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2 Abkirzungsverzeichnis

[H] Tritium

[Ca2+]i Intrazelluldare Kalziumkonzentration

AchR Acetylcholinrezeptor

AP-1 Aktivatorprotein-1

BCR B-Zell Rezeptor

BNHS Biotinyl-N-hydroxysuccinimid

BSA Rinderserum Albumin

CD Cluster of Differentiation

cDNA Komplementire DNA

CIA Kollagen induzierte Arthritis

ConA Concanavalin A

CRAC:s calcium release activated calcium channels
CRD Kohlenhydrat-erkennende Doméne

CTX Choleratoxin

DAG Diacylglycerol

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonucleinsiure

DTT Dithiothreitol

EAE Experimentelle Autoimmunenzephalomyelitis
ECL enhanced chemoluminescence

ECM Extrazelluldre Matrix

EDTA Ethylendiamintetraessigsdure

EGFP Enhanced green fluorescence protein
EGTA Ethylenglycol-bis(2-aminomethylether)N,N,N "N "-tetraessigsiure
EMSA electrophoretic mobility shift assay

ER Endoplasmatisches Retikulum

FCS fetales Kilberserum

Gal-1 Galectin-1

Gal Galactose



Glc Glucose

GIcNAc N-Acetylglucosamin

HEPES N-2-Hydroxyethylpiperazin-N"-ethansulfonsédure
HRP Meerrettich Peroxidase

IFN Interferon

IGF II Insulindhnlicher Wachstumstaktor II
IL Interleukin

InsPs Inositol-1, 4, 5-trisphosphat

ITAMs Immunrezeptor Aktivierungsmotive
JNK c-Jun N-terminale Kinase

kDa Kilo Dalton

LAT Linker fiir aktivierte T-Zellen

mAk monoklonaler Antikorper

Man-6-P Mannose-6-phosphat

MbP myelinbasisches Protein

MePBS phosphatgepufferte Kochsalzlosung mit 4 mM 2-Mercaptoethanol
MHC major histocompatibility complex
mRNA messenger RNA

NFAT nucledrer Faktor aktivierter T-Zellen
NHS N-Hydroxysuccinimid

PAGE Polyacrylamid Gelelektrophorese
pAk polyklonaler Antikorper

PBS phosphatgepufferte Kochsalzlosung
PHA Phytohdmagglutinin

PIP, Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat
PKC Proteinkinase C

PLC Phospholipase C

PMA Phorbol-12-myristat-13-acetat

PMSF Phenylmethylsulfonylfluorid

PtdSer Phosphatidylserin

PTPase Proteintyrosinphosphatase



PVDF
RNA
SDS
SH-Gruppe
Siglecs
SP-A
SP-D
TBS
TBS/Tw
TCR
TFP
Tris

XeC

Polyvinylidendifluorid
Ribonukleinsdure
Natriumdodecylsulfat
Sulthydrylgruppe
Sialinsdure-bindende-Proteine
Surfaktantprotein A
Surfaktantprotein D
Tris-gepufferte Kochsalzlosung
Tris-gepufferte Kochsalzlosung mit Tween 20
T-Zell Rezeptor

Trifluoperazin
Tris(hydroxymethyl)aminomethan

Xestospongin-C



3 Einleitung

3.1 Klassifizierung, Struktur und Funktion endogener
kohlenhydratbindender Proteine

Kohlenhydrate finden sich auf der Oberfldche aller Zellen und in der extrazelluliren Matrix.
Bei der Biosynthese werden die Saccharidstrukturen an Proteine und Lipide fixiert und von
ihnen zum Bestimmungsort innerhalb und auBerhalb der Zelle transportiert. Fiir die
Biosynthese der Oligosaccharide betreibt die Zelle einen betrdchtlichen energetischen
Aufwand, und mehrere hundert Enzyme sind involviert. Dieser Aufwand weist darauf hin,
dass Kohlenhydratstrukturen Funktionen bei einer Reihe biologischer Prozesse zukommen.
Gezeigt worden sind diese Funktionen fiir die Proteinfaltung und Stabilitit, die Zielsteuerung
der Proteine und den Abbau sowie fiir Zell-Matrix und Zell-Zell-Wechselwirkungen (1).
Spezifische Oligosaccharidstrukturen von Glykoproteinen und Glykolipiden sind fiir spezielle
Funktionen verantwortlich (2, 3). So wird die Adhdsion von Leukozyten an aktiviertes
Endothel und die Wanderung in den postkapillairen Venolen iiber die Erkennung von
Zelloberflichen Sialyl-Lewis® Oligosacchariden durch Mitglieder der C-Typ Lektinfamilie
der Selektine (E-, P- und L-Selektin) vermittelt (4-6). Die Kohlenhydratstrukturen von
Laminin, einem Glykoprotein der extrazelluliren Matrix, beeinflusst die Adhédsion, das
axonale Wachstum und das Spreading von Zellen (7).

Kohlenhydratstrukturen von Glykoproteinen und von Glykolipiden werden von
Glykosyltransferasen unter Verwendung von Nucleotiddiphosphat-aktivierten Zuckern im ER
und Golgi Apparat synthetisiert und durch eine Vielzahl von Glykosidasen prozessiert (8).
Verinderte Aktivititen dieser Enzyme wihrend der Entwicklung oder im Zusammenhang mit
der Antwort der Zelle auf Stimulierungen fithren zu veridnderten Kohlenhydratstrukturen
vieler Zelloberflachenglykokonjugate (9, 10). Eine Reihe von Krankheiten werden durch
verdnderte Aktivititen von Glykosyltransferasen ausgelost, wie zum Beispiel die 1-Zellen
Krankheit (11), der Leukozyten-Adhésionsdefizit Typ II (12) und das Kohlenhydratdefizienz-
Glycoprotein-Syndrom (13). Verédnderte Glykosyltransferaseaktivititen sind auch bei

Tumorerkrankungen beschrieben worden (14), wobei eine erhohte Sialyltransferase und



verringerte t1-3 Fucosyltransferaseaktivitit mit einem hohen Metastasierungspotential bei
Colonkarzinomen korreliert (15, 16).

Im Vergleich zu Proteinen und Nukleinsduren wurde bisher dem Phénomen der spezifischen
Erkennung von Kohlenhydratstrukturen weit weniger Aufmerksamkeit geschenkt. Eine der
zentralen, bis heute nur zum Teil beantworteten Fragen der modernen Glykobiologie ist die
Funktion zelluldrer Glykokonjugate. Von tierischen Zellen exprimierte kohlenhydratbindende
Proteine (endogene Lektine), die spezifische Oligosaccharidstrukturen von Glykokonjugaten
erkennen, sind geeignete Werkzeuge um diesen ,,Glykocode* zu entschliisseln (2, 17).
Effiziente rekombinante Expressionssysteme und die Reinigung endogener Lektine durch
Affinititschromatographie haben umfangreiche strukturelle Untersuchungen ermoglicht. Auf
der Grundlage von Sequenzierungs- und kristallographischen Analysen erfolgt die Einteilung
dieser Proteine nicht mehr {iber die Saccharidspezifitit, sondern anhand der
Sequenzhomologie ihrer Kohlenhydrat-erkennenden Dominen (CRD). Die Klassifizierung
anhand des Sequenzvergleichs der CRDs fiihrte zur Definition von fiinf Familien endogener

Lektine (Tab. 1, 18, 19, 20).

Tabelle 1 Klassifizierung endogener Lektine nach Gabius (21)

Familie Strukturelles Motiv Kohlenhydratligand

C-Typ konservierte CRD variabel (Mannose, Galaktose, Fucose,

Heparin-Tetrasaccharide)

I-Typ Immunglobulin-dhnliche CRD | variabel (MangGlcNAc,, HNK-1 Epitop,
Hyaluronsdure, 02,3/ a2,6-Sialyllactose)

Galectine konservierte CRD B-Galactoside

Pentraxine | pentamere Anordnung der 4.6-cyclische Acetale der B-Galaktose,

Untereinheiten Galaktose, sulfatierte und phosphorylierte

Monosaccharide

P-Typ konservierte CRD Mannose-6-phosphatreste von
Glykoproteinen

Die CRDs innerhalb jeder Proteinfamilie zeigen ein charakteristisches Muster invariabler
hochkonservierter Aminosdurereste. Auflerdem gibt es signifikante Unterschiede in wichtigen

Eigenschaften, die die Funktion und die Lokalisation der Proteinfamilie bestimmen. C-Typ



Lektine, die im Serum, der extrazelluliren Matrix und als Membranproteine vorkommen,
binden verschiedene Saccharidstrukturen wie auch die Pentraxine calciumunabhingig (5, 22).
Dabei vermitteln Asialoglykoprotein-Rezeptoren mit multiplen C-Typ CRDs, der Fucose-
Rezeptor mit einer C-terminalen C-Typ-Lektindomine und der Mannose-Rezeptor von
Makrophagen mit acht C-Typ CRDs fiir N-verkniipfte Mannosereste die Endocytose von
Glykoproteinen (20). Durch die Clusterung der C-Typ CRDs wird die Affinitit und
Selektivitdt gegeniiber komplexen Oligosacchariden betrichtlich erhoht (Chelateffekt). Neben
den Selektinen zihlen auch Collectine (Mannose-bindendes Protein, die Surfactant Proteine A
und D, bovines Conglutinin, Collectin 43) zu endogenen Lektinen vom C-Typ (20).
Collectine erkennen Mannosereste iiber ihre in eine trimere Orientierung angeordneten C-Typ
CRDs. Die Collectine haben Funktionen im Rahmen der angeborenen Immunitit, indem sie
an Kohlenhydrattargets von Pathogenen binden und den Lektin-vermittelten Weg
Komplementaktivierung initiieren (23, 24). Surfactant Protein A und D (SP-A, SP-D)
erkennen verschiedene Allergene (25). Diese Wechselwirkungen inhibieren kompetitiv bzw.
sterisch die Bindung von IgE an bestimmte Allergene und modulieren so allergische
Reaktionen in der Lunge. Es ist gezeigt worden, dass SP-A und SP-D die Agglutination,
Phagocytose und die Eliminierung von Aspergillus fumigatus Sporen durch humane
Alveolarmakrophagen und zirkulierende Neutrophile stimulieren. Beide Proteine binden die
Saccharidstrukturen infektioser Sporen {iiber ihre C-Typ CRDs Ca2+—abhéingig.
Sequenzvergleiche zeigten, dass die Aminosdurereste Glul85 wund Asnl87 in
mannosebindenden Proteinen in die Zuckerbindung und die Ca**-Koordination involviert sind
(26).

Kohlenhydratbindende Proteine vom P-Typ sind am Transport lysosomaler Enzyme vom
Trans-Golgi Kompartiment zu den Lysosomen beteiligt (27, 28, 29, 30). Die Abtrennung der
lysosomalen Proteine von sekretorischen Proteinen und Membranproteinen hingt von der
Bindung an membranintegrierte Mannose-6-phosphat (Man-6-P)-Rezeptoren im Bereich des
Golgi-Apparates ab. Dabei erfolgt die Synthese der Man-6-P Reste an 16sliche lysosomale
Proteine posttranslational mit Hilfe einer Phosphotransferase. Die Bindung dieser Proteine an
Man-6-P-Rezeptoren verhindert deren Sekretion bzw. Membranintegration und ermoglicht
den vesikuldren Transport zu den Lysosomen. Dieser vektorielle Transport der Liganden ist
durch die pH-Abhiéngigkeit der Bindung (neutraler pH-Wert im Golgi-Apparat, saurer pH-

Wert in den prilysosomalen Organellen) moglich und wird durch den kationabhiingigen und
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den kationunabhingigen Man-6-P-Rezeptor vermittelt (31). Der kationunabhiingige Man-6-P-
Rezeptor, ein Dimer mit fiinfzehn Repeats von P-Typ CRDs, ist auch in die Internalisierung
extrazelluldrer Hydrolasen eingebunden. Dieser Rezeptor bindet gleichzeitig Man-6-P und
den insulindhnlichen Wachstumsfaktor II (IGF II) mit hoher Affinitit. Es ist gezeigt worden,
dass der IGF II-Man-6-P Rezeptor bei der Initiation verschiedener biologischer Antworten,
wie z.B. der Stimulation des Ioneneinstroms in 3T3 Fibroblasten, der Produktion von Inositol-
1,4,5-trisphosphat (InsP3), der DNA-Synthese in Erythroleukdmiezellen und der Stimulation
der Glykogensynthese in Hepatozyten, beteiligt ist (32).

Fir Sialinsduren ist kennzeichnend, dass sie endstindig an Saccharidstrukturen von
sezernierten Glykokonjugaten und Zelloberflichenglykokonjugaten gebunden sind. Infolge
threr negativen Ladung konnen sie intermolekulare und Zell-Zell-Wechselwirkungen
beeintriachtigen, sind jedoch auch Zielstrukturen fiir Sialinsidure-bindende Proteine (Siglecs),
die zur Gruppe der I-Typ Lektine gehoren. Im Gegensatz zu den anderen tierischen Lektinen
zihlen die Siglecs zur Immunglobulin-Superfamilie, und mehrere haben eine charakteristische
Vi-C2 Dominenstruktur (33). Es sind integrale Membranproteine mit einer Sialinsdure-
bindenden extrazelluliren Domine, und einige (CD22, CD33, Myelin-assoziiertes
Glykoprotein) haben lange cytosolische Doménen mit multiplen Phosphorylierungsstellen an
Ser/Thr- und Tyr- Resten mit einem Immunorezeptor Tyrosin-abhédngigen inhibitorischen
Motiv (34). Seit der Entdeckung des ersten Sialinsdure-bindenden Proteins (Faktor H des
alternativen Weges der Komplementaktivierung, 35) ist ihre Anzahl inzwischen auf sieben
Mitglieder angewachsen (36). Jedes dieser Proteine erkennt bevorzugt bestimmte Gruppen
des sialylierten Liganden, wie z.B. die Seitenkette, die N-Acetylgruppe, die Bindung an
Position 2 und die priterminalen Zucker (37, 38). Die Zuordnung spezifischer Funktionen zur
Erkennung von Sialinsdureresten ist erschwert, da die Bindungsstellen der Siglecs oft durch
endogene Liganden maskiert sind und erst durch Sialidase Behandlung oder durch
Zellaktivierung freigelegt werden (39). Eine solche Demaskierung von Sialinsdure-
Bindungsstellen ist fiir Siglec-tragende B-Zellen, Monocyten und Makrophagen und auch bei
NK-Zellen gezeigt worden. Siglec-2 (CD22) ist ein spezifisch von B-Zellen exprimiertes
Transmembran Glykoprotein, das als Corezeptor die Signalweiterleitung iiber den B-Zell
Rezeptor (BCR) reguliert (40, 41). Dabei wird die Corezeptorfunktion von CD22 durch die
LYN-Kinase reguliert, die die cytoplasmatische Domine tyrosinphosphoryliert und damit

Phosphotyrosinmotive fiir Effektorproteine mit SH2-Dominen generiert (42). Es konnte
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gezeigt werden, dass CD22 durch seine Wechselwirkung mit der Proteintyrosinphosphatase
(PTPase) SHP-1 die BCR-vermittelte Signalweiterleitung inhibiert (43). An diesem
Regelkreis ist auch die Transmembran PTPase-CD45  beteiligt, die die
Tyrosinphosphorylierung von CD22 und damit die Bindung und Aktivierung von SHP-1
reguliert. Darauf weisen die Hyperphosphorylierung von CD22 und die Aktivierung der SHP-
1-Phosphatase in CD45 defizienten Zellen bzw. die durch CD45 monoklonale Antikdrper
(mAk) vermittelte Ligation von CD45, die zur Trennung des in der Plasmamembran von B-

Zellen vorliegenden multimolekularen CD45-CD22 Komplexes fiihrt, hin (41, 44).

3.2 Einteilung, Struktur und Sekretion der Galectine

Galectine bilden eine Familie eng verwandter B-Galactosid-bindender Proteine, die von
Schwimmen iiber Nematoden bis hin zu Vertebraten weit verbreitet sind und ihre
molekularen Eigenschaften wie die Proteinarchitektur und Bindungsspezifitit evolutiondr
konserviert haben. Sie verfiigen liber ein hochkonserviertes Aminosiduresequenzmotiv in der
Kohlenhydrat-erkennenden Doméne (45, 46).Vom Standpunkt ihrer Proteinarchitektur
werden die zehn Mitglieder dem Prototyp, dem Chimérentyp und dem Tandem-Repeat-Typ
zugeordnet (47). Prototyp-Galectine sind kleine Proteine (Molmassen um 15 kDa) mit einer
CRD. Zu dieser Gruppe gehoren die Galectine 1, 2, 5 und 7. Wihrend Gal-5 unter
physiologischen Bedingungen als Monomer vorliegt, bilden die Galectine 1, 2 und 7
nichtkovalent assoziierte Homodimere (48, 49), die aufgrund ihrer Bivalenz die Fihigkeit
haben, Glykokonjugate mit GalB1-4GlcNAc-Sequenzen zu vernetzen. Besonders effizient
gelingt dies, wenn solche Sequenzen als Repeats bzw. am Ende antennérer Glykanstrukturen
vorliegen. Gal-3 zédhlt zum Chimérentyp. Es hat eine Molmasse von 30 kDa mit einer C-
terminalen CRD, die iiber Repeats von 7-10 Aminoséureresten (hauptsdchlich Prolin, Glycin,
Tyrosin) mit der N-terminalen Region verbunden ist. Die N-terminale Hilfte hat Homologie
zu  Komponenten des heteronucledren Ribonucleoprotein-Komplexes mit den
charakteristischen repetitiven Prolin- und Cystein-reichen Sequenzen (50). Wihrend Gal-3 in
freier Form als Monomer vorliegt, fiihrt die CRD-vermittelte Glykokonjugaterkennung auf

Zelloberflichen zur Multimerisierung des Proteins (46).
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Zum Tandem-Repeat-Typ gehoren die Galectine 4, 6 und 8, die iiber zwei CRDs in einer
Peptidkette verfiigen (51). Bei dieser Gruppe sind die CRDs iiber Repeats aus 7-10
Aminosdureresten mit der Konsensussequenz PGAYPG(X); verbunden. Dabei ist die
Spezifitdt und Affinitit der CRDs gegeniiber Disaccharidstrukturen unterschiedlich (52, 53).
Mutageneseexperimente zeigten, dass sechs hydrophile Aminosdurereste (His44, Asn46,
Argd8, Asn6l1, Glu71, Arg73), die in einer hochkonservierten zentralen Region der Prototyp-
Galectine lokalisiert sind und von einem Exon kodiert werden, fiir die Bindung von N-
Acetyllactosaminresten durch Gal-1 essentiell sind. Dabei kommt es zur Ausbildung von
Wasserstoffbriickenbindungen zwischen diesen Aminosduren und den OH-Gruppen 4 und 6
der Galaktose sowie der 3-OH-Gruppe von GlcNAc (54, 55). Freie Cysteinreste sind an der
Kohlenhydraterkennung nicht direkt beteiligt, jedoch konnte mit mutiertem Gal-1 (Cys2/Ser)
gezeigt werden, dass die Oxidation von Cys2 und Cys130 im nativen Protein unter
Ausbildung einer Disulfidbindung zur Inaktivierung der B-Galactosiderkennung fiihrt (55).
Unter nichtreduzierenden Bedingungen geht daher die Kohlenhydratbindung verloren, kann
jedoch durch Thiolschutzgruppenreagenzien stabilisiert werden.

Alle bisher untersuchten Galectine besitzen charakteristische Merkmale cytoplasmatischer
Proteine. Sie haben einen durch Acetylierung blockierten N-Terminus, keine
Transmembrandomine, und obwohl Glykosylierungsmotive sowie mehrere Cysteinreste
vorhanden sind, ist fiir Galectine das Fehlen von Glykosylierung und Disulfidbindungen
charakteristisch (56, 57). Die Klonierung der cDNA zeigte, dass Galectine ohne
Signalsequenz synthetisiert werden (58). Diese Eigenschaften kennzeichnen Galectine als
typische cytoplasmatische Proteine und schlieBt ihre Freisetzung durch den klassischen
Sekretionsweg iiber das endoplasmatische Retikulum (ER) und den Golgi-Apparat aus.
Obwohl der genaue Mechanismus dieser atypischen Sekretion nur ungeniigend verstanden
wird, ist gezeigt worden, dass Gal-1 nach einem vom klassischen Sekretionsweg
unabhédngigen Mechanismus sezerniert wird (59, 60). Insbesondere im Verlauf der
Differenzierungsphase reichern sich Galectine ungleichméfig im Ectoplasma in unmittelbarer
Nédhe der Plasmamembran an, invaginieren sie an bestimmten Stellen in erhohten
Konzentrationen unter Bildung lektinreicher Vesikel und werden aus diesen in den
extrazelluliren Raum ectocytiert (59). Erythropoietin stimuliert die erythroide
Differenzierung von K562 Zellen und die Sekretion von Gal-1, das an N-

Acetyllactosaminreste von Zelloberflachenglykokonjugaten bindet (61). Die autokrine
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Bindung von Gal-1 an Glykanstrukturen weist auf eine Einbindung in Prozesse wie
Signalweiterleitung, Zell-Zell- und Zell-Matrix-Interaktionen hin. Der alternative
Signalsequenz-unabhingige Weg des Proteinexports wird auch bei anderen physiologisch
wichtigen Proteinen mit autokrinen Funktionen, wie z.B. beim basischen Fibroblasten
Wachstumsfaktor (62) oder Interleukin-1f (63), gefunden.

