw62 D87665 Hemmung

Homo sapiens Aspartyl-tRNA Synthetase (DARS) NM_001349 |Induktion

Homo sapiens telomerase-associated protein 1 (TEPL) NM_007110 |Induktion

Homo sapiens pdy(A)-bindendes, zytoplasmatischesPro- | NM_002568 | Hemmung

tein 1 (PABPC1)

MHC Klass | HLA-Cw*0602 X70857 Hemmung

humanes Laminin-bindendes Protein aus Kolonkarzinoma | JO3799 Hemmung

Tab. 3.2 Name, Genbank-Zugangsnummer und Regulation der Expresson von Genen, deren Expresion in pri-

méren, humanen Monozyten als durch CD137-Fc reguliert gefunden wurde. Die ar Analyse mittels der Human
HL-60 cDNA-Arrays verwendete RNA wurde aus Zdlen isoliert, die 6 h auf immohili sertem CD137-Fc bzw. Fc-Protein

kultiviert worden waren.
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3.10 Expresson der CD137 Ligand-mRNA in monozytaren Zdlen

Die &tivierende Wirkung von CD137 auf Monozyten sowie der kostimulatorische Effekt auf
B-Lymphazyten bzw. de goposaindwzierende Wirkung auf T-Lymphozyten und de Indukion
von IL-8 in humanen Karzinom-Zdlinien sind vermutlich auf die Quervernetzung eines CD137
Liganden auf der Oberflache dieser Zellen zurlickzufiihren. Der puli zierte, humane CD137 Ligand
(Alderson et d., 1994 konrte jedoch bidang in priméren, humanen Monazyten nicht undin Lym-
phazyten nu nach deren Aktivierung nachgewiesen werden (Michel, 1999, was die Existenz weite-
rer, nach unkekannter Liganden fur CD137 vermuten lief3. All erdings konrte sowohl in THP-1 Zdl-
len (Aldersonet d., 1999 adsauch in humanen B-Zellen (Pauly, 2000 undKarzinom-Zdlli nien eine
kondtitutive Expresson ks bereits bekannten Liganden auf Ebene der RNA undin den Karzinom-
Zdli nen auch auf Proteineben (Sdih et d., 2000 nachgewiesen werden. Dieswiederum ist ein Indiz
dafir, dal’3 de reverse Signaltibertragung doch duch den bekannten CD137 Liganden vermittelt
wird. Im folgenden sollten daher erneut ruhende, primére, humane Monazyten mittels RT-PCR auf
Expresson des bekannten CD137 Liganden hin urtersucht werden. Analog dazu wurden PEZ aus
der Maus ebenfalls mit Hilfe von RT-PCR, auf Expresson des bekannten Maus-Liganden urter-
sucht. Diese Zdlen waren zuvar 2 Tage in Gewebekulturschalen, welche mit 4-1BB-Fc bzw. Fc-
Protein beschichtet oder unbeschichtet waren, kutiviert worden.

A) primére, humane Monazyten
CD137 Ligand

G3PDH

R l n
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B) PEZ ausder Maus
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Abb. 3.20: Analyse der Expresson der CD137 Ligand-mRNA in priméren, humanen Monozyten und M aus-PEZ
mittels RT-PCR. A) Aus ruhenden, humane Monozyten wurde Gesamt-RNA isoliert und in cDNA transkribiert. Die
PCR efolgte unter Verwendung der Primerpaae hiLA-Lig-sen und hILA-Lig-as bzw. G3PDH-sense und G3PDH-
antisense. Als RT-Kontrolle wurde én RT-Ansatz ohne RNA, ads PCR-Kontrolle én PCR-Ansatz ohne dNA verwen-
det. Als Positivkontrolle diente dONA aus ruhenden THP-1 Zdlen. Die spezfischen Amplifikationsprodukte fir den
CD137 Liganden urd fir G3PDH wurden mittels Agarose-Gelelektrophorese asfgetrennt und mit Hilfe von Ethidium-
bromid schtbar gemacht. B) PEZ aus der Maus wurden fir 2 Tage in Gewebekulturschalen inkubiert, welche mit
4-1BB-Fc (3 pg/ml) bzw. &quimolaren Konzentrationen an Fc-Protein (1,5 pg/ml) beschichtet oder unbeschichtet waren.
Anschlieffend wurde Gesamt-RNA isoliert und in ¢cDNA transkribiert. Fir die PCR wurden die Primerpaae
4-1BB-L-SEN und 4-1BB-L-AS bzw. B-Aktin-for und B-Aktin-rev verwendet. Als RT-Kontrolle diente wiederum ein
RT-Ansatz ohre RNA, ds PCR-Kontrolle én PCR-Ansatz ohne d™NA. Als Postivkontrolle wurde das Plasmid
pcDNA3::4-1BBL (K112) verwendet. Die PCR-Produkte wurden wiederum mittels Agarose-Gelelektrophorese aifge-
trennt und mit Ethidiumbromid geférbt.

Wie Abb. 3.20zeigt, wird de mRNA fir den bekannten, humanen CD137 Liganden in priméren,
humanen Monazyten, entgegen hisheriger Annahmen, korstitutiv synthetisert. Ebenso ist die
MRNA fir den pubizierten Maus-Liganden in PEZ kondtitutiv vorhanden. Diese Ergebnisse sind
en Indz dafir, dad de CD137-vermittelten, simulatorischen Signde fir priméare, humane Mono-
zyten kew. PEZ aus der Maus Uber den, fUr die jewelli ge Art bekannten, CD137 Liganden Ubertra-

gen werden konren.
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4 Diskusson

4.1 CD137-induzerte reverse Sgnaltibertragungin PEZ ausder Maus
und THP-1Zdlen

CD137 ist ein Mitglied der TNF Rezeptorfamilie. Fir mehrere Mitglieder dieser Familie, wie
CD27, CD30, CD40, Ox40 odr RANK (receptor activator of NF-«B), wurde bidirektionelle Si-
gnaltransduktion keschrieben (vgl. Einleitung). Auch fur CD137 gab es Hinweise aif eine reverse
Signaltibertragung. So hemmt imnobili sertes CD137 de Proliferation aktivierter, humaner T-
Zdlen undindwziert Apoptose in desen Zdlen (Schwarz et d., 1996. Dagegen verstérkt es die
Proliferation und Immunglobuinsynthese voraktivierter, humaner B-Zellen (Pauly, 200Q. Auch
primére, humane Monazyten werden duch CD137 aktiviert. So reagieren se bel Kultivierung auf
immohilisertem CD137 mit der Synthese und Freisetzung von proinflammatorischen Zytokinen,
wie IL-6, IL-8 oder TNF. Zudem fordert immobili siertes CD137 die Adhérenz und dis Uberleben
dieser Zdlen (Langstein et al., 1998 Langstein & Schwarz, 1999. Aul¥erdem werden primére, hu-
mane Monazyten duch CD137 zur Proliferation angeregt (Langstein et a., 1999h. Schliefdich
fordert immohilisertes CD137 oay CD137, welches auf der Oberfléche von Spheroiden exprimiert
wird, de Wanderung dieser Zdllen in vitro bzw. in de Spheroide (Bedke @ d., eingereicht). Bisher
war nichts Uber eine solche CD137-indwzierte reverse Signa Ubertragung in monazytdren Zellen
bekannt. Diese Arbeit li efert erste Hinwelse aif eine CD137-indwzierte reverse Signatransduktion
auch in PEZ aus der Maus undin humanen THP-1 Zellen. So ruft immohilisertes CD137in desen
Zdlen morphdogische Veranderungen hervor, die typischerweise bei der Adhérenz von Monazyten
auftreten (Andreesen et d., 1990. Zudem bewirkt immohilisiertes CD137 die Freisetzung proin-
flammatorischer Zytokine aus diesen Zellen. So fuhrt die Kultur von PEZ auf immohilisiertem
CD137 zur Freisetzung von IL-6 aus diesen Zdlen. In THP-1 Zdlen stimuliert immobili Sertes
CD137 de Sekretion von I1L-8. Auch Ubker die Medanismen und de an der reversen Signaltibertra-
gung von CD137 teteili gten Moleklle war bisher nichts bekanrt.

