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Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

Nach der Entdeckung des switch-associated protein 70 (SWAP-70) in B-Zellen wurde
das Signalprotein in einer Vielzahl von Geweben aber auch murinen und humanen
Immunzellen nachgewiesen und néher untersucht. Die Proteinstruktur von SWAP-70 zeigt
unter anderem eine Pleckstrin-Homologie-Domine, die sich N-terminal an die Dbl-
Homologie-Doméne anschlieit. Sie weicht damit von der Proteinstruktur der GEFs der
Dbl-Proteinfamilie, bei denen die Pleckstrin-Homologie-Doméne C-terminal der Dbl-
Homologie-Doméne liegt, ab. Aufgrund der abweichenden Proteinstruktur wird SWAP-70
einer eigenen Proteinfamilie zugeordnet. Bislang beinhaltet diese Proteinfamilie als
einzigen weiteren Vertreter das in T-Zellen vorhandene Protein SLAT/IBP, ein zu SWAP-
70 homologes Protein. Charakteristisch fiir SWAP-70 ist die Interaktion mit verschiedenen
Phospholipiden, wie dem Phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphat (PIP3). Weiterhin ist es in
die Aktivierung verschiedener intrazelluldrer Signalmolekiile, wie der Rac-GTPasen oder
MAP-Kinasen involviert. Auf diese Weise beeinflusst es eine Vielzahl zelluldrer
Funktionen in murinen Immunzellen, wie den B-Zellen, Mastzellen und eosinophilen
Granulozyten. Uber die Bedeutung von SWAP-70 in murinen neutrophilen Granulozyten
liegen bislang keine Erkenntnisse vor.

Diese Arbeit charakterisierte erstmals die funktionelle Bedeutung von SWAP-70 in
der N-Formylpeptid-vermittelten Signaltransduktion muriner neutrophiler Granulozyten,
die aus dem Knochenmark stammen. Fiir die Untersuchungen wurden neutrophile
Granulozyten von Wildtyp- und homozygoten Swap-70-defizienten-M&usen verwendet. Im
Vordergrund der Untersuchungen standen zelluldre Antworten, die durch das N-
Formylpeptid fMLP, ein bakterielles Tripeptid, ausgelost wurden. Als charakteristische
Antworten wurden hierbei die ROS-Produktion, die Migration, die Adhésion an Fibrinogen
sowie die Reorganisation des Aktinzytoskeletts analysiert. Von Interesse war weiterhin der
Einfluss von SWAP-70 auf die Aktivierung intrazelluldrer Signalmolekiile. Besonderes
Augenmerk lag auf den MAP-Kinasen p38 und p42/p44, den Rac-GTPasen sowie der
Proteinkinase AKT.

Es konnte nachgewiesen werden, dass SWAP-70 an der koordinierten Weiterleitung
fMLP-vermittelter Signale in murinen neutrophilen Granulozyten beteiligt ist. Es wurde
gezeigt, dass SWAP-70 {iber die Regulierung der CD11b-Genexpression die Lokalisierung

von CDI11b auf der Zelloberfliche beeinflusst. Wahrscheinlich moduliert SWAP-70
-1-
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unter anderem liber die verdnderte Oberflachenlokalisierung von CD11b die Adhésion der
Zellen an Fibrinogen.

Eine weitere charakteristische Antwort muriner neutrophiler Granulozyten, in die
SWAP-70 eingebunden ist, stellt die ROS-Produktion dar. Die fMLP-stimulierte ROS-
Produktion der Swap-70""-Zellen war gegeniiber den WT-Zellen um ca. 50 % verringert.
Die Vorstimulierung mit LPS oder TNF zeigte nach fMLP-Zugabe ebenfalls eine um 50 %
verringerte ROS-Produktion der Swap-70'/ -Zellen. SWAP-70 beeinflusst demnach allein
iiber die fMLP-vermittelte Signaltransduktion die ROS-Produktion. Im Gegensatz zur
ROS-Produktion und zur Adhidsion hatte SWAP-70 weder einen Einfluss auf die in vitro-
Migration noch auf die Aktinpolymerisierung. Dies war unerwartet, da SWAP-70 in
anderen murinen Immunzellen diese Antworten beeinflusst und deutet auf
zelltypspezifische Funktionen hin.

Zelltypspezifische Funktionen zeigt SWAP-70 weiterhin hinsichtlich des Einflusses
auf die Aktivierung intrazelluldrer Signalmolekiile. SWAP-70 differenzierte in murinen
neutrophilen Granulozyten zwischen der Racl- und der Rac2-GTPase und begiinstigte die
Aktivierung der Rac2-GTPase. Die Racl-GTPase wurde hingegen nicht beeinflusst.
SWAP-70 leitet demzufolge Signale vom fMLP-Rezeptor direkt oder indirekt zur Rac2-
GTPase weiter. Es konnte auBBerdem gezeigt werden, dass SWAP-70 die Aktivierung der
MAP-Kinasen p42/p44 und p38 begiinstigt. Zum einen beeinflusst es die Aktivierung der
Kinasen vermutlich iiber die Rac2-GTPase, zum anderen agiert es moglicherweise mit
Proteinen innerhalb der MAP-Kinase-Kaskade. Da die Rac2-GTPase und die genannten
MAP-Kinasen in die ROS-Produktion muriner neutrophiler Granulozyten involviert sind,
ist denkbar, dass SWAP-70 unter anderem {iber diese Signalmolekiile die ROS-Produktion
moduliert.

Im Gegensatz zu den MAP-Kinasen wurde die Aktivierung der PI3Ky-abhidngigen
Proteinkinase AKT nicht von SWAP-70 beeinflusst. Dies deutet darauf hin, dass
SWAP-70 nicht an der Signalweiterleitung vom fMLP-Rezeptor zur PI3Ky beteiligt ist. Es
ist vermutlich der PI3Ky nachgeschaltet und wird durch den PI3Ky-abhingigen
intrazelluldren Botenstoff PIP; beeinflusst.

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass SWAP-70 ein Bestandteil der N-
Formylpeptid-vermittelten Signaltransduktion muriner neutrophiler Granulozyten ist.
SWAP-70 weist weiterhin zelltypspezifische Funktionen auf, was die Multifunktionalitét

des Signalproteins unterstreicht.
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2 Einleitung

2.1 Neutrophile Granulozyten als Teil des angeborenen Immunsystems

Zur Abwehr pathogener Mikroorganismen (z.B. Viren, Bakterien, Parasiten) besitzt
der menschliche Korper verschiedene Abwehrmechanismen, wie das Immunsystem. Dabei
wird zwischen dem angeborenen und dem erworbenen Immunsystem unterschieden. Die
erworbene Immunantwort ist charakterisiert durch T-Zellen und antikorperbildende
B-Zellen. Die angeborene Immunantwort gliedert sich in die zelluldre und azelluldre
Immunreaktion. Hierbei bilden physikalische, chemische und biochemische Mechanismen
sowie das Komplementsystem (Plasmaproteine) die azelluliren Komponenten. Auf der
zelluldren Seite finden sich unter anderem Makrophagen, dendritische Zellen, Mastzellen
und Granulozyten.

Als Bestandteil der angeborenen Immunantwort nehmen Granulozyten eine zentrale
Stellung bei  der unspezifischen Eliminierung von  Fremdpartikeln  und
krankheitserregenden Mikroorganismen ein. Sie entstehen aus einer pluripotenten
hédmatopoetischen Stammzelle im Knochenmark (da Silva et al. 1994, Janeway et al. 2002),
die sich in funktionell drei unterschiedliche Typen differenziert: die eosinophilen-,
basophilen- und neutrophilen Granulozyten. Letztgenannte werden aufgrund des
unregelméfBig geformten mehrfach segmentierten Zellkerns oftmals auch als
polymorphkernige neutrophile Granulozyten (PMN) bezeichnet. Nach ihrer Ausreifung
zirkulieren die 10 um bis 15 um groBen neutrophilen Granulozyten im Blutkreislauf. Hier
sind sie mit 50 % - 65 % die groBite Population der Leukozyten. Wiahrend dieser
Zirkulation befinden sie sich in einem inaktiven Zustand mit einer Halbwertszeit von rund
zehn Stunden (Galbraith et al. 1965, Dancey et al. 1976, Price et al. 1996). Erfolgt
wihrenddessen kein Kontakt mit aktivierenden Signalen, wie z.B. den sogenannten
Chemotaxinen, werden sie spontan apoptotisch (Haslett 1997, Kobayashi et al. 2005). Der
Kontakt mit Chemotaxinen hingegen beeinflusst die Lebensdauer sowie das Verhalten

neutrophiler Granulozyten (Haslett et al. 1991, Hachiya et al. 1995).
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2.2 Chemotaxine losen verschiedene zellulire Reaktionen neutrophiler Granulozyten

aus

2.2.1 Adhision und Chemotaxis

Nach der Invasion in den Korper befinden sich pathogene Mikroorganismen meist im
Gewebe und sind fiir die im Blutstrom zirkulierenden neutrophilen Granulozyten nicht
unmittelbar erreichbar. Die pathogenen Erreger werden jedoch durch anwesende und
rekrutierte Leukozyten oder Gewebezellen erkannt, die darauthin Chemotaxine sekretieren.
Ausgehend vom Sezernierungsort diffundieren diese in umliegendes Gewebe und bilden
einen chemotaktischen Konzentrationsgradienten aus. Dieser Konzentrationsgradient ist
ebenfalls am Endothelium des dariiberliegenden Blutgefdfles vorhanden und wird durch
neutrophile Granulozyten erkannt. Es kommt daraufhin zu einer schwachen reversiblen
Bindung der neutrophilen Granulozyten an die Endothelzellen des lokalen Blutgefd3es
(Abbildung 1). Die schwache reversible Bindung geht anschlieBend in eine stabilere
Adhésion iiber, die vorrangig durch Adhésionsmolekiile der B2-Integrinfamilie vermittelt
wird (Harlan et al. 1991, Smith 1993, Amulic et al. 2012). B2-Integrine sind heterodimere,
transmembrane Glykoproteine mit einer a-Untereinheit (CD11) und B-Untereinheit (CD18)
(Arnaout 1990, Harlan et al. 1991). Die Hauptintegrine neutrophiler Granulozyten sind
CD11a/CD18 (arB2; lymphocyte function-associated antigen-1 oder LFA-1) und
CDI11b/CD18 (amB2; macrophage-1 antigen oder Mac-1) (Burg und Pillinger 2001). Im
Anschluf3 an die stabile Adhédsion verlassen die neutrophilen Granulozyten das Blutgefal3
und dringen in subepitheliales Gewebe ein (Transmigration). Im Gewebe polarisieren sie
und bilden einen vorderen Zellpol (Lamellipodium) und einen hinteren Pol (Uropodium)
(Eddy et al. 2002). Am Lamellipodium wird durch das Aktinzytoskelett eine
vorwirtstreibende Kraft in Richtung der steigenden Chemotaxinkonzentration generiert
(Theriot und Mitchison 1991, Van Haastert und Devreotes 2004). Die neutrophilen
Granulozyten migrieren zum Infektionsherd, indem sie an komplexe Makromolekiile, die
sogenannten extrazelluliren Matrixproteine, binden. Zur heterogenen Gruppe der
extrazelluldren Matrixproteine gehoren unter anderem Fibrinogen, Kollagen und Laminin

(Rutka et al. 1988, Bohnsack und Zhou 1992, Williams und Solomkin 1999). Die Bindung

an die Matrixproteine wird unter anderem durch die B2-Integrine vermittelt (Mosesson


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Van%20Haastert%20PJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15366706
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Devreotes%20PN%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15366706
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Williams%20MA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10380892
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Solomkin%20JS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10380892
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2005). Die Migration der Zellen entlang des gebildeten chemotaktischen

Konzentrationsgradienten zum Infektionsherd wird als Chemotaxis bezeichnet.

neutrophiler
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l Transmigration |
cD11b
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e®e®°
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o O <
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&

Abbildung 1: Aktivierungskaskade neutrophiler Granulozyten (abgewandelt aus
Seely et al. 2003). Die Anwesenheit pathogener Mikroorganismen im Gewebe veranlasst
unter anderem Gewebezellen Chemotaxine zu sekretieren. Die Chemotaxine diffundieren
vom Infektionsherd in das umliegende Gewebe und bilden einen Konzentrationsgradienten.
Dieser ist ebenfalls am Endothelium des dariiberliegenden BlutgefiBles vorhanden.
Neutrophile Granulozyten werden daraufhin aktiviert und rollen am GefaBBendothel entlang.
Es folgt die stabile Adhédsion, die unter anderem vom B2-Integrinmolekiil CD11b vermittelt
wird. Die Zellen verlassen das Blutgefdl (Transmigration) und wandern im Gewebe
entlang des gebildeten Konzentrationsgradienten zum Infektionsherd (Chemotaxis).

2.2.2 Produktion reaktiver Sauerstoffspezies (ROS-Produktion)

Am Infektionsherd im Gewebe bekdmpfen neutrophile Granulozyten die pathogene
Ursache der inflammatorischen Reaktion unter anderem durch die Produktion reaktiver
Sauerstoffspezies (ROS). Die Fahigkeit zur ROS-Produktion wird durch einen
Multienzymkomplex, die Nicotinamidadenindinukleotidphosphat-Oxidase (NADPH-
Oxidase), gewdhrleistet (Babior 1999, Babior 2002). NADPH-Oxidasen bestehen aus
zytosolischen und membrangebundenen Komponenten, die in ruhenden unstimulierten
Zellen als nicht assoziierte Einzelkomponenten vorliegen (Abbildung 2). Auf diese Weise
wird eine unkontrollierte ROS-Produktion vermieden. Die membrangebundenen
Komponenten sind Rapl und die Untereinheiten gp91°™* und p22P"*. Die zytosolischen
Proteine sind p47°", p67°", p40P"** sowie die kleine GTPase Rac2 (Babior 1999). Nach

Aktivierung der Zellen wandern die zytosolischen Komponenten zur Plasma- oder
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Vesikelmembran und formen mit den membranstéindigen Einheiten einen funktionsfédhigen
NADPH-Oxidasekomplex. Darauthin kommt es zum Transfer eines Elektrons von
Nicotinamidadenindinukleotidphosphat (NADPH) auf molekularen Sauerstoff, was zur
Bildung des Superoxidanions (*O,) fiihrt (Abbildung 2). Aufgrund des erhohten
Sauerstoffverbrauchs wird der Prozess auch als oxidative/respiratory burst bezeichnet
(Babior 1984, Hampton et al. 1998). Die Bildung des schwach toxischen *O;" ist hierbei
der grundlegende Schritt bei der Entstehung von ROS, da sidmtliche reaktiven
Zwischenprodukte aus *O, entstehen konnen. So kann das <O, beispielsweise in
Hydroxylradikale, Peroxidanionen oder Wasserstoffperoxid tiberfiihrt werden. Bei diesen
Verbindungen handelt es sich um hochreaktive Agenzien, die Enzyme oder
Membranbestandteile von Pathogenen, aber auch von korpereigenen Zellen funktionell
inaktivieren konnen (Klebanoff 1980).

Die NADPH-Oxidase kann neben dem ruhenden und aktiven Zustand auch in einem
vorstimulierten Zustand, dem sogenannten Priming-Zustand, vorliegen (Sheppard et al.
2005). Im vorstimulierten Zustand bereiten Substanzen, die selbst nicht in der Lage sind
die ROS-Produktion auszuldsen, die NADPH-Oxidase auf den eigentlich aktivierenden
Stimulus vor. Die duBerlich messbare Aktivitit der NADPH-Oxidase bleibt hierbei
unverandert und dhnelt dem ruhenden Zustand. Der aktive Zustand wird erreicht, wenn die
vorstimulierten neutrophilen Granulozyten dem eigentlich aktivierenden Stimulus
ausgesetzt werden. Die Zellen sprechen darauthin verstérkt auf den aktivierenden Stimulus
an. Dies fiihrt zu einer hoheren ROS-Produktion verglichen mit ruhenden aktivierten
Zellen. Zu den Priming-Substanzen zdhlen Zytokine, wie der Tumornekrosefaktor a
(TNFa) oder bakterielle Zellwandbestandteile, wie das Lipopolysaccharid (LPS) (Berkow
und Dodson 1988, DeLeo et al. 1998).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Berkow%20RL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2846726
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Berkow%20RL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2846726
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Dodson%20MR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2846726
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Abbildung 2: Schematischer Aufbau der NADPH-Oxidase und Bildung des
Superoxidanions (*O;) nach Aktivierung der Zellen (abgewandelt aus Assari 2006).
Im aktiven Zustand der Zellen translozieren die zytosolischen Komponenten (p47°"*,
p67°"%, p40P™* Rac2-GTPase) zur Zell- oder Vesikelmembran und bilden mit den
membrangebundenen Komponenten (Rapl, gp91°™* und p22°™*) den funktionsfahigen
NADPH-Oxidasekomplex. Daraufthin kommt es zum Transfer eines Elektrons von
Nicotinamidadenindinukleotidphosphat (NADPH) auf molekularen Sauerstoff (O,). Es
entsteht das Superoxidanion (*O,"), das anschliefend in hochreaktive Verbindungen, wie
Wasserstoffperoxid (H,O5), iiberfiihrt wird.

2.3 Das N-Formylpeptid fMLP-ein Chemotaxin neutrophiler Granulozyten

Die unter 2.2 aufgefiihrten zelluliren Antworten neutrophiler Granulozyten werden
unter anderem durch bakterielle N-formylierte Peptide, wie das Tripeptid N-formyl-
Methionyl-Leucyl-Phenylalanin (fMLP) ausgelost. N-formylierte Peptide stellen mitunter
die am léngsten bekannte Gruppe chemotaktischer Faktoren dar (Schiffmann et al. 1975,
Prossnitz und Ye 1997, Panaro und Mitolo 1999, Le und Murphy 2002). Charakteristisch
fiir diese Peptide ist die N-terminale Formylgruppe, was chemisch gesehen eine
Aldehydgruppe (H-C=0) ist. Bakterien bendtigen N-formylierte Peptide zur Initiierung
ihrer Proteinsynthese und sezernieren diese ebenfalls in vivo (Schiffmann et al. 1975). Das
bakterielle Tripeptid fMLP bindet an die Formylpeptid Rezeptoren 1 und 2 (FPR1 und
FPR2/ALX) auf der Zelloberfliche neutrophiler Granulozyten und 16st dadurch eine
intrazelluldre Signaltransduktionskaskade aus (Panaro et al. 2006, Ye et al. 2009). FPR1
und FPR2/ALX, die neben fMLP auch nicht formylierte Peptide erkennen, gehdren zur
Familie der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren (GPCR) (Ye et al. 2009).
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Als Mitglieder der GPCR-Rezeptorfamilie weisen FPR1 und FPR2/ALX die typische
siebenschleifige transmembrandse a-Helixdoméne auf (Gether 2000, Oldham und Hamm
2008). An der intrazelluliren Membranseite interagieren diese Rezeptoren mit
heterotrimeren G-Proteinen, die aus der GBy- und der Ga;-Untereinheit bestehen (Simon et
al. 1991, Ye et al. 2009). An die Ga;-Untereinheit ist Guanosindiphosphat (GDP) gebunden
und im Falle der Interaktion von fMLP mit den Rezeptoren erfolgt der Austausch von GDP
gegen Guanosintriphosphat (GTP) (Offermanns 2003). Darauthin dissoziiert das
heterotrimere G-Protein in das Gpy-Dimer und die Gaigrp-Untereinheit. Beide
Untereinheiten modulieren nun unabhédngig voneinander die Aktivitdt intrazelluldrer
Effektoren, die wiederum an der Regulierung verschiedener Zellaktivititen beteiligt sind
(Ford et al. 1998, Offermanns 2003). Die GTP-tragende Ga;-Untereinheit inhibiert
beispielsweise die Aktivitit der Adenylylcyclasen. Die Bildung des sekundiren
Botenstoffes zyklisches Adenosinmonophosphat wird dadurch gehemmt. GPy-Dimere
aktivieren unter anderem die Phosphatidylinositol-3-Kinase y (PI3Ky), die darauthin
verschiedene Phosphoinositide phosphoryliert. Auf diese Weise entsteht aus
Phosphatidylinositol-4,5-biphosphat (PIP;) der sekundidre Botenstoff Phosphatidyl-
inositol-3,4,5-triphosphat (PIP;) (Sasaki et al. 2000). Das PIP; beeinflusst wiederum die
Lokalisierung und die Aktivitidt nachgeschalteter Signalproteine, beispielsweise die der
Serin/Threonin-Proteinkinase = AKT (Sasaki et al. 2000, Hirsch et al. 2000). AKT
phosphoryliert und inhibiert die Glykogensynthasekinase 3 (GSK3p) (Cross et al. 1995).