Der biologische Vorteil des Proteinexportes durch Ectocytose ist unklar. Moglicherweise ist
eine Trennung von Glykosylierung und Glykanprozessierung im ER und Golgi-Apparat von
der Erkennung dieser Strukturen sowie der Schutz freier SH-Gruppen vor dem oxidierenden

Milieu im ER fiir die Zelle sinnvoll (64, 65).

3.3 Expression und biologische Funktion von Galectin-1

Die Expression von Gal-1 dndert sich wihrend der Entwicklung (66, 67) und wird durch
DNA-Methylierung kontrolliert (68, 69). Das Protein wird im sich entwickelnden, jedoch
nicht im adulten Gehirn exprimiert (70), und in humanen endothelialen Zellen stimuliert IL-1,
TGF- B und IFN-y seine Expression (71). In epithelialen Gewebe korreliert eine erhohte
Gal-1-Expression bei Tumorzellen mit einer schwach differenzierten Morphologie und einem
metastasierenden Phinotyp (72). Bei Schilddriisen-Tumoren gilt eine erhohte Expression des
Proteins als diagnostischer Marker fiir die Malignitit (73).

Betrachtet man die Biologie der Galectine, so ist zu beachten, dass das typische Rezeptor-
Ligand-Modell, nach dem ein Proteinligand mit einem Rezeptorprotein interagiert, nicht
zutreffend ist. Galectine binden zwar spezifische Oligosaccharide, die jedoch auf einer
Vielzahl von Glykokonjugaten gefunden werden. Daraus ergibt sich, dass Galectine auch
komplementire Glykostrukturen auf funktionell weniger relevanten Molekiilen erkennen bzw.
die Expression von Galectinen und entsprechend glykosylierten Rezeptoren in Geweben und
zelluldren Kompartimenten nicht simultan erfolgt. Bei allen bisher fiir Gal-1 identifizierten
Rezeptoren (Fibronectin, Laminin, CD2, CD3, CD4, CD7, CD45-Isoformen, lysosomal-
assoziiertes Glykoprotein; 74, 75, 76, 77, 78, 79) handelt es sich um Zelloberfldchen- bzw.
um Glykoproteine der extrazelluldaren Matrix (ECM). Intrazelluldre Rezeptoren sind fiir Gal-1
bisher nicht identifiziert. Gal-3 hingegen bindet an extra- und intrazellulire Targets.

Intrazelluldr bindet Gal-3 mit seiner N-terminalen RNA-bindenden Domine an RNA
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innerhalb des Kerns (80) und an bcl-2, ein cytoplasmatisches Regulatorprotein der Apoptose,
kohlenhydratunabhiingig iiber eine Peptidsequenz in der C-terminalen CRD (81). Der
antiapoptotische Effekt von Gal-3 resultiert aus der Heterodimerisierung mit bcl-2. Die durch
Gal-1 induzierte Antwort von Zellpopulationen wird daher vom Glykosylierungsmuster
verschiedener Rezeptoren abhidngen, deren Ligation zur Aktivierung unterschiedlicher
Signalwege fithren kann. Wihrend Gal-1 bei aktivierten T-Zellen Apoptose induziert und
dabei die Expression von CD3, CD45 und CD7 erfordert (82, 77, 79), antworten CD45-
defiziente Fibroblasten auf die Bindung von Gal-1 mit Proliferation (83). Die biologische
Antwort einer Zelle auf die Bindung dieses Proteins wird auch von der Glykosylierung so
genannter kompetitiver, d.h. Gal-1 bindender, jedoch nicht in die Signalweiterleitung
integrierter ~Rezeptoren abhingen, die durch Anderungen der Aktivitit der
Glykosyltransferasen und/oder Glykosidasen reguliert wird. Die zwei ECM-Glykoproteine
Laminin und Fibronectin binden Gal-1 und lokalisieren das Protein in der extrazelluldren
Matrix, das dann die Adhidsion von Zellen vermittelt. Andererseits inhibiert die
Uberproduktion von Gal-1 durch Myoblasten die Adhision an Laminin durch eine sterische
Behinderung der Bindung von Integrinen an Laminin (84). Bei Ovarial-Carcinomzellen
begiinstigen hohe Gal-1 Konzentrationen die Zellaggregation gegeniiber der Adhésion (85).
In welchem Mal3e bei der Gal-1 vermittelten Adhédsion von Zellen auch frithe Ereignisse der
Signalweiterleitung initiiert werden, ist bisher nicht untersucht.

Gal-1 kann die Zellproliferation inhibieren und stimulieren. Bei pulmonalen arteriellen
Endothelzellen korreliert die Expression von Gal-1 mit einer erhohten Proliferation (86).
Endogenes Gal-1 ist bei murinen embryonalen Fibroblasten als autokriner negativer
Wachstumsfaktor wirksam, indem es den Gy/G;- und S/Gz—Ubergang kontrolliert (87). Die
Expression von Gal-1 ist in lymphoiden Organen wie Thymus (88) und Lymphknoten (71), in
aktivierten Makrophagen (89, 90), aktivierten T-Zellen (91) und in immunpreviligierten
Organen wie Plazenta (92, 93) und Cornea (85) gezeigt worden. Diese Befunde und seine
immunmodulatorische Wirkung (94, 95) weisen darauf hin, dass dem Protein Funktionen bei
der Induktion und Erhaltung der zentralen und peripheren Immuntoleranz zukommen. Die
spezifische Expression von Gal-1 auf decidualen Zellen der Plazenta und von Gal-3 auf
Trophoblasten weist auf eine Beteiligung beider Proteine an der Adhésion von Trophoblasten
an die deciduale extrazelluldre Matrix iiber die Bindung an Poly-N-Acetyllactosaminreste des

Laminins hin (96). Die uterine Expression der murinen Gal-1 mRNA wird durch Progesteron
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und Estradiol differentiell reguliert und korreliert mit dem Implantationsprozess (97). Seine
Lokalisation auf Syncytiotrophoblasten und endometrialen Stromazellen (98, 99) sowie der
inhibitorische Effekt auf die Mitogen- (PHA) bzw. Alloantigen-stimulierte Proliferation
humaner peripherer Blutlymphozyten (100) deuten darauf hin, dass das Protein in
immunregulatorische Prozesse eingebunden ist, die fiir eine Akzeptanz des fetalen
Semiallografts erforderlich sind. Es konnte gezeigt werden, dass das Gal-1-Gen bei der
Induktion von T-Effektorzellen stark hochreguliert wird (91). Durch virale Infektion
induzierte CD8" T-Effektorzellen exprimieren die Gal-1 mRNA auf hohem Niveau, ist jedoch
in ruhenden CD8" T-Zellen nicht nachweisbar. Die Expression von Gal-1 wird in CD4" und
CD8" T-Zellen durch Peptidantigene und durch ConA induziert. Indem es die Antigen-
induzierte Proliferation naiver und CD8" memory T-Zellen inhibiert, kann es als ein
autokriner negativer Wachstumsfaktor fiir diese Zellpopulation betrachtet werden. Gal-1 wird
im humanen Thymus und Lymphknoten von Stromazellen exprimiert und damit in Organen,
wo Zelltod durch Apoptose wihrend der normalen T-Zell Entwicklung und Reifung erfolgt.
Humane Endothelzellen binden Gal-1 vermittelt aktivierte T-Zellen und 16sen den
programmierten Zelltod dieser T-Zellpopulation aus (101). Damit ist das endogene Lektin in
die Regulierung von Apoptose bei der T-Zell Reifung im Thymus und in die Regulation der
peripheren Immunantwort integriert. Fiir die durch Gal-1-vermittelten Effekte bei murinen
Thymozyten ist die Aktivitdit der Core-2p-1,6-N-Acetylglucosaminyltransferase von
besonderer Bedeutung, die Verzweigungen auf O- und N-verkniipften Glykanen generiert, an
die multiple Lactosaminreste gebunden werden (102).

Die immunsuppressiven und therapeutischen Effekte von Gal-1 konnten auch in
tierexperimentellen Modellen gezeigt werden (94, 95, 103). Eine durch Immunisierung von
Kaninchen mit dem gereinigten Acetylcholinrezeptorprotein (AchR) induzierte Myasthenia
gravis fithrte zur Antikorper-vermittelten Herunterregulation der AchR im Skelettmuskel an
postsynaptischen Membranen durch gesteigerte Endozytose. Nach simultaner Immunisierung
mit Rezeptorprotein und Gal-1 waren keine Anzeichen dieser Autoimmunerkrankung
nachweisbar (94). Obwohl der Mechanismus dieses therapeutischen Effektes nicht geklart ist,
wird eine Wirkung von Gal-1 auf das Immunsystem und dabei insbesondere ein Effekt von
AchR-Antikorpern und Gal-1 auf Thymozyten vermutet. Auch bei einer experimentell
induzierten Autoimmunenzephalomyelitis (EAE), einer paralytischen T-Zell-vermittelten

Erkrankung, die gegen das Myelin-basische Protein (MbP) gerichtet ist, ist rekombinantes
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Gal-1 immunsuppressiv wirksam (95). Nach einer tiglichen Vorbehandlung der Ratten mit
Lektin bzw. einer Immunisierung mit MbP und Gal-1 waren klinische und histologische
Anzeichen einer EAE nicht nachweisbar. Der suppressive Effekt des Proteins wird auf die
Hemmung der in vivo Sensibilisierung MbP-spezifischer T-Zellen zuriickgefiihrt. Auch an
einem murinen durch Kollagen Typ II induzierten Arthritismodell (CIA) konnten die
immunmodulatorischen Eigenschaften und das therapeutische Potential des endogenen
Lektins gezeigt werden (103). Eine einmalige Injektion syngener Gal-1 sezernierender DBA/1
Fibroblasten (permanent transfiziert mit einem pCDNA3 Expressionsvektor mit CMV-
Promotor und 495 bp Gal-1 Insert) bzw. eine kontinuierliche tégliche Injektion von
rekombinantem Gal-1 fiihrte zu einem Abbruch der klinischen und histopathologischen
Ausbildung einer Arthritis. Dabei induzierte Gal-1 ein Zytokinmuster, das in die Remission
der CIA involviert ist. Lymphknotenzellen von gen- und proteintherapeutisch behandelten
Tieren zeigten eine erhohte Suszeptibilitit gegeniiber Antigen-induzierter Apoptose. Dies
deutet darauf hin, dass Gal-1 das apoptotische Programm reifer aktivierter T-Zellen

beeinflusst und somit depletierend die Expression autoaggressiver Zellklone inhibiert.

3.4 Durch Galectin-1 stimulierte friihe Ereignisse der T-Zell
Aktivierung

Ein kritisches Ereignis bei der Initiation einer Immunantwort ist die Aktivierung von T-
Lymphozyten, die durch die Wechselwirkung des klontypischen T-Zell-Antigenrezeptors
(TCR) mit seinen Liganden, den an MHC-Molekiile gebundenen antigenen Peptiden (MHC-
Peptid), vermittelt wird (104). Innerhalb von Sekunden nach Besetzung des TCR durch MHC-
Peptide initiiert der TCR eine Kaskade von Tyrosinphosphorylierungen, die mehrere sich
verzweigende Signalwege stimuliert (105). Diese frithen Signale konnen fiir einige
Effektorfunktionen (Targetzelllyse durch T-Killerzellen) hinreichend sein. Komplexe
Funktionen wie die T-Zell Proliferation erfordern eine langandauernde TCR-Ligation und
Signalweiterleitung iiber Stunden. Eine langandauernde Besetzung des TCR wird durch die
geringe GroBe von TCR  und  MHC-Peptidkomplexen  (106)  gegeniiber
Membranglykoproteinen (CD43, CD45), die niedrige Affinitét fiir MHC-Peptide (107, 108),
durch die geringe Anzahl der MHC-Peptidkomplexe auf Antigen-prisentierenden Zellen im
Vergleich zu den TCR/CD3-Komplexen auf T-Zellen (109, 110) und durch die T-Zell
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Bewegung, die einer langandauernden Antigenerkennung entgegenwirkt, limitiert.
Insbesondere die Bindungsstirke der MHC-Peptide an den TCR ist fiir eine langandauernde
und klonale Expansion Antigen-spezifischer T-Zell Klone von Bedeutung. T-Lymphozyten
zeigen eine hohe Spezifitit, Differenzen von MHC-Peptiden zu evaluieren, und schon ein
einzelner Aminosdureaustausch in einem antigenen Peptid kann signifikante biologische
Effekte auf T-Zellen haben (109). Die Limitierung einer langandauernden Besetzung des TCR
wird durch die Ausbildung spezialisierter Kontaktstellen zwischen T-Zellen und
antigenprisentierenden Zellen iiberwunden. Eine solche sogenannte immunologische Synapse
(109, 111) besteht aus einem zentralen Cluster von TCR/CD3-Komplexen, die ringférmig von
Adhésionsmolekiilen umgeben sind. Nach der Besetzung der TCRs mit MHC-Peptiden
assoziieren die Komplexe mit Actin des Cytoskeletts und werden durch aktiven Transport
konzentriert (112, 113). Die Organisation der Synapse, die zu einer mehr als hundertfachen
Aufkonzentrierung der MHC-Peptide im Inneren fiihrt, ist das determinierende Ereignis fiir
die T-Zell Proliferation. Nach einem kinetischen Model der T-Zell Aktivierung korreliert die
Zahl der MHC-Peptide im zentralen Cluster der Synapse mit der Halbwertszeit der TCR-
MHC-Peptid Wechselwirkung (114). Es wird vermutet, dass die Signalweiterleitung auf dem
Niveau der immunologischen Synapse sowie durch MHC-Peptide induzierte
Konformationsdnderungen im TCR fiir den biologischen Ausgang der T-Zell Aktivierung
(Proliferation, Differenzierung, Anergie, Apoptose) mit entscheidend sind. Die
Signalereignisse, die zur Reorganisation des Rezeptors und der Cytoskelettproteine fiihren,
sind nicht bekannt. Die Besetzung des TCR initiiert intrazelluldre Signalereignisse, die bei
reaktiven T-Lymphozyten zur Zytokinproduktion und Differenzierung, zur klonalen
Expansion oder zu Apoptose fithren. Der T-Zell Rezeptorkomplex (TCRC) besteht aus den
Antigenerkennungs-Komponenten (je einer Transmembran a- und B-Kette), die nichtkovalent
mit dem CD3-Signalmodul (je eine y- und 6-Kette, je zwei e- und &-Ketten) verkniipft sind.
Das CD3-Signalmodul iibersetzt die Besetzung des TCR durch antigene Peptide bzw.
Antikorper in intrazelluldre biochemische Vorgidnge. Da der TCRC keine intrinsische
Proteintyrosinkinaseaktivitit hat, erfolgt nach Rezeptorstimulation die Rekrutierung
proximaler intrazytoplasmatischer Proteintyrosinkinasen (PTKs), die der Src- (p561°k, p59fyn,
yes) und der Syk/Zap-70-Familie angehoren. Diese proximalen PTKs sind fiir die Initiation
und Amplifikation der Aktivierungssignale zustdndig (115). Die Src-Kinasen phosphorylieren

Tyrosinreste in Immunorezeptor Aktivierungsmotiven (ITAMs, zwei durch 6-8
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Aminosdurereste getrennte YXXL-Motive) von CD3§ und CD3e (115). Die iiber ihre
Tandem-SH2-Doméne vermittelte Bindung von Zap-70 an doppelt-tyrosinphosphorylierte
ITAMs fiihrt zur Aktivierung der Kinase. Die Neigung der Src-Kinasen, ITAMs zu
phosphorylieren, resultiert aus ihrer Verankerung an der Innenseite der Plasmamembran iiber
thren Lipid-modifizierten N-Terminus. Dariiber hinaus tendieren Src-Kinasen dazu, sich in
spezialisierten Membranmikrodominen (Lipid Rafts) zu konzentrieren (116). Strickte
Vorraussetzung fiir die Akkumulation der Src-Kinasen in Rafts ist ihre duale Acylierung mit
einem Myristat- und mindestens einem Palmitatrest am aminoterminalen Glycin und an
Cysteinresten. Eine Zerstorung der Rafts durch Cholesterol-Depletion inhibiert die
Zellaktivierung signifikant (117). Es wurde gezeigt, dass auch die Corezeptoren CD4 und
CD8, die p56'* binden, in der cytoplasmatischen Domine palmitoyliert und moglicherweise
in Rafts lokalisiert sind (118, 119). Es gibt erste experimentelle Daten, dass die
phosphorylierte &-Kette nach antigener TCR-Stimulation in Rafts angereichert (120) und
damit in die Nidhe der Zap-70-Kinase gebracht wird. Bei der Aktivierung distaler Effektoren
ist LAT (Linker fiir aktivierte T-Zellen), ein acyliertes Raft-assoziiertes Transmembran-
Adapterprotein, beteiligt, das mit der Phospholipase C (PLC-yl), Vav, SLP-76 und der
Phosphatidylinositol-3-kinase interagiert (121). LAT ist fiir die Aktivierung der PLC-y durch
die Zap-70-Kinase erforderlich. Damit begiinstigen Rafts durch die Biindelung von Kinasen,
Adaptorproteinen und intrazelluldren Effektoren die Signalweiterleitung durch den TCR,
grenzen jedoch nicht-lipidmodifizierte negative Regulatoren wie die Transmembran-
Proteintyrosinphosphatase (PTPase) CD45 aus (122). Die TCR-Ligation durch antigene
Peptide, die zu einer schnellen Translokation der Src-Kinasen in das Zentrum der
immunologischen Synapse fiihrt, wo sie mit dem TCRC und der PKC-0 interagieren (112),
weist auf eine Kooperation von Rafts und Synapsen im Rahmen der T-Zell Aktivierung hin.

Strukturelle Untersuchungen zeigen, dass die Dauer der TCR-Besetzung durch antigene
Peptide sehr unterschiedlich ist, jedoch den biologischen Ausgang der T-Zell Aktivierung
bestimmt (123). Die meisten biochemischen Signalereignisse sind nur kurz nach der TCR-
Ligation nachweisbar. Eine Ausnahme ist die intrazelluldre Calciumkonzentration ([Ca2+]i),
die durch den kapazitiven Calciumeinstrom iiber CRACs (calcium release activated calcium
channels) langandauernd auf 400 nM erhoht bleibt (124). Die TCR-Ligation fiihrt zur
Aktivierung der PLC-y, die Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP,) in Isonitol-1, 4, 5-
trisphosphat (InsP3) und Diacylglycerol (DAG) spaltet (125). InsP3 bindet an seinen im ER
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lokalisierten Rezeptor, der als Calciumkanal zur Entleerung der Speicher fiihrt. Die
Entleerung dieser Speicher stimuliert den schnellen Ca**-Einstrom iiber CRACs aus dem
Extrazelluldrraum und fiihrt bei T-Zellen zu einer Erhohung von [Ca®"); tiber Stunden. Ein
langandauerndes Calciumsignal ist fiir die Transkription der IL-2 Gene erforderlich. In
CRAC-defektiven Zelllinien wird die Hemmung der Aktivierung frither Gene (IL-2) durch
Transfektion mit einer konstitutiv aktiven Form der Ser/Thr-Phosphatase Calcineurin
tiberwunden (126). Die durch Calcium/Calmodulin-regulierte Phosphatase dephosphoryliert
den nucledren Faktor aktivierter T-Zellen (NFAT), der nach seiner Translokation in den Kern
die Transkription der IL-2 Gene induziert (127). Andererseits fiihrt die Nichtbesetzung des
TCR bzw. eine Hemmung von Calcineurin mit Cyclosporin A oder FK506 zu einem
schnellen und quantitativen Export von NFAT aus dem Kern (127). Eine Reihe von in vitro
Untersuchungen  deuten darauf hin, dass in den nucledren Export die
Glykogensynthasekinase-3 integriert ist, die NFAT in Serin/Prolin-reichen Regionen
phosphoryliert und damit die Kernlokalisationssequenz maskiert (123). Eine langandauernde
TCR-Stimulation und hohe Calciumspiegel sind daher erforderlich, um den
Transkriptionsfaktor iiber eine Zeit im Kern zu lokalisieren, die fiir die Aktivierung friither
Gene ausreichend ist.