4.2 Beteligung van sc-Kinasen an der CD137-induzierten reversen S-

gnallbertragung in monozytaren Zelen

In deser Arbeit konrte mittels Western Blot-Analyse mit einem Anti-Phosphotyrosin-Antikorper
gezeigt werden, dal3 de Stimulation vonmonozytéaren Zellen mit immohilisertem CD137 zu einer
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Erhohurg der Tyrosinphaphaylierung in desen Zelen fuhrt. Dabel werden ua. auch Proteine mit
einem Molekulargewicht von 50-60kDa phasphayliert. Da dies dem Molekulargewicht von
sre-Kinasen entspricht (Rudd et d., 199B; Resh, 199; Superti-Furga & Courtneidge, 1995, wurde
vermutet, dal3 Mitglieder der src-Familie an der CD137indwzierten reversen Signd lbertragung
beteili gt sind. Gestiitzt wurde diese Annahme durch verschiedene Untersuchurgen, aus denen her-
vorgeht, dal3 src-Kinasen wichtige Bestandielle im Signalweg mehrerer Monazyten bew. Makro-
phagen aktivierender Faktoren sind (Stefanova @ al., 1993 Boulet et d., 1994. So z.B. bewirkt LPS
die Aktivierung der src-Kinasen p5356”", p5864™ und p58™ (Stefanova @ a., 1993. Zudem
konnte in GST-Fusionsprotein Interaktionsassays auch fur den CD95 Liganden, einem anderen
Mitglied der TNF Familie, fir welches reverse SignalUibertragung in T-Zedlen beschrieben wurde
(Suzuki und Fink, 19%B; 2000, Wedsdwirkung mit verschiedenen Mitgliedern der sic-
Kinasefamilie, wie fyn, yes undlck, gezeigt werden (Sanzenbacher et d., 200). In der hier vorlie-
genden Arbeit konrte gezeigt werden, dal3 PPL, ein Inhibitor von sre-Kinasen (Hanke é al., 1996,
die CD137-induzierte IL-8 Freisetzung aus monazytéren Zellen hemmt Dies deutet darauf hin, cal3
Tyrosnkinasen der src-Familie bei der CD137-stimulierten Sekretion des proinflammeatorischen
Zytokins IL-8 in monazytéren Zellen eine Roll e spielen, wobel natiirli ch nicht valli g ausgeschlossen
werden kann, dil3 PPL neben Mitgliedern der sre-Kinasefamilie auch nach andere Enzyme beein-
flul (Blake & a., 1999. Jedoch hemmt PP1 auch de CD137-induzierten morphologischen Veran-
derungen, welche mit der Adhérenz von Monazyten einhergehen, was darauf hindeutet, dal3 an de-
sen Vorgangen ebenfalls gc-Kinasen betelli gt sind. Verschiedene Untersuchurngen heben gezeigt,
dal3 src-Kinasen auch bel der Integrin-vermittelten Zelladhésion eine Roll e spiden. So fihrt die In-
tegrin-abhangige Adhasion vonNeutrophilen an Proteinen der Extrazellul&rmatrix zur Aktivierung
der sre-Kinasen hek, fgr undlyn (Berton et d., 1994, 1996 In Ubereinstimmung damit konrte ge-
zeigt werden, a3 de Integrin-vermittelte Anheftung und Ausbreitung von Neutrophilen aus
hck/fgr- sowie von Peritonedexsudatzellen aus hck/fgr/lyn-defizienten Méausen gestort ist. Diese
Zdlen heften nu schwad an mit Proteinen der Extrazell ul&rmatrix beschichteten Oberfladhen und
zeigen nicht die fur die Wedsdwirkung mit diesen Proteinen typischen morphdogischen Verdnde-
rungen (Lowell et d., 1996 Meng & Lowell, 1999. Ahnlich sind auch Adhésion, Migration und
Organisation des Zytoskeletts in Fibroblasten und reuronalen Zellen aus sc- und fyn-defizienten
Mausen gestort (Beggs et d., 1994 Thomas et al., 1995). src-Kinasen spielen jedoch richt nur bei
der Integrin-abhéngigen sondern auch bel der LPSvermittelten Zdlladh&sion eine Rolle. So kann de
LPSindwzierte Anheftung und Ausbreitung von humanen Monazyten duch PPL gehemmt werden
(Williams & Ridley, 200Q. Und Untersuchungen vonSchdz et a. (2000) deuten auf eine Betelli-
gung von Itk be der LPSgtimulierten Adhdrenz von Makrophegen. Zwar wurde dieses Mitglied
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der src-Familie im Rahmen der vorliegenden Arbeit nicht auf eine patentielle Aktivierung durch
CD137 urtersucht. Jedoch wurde die mRNA fir diese Kinase bei der Analyse der Genexpresson
humaner Monazyten, welche 20h auf immobilisertem CD137-Fc bzw. Fc-Protein inkubiert wor-
den waren, as durch CD137-Fc hochreguliert gefunden. Moglicherweise efolgt die durch CD137
hervorgerufene Induktion der morphdogischen Veranderungen und ar Freisetzung von IL-8 in
monazytaren Zdlen Uler die Aktivierung der sre-Kinase hek. Die Erhdhung der Expresson deser
Kinase kdnrte dann zu einer Verstérkung der durch CD137 hervorgerufenen Effekte in desen Zdl-
len beitragen.

4.3 Beteligung van MAPK an der CD137-induzierten reversen S-
gnallbertragung in monozytaren Zelen

Die Stimulierung von monazytéren Zellen mit immohilisertem CD137-Fc fuhrt u.a zur Tyrosin-
phasphaylierung von Proteinen mit einem Molekulargewicht von etwa 40kDa. Dies lief? eine Be-
telligung von MAPK an der CD137-indwzierten reversen Signaltibertragung in desen Zelen ver-
muten. MAPK -K askaden gehdren mit zu den am weitest verbreiteten, intrazelluléren Signa Gbertra-
gungsmedianismen in eukaryotischen Zdlen, einschlieldich Sdugerzdlen. Kernbestandteile dler
MAPK-Signdwege sind de aufeinanderfolgende Kinasen, zu denen de MAPK (extracelular s-
gnal-regulated kinase, ERK), die MAPK Kinase (MAPKK oder MAPK/ERK Kinase, MEK) und
die MAPKK Kinase (MAPKKK oder MEK Kinase, MEKK) gehdren. Die Aktivierung der MAPK
erfolgt Gber Phosphaylierung an eénem Tyrosin- und eéinem Threoninrest durch de upstream lie-
genden MAPKK. Diese wiederum werden duch de Serin-/Threonin-spezifischen MAPKKK
phaosphayliert und ddurch aktiviert. Zu den wichtigsten MAPK-Signalwegen in Sdugern gehdéren
der Ras-Signdweg (ERK-Signdweg), der p38 MAPK-Signaweg und der SAPK/INK (stress-
activated protein kinase/c-Jun N-terminal kinase)-Signalweg (Treisman, 1996 Rohkinson & Cobh
1997 Elion, 1998 Garrington & Johrson, 1999 Schadfer & Weber, 1999 Reuter et d., 2000 Ky-
riakis& Avruch, 200).

4.3.1 Betelligung der p38 MAPK

Chen et d. (2000 konrten zeigen, dal3 de RANK -Fc-induzierte reverse Signa Ubertragung in akti-
vierten CD4" T-Zdlen duch p38MAPK vermittelt wird. RANK ist, wie CD137,ein Mitglied der
TNF Rezeptorfamilie, weshab vermutet wurde, dal3 auch de CD137induzierte reverse Si-
gnaltibertragung tber p38 MAPK verlauft. Die p38 MAPK sind eine Familie von Kinasen, de der-
zeit vier Isoformen — p3Ba ( CSBP (CSAIDs (cytokine-suppressive anti-inflammatory drugs) bin-
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ding protein, SAPK2a), p33 (SAPK2b, p382), p38y (SAPK3, ERK6) und p3® (SAPK4) umfald
(Freshney et d., 1994 Han et d., 1994 Lee ¢ d., 1994 Rouse d d., 199; Zervos et d., 1995
Jang et a., 1996 Lechrer et a., 1996 Mertens et a., 1996 Goedert et d., 1997, Jang et d., 1997
Stein et d., 197; Wang et d., 1997. Die Aktivierung dieser Kinasen erfolgt durch de MEK
MKK3 (MEK3 oder SAPK Kinase 2, SKK2) undMKK 6 (MEK6 oder SAPK Kinase 3, SKK 3), die
beide spezifisch de p38 MAPK phaspharylieren. Die Aktivierung von SAPK oder ERK durch
diese MEK konrte bisher nicht nachgewiesen werden (Derijard et d., 1995 Cuenda ¢ d., 1996
Raingeaud et d., 1996 Cuenda € d., 1997. MKK3 undMKK6 unterscheiden sich in ihrer Spezi-
fitét fur verschiedene Isoformen von p38.So phaphayliert MKK 3 bevorzugt p38x und p38, wo-
hingegen MKK6 dle Isoformen der p38 MAPK aktivieren kann (Cuenda € a., 1996 1997).
MKK3 und MKK6 sdbst kénnen duch verschiedene MEKK, wie z.B. MEKK3 oder ASK1
(apoptosis-signal-regulating kinase 1), oder durch TAOs (thousand and one kinases), wie z.B.
TAO1 undTAO2, aktiviert werden (Uberblick bei Kyriakis& Avruch, 200).

