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GruBwort

GruBwort

@ Sehr verehrte Damen und Herren,

Aus einem industriellen Forschungsinstitut
hervorgegangen, feiert das Max-Planck-Institut
fir Immunbiologie, kurz MPIIB, in diesem Jahr
seine 40 jihrige Zugehérigkeit zur Max-Planck-

Prof. Dr. Klaus Eichmann
Geschaftsfiihrender
Direktor sich abgrenzen. Von 1961-1981 war das zentrale

Gesellschaft. Zwei Phasen seiner Geschichte lassen

Thema des Institutes die Erforschung des Endo-
toxins, eines bakteriellen Wirkstoffes mit vielfzlti-
gen Wirkungen auf den Wirtsorganismus, unter
anderem die Induktion von Fieber und die Akti-
vierung des Immunsystems. Endotoxin stellt eines
der wichtigsten molekularen Prinzipien in der
Wechselwirkung zwischen Infektionserregern und
dem Siugetierorganismus dar und das MPIIB war
in seiner Erforschung fiir viele Jahrzehnte inter-
national fithrend. Seit 1981 stellt jedoch die Er-
forschung des Immunsystems selbst, seit 1990
erginzt von Forschungen zur Entwicklung der
Siugerorganismen, die Hauptaktivitit des MPIIB
dar. Die Erforschung keines anderen Organ-
systems hat in den letzten Jahrzehnten einen ver-
gleichbaren Beitrag zum Verstindnis der Organ-
entwicklung, der Zellbiologie, und der Molekiil-
funktionen hsherer Organismen geleistet, wie die
des Immunsystems. Dabei hat die immunologi-
sche Forschung nicht nur neue Untersuchungs-
reagenzien beigesteuert, wie die monoklonalen
Antikérper, an deren Entwicklung unser friih ver-
storbener Co-Direktor, Nobelpreistriger Georges
Kéhler, massgeblich beteiligt war. Vielmehr waren
die Zellen und Organe des Immunsystems beson-
ders geeignete Studienobjekte zur Erforschung
allgemeiner biologischer und molekularer Prin-
zipien, denen auch andere Zellen und Organ-
systeme hoherer Organismen einschlieflich des
Menschen gehorchen. In der Verbindung von
Immun- und Entwicklungsbiologie ist das MPIIB
einzigartig in Deutschland und gehért auch inter-
national zu den fithrenden Forschungs- und
Ausbildungsstitten. Die Beitrige der Mitarbeiter
des MPIIB zu der weltweiten Forschung auf die-
sem Gebiet sind jihrlich in bis zu 100 Ver-
éffentlichungen in Fachzeitschriften und Biichern
dokumentiert. Als Institut der Max-Planck-
Gesellschaft ist das MPIIB iiberwiegend der rei-
nen Grundlagenforschung verpflichtet. Trotzdem
ergeben sich aus der Arbeit des Instituts immer
wieder auch Ansitze, die sich zur Weiter-
entwicklung fiir die medizinische Anwendung eig-
nen. Als Beispiel sei hier die unter massgeblicher

Federfithrung von Wissenschaftlern des MPIIB
entwickelte Vakzine gegen die Borreliose genannt,
einer von Zecken tbertragenen Erkrankung von
steigender medizinischer Bedeutung, deren
Behandlung mit Antibiotika nicht zuverlissig
gelingt. Wihrend der am MPIIB entwickelte
Impfstoff in den USA bereits Anwendung findet,
steht ein fiir Europa geeigneter Impfstoff noch im
Entwicklungsstadium.

Entsprechend bewihrter Strukturen in der
Max-Planck-Gesellschaft beherbergt das MPIIB
vier Forschungsabteilungen, sowie drei Nach-
wuchsgruppen. Letztere wurden nach dem
berithmten Freiburger Entwicklungsbiologen
Hans-Speeman-Laboratorien genannt. Seit diesem
Jahr wurde eine weitere Nachwuchsforscher-
gruppe am Institut angesiedelt, die den Namen
Georges-Kohler-Nachwuchsgruppe erhielt. Beson-
ders stolz sind wir auf unsere engen Bezichungen
zur Fakultit fiir Biologie der Albert-Ludwigs-
Universitidt, deren Lehrstuhl fiir molekulare
Immunbiologie im MPIIB angesiedelt ist und mit
dem wir gemeinsam den Studiengang ,Mole-
kulare Immunbiologie® fiir Studenten der Biologie
anbieten. Mit dem Heft ,Ausziige” stellen wir uns
anlisslich unseres Jubildums einer interessierten
Offentlichkeit vor. Es enthilt Kurzbeschrei-
bungen der Forschungsgebiete in den Abteilungen
und Arbeitsgruppen, sowie ausgewihlte Aufsitze
aus den Jahrbiichern der Max-Planck-Gesellchaft
der letzten fuinf Jahre, die beispielhaft aktuelle
Forschungsschwerpunkte des MPIIB in groferer
Ausfiihrlichkeit, jedoch in fiir Laien verstindli-
cher Form beschreiben.