Monoklonale Antikorper (mAk) mit Spezifitit fiir CD-Antigene sind geeignete Liganden, um
den von einem CD-Marker ausgehenden Signalweg zu untersuchen. Da Gal-1 Glykoepitope
auf einer Reihe von CD-Antigenen (CD2, CD3, CD4, CD7, CD43, CD45) bindet (76, 128,
78, 77, 79), unterscheidet es sich von mAk wesentlich. Es ist daher nicht vorhersehbar,
welche Signalwege das endogene Lektin bei T-Zellen aktiviert und wie diese Signalereignisse
zelluldr integriert werden. Gal-1 stimuliert bei Jurkat T-Lymphozyten effizient eine
konzentrationsabhingige Erhohung von [Ca™];, wozu beide Phasen, die transiente
Stimulation von [Ca**]; durch Entleerung der intrazelluldren Speicher und der langandauernde
Ca”*-Einstrom, beitragen. Diese Effekte des Proteins auf die Calciummobilisation sind bei
CD3™ 31-13 Jurkat T-Zellen und bei CD45 J45.01 T-Zellen nicht nachweisbar, was auf eine
Beteiligung von CD3 und auf die Notwendigkeit von CD45 bei der Signalweiterleitung
hinweist (78). Die vollstindige Hemmung der durch Gal-1 stimulierten Calciummobilisation
mit Lactose (10 mM) zeigt, dass die Signalweiterleitung iiber Glykoepitope vermittelt wird.
Gal-1 stimuliert die Hydrolyse von PIP, iiber eine Aktivierung der PLC-yl durch

Tyrosinphosphorylierung (78). Damit generiert das endogene Lektin Aktivierungssignale, die
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auch fiir CD2- und CD3-mAk charakteristisch sind, so dass Effekte auf PKC-Isoformen
erwartet werden konnen. Gal-1 ist ein natiirlicher Ligand fiir die Transmembran-PTPase
CD45 und bindet auf den extrazellulairen Dominen der Isoformen mit den Molmassen von
180 kDa (R0O), 190 kDa, 205 kDa und 220 kDa (RA) GalB1-4GlcNAc-Sequenzen. Die
Bindung des Proteins hemmt die membranassoziierte und die immunprézipitierte PTPase
Aktivitit (77). Damit generiert das Lektin durch Ligation von CD2 und CD3 bei T-Zellen
Aktivierungssignale (78), die iiber die PTPase-Aktivitit von CD45 moduliert werden konnen.
Aufgrund der dualen Funktion von CD45 im Rahmen der T-Zell Aktivierung als ein
Aktivator der Src-Kinasen Ick und fyn durch Dephosphorylierung der negativ regulatorischen
Tyrosinreste (Y505 bzw. Y531), andererseits als ein Terminator der Lymphozytenfunktion
durch Dephosphorylierung von CD3(, ist diese Modulation moglich (129). Andererseits ist
denkbar, dass Gal-1 aufgrund seiner Bivalenz CD45 dimerisiert und damit das katalytische
Zentrum blockiert, wodurch die Verfiigbarkeit fiir Substrate und damit TCR-Funktionen
inhibiert werden (130). Insbesondere eine Coligation von TCR und CD45 inhibiert die
Signalweiterleitung iiber den Antigenrezeptor und hemmt die IL-2 Synthese sowie die
Zellproliferation. Eine Ligation von CD45 stimuliert bei T-Zellen Apoptose und wird durch
Vernetzung von CD3 verstirkt (131). Diese Erkenntnis stimmt mit Daten iiberein, die zeigen,
dass Gal-1 nicht in der Lage ist, bei CD3 und CD45  T-Zelllinien Apoptose zu induzieren
(77). Fiir die Generierung modulierender T-Zell Aktivierungssignale spricht auch, dass das
endogene Lektin eine schnelle Phosphorylierung von pp21E, jedoch nicht die
Tyrosinphosphorylierung von pp23( stimuliert, die eine langandauernde Ligation der

Aktivierungsmarker benotigt und fiir die T-Zell Proliferation erforderlich ist (132).
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4 Zielstellung

Eine der zentralen bisher nur zum Teil beantworteten Fragen der modernen Glykobiologie
betrifft die Funktion zelluldrer Glykokonjugate. Endogene kohlenhydratbindende Proteine mit
definierter Glykoepitopspezifitit kommen als natiirliche Liganden in Betracht, um dariiber
weitere Hinweise zu erhalten.

In der vorliegenden Arbeit steht Galectin-1, ein immunsuppressiv wirksames Protein, das
GalB1-4GIcNAc-Sequenzen von Glykokonjugaten erkennt, im Mittelpunkt. An humanen
Jurkat T-Lymphozyten als einem Modell sollen Untersuchungen auf der Ebene der
Signaltransduktion mit dazu beitragen, den molekularen Mechanismus seiner
immunsuppressiven Aktivitit zu kldren. Es war daher erforderlich, zunédchst Gal-1 bindende
CD-Aktivierungsmarker zu identifizieren. Bei den Untersuchungen zur Signalweiterleitung
wurden zwei Fragen in den Mittelpunkt gestellt. Erstens war vorgesehen, den Effekt der
Bindung des endogenen Lektins an CD-Antigene auf die Calciummobilisation, die
Aktivierung der PLC-yl und auf die Generierung von InsP3 zu charakterisieren. Zweitens
sollte im Rahmen der Arbeit geklidrt werden, in welchem Malle Gal-1 distale Ca2+—abhéingige
Signalwege aktiviert bzw. inhibiert. Dabei waren in Verbindung mit der Gal-1 stimulierten
Depletion intrazellulédrer Ca2+—Speicher inhibierende Effekte auf das im ER lokalisierte
Ca2+/Calmodulin—regulierte Enzymsystem fiir die Synthese von Phosphatidylserin (PtdSer) zu
erwarten. Durch transiente Transfektion von T-Zellen mit pPKC-EGFP Vektoren und
cytoplasmatische Expression der PKC-EGFP Fusionsproteine fiir die Proteinkinase-C-
Isoformen o, B, Y und 6 sollte mit Hilfe der konfokalen Laser-Raster-Mikroskopie gepriift
werden, ob Gal-1 die Translokation dieser Isoformen an die Plasmamembran stimuliert. Gel
Shift Assays mit 2p_markierten Konsensusoligonucleotiden sowie Reportergenassays unter
Verwendung von Konstrukten mit multiplen Kopien von AP-1 Bindungsstellen sollten

zeigen, in welchem Maf3e Gal-1 diesen Transkriptionsfaktor aktiviert.
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5 Material und Methoden
5.1 Zellen

In der vorliegenden Arbeit wurden die Untersuchungen an der humanen T-Zelllinie Jurkat
(Klon E6.1, CD2" CD3" CD45") von ATTC, an einem CD45-defizienten Klon dieser
Zelllinie (J45.01, CD2" CD3" CD457) und an CD3-defizienten J31-13 Zellen (CD2" CD3~
CD45"%) durchgefiihrt. Die J45.01 Zellen wurden von G. A. Koretzky (University of Iowa)
und der CD3" J31-13 Zellklon wurde von A. Alcover (Institut Pasteur, Paris) erhalten. Fiir die
Kultivierung der Zellen wurde RPMI 1640 Fliissigmedium von Gibco verwendet, das mit 10
% fetalem hitzeinaktivierten Kilberserum (FCS) und 10 pg/ml Kanamycin supplementiert
wurde. Die Zellen wurden in 250 ml Zellkulturflaschen bis zu einer Zelldichte von 3 x 10’
Zellen/'ml Kulturmedium in einem CO,-Brutschrank bei 37 °C kultiviert. Unter diesen

Kulturbedingungen war die Viabilitit der Zellen (Trypanblau-negativ) > 96 %.

5.2 Isolierung von Galectin-1 aus humanen Plazentagewebe

5.2.1 Herstellung der Lactosyl-Sepharose 4B

Die Immobilisierung von Lactose an den Trédger erfolgte nach den Angaben von Allen und
Johnson (133). Sepharose 4B (30 ml) wurde auf der Fritte mit Aqua dest., anschliefend mit
0,5 M Na,COs-Losung (pH 11,0) gewaschen und dann in 30 ml 0,5 M Na,COs-Losung
resuspendiert. Durch Zugabe von 3 ml Divinylsulfon wurde das Gel unter Schiitteln fiir 70
min bei Raumtemperatur derivatisiert, auf der Fritte mit Aqua dest. gewaschen und in 100 ml
0,1 M Lactose in 0,5 M Na,COs-Losung (pH 10,0) resuspendiert. Nach einer Reaktionszeit
von 72 h bei 6 °C wurde auf der Fritte abgesaugt und mit 0.5 M Na,COs-Losung (pH 8,5)
gewaschen. Zur Blockierung verbliebener Vinylgruppen wurde das Gel in 60 ml Na,COs-
Losung (pH 8,5) resuspendiert und mit 1,2 ml 2-Mercaptoethanol fiir 3 h bei Raumtemperatur
umgesetzt. In einer Chromatographiesidule wurde die Lactosyl-Sepharose abschlieBend mit

phosphatgepufferter Kochsalzlosung (PBS, pH 7,4) dquilibriert.
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5.2.2 Herstellung von Asialofetuin-Sepharose 4B

In 50 ml 0,1 M NaHCOs-Losung (Kupplungspuffer, pH 8,3) wurden 300 mg Asialofetuin
gelost und an 60 ml CNBr-aktivierte Sepharose 4B gekuppelt (134). Nach der Blockierung
verbliebener reaktiver Gruppen am Triager in 0,2 M Glycinpuffer (pH 8,0) bei
Raumtemperatur fiir 2 h wurde das Gel auf der Fritte, wie vom Hersteller (Amersham-
Pharmacia) angegeben, alternierend mit Kupplungspuffer sowie 0,1 M Natriumacetatpuffer
(pH 4,0) gewaschen. Das Gel wurde in einer Chromatographieséule (3 cm x 25 cm) mit PBS,

pH 7.4, aquilibriert.

5.2.3 Affinitdtschromatographische Isolierung von Galectin-1

Die Priparation des B-galactosidbindenden Proteins aus humanem Plazentagewebe wurde,
wie von Hirabayashi und Kasai (135) beschrieben, jedoch mit einigen Modifizierungen
durchgefiihrt. Alle Arbeitsschritte erfolgten im Bereich von 0 bis 4 °C. Das blutfrei gespiilte
Gewebe (400 g) wurde zerkleinert und in 2000 ml EDTA-MePBS-Puffer (20 mM
Natriumphosphatpuffer, pH 7,2, 150 mM NaCl, 2 mM EDTA, 4 mM 2-Mercaptoethanol)
homogenisiert. Das Homogenat wurde bei 10 000 x g fiir 30 min zentrifugiert und das Pellet
mit 0,1 M Lactose in 1000 ml EDTA-MePBS-Puffer fiir 1 h extrahiert. Der durch
Zentrifugation (10 000 x g, 30 min) erhaltene Uberstand wurde mit einem Hollow Fiber
Dialyzer (HRD 1.0, Typ III) auf 300 ml eingeengt und in dem gleichen System die Lactose
durch Dialyse fiir 2 h gegen EDTA-MePBS-Puffer abgetrennt. Die Reinigung des Proteins
erfolgte durch sequentielle Affinititschromatographie an einer Asialofetuin-Sepharose 4B-
und Lactosyl-Sepharose 4B-Siule, wobei die Elution des adsorbierten Lektins jeweils mit 50
mM Lactose in EDTA-MePBS-Puffer vorgenommen wurde. Nach der Umpufferung iiber
eine mit 20 mM Tris/HCIl-Puffer (pH 8,0) dquilibrierte Bio-Gel P6-Séule (Bio-Rad) erfolgte
die Endreinigung des Proteins durch Anionenaustauschchromatographie unter Verwendung
einer 1 ml Resource Q Sdule (Amersham-Pharmacia) durch Elution mit einem linearen NaCl
Gradienten (0 bis 0,5 M) in 20 mM Tris/HCl-Puffer (pH 8,0) mit dem FPLC-System von
Amersham-Pharmacia. Die Ausbeute je Plazenta betrug 1,1 - 3,0 mg. Die Lagerung des in

PBS gelosten Proteins erfolgte nach Sterilfiltration und Portionierung bei -20 °C. In der SDS-
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Elektrophorese zeigt das priparierte Lektin nach Coomassie R250 Firbung eine homogene
Bande im Bereich von 14 kDa.

Das humane rekombinante Gal-1 (recGal-1) und das mutierte Lektin (C2S) wurden von J.
Hirabayashi (Teikyo University, Dep. Biol. Chem. Kanagawa) erhalten. Die Herstellung
beider Proteine ist publiziert (142, 54).

5.2.4 Immobilisierung von Galectin-1

Galectin-1 (6,0 mg/ml 20 mM HEPES-Puffer, pH 8,0) wurde mit 0,4 ml NHS-aktivierter

SepharoseTM

4 Fast Flow (Amersham-Pharmacia) durch Inkubation fiir 2 h bei
Raumtemperatur gekuppelt. Durch Zugabe von 5 ml 0,2 M Tris/HCI-Puffer (pH 8,0) und
Inkubation fiir weitere 4 h wurden verbliebene reaktive Gruppen des Tréigers blockiert. Das
Gel wurde auf der Fritte alternierend mit 0,1 M Tris/HCI-Puffer (pH 8,0) und mit 0,1 M
Natriumacetatpuffer (pH 4,0) gewaschen, in PBS (pH 7,4) mit 4 mM 2-Mercaptoethanol

dquilibriert und in diesem Puffer bei 4 °C gelagert.

5.2.5 Biotinylierung von Galectin-1

Die Biotinylierung erfolgte nach der von Boorsma et al. beschriebenen Methode (136).
Biotinyl-N-hydroxysuccinimid (BNHS) wurde in Dimethylsulfoxid (DMSO) geldst. 60 pl
einer 0,01 M BNHS-Losung wurden mit 1 mg Galectin-1/ml 0,1 M NaHCOs-Losung (pH
8,5) bei Raumtemperatur fiir 1h umgesetzt. Der Uberschuss an BNHS wurde durch
Gelfiltration iiber eine mit PBS (pH 7.,4) 4quilibrierte Bio-Gel P6-Sdule entfernt. Das

biotinylierte Protein wurde nach der Proteinbestimmung aliquotiert und bei -20 °C gelagert.

5.2.6 Proteinbestimmung

Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte nach der Methode von Bradford (137)
anhand einer Kalibriergeraden unter Verwendung von Rinderserumalbumin (BSA) als
Standard. Das von Bio-Rad bezogene Bradford Reagenz wurde mit Aqua dest. 1:5 verdiinnt.
Die Extinktionsmessung erfolgte am Ultrospec 3000 (Amersham-Pharmacia) bei einer

Wellenldnge von 595 nm.
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5.3 Elektrophoretische Techniken

5.3.1 Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-
PAGE)

Dem fiir die SDS-PAGE benutzten diskontinuierlichen Gel- und Puffersystem zur
Herstellung der Polyacrylamidflachbettgele liegen die Angaben von Laemmli zugrunde
(138).Es wurden zur Aufkonzentrierung der Proben 1 cm lange Sammelgele (4 %) und zur
Auftrennung 14 cm lange Trenngele (10 % oder 12 %) eingesetzt. Die Proben wurden mit

dem gleichen Volumen an doppeltkonzentriertem Laemmli-Probenpuffer (pH 6,8) gemischt

und im Wasserbad fiir 5 min bei 100 °C behandelt.

5.3.2 Elektrotransfer von Proteinen aus Polyacrylamidgelen auf
Nitrocellulose (Blotting)

Der Elektrotransfer wurde nach Kyhse-Andersen (139) durchgefiihrt. Es wurde eine Appara-
tur der Firma Phase mit Graphitplatten als Elektrodenmaterial eingesetzt.

Zur Vorbereitung wurde das Filterpapier (2 x 3 Lagen) und die Nitrocellulose 1 h, das Trenn-
gel 15 min in Transferpuffer dquilibriert. Zum elektrophoretischen Transfer der im SDS-Gel
enthaltenen Proteinbanden war das vom Filterpapier aufgenommene Volumen an
Transferpuffer ausreichend (semidry). Der verwendete Transferpuffer enthielt 39 mM Glycin,
48 mM Tris, 1,3 mM SDS und 20 % (V/V) Methanol. Danach wurde auf das Trenngel
(Polyacrylamidgel) die Transfermembran (Nitrocellulosemembran) luftblasenfrei gelegt und
zwischen zwei mit Transferpuffer dquilibrierten Filterpapierlagen zwischen Kathode und
Anode eingespannt. Bei einer Stromdichte von 1,5 mA/cm’ gelang ein nahezu quantitativer

Proteintransfer innerhalb einer Stunde.
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5.4 Nachweis Gal-1 bindender CD-Antigene

5.4.1 Immunprazipitation von CD2 und CD3 in Jurkat T-Zell Lysaten

E6.1 Zellen (1 x 108) wurden dreimal mit eiskaltem PBS (pH 7.4) gewaschen und
anschliefend fiir 1 h mit 1 ml Lysepuffer (20 mM Tris/HCL, pH 7,5, 1% NP 40, 150 mM
NaCl, 2 mM EDTA, 0,2 mM PMSF, 10 pg/ml Aprotinin, 1 ug/ml Leupeptin, 1 pg/ml
Pepstatin) auf Eis behandelt. Das Zelllysat wurde bei 10 000 x g fiir 30 min und 4 °C
zentrifugiert. Je 500 pl des erhaltenen Uberstandes wurden mit 100 pg CD3 mAk (Klon X35,
Coulter-Immunotech) bzw. mit 100 ug CD2 mAk (Klon 39C1.5, Coulter-Immunotech) fiir 1
h und nach Zugabe von jeweils 100 ul Protein G Agarose fiir eine weitere Stunde auf Eis
inkubiert. Die Beads wurden durch Zentrifugation auf einer 0,22 um
Zentrifugationsfiltereinheit (Costar) gesammelt und fiinfmal mit je 500 ul Lysepuffer
gewaschen. Die Dissoziation der an Protein G Agarose adsorbierten Immunkomplexe erfolgte
mit 90 pl doppeltkonzentriertem nichtreduzierenden Laemmli Probenpuffer durch Inkubation
fir 5 min bei 100 °C. Mit Hilfe der Zentrifugationsfiltereinheiten gelang eine gute

Abtrennung der Beads von den gelosten Proteinen. Die Proben wurden bei — 20 °C gelagert.

5.4.2 Auftrennung von Jurkat T-Zell Lysaten an Gal-1 Agarose

E6.1 Zellen (5,8 x 108) wurden in 2 ml EDTA-MePBS-Puffer (pH 7,2) mit 1 % NP 40, 10
pg/ml Aprotinin, 10 pg/ml Leupeptin und 1 mM PMSEF fiir eine Stunde auf Eis lysiert. Das
Lysat wurden 10 min bei 10 000 x g und 4 °C zentrifugiert. Nach Inkubation des Uberstandes
mit 300 pl Gal-1 Agarose fir 30 min wurde die Gelsuspension auf eine 0,22 um
Zentrifugationsfiltereinheit {iberfiihrt und fiinfmal mit jeweils 500 ml Lysepuffer gewaschen.
Das Gel wurde auf dem Filter mit 300 ul 0,1 M Lactose in Lysepuffer eluiert. Das Eluat

wurde mit 100 pl 4 x konzentriertem Laemmli Probenpuffer fiir 5 min bei 100 °C inkubiert.
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5.4.3 Nachweis von CD2 und CD3 auf Blots

Die CD2- und CD3-Immunprézipitate sowie die Gal-1 bindenden Glykoproteine wurden in
der SDS-PAGE aufgetrennt und auf Hybond ECL-Membranen (Amersham-Pharmacia)
geblottet. Nach Inkubation der Membranen in Blockpuffer (20 mM Tris/HCL, pH 7,2, 1 M
NaCl, 1 % Tween 20) fiir 1 h bei Raumtemperatur wurden die Blots im Falle der
Immunprézipitate mit 2 pg/ml biotinyliertem Gal-1 in 20 mM Tris/HCI, pH 7,2, 1 M NaCl,
0,05 % Tween 20 (TBS/Tw) in Gegenwart von 4 mM 2-Mercaptoethanol fiir 16 h bei 4 °C
inkubiert. Zum Nachweis von CD2 und CD3 in der Gal-1 bindenden Fraktion wurden die
Blots mit je 1 ug/ml biotinylierten CD2- bzw. CD3-mAk (Coulter-Immunotech) in TBS/Tw
fiir 16 h bei 4 °C inkubiert. Nach dem Waschen der Blots erfolgte die Inkubation mit einem
Streptavidin-Peroxidase Konjugat (1:1000 Verdiinnung in TBS/Tw) fiir 1 h bei
Raumtemperatur. Die Blots wurden in TBS/Tw gewaschen und fir 1 min in 50 mM
Natriumacetatpuffer (pH 4,0) inkubiert. Die Farbentwicklung erfolgte in einer Lésung von 10
mg 3-Amino-9-ethylcarbazol in 1 ml Aceton, 25 ml 50 mM Natriumacetatpuffer und 15 ul
H,0; (30%).

5.5 Bestimmung der Konzentration an intracytoplasmatisch freiem
Calcium ([Ca*'})

5.5.1 Beladen der Zellen mit Fura-2 AM

Zur Bestimmung von [Ca®]; wurde der fluoreszierende Ca**-Chelator Fura-2 AM eingesetzt.
Die Zellen (2 x 106) wurden in 1 ml RPMI 1640 Medium mit 5 uM Fura-2 AM fiir 30 min bei
37 °C beladen und nach Zugabe von 2 ml RPMI 1640 Medium fiir weitere 20 min bei 37 °C
inkubiert. Nach dreimaligem Waschen der beladenen Zellen mit 10 mM HEPES-Puffer (pH
7,4, 137 mM NaCl, 5 mM KCI, 0,5 mM MgCl,, 1 mM CaCl,, 5 mM Glucose, | mM
Na,HPO4 und 1 g/l BSA) erfolgte die Einstellung auf eine Zellkonzentration von 1 x 10%/ml.
Nach der Beladung war der Anteil Trypanblau-negativer Zellen > 94 %.