Mittels Western Blot-Analysen von CD137-Fc bzw. Fc-Protein-behandeten THP-1 Zdlen mit -
nem Antikorper gegen de phosphaylierte Form der p38 MAPK konrte gezeigt werden, dal3 auch
CD137 de Phosphaylierung der p38 MAPK indwziert. Aus verschiedenen Untersuchurgen geht
hervor, dal3 dese Kinasen eine wichtige Rolle bel der Induktiion proinflammeatorischer Zytokine
spielen. So kommtden p38MAPK eine Schllissrolle bel der LPSindwzierten IL-1 Produkion zu
(Yourg et d., 1993 Lee d d., 1994 Galagher et a., 1995 Badassare d@ a., 1999. Auch sind p38
MAPK fir die Regulation der Expresson von TNF und IL-6 von Bedeutung (Young et d., 1993
Lee @ d., 1994 Wysk et d., 1999 Rutault et d., 200). Aus Untersuchungen vonHoltmann et d.
(1999 geht hervor, dald de Synthese von IL-8 durch verschiedene MAPK-Kaskaden, ua auch
durch den p38MAPK-Signalweg, reguliert wird. In Ubereinstimmung damit konmnten Hashimoto et
a. (1999 zeigen, dal’3 p38MAPK bel der TNF- bzw. IL-1a-induzierten IL-8 Expressonin vaskul &
ren Endahelzdllen aus der Lunge éne Rolle spiden. Auch sind p38 MAPK fir die LPS bzw.
LAMPf (Lipoproteine aus Mycoplasma fermentans)-stimulierte I1L-8 Produltion in humanen Mo-
nozyten kzw. PMN (polymorph nuclear cells) von Bedeutung, wie aus Untersuchungen vonMarie
et d. (1999 hervorgeht.

SB203580gehdrt zu einer Gruppe von kizykli schen Pyridinylimidazolen, welche die Synthese von
Zytokinen, wie z.B. IL-1 und TNF hemmen (Lee € a., 1994 Gallagher et a., 1995 und dhher auch
ads CSAIDs (cytokine-suppressive anti-inflammatory drugs) bezeichnet werden (Kyriakis &
Avruch, 200). Diese Stoffe hemmen spezifisch p3& und 3, wohingegen p38/ und d durch dese
Stoffe nicht beaflul¥ werden (Goedert et d., 1997. In deser Arbet konrte gezeigt werden, a3
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SB203580 ¢k CD137induzierte IL-8 Freisetzung aus THP-1 Zdlen hemmt Dies 18 darauf
schlief¥en, dald pBa bzw. B auch bal der CD137indwzierten Expresson deses Chemokins eine
Rolle spiden. Jedoch bewirken relativ hore Hemmstoffkorzentrationen von 40uM nur einen
Ruckgang der CD137-indwzierten IL-8 Sekretion um etwa 50 %, verglichen mit Zellen, dein Ge-
genwart des Losungsmittels DM SO auf immohilisiertem CD137 kultiviert wurden. Es it daher zu
vermuten, dald auch bei der CD137-indwzierten reversen Signaltibertragung noch weitere MAPK -
Kaskaden eine Roll e spielen.

4.3.2 Betelligungvon MEK 1/2 und ERK 1/2

Eine weitere gut untersuchte MAPK-Kaskade stellt der ERK-Signaweg dar, welcher z.B. duch de
Bindurg von Wadstumsfaktoren an Rezeptortyrosinkinasen aktiviert wird. Nad Aktivierung des
kleinen G-Proteins Ras kommt esim Verlauf dieses Signadweges zur Aktivierung von Raf-Kinasen.
Diese MAPKKK aktivieren dann de MAPKK MEK1 undMEK2, welche wiederum die MAPK
ERK1 undERK?2 phosphaylieren (zusammengefaldt in Reuter et d., 2000Q. In deser Arbet konrte
mittels Western Blot mit einem gegen de phasphaylierte Form von ERK1 undERK2 gerichteten
Antikorper gezeigt werden, dal3 de Stimulierung von monazytéaren Zellen mit CD137-Fc zur Phos
phaylierung von ERK1 und ERK2 fihrt. Diese Phosphaylierung kann duch PD98059, einen
synthetischen Inhibitor, welcher spezifisch de Aktivierung von MEK1 undin geringerem Ausmal3
von MEK2 urterbindet (Aless et d., 1995 Dudley et d., 1995 Pang et d., 1995, gehemmt wer-
den. PD98059 lemmt aulferdem die durch immohilisiertes CD137-Fc-indwzierte 1L-8 Freisetzung
aus diesen Zdlen. Diese Ergebniss deuten auf eine Beteili gung von MEK1/2 undERK1/2 an der
CD137-induzierten reversen Signal Uibertragung in monazytéren Zellen.

Auch bel der Indukion groinflammeatorischer Zytokine durch verschiedene andere Stimuli spielen
die MAPK ERK1 undERK2 eine Rolle. So z.B. konrten Van der Bruggen et d. (1999 und Rutault
et d. (2007 zeigen, dal3 ERK1 undERK2 fir die Indukion der TNF Synthese in humanen Mono-
zyten duch LPSvon Bedeutung sind. Und auch fir die LPSindwzierte I1L-8 Frei setzung aus huma-
nen Monazyten bzw. Makrophagen undPMN spielt neben der p38 MAPK-Kaskade aich der ERK-
Signalweg eine Rolle, wie aus Experimenten mit den Inhibitoren SB203580 aw. PD98059 lervor-
geht (Marie d d., 1999. Bruder & Kovesdi (1997 konrten aulferdem zeigen, dald ERK1 und
ERK2 fur die Indukion vonlIL-8 bel Infektion vonHel.a Zellen mit Adenovirus von Bedeutung i<t
Dagegen konrte fur die IgG2-stimulierte IL-8 Synthese in humanen, peripheren, mononuke&en
Blutzellen keine Betelli gung des ERK-Signaweges nachgewiesen werden (Foreback et a., 1999.
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Diese Ergebnise deuten auf eine Zdl- und Stimulus-spezfische Regulation der IL-8 Produktion
(Maie @ d., 1999.

Verschiedene Gruppen konrien zeigen, dal3 auch de Integrin-vermittelte Adhésion vonZdlen an
Proteine der Extrazdlularmatrix wie Fibronedin, Laminin, Kollagen oder Vitronedin zur Aktivie-
rung von ERK1 undERK2 fuihrt (Chen et d., 199}; Schlagofer et d., 1994 Zhu & Asian, 1995
Clark & Hynes, 1996 Renshaw et a., 1997. Die Adhésion an Substrate wie z.B. pdy-L-Lysin,
welche ohre Betelli gung von Integrinen erfolgt, bewirkt dagegen keine Aktivierung dieser MAPK
(Chen et ., 1994 Schlagofer et d., 1994 Miyamoto et d., 1995 Zhu & Assian, 1995. Im Ge-
gensatz zur kurzzeitigen Aktivierung von ERK durch Wadstumsfaktoren, wie z.B. EGF (epidermal
growth factor), welche typischerweise nur einige Minuten dauert (Zhu & Assian, 1995 Aplin &
Juliano, 1999, fuhrt die Integrin-vermittelte Adhésion zu einer langeranhdtenden, ds zu
2-sttindgen Aktivierung dieser MAPK (Chen et d., 194; Clark & Hynes, 1996 Lin et a., 1997
Renshaw et d., 1997. Auch de durch immobili sertes CD137-Fc hervorgerufene Phasphaylierung
von ERK hdt mindestens 90 min an. Dies | vermuten, dal3 Integrine bel der durch immobhili sier-
tes CD137 induzierten Adhésion von monozytéren Zellen eine Rolle spielen. Passend hierzu liefert
die vorliegende Arbeit einen Hinweis darauf, dal3d CD137 de Expresson vonBestandteilen des In-
tegrin-Signalweges, wie z.B. ILK (integrin-linked kinase), stimuli ert (s ehe Abschnitt 4.7).