Weitere intrazelluldre  Signalmolekiile, die durch die fMLP-vermittelte
Signaltransduktion beeinflusst werden, sind die Ras-related C3 botulinum toxin substrate-
GTPasen (Rac-GTPasen) sowie die mitogenaktivierten Proteinkinasen (MAP-Kinasen)

(Thompson et al. 1994, Zu et al. 1998, Akasaki et al. 1999, Benard et al. 1999).

2.3.1 Die Funktion der MAP-Kinasen

Ein Hauptweg auf dem extrazelluldre Signale in intrazelluldre Antworten umgesetzt
werden, verlduft tiber die MAP-Kinasen. Extrazellulire Signale sind beispielsweise
Wachstumsfaktoren, Chemokine, Stress-Signale oder inflammatorische Substanzen (Torres
et al. 1993, Thompson et al. 1994, Zu et al. 1998). Diese aktivieren die MAP-Kinasen iiber
eine strikt regulierte Kinase-Kaskade. Die MAP-Kinasen werden hierbei durch die MAP-
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Kinasen-Kinasen phosphoryliert, die wiederum von MAP-Kinasen-Kinasen-Kinasen
beeinflusst werden. Zu den MAP-Kinasen zdhlen unter anderem die extracellular signal-
regulated kinases 1/2 (ERK1/2 oder p42/p44) und p38. In neutrophilen Granulozyten sind
sie fiir eine Vielzahl zelluldrer Reaktionen von Bedeutung. So beeinflussen die MAP-
Kinasen iiber die Phosphorylierung von p47°™* die ROS-Produktion (EI Benna et al. 1996,
Dewas et al. 2000). Weiterhin spielen sie eine wichtige Rolle bei der Degranulierung,
Zytokinsekretion und Chemotaxis neutrophiler Granulozyten (Zu et al. 1998, Heuertz et al.
1999, Mdcsai et al. 2000).

2.3.2 Die Funktion der Rac-GTPasen

Die Rac-GTPasen stellen eine Subfamilie der Rho-GTPasen, bestehend aus RhoG
sowie den Isoformen Racl, Rac2 und Rac3 dar (Vega und Ridley 2007). Die Rac1-GTPase
wird ubiquitdr exprimiert (Didsbury et al. 1989). Das Vorkommen der Rac2-GTPase ist
auf das hdmatopoetische System begrenzt (Shirsat et al. 1990). Die Rac3-Isoform wird
iiberwiegend im Nervensystem, aber auch im Pankreas oder in der Lunge exprimiert
(Haataja et al. 1997).

Die Rac-GTPasen fungieren als molekulare Schalter, die zwischen einem aktiven,
GTP-gebundenen und einem inaktiven, GDP-gebundenen Zustand zirkulieren (Boguski
and McCormick 1993). Nur im aktiven Zustand sind sie in der Lage mit den
entsprechenden Effektorproteinen zu interagieren, wodurch eine Signalweiterleitung
erfolgt. Die GTP- bzw. GDP-Beladung der Rac-GTPasen wird durch regulatorische
Proteine gewdhrleistet. Hierbei liberfithren die GTPase-aktivierenden Proteine (GAPs) die
Rac-GTPasen in den inaktiven GDP-gebundenen Zustand (Lamarche und Hall 1994). Die
Guaninnukleotid-Austauschfaktoren (GEFs) beschleunigen die Dissoziation des GDPs und
stabilisieren den nukleotidfreien Zustand der Rac-GTPasen, bis GTP gebunden wird
(Cerione und Zheng 1996, Zheng 2001). Die Guaninnukleotid-Dissoziationsinhibitoren
(GDIs) stabilisieren hingegen die inaktive zytosolische Form der Rac-GTPasen (Olofsson
1999).

In humanen neutrophilen Granulozyten ist die Rac2-GTPase die dominierende
Isoform (Heyworth et al. 1994). In murinen neutrophilen Granulozyten werden die Racl-

und die Rac2-Isoform hingegen zu gleichen Teilen exprimiert (Li et al. 2002).
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Verschiedene Racl- und/oder Rac2- Knockout Mausmodelle untersuchten die Bedeutung
der Rac-Isoformen in zelluldren Funktionen neutrophiler Granulozyten (Roberts et al. 1999,
Kim und Dinauer 2001, Li et al. 2002, Glogauer et al. 2003, Sun et al. 2004). Es konnte
gezeigt werden, dass die Rac2-GTPase die dominierende Isoform fiir die Aktivierung der
NADPH-Oxidase in humanen und murinen neutrophilen Granulozyten ist (Roberts et al.
1999, Williams et al. 2000, Kim und Dinauer 2001, Li et al. 2002, Glogauer et al. 2003).
Weitere zelluldre Reaktionen, wie die Migration und die Reorganisation des
Aktinzytoskeletts, benotigen die Aktivitédt beider Rac-Isoformen (Roberts et al. 1999, Gu et
al. 2003, Glogauer et al. 2003, Sun et al. 2004).

2.4 Das switch-associated protein 70 (SWAP-70)

2.4.1 Struktur und Expression

SWAP-70 wurde urspriinglich aus reifen B-Zellen isoliert und als Bestandteil eines
nukledren Multiproteinkomplexes charakterisiert (Borggrefe et al. 1998). Der
Multiproteinkomplex ist in DNA-Rekombinationsereignisse involviert, die zum
Immunglobulinklassenwechsel (Ig-Klassenwechsel) in B-Zellen fiihren.

Das Swap-70 Gen ist in humanen Zellen auf dem Chromosom 11p15.2 und in murinen
Zellen auf dem Chromosom 7 lokalisiert (Masat et al. 2000). Die DNA kodiert ein Protein,
das aus 585 Aminosduren besteht und eine molekulare Masse von 70 kDa aufweist. Das
Protein hat verschiedene Doménen (Abbildung 3): Im N-terminalen Bereich befindet sich
das sogenannte EF-Hand Motiv, ein Helix-Loop-Helix-Motiv, welches die Bindung von
Calciumionen ermdglicht. Daran schlief3it sich eine Pleckstrin-Homologie-Doméne an, die
verschiedene Phospholipide, unter anderem PIP, und PIPs, binden kann (Shinohara et al.
2002, Hilpela et al. 2003, Wakamatsu et al. 2006). Die Bindung an PIP; ist wichtig fiir die
Translokation zur Plasmamembran sowie fiir die Funktion des Proteins (Wakamatsu et al.
2006). Der Pleckstrin-Homologie-Domine folgt eine Region, die eine limitierte
Sequenzhomologie zur Dbl-homologen-Doméne aufweist (Shinohara et al. 2002, Rossman
et al. 2005). Die Bedeutung der Dbl-Homologie-Doméne wird unter 2.4.2 ndher betrachtet.
Im C-terminalen Bereich von SWAP-70 ist weiterhin eine Bindedoméne fiir filamentdses

Aktin (F-Aktin) lokalisiert. Aufgrund der Bindung an F-Aktin ist SWAP-70 in einer
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Fibroblastenzelllinie in die Bildung von Membranausstiilpungen involviert (Thara et al.
20006). Es existieren auBerdem nukledre Import- bzw. Exportsignalsequenzen innerhalb der
Dominenstruktur von SWAP-70. Diese ermdglichen eine Anderung der subzelluldren

Lokalisierung von SWAP-70.

Kernlokalisierungssignal =~ Kernexportsignal
N-Terminus / \ [ C-Terminus
1 383

swarn I

EF-Hand Motiv Pleckstrin-Homologie- Dbl-homologe F-Aktin

Domiine Domi Binded

Abbildung 3: Domiinenstruktur des Proteins SWAP-70. Im N-terminalen Bereich
besitzt SWAP-70 ein EF-Hand Motiv. Daran schlieft sich eine Pleckstrin-Homologie-
Domine an. Dieser folgt eine Dbl-homologe Domédne. Im C-Terminus ist eine
Bindedoméne fiir filamentdses Aktin (F-Aktin) lokalisiert. Die Kernlokalisierungs- und

Kernexportsequenzen ermdglichen eine Anderung der subzelluldren Lokalisierung von
SWAP-70.

SWAP-70 wird in einer Vielzahl von Geweben, Osteoklasten sowie murinen und
humanen Immunzellen synthetisiert (Ishikawa et al. 1998, Borggrefe et al. 1999, Garbe et
al. 2012, Bahaie et al. 2012). Beziiglich der murinen Immunzellen existiert ein
zelltypspezifisches Expressionsmuster. SWAP-70 wird hierbei in B-Zellen, Mastzellen,
dendritischen Zellen und eosinophilen Granulozyten, jedoch nicht in T-Zellen und
Makrophagen synthetisiert (Borggrefe et al. 1999, Borggrefe et al. 2001, Gross et al. 2002,
Oberbanscheidt et al. 2007, Bahaie et al. 2012,). T-Zellen besitzen ein zu SWAP-70
homologes Protein, das als SWAP-70-like adapter of T cells/ IRF-4-binding protein
(SLAT/IBP) bezeichnet wird (Tanaka et al. 2003). Bislang liegen keine Erkenntnisse iiber

die Funktion von SWAP-70 in neutrophilen Granulozyten vor.

2.4.2 SWAP-70 und die GEFs der Dbl-Proteinfamilie

Die meisten der bisher bekannten GEFs der Rho-GTPasen in Sdugern gehdren
iiberwiegend zur Dbl-Proteinfamilie (Hart et al. 1994, Zheng 2001, Rossman et al. 2005).
Die GEF-Aktivitdt dieser Proteinfamilie wird durch die Dbl-homologe-Doméne vermittelt
(Hart et al. 1994, Schmidt und Hall 2002). Fast alle Mitglieder dieser Proteinfamilie
weisen eine C-terminal von der Dbl-homologen-Domine gelegene Pleckstrin-Homologie-
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Doméne auf. Pleckstrin-Homologie-Doménen konnen sowohl mit Proteinen
als auch mit Phospholipiden der Plasmamembran interagieren, so dass fiir diese Doménen
verschiedene regulatorische Mechanismen angenommen werden (Rebecchi und Scarlata
1998, Lemmon und Ferguson 2000). Das gemeinsame Charakteristikum von GEFs der
Dbl-Proteinfamilie liegt in der Dbl-Homologie-Pleckstrin-Homologie-Doméanenstruktur
(Cerione und Zheng 1996, Whitehead et al. 1997). In ihrer {ibrigen molekularen Struktur
sind sie hochvariabel und besitzen weitere Proteindoménen, die fiir die jeweilige Funktion
des GEFs von Bedeutung sind.

Im Gegensatz zu den GEFs der Dbl-Proteinfamilie liegt die Pleckstrin-Homologie-
Doméne von SWAP-70 N-terminal der Dbl-Homologie-Domine. SWAP-70 besitzt somit
eine Pleckstrin-Homologie-Dbl-Homologie-Doméanenstruktur (Rossman et al. 2005). Ein
weiteres Protein mit dieser Doménenstruktur ist SLAT/IBP. Beide Proteine werden daher
einer eigenen Proteinfamilie zugeordnet (Gupta et al. 2003, Rossman et al. 2005).
SLAT/IBP zeigt eine GEF-Aktivitét fiir die Rac-GTPase und die Cdc42-GTPase (Gupta et
al. 2003). Die Dbl-Homologie-Doméne von SWAP-70 weist in vitro eine GEF-Aktivitit
fiir die Rac1-GTPase auf (Shinohara et al. 2002). In Abhéngigkeit des Zelltypes unterstiitzt
oder hemmt SWAP-70 die Aktivierung der Rac-GTPase und weiterer Rho-GTPasen, wie
RhoA (Sivalenka und Jessberger 2004, Ocana-Morgner et al. 2009, Ocana-Morgner et al.
2011, Ocana-Morgner et al. 2013). Im Gegensatz dazu konnte die Arbeitsgruppe um
Oberbanscheidt weder in vivo noch in vitro eine GEF-Aktivitit von SWAP-70 fiir die Rac-
GTPase demonstrieren (Oberbanscheidt et al. 2007).

2.4.3 Funktionen von SWAP-70 in murinen Immunzellen

2.4.3.1 SWAP-70 in murinen B-Zellen

B-Zellen sind Teil der erworbenen Immunantwort und dienen der spezifischen
Abwehr pathogener Mikroorganismen. Sie erkennen eine Vielzahl unterschiedlicher
Antigene von Bakterien, Viren und anderen krankheitserregenden Organismen und bilden
Antikorpermolekiile, sogenannte Immunglobuline, gegen diese Antigene. Als Bestandteil
des nukledren Multiproteinkomplexes ist SWAP-70 in den Ig-Klassenwechsel zum IgG
sowie zum IgE involviert (Masat et al. 2000, Borggrefe et al. 2001). Weiterhin transloziert
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SWAP-70 in Abhéngigkeit der Aktivierung der B-Zellen vom Zytoplasma zur
Plasmamembran (Masat et al, 2000). Dort interagiert es unter anderem mit dem
B-Zellrezeptor und wandert anschlieBend in den Zellkern (Masat et al. 2000). Neben der
Bedeutung fiir den Ig-Klassenwechsel ist SWAP-70 in weitere zelluldre Reaktionen der
B-Zellen eingebunden. So wird unter anderem die Migration muriner B-Zellen in die
Lymphknoten von SWAP-70 beeinflusst (Pearce et al. 2006). Im Vergleich zu den Wildtyp
(WT)-B-Zellen zeigen Swap-70-defiziente (Swap-707) B-Zellen eine verringerte
Migration in die Lymphknoten (Pearce et al. 2006). Die verminderte Migration geht in den
Swap-70""-B-Zellen mit einer verinderten Adhision sowie Defekten in der Polarisierung

einher (Pearce et al. 2006).

2.4.3.2 SWAP-70 in murinen Mastzellen

Mastzellen iibernehmen als Effektorzellen der angeborenen Immunantwort Funktionen
bei der Abwehr von Parasiten und bei der Auslosung allergischer Entziindungen. Hierfiir
besitzen sie auf ihrer Zelloberfliche verschiedene Rezeptoren, unter anderem den
hochaffinen IgE-Rezeptor (FceRI). Die antigenvermittelte Quervernetzung von FceRI fiihrt
zur Aktivierung der Mastzelle mit Degranulation (Kitaura et al. 2003). SWAP-70 ist
sowohl in die FceRI-vermittelte Degranulation als auch in die Reifung muriner Mastzellen
eingebunden (Gross et al. 2002). Es beeinflusst hierbei die Transkription und Freisetzung
verschiedener Zytokine iiber die Regulierung der Aktivierung der MAP-Kinasen p38 und
p42/p44 sowie der Serin/Threonin-Proteinkinase AKT (Sivalenka et al. 2008).

Weiterhin ist SWAP-70 in die c-Kit-vermittelte Signaltransduktion, die fiir
proliferative Ereignisse und Differenzierungsprozesse muriner Mastzellen verantwortlich
ist (Broudy 1997, Ashman 1999), eingebunden. Es beeinflusst hierbei die Migration, die
Reorganisation des Aktinzytoskeletts sowie die Adhision aktivierter Mastzellen (Sivalenka
und Jessberger 2004). Dies geschieht unter anderem iiber die Beeinflussung der
Aktivierung der Racl- und Rac2-GTPase, der MAP-Kinase p42/p44 sowie der
Proteinkinase AKT (Sivalenka und Jessberger 2004).
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2.4.3.3 SWAP-70 in murinen dendritischen Zellen

Dendritische Zellen sind Teil des angeborenen Immunsystems. Sie sind darauf
spezialisiert Antigene aufzunehmen und den T-Lymphozyten zur Erkennung zu
prasentieren. Die Zellen wandern vom Blut ins Gewebe und nehmen dort unspezifisch
geloste Molekiile, Antigene oder Pathogene auf. Daraufhin présentieren sie auf der
Zelloberflache bestimmte Peptidfragmente der aufgenommenen Proteine liber den major
histocompatibility complex II (MHC-Klasse II). Der Transport der MHC-Klasse II
Molekiile auf die Zelloberfliche wird unter anderem durch SWAP-70 beeinflusst (Ocana-
Morgner et al. 2009). Hierbei nimmt SWAP-70 iiber die Regulierung der Aktivierung der
RhoA-GTPase Einfluss auf diesen zelluldren Prozess (Ocana-Morgner et al. 2009). Die
Reorganisation des Aktinzytoskeletts ist ein weiterer zelluldrer Prozess muriner
dendritischer Zellen, in den SWAP-70 eingebunden ist (Ocana-Morgner et al. 2009).
Weiterhin zeigt SWAP-70 eine Bedeutung in der GPCR-vermittelten Signaltransduktion.
Die Stimulierung muriner dendritischer Zellen mit dem GPCR Agonisten Sphingosine 1-
Phosphat demonstriert einen Einfluss von SWAP-70 auf die Migration und die Endozytose
(Ocana-Morgner et al. 2011).