28



5.5.2 Messung der Calciumkonzentration

Die Messungen erfolgten in 1 cm Quarzkiivetten bei 37 °C an einem Shimadzu RF-5001 PC
Spektrofluorimeter. Die Zellsuspension (1,5 ml) wurde abwechselnd bei 339 nm und 380 nm
angeregt und die Fluoreszenz bei 490 nm gemessen. Zur Darstellung von [Ca*']; in nM wurde
aus dem Verhiltnis (R) der bei 339 nm und 380 nm gemessenen Fluoreszenzintensitéiten bei
einem Ky-Wert von 224 nM die Calciumkonzentrationen nach der Gleichung von
Grynkiewicz (140)

R-R .. o St

[ca>r] =224
Rmax. - R Sb380

berechnet. In HEPES-Puffer mit 1 mM CaCl, wurde nach Zugabe von Triton X100 (0,5 %)
Riax und Sbsgg (Fluoreszenzintensitiit von Ca’" beladenem Fura-2 angeregt bei 380nm) sowie
nach Zugabe von EGTA (1 mM) Ry, und Sfsgp (Fluoreszenzintensitidt von Ca’" freiem Fura-2
angeregt bei 380nm) bestimmt. Zur Messung der Stimulation von [Ca®]; in Ca®-freiem
Medium wurden zum Zeitpunkt O die Calciumionen des Puffers durch Zugabe einer

dquimolaren Menge EGTA komplexiert.

5.6 Nachweis der Tyrosinphosphorylierung der Phospholipase C-
v1 (PLC-y1) und Messung von Inositol-1,4,5-trisphosphat (InsP;)

5.6.1 Nachweis der Tyrosinphosphorylierung der Phospholipase C-y1

Jurkat T-Zellen (Klon E6.1, 1 x 107/0,5 ml RPMI 1640 Medium) wurden mit Gal-1 bzw. mit
dem mutierten Lektinprotein C2S bei 37 °C stimuliert. Die mitgefiihrten Kontrollen erhielten
das gleiche Volumen PBS (pH 7.4). Nach der Termination der Stimulation auf Eis (10 min)
wurden die Zellen durch Zentrifugation bei 300 x g fiir 5 min und 4 °C gesammelt, einmal
mit eiskaltem PBS (pH 7,4) gewaschen und dann auf Eis fiir 30 min mit 300 pl Lysepuffer
(10 mM Na,HPO,4 pH 7,0, 150 mM NaCl, 1 % NP 40, 0,5 % Natriumdesoxycholat, 2 mM
EDTA, 1 mM EGTA, 1 mM Na3;VO4, 1 mM PMSF, 10 pg/ml Aprotinin und je 2 pg/ml
Antipain, Pepstatin, Leupeptin) behandelt. Der durch Zentrifugation bei 5 000 x g fiir 10 min
und 4 °C erhaltene Uberstand wurde mit 5 pg PLC-yl mAk (Bio Mol) fiir 2 h und nach

Zugabe von 50 pl Protein A Agarose fiir eine weitere Stunde auf Eis inkubiert. Die Beads
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wurden fiinfmal mit je 500 ul Lysepuffer gewaschen und mit 100 ul doppeltkonzentriertem
Probenpuffer 5 min bei 100 °C inkubiert. Nach Auftrennung der Immunprézipitate in der
SDS-PAGE (7,5 % Trenngel) erfolgte der Elektrotransfer auf Hybond ECL
Nitrocellulosemembranen. Die Membranen wurden mit 1 % BSA in PBS (pH 7,4) fiir 1 h
geblockt und mit einem anti-Phosphotyrosin HRP-Konjugat (Bio Mol, Verdiinnung 1:12500
in PBS) fiir 16 h bei 4 °C inkubiert. Die Blots wurden abschliefend mit PBS (pH 7.4)
gewaschen. Der Nachweis der Banden erfolgte luminographisch mit Hilfe der ECL-
Reagenzien von Amersham-Pharmacia Biotech unter Verwendung von Agfa Curix

HT1.000G Plus Rontgenfilmen.

5.6.2 Messung der Konzentration von InsP;

Jurkat E6.1 Zellen (1 x 107/0.5 ml RPMI 1640 Medium mit 15 mM LiCl) wurden mit Gal-1
bzw. C2S fiir 1 min, 3 min, 5 min und 15 min bei 37 °C stimuliert. Die mitgefiihrten
Kontrollen erhielten das gleiche Volumen PBS (pH 7,4). Die Stimulation wurde auf Eis durch
Zugabe von 100 pl Perchlorsdure (20 %) terminiert. Nach 20 min wurden die ausgefallenen
Proteine durch Zentrifugation bei 2 000 x g fiir 15 min sedimentiert und der Uberstand
elektrometrisch mit eiskalter 10 M KOH auf einen pH-Wert von 7,5 eingestellt. Der durch
Zentrifugation bei 2 000 x g erhaltene Uberstand wurde fiir die Messung der InsP;-
Konzentration eingesetzt. Die Quantifizierung erfolgte mit dem kompetitiven Biotrak InsP;
[3H] Assay System (Amersham-Pharmacia) unter Verwendung eines Rinder InsPs-
Bindungsproteins. Mit diesem System kann anhand einer mitgefiihrten Kalibriergeraden InsPs3

im Bereich von 0,19 pM bis 25 pM/Testansatz quantifiziert werden.

5.7 Messung der zellularen Phosphatidylserin (PtdSer) Synthese

5.7.1 Stimulation der Zellen

Jurkat E6.1 Zellen wurden dreimal mit 20 mM HEPES-Puffer (pH 7,4, 137 mM NaCl, 2,7
mM Glucose, | mM MgCl,, 1 mM CaCl,) gewaschen und auf eine Zellkonzentration von 4 x
10°/ml eingestellt. Nach Zugabe von 6 puCi [*H]Serin zu 1,5 ml der Zellsuspension erfolgte
die Stimulation mit CD3 mAk (Klon X35, Coulter Immunotech), CD2 mAk (Klon 39C1.5
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und 6F10.3, Coulter Immunotech) bzw. mit Gal-1 ohne bzw. in Gegenwart des

Calmodulinantagonisten Trifluoperazin (TFP, 50 uM) fiir 1 h bei 37 °C.

5.7.2 Bestimmung des Gesamteinbaus von [°H]Serin

Zur Messung des zelluldren [*H]Serineinbaus wurden von jedem Stimulationsansatz jeweils 2
x 200 pl Zellsuspension in 96 well Zellkulturplatten (Greiner) pipettiert, mit dem
Zellharvester auf Filterpapierstreifen iiberfithrt und gewaschen. Nach dem Trocknen der

Streifen erfolgte die Messung des [*H]-Einbaus durch Fliissigkeitsszintillations-Messung.

5.7.3 Extraktion der Lipide, Abtrennung und Nachweis von
[*H]Phosphatidylserin

Nach der Stimulation wurde die Zellsuspension (1 ml) bei 300 x g fiir 5 min zentrifugiert. Die
Zellpellets wurden mit 300 ul Chloroform:Methanol (1.2) durch Schiitteln fiir 2 min
extrahiert. Nach der Zugabe von 100 pl Chloroform und 100 ul Aqua dest. wurde fiir weitere
30 Sekunden extrahiert. Zur Phasentrennung wurde die Suspension bei 5 000 x g fiir 10 min
zentrifugiert und die untere Chloroformphase durch Abpipettieren gewonnen. Die
Auftrennung  der  extrahierten  Lipide erfolgte mittels Kieselgel 60 F~*
Diinnschichtchromatographie Platten (0,2 mm Schichtdicke, 20 x 20 cm, Merck). Durch
Bespriithen mit 54 mM Oxalsédureldsung (pH 7,2) und anschlieBender Trocknung bei 110 °C
fir 15 min wurden die Platten aktiviert. Je Bahn wurden 100 upl Chloroformextrakt
aufgetragen und mit dem Laufmittelsystem Chloroform:Methanol:Essigsdure:Wasser
(75:45:12:3) aufgetrennt (143). Nach einer Laufstrecke der Front von 15 cm wurde die DC-
Platte mit dem Fon getrocknet. Die Lokalisation der [’H] PtdSer-Spots erfolgte mit Hilfe
einer Tritium-Bildplatte nach einer Expositionszeit von 6 Tagen. AnschlieBend wurden die

[*H] PtdSer-Spots ausgeschnitten und der Einbau durch Fliissigkeitsszintillations-Messung

quantifiziert.
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5.8 Transiente Transfektion - AP-1 Reportergenassays und AP-1
Gel Shift Assays

5.8.1 AP-1 Reportergenassays

Der cis-Reporter Vektor pAP1(PMA)-TA-Luc und der pTAL-Luc Vektor (Negativkontrolle)
von Clontech ermoglichen durch Messung der Luciferase-Aktivitit den Nachweis
ligandinduzierter Signalereignisse, die zur Aktivierung des Transkriptionsfaktors AP-1
fiihren. pAP1(PMA)-TA-Luc hat oberhalb vom Reportergen Luc und einem minimalen TA-
Promotor sechs Tandemkopien der AP-1 Konsensussequenz und reagiert spezifisch auf
Phorbolester (PMA). Nach Bindung von endogenem AP-1 an die Enhancerelemente wird die
Transkription induziert und das Reportergen aktiviert. Luciferase ist ein hoch sensitiver
enzymatischer Reporter, der quantitative Daten iiber das Mal3 der Initiation der Transkription
liefert.

Zur Transfektion wurden Jurkat T-Zellen (1 x 10/0,8 ml RPMI 1640 Medium) mit 25 pg
pAP1(PMA)-TA-Luc bzw. pTAL-Luc gemischt und in einer 0,4 cm Elektroporationskiivette
(Bio-Rad) im CO,-Brutschrank fiir 10 min bei 37 °C vorinkubiert. Die Elektroporation der
Zellen erfolgte mit einem Genpulser (Bio-Rad) bei 350 V und 900 pF. Die transient
transfizierten Zellen wurden bei einer Zelldichte von 5 x 10%4 ml RPMI 1640 Medium mit
Gal-1, PMA und CD3 mAk ohne bzw. mit Inhibitoren (Lactose, Cellobiose, Asialofetuin,
Staurosporin, Curcumin), wie in den Legenden angegeben, inkubiert. Zur Aufarbeitung
wurden die Zellen zweimal mit PBS (pH 7,2) gewaschen, die Zellpellets mit 250 pl
Lysepuffer (Promega) fiir 5 min bei Raumtemperatur behandelt und dann bei 10 000 x g fiir 1
min zentrifugiert. Zur Messung der Luciferaseaktivitit wurden 10 ul Uberstand mit 50 ul
Luciferase-Substratlosung (Promega) gemischt. Die Lumineszenzmessungen erfolgten am

Lumat LB950 (Berthold).

5.8.2 Praparation der Kernextrakte

Die Stimulation der Jurkat T-Lymphozyten (1 x 10’/2ml RPMI 1640 Medium) mit Gal-1,
PMA und CD3 mAKk ist in den Legenden beschrieben. Zur Aufarbeitung wurden die Zellen
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einmal mit eiskaltem PBS (pH 7,4) gewaschen und in 0,5 ml 20 mM HEPES-Puffer (pH 7,9,
10 mM KCI, 1 mM EDTA, 1 mM DTT, 1 mM PMSF, 0,1 mM Na3;VOy, 0,2 % Triton X100,
10 % Glycerol sowie je 1 pg/ml Aprotinin, Pepstatin und Leupeptin) fiir 15 min auf Eis
behandelt (141). Nach der Zentrifugation bei 20 000 x g fiir 2 min und 4 °C wurden die
erhaltenen Pellets fiir 20 min auf Eis mit 0,1 ml 10 mM HEPES-Puffer (pH 7,9, 350 mM
NaCl, 10 mM KCI, 1 mM EDTA, 1 mM DTT, 1 mM PMSF, 0,1 mM Na3;VO, 20 % Glycerol
und je 1 pg/ml Aprotinin, Leupeptin und Pepstatin) extrahiert. Die Extrakte wurden bei
20 000 x g fiir 5 min und 4 °C zentrifugiert und die Uberstinde nach Aliquotierung (30 pl)
bei -80 °C gelagert.

5.8.3 AP-1 Gel Shift Assays

Das Doppelstrang AP-1 Consensus Oligonucleotid (sc-2501, Santa Cruz Biotechnology)
wurde mit ['f ’P]ATP (Amersham Pharmacia) und der T4 Polynucleotid Kinase (Roche) 32p.
markiert und iiber eine 2 ml Sephadex G10-Saule umgepuffert. Zur Komplexbildung wurden
jeweils 4 ul Kernextrakt mit 20 pul Bindungspuffer (10 mM Tris/HCI, pH 7,5, 50 mM NacCl, 1
mM EDTA, 1 mM DTT, 0,1 % Triton X100, 5 % Glycerol, 1 mg/ml BSA, 2 mg/ml poly[dI-
dC]), der mindestens 65000 c.p.m. **P-markiertes Consensus Oligo enthilt, gemischt und auf
Eis fir 30 min inkubiert. Die Komplexe wurden in 6 % Polyacrylamid Nativgelen
aufgetrennt. Zur Autoradiographie wurden die Rontgenfilme HT1.000G Plus (Agfa-Gevaert
N.V.) in einer Rontgenkassette auf die getrocknete Gele gelegt und bei — 70 °C exponiert. In
den Kompetitionsversuchen wurden die Bindungsreaktionen mit einem hundertfachen
Uberschuss an unmarkiertem Consensus-Oligo bzw. an mutiertem Oligo (sc-2514, Santa
Cruz Biotechnology) durchgefiihrt. Bei den Supershift Assays wurden die c-Fos und c-Jun
mAKk (Santa Cruz, Biotechnology) jeweils mit 2 pg/Bindungsreaktion eingesetzt, und der
Reaktionsansatz wurde 20 min auf Eis vor Zugabe des *’P-markierten Oligonucleotids

inkubiert.

5.8.4 JNK1 Immunkomplex Kinase Assay

Zur Messung der c-Jun N-terminale Kinase (JNK1) Aktivitit wurden Jurkat E6.1 Zellen (5 x
10%ml RPMI 1640 Medium) bei 37 °C mit Gal-1 stimuliert. Die Kontrollansétze erhielten das
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gleiche Volumen PBS (pH 7,4). In diese Versuche wurde auch der spezifische Inhibitor der
JNK1 Anthra[1-9-cd]pyrazol-6(2H)-on (SP 600125, Tocris) einbezogen (144), wobei die
Stimulationsansédtze mit dem Inhibitor (3 uM, 10 uM) fiir 30 min bei 37 °C vorinkubiert und
anschlieend mit Gal-1 stimuliert wurden. Nach der Stimulation wurden die Zellen einmal
mit eiskaltem PBS (500 ul) gewaschen und in 350 pl Lysepuffer (20 mM HEPES, pH 7,6, 10
mM B-Glycerophosphat, 20 mM MgCl,, 20 mM p-Nitrophenylphosphat, 0,1 mM Na3;VOy, 2
mM DTT, 0,1 mM Pefabloc, 1 % Triton X100) fiir 30 Minuten auf Eis lysiert (145). In dem
durch Zentrifugation bei 20 000 x g fiir 15 min und 4 °C erhaltenen Uberstand erfolgte
zunichst die Proteinbestimmung nach Bradford. Die Uberstiinde (je 450 pg) wurden mit 6 pg
JNKI1 pAk (Santa Cruz Biotechnology) fiir eine Stunde auf Eis und nach Zugabe von 50 pl
Protein G Agarose Beads eine weitere Stunde inkubiert. Die Beads wurden viermal mit
jeweils 300 ul Lysepuffer und zweimal mit je 350 ul Kinasepuffer (20 mM HEPES, pH 7.6,
20 mM MgCl,, 20 mM B-Glycerophosphat, 20 mM p-Nitrophenylphosphat, 0,1 mM NazVOy,
2 mM DTT) gewaschen und in 20 pl Kinasepuffer resuspendiert. Nach der Zugabe von 5 ug
c-Jun(1-169)-GST als Substrat (Upstate Biotechnology) und 5 pCi [y PJATP (Amersham-
Pharmacia) je Stimulationsansatz wurde auf einem thermostatierbaren Eppendorf Schiittler
fir 20 min bei 30 °C inkubiert. Die Substratphosphorylierung wurde durch Zugabe des
gleichen Volumens an doppeltkonzentriertem Laemmli Probenpuffer terminiert. Nach
Auftrennung mit Hilfe der SDS-PAGE wurde auf PVDF Membranen geblottet. Der Nachweis
der phosphorylierten Substratbande [c-Jun(1-169)-GST] im Bereich von 41 kDa erfolgte
autoradiographisch unter Verwendung von Agfa Curix HT1.000G Plus Rontgenfilmen.

Um abzusichern, ob in den Kinaseassays gleiche Mengen an JNKI eingesetzt wurden,
erfolgte nach dem Blocken der PVDF-Membranen mit 4 % BSA in PBS (pH 7.4) die
Inkubation mit 0,25 pg/ml JNK1 mAk (Pharmigen) in PBS mit 1 % BSA fiir 16 h bei 4 °C.
Nach dem Waschen der Membranen erfolgte die Inkubation mit einem anti-Maus IgG-POD
Konjugat (1:5000) in PBS mit 1 % BSA fiir 2 h bei Raumtemperatur. Auf den Blots erfolgte
der Nachweis der JINK1 (46 kDa) luminographisch unter Verwendung der ECL-Reagenzien

von Amersham-Pharmacia.
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5.9 Nachweis der Translokation von Proteinkinase C (PKC)
Isoformen an die Plasmamembran

Fiir die cPKC-Isoformen (a, 3, ) und fiir die PKC-Isoform 8 wurden pPKC-EGFP Vektoren
von Clontech eingesetzt, die Fusionsproteine, bestehend aus der entsprechenden PKC-
Isoform und dem griinfluoreszierenden Protein (EGFP), codieren. Nach der Transfektion der
Zellen werden die Fusionsproteine normalerweise im Cytosol exprimiert und konnen nach
ligandinduzierter Zellaktivierung (PMA) innerhalb weniger Minuten aus dem Cytosol an die
Plasmamembran transloziert werden. Die intrazellulire Bewegung der Proben kann
fluoreszenzoptisch anhand der EGFP-Fluoreszenz (Anregungsmaximum 488 nm,
Emissionsmaximum 509 nm) nachgewiesen werden. Die Expression der PKC-EGFP

Fusionsproteine steht unter der Kontrolle eines humanen CMV ,,immediate-early* Promotors.

5.9.1 Transfektion der Zellen

Zur Transfektion wurden Jurkat E6.1 Zellen zunidchst zweimal mit RPMI 1640 Medium
gewaschen und auf eine Zellkonzentration von 1,25 x 107/ml eingestellt. In einer 0,4 cm
Elektroporationskiivette (Bio-Rad) wurden 0,8 ml der Zellsuspension mit 25 ug pPKC-EGFP
Vektor gemischt und 5 min im CO,-Brutschrank bei 37 °C vorinkubiert. Nach der
Elektroporation bei 350 V und 935 pF wurden die Zellen 5 min bei 37 °C im CO»-
Brutschrank nachinkubiert. Die weitere Kultivierung der Zellen erfolgte nach Zugabe von 5
ml RPMI 1640 Medium in Zellkulturplatten bei 37 °C im CO,-Brutschrank. Nach einer
Inkubationszeit von 18 Stunden war die Expression der PKC-EGFP Fusionsproteine

fluoreszenzmikroskopisch nachweisbar.

5.9.2 Nachweis der PKC-EGFP Translokation

Je 250 pl Zellsuspension wurden in spezielle Kiivetten (chambered cover slides, Lab-Tech)
tiberfiihrt und bei 37 °C mit Gal-1, einem CD3 mAk (Klon X35) bzw. mit Phorbol-12-
myristat-13-acetat (PMA) stimuliert. Der Nachweis der PKC-EGFP Translokation erfolgte
mit einem Laser-Scanning Mikroskop (LSM 410, Zeiss-Oberkochen) bei einer

Anregungswellenldnge von 488 nm und Messung der Emission bei 509 nm.
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6 Ergebnisse

6.1 Elektrophoretische Analyse der Gal-1 Praparationen durch
SDS-PAGE

Das aus Plazentagewebe extrahierte und durch sequentielle Affinitdtschromatographie an
Asialofetuin- und Lactosyl-Sepharose 4B isolierte Protein wurde durch anschlieende
Anionenaustauschchromatographie an Resource Q weiter aufgereinigt. Gal-3, das auch an
Asialofetuin- und Lactosyl-Sepharose 4B bindet, wird nicht an die mit Tris/HCl-Puffer (pH
8,0) dquilibrierte Resource Q Sidule gebunden. Mit einem linearen NaCl-Gradienten in
Tris/HCI-Puffer (pH 8,0) wird Gal-1 bei 140 mM NaCl von der Séule eluiert. Die SDS-
elektrophoretische Auftrennung des gereinigten Proteins ist in Abbildung 1 dargestellt. Die
homogenen Proteinbanden in den Spuren 2 und 3 im Bereich von 14 kDa zeigen, dass die
Gal-1 Préparationen nach Coomassie Brillantblau R250 Firbung auch bei der Auftrennung

von 4 ug/Bahn elektrophoretisch rein sind.
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Abbildung 1 SDS-PAGE der Gal-1 Priiparationen in einem 12 % igen Trenngel unter reduzierenden
Bedingungen.