Klaus Eichmann
Geschiftsfithrender Direktor
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Wissenschaftliche Mitglieder, Kollegium,
Direktoren

Prof. Dr. Thomas Boehm
Prof. Dr. Klaus Eichmann
Prof. Dr. Rolf Kemler
Prof. Dr. Davor Solter

Selbstindige Nachwuchsgruppen
Hans-Spemann-Laboratorium

Dr. Matthias Hammerschmidt
Dr. Ursula Klingmiiller
Dr. Viktor Steimle

Am Institut titig

Forschungsgruppe und Lehrstuhl fiir
molekulare Immunologie der Universitiit
Freiburg

Prof. Dr. Michael Reth

Arbeitsgruppe Medizinische Mikrobiologie

Dr. Chris Galanos

Mitarbeiter

Ende 2000 waren insgesamt 257 Mitarbeiter (ein-
schlieBlich der Drittmittelbeschiftigten) am Insti-
tut titig, darunter 53 Wissenschaftler; dazu kamen
im Berichtsjahr 52 Nachwuchs- und Gastwissen-
schaftler.

Forschungsthemen

im Uberblick

[l Biologie lymphoider Organe, insbesondere

Thymus; Evolution des adaptiven Immunsystems
(Boehm)

Das zellulire Immunsystem, Entwicklung,
Aktivierung und Bedeutung bei Allergie und
Infektion (Eichmann)

Zelladhisionsmolekiile als Morphoregulatoren;
Signaltibertragungsprozesse in der Maus-Embryo-
nalentwicklung (Kemler)

Genexpression in Maus-Pridimplantationsem-
bryonen; molekulare Basis des genomischen Im-
printings und der Keimblattentstehung in der
Maus-Embryonalentwicklung (Solter)

Zebrafischentwicklung; dorsoventrale Musterbil-
dung; kardiovaskuldres System (Hammerschmidt)

Signaliibertragung; Erythropoietin-Rezeptor
(Klingmiiller)

Molekulare Mechanismen der MHC Klasse I1-
Regulation und der T-Zelldifferenzierung (Steimle)

Aktivierung und Differenzierung von B-Lympho-
zyten; Struktur- und Funktionsanalyse der B-Zell-
Antigenrezeptoren (Reth)

Wirkungsweise des Endotoxins; Infektionsstudien
mit Trypanosoma cruzi (Galanos, Mossmann)

Forschungsthemen
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M Das 1961 gegriindete Institut ist aus einem in-

dustriellen Forschungsinstitut der Firma Wander
AG in Freiburg hervorgegangen.

Unter der Leitung von Prof. Dr. Otto Westphal,
Prof. Dr. Herbert Fischer und Dr. Otto Liideritz
befafite sich das Institut bis Ende der 70er Jahre
schwerpunktmiBig mit den Wechselwirkungen
zwischen Infektionserregern und dem Immun-
system unter besonderer Beriicksichtigung des
bakteriellen Wirkstoffes Endotoxin.

Mit dem Eintritt von Prof. Dr. Klaus Eichmann
(1981) und Prof. Dr. Georges Kéhler (1984) fand
eine thematische Neuorientierung des Instituts
statt. Zudem wurde infolge des Nobelpreises fiir
Georges Kohler 1984 durch Sonderfinanzierung
des Landes Baden-Wiirttemberg mit den Beru-
fungen von Prof. Dr. Davor Solter (1990) und
Prof. Dr. Rolf Kemler (1992) die Entwicklungs-
biologie als weiterer wissenschaftlicher Schwer-
punkt am Institut etabliert.

Am 1. Mirz 1995 verstarb unerwartet Prof. Dr.
Georges Kahler, und als sein Nachfolger wurde
1996 Prof. Dr. Thomas Boehm berufen. Be-
strebungen um eine verstirkte Kooperation zwi-
schen dem Institut und der Fakultit fiir Biologie
der Universitdt fithrten zur Einrichtung des
Lehrstuhls fiir Molekulare Immunologie am In-
stitut und zu der Berufung von Prof. Dr. Michael
Reth zum C4-Professor der Universitit Freiburg
(1996). Dariiber hinaus wurden dem Institut
unter der Bezeichnung Spemann-Laboratorien drei
Selbstidndige Nachwuchsgruppen angegliedert.