2.4.3.4 SWAP-70 in murinen eosinophilen Granulozyten

Eosinophile Granulozyten gehdren zum angeborenen Immunsystem und sind an
zahlreichen Entziindungsprozessen, wie allergischen Erkrankungen der Atemwege,
beteiligt. Die im Mausmodell induzierte allergische Atemwegserkrankung zeigt eine
verringerte  Rekrutierung  von Swap-70'/ -eosinophilen  Granulozyten in die
bronchoalveoldre Lungenfliissigkeit im Vergleich zu WT-eosinophilen Granulozyten
(Bahaie et al. 2012). Diese verminderte Rekrutierung der Zellen in die Lungenfliissigkeit
geht mit einer verdnderten Chemokin-induzierten Migration sowie Polymerisierung/
Depolymerisierung von Aktinstrukturen einher (Bahaie et al. 2012). Weiterhin moduliert
SWAP-70 die Adhésion eosinophiler Granulozyten an vaskuldre Adhésionsmolekiile sowie

die Verteilung von CD11b/CD18 auf der Zelloberflache (Bahaie et al. 2012).
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2.5 Zielstellung der Arbeit

SWAP-70 wurde in einer Vielzahl von Geweben aber auch Osteoklasten sowie
murinen und humanen Immunzellen nachgewiesen. Es bindet verschiedene Phospholipide,
unter anderem PIP3;, und moduliert die Aktivierung verschiedener Rho-GTPasen und
intrazelluldrer Signalmolekiile. Die meisten der bisher identifizierten Funktionen von
SWAP-70 beziehen sich auf murine Immunzellen, wie B-Zellen, Mastzellen, dendritische
Zellen und eosinophile Granulozyten. Uber die Bedeutung von SWAP-70 in zelluliren
Reaktionen neutrophiler Granulozyten liegen bislang keine Erkenntnisse vor. Neutrophile
Granulzyten sind Teil des angeborenen Immunsystems und dienen der initialen Abwehr
invasiver Erreger. Sie werden durch eine Vielzahl von Chemotaxinen aktiviert. Die
N-Formylpeptide stellen hierbei mitunter die am ldngsten bekannte Gruppe von

Chemotaxinen dar. Ein bedeutendes N-Formylpeptid ist das bakterielle Tripeptid fMLP.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit bestand in der Charakterisierung der funktionellen
Bedeutung von SWAP-70 in der N-Formylpeptid-vermittelten Signaltransduktion muriner
neutrophiler Granulozyten des Knochenmarks. Fiir die Untersuchungen wurden
neutrophile Granulozyten von WT- und homozygoten Swap-70-defizienten (Swap-707")-
Maiusen genutzt. Die Zellen wurden hierfiir mit dem bakteriellen Tripeptid fMLP stimuliert
und charakteristische Antworten wurden untersucht. Zu den untersuchten zelluldren
Antworten zdhlten die ROS-Produktion, die Adhédsion an Fibrinogen, die Migration sowie
die Reorganisation des Aktinzytoskeletts. Fiir diese zelluldren Antworten werden die
Aktivitaten verschiedener intrazelluldrer Signalproteine, unter anderem die der Racl- und
Rac2-GTPase, der MAP-Kinasen p38 und p42/p44 sowie der Serin/Threonin Proteinkinase
AKT und GSK3p benétigt. Die Analyse des Aktivierungsstatus der genannten
Signalproteine sollte Aufschluss iiber einen moglichen Einfluss von SWAP-70 auf diese

Effektorproteine geben.
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3 Material

3.1 Versuchstiere

Die Mausstamme (Mus musculus) wurden, soweit nicht anders angegeben, unter SPF-
Bedingungen (spezifisch pathogenfrei) vom Institut fiir Versuchstierkunde in Jena
geziichtet. Der homozygote Knockoutstamm wurde von der Medizinischen Fakultit der
TU Dresden (Tierantragsnummer: 24-9168.11-1/2011-13) bezogen. Fiir die Experimente
wurden ménnliche und weibliche Tiere im Alter von neun bis zwo6lf Wochen mit C57BL/6

als genetischen Hintergrund genutzt. Es wurden folgende Mausstimme verwendet:

Mausstamm Herkunft
C57BL/6 (J-Stamm) = Wildtypstamm (WT) Jackson Laboratory, Sulzfeld,
Deutschland

Swap-70""-Stamm = homozygoter Knockoutstamm TU Dresden, Deutschland,
(Borggrefe et al. 2001)

3.2 Chemikalien, Reagenzien und Kits

Bezeichnung Bezugsquelle
- 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsdure PromoCell, Heidelberg,
(HEPES, 1 M) Deutschland
- bovines Serumalbumin (BSA) endotoxin-free, Calbiochem, Darmstadt,
fatty acid-poor Deutschland
- CL-Glutathione ChroMatrix (6 %), PAK1B-CRIB®®" Jena Bioscience, Jena,
Deutschland
- Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma-Aldrich, Miinchen,
Deutschland
- Formaldehyd Hollborn und Séhne,

Leipzig, Deutschland

-16 -



Material und Methoden

Bezeichnung Bezugsquelle
- Fibrinogen, Guanosindiphosphat (GDP), Sigma-Aldrich, Miinchen,
Guanosin-5’-O-[y-thio]triphosphat (GTPyS) Deutschland
- High capacity RNA-to-cDNA Kit, TagMan Universal Applied Biosystems, Life
PCR Master Mix, CD11b und GAPDH TagMan Gene Technologies, Darmstadt,
Expression Assay Mix (20X) Deutschland
- N-(7-Nitrobenz-2-oxa—1,3-diazol-4-yl)-Phallacidin Molecular Probes, Life
(NBD-Phallacidin) Technologies, Darmstadt,
Deutschland
- N,N,N,N-Tetramethylethylendiamin (TEMED) Merck, Darmstadt,
Deutschland
- Nonidet P-40 (NP-40) Calbiochem, Darmstadt,
Deutschland
- Percoll GE Healthcare, Miinchen,
Deutschland
- Pierce ECL-Western-Blotting-Substrat Thermo Fisher Scientific,

Schwerte, Deutschland

- RNeasy Mini Kit Qiagen, Hilden,
Deutschland

- Tween-20 Merck, Darmstadt,
Deutschland

3.3 Gerite, sonstice Materialien, Software-Programme

Gerite, sonstige Materialien, Software-Programme Hersteller- bzw. Vertriebsfirma

- ABI 7500 System, SDS v1.3 Software Applied Biosystems, Life
Technologies, Darmstadt,
Deutschland

- Brutschrank (CO,-Inkubator) SANYO Sales & Marketing
Europe, Miinchen, Deutschland

- Cell-Quest-Pro-Software 4.0.2 Becton Dickinson, Heidelberg,
Deutschland

-17 -



Material und Methoden

Gerite, sonstige Materialien, Software-Programme

Hersteller- bzw. Vertriebsfirma

- Corning® 96-Loch Mikrotiterplatten EIA/RIA

- Duomax 1030, wippender Plattformschiittler

- Durchlichtmikroskop (TELAVAL 3)
- Einmalinjektionskaniile (0,5 x 16 mm),

Einmalspritzen (2 ml, 10 ml)

- ELISA-Reader

- FACScan, FACS-Rohrchen

- Gel Blotting Papier, GB004

- Glasplatten (7,3 cm x 10,1 cm)

- HB-130 (Heizblock-130)

- Kaleidoscope™ Prestained Protein Standard

- Luminometer LB 96V

- Mastercycler

- MicroAmp optische 96-Loch Reaktionsplatte

- MicroLumat Plus LB 96V

- Mini-Blot Apparatur, Minigelsystem

(Mini-Protean 3)

- MF-ChemiBIS 3.2
- Nanodrop-1000 Spektrophotometer

Sigma-Aldrich, Miinchen,
Deutschland

Heidolph Instruments, Schwabach,
Deutschland

Carl Zeiss, Jena, Deutschland
Braun AG, Melsungen,
Deutschland

Molecular Devices GmbH,
Biberbach an der Rif3, Deutschland
Becton Dickinson, Heidelberg,
Deutschland

Whatman Schleicher & Schuell,
Dassel, Deutschland

Bio-Rad, Miinchen, Deutschland
Unitek Industrie Elektronik,
Leutenbach-Nellmersbach,
Deutschland

Bio-Rad, Miinchen, Deutschland
Berthold Technologies, Bad
Wildbach, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Applied Biosystems, Life
Technologies, Darmstadt,
Deutschland

Perkin Elmer, Rodgau,
Deutschland

Bio-Rad, Miinchen, Deutschland

Biostep, Jahnsdorf, Deutschland

NanoDrop Technologies,

Wilmington, USA
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Gerite, sonstige Materialien, Software-Programme

Hersteller- bzw. Vertriebsfirma

- Neubauer-Zihlkammer

- Opti Plates™ - 96

- Polypropylenréhrchen

- Polyvinylidenfluorid (PVDF)-Transfermembran

(Amersham Hybond-P)
- QIAshredder
- Reaktionsgefdsse 1,5 ml

- Rotator SB3

- TotalLab Software
- Tank-Blot-System

- Thermomixer

- Transwell-Migrationssystem (3 um Porengrof3e)

- Zellsieb (70 um)

- Zentrifuge 5804R, Zentrifuge 5417R

3.4 Stimulantien und Hemmstoffe

Glaswarenfabrik Karl Hecht,
Sondheim, Deutschland

Perkin Elmer, Rodgau,
Deutschland

Greiner Bio-One, Frickenhausen,
Deutschland

GE Healthcare, Miinchen,
Deutschland

Qiagen, Hilden, Deutschland
Sarstedt, Niirnbrecht, Deutschland
VWR International, Darmstadt,
Deutschland

Biostep, Jahnsdorf, Deutschland
Bio-Rad, Miinchen, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Merck Millipore, Schwalbach,
Deutschland

Becton Dickinson, Heidelberg,
Deutschland

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Bezeichnung Bezugsquelle
- fMLP, LPS aus E. coli Serotyp O55:B5, Sigma-Aldrich, Miinchen
Aprotinin, Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF), Deutschland

Natriumorthovanadate (Na3;VO,), Cytochalasin

- Pepstatin A

- Leupeptin, Chymostatin, Benzamidin

Calbiochem, Darmstadt,
Deutschland

Serva, Heidelberg, Deutschland
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Bezeichnung

Bezugsquelle

- 4-(2-Aminoethyl)-benzensulfonylfluorid (AEBSF)

- rekombinantes murines TNFa

Deutschland

AppliChem, Darmstadt,
Deutschland

Jena Bioscience, Jena,

3.5 Zellkulturmedien, Losungen und Stammlosungen

Bezeichnung

Bezugsquelle/Zusammensetzung

- Hanks-Balanced-Salt-Solution (HBSS), 1-fach
mit/ohne Ca2+, Mg2+, ohne Phenolrot

- Fibrinogen-Ldsung

- BSA-Losung

- HBSS 10-fach, ohne Ca2+, Mg2+, ohne Phenolrot

- Kristallviolett-Losung

- LPS-Stammlosung

- rekombinante murine TNFo-Stammldsung
- Sodiumdodecylsulfat (SDS)-Ldsung

- fMLP-Stammldsung

- Cytochalasin B-Stammlosung

- Ammoniumpersulfat (APS)-Losung

- GDP-Stamml&sung

- GTPyS-Stammlodsung

3.6 Herstellung verschiedener Percolldichten

PAA Laboratories, Colbe
Deutschland

20 pg/ml in HBSS

1 mg/ml in HBSS
PromoCell, Heidelberg,
Deutschland

5 mg/ml in 2 % Ethanol

1 mg/ml HBSS 1-fach
3,4 mg/ml HBSS 1-fach
1 % (w/v) in aqua bidest.
10° M in DMSO

2x 10* M in DMSO

20 % (w/v) in aqua bidest.
1 mM in aqua bidest.

10 mg/ml in aqua bidest.

Percoll mit einer spezifischen Dichte von 1,130 g/ml bei Raumtemperatur wurde in

einem Verhaltnis 10:1 mit HBSS 10-fach verdiinnt und damit in einen isotonen Zustand

gebracht. Ausgehend von dieser 100 %igen Percolllosung wurden die bendtigten

Percolldichten durch Verdiinnung mit 1-fach HBSS (ohne Ca*’, Mg2+, Phenolrot)

hergestellt (siche Tabelle 1).
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Tabelle 1: Herstellung der Percolldichten.

Zieldichte des Percoll in HBSS 10-fach in HBSS 1-fach in
Percolls in g/ml ml ml ml
(entspricht % Percoll)
1,124 (100) 29,7 33 -
1,081 (65) 16 - 9
1,093 (75) 15 - 5

3.7 Antikorper

3.7.1 primire Antikorper

Tabelle 2: Verwendete primére Antikorper (AK) fiir Western Blot (WB) und
Durchflusszytometrie (FACS). Die hier aufgefiihrten primiren AK wurden aus
Stidten bezogen, die innerhalb von Deutschland liegen.

AK Spezies des Antigen/ Bezugsquelle Verdiinnung
Spendertiers Markierung/Klon (Einsatz)
SWAP-70 | Schaf, polyklonal | Sc-10883, E-16 Santa Cruz Biotech. | 1:2000 (WB)
Inc., Heidelberg
phospho- Kaninchen, Serin 473, 193H12 | Cell Signaling, 1:2000 (WB)
AKT monoklonal Frankfurt a. M.
AKT Kaninchen, total AKT-Protein, | Cell Signaling, 1:2000 (WB)
monoklonal 11E7 Frankfurt a. M.
phospho- Kaninchen, Threonin180/Tyros | Cell Signaling, 1:2000 (WB)
p38 MAPK | monoklonal in182, 3D7 Frankfurt a. M.
p38-MAPK | Kaninchen, p38a,-B,-y MAPK- | Cell Signaling, 1:2000 (WB)
polyklonal Protein Frankfurt a. M.
phospho- Kaninchen, Threonin202/Tyros | Cell Signaling, 1:2000 (WB)
p42/44 monoklonal in204, 197G2 Frankfurt a. M.
p42/44 Maus, p42/44; 16/ERK BD Bioscience, 1:2000 (WB)
monoklonal Heidelberg,
phospho- Kaninchen, Serin 9; D85E12 Cell Signaling, 1:2000 (WB)
GSK-3 monoklonal Frankfurt a. M.
Rac2 Kaninchen, Sc-96, C-11 Santa Cruz Biotech. | 1:1000 (WB)
polyklonal Inc., Heidelberg
Racl Kaninchen, Sc-95, C-11 Santa Cruz Biotech. | 1:1000 (WB)
polyklonal Inc., Heidelberg
CDl11b Ziege, polyklonal | Sc-6614, M-19 Santa Cruz Biotech. | 1:2000 (WB)
Inc., Heidelberg
Aktin Ziege, polyklonal | Sc-1616, I-19 Santa Cruz Biotech. | 1:2000 (WB)
Inc., Heidelberg
Vinculin Ziege, polyklonal | Sc-7648, C-20 Santa Cruz Biotech. | 1:2000 (WB)
Inc., Heidelberg
CDI11b Ratte, monoklonal | Maus CD11b/PE, eBioscience, 1:200
M1/70.15 Aachen (FACS)
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AK Spezies des Antigen/ Bezugsquelle Verdiinnung
Spendertiers Markierung/Klon (Einsatz)
Gr-1 Ratte, monoklonal | Maus Gr-1/FITC, ImmunoTools, 1:200
RB6-8C5 Friesoythe (FACS)
fMLP- Maus, 5F1 BD Pharmingen, 1:200
Rezeptor monoklonal Heidelberg (FACS)

3.7.2 sekundire Antikorper und Isotypenkontrollen

Tabelle 3: Verwendete sekundire Antikorper (AK) fiir Western Blot (WB) bzw. die
Isotypenkontrollen fiir die Durchflusszytometrie (FACS). Die hier aufgefiihrten
sekundiren AK und Isotypenkontrollen wurden aus Stidten bezogen, die innerhalb
von Deutschland liegen.

AK- Spezies des Antigen/ Bezugsquelle Verdiinnung
Spendertiers Markierung/Klon (Einsatz)
Ziege-anti- | Ziege polyklonal Maus IgG/Meerrettich-| Kierkegaard und| 1:10000
Maus IgG Peroxidase (HRP) Perry (WB)
Laboratories,
Wedel
Ziege-anti- | Ziege, polyklonal Kaninchen Kierkegaard und| 1:10000
Kaninchen- IgG/Meerrettich- Perry (WB)
IgG Peroxidase (HRP) Laboratories,
Wedel
Esel-anti- Esel, Ziege Santa Cruz 1:10000
Ziege-IgG polyklonal IgG/Meerrettich- Biotech. Inc., (WB)
Peroxidase (HRP) Heidelberg
IgGG2a, kappa| Ratte monoklonal IgG2a/FITC, RTK Biozol, 1:200
2758 Eching (FACS)
IgG2b, kappa| Ratte monoklonal IgG2b,kappa/FITC; Biozol, 1:200
TBE 15 Eching (FACS)
1gG2b Ratte monoklonal Maus IgG2b/PE, TBE | eBioscience, 1:200
15 Aachen (FACYS)
IgGl, kappa | Monoklonal Maus | MOPC-21 BD Pharmingen,| 1:200
Heidelberg (FACS)

3.8 Puffer und Zellkulturmedien

Medium I

Medium II

HBSS 1-fach ohne Ca2+, Mg%, ohne Phenolrot; 25 mM

HEPES; 2 mM EDTA

HBSS 1-fach mit Ca2+, Mg2+, ohne Phenolrot; 25 mM

HEPES
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Reaktionsmedium

Lysispuffer

Pulldown-Lysispuffer

Probenauftragspuffer

(5-fach)

Sammelgel (5 %ig)

Trenngel

Trenngelpuffer (4-fach)

HBSS 1-fach ohne Ca2+, Mg2+, ohne Phenolrot; 25 mM
HEPES; 1 % BSA

20 mM Tris-HCI pH 8,0; 137 mM NaCl; 27 mM KCI;
1 mM MgCly; 1 mM CaCly; 10 % (v/v) Glycerol; 1 %
(v/v) NP-40; 1 mM PMSF; 5 ng/ml Leupeptin; 5 pg/ml
Pepstatin A; 5 pg/ml Benzamidin; 21 pg/ml Aprotinin;
12 pug/ml Chymostatin; 12 pug/ml AEBSF; 1 mM
NazVOq4

50 mM Tris-HCI pH 8,0; 50 mM NaCl; 5 mM MgCly;
1 mM EGTA; 1 % (v/v) NP-40; 10 % (v/v) Glycerol;
200 pg PAKIB-CRIB®'; 100 uM GDP; Protease- und
Phosphataseinhibitoren siche Lysispuffer

2,5 M Tris-HCL pH 6,8; 10 % (v/v) SDS; 58 % (v/v)
Glycerin; 25 % (v/v) B-Mercaptoethanol; 0,5 % (v/v)

Bromphenolblau

2,8 ml aqua dest.; 1,2 ml 4-fach Sammelgelpuffer;
0,8 ml Acrylamid/Bisacrylamid (29:1); 64 ul APS-
Losung; 6 ul TEMED

10 %: 6 ml aqua dest.; 3,6 ml Trenngelpuffer (4-fach);
4,8 ml Acrylamid/ Bisacrylamid (29:1); 64 ul APS-
Losung; 16 ul TEMED
15 %: 3,6 ml aqua dest.; 3,6 ml Trenngelpuffer (4-fach);
7,2 ml Acrylamid/ Bisacrylamid (29:1); 64 nl APS-
Losung; 16 ul TEMED

1,5 M Tris-HCI pH 8,8; 2 % (v/v) SDS
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Sammelgelpuffer (4-fach)

Elektrophoresepuffer

(10-fach)

NET-G-Puffer

Transfer-Puffer

Stripping-Puffer

NBD-Puffer (3,7 x 10’ M)

Blocking-Puffer

4 Methoden

4.1 Zellbiologische Methoden

0,5 M Tris-HCI pH 6,8; 0,4 % (v/v) SDS

250 mM Tris-HCI pH 8,3; 2,5 M Glycin; 1 % (v/v) SDS

10 mM Tris-HCI pH 8,0; 150 mM NaCl; 5 mM EDTA;

0,05 % (v/v) Tween 20; 0,05 % (v/v) Gelatine

25 mM Tris-HCL pH 8,3; 192 mM Glycin; 20 % (v/v)
Methanol

62,5 mM Tris-HCI pH 6,7; 2 % (v/v) SDS; 100 mM -

Mercaptoethanol

1,5 ml NBD-Phallacidin in 1,5 ml Ethanol; 3 ml
Formaldehyd (37 %ig); 10,5 ml PBS; 3 mg
Lysophosphatidylcholin

1 % (w/v) BSA in HBSS

4.1.1 Gewinnung und Anreicherung neutrophiler Granulozyten aus dem

Knochenmark von Miusen

Bei der Gewinnung muriner neutrophiler Granulozyten wurden die einschligigen

Verhaltensregeln beachtet, um steriles Arbeiten zu gewdhrleisten: Die bendétigten

Instrumente (Pinzetten, Scheren) zur Praparation wurden bei 121 °C fiir 20 min bei 1 bar

autoklaviert. Die verwendeten Medien wurden sterilfiltriert.
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Fiir die Gewinnung neutrophiler Granulozyten wurden Méuse im Alter von neun bis
zwoOlf Wochen mittels Etherinhalation getdtet. Nach anschlieBender Fixierung der Mause
in der Riickenlage wurde die Bauchhdhle entlang der Linea alba gedffnet. Die Hinterbeine
wurden bis zum  Hiiftgelenk freiprapariert und entnommen. Ober- und
Unterschenkelknochen wurden am Kniegelenk getrennt und an den Gelenkenden ge6ffnet.
Danach wurde das Knochenmark mit Hilfe einer 2 ml-Einmalspritze und aufgesetzter
Einmalinjektionskaniile mit Medium I aus den Knochen gespiilt. Das Knochenmark wurde
in ein Zellsieb gegeben und durch Verwendung des Spritzenstempels zu einer
Einzelzellsuspension verarbeitet. Nach anschlieBender Zentrifugation (10 min, 10 °C,
200 x g) erfolgte die Wiederaufnahme des Zellpellets in 1 ml Medium I. Aus dieser
Zellsuspension wurden nun mittels Percoll-Dichtegradientenzentrifugation murine
neutrophile Granulozyten gewonnen. Hierfiir wurden 12 ml 65 %ige Percolllosung in ein
Polypropylenréhrchen vorgelegt und mit 10 ml 75 %iger Percolllosung unterschichtet. Es
wurde die aus dem Knochenmark gewonnene Zellsuspension auf den zweistufigen
Percollgradienten pipettiert. Die anschlieBende Zentrifugation (35 min, 10 °C, 500 x g)
trennte die murinen neutrophilen Granulozyten und Erythrozyten von den murinen
mononukledren Zellen (Abbildung 4). Hierbei reicherten sich die murinen neutrophilen
Granulozyten an der Interphase zwischen 65 %igem und 75 %igem Percoll an. Die
mononukledren Zellen sammelten sich auf der 65 %igen Percollschicht. Am Boden des
Zentrifugenr6hrchens befand sich die Erythrozytenphase. Die mononukledren Zellen
wurden verworfen. Nur die granulozytenreiche Phase wurde vorsichtig abgenommen und
zweimal mit jeweils 15 ml Medium I gewaschen (10 min, 10 °C, 200 x g). Daran schloss
sich die Lyse der verbliebenen Erythrozyten mit 1 ml aqua dest. fiir 30 s an. Die Zugabe
von 1 ml 1,8 %iger NaCl-Losung stoppte die Reaktion. Nach einem erneuten Waschschritt
mit Medium [ wurden die Zellzahl und die Vitalitdit der Zellen mit Hilfe eines
Hématocytometers (Neubauer Kammer) bestimmt. Die Reinheit der erhaltenen Population

wurde mittels Durchflusszytometrie untersucht.
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Isolationsmedium
+— 5 Yige Percoll-
Lasung <

murine neutrophil
(Granulozyten

73 %ige Percoll-
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Abbildung 4: Gewinnung und Anreicherung neutrophiler Granulozyten aus
murinem Knochenmark durch Percoll-Dichtegradientenzentrifugation. Auf einen
zweistufigen Percollgradienten wurden in  Medium [ resuspendierte murine
Knochenmarksvorlduferzellen geschichtet. Die Zentrifugation (10 min, 10 °C, 500 x g)
trennte die Zellen in Abhéngigkeit ihrer spezifischen Dichte auf.