Wie aus neueren Untersuchurgen hervorgeht, fordert immohili sertes CD137 oar CD137,welches
auf der Oberfladhe von Spheroiden exprimiert wird, de Wanderung von humanen Monazyten in
vitro bzw. in de Spheroide (Bede ¢ d., eingereicht). Auch ERK spidt eine Rolle bei der Migration
vonZdlen (Klemke @ a., 1997 We et d., 1998, Nguyen et d., 1999. So konrie gezeigt werden,
dal3 Zdlen, de enekondtitutiv aktive Form von MEK exprimieren, duch de Aktivierung von ERK
und de darauff olgende Phosphaylierung von MLCK (myosin light chain kinase) verstérkt zur Mi-
gration auf Komporenten der Extrazellularmatrix angeregt werden. Entsprechend wird duch de
Hemmung von MEK mittels PD98059 dle Phosphaylierung von MLCK und de Wanderung der
Zdlen auf Kollagen gehemmt (Klemke @ a., 1997. Auch de uPA (urokinase-type plasminogen
activator)-stimuli erte, Integrin-vermittelte Wanderung verschiedener Tumor-Zdlinien erfordert die
Aktivierung des ERK-Signadweg und de Phosphaylierung von MLCK (Nguyen et d., 1999. Die-
se Daten laseen vermuten, dal3 MEK und ERK nicht nur bei der CD137-induzierten IL-8 Freiset-
zung aus monazytaren Zellen sondern auch bel der CD137-gtimulierten Migration deser Zellen eine

Rolle spielen.
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4.4 Betdligung van Pl 3-Kinasen an der CD137-induzierten reversen S-

gnallbertragung in monozytaren Zelen

In deser Arbeit konrte zudem gezeigt werden, dal3 Wortmannin bei einer Korzentration von
100nM zumindest teillweise die durch immohilisertes CD137-Fc stimulierte IL-8 Freisetzung aus
THP-1 Zdlen und pimé&ren, humanen Monazyten hemmt Auch de durch immobilisertes CD137-
Fc hervorgerufenen morphdogischen Veranderungen in Monazyten sind in Anwesenheit des
Hemmstoffs nicht zu beobadten. Wortmannin ist eine niedermolekulare Verbindury, die bel Kon-
zentrationen im nanomolaren Bereich rdativ spezifisch Pl 3-Kinasen hemmt (Arcao & Wyman,
1993. Die Ergebnise deuten deher auf eine Betelligung von Pl 3-Kinasen an der CD137-

induzierten reversen Signatransduktion in monozytéren Zellen hin.

Pl 3-Kinasen sind eine Familie von Lipidkinasen, de die Addition eines Phosphetmol ekiils an Posi-
tion 3 as Inositolrings von Phosphanositiden (Pl) kataysieren (Rameh & Cantley, 1999. Die Mit-
glieder dieser Familie werden aufgrundihrer Struktur und Substratspezfitét in drel Klasen urter-
tellt (Domin & Waterfidd, 1997 Vanhaesebroedk & Waterfied, 1999 und konen vier verschie-
dene Lipidprodulkte — das einfach phaphaylierte Phosphetidylinositol (Ptdins)-3-P, das zweifach
phasphaylierte Ptdins-3, 4P, bzw. Ptdins-3, 5P, und s dreifach phaphaylierte Ptdins-3, 4, 5
P; - erzeugen (Rameh & Cantley, 1999. Bel den Klas | Pl 3-Kinasen handdt es sch um Hetero-
dimere mit einem Molekulargewicht von etwa 200kDa, die sich aus einer katalytischen Unterein-
heit mit ca 110—120 kDa und einer regulatorischen Untereinheit mit etwa 50— 100 kDa zusam-
mensetzen. Diese konren in vitro Ptdins, Ptdins4-P und Ptdins-4, 5P, phosphaylieren. In vivo
scheint dagegen letzteres das bevorzugte Substrat zu sein (Stephens et a., 199; Hawkins et d.,
1992. Fir die Aktivitdt von Pl 3-Kinasen ist deren Rekrutierung an de Plasmamembran erforder-
lich. Entsprechend cen an desem Vorgang betelligten Adaptorproteine konren Klassel Pl 3-
Kinasen weiter in zwei Gruppen urtertellt werden (Wyman & Pyrola, 1998 Vanhaesebroeck &
Waterfidd, 1999. Die prototypische Klase |4 Pl 3-Kinase besteht aus einer regulatorischen Unter-
einhait mit 85kDa (p85), welche die Wedsawirkung mit Phosphotyrosinresten anderer Proteine
vermittelt, und einer katalytischen Untereinheit von 110kDa (p110; Vanhaesebroedk & Waterfield,
1999. In Sdugern sind lisher drei solche Isoformen von p110 p11QGx, B undd - bekannt. Wéahrend
jedoch plDa und von viden Zelarten exprimiert werden, findet man p11® hauptsadlich in
Leukazyten. Pl 3-Kinase y ist die @nzige bisher beschriebene Klas 1z Pl 3-Kinase (Wymann &
Pyrola, 1998 Vanhaesebroedk & Waterfield, 1999. Sie setzt sich aus der kata ytische Untereinheit
p110/ und cem Adaptorprotein von 101kDa (p101) zusammen (Stephens et d., 199%; 1997 Van-
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haesebroedk & Waterfidd, 1999. Klaselg Pl 3-Kinasen werden duch de By-Untereinheit he-
terotrimerer G-Proteine &tiviert. Die Klasse 1 Pl 3-Kinasen sind Proteine mit einem Molekularge-
wicht von 170-210kDa undeiner charateristischen C-terminalen C2 Homologiedoméne. Sie wei-
senin vitro Substratspezifitét fur Ptdins und Ptdins 4-P auf. Bisher konrten keine Adaptormolekiile
fur diese Klasse von Pl 3-Kinasen identifiziert werden. Der Medhanismus ihrer Aktivierung ist
ebenfall s unbekannt (Wymann & Pyrola, 1999. Klass 11 PI 3-Kinasen schliefdich snd Homologe
des S cerevisae Vps34p (vesicular protein-sorting protein, Herman & Emr, 1990 und phaphay-
lieren auschliefdlich Ptdins (Schu et d., 1993. Dadie Menge an Ptdins-3-Pin der Zellen praktisch
konstant bleibt, wird angenommen, dal3 de physiologischen Prozesse, an denen Klaslll Pl 3-
Kinasen betelli gt sind, richt unmittelbar von einer Stimulation der Zelle ébhdngen (Vanhaesebroedk
& Waterfield, 1999.

Bisher ist wenig dartiber bekannt, welche Bedeutung Pl 3-Kinasen fur die Expresson groinflam-
matorischer Zytokine haben. Neueren Daten von Pan et d. (2000 deuten jedoch darauf hin, a3
Pl 3-Kinasen bei der fMet-Leu-Phe (fMLP)-stimulierten Expresson vonlL-13 eine Rolle spielen.
Undin Ubereinstimmung mit den Ergebnissen deser Arbeit konrten Dong et . (2001) zeigen, bl
die HGF-indwzierte IL-8 Produktionin Zdli nien, de von Plattenepithelkarzinoma des Hals-, Nasen-
und Radhenbereichs abgeleitet sind, duch Inhibitoren von MEK bzw. der Pl 3-Kinasen tellweise
gehemmtwird.

Die Hemmung der durch immohili sertes CD137-Fc hervorgerufenen morphdogischen Verande-
rungen und a damit einhergehenden Adhérenz dieser Zelen in Gegenwart von Wortmannin liefert
einen Hinweis darauf, dal3 Pl 3-Kinasen, neben src-Kinasen, auch fur diese Prozesse von Bedeutung
sind. Auch bel der durch andere Stimuli hervorgerufenen Zelladhésion spielen Pl 3-Kinasen eine
Rolle. So fuhrt die Vernetzung von Integrinen durch immohili sertes Fibronedin in Fibroblasten zu
einer deutlichen Steigerung der Pl 3-Kinase&tivitét. Durch Hemmung der Pl 3-Kinase werden auch
die Anheftung und de Ausbreitung dieser Zellen gehemmt (King et a., 1997. Ahnlich hemmen
Inhibitoren der PI 3-Kinasen die durch Vernetzung von Integrin a3z mit Thrombin hervorgerufene
Umordnury des Aktin-Zytoskeletts sowie die Aushbildung von Lamellipoden und Filopoden
(Hartwig et d., 1996. Und in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen deser Arbeit konrte gezeigt
werden, a3 de durch Vernetzung von Integrin (3, auf der Oberflache von Maus-Makrophegen
durch immohilisiertes Fibronedin hervorgerufenen morphdogischen Veranderungen sowie die
Adhérenz dieser Zellen sowoh durch den sre-Kinase-spezifischen Inhibitor PPL (Hanke € 4d.,
1996 ds auch duch Inhibitoren der Pl 3-Kinasen gehemmt werden konren (Meng & Lowell,
1998. Ahnlich sind reben sre-Kinasen auch Pl 3-Kinasen an der LPSindwierten Adhdrenz und
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Verdnderung der Morphdogie von humanen Monazyten und Bacl kew. Bacl.ZF5 Maus
Makrophegen betelligt (Schdz et d., 2000; Williams & Ridley, 2000.

Aul¥r bei Adhésionsvorgangen kanmt Pl 3-Kinasen auch eine wichtige Bedeutung bei der Indik-
tion cer Migration verschiedener Zelarten duch verschiedene Stimuli zu (Kusch et d., 20®; Sot-
s0s & Ward, 2000 Zheng et d., 2000 Rumsey et a., 2001 Yambdliev et d., 200). So konrien
Kusch et a. (2000 zeigen, a3 de Urokinase-abhéngige Migration von humanen Zellen der glatten
Gefdl3muskulatur durch Hemmung der Pl 3-Kinasen gehemmt werden kann. Auch de Inte-
grin ayBs-vermittelte Migration dr hochinvasiven Prostatakarzinoma Zellen, PC3, erfordert die
Aktivierung von Pl 3-Kinasen (Zheng et d., 2000. Ebenso sind Pl 3-Kinasen auch an der Chemo-
kin-indwzierten Migration verschiedener Zdlen des Immunsystems bzw. von desen Zellen abgelei-
teten Zeli nien, wie z.B. T- oder B-Lymphazyten, Neutrophilen oder THP-1 Zelen, beteili gt (Uber-
blick bel Sotsos & Ward, 20®; Rumsey et a., 200). Auch immohilisiertes oder auf der Oberfl&
che von Spheroiden exprimiertes CD137 \erstérkt die Wanderung humaner Monazyten in vitro
bzw. in die Spheroide (Bedke @ d., eingereicht). Moglicherweise spiden aso Pl 3-Kinasen nicht
nur bei der CD137-indwierten Adhdrenz und IL-8 Expresson der monozytéren Zellen sondern
auch bei deren Migrationeine Rolle.