Die wissenschaftliche Identitit des Instituts
ergibt sich aus der Verbindung von Immun- und
Entwicklungsbiologie mit dem generellen Ziel, die
Entstehung multizelludrer Systeme und Organis-
men besser verstehen zu lernen.

Kuratorium und Fachbeirat

Kuratorium

Dr. Rolf Bshme, Oberbiirgermeister, Freiburg
Dr. Horst Freisler, Teningen-Nimburg

Prof. Dr. Hermann Frommhold, Vorsitzender
des Universititsklinikums, Freiburg

Dr. Christa Maar, Mitglied des Vorstands
Hubert Burda Foundation for Cancer
Research, Miinchen

Dr. Dieter Salomon, Fraktionsvorsitzender
Biindnis 90/Die Griinen, Landtag Baden-
Wiirttemberg, Stuttgart

Dr. Sven von Ungern-Sternberg,
Regierungsprisident, Freiburg

Wissenschaftlicher
Fachbeirat

Prof. Jonathan Howard, Kéln

Prof. Diane Mathis, Boston, USA

Prof. Michael Neuberger, Cambridge/England
Prof. Dr. Elizabeth J. Robertson, Cambridge, USA
Prof. Giinther Schiitz, Heidelberg

Prof. Albrecht Sippel, Freiburg

Prof. Jim Smith, London/England

Prof. Jean-Paul Thiery, Paris/Frankreich
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Molekulare

Embryologie

Prof. Dr. Rolf Kemler

E-Cadherin/Catenin-Zelladhisionskomplex
in der Embryonalentwicklung

In der Entwicklung multizelluldrer Organismen,
wie derjenigen der Siugetiere, ist die Bildung ein-
facher Epithelzellschichten ein wesentliches mor-
phogenetisches Ereignis. Epithelzellen bilden in
vielerlei Hinsicht eine wichtige physiologische
Barriere und sind fiir die Erhaltung der Histoarchi-
tektur der Gewebe von entscheidender Bedeutung.
Die Differenzierung nichtpolarisierter Zellen zu
polarisierten Epithelzellen stellt einen entwick-
lungsbiologischen und zellbiologisch wichtigen
Differenzierungsschritt dar. Unsere Arbeitsgruppe
untersucht die molekularen Vorginge und die
Kaskade molekularer Ereignisse, die den Ubergang
von einer nichtpolarisierten zu einer polarisierten
Epithelzelle kontrollieren. Ausgangspunkt unserer
Arbeiten waren Uberlegungen, daB Zell-Zell-
Adhisionsmolekiile eine zentrale Rolle in der
Entwicklung multizelluldrer Organismen spielen,
was zur Beschreibung des embryonal- und Epithel-
zell-spezifischen Zelladhésionsmolekiils E-Cad-
herin fiihrte. Epithelzellen sind hochspezialisierte
Zellen mit klar definierten basalen, lateralen und
apikalen Membrankompartimenten. E-Cadherin
ist ausschlieflich in den basolateralen Membran-
bereichen zu finden und ist hier besonders in der
,zonula adhaerens” angereichert.

Um die molekularen Mechanismen der Zell-
adhiision zu untersuchen und Informationen iiber
die Rolle von E-Cadherin in der Bildung von
Epithelzellen zu gewinnen, wurden detaillierte
Untersuchungen des Proteins E-Cadherin und
seines Gens vorgenommen. E-Cadherin ist ein
integrales  Membranglykoprotein mit einem
Molekulargewicht von 120 kDa. Es ist in seinem
zytoplasmatischen Teil phosphoryliert, nur in
Gegenwart von Kalzium adhiésiv und gehért des-
halb zu der Familie der Kalziumabhingigen Zell-
adhisionsmolekiile, den Cadherinen.

Strukturvergleiche mit anderen Kalziumabhin-
gigen Zelladhisionsmolekiilen zeigten, daf} die zy-
toplasmatische Domine dieser Molekiile die
stirkste Homologie zu anderen Cadherinen auf-
weist. So sind in den zytoplasmatischen Dominen
von Maus-E-Cadherin und Huhn-L-CAM 9 von
10 Aminosiuren identisch. Diese starke Homo-