4.1.2 Bestimmung der Reinheit und Vitalitit der murinen neutrophilen Granulozyten

Um die gewonnenen murinen neutrophilen Granulozyten fiir die jeweiligen Versuche
in der bendtigten Zelldichte (Zellen/ml) einzusetzen, wurden die Zellzahl und die Vitalitét
mit einer Neubauer-Zahlkammer bestimmt. Dazu wurden die Zellen 1:10 mit Trypanblau
(4 % m/v) verdiinnt und mikroskopisch ausgezédhlt. Um weiterhin eine ausreichend hohe
Reinheit an murinen neutrophilen Granulozyten sicherzustellen, wurden die isolierten
Zellen durchflusszytometrisch auf das granulozytenspezifische Oberflachenglykoprotein
Gr-1 untersucht. Dazu wurden 2 x 10° Zellen in 200 pl Medium I resuspendiert und mit
einem FITC-gekoppelten anti-Gr-1 Antikorper bei 4 °C fiir 30 min im Dunkeln inkubiert.
Nach zwei Waschschritten mit jeweils 10 ml Medium I (10 min, 10 °C, 200 x g,) wurde
das Zellpellet in 500 ul Medium I aufgenommen und durchflusszytometrisch analysiert.
Fiir die geplanten Experimente wurden ausschlieBlich Zellpopulationen, die zu mehr als

80 % aus murinen neutrophilen Granulozyten bestanden, verwendet.

4.1.3 Durchflusszytometrie

Das im Rahmen dieser Arbeit genutzte Durchflusszytometer, das FACScan, konnte

gleichzeitig die relative ZellgroBe mittels Forward Scatter (FSC), die Granularitit mittels
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Side Scatter (SSC) sowie bis zu drei emittierte Wellenlingen messen. Es wurden die
Fluoreszenzfarbstoffe Fluoresceinisothiocyanat (FITC), das Wellenldngen bei 520 nm
emittiert, sowie Phycoerythrin (PE), dessen Emissionsmaximum bei 585 nm und 575 nm
liegt, verwendet. Die Streulicht- und Fluoreszenzsignale wurden durch verschiedene
Photomultiplier detektiert und die resultierenden Signale durch die Cell-Quest-Pro-
Software 4.0.2. verarbeitet und ausgewertet.

Mittels Durchflusszytometrie wurden in der vorliegenden Arbeit die Reinheit der
isolierten  Zellpopulation, die Lokalisierung der fMLP-Rezeptoren und des
Adhésionsmolekiils CD11b auf der Zelloberfliche, sowie das Migrationsverhalten und die

Reorganisation des Aktinzytoskeletts (F-Aktin) untersucht.

4.1.4 In vitro-Migration

Mit dem Migrationstest, der auf einer modifizierten Boyden-Kammer-Technik beruht
(Boyden 1962, Martinet et al. 1994), wurde fMLP-stimuliertes migratorisches Verhalten
muriner neutrophiler Granulozyten in vitro untersucht. Hierbei befanden sich im oberen
Kompartiment der Migrationskammer die murinen neutrophilen Granulozyten. Im
unteren Kompartiment befanden sich verschiedene fMLP-Konzentrationen, Medium oder

die Negativkontrolle DMSO (Abbildung 5).

80 min, 5 % CO,, 37 °C

oberes Kompartiment
der Migrationskammer:
B .« 7 murine neutrophile -
= | Granulozyten 11

e . |

| Polycarbonatmembran '-.
*—T— mit3 pmPorengrike ~
unteres Kompartiment der
«—— Migrationskammer: —
verschiedene fMLP- £
Konzentrationen, Medium =4 LD
ader DMSO

Abbildung 5: Schematische Darstellung zur Untersuchung der Migration muriner
neutrophiler Granulozyten in vitro (abgeindert nach http://www.chemie.tu-
darmstadt.de/schmitz/forschung_ 7/interaktionsstudien). Die murinen neutrophilen
Granulozyten migrierten aktiv aus dem oberen Kompartiment {iiber die pordse
Polycarbonatmembran in das untere Kompartiment der Migrationskammer. Im unteren
Kompartiment befanden sich verschiedene fMLP-Konzentrationen, Medium oder die
Negativkontrolle DMSO.

-7 -


http://www.chemie.tu-darmstadt.de/schmitz/forschung_7/interaktionsstudien
http://www.chemie.tu-darmstadt.de/schmitz/forschung_7/interaktionsstudien

Material und Methoden

Fiir die Versuche wurden pro Ansatz 5 x 10° Zellen in 65 ul Reaktionsmedium in das
obere Kompartiment der Migrationskammer gegeben. Im darunter liegenden
Kompartiment befanden sich jeweils 150 pl Medium oder verschiedene fMLP- bzw.
DMSO-Konzentrationen im Bereich von 0,02 uM bis 20 uM. Die Zellen migrierten iiber
die Polycarbonatmembran, die mit Poren des Durchmessers der Groe 3 pm durchsetzt
war, in das untere Kompartiment {iber einen Zeitraum von 90 min bei 37 °C und 5 % CO,.
Die jeweiligen Ansédtze wurden als Doppelbestimmungen durchgefiihrt. AnschlieBend
wurde der Inhalt der wunteren Kompartimente in entsprechend beschriftete
Polypropylenréhrchen pipettiert. Nicht migrierte Zellen im oberen Kompartiment wurden
verworfen. Die an der Unterseite der Polycarbonatmembran adhirierten Zellen wurden
durch die Zugabe von 150 pl Trypsin-EDTA (10 min, 37 °C, 5 % CO,) abgeldst. Dieser
Vorgang wurde ein weiteres Mal wiederholt. Die auf diese Weise erhaltenen Zellen
wurden entsprechend den zuvor beschrifteten Polypropylenr6hrchen zugegeben. Die
erhaltenen Proben wurden zentrifugiert (10 min, 10 °C, 200 x g) und das erhaltene Pellet in
200 pl Reaktionsmedium resuspendiert. Es folgte die quantitative Bestimmung der Zellen
in den Proben mittels Durchflusszytometrie. Es wurde hierfiir die Anzahl der Zellen, die
bei der schnellsten Einstellung des Durchflusses (hi flow = 60 pl/min) tiber einen Zeitraum
von 60 s den Laserstrahl passieren, ermittelt. Aus den erhaltenen Zellzahlen der
Doppelbestimmungen wurden die Mittelwerte gebildet. Mit diesen Mittelwerten wurde der
chemotaktische Index (CI) ermittelt, der eine Aussage iiber die migratorische Aktivitdt in

den einzelnen Versuchsanséitzen ermoglichte:

CI= Mittelwert der Anzahl migrierter Zellen in Anwesenheit von fMLP

Mittelwert der Anzahl migrierter Zellen zur Mediumkontrolle
Zur Veranschaulichung der Daten und fiir eine bessere Vergleichbarkeit wurde die

Anzahl der migrierten WT-Zellen zur Mediumkontrolle eins gesetzt. Alle erhaltenen Werte

wurden zu diesem Wert ins Verhiltnis gesetzt.
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4.1.5 Messung des filamentosen Aktins (F-AKtin)

Ein wichtiger Bestandteil des Zytoskeletts muriner neutrophiler Granulozyten ist
filamentoses Aktin (F-Aktin). Howard und Meyer entwickelten eine Methode, die es
ermoglicht, mit Hilfe von NBD-Phallacidin den F-Aktingehalt der Zellen zu messen
(Howard und Meyer 1984). Fiir die Messung des relativen Gehaltes an F-Aktin wurden
3 x 10° murine neutrophile Granulozyten in 500 pl Medium I gegeben und 5 min bei 37 °C
und 550 rpm auf dem Thermomixer inkubiert. Unterdessen wurden je 50 ul Formaldehyd
(3,7 %) in entsprechend beschriftete Polypropylenrohrchen vorgelegt. Die Zellen wurden
mit verschiedenen fMLP- bzw. DMSO-Konzentrationen im Bereich von 0,02 uM bis
20 uM aktiviert oder blieben unstimuliert. DMSO diente als Negativkontrolle. Nach den
entsprechenden Inkubationszeiten wurden je 50 pl der Zellen in die mit Formaldehyd
vorbereiteten Polypropylenrohrchen gegeben und eine Stunde bei Raumtemperatur im
Dunkeln inkubiert. Im Anschluss daran wurden jedem Ansatz 50 ul NBD-Puffer
zugegeben. Bevor die Messung am FACScan erfolgte, wurden die Proben fiir eine weitere
Stunde bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Von 30.000 Zellen wurde im linearen
FL 1 Kanal die mittlere Fluoreszenzintensitit (MFI) ermittelt. Der relative Gehalt an
F-Aktin der Zellen wurde aus dem Verhéltnis der mittleren Fluoreszenzintensitit (MFI)
von fMLP-stimulierten zu unstimulierten Zellen ermittelt. Der relative F-Aktingehalt
unstimulierter WT-Zellen erhielt den Wert eins und alle weiteren Werte wurden zu diesem
ins Verhiltnis gesetzt. Um zu priifen, ob es sich bei dem erhaltenen Fluoreszenzsignal um
F-Aktin handelt, wurden die Zellen mit Cytochalasin B inkubiert. Cytochalasin B ist ein
Pilzmetabolit, der die Verlingerung der Aktinfilamente inhibiert. Die Zellen wurden
hierfiir vor fMLP-Zugabe 20 min bei 37 °C und 550 rpm auf dem Thermomixer mit 10 uM
Cytochalasin B inkubiert.

4.1.6 Adhiasionsassay

Die Fihigkeit muriner neutrophiler Granulozyten an Fibrinogen zu binden, wurde im
Adhésionsassay untersucht. Hierfliir wurden 96-Loch Mikrotiterplatten EIA/RIA {iber
Nacht bei 4 °C mit jeweils 100 pl Fibrinogen (20 pg/ml) oder der Negativkontrolle BSA

-29.



Material und Methoden

(1 mg/ml) beschichtet. Ungebundenes Fibrinogen bzw. BSA wurde durch zweimaliges
Waschen mit HBSS entfernt und die Mikrotiterplatte mit Blocking-Puffer
(200 pl/Probenloch) fiir 60 min bei 37 °C abgesittigt. Nach erneutem Waschen der
beschichteten Mikrotiterplatte mit HBSS wurden 5 x 10° Zellen in 50 pl Medium II je
Probenloch eingesetzt. Die Zellen blieben unstimuliert oder wurden mit 2 uM fMLP
stimuliert. Die Adhésion erfolgte iiber einen Zeitraum von 15 min bei 37 °C und 5 % COs.
Die jeweiligen Ansétze wurden als Doppelbestimmung durchgefiihrt. Anschlieend wurde
die Mikrotiterplatte mehrmals mit HBSS gewaschen, um nichtadhédrente Zellen zu
entfernen. Die Bestimmung adhérenter Zellen erfolgte modifiziert nach einer bereits
beschriebenen Methode (Kueng et al. 1989). Die Zellen wurden hierzu mit 3,7 %igem
Formaldehyd (100 pl/ Probenloch) fiir 10 min bei Raumtemperatur fixiert. Nach einem
Waschschritt mit HBSS wurden die Zellen fiir 20 min mit Kristallviolett-Losung bei
Raumtemperatur angefarbt. Ungebundener Farbstoff wurde griindlich mit aqua bidest.
herausgewaschen. Nach dem Trocknen der gefiarbten Zellen wurden sie durch eine
30-miniitige Inkubation mit 100 ul SDS-Lésung je Probenloch bei Raumtemperatur lysiert.
Die Absorption wurde bei 595 nm im ELISA-Reader ermittelt. Aus den
Doppelbestimmungen der jeweiligen Ansitze wurden die Mittelwerte gebildet. Aus den

Mittelwerten errechnete sich die spezifische Adhésion der Zellen an Fibrinogen wie folgt:
spezifische Bindung an Fibrinogen = ODs9s Fibrinogen — ODsgs BSA
Zur Veranschaulichung der Daten und fiir eine bessere Vergleichbarkeit erhielt die

Adhision unstimulierter WT-Zellen an Fibrinogen den Wert eins und alle erhaltenen Werte

wurden zu diesem ins Verhéltnis gesetzt.

4.1.7 Analyse der fMLP-Rezeptoren sowie des Adhisionsmolekiils CD11b auf der
Zelloberfliche

Die Analyse der fMLP-Rezeptoren sowie des Adhdsionsmolekiils CD11b auf der
Zelloberfliche muriner neutrophiler Granulozyten erfolgte mittels fluorochrommarkierter
Antikdrper im FACScan. Pro Ansatz wurden 2 x 10° isolierte Zellen in 100 pl Medium I
gegeben und 5 min bei 37 °C und 550 rpm auf dem Thermomixer inkubiert. Die
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Bestimmung der fMLP-Rezeptoren erfolgte im unstimulierten Zustand der Zellen. Die
Lokalisierung des Adhédsionsmolekiils CDI11b auf der Zelloberfliche wurde im
unstimulierten Zustand und nach Stimulierung mit jeweils 2 uM fMLP oder DMSO als
Negativkontrolle iiber einen Zeitraum von 50 min untersucht. Nach den entsprechenden
Inkubationszeiten wurden die Zellen in FACS-Réhrchen gegeben, in denen sich 100 pl
eiskaltes Medium [ befand. Die Proben wurden mit den entsprechenden
fluorochrommarkierten =~ Antikorpern bzw. den Antikorpern der IgG-Subtypen
(Isotypkontrollen) fiir 30 min bei 4 °C im Dunkeln inkubiert. Zwei anschlieBende
Waschschritte (10 min, 10 °C, 200 x g) mit je 300 pl Medium I entfernten ungebundene
Antikorper in den jeweiligen Proben. Das Zellpellet wurde in 500 pul Medium I
resuspendiert und durchflusszytometrisch auf die fMLP-Rezeptoren sowie CD11b auf der
Zelloberfldche analysiert. Parallel dazu wurde eine ungefdarbte Probe mitgefiihrt, um die
Eigenfluoreszenz der Zellen zu bestimmen.

Mit Hilfe des Programms Cell-Quest-Pro 4.0.2. wurde die mittlere
Fluoreszenzintensitdt (MFI) von 50.000 Zellen ermittelt. Durch die Histogrammmarker
wurde das unspezifische Fluoreszenzsignal des IgG-Subtypes vom spezifischen
Fluoreszenzsignal (MFI) des Adhidsionsmolekiils CD11b abgegrenzt. Das Verhéltnis der
spezifischen MFI von CD11b nach fMLP-Stimulierung zur spezifischen MFI von CD11b
unstimulierter Zellen zeigte den zeitlichen Verlauf der Lokalisierung des
Adhisionsmolekiils auf der Zelloberfliche. Zur Veranschaulichung der Daten und fiir eine
bessere Vergleichbarkeit wurde die spezifische MFI von CD11b unstimulierter WT-Zellen

eins gesetzt. Alle erhaltenen Werte wurden zu diesem Wert ins Verhiltnis gesetzt.

4.1.8 Bestimmung des reaktiven Sauerstoffmetaboliten *O,"

Die intra- und extrazelluldr gebildeten Superoxidanionen (*O;’) wurden anhand der
Chemilumineszenz von Lucigenin ermittelt (Li et al. 1998, Franck et al. 2009). Es wurden
pro Ansatz 2 x 10° Zellen in 180 pl Medium I aufgenommen und mit 200 nM Lucigenin
versetzt. Im Falle der Vorstimulierung wurden den Zellen LPS (10 pg/ml) und murines
TNFa (10 ng/ml) zugegeben. AnschlieBend wurden die Proben in vorgewidrmte Opti
Plates™ gegeben und 30 min bei 37 °C inkubiert. Unmittelbar nach der Zugabe von 2 uM
fMLP bzw. der Negativkontrolle DMSO erfolgte die Messung der *O,-Produktion als
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Doppelbestimmung iiber einen Zeitraum von 120 s im Luminometer LB 96V. Aus den
Doppelbestimmungen der Ansdtze wurden die Mittelwerte gebildet. Die Ergebnisse

wurden als relative Lichteinheiten pro Sekunde (RLU/s) angegeben.

4.2 Proteinanalytische Methoden

4.2.1 Aktivierung und Lyse muriner neutrophiler Granulozyten

Um die Aktivierung von Signalmolekiilen muriner neutrophiler Granulozyten zu
analysieren, wurden phosphospezifische Antikdrper eingesetzt. Es wurden pro Ansatz
2 x 10° Zellen in 1 ml Medium I gegeben und 5 min bei 37 °C und 550 rpm auf dem
Thermomixer inkubiert. AnschlieBend wurden sie liber einen Zeitraum von 600 s mit
fMLP bzw. der Negativkontrolle DMSO (jeweils 2 uM) stimuliert. Im Falle der
Untersuchung der CD11b-Proteinmenge wurden je 2 x 10° Zellen fiir 15 min mit 2 pM
fMLP stimuliert oder blieben unstimuliert. Die Reaktion wurde durch kurzes
Zentrifugieren gestoppt (4 °C, 10.000 x g) und der Uberstand verworfen. Die Zugabe von
15 pl Lysispuffer zum Zellpellet und die zehnminiitige Inkubation auf Eis bewirkten den
Zellaufschluss. Dieser erfolgte in Gegenwart des nicht-ionischen Detergenz NP-40 sowie
von Protease- und Phosphataseinhibitoren. Nach Abtrennung der unldslichen Bestandteile
mittels Zentrifugation (15 min, 4 °C, 10.000 x g) wurde das Proteinlysat in ein frisches
Reaktionsgefal3 tiberfiihrt und mit 5-fach Probenauftragspuffer versetzt. Die anschlieBende
Denaturierung der Proteine erfolgte bei 95 °C fir 5 min. Die so erhaltenen

Proteingemische wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt.