1: Molekulargewichtsstandards (Amersham-Pharmacia)
2: Gal-1 Priparation (2 pg)
3: Gal-1 Priparation (4 png)
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6.2 Nachweis Gal-1 bindender CD-Aktivierungsmarker auf Blots

In Verbindung mit der immunsuppressiven Wirkung von Gal-1 und den geplanten
Untersuchungen zur Signalweiterleitung bei T-Zellen sollte zunichst gekldrt werden, an
welche CD-Antigene mit Relevanz fiir die Signalweiterleitung das endogene Lektin
Glykoepitop-vermittelt bindet. Bei diesen Untersuchungen standen CD2 und CD3 im
Mittelpunkt.

6.2.1 Gal-1 erkennt Glykoepitope auf dem CD2 Antigen

In Jurkat T-Zell Lysaten wurde CD2 immunprézipitiert und an Protein G Agarose adsorbiert.
Nach der Dissoziation der Immunkomplexe in nichtreduzierendem Laemmli Probenpuffer
und SDS-elektrophoretischer Auftrennung erfolgte der Elektrotransfer der Proteinbanden aus
dem Polyacrylamidgel auf Nitrocellulose. Das Bindungsmuster von biotinyliertem Gal-1 auf
Blots zeigt Abbildung 2A. Wihrend das Lektin eine starke Bande bei 50 kDa generiert, die
auf CD2 hindeutet, konnte die im Bereich von 150 kDa liegende Bande dem CD2 mAk (IgG1
Isotyp) zugeordnet werden (Spur 2). Die Hemmung der Gal-1 Bindung mit Asialofetuin (4
mg/ml) reduziert die Bandenstirke sehr stark, was auf eine Glykoepitop-vermittelte
Erkennung von CD2 hinweist (Spur 3). Neben der Bindung von biotinyliertem Gal-1 an
immunprézipitiertes CD2  wurden Jurkat E6.1 Zelllysate an Gal-1 Agarose
affinitdtschromatographisch aufgetrennt und die gebundene Fraktion mit 0,1 M Lactoselosung
eluiert. Nach der elektrophoretischen Auftrennung der Gal-1 Agarose bindenden Fraktion und
dem Transfer auf Nitrocellulose Membranen wurden die Blots mit einem biotinylierten CD2
mAKk inkubiert. Neben einer sehr schwachen Bande bei 45 kDa erkennt der CD2 mAk auch
hier eindeutig CD2 im Bereich von 50 kDa (Abbildung 2B, Spur 2). Eine identische Bande
wurde auf Blots erhalten, wenn immunprizipitiertes CD2 von Jurkat E6.1 Zelllysaten auf

Blots mit dem biotinylierten CD2 mAk nachgewiesen wurde (78).
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Abbildung 2 Erkennung von CD2 in CD2 Immunprézipitaten von Jurkat E6.1 Zelllysaten durch
biotinyliertes Gal-1 (A) und in der Gal-1 Agarose bindenden Fraktion dieser Lysate durch
einen biotinylierten CD2 mAk auf Blots (B). Die SDS-PAGE erfolgte in 12 % igen
Trenngelen unter nichtreduzierenden (A) und reduzierenden Bedingungen (B).

Spur 1: biotinylierte Molekulargewichtsstandards, A-Spur 2 und 3: Inkubation von CD2
Immunprizipitaten (2,8 x 10’ Zellen) mit biotinyliertem Gal-1 ohne (Spur 2) bzw. mit 4
mg/ml Asialofetuin (Spur 3), B-Spur 2: Inkubation der Gal-1 Agarose bindenden Fraktion
(2,9 x 107 Zellen) mit 0,5 pg/ml biotinyliertem CD2 mAk.

Alle Blots wurden abschlieBend mit einem Streptavidin-HRP Konjugat (1:1000
Verdiinnung) inkubiert und mit 3-Amino-9-ethylcarbazol als HRP-Substrat entwickelt.

6.2.2 Gal-1 erkennt Glykoepitope auf dem CD3-Komplex

Das CD3-Antigen wurde in Jurkat E6.1 Zelllysaten mit einem CD3 mAk (Klon UCHT1)
immunprizipitiert und an Protein G Agarose adsorbiert. Nach der Dissoziation der
Immunkomplexe in nichtreduzierendem Probenpuffer und SDS-elektrophoretischer
Auftrennung wurde das Bandenmuster auf Nitrocellulosemembranen transferiert. Die
Bindung von biotinyliertem Gal-1 zeigt Abbildung 3A. Auf den Blots erkennt Gal-1 zwei
Banden im Bereich von 22-26 kDa (Spur 2). Wihrend die Gal-1 Bindung mit Lactose (30
mM) nicht inhibierbar ist (Spur 3), ist die Gal-1 Bindung an beide Banden in Gegenwart von
Asialofetuin (2 mg/ml) nicht nachweisbar (Spur 4). Durch Erh6hung der eingesetzten CD3-
Immunprézipitatmenge ist eine zusétzliche Bande im Bereich von 22-26 kDa nachweisbar (B,

Spur 3). Obwohl der mAk (Klon UCHT1) spezifisch an CD3¢ bindet (146), werden zwei
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Ketten des Komplexes coimmunprizipitiert. Im Gegensatz zu Gal-1 reagiert der biotinylierte

CD3e mAKk spezifisch mit der e-Kette des CD3-Komplexes (Spur 2).
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Abbildung 3 Bindung von biotinyliertem Gal-1 an immunprizipitiertes CD3 von Jurkat E6.1
Zelllysaten. Die SDS-PAGE erfolgte in einem 12 %igen Trenngel unter nichtreduzierenden
Bedingungen. A-Spur 1: biotinylierte Molekulargewichtsstandards, Spur 2-4: Inkubation
von CD3-Immunpriizipitaten (je 2,2 x 10’ Zellen) mit 3 pg/ml biotinyliertem Gal-1 (Spur 2),
in Gegenwart von 30 mM Lactose (Spur 3) bzw. mit 2 mg/ml Asialofetuin (Spur 4) B-Spur
1: Molekulargewichtsstandards, Spur 2 und 3: Inkubation von immunprizipitiertem CD3
von 4,8 x 10 Zellen/Spur mit 2 pg/ml biotinyliertem CD3 mAk (Klon UCHT1, Spur 2) und
mit 4,5 pg/ml biotinyliertem Gal-1 (Spur 3)
Die Blots wurden mit einem Streptavidin-HRP Konjugat (1:1000) inkubiert und mit 3-
Amino-9-ethylcarbazol als Substrat entwickelt (Spur 2, 3 und 4).

6.3 Charakterisierung der Gal-1 stimulierten Erhéhung von [Ca**];

In Verbindung mit der Erkennung von Glykoepitopen auf den CD-Aktivierungsmarkern CD2
und CD3 war von Interesse, die Effekte des endogenen Lektins auf die Calciummobilisation
zu charakterisieren. In diese Experimente wurden neben Jurkat E6.1 Zellen auch ein CD45-
defizienter Zellklon (J45.01) sowie ein CD3"~ Zellklon dieser Zelllinie (J31-13) einbezogen.
Weiterhin sollten die Proteinkinaseinhibitoren Herbimycin A und Staurosporin, Cholera
Toxin (CTX) sowie die Effekte der Membrandepolarisation bei E6.1 Zellen mit Gramicidin
bzw. bei einer hohen K'- und entsprechend niedrigen Na'-Konzentration im Puffer zur

Charakterisierung beider Phasen der Gal-1 stimulierten Calciummobilisation beitragen.
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6.3.1 Gal-1 stimuliert einen biphasischen Verlauf der
Calciummobilisation

In Abbildung 4 sind die Effekte des Proteins auf die Konzentration von intracytoplasmatisch
freiem Calcium von Fura-2 beladenen Jurkat E6.1 Zellen, CD45™ J45.01 Zellen und von CD3"
J31-13 Zellen zusammenfassend dargestellt. In Gegenwart von 1 mM CaCl, im Medium liegt
die intrazelluldre Calciumkonzentration bei 80 £ 21 nM. Die Stimulation der Zellen mit 15
ug/ml Gal-1 erhoht [Ca2+]i nach einer kurzen Latenzzeit von etwa 25 Sekunden auf 580 *+ 43
nM und bleibt langandauernd auf 500 nM erhoht (a). Die Prédinkubation der Zellen mit
Lactose (10 mM) fiir 100 Sekunden bei 37 °C inhibiert die Gal-1 induzierte
Calciumfreisetzung vollstindig (c). Bei CD45 J45.01 Zellen und CD3" J31-13 Zellen zeigt
das Lektin keinen Calcium-mobilisierenden Effekt (d). Auch nach der Stimulation beider
Zelllinien mit einem CD3e mAk bzw. der Costimulation mit zwei CD2 mAk
unterschiedlicher Epitopspezifitit war keine Erhohung von [Ca®*]; nachweisbar. Bei Jurkat
E6.1 Zellen zeigt Gal-1 den charakteristischen biphasischen Verlauf der Calciummobilisation.
In Calcium-freiem Medium stimuliert das Protein zunichst einen transienten, etwa auf das
Zweifache der basalen Calciumkonzentration ansteigenden Wert, der nach der Repletion des
Mediums mit CaCl, (1 mM) auf etwa 450 nM ansteigt und langandauernd erhoht bleibt (b).
Wiihrend die transiente Erhohung von [Ca®']; aus der Entleerung intrazelluldrer Speicher
resultiert, ergibt sich die langandauernde Erhohung aus dem Einstrom von extrazellulirem

Calcium.
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Abbildung 4 Gal-1 induzierte Calciummobilisation von Fura-2 beladenen Jurkat E6.1 Zellen (a, b, c),
von J31-13 und J45.01 Zellen (d). E6.1 Zellen wurden bei 37 °C ohne (a) bzw. mit Lactose
(10 mM, c) fiir 100 Sekunden vorinkubiert. Die Zugabe von Gal-1 (15 pg/ml) erfolgte
jeweils bei 100 Sekunden. Der Effekt von Gal-1 auf die Calciummobilisation von J45.01
und J31-13 Zellen ist in der Spur d dargestellt. Das durch Gal-1 (15 pg/ml) stimulierte
transiente Calciumsignal ohne Ca** im Medium ist in der Spur b dargestellt. Dazu wurden
die Calciumionen mit EGTA (1,5 mM) zu Beginn der Messungen maskiert. Die Repletion
des Puffers mit CaCl, (1,5 mM) erfolgte bei 300 Sekunden.

6.3.2 Effekte der Proteinkinaseinhibitoren Herbimycin A und
Staurosporin auf die Gal-1 stimulierte Erhohung von [Ca®");

Um Hinweise zu erhalten, in welchem MaBe friihe Phosphorylierungsereignisse fiir das Gal-1
induzierte Calciumsignal erforderlich sind, wurden E6.1 Zellen mit dem Proteintyrosinkinase
Inhibitor Herbimycin A vorinkubiert, was zur Hemmung der TCR-vermittelten IL-2 Sekretion
fithrt (147). In diese Untersuchungen wurde auch der Proteinkinaseinhibitor Staurosporin
einbezogen. Die hemmenden Effekte beider Inhibitoren auf die Calciummobilisation zeigt
Abbildung SA. Wihrend Gal-1 bei E6.1 Zellen [Ca®™"]; langandauernd auf etwa 500 nM
stimuliert (a), reduziert Herbimycin A (3 uM) diesen Effekt auf etwa 40 % (b). Nach
Vorinkubation der Fura-2 beladenen Zellen mit Staurosporin (1 uM) ist nach der Stimulation
mit Gal-1 keine zelluldre Calciumantwort nachweisbar (c). Abbildung 5B zeigt den Effekt
einer CD3- Stimulation mit einem CD3¢ mAk (Klon UCHTI1, a) bzw. einer CD2-
Costimulation mit zwei CD2 mAk (Klon 39C1.5 und 6F10.3, b) unterschiedlicher
Epitopspezifitit. Im Gegensatz zu Gal-1 16scht eine Herbimycin A Vorbehandlung der Zellen
das durch CD2 mAk (c) und CD3 mAk stimulierte Calciumsignal (d).
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Abbildung 5 Gal-1 (15 pg/ml) induzierte Ca**-Mobilisation von unbehandelten (A, a), von Herbimycin A
(A, b) und von Staurosporin behandelten E6.1 Zellen (A, c¢). Erhéhung von [Ca“]i in E6.1
Zellen nach Stimulation mit 2 ug/ml CD3 mAk (Klon UCHT1) in unbehandelten (B, a), mit
Herbimycin A behandelten (B, d) sowie nach CD2-Costimulation mit jeweils 3,3 pg/ml CD2
mAk (Klon 39C1.5, Klon 6F10.3) von unbehandelten (B, b) und von Herbimycin A
vorbehandelten Zellen (B, c¢). Fura-2 beladene E6.1 Zellen wurden in der Quarzkiivette fiir
3 min bei 37 °C mit Staurosporin (1 uM) vorinkubiert. Mit Herbimycin A (3 pM) wurden
die Zellen (1 x 10%2 ml Kulturmedium fiir 21 Stunden bei 37 °C kultiviert.

6.3.3 Cholera Toxin hemmt die Gal-1 stimulierte Calciummobilisation
partiell

Um weitere Hinweise zum Mechanismus der Gal-1 stimulierten Calciummobilisation zu
erhalten, wurde Choleratoxin (CTX) eingesetzt, das CD3{ modifiziert und damit den TCR
von der Signalweiterleitung abkoppelt (148). Wie in Abbildung 6 dargestellt, wird durch 20

pg/ml rekombinantes Gal-1 (rec Gal-1) [Ca2+]i bis auf 674 nM stimuliert (a), was einer 7,7-
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fachen Erhohung gegeniiber der basalen Calciumkonzentration entspricht. Die Kultivierung
von E6.1 Zellen in komplettem Kulturmedium mit 0,5 pg/ml CTX fiir 2 Stunden bei 37 °C
reduziert die durch das rekombinante Protein stimulierte Erhohung von [Ca2+]i auf 300 nM
(c). Im Vergleich zu unbehandelten Zellen (b) fiihrt die CTX-Behandlung der Zellen zu einer
reduzierten Ca2+—Freisetzung aus intrazelluldren Speichern und zu einem herabgesetzten Ca**-
Einstrom (d) nach Stimulation mit rekombinantem Gal-1. Vergleichbare Hemmeffekte des
Toxins auf die Calciummobilisation wurden gemessen, wenn Gal-1 zur Zellstimulation
eingesetzt wurde. Im Gegensatz zur Zellstimulation mit Gal-1 fiihrt die Vorinkubation der
Zellen mit CTX zu einer kompletten Hemmung der CD3 mAk (Abbildung 6B, c) und der
durch zwei CD2 mAKk induzierten zelluldren Calciumantwort (Abbildung 6B, d).
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Abbildung 6 Hemmung der rec Gal-1, CD3 mAk und der CD2 mAk stimulierten Erhhung von [Ca*];
in Jurkat E6.1 Zellen mit Cholera Toxin. Die Zellen (1,5 x 10%/m] Kulturmedium) wurden
mit 0,5 pg/ml CTX fiir 2 Stunden bei 37 °C kultiviert und danach mit Fura-2/AM beladen.
A: Stimulation von [Ca®]; in unbehandelten (a) und CTX-behandelten Zellen (c) in
Gegenwart von 1 mM Ca** im Medium sowie von unbehandelten (b) und von CTX-
behandelten Zellen (d) ohne Ca®** im Medium mit 20 pg/ml rec Gal-1. Die Zugabe von
EGTA (1,5 mM) erfolgte beim Zeitpunkt 0, die von CaCl, (1,5 mM) und von rec Gal-1 sind
durch Pfeile markiert.

B: CD3 mAk (2,6 pg/ml, Klon X35, a) und CD2 mAk (je 3.3 pg/ml, Klone 6F10.3 und
39C1.5, b) stimuliertes Calciumsignal in unbehandelten und CTX-behandelten Zellen (c,
d).

6.3.4 Der Gal-1 stimulierte Calciumeinstrom wird durch
Membrandepolarisation gehemmt

Um den biphasischen Verlauf der Calciummobilisation weiter zu charakterisieren, wurde der
Effekt der Membrandepolarisation mit Gramicidin und durch Aquilibrierung der Fura-2
beladenen Zellen in HEPES-Puffer mit 110 mM K" und 22 mM Na" untersucht. In Abbildung

7 sind die Ergebnisse zusammenfassend dargestellt. Die Membrandepolarisation der Fura-2
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beladenen Zellen mit dem Transportantibiotikum Gramicidin (A) bzw. durch eine hohe K-
Konzentration im Puffer (B) zeigen iibereinstimmend, dass die transiente Galectin-stimulierte
Entleerung intrazellulirer Ca”*-Speicher Membranpotential-unabhingig stimulierbar ist.
Beide Methoden der Membrandepolarisation zeigen iibereinstimmend, dass der Galectin-

stimulierte langandauernde Ca**-Einstrom gehemmt wird.
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Abbildung 7 Effekt der Membrandepolarisation mit Gramicidin (A) und in HEPES-Puffer mit 110 mM
K* (B) auf die Gal-1 stimulierte Ca*-Antwort von Jurkat E6.1 Zellen. A: EGTA (1,5 mM)
und Gramicidin (4,5 pg/ml) wurden zum Zeitpunkt 0 zur Zellsuspension gegeben. Die
Zugabe von rec Gal-1 (13,3 pg/ml) und von CaCl, (1,5 mM) ist durch Pfeile
gekennzeichnet. B: Gal-1 stimulierte Erhéhung von [Ca*']; in HEPES-Puffer mit 5 mM K*
(a) und in HEPES-Puffer mit 110 mM K* (b). Die Zugabe von EGTA (1,5 mM) erfolgte
zum Zeitpunkt 0, die von Gal-1 (16 pg/ml) und CaCl, (1,5 mM) sind durch Pfeile
gekennzeichnet.
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6.4 Effekt von Gal-1 auf die Hydrolyse von Phosphatidylinositol-
4,5-bisphosphat (PIP;) und die Tyrosinphosphorylierung der
PLC-y1

In Zusammenhang mit der Erkennung von Glykoepitopen auf CD2 und CD3 und dem
Galectin-stimulierten biphasischen Verlauf der Calciummobilisation bei T-Zellen waren auch
Effekte auf den Inositolphosphatstoffwechsel und die Aktivierung der PLC-y zu erwarten. Es
war daher von Interesse, welchen Effekt die Zellstimulation mit Gal-1 auf den Spiegel und die

Kinetik von InsP; und die Tyrosinphosphorylierung der PLC-v hat.

6.4.1 Galectin-1 stimuliert einen transienten Anstieg von InsP;

Die Stimulation von Jurkat E6.1 Zellen mit Gal-1 steigert die Synthese von InsP;. In
Abbildung 8A ist die Kinetik dargestellt. Im Vergleich zu den Kontrollen (C) mit 3,6 £ 0,3
pM fiihrt die Stimulation der Zellen mit 10 ug Gal-1 nur zu einem geringen nichtsignifikanten
Anstieg von InsP; Die Zellstimulation mit 45 pg Gal-1 generiert jedoch einen signifikanten
Anstieg dieses Inositoltriphosphates mit einem Maximalwert von 22,0 £ 1,0 pM nach 3
Minuten. In diese Experimente wurde auch das mutierte Lektinprotein C2S einbezogen,
dessen B-Galaktosidbindung auch unter nichtreduzierenden Bedingungen stabil ist (54). Wie
in Abbildung 8B gezeigt wird, stimuliert auch C2S einen transienten, im Vergleich zum

nativen Lektin weniger effizienten Anstieg von InsPs.
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Abbildung 8 Durch Gal-1 (A) und C2S (B) stimulierte InsP;-Kinetik in Jurkat E6.1 Zellen. Die Zellen (1
x 107/0,5 ml RPMI 1640 Medium) wurden mit Gal-1 bzw. C2S bei 37 °C stimuliert. Die
Messungen der InsP;-Konzentration erfolgte mit dem kompetitiven Biotrak™ [*H] Assay
System von Amersham-Pharmacia. A: InsP;-Kinetik stimuliert durch 10 pg Gal-1 (offene
Balken) und durch 45 pg Gal-1 (schwarze Balken), B: InsP;-Kinetik stimuliert durch 40 pg
C2S. Die InsP; Konzentrationen sind als Mittelwerte von vier Einzelmessungen mit der
Standardabweichung dargestellt. Zur Berechnung der statistischen Signifikanz wurde der
T-Test verwendet. Differenzen der InsP; Konzentrationen zwischen Kontrollen und Lektin-
behandelten Proben sind mit P < 0,01 statistisch signifikant und mit einem Stern versehen.