Alle drel Klassen vonPl 3-Kinasen aus Sdugerzellen weisen in vitro in etwa die gleiche Sensiti vitét
gegentiber Wortmannin auf. Eine Ausnahme hiervon kldet nur die Pl 3-Kinase-C2a, welche min-
destens 10 mal weniger empfindich gegeniiber diesem Hemmstoff ist (Virbasius et d., 1996 Do-
min et d., 1997. Ein pharmakologischer Ansatz tber die Verwendurg von Wortmannin |83 aso
praktisch keinen Ruckschlul? darauf zu, welche Isoform der Pl 3-Kinasen an der CD137-indwzierten
reversen Signa Ubertragung beteili gt sein konrte. Jedoch fiihrt die Stimulation fast all er Rezeptoren,
die Tyrosinkinasedktivitét induzieren auch zur Aktivierung vonKlas® I Pl 3-Kinasen. Diese Tyro-
sinkinase&tivitdt kann sowohl durch Rezeptortyrosinkinasen as auch duch andere Tyrosinkina:
sen, wie z.B. sre-Kinasen, vermittelt werden (Vanhaesebroeck & Waterfield, 1999. Die vorliegende
Arbeit liefert Hinwelse darauf, dal3 CD137 in monozytaren Zdlen src-Kinasen und Tyrosnphacs-
phaylierung stimuliert. Es ist deshalb zu vermuten, dad es sch bal den duch CD137-induzierten

Pl 3-Kinasen in morzytéaren Zdlen zumindest tellweise um Klasse 15 Pl 3-Kinasen handelt.

»Klasgscherweise” efolgt die Aktivierung der MAPK ERK1 undERK?2 (ber eine Signalkaskade,
die aisgehend vonWadstums- oder Zytokinrezeptoren Uker Ras, Raf undMEK verléuft (Reuter et
a., 2000Q. Diese Arbeit li efert jedoch einen Hinweis darauf, dald im CD137-indwzierten Signalweg
Pl 3-Kinasen upstream von ERK1 undERK2 liegen. So konrie gezeigt werden, dal3 Wortmannin
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weitgehend de durch immohili sertes CD137-Fc-indwzierte Phasphorylierung von ERK1 und
ERK2 in THP-1 Zdlen hemmt Eine solche Pl 3-Kinase-abhangige Aktivierung von ERK konrte
auch in anderen Zdlarten nach urterschiedlicher Stimulation keobadtet werden. So wird auch de
T-Zdlrezeptor-vermittelte Aktivierung von ERK2 in der Jurkat T-Zdli nie durch Wortmannin ge-
hemmt (Von Willebrand et d., 1996. Auch de durch Adhdsion an immobili Sertem Fibronedin
hervorgerufene Aktivierung von ERK2 in Cos-7 Zdlen wird sowoh durch Inhibitoren der PI 3-
Kinasen as auch durch transiente Expresson einer dominant-negativen Form der p85 Untereinheit
der Pl 3-Kinase gehemmt (King et d., 1997. Ahnlich konne éne Beteili gung von Pl 3-Kinasen an
der Aktivierung von ERK2 duch Vernetzung von Integrin o431 in der myeloiden HL60 Zdlinie
nachgewiesen werden (Finkelstein & Shimizu, 2000. Sowohl das p85p110 Heterodimer as auch
Pl 3-Kinase y weisen neben ihrer Lipidkinase- auch eine Proteinserinkinasestivitét auf (Dhand et
d., 1994 Stoyanova @ a., 1995. Bondeva € d. (1998 konrten MAPK-Aktivierung durch en
Pl 3-Kinase y-Hybridprotein nadhweisen, des zwar Protein- jedoch keine Lipidkinasedktivitét
bestzt. Mit Hilfe von Wortmannin kann nicht zwischen der Lipid- und d&r Proteinkinasetivitét
unterschieden werden (Sotsios & Ward, 2000, so dal3 auch dfen beibt, ob de CD137-stimulierte
Phosphaylierung von ERK1 undERK2 von ar Lipid- oder der Proteinkinasedktivitét der Pl 3-
Kinasen abhangt. Abb. 4.1 gibt einen Uberblick tiber die bisher diskutierten, CD137-induzierten
Signalwege.
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Abb. 4.1: Schematische Dargelung der CD137induzierten Sgnalkaskaden. Dieses Diagramm ordnet die unter-
suchten Molekile in die bekannten Signdtransduktionskaskaden ein. Es représentiert jedoch keineswegs die voll téndige
Signa Ubertragung. Signalwege, welche nicht durch experimentelle Daten abgesichert sind, sind mit gestrichelten Linien
dargestellt (ERKL1/2: extracdlular signal-regulated kinase 1/2; MEK1/2: MAPK/ERK Kinase 1/2; p38 MAPK: p38
mitogenaktivierte Proteinkinase; PD98059: Inhibitor der Aktivierung von MEKL1/2; Pl 3-Kinase: Phosphoinostid 3-
Kinase, PTK: Proteintyrosinkinase; SB20330: Inhibitor der p38 MAPK; Wortmannin: Inhibitor der PI 3-Kinase).

45 PKC ig nicht an der CD137-induzierten reversen Sgnaltibertragung

In monozytaren Zelen betelli gt

PKC ig eine Serin-/Threoninkinase, von der mehrere Isoformen bekannt sind. Diese lassen sich in
verschiedene Gruppen urtergliedern. Zu den Klassschen PKC (cPKC) gehdren PKCa, (31, BIl undy.
Die Regulation deser Isoformen erfolgt in zwel aufeinanderfolgenden Schritten - Phosphaylierung
des Moleklls im Bereich der kataytischen Doméne, eingeletet durch PDK (phosphoinositide-
dependent protein kinase)-1, undanschliel?ende Wedsawirkung mit Diacylglyzerin (DAG). Neu
synthetisiertes Protein wird zunAdst durch de PDK-1, welche mit hober Affinitét an Ptdins-3, 4, 5
P;, en Lipidproduk der Pl 3-Kinase, bindet, im Bereich der Aktivierungsschleife phasphayliert.
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Dieser Schritt ist fir die Aktivitdt der cPKC essentidl. Daraufhin kommt es zur Autophasphorylie-
rung im C-terminalen Autophasphaylierungsbereich undschliefdich im C-terminaen, hydroplho-
ben Bereich. Diese beiden Schritte beinflusseen de Lodichkelt und de Stabilitét der cPKC (Duitil et
d., 1998 Dempsey et d., 200Q Parekh et a., 2000Q. Durch Bindurg an eine attoinhibitorische Se-
guenz, des $g. Pseudasubdtrat, wird de PKC in einer inaktiven Konformation gehdten. Die Bil-
durg von DAG flhrt dann zur Rekrutierung der PKC an de Zellmembran. Die Wedsawirkung
mit DAG bzw. Phosphatidylserin sowie die Ca?*-abhéngige Bindurg anionischer Phosphdipide
bewirken de Dissoziation des Pseudosubstrats und somit die Aktivierung der cPKC (Dempsey et
a., 2000. Die Regulation cer neuen PKC (nPK), welche PKC9, €, n und 8 umfasen, erfolgt eben-
fals Uber PDK-1- abhéngige Phasphayli erung sowie Autophaspharylierung und Wedhsawirkung
mit Membranli piden, jedoch ist dieser Proze Ca*-unabhéngig (Ono et a., 1988 Le Good et dl.,
1998 Dempsey et d., 200Q. Auch fur die aypischen PKC (aPKC), zu denen PKCC und 1 zéhlen,
konrte Phasphaylierung durch PDK-1 im Bereich der Aktivierungsschleife gezeigt werden (Chou
et d., 1998 Parekh et d., 2000). Die Aktivierung dieser Kinasen ist aber weder Ca?*- noch li pidab-
hangig (Ono et d., 1989. PKCu (PKD) und PKCv schliefdlich stellen eine vierte Gruppe von PKC
dar. Die Aktivierung von PKD erfolgt durch PKC-abhéngige Phasphaylierung von zwei Serinre-
sten im Bereich der Aktivierungsschieife (Zugaza d a., 1996 Iglesias et d., 1998 Hayashi et d.,
1999 Wadron et d., 1999. Verschiedene Daten lielien vermuten, dal3 PKC Bestandtell des
CD137induwzierten Signadweges in monazytéren Zdlen ist. So komte in deser Arbeit gezeigt wer-
den, dal3 sowoh die CD137-induzierte IL-8 Freisetzung aus den monazytéren Zellen als auch deren
Adhérenz durch Wortmannin gehemmt werden, was auf eine Beteili gung von Pl 3-Kinasen an de-
sen Vorgangen deutet. Sowoh die dPKC as auch de nPKC und de @PKC werden duch PDK-1
phasphayliert. Diese Kinase wiederum wird duch en Lipidprodukt der Pl 3-Kinasen, reguliert.
Aul¥erdem liefert die vorliegende Arbeit Hinweise auf eine Beteiligung von MEK und ERK an der
CD137-induzierten reversen SignalUibertragung in monazytaren Zellen. Aus verschiedenen Unter-
suchurgen geht hervor, dal3 PKC fir die Aktivierung von MEK und ERK von Bedeutung ist (Ueda
et a., 1996 Miranti et d., 199; Monick et a., 2000. So wird de LPSindwzierte Aktivierung von
ERK in hunanen Alveolar-Makrophegen tellweise durch PKCZ vermittelt (Monick et a., 2000).
Die Aktivierung von MEK undERK durch TPA efolgt Gber PKCd (Ueda & d., 1996. Schliefdich
wird auch de Fibronedin-stimulierte Aktivierung des ERK-Signadweges in Cos-7 Zdlen durch
verschiedene Isoformen der PKC vermittelt (Miranti et d., 199). Um festzustellen, ob PKC tat-
sadlich eine Rolle bel der CD137-induzierten reversen SignalUbertragung in monazytéren Zellen
spiden, wurden THP-1 Zelen tew. primére, humane Monazyten 24h in Gegenwart von Cheleri-
trinchlorid, einem spezifischen Hemmstoff der PKC (Herbert et d., 1990, auf immohilisertem
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CD137inkuliert. Der Hemmstoff hatte jedoch in keinem der beiden Fél e signifikanten Einflul auf
die CD137-induzierte IL-8 Freisetzung. Dies deutet darauf hin, dal3 PKC nicht an der CD137-
induzierten reversen Signa Gibertragung in monozytaren Zellen betelli gt ist.