4.2.2 SDS-Polvacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die SDS-PAGE basiert auf dem diskontinuierlichen Laemmli-System (1970) mit Tris-
Glycin-Puffern (Laemmli 1970). Sie bietet die Mdglichkeit Proteingemische entsprechend
threm Molekulargewicht im elektrischen Feld aufzutrennen. Abhidngig vom

Molekulargewicht der aufzutrennenden Proteine wurden 10 %ige und 15 %ige SDS-
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Polyacrylamid-Gele hergestellt (siche 3.8). Die elektrophoretische Trennung der Proteine

erfolgte in einem vertikalen Minigelsystem bei konstanter Stromstérke von 45 mA pro Gel.

4.2.3 Western Blot und Immunodetektion von Proteinen

Nach der elektrophoretischen Trennung der Proteine mittels SDS-PAGE wurden sie
auf eine PVDF-Membran transferiert und immobilisiert (Gershoni und Palade 1983). Die
PVDF-Membran wurde dafiir zunichst 1 min in Methanol dquilibriert. Die aufgetrennten
Proteine des Gels wurden anschlieBend mit Hilfe eines Tank-Blot-Systems fiir 90 min bei
einer konstanten Spannung von 50 Volt auf die PVDF-Membran transferiert.
Unspezifische freie Bindungsstellen auf der Membran wurden durch eine einstiindige
Inkubation bei Raumtemperatur in NET-G-Puffer geblockt. Die Inkubation des
Primérantikdrpers (in NET-G-Puffer verdiinnt) erfolgte bei 4 °C und méBiger Bewegung
iiber Nacht. Die PVDF-Membran wurde anschliefend dreimal fiir jeweils 10 min mit NET-
G-Puffer gewaschen bevor der Sekunddrantikorpers fiir eine Stunde bei Raumtemperatur
zugegeben wurde. Nach erneutem dreimaligem Waschen der Membran fiir jeweils 10 min
mit NET-G-Puffer, wurde sie mit dem ECL-Western-Blotting-Substrat benetzt. Die
ablaufende peroxidasevermittelte Chemilumineszenzreaktion wurde mit Hilfe des MF-
ChemiBIS 3.2-Gerites detektiert und entstandene Signale wurden mittels der TotalLab-
Software quantifiziert. Das Verhiltnis aus phosphorylierter zu unphosphorylierter Form
des Proteins diente als MaB fiir die Aktivierung. Zur Veranschaulichung der Daten und fiir
eine bessere Vergleichbarkeit erhielt der Aktivierungsstatus der Proteine in unstimulierten

WT-Zellen den Wert eins. Alle erhaltenen Werte wurden zu diesem ins Verhéltnis gesetzt.

4.2.4 Stripping von PVDF-Membranen

Mehrfach war es erforderlich verschiedene Proteine auf einer PVDF-Membran
nachzuweisen. Deshalb wurden die Antikorper nach der Detektion von der Membran
entfernt. Die Membran wurde hierzu fiir 30 min unter leichtem Schwenken bei 55 °C mit

10 ml Stripping-Puffer inkubiert. Nach drei Waschgidngen in NET-G-Puffer fiir je 10 min
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wurde die Membran erneut fiir eine Stunde in NET-G-Puffer geblockt. Im Anschluss daran

wurden die entsprechenden Primér - und Sekundérantikdrper zugegeben.

4.2.5 Pulldown-Experimente

Der Anteil aktiver, GTP-gebundener Rac-GTPase in den Zellen wurde durch
Pulldown-Experimente ermittelt. Hierfir wurden jeweils 4 x 10° Zellen in 500 pl
Reaktionsmedium resuspendiert und iiber einen Zeitraum von 30 s mit 2 uM fMLP
aktiviert. Die groftmogliche GTP-Beladung der Rac-GTPase wurde durch GTPyS
(100 uM) erreicht (Positivkontrolle). Die Aktivierung der Zellen wurde durch kurzes
Zentrifugieren (4 °C, 10.000 x g) gestoppt und der Uberstand verworfen. Die Zugabe von
1 ml eiskaltem Pulldown-Lysispuffer zum Zellpellet bewirkte den Zellaufschluf. Der
Lysispuffer enthielt neben den Protease- und Phosphataseinhibitoren auch PAKIB-
CRIB®". PAKIB-CRIB®" interagiert ausschlieBlich mit GTP-gebundenem Rac. Durch
die anschlieBende Zentrifugation (15 min, 4 °C, 10.000 x g) wurden unldsliche
Zellbestandteile abgetrennt. Das Proteinlysat wurde in ein frisches Reaktionsgefal3
iiberfiihrt und mit 40 pl Glutathione ChroMatrix, die zuvor mehrfach mit Lysispuffer
gewaschen wurde, versetzt. Durch die nachfolgende 30-miniitige Inkubation auf einem
Rotator (4 °C, 11 rpm) interagierten PAK1B -CRIB“*"/Rac-GTP und die Glutathione
ChroMatrix. Die anschlieBende kurze Zentrifugation bei 4 °C prazipitierte den Komplex.
Fiir die Bestimmung von Rac-GDP, das im Uberstand verblieb, wurden 40 pl des
Uberstandes abgenommen, in ein neues ReaktionsgefiB iiberfiihrt und mit 5-fach
Probenauftragspuffer versetzt. Der restliche Uberstand wurde verworfen und der
prazipitierte Komplex aus Rac-GTP und Glutathione ChroMatrix wurde mehrmals mit
250 pl Lysispuffer gewaschen bevor 40 ul 5-fach Probenauftragspuffer zugegeben wurden.
Die erhaltenen Proben wurden fiir 5 min bei 95 °C denaturiert, bevor sie iiber eine 15 %ige
SDS-PAGE aufgetrennt wurden.

Die Detektion der Rac-GTPasen erfolgte mittels spezifischer Antikorper im Western
Blot. Der Anteil aktivierter Rac-GTPase in den einzelnen Versuchsansitzen wurde durch
das Verhiltnis von Rac-GTP zu Rac-GDP ermittelt. Es wurde zur Veranschaulichung der

Daten und fiir eine bessere Vergleichbarkeit der Anteil aktivierter Rac-GTPase in den

-34 -



Material und Methoden

unstimulierten WT-Zellen eins gesetzt. Alle erhaltenen Werte wurden zu diesem Wert ins

Verhiltnis gesetzt.

4.3 Molekularbiologische Methoden

4.3.1 RNA-Isolierung und Bestimmung der Konzentration und Reinheit der RNA

Die Isolierung der Gesamt-RNA unstimulierter und fMLP-stimulierter neutrophiler
Granulozyten erfolgte mit Hilfe des RNeasy Mini Kit. Die Stimulierung der Zellen mit
2 uM fMLP erfolgte iiber einen Zeitraum von 15 min. Es wurden maximal 10 x 10°
unstimulierte bzw. fMLP-stimulierte Zellen mit 1-fach HBSS gewaschen und bei 300 x g
fiir 10 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet mit 600 pl
Lysispuffer versetzt. Das Lysat wurde durch 2 miniitiges Zentrifugieren bei 20.000 x g und
Raumtemperatur in den QIAshredder Spinsdulen homogenisiert. Dem Lysat wurden
anschlieBend 600 pl 70 %iges Ethanol zugegeben bevor es auf eine RNeasy Mini-Séule
pipettiert und bei Raumtemperatur fiir 15 s bei 8.000 x g zentrifugiert wurde. Die Gesamt-
RNA war an die Membran der Mini-Sdule gebunden, wahrend die iibrigen Substanzen
ausgewaschen wurden. Im nédchsten Schritt wurden 700 pl RW1-Puffer auf die Saule
gegeben und bei Raumtemperatur fiir 15 s bei 8.000 x g zentrifugiert. Vor dem Eluieren
der Gesamt-RNA wurden 500 pl RPE-Puffer auf die Sdule pipettiert und erneut bei
Raumtemperatur fiir 15 s bei 8.000 x g zentrifugiert. SchlieBlich wurde die Gesamt-RNA
durch die Zugabe von 50 pl RNase-freiem Wasser von der Séule eluiert (I min bei
8.000 x g und Raumtemperatur). Die isolierte Gesamt-RNA wurde bei -80 °C gelagert.

Die Bestimmung der Konzentration und der Reinheit der RNA-Proben erfolgte durch
eine spektrophotometrische Messung mittels Nanodrop-1000. Das Verhéltnis OD60/ODyg
und OD,4/ODy3¢ gab Aufschluss iiber die Reinheit der RNA. Dabei entsprach ein Quotient
OD260/0OD3gp von 1.9 bis 2.0 und ein Quotient OD40/OD339 von 2.0 bis 2.1 reiner RNA.
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4.3.2 Reverse Transkription

Bei der reversen Transkription diente die isolierte einzelstringige RNA als Matrize fiir
die Synthese eines komplementiren DNA-Stranges (cDNA). Mit Hilfe des RNA-to-cDNA
Kits wurden maximal 2 pg Gesamt-RNA pro 20 pl Reaktionsansatz in cDNA transkribiert
(Tabelle 4). Im Mastercycler wurde die RNA fir 60 min bei 37 °C in cDNA
umgeschrieben und die enzymatische Reaktion bei 95 °C fiir 5 min gestoppt. Die erhaltene
cDNA wurde bei -20 °C gelagert und fiir die quantitative Real-Time (RT)-PCR verwendet.

Tabelle 4: Zusammensetzung des Reaktionsansatzes zur Transkription der RNA in

cDNA.

Komponente Volumen/Reaktionsansatz

2x RT-Puffer 10 ul

20x RT-Enzym-Mix 1.0 pl

RNA-Probe bis zu 9 pl

Nuclease-freies Wasser | auf 20 pl auffiillen (bei Bedarf)

4.3.3 Quantitative Real-Time (RT)-PCR

Zur Untersuchung der Expression des CD11b-Genes wurde die quantitative RT-PCR
mit TagMan Sonden durchgefiihrt. Die TagMan Sonden waren am 5°‘-Ende mit dem
Reporter-Fluoreszenzfarbstoff 6-Carboxy-Fluorescein (FAM) und am 3‘-Ende mit dem
Quencher minor groove binder (MGB) gekoppelt. Der RT-PCR Reaktionsansatz (50 ul)
enthielt 50 ng cDNA und die in Tabelle 5 aufgefiihrten Komponenten. Jeder
Reaktionsansatz wurde als 4-fach Bestimmung durchgefiihrt. Im Falle der Negativkontrolle
wurde dem Reaktionsansatz anstatt der cDNA, RNase-freies Wasser zugegeben. Als
Referenzgen wurde die murine Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH)

verwendet. Die WT-neutrophilen Granulozyten dienten als Kalibrator.
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Tabelle S: Komponenten eines quantitativen RT-PCR Reaktionsansatzes.

Reaktionskomponente Volumen/Ansatz (50 pl
Reaktionsvolumen)

TagMan Universal PCR Master Mix 25 ul

20X TagMan Gene Expression 2,5 ul

cDNA in RNase-freiem Wasser gelost | 22,5

Gesamtvolumen 50 pl

Die quantitative RT-PCR wurde am ABI 7500 System mit dem in Tabelle 6
aufgefiihrten Programm durchgefiihrt.

Tabelle 6: Quantitative RT-PCR Bedingungen mit Dauer und Anzahl der Zyklen
sowie der Probentemperatur.

RT-PCR Schritt | Zyklenzahl Zyklendauer Temperatur
1 1 2 min 50 °C
2 1 10 min 95 °C
3 40 15s 95°C
1 min 60 °C

Der Schwellenwertzyklus (Ct-Wert) wurde mit Hilfe der SDS v1.3 Software ermittelt.
Die relative Quantifizierung der CDI11b-Genexpression erfolgte mit Hilfe der
vergleichenden AACt-Methode (Livak und Schmittgen 2001). Der AACt-Wert ergab sich
hierbei aus der Anderung der CD11b-Genexpression normalisiert auf das Referenzgen
GAPDH und relativ zum Kalibrator (WT-Zellen). Der AACt-Wert wurde anschlieBend in

die Formel 2744¢

eingesetzt, was der relativen Quantifizierung (RQ-Wert) entsprach.
ACtwr = Ct cpi1b (wr) — Ct GaPDH (WT)

- - -
ACtswap-70" = Ct cD11b (Swap-70 " ) — Ct GAPDH (Swap-70 )
AACt = ACt gyap70” — ACt wr
RQ — 2-AACt
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4.4 Statistische Auswertung und Darstellung

Zur Analyse auf statistisch signifikante Unterschiede zwischen den Messergebnissen
der Versuchsgruppen wurde der ungepaarte zweiseitige T-Test mit Hilfe der Statistik-
Software GraphPad Prism 3.0 durchgefiihrt. Als statistisch signifikant galt, wenn p < 0,05
(*); p < 0,01 (**); p < 0,001(***). Alle Werte p > 0,05 galten als statistisch nicht
signifikant (ns). In der vorliegenden Arbeit wurde das arithmetische Mittel der jeweiligen

Gruppe mit dem Mittelwert des Standardfehlers (SEM) als Fehlerbalken dargestellt.
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S _Ergebnisse

5.1 Analyse der Reinheit der isolierten murinen neutrophilen Granulozyten

Die Reinheit der gewonnenen Zellen wurde durchflusszytometrisch zum einen anhand
des Rezeptorstatus von Gr-1 und zum anderen anhand der Morphologie bestimmt.
Morphologisch weisen neutrophile Granulozyten gegeniiber anderen mononukledren Zellen
eine groflere Zelloberfliche und stdrkere Granularitit auf. Zeigten mehr als 80 % der
isolierten Zellen diese phénotypischen Eigenschaften, wurden die Populationen durch die
Region of interest 1 (R1) gekennzeichnet und auf Gr-1 untersucht (Abbildung 6A bis 6D).
Gr-1 ist ein granulozytenspezifischer Oberflichenmarker. Die WT- und Swap-70"-
Populationen zeigten dhnliche Fluoreszenzintensititen fiir Gr-1, die sich nicht signifikant
unterschieden (Abbildung 6B und 6D). Demnach wiesen die durch R1 markierten
Populationen eine anndhrend identische Anzahl von Gr-1 auf der Zelloberfliche auf und

bestanden zu rund 95 % aus neutrophilen Granulozyten.
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Abbildung 6: Analyse der Reinheit der gewonnenen neutrophilen Granulozyten von
Swap-70"- und WT-Miusen mittels Durchflusszytometrie. A und C) Aufgrund der
ZellgroBe und Granularitdt wurden murine neutrophile Granulozyten durch die Region of
interest 1 (R1) abgegrenzt. B und D) Die Zugabe des FITC-gekoppelten anti-Gr-1
Antikorpers zeigte den Anteil muriner neutrophiler Granulozyten innerhalb von R1. Durch
die Histogrammmarker M1 und M3 wurde hierbei das unspezifische Fluoreszenzsignal des
IgG-Isotypes vom spezifischen Fluoreszenzsignal fiir Gr-1 (M2 und M4) abgegrenzt. Die
Reinheit der Zellen wurde vor jedem Experiment iiberpriift.
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Die in der Arbeit untersuchten Antworten muriner neutrophiler Granulozyten wurden
durch das bakterielle Tripeptid fMLP ausgelost, das an die Rezeptoren FPR1 und
FPR2/ALX bindet (Panaro et al. 2006, Ye et al. 2009). Um die fMLP-vermittelte
Signaltransduktion in den WT- und den Swap-70'/ -Zellen zu untersuchen, wurde zunichst
die Rezeptormenge auf der Zelloberfliche unstimulierter Zellen durchflusszytometrisch
untersucht. Der hierflir verwendete PE-gekoppelte Antikorper erkannte sowohl die FPR1-
als auch die FPR2/ALX-Rezeptoren.

Abbildung 7 =zeigt, dass sich die Fluoreszenzintensititen der fMLP-Rezeptoren
zwischen den WT- und den Swap-70""-Zellen nicht signifikant unterschieden. Das bedeutet,
dass die Zellen im Ruhezustand eine annéhernd identische Anzahl an fMLP-Rezeptoren auf
der Zelloberfliche aufwiesen. Folglich sind Unterschiede in den untersuchten zelluldren
Antworten muriner neutrophiler Granulozyten nicht auf eine grundsitzlich verdnderte

Rezeptormenge auf der Zelloberflache zuriickzufiihren.
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Abbildung 7: Untersuchung der fMLP-Rezeptoren auf der Zelloberfliche primirer
unstimulierter neutrophiler Granulozyten von WT- und Swap-70"-Miusen mittels
Durchflusszytometrie. Pro Ansatz wurden 2 x 10° unstimulierte Zellen mit einem PE-
gekoppelten Antikorper, der die Rezeptoren FPR1 und FPR2/ALX erkennt, sowie dem IgG-
Isotyp inkubiert. Die Eigenfluoreszenz der Zellen wurde durch eine ungefirbte Probe
ermittelt. Durch den Histogrammmarker M1 wurde das unspezifische Fluoreszenzsignal des
IgG-Isotypes vom spezifischen Fluoreszenzsignal der fMLP-Rezeptoren (M2) abgegrenzt.
Dargestellt sind die mittleren Fluoreszenzintensititen (MFI) eines reprisentativen
Experimentes von insgesamt 3 unabhdngig durchgefiihrten Experimenten und p > 0,05 (ns).
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5.2 Murine neutrophile Granulozyten synthetisieren SWAP-70

Murine Immunzellen, wie Mastzellen, dendritische Zellen, eosinophile Granulozyten
und B-Zellen, synthetisieren das Protein SWAP-70 (Borggrefe et al. 1999, Gross et al. 2002,
Oberbanscheidt et al. 2006, Bahaie et al. 2012). Mittels Western Blot wurde die Existenz
von SWAP-70 in murinen neutrophilen Granulozyten untersucht. Hierflir wurden Zelllysate
von WT-Zellen, Swap-70'/'-Zellen sowie Raji-Zellen (Positivkontrolle) mit Hilfe eines
polyklonalen Antikorpers auf SWAP-70 untersucht. Raji-Zellen sind eine humane B-
Zelllinie des Burkitt-Lymphom:s.

In den Lysaten der WT-Zellen und Raji-Zellen konnte SWAP-70 immunologisch
detektiert werden (Abbildung 8). In den Lysaten der Swap-70""-Zellen war dies hingegen
nicht moglich (Abbildung 8).

WT Raji Swap-70"

Immunoblot

70 kDa —|
SWAP-70

42 H)a_ B- |

Abbildung 8: Immunologische Analyse von SWAP-70 in neutrophilen Granulozyten
von WT- und Swap-70"- Miusen mittels Western Blot. Es wurden die Lysate von
jeweils 2 x 10° WT-, Raji- (Positivkontrolle) und Swap—70'/'—Zellen iiber eine SDS-PAGE
aufgetrennt und auf eine PVDF-Membran transferiert. Im Western Blot erfolgte darauthin
die Detektion von SWAP-70 mit einem polyklonalen Antikoérper. Aktin diente als
Ladekontrolle.