Molekulare Embryologie

logie deutet auf eine withrend der Evolution kon-
servierte Funktion hin. Proteinanalysen ergaben
erste Hinweise, dafl E-Cadherin auf der Zell-
oberflidche als Proteinkomplex vorliegt. Dieser Pro-
teinkomplex mit einem Molekulargewicht von
iiber 300 kDa setzt sich aus E-Cadherin und drei
weiteren Proteinen zusammen. Durch Deletions-
mutanten, deren E-Cadherin-Gen in dem Ab-
schnitt veriindert war, der fiir die zytoplasmatische
Domine codiert, konnten wir zeigen, dal} diese
drei Proteine mit dem zytoplasmatischen Teil des
E-Cadherins assoziiert sind. Diese assoziierten Pro-
teine sind in allen von uns untersuchten Wir-
beltieren vorhanden: Wir konnten sie durch die
Expression des E-Cadherin-Gens in E-Cadherin-
negativen Zellen von Maus, Huhn und Mensch
nachweisen. Diese E-Cadherin-assoziierten Pro-
teine wurden o-, B-, und y-Catenin genannt
(Molekulargewicht: 102, 88 und 80 kDa). Weiter-
fithrende Untersuchungen zeigten, daf} das y-Ca-
tenin identisch mit dem bereits bekannten Plako-
globin ist.

Wir haben die E-Cadherin-Catenin-Komplex-
bildung untersucht, weil sie von grundlegender
biologischer Bedeutung ist. Nur wenn Catenine
mit E-Cadherin assoziiert sind, zeigt dieses seine
volle adhisive Funktion. Das bedeutet, daf} die
zytoplasmatische Region von E-Cadherin durch
die Assoziation mit Cateninen die Adhidsion der
Zellen an ihre Umgebung und damit auch die
Eigenschaften von Geweben reguliert. Catenine
verbinden dariiber hinaus E-Cadherin mit Zyto-
skelettstrukturen.

Der Komplex zwischen E-Cadherin und den
Cateninen bildet sich bereits withrend der Ent-
stehung dieser Proteine im endoplasmatischen
Retikulum. Diese Assoziation dirigiert méglicher-
weise den intrazelluldren Transport dieser Proteine
zu den basolateralen Membrankompartimenten
der Epithelzellen.

Auf der Zelloberfliche befinden sich freie E-
Cadherin-Catenin-Komplexe, die fortlaufend mit
dem — sich stindig umbildenden — Aktinfilament-
system verbunden werden. Uber diese Verkniip-
fung wird E-Cadherin in der ,zonula adhaerens”
angereichert. Das quantitative und/oder qualitative
Verhéltnis von nichtverkniipftem E-Cadherin-Ca-
tenin-Komplex und dem mit Aktinfilamenten ver-
kniipften Komplex definiert den adhisiven Status
einer Zelle.

Die Verkniipfung des E-Cadherin-Catenin-
Komplexes mit Aktinfilamenten ist ein dynami-
scher Prozel}, denn wihrend des Zellwachstums,
withrend der Zellteilung oder auch wihrend der
Zellwanderung werden diese Verkniipfungen stéin-
dig veridndert. Wir fanden, daf} das Zusammen-
spiel dieses Komplexes mit dem Aktinfilament-
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system durch Wachstumsfaktoren reguliert wird.
Nach Stimulierung von Zellen mit dem epiderma-
len Wachstumsfaktor (EGF) wurden in unseren
Experimenten Tyrosinreste von [-Catenin und
Plakoglobin phosphoryliert. Gleichzeitig entkop-
pelten sich der Adhisionskomplex und das
Aktinfilamentsystem. Wir stellten fest, dall B-
Catenin an den Rezeptor von EGF binden kann.
Deshalb stellen wir uns den Aufbau und die Re-
gulation dieses Komplexes so vor, wie es in Abbil-
dung 1 dargestellt ist. Wir vermuten ein generelles
Wechselspiel zwischen Tyrosin-Kinase-Rezeptoren
und Cadherin-vermittelter Zelladhision. Uber

dieses Wechselspiel wird die Zell-Zell-
; Adhision reguliert. Wir haben den
molekularen Aufbau des E-Cadherin-

- Catenin-Komplexes  proteinbioche-
: misch untersucht und die Bindungs-
stellen bei den jeweiligen Partner-
molekiilen entdeckt. Danach nimmt -
Catenin eine zentrale Stelle in dem
Komplex ein, da es sowohl an E-Cad-

herin als auch an B-Catenin bindet.

Plakoglobin kann zu einem gewissen

Ausmal die Rolle von B-Catenin erset-

zen, withrend o-Catenin die Verbindung zum Zyto-
skelett herstellt.

Unsere molekulargenetischen Untersuchungen
und die Erstellung der Primérsequenz zeigen, daf}
es in den Cateninen Bereiche gibt, die mit anderen
Proteinen homolog sind und die auch im periphe-
ren Bereich des Zytoplasmas vorkommen. Von be-
sonderem Interesse hierbei ist, dal B-Catenin
und Plakoglobin ausgedehnte homologe Bereiche
zum Protein Armadillo besitzen, das in Drosophila
entdeckt wurde und Teil eines Signaliibertragungs-
weges ist. Es ist es nicht auszuschliefen, dafl — in
Analogie zu Armadillo — sowohl B-Catenin als auch
Plakoglobin ebenfalls Teil eines Signaliibertra-
gungsweges sind.