4.6 Hemmung der CD137-induzerten reversen Sgnaltibertragung durch
PKA

Ein wichtiger Signatransduktionsweg, desen Aktivierung sowohl die Verstarkung ads auch de
Hemmung von Genexpresson zur Folge haben kann, ist der PKA-Signalweg (Asaoka € d., 1992
Roger et d., 1995. Die Aktivierung der Adenylatcyclase fihrt zur Bildurg von cAMP. Dieses bin-
det an PKA undinitiiert intrazelluldre Signale, welche durch deses Enzym vermittelt werden (Ro-
ger e a., 1995 Rohff and Glazer, 1995. In ihrer inaktiven Form ist die PKA Bestandiell eines
Holoenzymkomplexes, in dem zwel katal ytische Untereinheiten an eine dimere, regulatorische Un-
tereinheit gebunden snd (Demas e d., 1994 Hurter, 1995. Die Bindurg von \er
cAMP-Molekilen an de dimere, regulatorische Untereinheit bewirkt die Freisetzung und damit
Aktivierung der beiden katalytischen Untereinheiten (Dostmann et d., 1990 Delmas et d., 1994
Hunter, 1995. Aktive Analogons (Agonisten) des CAMP, zu denen dibutyryl-cAMP und Sp-cAMP
gehdren, kinden an de regulatorische Untereinheit undstimuli eren die Freisetzung der kata ytischen
Untereinheiten aus dem Holoenzym. Der cAMP-Antagonist Rp-cAMP dagegen hindet an das Ho-
loenzym und \erhindert die Disoziation und @mit die Aktivierung der kataytischen Untereinhei-
ten (Dostmann et a., 1990. Die diszii erten, kataytischen Untereinheiten vermitteln de Phaspho-
rylierung einer Rethe von Proteinen, was dann de Verstérkung oder Hemmung der Expresson spe-
zifischer Gene zur Folge hat (Delmas et d., 1994 Hunter, 1995. So z.B. stimulieren agonistische
Anaoga von cAMP die Expresson vonIL-6 in Titan-behanddten Monazyten, wohingegen de
Expresson vonTNF in desen Zdlen duch Agentien, de zur Erh6hurg der Menge an intrazdllul&é
rem CAMP flUhren, gghemmt wird (Blaine & d., 1997. Um festzugtellen, ob ar PKA-Signaweg
auch bel der CD137-indwzierten Genexpresson in Monozyten eine Rolle spidlt, wurden de Zdlen
in Gegenwart steigender Korzentrationen des CAMP-Antagonisten RP-CAMPS auf immobili Ser-
tem CD137-Fc inkubert. Im Gegensatz zu den anderen in deser Arbeit verwendeten Inhibitoren
fuhrte RP-cAM P Skonzentrationsabhéngig zu einer Steigerung der IL-8 Produkion. Diese durch de
Hemmung des PKA -Signalweges herbeigefiihrte Erhdhung der CD137-indwzierten Expresson des
proinflammatorischen Zytokins IL-8 18(% darauf schlief3en, dal? de durch Stimulation mit CD137
indwzierte Signal-Kaskade in Monazyten duch den PKA-Weg negativ reguliert wird. In Uberein-
stimmung mit diesen Daten konrten Farmer & Pugin (2000 zeigen, dal3 auch de Hemmung der
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LPSindwzierten IL-8 Synthese in THP-1 Zdllen duch [3-adrenergische Agonisten Ulker die Bildurg
von CAMP und de Aktivierung der PKA efolgt. Bel der, im Rahmen der vorliegenden Arbeit
durchgefiihrten, Andyse der Genexpresson humaner Monozyten, welche 20 h auf immohilisiertem
CD137-Fc bzw. Fc-Protein kutiviert worden waren, wurde die mRNA fUr die katalytische Unter-
einheit o der PKA asdurch CD137-Fc hochreguli ert gefunden. Die verstérkte Expresson einzelner
Komporenten eines Signalweges erlaubt eine verstérkte Aktivierung dieses Signalweges. Die ver-
stérkte Aktivierung des inhibitorischen PKA-Signaweges konrte énen regativen feed back-
Medhanismus darstellen, un die durch CD137 hewirkte Aktivierung monozytérer Zellen urter
Kontrolle zu helten.

4.7 Analyseder CD137 regulierten Genexpresson in monozytaren Zelen
mit Hilfeder cDNA-Arr aytednologie

Neben der mRNA fir die katalytische Untereinheit o der PKA oder der Proteintyrosinkinase hck,
wurde in humanen Monazyten, de 20h auf immobilisertem CD137-Fc bzw. Fc-Protein kultiviert
worden waren, de mRNA fir wetere Moleklle der intrazell uléren Signa Gbertragung sowie fir
Transkriptionsfaktoren und Oberfladhenrezeptoren ds durch CD137 indwziert gefunden. Die Ex-
presson ces myeloid cell nuclear differentiation antigen dagegen wurde ds durch CD137 gehemmt
gefunden. Auf einige dieser CD137 reguli erten Gene soll im folgenden etwas genauer e ngegangen

werden.

U.a wurde ene Untereinheit von NF-kB as durch CD137 indwziert gefunden. NF-kB ist ein euka
ryotischer Transkriptionsfaktor, der praktisch in dlen Zdlarten varkommt und eine wichtige Kom-
porente bel der induzierbaren Expresson zahlreicher Proteine, wie Zytokine oder Zelladhdsions-
molekille, darstellt (Uberblick bei Ghash et dl., 1999. So z.B. finden sich Bindestellen fir NF-kB
im Promotor von TNF oder IL-8. Der Promotor von IL-8 enthélt dartiberhinaus Bindestell en fir den
Transkriptionsfaktor AP-1, welcher ebenfdls ads durch CD137 hahreguliert gefunden wurde.
CD137 induziert in monozytéren Zelen proinflammatorische Zytokine, wie TNF oder IL-8
(Langstein et d., 1998 diese Arbeit). Mdglicherweise werden also NF-kB und auch AP-1 duch
CD137induziert, um eine verstérkte Synthese dieser proinflammatorischen Zytokine zu gewéhrlei-

sten.