5.3 SWAP-70 beeinflusst die Aktivierung der Rac2-GTPase

Verschiedene Arbeitsgruppen zeigten, dass SWAP-70 in die Aktivierung einiger Rho-
GTPasen, unter anderem der Rac-GTPase, involviert ist (Shinohara et al. 2002, Sivalenka
und Jessberger 2004, Ocana-Morgner et al. 2009). Es wurde an dieser Stelle durch
Pulldown-Experimente der Einfluss von SWAP-70 auf die Aktivierung der Rac-GTPasen in
murinen neutrophilen Granulozyten untersucht. Da murine neutrophile Granulozyten die

Isoformen Racl und Rac2 zu gleichen Teilen exprimieren (Li et al. 2002), wurde die
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Aktivierung beider Isoformen analysiert. Hierfiir blieben die Zellen unstimuliert
oder wurden mit 2 uM fMLP iiber einen Zeitraum von 30 s aktiviert und anschlieBend
lysiert. Die maximal mogliche Rac-Aktivierung in vitro wurde durch GTPyS
(Positivkontrolle) erreicht. Aus den Zelllysaten wurde aktives Rac (Rac-GTP) prézipitiert
und inaktives Rac (Rac-GDP) wurde aus dem Uberstand entnommen. Die Proben wurden
im Western Blot immunologisch auf Racl und Rac2 untersucht. Die Aktivierung der
Rac1/2-GTPase in den einzelnen Versuchsansidtzen wurde durch das Verhiltnis von
Rac1-GTP zu Rac1-GDP bzw. Rac2-GTP zu Rac2-GDP ermittelt.

Wie aus Abbildung 9A und 9B hervorgeht, induzierte die fMLP-Stimulierung in den
WT-Zellen und den Swap-70""-Zellen eine transiente Aktivierung der Racl- und der Rac2-
GTPase mit Maximalwerten nach 5 s. Danach verringerte sich der Anteil an aktivierter
Racl- und Rac2-GTPase bis 30 s nach fMLP-Zugabe anndhernd die Ausgangswerte erreicht
wurden. Die Swap-70"-Zellen zeigten gegeniiber den WT-Zellen 5 s nach fMLP-Zugabe
eine rund 30 % verringerte Aktivierung der Rac2-GTPase (p < 0,05). Die Aktivierung der
Racl-GTPase unterschied sich zu diesem Zeitpunkt hingegen nicht signifikant. Weitere
signifikante Unterschiede zwischen den WT- und den Swap-70"-Zellen waren iiber den
untersuchten Zeitraum nicht erkennbar.

Die Ergebnisse zeigen, dass SWAP-70 in fMLP-stimulierten murinen neutrophilen
Granulozyten zwischen den Rac-Isoformen differenziert. Es beeinflusst vorrangig die

Aktivierung der Rac2-GTPase.
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Abbildung 9: Aktivierung der Racl- und der Rac2-GTPase in fMLP-stimulierten
neutrophilen Granulozyten von WT- und Swap-70'/'-Mﬁusen. A) Es wurden je 4 x 10°
WT-Zellen und Swap—70'/'—Zellen mit der Positivkontrolle GTPyS (100 uM) oder fMLP
(2 uM) tiber einen Zeitraum von 30 s stimuliert. AnschlieBend wurden sie lysiert und aktives
Rac (Rac-GTP) wurde aus dem Zelllysat prizipitiert, wihrend inaktives Rac (Rac-GDP) aus
dem Uberstand entnommen wurde. Die Proben wurden mittels polyklonaler Antikorper auf
Racl und Rac2 im Western Blot untersucht. Dargestellt ist ein représentatives Resultat von
insgesamt 5 unabhdngig durchgefiihrten Versuchen. B) Statistische Auswertung der Rac-
Aktivierung mittels TotalLab-Software. Als MaB fiir die Aktivierung diente das Verhéltnis
von Rac-GTP zu Rac-GDP. Die Werte wurden auf die unstimulierten WT-Zellen (Wert
eins) normalisiert. Dargestellt sind die Mittelwerte £ SEM aus 5 Versuchen mit
signifikanten Werten p < 0,05 (*) und nicht signifikanten Werten p > 0,05 (ns).

5.4 SWAP-70 beeinflusst die ROS-Produktion

Die ROS-Produktion durch die NADPH-Oxidase ist ein charakteristisches Merkmal
aktivierter neutrophiler Granulozyten (Knaus et al. 1991, Abo et al. 1991, Babior 1999,
Dinauer 2003). Um den Einfluss von SWAP-70 auf die ROS-Produktion zu charakterisieren,

wurden murine neutrophile Granulozyten in lucigeninhaltigem Medium resuspendiert.
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AnschlieBend wurden sie mit 2 uM fMLP in An- und Abwesenheit von LPS (10 pg/ml) und
TNFa (10 ng/ml) stimuliert. LPS und TNFa sind selbst nicht in der Lage die ROS-
Produktion auszulosen, erhdhen diese jedoch nach fMLP-Zugabe (Berkow und Dodson
1988, Vosbeck et al. 1990). Die ROS-Produktion wurde anhand der Chemilumineszenz von
Lucigenin ermittelt. Die erhaltenen Signale wurden in relativen Lichteinheiten pro Sekunde
(RLU/s) angegeben.

Wie aus Abbildung 10A zu entnehmen ist, wurde 10 s bis 15 s nach fMLP-Zugabe die
grofftmogliche ROS-Produktion in den WT-Zellen und den Swap-70'/ -Zellen erreicht.
Danach verringerte sich die ROS-Produktion und 75 s nach fMLP-Zugabe erreichten beide
Zellen die Ausgangswerte. Die groBitmogliche ROS-Produktion der WT-Zellen lag bei
1310 RLU/s. Die Swap-70"-Zellen wiesen hingegen eine etwa 2-fach verminderte ROS-
Produktion von 625 RLU/s auf (p < 0,001). Die Swap-70"-Zellen zeigten im Vergleich zu
den WT-Zellen iiber einen Zeitraum von 5 s bis 35 s nach fMLP-Zugabe eine signifikant
verminderte ROS-Produktion.

Die Vorbehandlung der WT-Zellen mit LPS oder TNFa steigerte die maximale fMLP-
induzierte ROS-Produktion verglichen mit der alleinigen fMLP-Stimulierung (1310 RLU/s)
um das 4-fache (Abbildung 10B und 10C). Die groftmogliche ROS-Produktion lag
demnach bei rund 5300 RLU/s und wurde 10 s bis 15 s nach fMLP-Zugabe erreicht. Ein
dhnliches Verhalten zeigten LPS oder TNFa vorbehandelte Swap-70""-Zellen 10 s bis 15 s
nach fMLP-Stimulierung. Die maximale ROS-Produktion erhohte sich hierbei im Vergleich
zur alleinigen fMLP-Stimulierung (625 RLU/s) um das 4,5-fache auf rund 3000 RLU/s
(Abbildung 10B und 10C). Die maximale ROS-Produktion der LPS oder TNFa
vorbehandelten Swap—70'/'—Zellen nach fMLP-Zugabe war im Vergleich zu den WT-Zellen
somit um ca. 50 % vermindert (WT 5300 RLU/s, Swap—70'/' 3000 RLU/s, p < 0,001). Der
zeitliche Verlauf der ROS-Produktion war in den vorbehandelten WT- und Swap-70’/'-
Zellen dhnlich und signifikante Unterschiede traten 5 s bis 35 s nach fMLP-Stimulierung auf.

Die Untersuchung der Gesamtmenge an ROS nach fMLP-Stimulierung in An- und
Abwesenheit von LPS und TNFa zeigte in den Swap-70""-Zellen im Vergleich zu den WT-
Zellen eine signifikant verminderte ROS-Produktion (Abbildung 10D). Die ROS-Produktion
der Swap-70""-Zellen nach alleiniger fMLP-Stimulierung war gegeniiber den WT-Zellen um
rund 48 % verringert. Im Falle der Vorbehandlung mit den Priming-Substanzen erreichten
die Swap-70'/ -Zellen nach fMLP-Stimulierung 55 % (LPS) bzw. 57 % (TNFa) der ROS-
Produktion der WT-Zellen.
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Abbildung 10: ROS-Produktion fMLP-stimulierter neutrophiler Granulozyten von WT- und
Swap-70"-M:usen in An- und Abwesenheit von LPS oder TNFo. Es wurden je 2 x10° WT- und
Swap-70""-Zellen in lucigeninhaltigem Medium fiir 30 min bei 37 °C inkubiert. Nach Stimulierung
der Zellen wurde die Bildung von *O,  iber einen Zeitraum von 120 s anhand der
Chemilumineszenz von Lucigenin ermittelt. Als Negativkontrolle dienten DMSO-behandelte Zellen.
A) ROS-Produktion nach Stimulierung mit 2 uM fMLP. B) Vorbehandlung der Zellen mit 10 pg/ml
LPS und Induktion der ROS-Produktion durch 2 uM fMLP. C) Vorbehandlung der Zellen mit
10 ng/ml TNFa und Auslésung der ROS-Produktion durch 2 pM fMLP. Dargestellt sind die
Mittelwerte = SEM aus fiinf unabhédngigen Experimenten als RLU/s mit signifikanten Werten A) 5 s:
p <0,01; 10 s bis 25 s: p < 0,001; 30 s: p <0,01; 35 s: p<0,05; 40 s bis 120 s: p > 0,05; B) 5 s bis
20 s: p <0,001; 25 s bis 35 s: p < 0,01; 40 s bis 120 s: p > 0,05; C) 5 s bis 30 s: p < 0,001; 35 s:
p <0,01; 40 s bis 120 s p > 0,05. D) Mit Hilfe des Integrals wurde die durchschnittlich produzierte
Gesamtmenge an ROS iiber den Zeitraum von 120 s ermittelt. Die erhaltenen Werte wurden zu den
fMLP-stimulierten WT-Zellen (entsprechen 100 %) ins Verhiltnis gesetzt. Dargestellt sind die
Mittelwerte + SEM aus fiinf unabhidngigen Experimenten mit signifikanten Werten p < 0,001 (***).
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5.5 SWAP-70 beeinflusst die Aktivierung der MAP-Kinasen p38 und p42/p44. jedoch
nicht die Aktivierung der Proteinkinasen AKT und GSK3p

Entscheidende Signalmolekiile in der fMLP-vermittelten Signalkaskade sind die PI3KYy,
die PI3Ky-abhingige Proteinkinase B (AKT), die AKT-abhédngige Glykogensynthasekinase
3B (GSK3pP) sowie die MAP-Kinasen p38 und p42/p44 (Grinstein und Furuya 1992,
Thompson et al. 1994, Kular et al. 1997, Zu et al. 1998, Hirsch et al. 2000). Mittels Western
Blot wurde untersucht, ob SWAP-70 in murinen neutrophilen Granulozyten die Aktivierung
von AKT und GSK3pB sowie der MAP-Kinasen p38 und p42/p44 beeinflusst. Zu diesem
Zweck wurden die Zellen mit 2 uM fMLP iiber einen Zeitraum von 600 s stimuliert.
AnschlieBend wurden sie lysiert und das Gesamtzelllysat im 10 %igen SDS-PAA-Gel
separiert. Die Proteine wurden auf eine PVDF-Membran transferiert und immunologisch auf
die phosphorylierte und unphosphorylierte Form der MAP-Kinasen bzw. AKT und GSK3f3
untersucht. Der Anteil des aktivierten Proteins ergab sich aus dem Verhéltnis der
phosphorylierten zur unphosphorylierten Form. Die Negativkontrolle DMSO induzierte iiber
den untersuchten Zeitraum (600 s) keine Phosphorylierung der untersuchten Signalmolekiile.
Als repréasentatives Ergebnis wird deshalb in Abbildung 11 und 12 ausschlieBlich der
Phosphorylierungsgrad 30 s nach DMSO-Zugabe gezeigt.

Wie aus Abbildung 11A und 11B hervorgeht, bewirkte die fMLP-Stimulierung eine
reversible Aktivierung der MAP-Kinasen p38 und p42/p44 in den WT-Zellen und den
Swap-70'/ -Zellen mit einem Aktivierungsmaximum nach 30 s. Danach verringerte sich der
Anteil aktivierter MAP-Kinasen. Die Swap-70"-Zellen zeigten gegeniiber den WT-Zellen
im Zeitraum von 30 s bis 180 s einen signifikant verminderten Anteil an aktivierter MAP-
Kinase p42/p44. Ein solch signifikanter Unterschied war fiir p38 lediglich 30 s nach fMLP-

Zugabe erkennbar.
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Abbildung 11: Zeitabhingige Aktivierung der MAP-Kinasen p42/p44 und p38 in
neutrophilen Granulozyten von WT- und Swap-70'/ -Miusen nach fMLP-Stimulierung.
A) Pro Ansatz wurden 2 x 10° Zellen mit 2 pM fMLP iiber einen Zeitraum von 600 s
stimuliert. Als Negativkontrolle dienten DMSO-behandelte Zellen. Anschlielend wurden
die Zellen lysiert und das Gesamtzelllysat im 10 %igen SDS-PAA-Gel aufgetrennt. Die
phosphorylierte und unphosphorylierte Form der MAP-Kinasen wurden mit den
entsprechenden monoklonalen bzw. polyklonalen Antikérpern im Western Blot
nachgewiesen. Als interne Ladekontrolle diente das house keeping-Protein Vinculin.
Dargestellt ist ein reprasentatives Ergebnis von sechs unabhédngig durchgefiihrten
Experimenten. B) Densiometrische Auswertung der sechs Experimente mittels TotalLab-
Software. Als Mal} fiir die Aktivierung diente das Verhéltnis aus phosphorylierter MAP-
Kinase zur unphosphorylierten Form. Dargestellt sind die Mittelwerte =+ SEM, die auf
unstimulierte WT-Zellen (Wert eins) normalisiert wurden mit signifikanten Werten
p <0,001 (***), p <0,01 (**) und nicht signifikanten Werten p > 0,05 (ns).

Die Abbildung 12A und 12B zeigt die reversible Aktivierung von AKT und die
Phosphorylierung der GSK3p in den WT-Zellen und den Swap-70"-Zellen. Die maximale
Phosphorylierung von AKT wurde 30 s nach fMLP-Zugabe erreicht und nach 600 s bildete

sich die Antwort auf das Ausgangsniveau zuriick. Uber den gesamten Zeitraum der fMLP-
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Stimulierung waren zwischen den WT-Zellen und den Swap-70"-Zellen keine signifikanten
Unterschiede im Phosphorylierungsgrad erkennbar. Die Untersuchung der GSK3f
Phosphorylierung iiber den Zeitraum von 0 s bis 600 s zeigte ebenfalls keine signifikanten
Unterschiede zwischen den Zellen. Die maximale Phosphorylierung wurde auch hier 30 s
nach fMLP-Zugabe erreicht und nach 600 s bildete sich die Antwort auf das
Ausgangsniveau zuriick. Da der Antikorper fiir die Untersuchung der unphosphorylierten
Form von GSK3[B nicht zuverléssig arbeitete, wurde die Phosphorylierung mit Hilfe der
Ladekontrolle (Aktin) ermittelt.
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Abbildung 12: Zeitabhingige Aktivierung von AKT und Hemmung von GSK3 in
neutrophilen Granulozyten von WT- und Swap-70"-M:usen nach fMLP-Stimulierung.
A) Pro Ansatz wurden 2 x 10° Zellen mit 2 uM fMLP iiber einen Zeitraum von 600 s
stimuliert. Die Zellen wurden lysiert und das Gesamtzelllysat im 10 %igen SDS-PAA-Gel
aufgetrennt. Als Negativkontrolle dienten DMSO-behandelte Zellen. Die phosphorylierte
und unphosphorylierte Form der Proteine wurde immunologisch im Western Blot
nachgewiesen. Als interne Ladekontrolle diente das house keeping-Protein [B-Aktin.
Dargestellt ist ein reprasentatives Ergebnis von sechs unabhédngig durchgefiihrten
Experimenten. B) Densiometrische Auswertung der sechs Experimente mittels TotalLab-
Software. Als MaB fiir die Aktivierung diente das Verhéltnis aus phosphorylierter AKT zur
unphosphorylierten Form. Der Anteil an inhibierter GSK3p wurde durch das Verhiltnis aus
der phosphorylierten Form zur Ladekontrolle ermittelt. Dargestellt sind die Mittelwerte +
SEM, die auf unstimulierte WT-Zellen (Wert eins) normalisiert wurden, p > 0,05 (ns).
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5.6 SWAP-70 ist nicht in die Migration und Aktinpolvmerisierung eingebunden

Es ist bekannt, dass SWAP-70 die Migration sowie die Reorganisation des
Aktinzytoskeletts in verschiedenen murinen Immunzellen reguliert (Sivalenka und
Jessberger 2004, Pearce et al. 2006, Pearce et al. 2011, Bahaie et al. 2012). Die néichste
Fragestellung galt daher der Bedeutung von SWAP-70 fiir die in vitro-Migration sowie die
Aktinpolymerisierung muriner neutrophiler Granulozyten. Die in vitro-Migration wurde in
Abhingigkeit verschiedener fMLP-Konzentrationen (0,02 pM bis 20 uM fMLP) mit Hilfe
eines Transwell-Migrationssystems untersucht. Die Anzahl der migrierten Zellen wurde
durchflusszytometrisch ermittelt und anschlieBend wurde der chemotaktische Index (CI)
bestimmt. Die Negativkontrolle DMSO induzierte unabhédngig der eingesetzten
Konzentrationen (0,02 pM bis 20 uM DMSO) keine Migration der Zellen. Aus diesem
Grund wurde als reprédsentatives Ergebnis in Abbildung 13A lediglich die Migration der
Zellen in Anwesenheit von 2 puM DMSO gezeigt. Fir die Untersuchung der
Aktinpolymerisierung wurden die Zellen, wie unter 4.1.5 beschrieben, mit verschiedenen
fMLP-Konzentrationen (0,02 uM bis 20 uM fMLP) stimuliert. AnschlieBend wurde der
relative F-Aktingehalt, der sich aus dem Verhéltnis der mittleren Fluoreszenzintensitét
(MFI) von fMLP-stimulierten zu unstimulierten Zellen ergab, mit Hilfe von NBD-
Phallacidin durchflusszytometrisch bestimmt. Die Ergebnisse sind in Abbildung 13B
dargestellt.

Der Abbildung 13A ist zu entnehmen, dass mit steigender fMLP-Konzentration die
WT-Zellen und die Swap-70"-Zellen verstirkt migrierten. Die maximale migratorische
Antwort wurde bei 2 uM fMLP erreicht. Eine hohere fMLP-Konzentration (20 uM fMLP)
fiihrte zu einer verminderten Migration der Zellen. Bei keiner verwendeten fMLP-
Konzentration waren signifikante Unterschiede zwischen den WT-Zellen und den
Swap—70'/'—Zellen erkennbar.

Abbildung 13B zeigt die transiente Aktinpolymerisierung (F-Aktin) in Abhédngigkeit
verschiedener fMLP-Konzentrationen (0,02 uM bis 20 uM fMLP). Bei allen eingesetzten
fMLP-Konzentrationen erreichten die WT-Zellen und die Swap-70"-Zellen nach 10 s den
maximalen relativen F-Aktingehalt, wodurch bekannte Literaturdaten bestéitigt wurden
(Wallace et al. 1984). AnschlieBend verringerte sich dieser bis nach 10 min die
Ausgangswerte erreicht wurden. Die groftmdgliche Aktinpolymerisierung in den WT-
Zellen und den Swap-70"-Zellen induzierte die Stimulierung mit 2 pM fMLP. Der

anfiangliche relative F-Aktingehalt wurde hierbei verdoppelt. Zwischen den WT-Zellen und
- 49 -



Ergebnisse

den Swap-70""-Zellen waren bei keiner eingesetzten fMLP-Konzentration und zu keinem
untersuchten Zeitpunkt signifikante Unterschiede erkennbar.