6.4.2 Die Stimulation von Jurkat E6.1 Zellen mit Gal-1 und C2S fiihrt zur
Tyrosinphosphorylierung der PLC-y1

In Verbindung mit den stimulierenden Effekten des endogenen Lektins auf die Konzentration
von InsP3; war auch die Aktivierung des Enzyms durch Tyrosinphosphorylierung zu erwarten.

Zum Nachweis von Verdnderungen des Phosphorylierungszustandes der Phospholipase C
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nach Zellstimulation mit Gal-1 bzw. C2S wurde das Enzym in den Zelllysaten mit einem
PLC-y1 spezifischen mAk immunprizipitiert und an Protein G Agarose adsorbiert. Auf den
Blots erfolgte die Darstellung des Phosphoprylierungsgrades der PLC-yl mit einem anti-
Phosphotyrosin-HRP Konjugat luminographisch mit dem ECL-System. In Abbildung 9 ist die
Kinetik der Gal-1 und C2S stimulierten Tyrosinphosphorylierung des Enzyms dargestellt.
Ubereinstimmend zeigt die durch beide Proteine stimulierte Phosphorylierungskinetik einen
transienten Verlauf mit einem Maximum nach fiinf Minuten. Die densitometrische
Auswertung der Banden bei diesem Zeitpunkt ergibt, dass beide Proteine die
Tyrosinphosphorylierung der PLC-y1 bezogen auf die mitgefiihrten Kontrollen etwa um den

Faktor 3,5 erhohen.
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Abbildung 9 Kinetik der Tyrosinphosphorylierung der PLC-y1 nach Stimulation von Jurkat E6.1 Zellen
mit Gal-1 und C2S. Die Zellen (1 x 107/0,5 ml RPMI 1640 Medium) wurden mit jeweils 20
pg der Lektinproteine stimuliert. Die Kontrollen (C) erhielten das gleiche Volumen PBS
(pH 7,4). Nach der Immunprizipitation der PLC-y1 in den Zelllysaten und Adsorption an
Protein G Agarose erfolgte der Nachweis der Tyrosinphosphorylierung des Enzyms auf
den Blots mit einem anti-Phosphotyrosin-HRP Konjugat luminographisch mit dem ECL-
System von Amersham-Pharmacia.

6.5 Gal-1 hemmt die zelluldre Synthese von Phosphatidylserin
(PtdSer)

Aufgrund des Lektin-stimulierten biphasischen Verlaufes der Calciummobilisation bei T-
Zellen, insbesondere der Depletion intrazelluldrer Ca2+—Speicher, waren Effekte auf das im

ER lokalisierte Ca**/Calmodulin-regulierte Enzymsystem fiir die Synthese dieses
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Phospholipids zu erwarten (143). Um den inhibitorischen Effekt von Gal-1 auf die PtdSer-
Synthese von Jurkat E6.1 Zellen (CD2" CD3" CD45") zu charakterisieren, wurden auch die
defizienten Klone dieser Zelllinie J45.01 (CD457) und J31-13 (CD3") einbezogen. Dazu sollte
auch der Calmodulinantagonist Trifluoperazin (TFP) und der InsPs;-Rezeptorantagonist

Xestospongin C (XeC) beitragen.

6.5.1 Gal-1 hemmt die PtdSer-Synthese konzentrationsabhéangig

Die Hemmung des [*H]-Serineinbaus in das Phospholipid in Jurkat E6.1 Zellen in Abhiingig-
keit von der zur Zellstimulation eingesetzten Gal-1 Konzentration ist in Abbildung 10 darge-
stellt. Dabei wird die Hemmung des Einbaus von [3 H]-Serin in die PtdSer-Spots relativ zur
[*H]-PtdSer Synthese der mitgefiihrten Kontrollen (100 %) in Prozent angegeben. Wie Abbil-
dung 10 zeigt, hemmt das Lektin die Synthese des Phospholipids konzentrationsabhéngig und
erreicht bei 25 pg/ml einen Wert von etwa 60 %. Fiir die weiteren Versuche zur Stimulation

der PtdSer-Synthesehemmung wurde daher diese Gal-1 Konzentration eingesetzt.

B0
40 4
20
0 - T T T T
C 31 25

6,25 12,5
Galectin-1 (pg/mil}

— —

] ]

L] =
1

o0
]

[EH] Phosphatidylserin (%)

Abbildung 10 Konzentrationsabhiingigkeit der Gal-1 stimulierten [*H]-PtdSer Synthesehemmung in
Jurkat E6.1 Zellen. Die Zellen (4 x 10%ml 20 mM HEPES-Puffer, pH 7,4) wurden nach
Zugabe von 4 pCi [’H]-Serin ohne (Kontrollen, C) und mit Gal-1 fiir 2 h bei 37 °C
inkubiert. Nach der Extraktion der Gesamtlipidfraktion und diinnschichtchroma-
tographischer Auftrennung erfolgte die Messung des [*H]-Serineinbaus in die PtdSer-Spots
durch Fliissigkeitsszintillations-Messung. Die PtdSer-Synthesehemmung ist als Mittelwert
von jeweils drei Einzelmessungen mit der Standardabweichung in Prozent bezogen auf die
Kontrollen (C) dargestellt.
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Um den Effekt von Lactose auf die Lektin-stimulierte Synthesechemmung des Phospholipids
zu untersuchen, erfolgte die Zellstimulation mit 25 pg/ml Gal-1 in Gegenwart von 30 mM des
Disaccharides. Wie Abbildungll zeigt, wird die zellulire [*H]-PtdSer Synthese durch das
Protein auf 64 % reduziert. Die Gegenwart von 30 mM Lactose fiihrt zur Verringerung der

Synthesehemmung mit einem Anstieg auf 87 %.
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Abbildung 11 [*H]-PtdSer Synthese von Jurkat E6.1 Zellen (Kontrolle, C) und deren Hemmung durch 25
pg/ml Gal-1 sowie durch 25 pg/ml Gal-1 mit 30 mM Lactose im Medium. Die Zellen (4 x
10%/ml HEPES-Puffer) wurden nach Zugabe von 4 uCi [*H]-Serin fiir 2 h bei 37 °C ohne
(C), mit Gal-1 (25 pg/ml) bzw. mit Gal-1 und 30 mM Lactose im Medium inkubiert. Die
Synthese von [*H]-PtdSer ist als Mittelwert von drei Einzelmessungen mit der
Standardabweichung in Prozent bezogen auf die Kontrolle dargestellt.

6.5.2 Die Expression von CD3 und CD45 ist fur die Gal-1 und CD3 mAk
stimulierte PtdSer-Synthesehemmung erforderlich

Die Aktivierung von T-Zellen iiber den TCR/CD3-Komplex oder CD2 mit CD3 mAk bzw.
durch Costimulation mit zwei CD2 mAk unterschiedlicher Epitopspezifitit fiihrt zur
Tyrosinphosphorylierung der PLC-y1, zur Produktion von InsP; und damit zur Depletion
intrazelluldrer Calciumspeicher. Da Gal-1 Glykoepitop-vermittelt zur Coligation von CD2

und CD3 befihigt ist, waren vergleichende Untersuchungen zum Effekt dieser Antikorper auf
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die zelluldre PtdSer-Synthese von Interesse. In Abbildung 12 sind die Effekte der Stimulation
von Jurkat E6.1 Zellen mit Gal-1, einem CD3 mAk (Klon X35) und mit zwei CD2 mAk
(Klon 39C1.5 und 6F10.3) auf die Synthese von [3H]—PtdSer im Vergleich zu den
mitgefiihrten Kontrollen (C) dargestellt. Gal-1 hemmt bei einer Konzentration von 25 pg/ml
den [3H]—Serineinbau in PtdSer deutlich stirker als der CD3 mAk und beide CD2 mAKk,
obwohl bei den eingesetzten Konzentrationen der Effektoren in E6.1 Zellen eine in der Hohe

vergleichbare transiente Calciumfreisetzung stimuliert wird.
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Abbildung 12 [’H]-PtdSer Synthese von Jurkat E6.1 Zellen (C) und deren Hemmung durch Stimulation
der Zellen mit zwei CD2 mAKk (je 5 pg/ml), einem CD3 mAk (3 pg/ml) und durch Gal-1 (25
ug/ml). Die Zellen (4 x 10%ml) wurden nach Zugabe von 4 pCi [*H]-Serin ohne (C) und mit
den Effektoren fiir 2 h bei 37 °C inkubiert. Die PtdSer-Synthesehemmung ist als Mittelwert
von jeweils drei Einzelmessungen mit der Standardabweichung in Prozent bezogen auf die
Kontrolle (C) angegeben.

In den defizienten T-Zell Klonen J45.01 (CD45) und J31-13 (CD3") ist die
Signalweiterleitung iiber den TCR/CD3-Komplex unterbrochen. Es war daher von Interesse,
an beiden Zelllinien den Effekt einer CD3 mAk und Gal-1 Stimulation auf die PtdSer-
Synthese zu untersuchen. Wie die Abbildung 13 zeigt, sind bei beiden defizienten Jurkat T-
Zell Klonen nach CD3 mAk Stimulation (Klon X35, 3 ug/ml) keine Hemmeffekte auf die
Synthese von [*H]-PtdSer nachweisbar. Auch nach Gal-1 Behandlung (25 pg/ml) von J31-13
Zellen ist der Einbau von [*H]-Serin in das Phospholipid gegeniiber den Kontrollen nicht
signifikant erniedrigt. Bei J45.01 Zellen induziert Gal-1 eine signifikante Reduktion des [*H]-
Serineinbaus in das Phospholipid auf 85 % im Vergleich zur Kontrolle. Der Hemmeffekt des
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Lektins an dieser defizienten Zelllinie ist im Vergleich zu dem bei Jurkat E6.1 Zellen

gefundenen Wert (ca. 60%, Abbildung 10) relativ gering.
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Abbildung 13 Effekt von Gal-1 und CD3 mAk (Klon X35) auf die Synthese von [*H]-PtdSer in J45.01 und
J31-13 Zellen. Die Zellen (4 x 10%ml) wurden nach Zugabe von 4 uCi [’H]-Serin ohne (C)
und mit Gal-1 (25 pg/ml) bzw. CD3 mAk (3 pg/ml) fiir 2 h bei 37 °C inkubiert. Die
[3H]PtdSer Synthesehemmung ist als Mittelwert von drei Einzelmessungen mit der
Standardabweichung in Prozent bezogen auf die Kontrolle angegeben.

6.5.3 Effekt von Trifluoperazin und von Xestospongin C auf die Gal-1
stimulierte PtdSer-Synthesehemmung

Durch die Einbeziehung des Calmodulinantagonisten Trifluoperazin (TFP) und des
Membran-permeablen InsPs;-Rezeptorantagonisten Xestospongin C (XeC), der die InsPs3-
vermittelte Ca2+—Freisetzung aus dem ER blockiert, sollte der Hemmeffekt des endogenen
Lektins auf die zelluldre PtdSer-Synthese weiter charakterisiert werden. Den Effekt von TFP
(50 uM) und von XeC (30 uM) auf die Gal-1 (25 pg/ml) stimulierte Hemmung der PtdSer-
Synthese zeigt Abbildung 14. Wihrend das Lektin den [*H]-Serineinbau in das Phospholipid
auf 64 % erniedrigt, wird der Hemmeffekt von Gal-1 mit TFP im Puffer auf 79 %
abgeschwicht. Die Hemmung der Calciumfreisetzung aus dem ER mit XeC fiihrt zu einer

starkeren Reduktion des Lektin-vermittelten Hemmeffektes mit einem Anstieg auf 90 %.

52



120 -

100 4

80
B0
40
20 A
0

Galk1 Gal1 + TFP Gal-1 +¥eC

[FH] Phosphatidylserin (%)

Abbildung 14 Effekte von Trifluoperazin (TFP) und Xestospongin C (XeC) auf die Gal-1 stimulierte
Hemmung der [*H]-PtdSer Synthese in Jurkat E6.1 Zellen. Die Zellen (4 x 10%ml) wurden
nach Zugabe von 4 nCi [*H]-Serin ohne (C), mit Gal-1 (25 pg/ml) bzw. mit Gal-1 und TFP
(50 uM) oder XeC (30 uM) fiir 2 h bei 37 °C inkubiert. Die PtdSer-Synthesehemmung ist
als Mittelwert von drei Einzelmessungen mit der Standardabweichung in Prozent
dargestellt.

6.6 Effekt von Gal-1 auf die Translokation der Proteinkinase C
Isoformen (PKCg, -, -y, -6)

Die Gal-1 stimulierte langandauernde Erhohung von [Ca2+]i bei T-Zellen hat Effekte auf
Calcium/Calmodulin-regulierte Enzyme. Dabei ist die Wirkung beider Phasen der
Calciummobilisation auf diese Enzyme unterschiedlich. Wihrend die Depletion
intrazelluldrer Speicher zur Hemmung des Ca**/Calmodulin abhingigen Enzymsystems fiir
die Synthese von PtdSer fiihrt (149), stimuliert der langandauernde Calciumeinstrom die
Ca2+/Calmodulin—regulierte Ser/Thr-Phosphatase  Calcineurin.  Gal-1  stimuliert die
Calcineurin-vermittelte Dephosphorylierung des nucledren Faktors aktivierter T-Zellen
(NFAT), was zur Demaskierung seiner Kernlokalisatiossequenz und der Translokation des
Transkriptionsfaktors in den Kern fiihrt (150). Aufgrund der stimulierenden Effekte des
Lektins auf die Aktivitit der PLC-yl und die Konzentration von InsP; (Punkt 6.4.1 und 6.4.2)
war auch eine Aktivierung der klassischen PKC-Isoformen (cPKCa, -BI, -BIL, -y) durch
Calcium und Diacylglycerol, die zur Translokation an die Plasmamembran fiihrt, denkbar.

Wegen der Bedeutung der Ca2+—unabh'eingigen nPKC-Isoform 6 als ein ,,upstream‘ Regulator
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der c-Jun N-terminalen Kinase (JNK), die den Transkriptionsfaktor AP-1 aktiviert (151),
wurde auch diese Isoform in die Untersuchungen einbezogen. Zum Nachweis der
Translokation der PKC-Isoformen nach Stimulation von Jurkat E6.1 Zellen mit Phorbol-12-
myristat-13-acetat (PMA) und mit einem CD3e mAk (Positivkontrollen) bzw. mit Gal-1
wurden die Zellen zunédchst mit dem fiir die jeweilige PKC-Isoform entsprechenden pPKC-
EGFP-Vektor durch Elektroporation transient transfiziert. Nach der Kultivierung der Zellen
fir 18 Stunden bei 37 °C war die Expression der PKC-EGFP Fusionsproteine

fluoreszenzmikroskopisch nachweisbar.

6.6.1 Proteinkinase Co

Der Nachweis der Umverteilung des cytosolisch exprimierten PKCa-EGFP Fusionsproteins
nach Zellstimulation an die Plasmamembran erfolgte mit Hilfe eines konfokalen Laser-
Scanning-Mikroskopes. Um die Funktionsfihigkeit des Testsystems zu iiberpriifen, wurde die
durch PMA (100 nM) und einen CD3¢e mAk (3 pg/ml) stimulierte Translokation des PKCa-
EGFP Fusionsproteins untersucht. Wie Abbildung 15 zeigt, stimuliert PMA innerhalb von 1,5
Minuten effizient die Translokation von PKCo-EGFP an die Plasmamembran. Auch der
CD3e mAKk stimuliert bei E6.1 Zellen diese Umverteilung des PKCo-EGFP Fusionsproteins.
Die Zellstimulation mit Gal-1 (25 pg/ml) fiihrt nicht zu dieser Fluoreszenzumverteilung, wie

die homogene iiber die gesamte Zelle verteilte Fluoreszenz zeigt.
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Abbildung 15 Effekt von PMA (100 nM), einem CD3e mAk (3 pg/ml) und von Gal-1 (25 pg/ml) auf die
Translokation des PKCo-EGFP Fusionsproteins an die Plasmamembran. E6.1 Zellen (1 x
107/0,8 ml RPMI 1640 Medium wurden mit 25 pg pPKCo-EGFP-Vektor transient
transfiziert und fiir 18 h Stunden bei 37 °C in 10 ml RPMI 1640 Medium Kkultiviert. Die
Zellen (4 x 10%ml) wurden bei Raumtemperatur mit PMA, einem CD3¢ mAk und mit Gal-
1 stimuliert und die Fluoreszenzverteilung an die Plasmamembran mit einem konfokalen
Laser-Scanning-Mikroskop nachgewiesen.

6.6.2 Proteinkinase CP

Wie bei den vorangegangenen Versuchen zur Stimulation der Translokation der PKCa erfolgt
nach der Stimulation der PKCB-EGFP exprimierenden Jurkat E6.1 Zellen mit PMA (120 nM)
und einem CD3e mAk (3 pg/ml) eine schnelle Umverteilung des cytosolischen
Fusionsproteins an die Plasmamembran. Anhand der scharfen Membranfluoreszenz ist zu
erkennen, dass die durch PMA und den CD3 mAk stimulierte Fluoreszenzumverteilung nach

1,5 Minuten bzw. 2,5 Minuten abgeschlossen ist und eine Verldngerung der Stimulationszeit
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keine weitere Fokussierung der Membranfluoreszenz bewirkt. Im Gegensatz zu PMA und den
CD3¢e mAKk hat die Inkubation der PKCB-EGFP exprimierenden Zellen mit 25 pg/ml Gal-1
iiber einen Zeitraum von 5 Minuten keine Fluoreszenzumverteilung des cytosolischen

Fusionsproteins zur Folge.

PMA 120 nM

Omin 1,5 min
CD3 mAk 3 pg/ml

0 min 2.5 min

Gal-1 25 pHgfml

Abbildung 16 Umverteilung der cytosolischen Fluoreszenz von PKCB-EGFP exprimierenden Jurkat E6.1
Zellen an die Plasmamembran durch PMA (120 nM), CD3¢e mAKk (3 pg/ml) und Gal-1 (25
pg/ml). Die Zellen (4 x 10%ml) wurden bei Raumtemperatur mit den Effektoren inkubiert
und die Fluoreszenzumverteilung mit einem konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop
nachgewiesen.
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6.6.3 Proteinkinase Cy

Bei dieser cPKC-Isoform stimuliert nur PMA (100 nM) die Translokation des PKCy-EGFP
Fusionsproteins an die Plasmamembran (Abbildung 17). Nach der Inkubation von PKCy-
EGFP exprimierenden Jurkat E6.1 Zellen mit 3 pg/ml CD3e mAk und mit 25 pg/ml Gal-1
tiber eine Zeit von 5 Minuten ist eine Fluoreszenzumverteilung an die Plasmamembran nicht

nachweisbar.

Kontrolle Stimuliert

PMA
100 nM

Omin 1,5 min

CD3 mAk
3 pg/mi

Omin 5,0 min

Omin 5,0 min

Abbildung 17 Effekte von PMA (100 nM), CD3e mAKk (3 pg/ml) und von Gal-1 (25 pg/ml) auf die
Umverteilung der cytosolischen Fluoreszenz an die Plasmamembran von PKCy-EGFP
exprimierenden Jurkat E6.1 Zellen. Die Zellen (4 x 10%/ml) wurden mit den Effektoren bei
Raumtemperatur inkubiert und die Fluoreszenzumverteilung an die Plasmamembran mit
einem konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop nachgewiesen.
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6.6.4 Proteinkinase CO

Physiologischer Aktivator der Calcium-unabhingigen nPKC-Isoform ist Diacylglycerol,
jedoch ist die PKCO auch durch den unphysiologischen Effektor PMA aktivierbar. Bei der
Inkubation von PKCO-EGFP exprimierenden Jurkat E6.1 Zellen mit PMA (100 nM), dem
CD3e mAk (3 pg/ml) und mit Gal-1 (25 pg/ml) zeigt sich die schon fiir die PKCy
nachgewiesene Fluoreszenzumverteilung. Nur PMA stimuliert die Translokation des PKC6-
EGFP-Fusionsproteins an die Plasmamembran (Abbildung 18). Der CD3 mAk und Gal-1
haben keinen Effekt auf die Umverteilung des cytosolisch homogen verteilten Fusionsproteins

an die Plasmamembran.

Kontrolle Stimulation

Gal-1

25 pg/ml

Abbildung 18 Effekte von PMA (100 nM), von CD3e mAKk (3 pg/ml) und Gal-1 (25 pg/ml) auf die
Translokation des PKCO-EGFP Fusionsproteins an die Plasmamembran von Jurkat E6.1
Zellen. Die Zellen (4 x 10°%ml) wurden bei Raumtemperatur mit den Effektoren stimuliert
und die Fluoreszenzumverteilung mit einem konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop
nachgewiesen.
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6.7 Galectin-1 stimuliert in Jurkat T-Lymphozyten den
Transkriptionsfaktor AP-1

Der Transkriptionsfaktor AP-1, ein Dimer bestehend aus den Mitgliedern der Onkogenfamilie
Jun und Fos, wird unter Einbeziehung von Proteinkinasen p36, Grb2 und Sos iiber den Ras-
Weg aktiviert (152). Die c-Jun N-terminale Kinase (JNK) phosphoryliert die N-terminale
Aktivierungsdoméne von c-Jun, das mit c-Fos zum AP-1 Komplex heterodimerisiert (153).
Die Aktivierung der JNK korreliert mit einer erhohten Transkriptionsaktivitidt von AP-1. Mit
einem Immunkomplex-Kinaseassay wurde daher zundchst der Effekt von Gal-1 auf die
Aktivitidt der JNK1 getestet. Reportergenassays unter Verwendung eines Konstruktes mit
multiplen Kopien von AP-1-Bindungsstellen und der Nachweis der Verschiebung der
elektrophoretischen Mobilitit (EMSA) eines 32P_markierten Oligonucleotides mit einer AP-1
Konsensussequenz sollten zeigen, in welchem MaBe Gal-1 den Transkriptionsfaktor AP-1

aktiviert.