Neben der mRNA fur verschiedene Transkriptionsfaktoren wurde auch de mRNA fur die
a-Untereinheit des Fibronedin-Rezeptors as durch CD137 induziert gefunden. In Ubereingtim-
mung damit konrte Langstein (1999 mittels Western Blot-Anayse von humanen Monazyten, wel-
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che 16 kew. 36h auf immohilisertem CD137 bzw. Fc-Protein kutiviert worden waren, zeigen, cal3
CD137in desen Zdlen de Expresson vonlntegrin 31 stimuliert. Integrine sind eine Familie von
Adhésionsmolekilen, die aus einer a- und einer B-Untereinheit bestehen. Die extrazelluldren Do-
méanen deser membranstdndigen Molekile binden an Komporenten der Extrazell ularmatrix, wie
Fibronedin, Laminin, Kollagen oder Vitronedin. Die zytoplasmatischen Doménen gehen Wed-
selwirkungen mit dem Aktin-Zytoskeett und damit asozii erten Proteinen ein. Sowohl fur die a- as
auch fur die B-Untereinheit sind verschiedenen Isoformen bekannt, wobel verschiedene Kombina-
tionen aus verschiedenen a- und 3-Untereinheiten urterschiedli che Bindurgsgezifitaten aufweisen.
Die meisten Integrine konren jedoch mit verschiedenen Komporenten der Extrazellul&rmatrix in
Wedsdwirkung treten (Uberblick bei Boudreau & Jores, 1999 Giancotti & Ruaslahti, 1999.
Aul¥er be der Anheftung und Ausbreitung von Zellen spidlen Integrine u.a. auch eine wichtige
Rolle bei deren Migration (Uberblick bei Holly et d., 200Q. Immobili siertes CD137 induziert in
monazytéren Zdlen morphdogische Verdanderungen, welche mit der Adhdrenz dieser Zdlen ein-
hergehen (Langstein et d., 1998 diese Arbeit). Zudem geht aus Untersuchurgen von Bedke & 4.
(eingereicht) hervor, dal3 immohilisiertes oder auf der Oberflache von Spheroiden exprimiertes
CD137 de Migration humaner Monazyten in vitro undin de Spheroide verstérkt. Mégli cherweise
wird also de Expresson vonintegrinen duch CD137 indwziert, um das Adhasionspotential bzw.
die Mohllitét dieser Zellen zu erhGhen.

Die vorliegende Arbeit li efert aufRerdem einen Hinweis darauf, dal3 CD137 de Expresson vonlLK
simuliert. ILK ist eine Serin-/Threoninkinase, welche u.a im Signaweg von Integrinen eine Rolle
spidt (Dedhar et a., 1999. So komte z.B. gezeigt werden, dal3 ILK mit den zytoplasmatischen
Domanen der 3;1-, B2- undBs-Untereinheiten vonlintegrinen in Wedsawirkung treten kann (Hanni-
gan et d., 199§. CD137 scheint also nicht nur die Expresson vonintegrinen selbst, sondern auch
von pdentielen Bestandtellen Integrin-abhdngiger Signawege zu indwzieren. Passend hierzu
konrten Troussrd et d. (1999 zeigen, i3 de Adhésion vonZdlen an Fibronedin zur ILK-
abhangigen Aktivierung des Transkriptionsfaktors AP-1 flhrt, desen Expresson ja ébenfdls as
durch CD137induziert gefunden wurde. Und auch NF-kB spidlt eine Rolle im Signalweg von Inte-
grinen (Linet d., 1995h McGilvray et d., 1997 de Fougerolles et ., 2000.

Ein welteres Protein, dessen Expresson ds durch CD137induziert gefunden wurde und dbs fur die
Regulation Integrin-abhdngiger Prozesse in Makrophegen von Bedeutung ist (Li et d., 199§, ist
MadVARCKS (macrophage-enriched myristoylated alanine-rich C kinase substrate), ein Mitglied
der MARCKS Familie (Li & Aderem, 1992. Bel den Mitgliedern deser Familie handdt es sch um

myristoyli erte Proteine, welche sowoh mit Membranen as auch mit dem Aktin-Zytoskelett in Ver-
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bindurg stehen undin vivo as Subgtrate fur PKC dienen (Bladkshea, 1993. Li & Aderem (1992
und Chang et d. (1999 konrten zeigen, dal3 de Synthese von MadMIARCKS in Makrophagen
durch LPS indwziert werden kann. Aus Untesuchurgen von Li et d. (1999 geht hervor, dal3
MadVMARCKS be der Phorbdeger-stimulierten Anheftung und Ausbreitung von Makrophagen
von Bedeutung ist. Und eine dominant negative Mutante von MadVIARCK S hemmit die Integrin 3,-
vermittelte Anheftung von Makrophagen an immohili serte Immunkamplexe und deren Ausbrei-
tung auf diesen Komplexen. Zudem gibt es Hinweise darauf, dal3 MacMARCKS bel der Integrin-
abhangigen Phospharyli erung von Paxillin, einem weiteren Substrat der PKC (De Nichilo & Yama
da, 1996, eine Rolle spidt (Li et d., 199§. CD137 indwzert auch de Expresson vonPaxillin in
humanen Monazyten (Langstein, 1999. Wie aus den Experimenten mit Cheeritrinchlorid hervor-
geht, scheint der PK C-Signalweg nicht unmittelbar durch CD137 aktiviert zu werden. Die Indukion
von Bestandtell en dieses Signalweges, wie MacMARCKS oder Paxillin durch CD137lassen jedoch
vermuten, dal?3 dr PKC-Signdweg sekundlr, moglicherweise bel der Regulation Integrin-
abhangiger Prozesse, eine Roll e spielt.

Schliefdlich wurde auch de mRNA fir die y-Kette des IL-2 Rezeptors (IL-2Ry) ds durch CD137
indwiert gefunden. Diese ist Bestandtell der Rezeptoren fir IL-2, 4, 7, 9 undl5 (Di Santo et d.,
1995. Aus verschiedenen Untersuchungen geht hervor, dal3 IL-2 einen pdenten Aktivator fir Mo-
nozyten darstellt (Espinaza-Delgado et d., 1990 Bosco et d., 1997. So fuhrt die Stimulation von
Monazyten mit IL-2 zur Freisetzung von Zytokinen, wie IL-13, TNF, IL-6 undIL-8 (Kovacs et dl.,
1989 Strieter et d., 1989 Mus et d., 199; Gusdlla @ d., 1993) und vonwWadstumsfaktoren, wie
GM-CSF oder M-CSF (Brach et d., 1993 Epling-Burnette @ a., 1993 Misago & d., 1993.
CD137 induziert in monozytéren Zelen de Sekretion eines identischen Spektrums an Zytokinen
sowievon M-CSF (Langstein et a., 1998 Langstein & Schwarz, 1999 diese Arbeit). Zudem wurde
jadie mRNA fur die Proteintyrosinkinase hck as durch CD137 hahreguliert gefunden. Bosco et dl.
(2000 konrten zeigen, a3 de Stimulation vonhumanen Monozyten mit I1L-2 sowohl zur Aktivie-
rung von p59* as auch zur Steigerung der Expresson deser Kinase fiihrt. Diese Daten lasen

vermuten, dald der I1L-2 Signaweg bel der Aktivierung von Monazyten duch CD137 eine Rolle
Spielt.

Die Andyse der Genexpresson von hunanen Monozyten, welche 6 h auf immobilisertem
CD137-Fc bzw. Fc-Protein kutiviert worden waren, erfolgte mit Hilfe des Human HL-60 cDNA-
Arrays (RZPD). Auf diesem sind 27648Gene ds Bakterienkdonien, welche die entsprechende
cDNA enthdten, dop@t gespattet. Zwar konrten duch Vergleich der Autoradiogramme der Atlas
Arrays, de paralld mit Sonden vonCD137-Fc bzw. Fc-Protein-behandelten Monazyten hybridisiert
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worden waren, 37 Spats ermittelt werden, deren Hybridisierungssgnae unterschiedli che Intensitd:
ten aufwiesen. Jedoch waren urter den als durch CD137 reguliert gefundenen Genen einige, zu de-
nen es, aul¥er z.B. Klonnummern, kaum Informationen gab. Aul¥erdem wurde ene Reihe welterer
CD137 regulierter Gene emittelt, von denen bekannt ist, dal3 sie oft unspezifisch in Array-
Hybridiserungen gefunden werden, wie z.B. ribosomae RNAs. Interessanterweise wurde jedoch
die mRNA fir VDA C1 (voltage-dependent anion channd 1) ds durch CD137 hahreguliert gefun-
den. VDACs snd Poren-bildende Proteine, welche in der &ulferen Mitochondienmembran aler
eukaryotischen Zellen zu finden sind (Sorgato & Moran, 1993. Zudem gibt es Hinweise darauf, dal3
eine Isoform von Maus-VDACL in der Zdimembran lokalisiert ist (BUttner et a., 2000Q. VDACs
regulieren den Austausch von Metabditen zwischen dem Zytoplasma und éem Mitochondium
(Sorgato & Moran, 1993. Aul¥rdem gibt es Hinwelse aif eéine Apoptose-férdernde Wirkung von
VDA Cs. So komte gezeigt werden, a3 dese Molekiile @newichtige Rolle bei der Freisetzung von
Cytochrom ¢ aus dem Mitochondium spielen (Tsujimoto & Shimizu, 2000 Shimizu et d.,19%;
200]). Langstein (1999 konrte zeigen, a3 CD137 in priméren, humanen Monozyten Apopose
indwziert. Diese Daten legen de Vermutung nahe, dald VDACL fir die Induktion von Apopose
durch CD137in Monozyten vonBedeutung ist. Allerdings geht aus Untersuchurngen vonShimizu et
a. (1999 200 hervor, dald de Freisetzung von Cytochrom ¢ durch Wedsdwirkung von po-
gpopotischen Mitgliedern der bel-2 Familie, wie bax und ek, mit VDA C gefordert wird. CD137
jedoch hemmtdie Expressonvon tkex (Langstein, 1999.