Die Experimente belegen deutlich, dass SWAP-70 in fMLP-stimulierten murinen
neutrophilen Granulozyten weder fiir die Migration noch fiir die Reorganisation des

Aktinzytoskeletts bedeutsam ist.
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Abbildung 13: In vitro-Migration und Aktinpolymerisierung (F-Aktin) neutrophiler
Granulozyten von WT- und Swap-70'/ -Miusen in Abhingigkeit der fMLP-
Konzentration. A) Die Migration wurde mit Hilfe eines Transwell-Migrationssystems
untersucht. Pro Ansatz migrierten 5 x 10> Zellen iiber einen Zeitraum von 90 min bei 37 °C
und 5 % CO; in Richtung verschiedener fMLP-Konzentrationen, des Mediums oder in
Richtung der Negativkontrolle DMSO. Die Anzahl der migrierten Zellen wurde
durchflusszytometrisch ermittelt und der chemotaktische Index (CI) bestimmt. Der CI-Wert
unstimulierter WT-Zellen erhielt den Wert eins und die erhaltenen Werte wurden zu diesem
ins Verhiltnis gesetzt. Dargestellt sind die CI £ SEM aus 7 unabhédngigen Experimenten und
p > 0,05 (ns). B) Die Aktinpolymerisierung (F-Aktin) von jeweils 30.000 Zellen wurde
mittels NBD-Phallacidin durchflusszytometrisch bestimmt. Der relative F-Aktingehalt ergab
sich aus dem Verhiltnis der mittleren Fluoreszenzintensitit (MFI) von fMLP-stimulierten zu
unstimulierten Zellen. Alle erhaltenen Werte wurde zu den unstimulierten WT-Zellen (Wert
eins) ins Verhiltnis gesetzt. Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM aus 5 unabhingigen
Experimenten und p > 0,05 (ns).
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5.7 SWAP-70 beeinflusst die Lokalisierung von CD11b auf der Zelloberfliche, die

CD11b-Proteinmenge und die CD11b-Genexpression

In murinen eosinophilen Granulozyten beeinflusst SWAP-70 die Verteilung und die
Lokalisierung des Adhidsionsmolekiils CD11b auf der Zelloberfliche (Bahaie et al. 2012).
Mittels Durchflusszytometrie wurde die Bedeutung von SWAP-70 fiir die Lokalisierung von
CD11b auf der Zelloberfliche muriner neutrophiler Granulozyten untersucht. Es wurden
hierfiir jeweils 2 x 10° Zellen iiber einen Zeitraum von 50 min mit 2 uM fMLP stimuliert.
AnschlieBend wurden sie mit einem fluorochrommarkierten anti-CD11b Antikorper
inkubiert. Die Lokalisierung von CDI11b ergab sich aus dem Verhédltnis der mittleren
Fluoreszenzintensitdt (MFI) fMLP-stimulierter zu unstimulierten Zellen.

Die Abbildung 14A zeigt den zeitlichen Verlauf der Lokalisierung von CD11b auf der
Zelloberflache fMLP-stimulierter WT- und Swap-70""-Zellen. Es ist erkennbar, dass dieser
in beiden Zellen dhnlich war, wobei die grofftmogliche Lokalisierung 10 min bis 15 min
nach fMLP-Zugabe erreicht wurde. Danach verminderte sich die Anzahl von CD11b auf der
Zelloberflache. Die Ausgangswerte wurden 50 min nach fMLP-Zugabe erreicht. Die
Swap-70""-Zellen wiesen gegeniiber den WT-Zellen bereits im unstimulierten Zustand eine
signifikant verminderte Anzahl von CD11b auf der Zelloberfliche auf. Diese signifikant
verringerte Lokalisierung von CD11b in den Swap-70""-Zellen war iiber einen Zeitraum von
15 min der fMLP-Stimulierung erkennbar.

Um zu kléren, ob die verminderte Lokalisierung von CD11b auf der Zelloberfldache in
unstimulierten und fMLP-stimulierten Swap-70'/ -Zellen auf eine grundsitzlich verdnderte
Proteinmenge zuriickzufiihren ist, wurden Western Blot Experimente durchgefiihrt. Fiir die
Untersuchung wurde das Gesamtzelllysat von jeweils 2 x 10° unstimulierten und fMLP-
stimulierten (2 uM fMLP) WT- Zellen und Swap-70'/'-Zellen iiber eine SDS-PAGE
aufgetrennt. Nachdem die Proteine auf eine PVDF-Membran transferiert wurden, erfolgte
die Detektion von CDI11b durch den entsprechenden Antikdrper. Da die CD11b-
Oberflachenlokalisierung 15 min nach fMLP-Zugabe den Maximalwert erreichte und sich
zu diesem Zeitpunkt signifikant zwischen den WT- und den Swap-70""-Zellen unterschied,
erfolgte die Untersuchung der CD11b-Proteinmenge ebenfalls zu diesem Zeitpunkt.

Wie Abbildung 14B =zeigt, wiesen sowohl die unstimulierten als auch die
fMLP-stimulierten Swap-70""-Zellen gegeniiber den WT-Zellen eine signifikant verminderte
CD11b-Proteinmenge auf.
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Um weiterhin zu untersuchen, inwieweit die verminderte CD11b-Proteinmenge in den
unstimulierten und fMLP-stimulierten Swap-70""-Zellen auf eine verinderte Expression des
CD11b-Genes zuriickzufiihren ist, wurde eine quantitative RT-PCR durchgefiihrt. Die
relative Quantifizierung der CD11b-Genexpression erfolgte mit Hilfe der AACt-Methode,
wie unter 4.3.3 beschrieben. In Anlehnung an die Untersuchung der CD11b-Proteinmenge,
erfolgte die Analyse der CD11b-Genexpression in stimulierten WT- und Swap-70"-Zellen
ebenfalls 15 min nach der Zugabe von 2 uM fMLP.

Aus Abbildung 14C ist zu entnehmen, dass unstimulierte und fMLP-stimulierte
Swap-70""-Zellen im Vergleich zu den WT-Zellen eine signifikant verminderte Expression

des CD11b-Genes aufwiesen.

A) CD11b-Lokalisierung auf der Zelloberfliiche B) CD11b-Proteinlevel
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Abbildung 14: Untersuchung der CD11b-Oberflichenlokalisierung, der CD11b-
Proteinmenge sowie der CD11b-Genexpression neutrophiler Granulozyten von WT-
und Swap-70""-Miusen nach fMLP-Stimulierung. A) Durchflusszytometrische Analyse
des Adhisionsmolekiils CD11b auf der Zelloberfliche. Pro Ansatz wurden je 2 x 10° Zellen
mit 2 uM fMLP {iiber einen Zeitraum von 50 min stimuliert. Mit Hilfe eines PE-gekoppelten
anti-CD11b Antikorpers wurde die spezifische mittlere Fluoreszenzintensitdt (MFI) ermittelt,
die sich aus dem Verhéltnis der MFI fMLP-stimulierter zu unstimulierten Zellen ergab. Alle
erhaltenen Werte wurden zu den unstimulierten WT-Zellen ins Verhéltnis gesetzt.
Dargestellt sind die spezifischen MFI + SEM aus 5 unabhidngigen Experimenten mit
signifikanten Werten p < 0,01 (**) bzw. nicht signifikanten Werten p > 0,05 (ns). B)
Analyse der CD11b-Proteinmenge in jeweils 2 x 10° unstimulierten und fMLP-stimulierten
Zellen mittels TotalLab Software. Die Zellen wurden {iber einen Zeitraum von 15 min mit
2 uM fMLP aktiviert. Die erhaltenen Werte der Swap-70"-Zellen wurden zu den
WT-Zellen, die den Wert eins erhielten, ins Verhéltnis gesetzt. Dargestellt sind die
Mittelwerte £+ SEM aus vier durchgefiihrten Experimenten mit signifikanten Werten
p < 0,01 (**). C) Mit Hilfe der quantitativen RT-PCR wurde in unstimulierten und 2 pM
fMLP stimulierten Zellen die CD11b Genexpression untersucht. Anhand der AACt-Methode
wurde der RQ-Wert bestimmt und p < 0,001 (**%*).
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5.8 SWAP-70 beeinflusst die Adhésion an Fibrinogen

Fir das Oberflichenmolekiil CD11b ist bekannt, dass es unter anderem mit dem
Glykoprotein Fibrinogen interagiert (Wright et al. 1988, Ugarova und Yakubenko 2001).
Um zu priifen, ob die verminderte Lokalisierung von CD11b auf der Zelloberfliche
Swap-70'/ “-muriner neutrophiler Granulozyten mit verdnderten adhésiven Prozessen
einhergeht, wurde die Adhision an Fibrinogen untersucht. Es wurden hierfiir jeweils 5 x 10’
WT-Zellen und Swap-70"-Zellen die Bindung an Fibrinogen in An- und Abwesenheit von
2 uM fMLP ermdglicht. Nachdem die Zellen fixiert, mit Kristallviolett gefarbt und lysiert
wurden, erfolgte die Messung der Absorption bei 595 nm im ELISA Reader.

Abbildung 15 zeigt eine signifikant verminderte Adhision unstimulierter und fMLP-
stimulierter Swap-70"-Zellen an Fibrinogen im Vergleich zu WT-Zellen. Die Adhision
unstimulierter Swap-70""-Zellen war gegeniiber den WT-Zellen um rund 22 % verringert.
Im Falle der fMLP-Stimulierung adhirierten rund 32 % weniger Swap-70"-Zellen als
WT-Zellen. Anhand der Ergebnisse konnte festgestellt werden, dass die SWAP-70 die

Adhésion muriner neutrophiler Granulozyten an Fibrinogen beeinflusst.

Adhision an Fibrinogen

W T
B Swap-707"

kek

unstimulated fMLP

Abbildung 15: Adhision neutrophiler Granulozyten von WT- und Swap-70'/'-Méiusen
an Fibrinogen in Abhingigkeit von fMLP. Die Adhdsion unstimulierter und 2 uM fMLP-
stimulierter Zellen (pro Ansatz 5 x 10°) an 20 pg/ml Fibrinogen wurde photometrisch
untersucht. Die Zellen adhirierten an Fibrinogen bei 37 °C und 5 % CO,; fiir 15 min.
AnschlieBend wurde Absorption bei 595 nm im ELISA Reader gemessen. Die erhaltenen
Werte wurden zu den unstimulierten WT-Zellen ins Verhéltnis gesetzt. Dargestellt sind die
Mittelwerte £ SEM aus 3 unabhédngigen Experimenten mit signifikanten Werten p < 0,05 (*)
und p < 0,01 (**).
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Diskussion

6 Diskussion

Das PIPs;-bindende Signalprotein SWAP-70 reguliert in murinen Immunzellen, wie
B-Zellen, Mastzellen, dendritischen Zellen und eosinophilen Granulozyten verschiedene
zelluldre Antworten (Gross et al. 2002, Sivalenka und Jessberger 2004, Pearce et al. 2006,
Quemeneur et al. 2008, Sivalenka et al. 2008, Ocana-Morgner et al. 2009, Peacre et al.
2011, Ocana-Morgner et al. 2011, Bahaie et al. 2012). Die vorliegende Arbeit zeigte
erstmals eine funktionelle Bedeutung von SWAP-70 in der N-Formylpeptid-vermittelten
Signaltransduktion neutrophiler Granulozyten, die aus murinem Knochenmark stammen.
Fir die Untersuchungen wurden neutrophile Granulozyten von WT- und homozygoten
Swap-70-defizienten Méusen verwendet. Die Arbeit leistet damit einen wesentlichen
Beitrag zur weiterfilhrenden Charakterisierung der Funktion von SWAP-70 in murinen

Immunzellen und unterstreicht die Multifunktionalitdt des Signalproteins.

6.1 Murine neutrophile Granulozyten synthetisieren SWAP-70

Es ist bekannt, dass murine Immunzellen, wie eosinophile Granulozyten, B-Zellen,
dendritische Zellen sowie Mastzellen, das Protein SWAP-70 synthetisieren (Sivalenka und
Jessberger 2004, Pearce et al. 2006, Ocana-Morgner et al. 2009, Bahaie et al. 2012).
Demgegeniiber konnte das Signalprotein in murinen Makrophagen und murinen T-Zellen
nicht nachgewiesen werden (Borggrefe et al. 1999). Mittels Western Blot konnte in dieser
Arbeit erstmals in murinen neutrophilen Granulozyten SWAP-70 nachgewiesen werden.
Diese Zellen sind damit ein weiteres Beispiel muriner Immunzellen, die SWAP-70

synthetisieren.

6.2 SWAP-70 begiinstigt die Aktivierung der Rac2-GTPase

Die Untersuchung der Aktivierung der Rac-GTPasen zeigte in fMLP-stimulierten
Swap-70""-neutrophilen Granulozyten im Vergleich zu den WT-neutrophilen Granulozyten
eine signifikant verminderte, aber verbleibende Aktivierung der Rac2-GTPase. Die

Aktivierung der Racl-GTPase unterschied sich hingegen nicht signifikant. SWAP-70
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differenziert in murinen neutrophilen Granulozyten demnach zwischen den Rac-Isoformen.
Es leitet Signale vom fMLP-Rezeptor zur Rac2-GTPase weiter und begiinstigt die
Aktivierung dieser GTPase. Die Aktivierung kann hierbei direkt oder indirekt durch
SWAP-70 beeinflusst werden. Im Falle einer direkten Beeinflussung wiirde SWAP-70 als
Rac2-spezifischer GEF fungieren. Die Unterscheidung zwischen den Rac-Isoformen
unterstiitzt die Annahme verschiedener Arbeitsgruppen, dass die Isoformen in zelluldren
Antworten muriner neutrophiler Granulozyen unterschiedliche Bedeutungen aufweisen
(Roberts et al. 1999, Kim und Dinauer 2001, Li et al. 2002, Gu et al. 2003, Glogauer et al.
2003, Sun et al. 2004). Es wurde demonstriert, dass die Rac2-GTPase maligeblich die
ROS-Produktion sowie die Adhdsion und Migration beeinflusst (Roberts et al. 1999, Kim
und Dinauer 2001, Li et al. 2002, Gu et al. 2003, Sun et al. 2004). Die Rac1-GTPase ist fiir
die Migration, die Reorganisation des Aktinzytoskeletts, jedoch nicht fiir die ROS-
Produktion bedeutsam (Glogauer et al. 2003, Sun et al. 2004).

Die bereits erwihnte verbleibende Rac2-Aktivitdit in den fMLP-stimulierten
Swap-70""-Zellen konnte auf Signalmolekiile zuriickzufiihren sein, die ebenfalls die
Aktivierung der Rac2-GTPase beeinflussen. In Abhéngigkeit des Tripeptids fMLP
begiinstigen in murinen neutrophilen Granulozyten unter anderem der PIPs-dependent Rac
exchanger 1 (P-Rex1) und der dedicator of cytokinesis 2 (DOCK2) die Aktivierung der
Rac2-GTPase (Welch et al. 2005, Dong et al. 2005, Kunisaki et al. 2006). Hierbei weist
P-Rex-1, wie SWAP-70, eine Spezifitit fiir die Rac2-GTPase auf, wihrend DOCK2 die
Aktivierung der Racl- und der Rac2-GTPase beeinflusst (Welch et al. 2005, Dong et al.
2005, Kunisaki et al. 2006). SWAP-70 ist damit ein weiterer Bestandteil eines komplexen
Netzwerkes, das fiir die koordinierte Aktivierung der Rac2-GTPase notwendig ist. Eine
koordinierte Aktivierung der Rac2-GTPase ist wiederum fiir fein regulierte Zellantworten
erforderlich.

In murinen neutrophilen Granulozyten beglinstigt SWAP-70 die Aktivierung der
Rac2-GTPase, wie in dieser Arbeit gezeigt wurde. In murinen Mastzellen differenziert es
nicht zwischen den Rac-Isoformen, sondern begiinstigt die Aktivierung der Racl- und der
Rac2-GTPase (Sivalenka und Jessberger 2004). In murinen dendritischen Zellen begiinstigt
es die Aktivierung der Rac1-GTPase und inhibiert interessanter Weise die Aktivierung der
RhoA-GTPase (Ocana-Morgner et al. 2009, Ocana-Morgner et al. 2011). Die RhoA-
GTPase ist in Swap-70""-dendritischen Zellen im Vergleich zu den WT-Zellen unabhingig

von einem aktivierenden Stimulus konstitutiv aktiv (Ocana-Morgner et al. 2009, Ocana-
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Morgner et al. 2011). SWAP-70 begiinstigt oder inhibiert demnach in Abhéngigkeit des
Zelltypes die Aktivierung verschiedener Rho-GTPasen, was die Multifunktionalitit des

Signalproteins unterstreicht.

6.3 SWAP-70 beeinflusst die ROS-Produktion

Die fMLP-stimulierten Swap-70'/ -neutrophilen Granulozyten produzierten in An- und
Abwesenheit von LPS oder TNFa signifikant weniger ROS verglichen mit den
WT-neutrophilen Granulozyten. Die ROS-Produktion der Swap-70"-Zellen war im
Vergleich zu den WT-Zellen hierbei jeweils um rund 50 % vermindert. Dies deutet darauf
hin, dass nicht die LPS- oder TNFa-vermittelte Signaltransduktion, sondern die fMLP-
vermittelte Signaltransduktion von SWAP-70 abhingig ist. SWAP-70 beeinflusst demnach
allein iiber die fMLP-vermittelte Signaltransduktion die ROS-Produktion.

Die Beobachtung, dass SWAP-70 teilweise in die ROS-Produktion muriner
neutrophiler Granulozyten involviert ist, geht mit dem Ergebnis einher, dass SWAP-70 die
Aktivierung der Rac2-GTPase beeinflusst. Die verminderte Aktivierung der Rac2-GTPase
koénnte demnach eine Ursache fiir die verminderte ROS-Produktion sein. Es ist bekannt,
dass die Rac2-GTPase im aktiven, GTP-gebundenen Zustand fiir die vollstandige
Zusammensetzung und Funktion der NADPH-Oxidase und damit fiir die ROS-Produktion
erforderlich ist (Knaus et al. 1991, Bokoch 1995, Babior 1999, Diebold und Bokoch 2001,
Bokoch und Diebold 2002, Dinauer 2003). Die aktive Rac2-GTPase bindet die
zytosolische Komponente p67phox sowie das membrangebundene Flavocytochrom bssg der
NADPH-Oxidase (Diekmann et al. 1994, Hoffman und Cerione 2001, Dinauer 2003).
AnschlieBend ist die Rac2-GTPase am Elektronentransfer von NADPH auf molekularen
Sauerstoff beteiligt (Diebold und Bokoch 2001, Dinauer 2003). Die Annahme, SWAP-70
nimmt tber die Rac2-GTPase Einfluss auf die ROS-Produktion, wird weiterhin dadurch
unterstiitzt, dass die Rac2-GTPase die dominierende Isoform fiir die ROS-Produktion
muriner neutrophiler Granulozyten ist (Roberts et al. 1999, Kim und Dinauer 2001, Li et al.
2002, Yamauchi et al. 2005).

Trotz der genetischen Inaktivierung von SWAP-70 produzierten die murinen

neutrophilen Granulozyten nach fMLP-Stimulierung ROS. Dies deutet auf weitere
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Signalproteine hin, die die ROS-Produktion begiinstigen. Hierbei handelt es sich
wahrscheinlich unter anderem um Vavl, P-Rex-1 oder DOCK2 (Kim et al. 2003, Welch et
al. 2005, Dong et al. 2005, Kunisaki et al. 2006). Es konnte gezeigt werden, dass
SWAP-70 als Bestandteil der komplexen fMLP-vermittelten Signaltransduktion muriner

neutrophiler Granulozyten an der Regulierung der ROS-Produktion beteiligt ist.