6.7.1 Gal-1 stimuliert die c-dJun N-terminale Kinase 1 (JNK1) in Jurkat
E6.1 Zellen

Nach Stimulation der Zellen mit Gal-1 und deren Lyse erfolgte die Immunprézipitation der
JNK1 in jeweils 450 pg Lysatprotein mit einem JNKI1 pAk und die Adsorption der
Immunkomplexe an Protein G Agarose Beads. Die gewaschenen Beads wurden im
Kinaseassay mit dem c-Jun(1-169)-GST Fusionsprotein als Substrat in Gegenwart von [}-
32P]ATP fiir 20 Minuten bei 30 °C auf einem Thermoschiittler inkubiert. Die Termination der
Immunkomplex-Kinasereaktion erfolgte durch Zugabe von Laemmli Probenpuffer. Nach
SDS-elektrophoretischer Auftrennung der Stimulationsansidtze und dem Transfer auf PVDF-
Membranen wurden die  *?P-markierten c-Jun(1-169)-GST Banden (41 kDa)
autoradiographisch nachgewiesen. In der Abbildung 19, A ist der Effekt von Gal-1 auf die
JNK1-katalysierte Substratphosphorylierung dargestellt. Bereits nach einer Stimulationszeit
von 5 Minuten mit 30 pg/ml des Lektins ist die Substratphosphorylierung am stirksten und

schwicht sich bei verlidngerten Inkubationszeiten nur leicht ab. Mit 30 mM Lactose oder 100
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uM Asialofetuin im Medium ist die Gal-1 stimulierte Substratphosphorylierung nur noch
schwach nachweisbar. Auch die Prdinkubation der Zellen in Kulturmedium fiir 20 Minuten
bei 37 °C mit dem c-Jun Kinaseinhibitor Anthra[l1-9-cd]pyrazol-6(2H)-on (SP 600125,
Tocris) inhibiert die Lektin-stimulierte Substratphosphorylierung. Um zu iiberpriifen, ob in
den Kinaseassays gleiche Enzymmengen eingesetzt wurden, erfolgte die semiquantitative
Bestimmung der JNK1 auf den Blots (Auftrennung von 100 pg Lysatprotein) durch
Inkubation mit einem JNK1 mAk und einem anti-Maus IgG-HRP Konjugat. Die Darstellung
der JNKI1-Banden bei 46 kDa erfolgte luminographisch. Wie in der Abbildung 19 B
dargestellt ist, sind keine erkennbaren Unterschiede der Bandenintensitit zwischen der

Kontrolle (C) und den stimulierten Proben erkennbar.

R —

T G GRS CEm— C— — — —

C 5 15 30 15 15 15 15 Zeit (min)
- 30 30 30 30 30 30 30 Gal-1 (ug/ml)
- - - 30 - - - GalB1-4Glc (mM)
- 100 - - Asialofetuin (uM)
- 3 10 SP 600125 (uM)

Abbildung 19 JNK1-Immunkomplex Kinaseassay — Effekt von Gal-1 auf die Aktivitit der JNK1. Jurkat
E6.1 Zellen (5 x 10%1,5 ml RPMI 1640 Medium) wurden bei 37 °C mit 30 pg/ml Gal-1 ohne
bzw. mit 30 mM Lactose, 100 uM Asialofetuin fiir die in Abb. 19 angegebenen Zeiten
stimuliert. Mit dem c-Jun Kinaseinhibitor SP 600125 wurden die Zellen 20 Minuten bei 37
°C vorinkubiert. In jeweils 450 pg Lysatprotein wurde die JNK1 mit einem pAk
immunprizipitiert und an Protein G Agarose adsorbiert. Im JNK1 Immunkomplex
Kinaseassay wurden die Beads mit c-Jun(1-169)-GST und [y-**P] fiir 20 Minuten bei 30 °C
inkubiert. Nach SDS-elektrophoretischer Auftrennung der Reaktionsansitze und dem
Transfer auf PVDF-Membranen erfolgte der Nachweis der phosphorylierten
Substratbande bei 41 kDa autoradiographisch (Abb. 19, A) Der Nachweis der JNK1 in 100
pg Lysatprotein auf Blots mit einem JNK1 mAk und einem anti-Maus IgG-HRP Konjugat
erfolgte luminographisch mit dem ECL-System (Abb. 19 B).

6.7.2 Gal-1 stimuliert das Reportergenkonstrukt pAP1(PMA)-TA-Luc

Das Konstrukt pAP1(PMA)-TA-Luc verfiigt iiber sechs Tandemkopien des AP-1 Enhancers
und ist zum Nachweis der Aktivierung des Transkriptionsfaktors geeignet. Wie in Abbildung

20 gezeigt wird, stimuliert das endogene Lektin in transfizierten Jurkat E6.1 Zellen eine
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transiente Expressionskinetik des Reportergenkonstruktes mit einem Maximum der
Luciferaseaktivitit nach drei Stunden. Die Zunahme der Luciferaseaktivitdt ist als x-fache
Erhohung bezogen auf die Aktivitit der transient mit pAP1(PMA)-TA-Luc transfizierten,
jedoch nicht-stimulierten Zellen (Kontrolle) dargestellt. Etwa 10-fach erniedrigte
Luciferaseaktivitit im Vergleich zur Kontrolle wurde in Zelllysaten von E6.1 Zellen
gemessen, die transient mit dem pTAL-Luc Konstrukt (Negativkontrolle) transfiziert wurden.
Dieses Konstrukt war in E6.1 Zellen mit PMA und Gal-1 nicht stimulierbar. Die mit dem
pAPI(PMA)-TA-Luc Vektor transfizierten Zellen antworten spezifisch auf eine PMA-
Stimulation (10 ng/ml, 50 ng/ml) mit einer effizient erhohten Luciferaseaktivitdt (Abbildung
21). Die durch Gal-1 stimulierte konzentrationsabhingige Expression des enzymatischen
Reporters Luc iibersteigt bei 20 pg/ml des Lektins den durch 50 ng/ml PMA stimulierten
Wert. Mit 30 mM Lactose oder 30 uM Asialofetuin im Medium wird die Lektin induzierte
Stimulation des Reportergenkonstruktes vollstindig inhibiert. Auch die Kultivierung der
Zellen in supplementiertem Kulturmedium fiir 15 Stunden mit 0,5 uM Curcumin, einem

Inhibitor der AP-1 Aktivierung (154), hemmt die Expression des enzymatischen Reporters.
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Abbildung 20 AP-1 Reportergenassay - Kinetik der Gal-1 stimulierten Erhohung der Luciferaseaktivitiit.
Jurkat E6.1 Zellen wurden transient mit dem pAP1(PMA)-TA-Luc cis-Reportervektor
transient transfiziert. Die Zellen (5 x 10%4 ml RPMI 1640 Medium) wurden bei 37°C fiir
die angegebenen Zeiten ohne (Kontrolle) bzw. mit 20 pg/ml Gal-1 inkubiert. Die
Luciferaseaktivitit ist als x-fache Erhohung relativ zu den fiir jeden Zeitpunkt
mitgefiihrten Kontrollen als Mittelwert von drei Bestimmungen mit der
Standardabweichung dargestellt.
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Abbildung 21 AP-1 Reportergenassay. Transient mit dem pAP1(PMA)-TA-Luc Konstrukt transfizierte
E6.1 Zellen (4 x 10%4 ml RPMI 1640 Medium ) wurden fiir drei Stunden bei 37 °C mit Gal-
1 ohne bzw. mit Asialofetuin, Lactose oder Curcumin im Medium und mit PMA in den
angegebenen Konzentrationen stimuliert. Die Erhohung der Luciferaseaktivitiit relativ zu
den mitgefiihrten Kontrollen ist als Mittelwert von drei Bestimmungen mit der
Standardabweichung angegeben.

6.7.3 Gal-1 stimuliert die Aktivierung von AP-1 in Jurkat T-Lymphozyten

Neben AP-1 Reportergen-Assays sollten Gel-Shift-Assays verdeutlichen, in welchem Malle
die Zellstimulation durch das endogene Lektin die Bindung von Kernextrakten an ein *°P-
markiertes Oligonucleotid mit einer AP-1 Konsensussequenz idndert, was zur verringerten
elektrophoretischen Mobilitdt des markierten Oligos fiihrt (EMSA). Die EMSASs zeigen, dass
die Bindung der Kernextrakte Lektin-stimulierter Kulturen an das Konsensus-Oligo
(Abbildung 22 A, Spur 2, 4, 6) im Gegensatz zu den Kernextrakten der Kontrollen (ohne Gal-
1, Spur 1, 3, 5) zu einer Verschiebung der elektrophoretischen Mobilitét fiihrt. Die durch Gal-
1 induzierten DNA-Protein-Komplexe haben die gleiche elektrophoretische Mobilitdt und
eine vergleichbare Intensitit wie die Komplexe, die durch PMA oder einen CD3e mAk

stimuliert wurden. Im Gegensatz zu Gal-1 und PMA erreicht die durch den CD3e mAk
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induzierte DNA-Protein-Komplexbildung in einer Stunde das Maximum und nimmt danach
ab (150). Wie in Abbildung 22 B dargestellt, wird die Gal-1 stimulierte DNA-Protein-
Komplexbildung durch 30 mM Lactose (Spur 3) und 30 uM Asialofetuin (Spur 4) gehemmt.
Cellobiose (30 mM) hat keinen Hemmeffekt auf die Lektin-stimulierte Komplexbildung (Spur
5). Um die Spezifitit der Komplexbildung zu priifen, wurden Kompetitionsexperimente mit
einem 100-fachen molaren Uberschuss an unmarkiertem AP-1 Konsensus- bzw. mutiertem
Oligonucleotid in der Bindungsreaktion durchgefiihrt. Die Abbildung 22 C zeigt, dass die
Bildung 2p_markierter DNA-Protein-Komplexe durch das unmarkierte
Konsensusoligonucleotid gehemmt wird (Spur 3), wihrend das mutierte Oligo nur zu einer
leichten Verringerung der Komplexbildung (Spur 4) im Vergleich zur ungehemmten
Reaktion fiihrt (Spur 2). Die Prédinkubation der Kernextrakte mit einem c-Fos pAk hat eine
leicht abgeschwichte DNA-Protein-Komplexbildung (Spur 5) im Vergleich zur
Bindungsreaktion ohne Antikorper (Spur 2) zur Folge und generiert zwei schwache

hochmolekulare Komplexe.
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Abbildung 22 Nachweis der Gal-1 stimulierten Bindung von AP-1 an ein Konsensusoligonucleotid durch

EMSAs. Jurkat E6.1 Zellen (1 x 107/2 ml RPMI 1640 Medium) wurden bei 37°C Kultiviert.
A: Die Zellen wurden fiir 30 min (Spurl, 2), 1 h (Spur 3, 4) und 3 h (Spur 5, 6) mit 20 pg/ml
Gal-1 im Medium (Spur 2, 4, 6) bzw. ohne das Lektin (Spur 1, 3, 5) inkubiert. B: E6.1
Zellen wurden fiir 1 h kultiviert (Spur 1-5) ohne (Spur 1) und mit 20 pg/ml Gal-1 (Spur 2-
5), mit 30 mM Lactose (Spur 3), 30 uM Asialofetuin (Spur 4) sowie 30 mM Cellobiose (Spur
5) im Medium. C: E6.1 Zellen wurden fiir 1 h in RPMI 1640 Medium (Spur 1) und mit 20
pg/ml Gal-1 im Medium (Spur 2-5) inkubiert. Die Bindungsreaktion der Kernextrakte an
das **P-markierte AP-1 Konsensusoligonucleotid erfolgte ohne Kompetitor (Spur 1, 2) oder
mit einem 100-fachen Uberschuss an unmarkiertem AP-1 Konsensus- (Spur 3) bzw.
mutiertem AP-1 Oligonucleotid (Spur 4). Fiir die Supershift Assays wurden die
Kernextrakte mit 1 pg c-Fos pAk 20 min auf Eis vor der Zugabe des **P-markierten AP-1
Konsensusoligonucleotids inkubiert (Spur 5).
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7 Diskussion

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde die Signaliibertragung durch Galectin-1, einem
Mitglied der Proteinfamilie der B-Galactosid-bindenden Proteine, bei T-Zellen untersucht.
Aufgrund seiner Struktur als ein nichtkovalent verkniipftes Homodimer mit einer GalB1-
4GlcNAc-erkennenden Domine (CRD) je Untereinheit kann das endogene bivalente Lektin
auf zelluldren Glykokonjugaten entsprechend présentierte komplementire Glykanstrukturen
binden und vernetzen. Dies gelingt besonders dann effizient, wenn das GalB1-4GlcNAc
Epitop mit nichtreduzierender terminaler Galaktose in Form von Repeats bzw. am Ende von
O- oder N-verkniipften bi- und triantenndren Glykostrukturen vorliegt (155). Obwohl das
Protein an Zelloberflachenglykokonjugate von humanen promyeloleukdmischen (HL-60),
monozytiren Leukdmiezellen (THP-1) und an K562-Zellen bindet, werden keine frithen
Ereignisse der Signalweiterleitung generiert. Im Gegensatz dazu stimuliert das Protein bei der
humanen lymphoblastoiden T-Zelllinie Jurkat E6.1 glykoepitopvermittelt effizient die
Signalweiterleitung (156). Es war daher zu erwarten, dass Gal-1 an intrazelluldre Signalketten
gekoppelte CD-Marker mit GalB1-4GIcNAc-Sequenzen bindet. Wihrend jedoch mAk mit
Spezifitit fiir einen CD-Marker geeignete Werkzeuge sind, um den gekoppelten Signalweg
gezielt zu untersuchen, gilt dies aufgrund der Héufigkeit von Lactosylresten auf
Glykoproteinen der Plasmamembran fiir Gal-1 nicht. Durch die Bindung von Gal-1 an
mehrere CD-Aktivierungsmarker (78, 76) ist denkbar, dass an CD-Marker gekoppelte
miteinander interagierende Signalwege parallel aktiviert werden. Im Rahmen dieser Arbeit
sollte beantwortet werden, welche frithen Ereignisse durch das Gal-1 in Jurkat E6.1 T-Zellen
ausgelost werden. Dies war auch deshalb von Interesse, um auf der Ebene der
Signaltransduktion molekulare Mechanismen zu erkennen, die die immunsuppressive
Wirkung des Proteins erkléren.

Die Ergebnisse der vorgelegten Arbeit zeigen, dass Gal-1 an Zelloberflachenglykoproteine
von Jurkat E6.1 Zellen mit Relevanz fiir die Signalweiterleitung bindet. Auf Westernblots von
CD2 und CD3-Immunprizipitaten konnten die T-Zell Marker CD2 und CD3 als
Bindungsstellen fiir biotinyliertes Gal-1 nachgewiesen werden (78). Die Bindung des Lektins
an CD2 und CD3 konnte mit Asialofetuin, ein Glykoprotein, das drei triantennidre N-

verkniipfte Oligosaccharide mit terminalen Galf1-4GlcNAc Sequenzen und eine biantennire
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Kette mit terminalem N-Acetyllactosamin trigt (157, 158), inhibiert werden. Die
Hemmversuche zeigen, dass CD2 und CD3 komplementire Glykoepitope fiir die Bindung des
endogenen Lektins tragen. Auch die Analyse der Gal-1 Agarose gebundenen Zelllysatfraktion
auf Blots mit einem biotinylierten CD2 mAk zeigte CD2 als das hauptsédchlich gebundene
Protein. Bei Fura 2 beladenen Jurkat E6.1 Zellen stimuliert Gal-1 einen langandauernden
Anstieg von [Ca®*];, der in Ca®'-freiem Medium zunichst einen transienten und nach
Supplementierung des Mediums mit CaCl, einen langanhaltenden Verlauf zeigte. Dieser
biphasische Verlauf der Erhdhung von [Ca®"]; ist auch fiir die T-Zell Stimulation mit CD2 und
CD3 mAk charakteristisch. Im Gegensatz zu Gal-1 stimuliert monovalentes Gal-3, bei
deutlich geringerer Signalstirke, nur den Calciumeinstrom (159). Disaccharide mit
nichtreduzierender terminaler B-Galaktose wie Lactose (Galf1-4Glc), N-Acetyllactosamin
(Galf1-4GlcNAc), Lactulose (GalBl-4Fru) und GalB1-4Man hemmen bei einer
Konzentration von 8 mM die Galectin-1 stimulierte zelluldre Calciumantwort nahezu
vollstidndig. Asialofetuin zeigt schon bei einer Konzentration von 15 uM einen vergleichbaren
Hemmeffekt, was darauf hinweist, dass terminal auf antennédren Glykostrukturen présentierte
Lactosyl-Epitope bevorzugte Bindungsstrukturen fiir das endogene Lektin sind. Cellobiose
(GlcP1-4Glc), die auBer der dquatorial angeordneten 4-OH Gruppe der nichtreduzierenden
Glucose mit Lactose identisch ist, und Melibiose (Galal-6Glc) sind inhibitorisch inaktiv
(156). Fiir die Lektin-stimulierte Erhohung der intracytoplasmatischen Calciumkonzentration
ist die Expression von CD3 und der Transmembran-Proteintyrosinphosphatase (PTPase)
CD45 erforderlich. Bei CD3™ (J31-13) und CD45™ (J45.01) Jurkat T-Zellen zeigt Gal-1 keine
Calcium-mobilisierenden Effekte. Die T-Zell Aktivierung iiber CD2 stimuliert die Erhohung
von [Ca2+]i (160), iiber den Phosphoinositolweg generierter second Messenger (161), die
Offnung Spannungs-unabhingiger Calciumkanile (162) sowie die Tyrosinphosphorylierung
der CD3{-Kette (163). Die gleichen Ereignisse in der Signalweiterleitung werden auch iiber
den TCR/CD3-Komplex ausgelost. Fiir die T-Zell Aktivierung iiber CD2 ist die CD3{-Kette
erforderlich (164). Obwohl die cytoplasmatische Domédne von CD2 keine
Tyrosinkinaseaktivitidt hat und iiber keine Tyrosinreste verfiigt, die nach Phosphorylierung als
SH2-Bindungsstellen  fungieren, induziert die  Stimulation {iiber CD2 die
Tyrosinphosphorylierung einer Reihe intrazelluldrer Proteine. Die Signalweiterleitung erfolgt

iiber die Kopplung von SH3-Dominen der Proteintyrosinkinasen der Src-Familie an
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cytoplasmatische prolinreiche Sequenzen von CD2 (165). Das Ausbleiben des Calciumsignals
in CD3-defizienten J31-13 Zellen nach Stimulation mit Gal-1 dokumentiert zwar die
Notwendigkeit der Expression von CD3, liefert jedoch keine Aussagen, in welchem Malle die
Signalweiterleitung iiber CD2 in die Calciummobilisation integriert ist. Fiir TCR-vermittelte
proximale Signalereignisse ist die Funktion der Rezeptor-PTPase CD45 kontinuierlich
notwendig (166) und hat im Rahmen der T-Zell Aktivierung eine duale Funktion als ein
Aktivator der Src-Kinasen durch Dephosphorylierung und als ein Terminator der
Lymphozytenfunktion durch Dephosphorylierung der CD3{-Kette (167, 168). An CD45-
defizienten T-Zellen konnte gezeigt werden, dass eine antigene bzw. CD3 mAk Stimulation
keine Protein-Tyrosinphosphorylierung, keine PIP,-Hydrolyse und Proliferation, jedoch eine
stark erniedrigte Calciummobilisation induziert (169, 170, 171). Die Behandlung der CD45"
J45.01 Zellen mit Gal-1 fiihrt zu keiner Erhéhung von [Ca2+]i. Um zu untersuchen, ob
Unterschiede in der Gal-1, CD2 mAk und CD3 mAk-stimulierten Calciumantwort bestehen,
wurden die Proteinkinase-Inhibitoren Staurosporin und Herbimycin A sowie Choleratoxin
(CTX) in die Untersuchungen einbezogen. Wihrend die Vorbehandlung der Jurkat E6.1
Zellen mit Staurosporin die durch die drei eingesetzten Agonisten stimulierte
Calciummobilisation vollstindig inhibiert, gelingt dies auch mit dem Tyrosinkinase-Inhibitor
Herbimycin A nach CD2 mAk und CD3 mAk Stimulation. Die Prdinkubation von Jurkat E6.1
Zellen mit Herbimycin A reduziert die Gal-1 stimulierte Calciumantwort nur auf ein Drittel.
Diese Differenzen in der Hemmbarkeit der durch mAk (CD2, CD3) bzw. Gal-1 stimulierten
zelluldren Calciumantwort wurden auch fiir CTX gezeigt. Im Gegensatz zur volligen
Hemmung der mAk-stimulierten Erhéhung von [Ca*"]; durch CTX wird die Lektin-induzierte
zelluldre Calciumantwort durch das Toxin auf ca. 50 % reduziert. Die partielle Hemmung der
Lektin-stimulierten Calciummobilisation durch Herbimycin A und Choleratoxin weist darauf
hin, dass tyrosinphosphorylierte Kompetenzmotive von CD3{ und die GTP-Bindung an diese
CD3-Untereinheit in die Kopplung an intrazelluldre Signalwege integriert sind (172). CTX
modifiziert enzymatisch CD3{, hemmt damit deren GTP-Bindung und koppelt den Rezeptor
von weiteren Signalschritten ab (129). Anhand der partiellen Hemmbarkeit der Lektin-
stimulierten zelluldaren Calciumantwort durch CTX-Vorbehandlung der Zellen kann
geschlussfolgert werden, dass aufler CD2 und CD3 weitere Glykokonjugate und deren