Um die funktionelle Bedeutung von E-Cadherin
und den Cateninen wihrend der Embryonalent-
wicklung zu untersuchen, haben wir die Gene
dieser beiden Proteine in embryonalen Stamm-
zellinien (ES-Zellen) inaktiviert und haben trans-
gene Miuse hergestellt, die kein E-Cadherin und
keine Catenine mehr produzieren konnten.
Durch diese sogenannten k.o.-Miuse kann die
Wirkung eines Gens im Organismus studiert wer-
den. Wegen des fehlenden E-Cadherins stirbt der
Embryo in einem frithen Entwicklungsstadium ab.
Zwar kénnen E-Cadherin-negative Embryonen
durch Bereitstellung von miitterlichem E-Cadherin
noch die ersten Teilungsstadien durchfiihren,
doch sterben sie im Blastozystenstadium wegen
eines Defektes in der Trophektodermbildung ab.
Diese Untersuchungen belegen, dali E-Cadherin

Molekulare Embryologie

fiir die Embryonalentwicklung essen-
tiell ist und besonders fiir die Bil-
dung und Aufrechterhaltung eines
Epithels benatigt wird (Abb. 2).

Um den Einfluf} von E-Cadherin
auf Zelldifferenzierung und Organo-
genese zu untersuchen, haben wir
aus Embryonen mit einem inaktiven
E-Cadherin-Gen ES-Zelllinien eta-

bliert. Aufgrund der bereits erwithnten

. ~ MR Abbildung 2
zentralen Funktion von B-Catenin fiir

die Bildung des Adhisionskomplexes war zu er-
warten, dal} der Verlust von B-Catenin einen Phi-
notyp hervorbringen kannte, der dem des E-Cad-
herin-Verlustes entspricht. Dies ist jedoch nicht
der Fall, da der Verlust von B-Catenin die Embry-
onalentwicklung erst im Gastrulationsstadium
beeinflufit. Vermutlich vermag Plakoglobin zu
einem gewissen Grad die Abwesenheit von B-
Catenin zu kompensieren. Embryonen mit inakti-
vem B-Catenin-Gen haben einen spezifischen
Defekt im embryonalen Ektoderm und kannen
kein Mesoderm bilden. Da B-Catenin in allen
Zellen des Embryos exprimiert wird, sein Verlust
einen spezifischen Phédnotyp jedoch nur im
embryonalen Ektoderm verursacht, muf} ange-
nommen werden, daf3 3-Catenin in diesen Zellen
eine nicht zu ersetzende biologische Funktion hat.

Wir nehmen daher an, dal B-Catenin in
embryonalen Ektodermzellen in der Tat Teil eines
Signaliibertragungsweges ist, der die Differenzie-
rung einer epithelialen zu einer mesenchymalen
Zelle kontrolliert.

Abbildung 1: Schematische Darstellung von Aufbau und
Regulation des E-Cadherin-Catenin-Komplexes, wie er sich
in der ;zonula adhaerens” von Epithelzellen darstellt. Da-
nach wird die laterale Anordnung von E-Cadherin durch
die intrazellulire Vernetzung mit Cateninen kontrolliert.
Catenine und wahrscheinlich zusitzliche Proteine (X) die-
nen als Bindungsstelle fiir Aktinfilamente. Eine Regulation
der Zytoskelettverkniipfung erfolgt iiber Tyrosin-Kinase-Re-
zeptoren und andere Kinasen (PKS, Yes Svc) sowie iiber
Phosphorylierung von B-catenin und Plakoglobin. Cad = E-
Cadherin; 0. = O-catenin; v = vinculin; B = B-catenin; PL
= Plakoglobin; A = Aktinfilamente; src und yes: Proto-On-
kogene; PKC: Protein-Kinase C; P-Tyr: Tyrosin-Phos-
phorylierung; GF: Wachstumsfaktor; Tyr-Kinase: Protein
Kinase Rezeptor (aus: TIG, Vol.19, 317-321, 1993).

Abbildung 2: Inaktivierung von E-Cadherin durch homo-
loge Rekombination und Herstellung von transgenen
Miiusen. Der Verlust von E-Cadherin beeinflufit die Tro-
phektodermbildung im Blastozystenstadium. Oben links:
normaler Blastozyst; Phinotypen von drei E-Cadherin-

negativen Embryonen mit defektem Trophektoderm.
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MGdiZil’liSChe gung von IFNY an der Entstehung von LPS-

Uberempfindlichkeit wihrend einer Infektion.