6.4 SWAP-70 beeinflusst die Aktivierung der MAP-Kinasen p38 und p42/p44. jedoch
nicht die Aktivierung der Proteinkinasen AKT und GSK3p

Die Aktivierung der PI3Ky durch die GPy-Untereinheit des heterotrimeren G-Proteins
ist ein entscheidendes intrazelluldres Ereignis fMLP-stimulierter neutrophiler
Granulozyten. PI3Ky bildet darauthin den intrazelluliren Botenstoff PIP;, der die
Proteinkinase AKT zur Plasmamembran transloziert und aktiviert (Hirsch et al. 2000, Li et
al. 2000, Sasaki et al. 2000). In dieser Arbeit unterschied sich die Aktivierung von AKT
zwischen Swap-707-Zellen und WT-Zellen nicht signifikant. SWAP-70 ist folglich nicht
an der Signalweiterleitung vom fMLP-Rezeptor zur PI3Ky beteiligt. Es wird vermutlich
durch den PI3Ky-abhingigen intrazelluldiren Botenstoff PIP; beeinflusst. Verschiedene
Arbeitsgruppen zeigten, dass SWAP-70 die Phospholipide PIP, und PIP; bindet
(Shinohara et al. 2002, Hilpeld et al. 2003, Wakamatsu et al. 2006). Die Bindung an PIP;
ist wichtig fiir die Translokation zur Plasmamembran sowie fiir die Interaktion von
SWAP-70 mit der Rac-GTPase (Wakamatsu et al. 2006). Ebenso ist denkbar, dass
SWAP-70 unabhéngig von PIP;, beispielsweise durch die GBy-Untereinheit oder die Gi-
Untereinheit des heterotrimeren G-Proteins beeinflusst wird. Die Arbeitsgruppe um Ocana-
Morgner zeigte, dass SWAP-70 in Zelllysaten dendritischer Zellen mit der Gg;-
Untereinheit interagiert (Ocana-Morgner et al. 2011). Eine Beeinflussung der Aktivierung
von P-Rexl durch die Gpy-Untereinheiten demonstrierten bereits verschiedene
Arbeitsgruppen (Welch et al. 2002, Hill et al. 2005).

Weiterhin zeigten Swap-70"-neutrophile Granulozyten im Vergleich zu den WT-
neutrophilen Granulozyten eine signifikant verminderte Aktivierung der MAP-Kinasen
p38 und p42/p44. Es sind mindestens zwei Moglichkeiten denkbar, wie SWAP-70 diese
MAP-Kinasen beeinflusst. Erstens konnte SWAP-70 direkt mit Proteinen innerhalb der

MAP-Kinase Kaskade interagieren. Die Arbeitsgruppe um Buchsbaum zeigte in einer
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Fibroblastenzelllinie, dass die Rac-spezifischen GEFs Tiam1 und Grfl das Geriistprotein
Islet brain 2/JNK-interacting protein 2 (IB2/JIP2) binden (Buchsbaum et al. 2002).
IB2/JIP2 interagiert wiederum mit einem Effektorprotein der Rac-GTPase, der
sogenannten Serin/Threonin Kinase MLK3, mit der MAP-Kinase Kinase 3 sowie mit der
MAP-Kinase p38 (Buchsbaum et al. 2002). Auf diese Weise beeinflussen Tiam1 und Grfl
iiber IB2/JIP2 die MAP-Kinase p38. Zweitens konnte SWAP-70 iiber die Rac2-GTPase die
Aktivierung der MAP-Kinasen regulieren. Verschiedene Arbeitsgruppen demonstrierten,
dass die Rac2-GTPase in murinen neutrophilen Granulozyten in die Aktivierung von p38
bzw. p42/p44 eingebunden ist (Roberts et al. 1999, Kim und Dinauer 2001). Es konnte
somit die verminderte Aktivierung der Rac2-GTPase in den Swap-70"-neutrophilen
Granulozyten eine Ursache fiir die verminderte Aktivierung der genannten MAP-Kinasen
sein. Unabhéngig iiber welchen der angefiihrten Mechanismen SWAP-70 die Aktivierung
der MAP-Kinasen beeinflusst, ist es an der Weiterleitung fMLP-vermittelter Signale zu
den MAP-Kinasen beteiligt.

Fiir die MAP-Kinasen p38 und p42/p44 ist bekannt, dass sie in die ROS-Produktion
muriner neutrophiler Granulozyten involviert sind (Torres et al. 1993, Thompson et al.
1994, Nick et al. 1997, Zu et al. 1998, Dewas et al. 2000, Dang et al. 2003, Sakamoto et al.
2006). Die verminderte Aktivierung der MAP-Kinasen konnte folglich eine weitere
Erkldrung fiir die verringerte ROS-Produktion der Swap-70"-Zellen sein. Es ist daher
denkbar, dass SWAP-70 iiber die MAP-Kinasen p38 und p42/p44 Einfluss auf die ROS-
Produktion nimmt. Hierbei beeintrachtigen die MAP-Kinasen die ROS-Produktion
vermutlich iiber die Phosphorylierung der NADPH-Komponente p47°" und/oder p67°"
(El Benna et al. 1996, Dang et al. 2003).

Interessanter Weise begiinstigt SWAP-70 die Aktivierung der MAP-Kinase p42/p44 in
murinen neutrophilen Granulozyten, wéahrend es in murinen Mastzellen die Aktivierung
hemmt. Die genetische Inaktivierung von SWAP-70 fiihrt in stimulierten murinen
Mastzellen zu einer verstarkten Aktivierung von p42/p44 (Sivalenka und Jessberger 2004,
Sivalenka et al. 2008). Im Gegensatz dazu ist der Einfluss von SWAP-70 auf die
Aktivierung der MAP-Kinase p38 in murinen Mastzellen (Sivalenka et al. 2008) und
murinen neutrophilen Granulozyten &hnlich. In beiden Zelltypen begilinstigt es die
Aktivierung von p38. SWAP-70 zeigt beziiglich der Aktivierung der MAP-Kinase p42/p44
zelltypspezifische Funktionen, was erneut die Multifunktionalitit des Signalproteins

unterstreicht.
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6.5 SWAP-70 beeinflusst nicht die Migration und die Reorganisation des
Aktinzytoskeletts

Die Untersuchung der fMLP-vermittelten Migration und Aktinpolymerisierung zeigte
zwischen Swap-70"-neutrophilen Granulozyten und WT-neutrophilen Granulozyten keine
signifikanten Unterschiede. Dies war unerwartet, da SWAP-70 in murinen B-Zellen,
dendritischen Zellen, Mastzellen sowie eosinophilen Granulozyten die Migration
beeinflusst (Sivalenka und Jessberger 2004, Pearce et al. 2006, Pearce et al. 2011, Ocana-
Morgner et al. 2011, Bahaie et al. 2012). Die genetische Inaktivierung von SWAP-70
verminderte die in vivo- und/oder in vitro-Migration der genannten Zellen im Vergleich zu
den entsprechenden WT-Zellen (Sivalenka und Jessberger 2004, Pearce et al. 2006, Ocana-
Morgner et al. 2011, Bahaie et al. 2012). Die Reorganisation des Aktinzytoskeletts war in
den Swap-70"-Mastzellen und den Swap-70"-cosinophilen Granulozyten ebenfalls
verdndert (Sivalenka und Jessberger 2004, Bahaie et al. 2012). Die mit dem
Stammzellfaktor stimulierten Swap-70""-Mastellen erreichten im Vergleich zu den WT-
Zellen die maximale Aktinpolymerisation zu fritheren Zeitpunkten. Die Depolymerisierung
war hingegen zeitlich verzdgert (Sivalenka und Jessberger 2004). Ein dhnliches Verhalten
zeigten stimulierte Swap-70""-eosinophile Granulozyten. Die Aktindepolymerisierung war
in den Swap-70""-Zellen gegeniiber den WT-Zellen ebenfalls zeitlich verzogert (Bahaie et
al. 2012). Es kann geschlussfolgert werden, dass SWAP-70 in murinen Immunzellen
beziiglich der Migration und der Aktinpolymerisierung zelltypspezifische Funktionen zeigt.

Die Beobachtungen in dieser Arbeit, dass eine verringerte Aktivierung der Rac2-
GTPase sowie der MAP-Kinasen p38 und p42/p44 in den Swap—70'/'—Zellen die Migration
nicht beeintrdchtigen, scheinen widerspriichlich zu bekannten Literaturdaten zu sein.
Verschiedene Arbeitsgruppen zeigten eine Bedeutung der Rac2-GTPase sowie der MAP-
Kinasen p38 und p42/p44 in der Migration fMLP-stimulierter muriner neutrophiler
Granulozyten (Roberts et al. 1999, Li et al. 2002, Coxon et al. 2003). Den Einfluss dieser
Signalmolekiile auf die Migration demonstrierten die Arbeitsgruppen anhand der
Abwesenheit der Aktivitdt der Signalmolekiile. Die Abwesenheit der Aktivitdt der Rac2-
GTPase und der MAP-Kinasen verminderte die Migration (Roberts et al. 1999, Li et al.
2002, Coxon et al. 2003). In dieser Arbeit war jedoch eine verbleibende Aktivitit der
genannten Signalmolekiile erkennbar. Es ist denkbar, dass die verbleibende Aktivitét in

den Swap-70""-Zellen ausreicht, um die Migration vollstindig zu induzieren.
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6.6 SWAP-70 beeinflusst die Lokalisierung von CD11b auf der Zelloberfliche und

die Adhision an Fibrinogen

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass Lokalisierung von CD11b auf der
Zelloberfliche unstimulierter und fMLP-stimulierter Swap-70”-neutrophiler Granulozyten
gegeniiber den WT-Zellen signifikant vermindert war. Die verringerte Lokalisierung auf
der Zelloberfliche war auf eine verminderte CD11b-Proteinmenge zuriickzufiihren. Neben
der verdnderten CD11b-Proteinmenge zeigten die Swap-70'/ -Zellen gegeniiber den WT-
Zellen weiterhin eine signifikant reduzierte CDI11b-Genexpression. Es kann daher
geschlussfolgert werden, dass SWAP-70 an der Weiterleitung fMLP-abhéngiger Signale in
den Zellkern muriner neutrophiler Granulozyten beteiligt ist. Die Féhigkeit des
Signalproteins die Genexpression zu beeinflussen, wurde bereits in murinen Mastzellen
gezeigt (Sivalenka et al. 2008). In murinen neutrophilen Granulozyten beeinflusst
SWAP-70 demzufolge iiber die CDI11b-Genexpression die CDI11b-Proteinmenge und
damit die Lokalisierung von CD11b auf der Zelloberfliche. Eine Bedeutung von SWAP-70
in der Verteilung und Lokalisierung von CD11b auf der Zelloberfliche konnte bereits in
Eotaxin-1 stimulierten eosinophilen Granulozyten gezeigt werden (Bahaie et al. 2012).
Eotaxin-1 ist ein chemotaktischer Stimulus fiir eosinophile Granulozyten. Allerdings hatte
SWAP-70 in unstimulierten murinen eosinophilen Granulozyten keinen Einfluss auf die
Lokalisierung von CD11b auf der Zelloberfliche (Bahaie et al. 2012). Dies unterstreicht
erneut die Multifunktionalitdt von SWAP-70.

Weiterhin zeigten die Swap-70'/ -neutrophilen Granulozyten im Vergleich zu den WT-
Zellen in An- und Abwesenheit des Tripeptids fMLP eine signifikant verminderte
Adhision an Fibrinogen. Diese verringerte Adhdsion an das Glykoprotein ist vermutlich
auf die verinderte Lokalisierung von CD11b auf der Zelloberfliche der Swap-70""-Zellen
zuriickzufithren. SWAP-70 beeinflusst wahrscheinlich iiber die Lokalisierung des
Adhisionsmolekiils CD11b auf der Zelloberflache die Adhdsion neutrophiler Granulozyten
an Fibrinogen. Eine Bedeutung von SWAP-70 in adhdsiven Prozessen konnte bereits in
murinen eosinophilen Granulozyten und murinen Mastzellen gezeigt (Sivalenka und
Jessberger 2004, Bahaie et al. 2012). Die genetische Inaktivierung von SWAP-70 fiihrte in
beiden Zelltypen zu verminderten adhdsiven Prozessen. Im Falle der Mastzellen war die
Adhision an Fibronektin, unabhéngig der Aktivierung der Zellen, reduziert (Sivalenka und

Jessberger 2004). Fibronektin ist ein Glykoprotein der extrazelluliren Matrix. Die

- 60 -



Diskussion

Adhision stimulierter Swap-70""-eosinophiler Granulozyten an ICAM-1 und VCAM-1 war
gegeniiber den WT- eosinophilen Granulozyten verringert (Bahaie et al. 2012). VCAM-1
und ICAM-1 sind Adhéasionsmolekiile, die auf aktiviertem Endothel lokalisiert sind.

6.7 Modell der funktionellen Bedeutung von SWAP-70

Basierend auf den erhaltenen Daten dieser Arbeit und vorangegangener Studien wird
das unter Abbildung 16 dargestellte Modell zur funktionellen Bedeutung von SWAP-70 in
der N-Formylpeptid-vermittelten Signaltransduktion muriner neutrophiler Granulozyten
vorgeschlagen: Die Bindung des Tripeptids fMLP an die Rezeptoren FPR1 und
FPR2/ALX auf der Zelloberfliche induziert auf der intrazelluliren Membranseite die
Dissoziation heterotrimerer G-Proteine in die Go;- und die GBy-Untereinheit (Ye et al.
2009). Das GBy-Dimer aktiviert die PI3Ky, die darauthin die Bildung und Akkumulation
des intrazelluldren Botenstoffs PIP; induziert. Das Signalprotein SWAP-70 interagiert
wahrscheinlich mit PIP; und begiinstigt anschlieBend die Aktivierung der Rac2-GTPase
sowie der MAP-Kinasen p38 und p42/p44. Es ist auch denkbar, dass die Rac2-GTPase die
Aktivierung der MAP-Kinasen beeintrichtigt (Roberts et al. 1999, Kim und Dinauer 2001).
Uber die Rac2-GTPase und die MAP-Kinasen beeinflusst SWAP-70 vermutlich die ROS-
Produktion. Weiterhin reguliert SWAP-70 die Lokalisierung von CDI11b auf der
Zelloberfliche iiber die Beeinflussung der CD11b-Genexpression. Uber die beeintrichtigte
Lokalisierung von CD11b auf der Zelloberfliche beeinflusst SWAP-70 wahrscheinlich die
Adhision an das Glykoprotein Fibrinogen.

Die vorliegende Arbeit charakterisiert SWAP-70 als ein multifunktionales Signalmolekiil

in der fMLP-vermittelten Signaltransduktion muriner neutrophiler Granulozyten.
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Abbildung 16: Modell der funktionellen Bedeutung von SWAP-70 in der N-
Formylpeptid-vermittelten Signaltransduktion muriner neutrophiler Granulozyten.

Die Bindung des Tripeptids fMLP an die Rezeptoren FPR1 und FPR2/ALX fiihrt auf der
intrazelluldren Membranseite zur Dissoziation der heterotrimeren G-Proteine in die Goi-
Untereinheit und das GBy-Dimer. Das GBy-Dimer bewirkt die Aktivierung der PI3Ky, die
zur Bildung und Akkumulation von PIP; fiihrt. SWAP-70 interagiert mit PIP; und
beeinflusst darauthin die Aktivierung der Rac2-GTPase und der MAP-Kinasen p38 und

p42/p44 und reguliert verschiedene zelluldre Antworten.
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7_Schlussfolgerung

In dieser Arbeit wurde die funktionelle Bedeutung von SWAP-70 in der
N-Formylpeptid-vermittelten Signaltransduktion muriner neutrophiler Granulozyten
charakterisiert. Fiir die Untersuchungen wurden neutrophile Granulozyten von WT-und
homozygoten Swap-70-defizienten (Swap-70"")-Mausen verwendet. Die Zellen wurden
mit dem bakteriellen Tripeptid fMLP, ein typisches N-Formylpeptid, stimuliert und
charakteristische zelluldre Antworten wurden untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass
SWAP-70 an der koordinierten Weiterleitung fMLP-vermittelter Signale muriner
neutrophiler Granulozyten beteiligt ist. Als Bestandteil der komplexen fMLP-vermittelten
Signaltransduktionskaskade wird SWAP-70 vermutlich durch den PI3Ky-abhingigen
intrazelluldren Botenstoff PIP; moduliert. Daraufhin beeinflusst es die Signalweiterleitung
zur Rac2-GTPase, jedoch nicht zur Rac1-GTPase. Der Einfluss auf die Rac2-GTPase kann
hierbei direkt oder indirekt sein. Ein direkter Einfluss konnte darauf hindeuten, dass
SWAP-70 als Rac2-spezifischer GEF fungiert. Die Differenzierung zwischen den Rac-
Isoformen bestétigt bekannte Literaturdaten, die unterschiedliche Bedeutungen der Racl-
und der Rac2-GTPase in zelluldren Antworten muriner neutrophiler Granulozyten
aufzeigen. SWAP-70 ist somit eine Moglichkeit die Signalspezifitit fiir die Rac2-GTPase
zu vermitteln. Weiterhin beeinflusst SWAP-70 die Signalweiterleitung zu den
MAP-Kinasen p38 und p42/p44. Zum einen beeinflusst es die Aktivierung der MAP-
Kinasen vermutlich iiber die Rac2-GTPase, zum anderen agiert es moglicherweise mit
Proteinen innerhalb der MAP-Kinase Kaskade. Uber die genannten MAP-Kinasen sowie
iiber die Rac2-GTPase reguliert SWAP-70 wahrscheinlich die ROS-Produktion. Die
verbleibende ROS-Produktion in den Swap-70""-Zellen deutet auf weitere Signalproteine
hin, welche die ROS-Produktion begiinstigen. Es wird dadurch untermauert, dass die ROS-
Produktion durch eine Vielzahl verschiedener Signalmolekiile kontrolliert und reguliert
wird und dass SWAP-70 ein Teil dieser komplexen Mechanismen ist.

Weiterhin kann aufgrund der verminderten Expression des CD11b-Genes in den
Swap-70""-Zellen gegeniiber den WT-Zellen geschlussfolgert werden, dass SWAP-70 an
der Weiterleitung fMLP-vermittelter Signale in den Zellkern muriner neutrophiler
Granuloyzen beteiligt ist. Die verdnderte CD11b-Genexpression fiihrt zu einer verringerten
Lokalisierung von CDI11b auf der Zelloberflache. Wahrscheinlich beeinflusst SWAP-70
die Adhédsion der Zellen an Fibrinogen unter anderem iiber die verénderte Lokalisierung
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von CD11b.

Anhand der Ergebnisse dieser Arbeit und aufgrund bekannter Literaturdaten kann
weiterhin auf zelltypspezifische Funktionen von SWAP-70 geschlossen werden. In
murinen neutropphilen Granulozyten ist SWAP-70 weder in die Migration noch in die
Reorganisation des Aktinzytoskeletts eingebunden, wiahrend es unter anderem in murinen
Mastzellen und murinen eosinophilen Granulozyten diese Antworten beeinflusst. Auch
beziiglich des Einflusses auf intrazelluldre Signalmolekiile weist SWAP-70 Unterschiede
auf. In murinen neutrophilen Granulozyten differenziert es zwischen den Rac-Isoformen
und begiinstigt ausschlieBlich die Aktivierung der Rac2-GTPase. In murinen Mastzellen
begiinstigt es die Aktivierung beider Isoformen und in murinen dendritischen Zellen
hemmt es die Aktivierung der RhoA-GTPase. Weiterhin ist der Einfluss von SWAP-70 auf
die Aktivierung der MAP-Kinase p42/p44 gegensitzlich. In murinen Mastzellen hemmt
SWAP-70 die Aktivierung der MAP-Kinase, wohingegen es in murinen neutrophilen
Granulozyten die Aktivierung begiinstigt. Interessanter Weise ist der Einfluss von
SWAP-70 auf die Aktivierung der MAP-Kinase p38 in murinen neutrophilen Granulozyten
und murinen Mastzellen dhnlich.

Zusammenfassend verdeutlichen die Ergebnisse dieser Arbeit, dass SWAP-70 an der
koordinierten Weiterleitung fMLP-vermittelter Signale in murinen neutrophilen
Granulozyten beteiligt ist. Eine koordinierte Signalweiterleitung ist wiederum fiir
abgestufte und kontrollierte Zellantworten erforderlich. Die zelltypspezifischen Funktionen

von SWAP-70 unterstreichen die Multifunktionalitit des Signalproteins.
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