48 CD137Ligand

Esist anzunehmen, dal3 de Effekte von immohilisertem CD137 auf verschiedene Zdlen des Im-
munsystems von Liganden vermittelt werden, de aan CD137 bnden kdnnen. Sowohl fir humanes
CD137ds auch fir das homologe Protein aus der Maus ist bisher ein speafischer Ligand beschrie-
ben (Goodvinet d., 1993 Pollok et d., 1994 Aldersonet d., 1994. Diese beiden Molekile weisen
jedach, verglichen mit den Homologien zwischen verschiedenen Spezies bei anderen Mitgliedern
der TNF Familie, nu eine geringe Homologie auf. Auf¥erdem wurde die mRNA fir den bekannten,
humanen CD137 Liganden (Alderson et d., 1994 in T-Zdllen, de jadurch immohilisiertes CD137
en inhibitorisches Signa erhdten, nu nach Aktivierung gefunden. Auch in ruhenden, priméren,
humanen Monazyten, auf die immohili sertes CD137 eine &tivierende Wirkung ausiikt, konrte der
Ligand ksher nicht nadhgewiesen werden (Michd, 1999. Aus diesem Grund wurde die Existenz
mindestens eines weiteren humanen CD137 Liganden pcstuliert. In deser Arbeit konrte jedoch
mittels RT-PCR erstmals gezeigt werden, dal3 piméare, humane Monazyten undauch PEZ aus der
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Maus kongtitutiv den fur die jeweilige Spezies bekannten CD137 Liganden exprimieren. Zwar wur-
den fUr die Expressonsanayse reine Monazyten-Fraktionen verwendet, jedoch ist die RT-PCR eine
sehr sengitive Methode, mit der minimale Mengen an mRNA detektiert werden konren. Deshdb ist
natUrlich nicht vollig auszuschlief3en, dald de detektierte MRNA von Keinen Rickstanden anderer
Zdlen in den urtersuchten Monazytenpopuationen herriihren. Allerdings synthethisieren auch
THP-1 Zdlen, auf die immohilisiertes CD137,wie in deser Arbeit gezeigt, ebenfdls einen stimu-
latorischen Effekt hat, korgtitutiv die mRNA fur den bekannten CD137 Liganden (Alderson et d.,
19949). Ebenfall s konstitutive Expresson deses Liganden auf Ebene der mRNA konrte fir humane
B-Zdlen gezeigt werden, deren Proliferation und Immunglobuinsynthese durch immobhili siertes
CD137 erhoht werden (Pauly, 200Q. Und in verschiedenen, humanen Karzinom-Zdlinien, de
durch 16diches CD137 zur Produktion van IL-8 angeregt werden, konrte konstitutive Expresson
des bekannten CD137 Liganden sowohl auf Ebene der mRNA as auch auf Proteinebene nachge-
wiesen werden (Sdih et d., 200Q. Diese Daten legen de Vermutung nahe, da3 de CD137
indwzierte reverse Signaltransduktion sowoh in der Maus as auch im Menschen durch den, fur die
jewelli ge Art bekannten, CD137 Liganden vermittelt wird.
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5 Zusammenfassung

CD137 ist ein Mitglied der TNF Rezeptorfamilie. Fir mehrere Mitglieder dieser Familie, wie
CD27,CD30, CD40, Ox40 odxr RANK (receptor activator of NF-«B), wurde reverse Signal tiber-
tragung durch den jewelligen Liganden beschrieben. Auch fur CD137 gibt es Hinweise aif eine
reverse Signa Ubertragung. So konrte gezeigt werden, a3 piméare, humane Monazyten durch im-
mohilisertes, rekombinantes CD137 Protein aktiviert werden. CD137induziert in desen Zdlen de
Expresson poinflammetorischer Zytokine, wie TNF, IL-6 undIL-8. Auch fordert es die Adhérenz
dieser Zellen und \erlangert deren Uberleben. AuRerdem indwziert CD137in Monozyten Prolifera-
tion. Diese Arbeit liefert erstmals Hinweise aif eine CD137-induzierte reverse Signal tibertragung
auch in humanen, monazytéaren THP-1 Zellen sowie in Peritonedexsudatzell en (PEZ) aus der Maus.
So konrte gezeigt werden, dal3 immohili Sertes, rekombinantes CD137 Protein de Freisetzung von
IL-8 aus THP-1 Zellen sowie von IL-6 aus PEZ stimuliert. Auferdem induziert CD137in beiden
Zdlarten morphdogische Verdnderungen, de typischerweise mit der Adhérenz von Monazyten
einhergehen. Bisher war nichts Uiber die Medanismen der CD137-induzierten reversen Signal tiber-
tragung in monazytéren Zdlen bekanrt. In deser Arbet konrte gezeigt werden, dal3 CD137 sowohl
in THP-1 Zdlen ds auch in priméren, humanen Monazyten Tyrosnphaphaylierung induziert.
Experimente mit dem spezifischen Inhibitor PPL deuten auf die Beteili gung von src-Kinasen, einer
Klasse von Proteintyrosinkinasen, an der CD137-indwzierten reversen Signaltibertragung in mono-
zytéren Zdlen. Zudem lassen sowohl die CD137-induzierte Phosphaylierung der p38 MAPK (mi-
togenaktivierte Proteinkinase) ads auch de Hemmung der CD137-indwzierten 1L-8 Freisetzung
durch den p38MAPK -spezifischen Inhibitor SB203580auf eine Betelli gung der p38 MAPK an der
CD137induzierten reversen Signaltibertragung in desen Zdlen schlief3en. Aul¥erdem gibt es Hin-
weise aif eine Beteligung von MEK (MAPK/ERK Kinase)l sowie ERK (extracdlular signal-
regulated kinase)1 undERK2 an der CD137-induzierten reversen Signa Uibertragung in monazyté
ren Zellen. So konrte gezeigt werden, dal3 CD137in THP-1 Zdlen de Phasphaylierung von ERK1
und ERK2 stimuliert. Sowoh diese Phosphaylierung as auch de CD137-indwzierte IL-8 Freiset-
zung aus THP-1 Zellen werden duch PD98059 einem spezifischen Inhibitor von MEK 1, gehemmt
Die Hemmung der CD137-indwzierten morphdogischen Verdnderungen in priméren, humanen
Monazyten sowie die Blockierung der 1L-8 Freisetzung aus diesen Zellen undaus THP-1 Zellen
durch Wortmannin deuten zudem auf eine Betelli gung von Phasphanaositid (PI) 3-Kinasen an der
CD137-induzierten reversen Signalbertragung in monazytéren Zdlen hin. Aullerdem &% die
Hemmung der CD137-indwzierten Phosphorylierung von ERK1 undERK2 durch Wortmannin dar-
auf schlief3en, dal3 reben MEK auch Pl 3-Kinasen upstream von ERK liegen. Wie aus Experimen-
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ten mit dem spezifischen Inhibitor Cheleritrinchlorid hervorgeht, ist der Proteinkinase C-Signalweg
nicht an der CD137-induzierten reversen SignaUibertragung in monazytéren Zellen beteili gt. Expe-
rimente mit RP-CAMPS, einem spezfischen Inhibitor der Proteinkinase A, hingegen deuten auf
einen hemmenden Einfluld deser Kinase aif die CD137-induzierte reverse SignalUbertragung in
Monazyten. Um weitere Informationen Uber die Medhanismen der reversen Signa Uibertragung von
CD137 und dren Auswirkungen auf die Genexpresson zu erhalten, wurden cDNA-Arrays mit
Soncden von Monozyten hybridisiert, welche mit CD137-Fc bzw. einem Fc-Kontroll protein stimu-
li ert worden waren. Unter den Genen, deren Expresson as durch CD137 induziert gefunden wurde,
befanden sch ua de Proteintyrosinkinase hck, de Serin-/Threoninkinase ILK (integrin-linked
kinase), die a-Untereinheit des Fibronedin-Rezeptors owie die y-Kette des IL-2 Rezeptorsund der
Transkriptionsfaktor NF-kB (nuclear factor-kappa B). Schliefdich konrte gezeigt werden, dal3 der
bekannte CD137 Ligand, ein mdgli cher Interaktionspartner flir das immohili sierte CD137, entgegen
bisheriger Annahmen, korstitutiv in priméren, humanen Monozyten exprimiert wird.
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