Ligation mit Gal-1 involviert sind. Als eine Gal-1 Bindungsstelle mit Signalfunktion wurde
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das Gangliosid Gy identifiziert (173), wobei fiir die durch Ligation von Gy stimulierte
Calciummobilisation kein intakter TCR/CD3-Komplex erforderlich ist (174). Da Gal-1 in
CD2" CD3~ CD45" J31-13 Zellen kein Calciumsignal stimuliert, kann eine
Signalweiterleitung iiber Gy ausgeschlossen werden (78). Organische Calciumkanal-
Blocker, mit bekannter Spezifitit fiir spannungsabhingige Calciumkanile, haben keinen
Effekt auf die Hohe der Gal-1 stimulierten Calciummobilisation (156), und auch die
Depolarisation der Zellen mit einer hohen Kaliumionenkonzentration im Puffer, einer
Standardmethode zur Aktivierung spannungsabhingiger Calciumkanile, zeigte keine
Wirkung auf die basale [Ca®'];. Die Depolarisation der Zellen mit Gramicidin bzw. mit einer
hohen K'-Ionenkonzentration im Puffer hatte keinen Effekt auf die Lektin-vermittelte
Freisetzung von Ca”" aus intrazelluliren Speichern, blockierte jedoch den Calciumeinstrom
aus dem Medium. Dieser Befund weist darauf hin, dass bei T-Zellen die Aufrechterhaltung
des Membranpotentials fiir die Calciumeinstromphase erforderlich ist. Gal-1 zeigt bei Jurkat
T-Lymphozyten mit CD2 bzw. CD3 mAk vergleichbare Ereignisse der Signalweiterleitung
und stimuliert die Tyrosinphosphorylierung der PLCy-1 sowie die Hydrolyse von
membranassoziiertem PIP,. Die Lektin-induzierte transiente InsPsz-Produktion mit einem
Maximum von 22 *= 2 pM nach drei Minuten, entsprechend einem 7,1-fachen Anstieg
gegeniiber der basalen Konzentration, verlduft zeitlich parallel zur transienten Ca**-
Freisetzung aus internen Speichern. Bei nichterregbaren Zellen, zu denen auch T-Zellen
zdhlen, hat InsP3 nicht nur Bedeutung fiir die Ca2+—Freisetzung aus intrazelluldren Speichern,
sondern ist auch in den Ca*'-Einstrom integriert. InsPs;-Rezeptoren sind auch auf
Plasmamembranen von Lymphozyten nachgewiesen worden und konnen unter bestimmten
Bedingungen Ca2+—Bewegungen durch die Plasmamembran vermitteln. Es gibt jedoch auch
Hinweise, dass der Calciumeinstrom durch die Plasmamembran mit der InsPs-stimulierten
Depletion interner Calciumspeicher gekoppelt ist.

Die Hypothese des kapazitiven Calciumeinstroms stiitzt sich auf Befunde, dass Inhibitoren
der Ca**-ATPase (Thapsigargin) InsP;-unabhingig die Entleerung intrazellulirer Ca**-Pools
und den Calciumeinstrom stimulieren (124). Dabei soll die Entleerung der Calciumspeicher
zur Synthese des bisher nicht nidher identifizierten Messengers CIF fithren, der den

Calciumeinstrom durch die Plasmamembran vermittelt.
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Diskutiert wird auch, dass die Regulation von Ca**-Kanilen der Plasmamembran durch den
Fillungszustand der Calciumspeicher im ER iiber InsPs;-Rezeptoren erfolgt. Indem InsPs-
Rezeptoren iiber Calciumbindungsstellen innerhalb der luminalen Doméne den Abfall der
Calciumkonzentration im ER registrieren, fiihrt die Signaliibertragung auf die Ca’*-Kanile
der Plasmamembran iiber eine so genannte konformative Kopplung (175).

Der Gal-1 stimulierte biphasische Verlauf der Calciummobilisation hat unterschiedliche
Effekte auf Calcium/Calmodulin-regulierte Enzyme. Dabei korreliert ein langandauernder
Ca’*-Einstrom mit der Aktivierung von NFAT. Es konnte gezeigt werden, dass Jurkat T-Zell-
Mutanten mit mangelnder NFAT-abhidngiger Genexpression einen Defekt im kapazitiven
Calciumeinstrom haben (176). In mit dem Reportergenkonstrukt pNFAT-TA-Luc transient
transfizierten Jurkat T-Lymphozyten stimuliert Gal-1 effizient die Expression des
enzymatischen Reporters Luc (150). Die nahezu vollige Hemmbarkeit der Lektin-induzierten
Stimulation des Reportergenkonstruktes mit den Immunsuppressiva FK506 und Cyclosporin
A zeigt, dass der Signalweg Ca® - Calcineurin - NFAT aktiviert wird. Beide Inhibitoren
hemmen Immunophyllin-vermittelt die Ca2+/Calmodulin—regulierte Ser/Thr-Phosphatase
Calcineurin (177). Der phosphorylierte Transkriptionsfaktor NFAT ist ein Calcineurinsubstrat
und wird nach seiner Dephosphorylierung in den Kern transloziert. Andererseits werden in
Verbindung mit der Depletion intrazellulirer Calciumspeicher im ER lokalisierte
Ca”*/Calmodulin-regulierte Enzyme gehemmt (143, 178). Die im Rahmen der Arbeit
vorgelegten Ergebnisse zum Effekt von Gal-1 auf das im ER lokalisierte Ca**/Calmodulin-
regulierte Enzymsystem fiir die Synthese von PtdSer zeigen, dass die Synthesehemmung
durch das endogene Lektin stdrker ist als die durch Costimulation mit zwei CD2 mAk bzw.
CD3 mAk Stimulation von Jurkat E6.1 Zellen induzierten Hemmungen. In den CD45™ und
CD3" T-Zell Klonen J45.01 bzw. J31-13 war nach Stimulation mit einem CD3 mAk keine
PtdSer-Synthesehemmung nachweisbar, wihrend beide defektiven Zelllinien im Vergleich zu
Jurkat E6.1 Zellen nach Stimulation mit Gal-1 deutlich geringere Synthesehemmungen
zeigten (149). Auch hier wird die durch das endogene Lektin induzierte Synthesehemmung
des Phospholipids durch Lactose stark abgeschwicht. Der Calmodulin-Antagonist
Trifluoperazin und besonders Xestospongin C, ein potenter membranpermeabler Blocker des
InsP;-Rezeptors (179), inhibieren die Gal-1 vermittelte zelluldre PtdSer-Synthesehemmung.

Diese Daten zeigen, dass das endogene Lektin Glykoepitop-vermittelt parallel
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Ca”*/Calmodulin-abhingige T-Zell Aktivierungswege stimuliert, die beiden Phasen der
Calciummobilisation zugeordnet werden konnen. Wihrend die Lektin-stimulierte
langandauernde Erhdhung von [Ca™]; zur Aktivierung des Transkriptionsfaktors NFAT fiihrt
(150), wird durch die Depletion intrazelluldrer Ca**-Speicher die PtdSer-Synthese in T-Zellen
gehemmt (149). Welche Bedeutung die Synthesehemmung dieses auf der Innenseite der
Plasmamembran lokalisierten Phospholipids im Rahmen der T-Zell Aktivierung hat, ist bisher
nicht gezeigt worden. Es ist jedoch denkbar, dass durch die Synthesehemmung die
Asymmetrie der Plasmamembran geédndert und dadurch deren Fluiditit erhoht wird. Dies
konnte die in der frithen Phase der T-Zell Aktivierung erfolgende Clusterung von Rezeptoren
und Integrinen stabilisieren, dynamische Prozesse, die zur Bildung der immunologischen
Synapse und von Lipid Rafts erforderlich sind (180, 116). Gal-1 stimuliert bei T-Zellen eine
Umverteilung von CD-Markern innerhalb der Plasmamembran, die an intrazellulédre
Signalketten gekoppelte sind, z.B. die Colokalisation von CD3 und CD45 in abgegrenzten
Membran Microdoménen (128). Das Lektin bindet an die Rezeptor-PTPase CD45 bei T (77)
und B-Zellen (181) und hemmt durch die Bindung von N-Acetyllactosamin-Resten auf der
hochglykosylierten extrazelluliren Domine die intrinsische PTPase-Aktivitit. Die
lektindinduzierte Dimerisierung von CD45 kann das katalytische Zentrum blockieren,
wodurch die Verfiigbarkeit fiir Substrate und damit TCR-Funktionen inhibiert werden (182).
Galectin-1 hat aufgrund seiner Bivalenz die Fihigkeit dazu. Da die tyrosinphosphorylierte
CD3({-Kette ein Substrat fiir die Tyrosinphosphatase ist, kann Gal-1 durch Hemmung der
PTPase-Aktivitit iiber den CD3-Komplex induzierte Aktivierungssignale modulieren, die zur
Apoptose fithren (77, 82). Fiir eine Schliisselrolle von CD45 bei der Induktion modulierender
T-Zell Aktivierungssignale spricht auch, dass Gal-1 eine schnelle Phosphorylierung von
pp21C, nicht jedoch von pp23(, die eine ldngere Zeitspanne bendtigt, stimuliert (132). Es
konnte gezeigt werden, dass die Expression von CD3 und CD45 fiir die Gal-1 stimulierte
Expression von PtdSer auf der Plasmamembran erforderlich ist (77). Dies stimmt mit
Untersuchungen iiberein, die zeigen, dass eine Costimulation von T-Zellen mit
immobilisierten CD45 mAk und CD3 mAk Apoptose induziert (131). In welchem
Zusammenhang dabei die durch das endogene Lektin stimulierte PtdSer-Synthesehemmung
zur Translokation des Phospholipids in der frithen Phase der Apoptose auf die Aufenseite der

Plasmamembran steht, ist bisher unbeantwortet.
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Obwohl Gal-1 bei Jurkat E6.1 Zellen die Calciummobilisation und den transienten Anstieg
von InsP; stimuliert, konnte eine Translokation der cPKC-Isoformen (¢, 3, ¥) und der PKCO
an die Plasmamembran nicht nachgewiesen werden. Bei den in dieser Zelllinie fiir die
jeweilige PKC-Isoform cytosolisch exprimierten PKC-EGFP-Fusionsproteinen erfolgte nach
Zellstimulation mit PMA eine schnelle Umverteilung an die Plasmamembran. Dies konnte
auch nach der Stimulation von E6.1 Zellen mit einem CD3 mAk fiir PKCo-EGFP und PKC-
EGFP gezeigt werden. Moglicherweise ist die Signalweiterleitung iiber partiell
tyrosinphosphoryliertes CD3{ (132) fiir eine Translokation der PKC-Isoformen an die
Plasmamembran unzureichend. Die Stimulation von Jurkat T-Lymphozyten fiihrt zur
Aktivierung des Transkriptionsfaktors AP-1 (154, 150). AP-1 wird iiber den Ras-Weg
aktiviert und erfordert Tyrosinkinasen sowie p36, Grb2 und SOS. Gal-1 wurde als ein Ras-
bindendes Protein identifiziert (183). Die Uberexpression von Gal-1 erhoht Membran-
assoziiertes Ras, Ras-GTP, aktiviert extrazelludr regulierte Kinasen (ERKSs) und fiihrt zur
Zelltransformation, die jedoch durch dominant negatives Ras hemmbar ist. Durch Gal-1
antisense RNA wird die Zelltransformation durch H-Ras(12V) und die Membranverankerung
des Fusionsproteins GFP-H-Ras(12V) inhibiert. Im Vergleich zu Ras-Transfektionen fithren
H-Ras/Gal-1 oder K-Ras4B/Gal-1 Cotransfektionen zu einer verldngerten EGF-stimulierten
Erhohung von Ras-GTP, der Raf-1 Aktivitit und zu aktivierten ERKs (184). In diesen
Signalweg, der zur Aktivierung von AP-1 fiihrt, ist die c-Jun N-terminale Kinase (JNK) als
ein Mitglied der MAP-Kinasen integriert. JNK phosphoryliert die N-terminale
Aktivierungsdomédne von c-Jun (Ser63, Ser73), das mit c-Fos zum AP-1 Komplex
heterodimerisiert (153). Die vorliegenden Ergebnisse zeigen, dass die Inkubation von Jurkat
T-Lymphozyten mit dem endogenen Lektin die JNK1 stimuliert. Im JNK1-Immunkomplex
Kinaseassay zeigt die Phosphorylierungskinetik des Substrates c-Jun(1-169)-GST einen leicht
transienten Verlauf mit einem Maximum bereits nach fiinf Minuten. Die stimulierenden
Effekte des Lektins sind mit Lactose, Asialofetuin und mit dem JNK-Inhibitor
Anthrapyrazolon (SP 600125, 144) auf das Niveau der Kontrollen inhibierbar.

In transient mit dem Konstrukt pAP-1(PMA)-TA-Luc transfizierten Jurkat E6.1 Zellen
stimuliert Gal-1 konzentrationsabhingig die Expression des enzymatischen Reporters. Die
Zellstimulation mit dem endogenen Lektin fiihrt zur Bindung von AP-1 an ein 2p_markiertes

AP-1 Konsensusoligonucleotid. Auch hier sind die stimulierenden Effekte des endogenen
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Lektins auf das Reportergenkonstrukt bzw. auf die DNA-Bindungsaktivitdt von AP-1 durch
Lactose und Asialofetuin inhibierbar, wihrend Cellobiose keine inhibierende Wirkung auf die
Bindung von AP-1 an das **P-markierte Oligonucleotid zeigt. Curcumin, ein Inhibitor der AP-
1 Aktivierung, hemmt die Gal-1 stimulierte Expression des enzymatischen Reporters Luc.
Transkriptionsfaktoren spielen eine zentrale Rolle bei der Umwandlung extrazelluldrer
Signale in Anderungen der Expression spezifischer Gene und regulieren damit komplexe
biologische Prozesse (152). Bei der Transkription der Gene fiir IL-2 und den IL-2-Rezeptor
wirken NFAT und AP-1 synergistisch, indem AP-1 die Bindung von NFAT an das
Antigenrezeptor Responselement (ARRE-2) des IL-2 Promotors begiinstigt und die
Halbwertszeit der Dissoziation um eine GroBenordnung verldngert (176). Obwohl das
endogene Lektin die Transkriptionsfaktoren NFAT und AP-1 aktiviert, fiithrt dies nicht zur
Expression der IL-2 Gene und zur Expression hochaffiner Rezeptoren fiir den autokrinen T-
Zell Wachstumsfaktor IL-2. Es gibt jedoch experimentelle Hinweise, dass Bcl-2 Ziel von
Gal-1 stimulierten Signalwegen ist (154). Dabei zeigte sich, dass die Gal-1 stimulierte
Aktivierung von AP-1 mit einer Suppression von anti-apoptotisch wirkenden Bcl-2 verbunden
ist.

Aufgrund der Fihigkeit des endogenen Lektins, bei Thymozyten und aktivierten T-Zellen
Apoptose zu induzieren, ist denkbar, dass es depletierend gegeniiber alloreaktiven T-Zellen
bei der Regulation der Immunantwort, z.B. in immunpriviligierten Organen, eingebunden ist.
Die Expression des Proteins auf Syncytiotrophoblasten und Trophoblasten der humanen
Plazenta (99) und seine Fahigkeit, die Mitogen (PHA)- und Alloantigen (MLC)-stimulierte
Proliferation von humanen peripheren Lymphozyten zu inhibieren (100), weisen darauf hin,
dass das Lektin in immunregulatorische Prozesse involviert ist, die zur Akzeptanz des fetalen

Semiallografts mit beitragen.
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8 Zusammenfassung

Galectin-1 (Gal-1), ein Mitglied der Familie der endogenen -Galactosid-bindenden Proteine
mit immunsuppressiver Wirkung, erkennt auf den T-Zell Aktivierungsmarkern CD2 und CD3
Glykoepitope. Die Stimulation von Jurkat T-Lymphozyten mit dem Protein fiihrt zur Tyrosin-
Phosphorylierung der Phospholipase Cy-1 und generiert einen transienten Anstieg von
Inositol-1, 4, 5-trisphosphat.

Gal-1 stimuliert bei Jurkat T-Lymphozyten Glykoepitop-vermittelt einen biphasischen
Verlauf der Calciummobilisation, bestehend aus dem transienten Anstieg durch Entleerung
intrazellulirer Speicher und der langandauernden Erhdhung durch Ca®*-Einstrom aus dem
Medium. Asialofetuin, das tri- und biantennidren Glykanstrukturen mit terminalen Galf1-
4GIlcNAc-Sequenzen hat, erweist sich dabei als ein sehr potenter Inhibitor der Lektin-
stimulierten Calciummobilisation. In CD3~ und CD45  Jurkat T-Zell Klonen sind keine
Effekte des endogenen Lektins auf die Erhthung von [Ca”"]; nachweisbar. Der Tyrosinkinase
Inhibitor Herbimycin A und Choleratoxin hemmen die Gal-1 stimulierte Calciummobilisation
in Jurkat T-Lymphozyten partiell, der Kinase Inhibitor Staurosporin vollstindig. Die
Depolarisation der Jurkat E6.1 Zellen mit dem Transportionophor Gramicidin bzw. mit einer
hohen K*-lonenkonzentration im Puffer zeigte die Notwendigkeit der Membranpolarisation
fiir den Calciumeinstrom.

Die Galectin-1 stimulierte Depletion intrazellulirer Ca**-Speicher hemmt die im ER
lokalisierte  Synthese von PtdSer. Die Syntheschemmung wird durch den
Calmodulinantagonisten Trifluoperazin, jedoch effizienter durch den InsP;-Rezeptor Blocker
Xestospongin C inhibiert.

Nach Expression der cPKC-EGFP Fusionsproteine fiir die Isoformen o, B und y sowie fiir die
PKC®9 in Jurkat T-Lymphozyten konnte die schnelle Translokation aller Fusionsproteine nach
PMA-Stimulation bzw. fiir die cPKCo und cPKCP nach CD3 mAk-Stimulation an die
Plasmamembran gezeigt werden. Nach Stimulation PKC-EGFP exprimierender Jurkat E6.1
Zellen mit Gal-1 war keine Umverteilung der Fusionsproteine nachweisbar.

Die Stimulation von Jurkat T-Lymphozyten mit Galektin-1 fiihrt zur Aktivierung des
Transkriptionsfaktors AP-1. Mit einem Immunkomplex Kinaseassay wurde gezeigt, dass die
Stimulation von Jurkat E6.1 Zellen mit dem endogenen Lektin zur Aktivierung der c-Jun N-
terminalen Kinase 1 (JNKI1) fiihrt. Dabei zeigt die Phosphorylierungskinetik des

Fusionsproteins c-Jun(1-169)-GST einen nur leicht transienten Verlauf mit einem Maximum
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bereits nach fiinf Minuten. Die Gal-1 induzierte Substratphosphorylierung ist mit Lactose,
Asialofetuin und mit dem JNK-Inhibitor Anthrapyrazolon SP600125 effizient inhibierbar.
Gal-1 stimuliert in transient mit dem Konstrukt pAP1(PMA)-TA-Luc transfizierten Jurkat T-
Lymphozyten konzentrationsabhiingig die Expression des enzymatischen Reportes Luc. Dabei
zeigt die Luc-Expression einen transienten Verlauf mit einem Maximum bei drei Stunden. Die
Stimulation des Reportergen Konstruktes durch Gal-1 ist mit Curcumin, einem Inhibitor der
AP-1 Aktivierung, hemmbar. Das endogene Lektin stimuliert Glykoepitop-vermittelt die
Bindung des Transkriptionsfaktors AP-1 an ein **P-markiertes Konsensus Oligonucleotid. In
den EMSAs wird die Bindung von AP-1 an das **P-markierte Oligonucleotid durch einen
hundertfachen Uberschuss des unmarkierten Konsensus Oligos nahezu véllig inhibiert,
wihrend das mutierte Oligonucleotid nur eine geringe Hemmung zeigt. c-Fos und c-Jun mAk
in der Bindungsreaktion fithren in den EMSASs zu Supershifts, was auf deren Anwesenheit im

Komplex schlieen ldsst.
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