. . . In-vitro-Untersuchungen an Milzzellen und
MlkI‘OblOlO gle Makrophagen der IFNYy-defekten C57BL/10ScCr-
Miuse zeigen, dafl die IFNy-produzierenden
Zellen selbst zwar intakt sind, daf} aber die fiir die
IFNy-Erzeugung notwendigen Makrophagen in

@ Dr. Chris Galanos und Dr. Horst Mossmann ihrer ,accessory cell function” gestart sind. Dieser
Defekt konnte durch die Substitution eines lasli-
LPS-Uberempfindlichkeit unter Schock- chen Makrophagen-Mediators Interferon-f§ (IFN)
einwirkung teilweise behoben werden. Dadurch konnten wir
zeigen, dall TFNP ein Kofaktor der IFNy-Induk-

Am klinischen Bild vieler Erkrankungen, die tion ist.

durch eine Infektion mit gramnegativen Bakterien
verursacht werden, ist nach dem heutigen Ver-
stindnis die Freisetzung des Endotoxins Lipo-
polysaccharid (LPS) wesentlich beteiligt. So wird
insbesondere die Entstehung des septischen
Schocks (Endotoxinschock) malgeblich durch
LPS ausgelost.

Unsere Untersuchungen an transgenen Miusen
zeigen, dall die LPS-Empfindlichkeit eines
Organismus durch verschiedene Behandlungen
verindert werden kann. So kénnen Infektionen,
wachsende Tumoren, eine bestimmte Form der
Hypersensiblitit gegen Bakterienbestandteile
oder Leberfunktionsstarungen zu einer dramati-
schen Zunahme der LPS-Empfindlichkeit fiihren.

Die LPS-Empfindlichkeit ist einerseits ge-
kennzeichnet durch eine erhohte Bereitschaft,
Tumornekrosefaktor-a. (TNFa) zu produzieren,
und andererseits durch eine erhshte Empfind-
lichkeit gegentiber der toxischen Wirkung von
TNFa. Unsere Untersuchungen haben gezeigt,
daB} die Bereitschaft der infizierten Tiere, ver-
starkt TNFo zu bilden, durch eine erhshte Inter-
feron-y (IFNYy)-Produktion verursacht wird. So
ksnnen C57BL/10ScCr-Miuse, deren IFNy-Pro-
duktion gestort ist, wihrend einer Infektion mit
Salmonellatyphimurium oder nach Behandlung
mit abgetatetem Propionibakterium acnes keine
LPS-Uberempfindlichkeit entwickeln. Ein weite-
res Indiz fiir eine Beteiligung von IFNYy an der
Entwicklung einer LPS-Uberempfindlichkeit er-
brachten Versuche mit anti-IFNy-Antikarpern.
C57BL/10ScSn-Méuse mit intakter IFN-y-Pro-
duktion entwickeln unter der Wirkung von Anti-
korpern, die gegen IFNYy gerichtet sind, also
Antikérpern, die die Wirkung von IFNY neutrali-
sieren, keine bakterienbedingte LPS-Uberemp-
findlichkeit. Einen endgiiltigen Beweis lieferte
Untersuchungen an IFN-yR-/-Miusen; diese
Maiuse kénnen keinen IFN-y-Rezeptor herstellen,
also kann vorhandenes IFNY keine Wirkung ent-
falten. Diese Miuse entwickelten in unseren Un-
tersuchungen keine LPS-Uberempfindlichkeit
und bestitigten dadurch die essentielle Beteili-
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Exportkontrolle des B-Zell-Antigenrezeptors

Antigenrezeptoren auf B- und T-Lympho-
zyten spielen eine zentrale Rolle bei der spe-
zifischen Immunantwort gegen kérperfremde
Stoffe (Antigene). Gelangt z. B. ein bakteriel-
| les Toxin wie das Tetanus-Toxin in unseren
Kérper, so kann unser Immunsystem gegen
dieses Protein Antikérper bilden, die an das
Toxin binden und es neutralisieren. Die Erken-
nung des Toxins durch das Immunsystem erfolgt
iiber Antigenrezeptoren auf den B-Lymphozyten.
Die Antigen-Bindungsstelle dieser Rezeptoren ist
hochvariabel, da die Genbereiche welche fiir diese
Struktur kodieren wihrend der B-Zellentwicklung
aus verschiedenen Gensegmenten variabel zusam-
mengesetzt werden. Nahezu jeder der 10" B-Lym-
phozyten des Menschen unterscheidet sich daher
von seiner Nachbar-B-Zelle durch die Antigen-
Bindungsspezifitit seiner Antigenrezeptoren. Im
nicht-immunisierten Menschen gibt es nur wenige
Lymphozyten mit einem Toxin-spezifischen Anti-
genrezeptor. Die Bindung des Toxins an den Anti-
genrezeptor bewirkt jedoch eine Aktivierung des
B-Lymphozyten, der sich anschlielend rapide ver-
mehrt und sich zu Gedichtniszellen oder Anti-
korper-sezernierenden Plasmazellen differenziert.

Auf der Zelloberfliche

Antigentandung

=

- =

Kopplung mit Signalmolekiilen

Unsere Arbeiten beschiftigen
sich mit der Struktur, dem Zusam-
menbau und der Signalleitung der
Antigenrezeptoren. Der B-Zell-Anti-
genrezeptor (BZR) ist ein komplexer
Rezeptor, der aus mehreren Protein-
ketten zusammengesetzt ist (Abb. 1).
Dies sind zum einen die schwere und

leichte Kette, die sich zu einem
Membran-gebundenen Immunglo-

bulin-Molekiil (mlg) zusammenla-

Abbildung 1 .
gern, zum anderen 7wei Membran-
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proteine (Ig-o. und Ig-B), die ein Ig-o/Ig-B-
Heterodimer bilden, das nicht-kovalent mit dem
mlg-Molekiil assoziiert ist. Das mlg-Molekiil trigt
die beiden Antigenbindungsstellen des BZR,
withrend Ig-o und Ig-B lidngere, ins Zellinnere ra-
gende Sequenzanteile besitzen, die fiir die Kopp-
lung des BZR mit Signal-weiterleitenden intra-
zelluldren Molekiilen von entscheidender Bedeu-
tung sind. Ein BZR, dem diese zytoplasmatischen

Anteile von Ig-a0 und Ig-B fehlen oder der eine
Mutation in diesen Anteilen trigt, ist in seiner
Signalleitung defekt.

Der Zusammenbau des BZRs aus seinen Be-
standteilen geschieht in einem inneren Membran-
kompartiment der Zelle, dem endoplasmatischen
Retikulum (ER). Im ER werden alle lsslichen
oder Membran-gebundenen Proteine, die nach
auflen exportiert werden, gebildet. Der Export von
Proteinketten aus dem ER unterliegt dabei einer
strengen Qualitdtskontrolle. Diese Kontrolle stellt
sicher, daB nur der komplette Rezeptor exportiert
wird, wihrend seine Einzelkomponenten in der
ER-Membran verbleiben. So kann ein mIg-Mole-
kiil in der Regel nicht alleine (ohne das Ig-o/Ig-B
Heterodimer) auf der Zelloberfliche erscheinen.
Die Funktionsweise und die Bestandteile dieser
Qualitits- und Exportkontrolle sind Gegenstand
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aktueller zellbiologischer For-
schung. b

Bei einer Suche nach weiteren
Komponenten des BZR wurden
von uns zwei neuartige BZR-
assoziierte Proteine (BAP29 und
BAP31) gereinigt. Uber erhaltene
Peptidsequenzen gelang die Klo-
nierung der cDNA und der Gene
dieser Proteine. Die Sequenz-

und Struktur-Analyse zeigte, dal}

In der ER-Membran

i

if ]Ea-nmmion

BAP29 und BAP31 Membran-

proteine sind, die in ihrem N-terminalen Teil drei
Transmembran- (TM) Domiinen besitzen und im
C-terminalen Teil a-helikale Strukturen aufweisen
(ADD. 2). Diese Proteine werden ubiquitir expri-
miert und sind zudem evolutionir stark konser-
viert, sodaf} sich dhnliche Proteine auch in der
Hefe vorfinden. Die BAPs sind daher wesentlich
LJiltere® Proteine als die Immunglobuline, die erst
withrend der Evolution der Vertebraten auftau-
chen. Weitere Untersuchungen zeigten, daf} die
BAPs fast ausschlieBlich nur in der ER-Membran
vorkommen und nicht auf die Zelloberfliche
transportiert werden (Abb. 3). Beide BAP-Pro-
teine besitzen in ihrem C-terminalen Ende ein
Aminosiure-Motiv, bestehend aus zwei positiv
geladenen, gefolgt von zwei beliebigen Amino-
sduren (KKXX). Dieses Sequenzmotiv wird in
einer Reihe von Proteinen gefunden, die im ER
verbleiben. Neuere Arbeiten zeigen, daf} intrazel-
luldre Transportproteine (COPs) an dieses Motiv
binden und alle Membranproteine, die iiber einen
solchen C-Terminus verfiigen, vom Cis-Golgi zum
ER zuriicktransportieren.

Wie funktioniert nun die Exportkontrolle der
Membranproteine im ER? Membranproteine sind
mittels einer oder mehrerer TM-Regionen in der
Membran verankert. Eine typische TM-Region
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Abbildung 3

besteht in der Regel aus 19- bis 25-hydrophoben
Aminoséuren, die mit den Lipidmolekiilen in der
Membran interagieren kénnen. Die Bestandteile
komplex aufgebauter Rezeptoren, wie die des
Antigenrezeptors, tragen in ihrer TM-Region
jedoch nicht nur hydrophobe, sondern auch gela-
dene oder polare Aminosiuren. Es sind anschei-
nend diese hydrophilen Aminosiuren, die in der
hydrophoben Umgebung der Membran von den
Elementen der Exportkontrolle erkannt werden.
Mutiert man z. B. die fiinf hydrophilen Amino-
sduren in der TM-Region des mIgD-Molekiils zu
hydrophoben Aminosduren, so kann mlgD alleine
auf die Zelloberfliche gelangen, ohne der Export-
kontrolle zu unterliegen.

Eine biochemische Analyse zeigte nun, dal} die
so mutierten mlgD-Molekiile auch nicht mehr
von den BAP-Proteinen gebunden
werden. Dieses Experiment legt
nahe, daf3 die BAP-Proteine Teil
der Qualititskontrolle in der ER-
Membran sind. Sie scheinen wie
Spiirhunde hydrophile Strukturen
in der Membran zu suchen und alle
Molekiile, die diese aufweisen,
solange in der ER-Membran fest-
zuhalten, bis sie sich zu einem voll-
stindigen Rezeptor-Komplex zusam-
mengelagert haben. In diesem
Komplex scheinen sich die hydrophilen Amino-
sduren gegenseitig abzusittigen, sodall der Kom-
plex nach auflen hin in der Membran nur hydro-
phobe Aminoséduren trigt und nicht mehr durch
die Exportkontrolle in seinem Transport auf die
Zelloberflache behindert wird.

Die Vermutung, dal} die BAP-Proteine wesent-
liche Elemente der Exportkontrolle in der ER-
Membran sind, soll nun durch eine genetische
Analyse bestitigt werden. Hiebei sollen die Gene
fir die BAP-Proteine im Mausgenom deletiert
oder mutiert werden. Da die BAP-Proteine evolu-
tiondr stark konserviert sind, ist es unwahrschein-
lich das Miuse ohne BAP-Gene lebensfihig sind.
Wir haben daher eine neuartige Methode ent-
wickelt, um Gene in induzierbarer Weise nur in
bestimmten Geweben zu deletieren. Grundlage
dieser Methode ist die Cre-Rekombinase eines
Bakteriophagen. Dieses Enzym bindet iiber Erken-
nungssequenzen (LoxP-Stellen) an die DNS und
kann die Genbereiche zwischen diesen Stellen
deletieren oder invertieren. Um die Aktivitit von
Cre zu regulieren, haben wir einen Expressions-
vektor hergestellt, welcher fiir ein Cre-Fusions-
protein (TBD-Cre-TBD) kodiert, das auf beiden
Seiten durch eine hormonbindende Domiine (TBD)
flankiert wird (Abb. 4). In Abwesenheit des Hor-

mon-Analogon Tamoxifen wird dieses Cre-

Fusionsprotein von dem ,heat-shock-Protein®
HSP90 gebunden und das Enzym in seiner inak-
tivien Form im Zytoplasma zuriickgehalten. Die
Applikation von Tamoxifen fihrt zur Freisetzung
des TBD-Cre-TBD-Fusionsproteins und zu seiner
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Translokation in den Zellkern.

Hier erkennt die Cre-Rekombi- | Induzierbare Cre Rekombinase

nase bestimmte DNS-Bereiche
(Lox P-Stellen), welche von ihr re-
kombiniert werden. Uber eine
solche Rekombination kénnen
Genbereiche (z.B. Exon 2 von
BAP29) deletiert oder bestimmte
Gene aktiviert werden. Solche in-
duzierbaren Deletionen oder Mu- -
tationen von DNS-Bereichen
konnten ein wichtiges genetisches

Hilfmittel zur Untersuchung der o =

Funktion von Genen der Maus

Abbildung 4
werden,

Abbildung 1: Schematische Darstellung des Aufbaus des
B Zell-Antigenrezeptors, bestehend aus dem mlg Molekiil
und den Ig-o/lg-B-Heterodimeren. Y = Tyrosine in der Se-
quenz von Ig-ot und Ig-B, die bei der Kopplung des BZR
an intrazellulire Signalmolekiile eine Rolle spielen. Der

Balken stellt die Plasmamembran dar.

Abbildung 2: Schematische Darstellung der Bindung
zwischen dem mlg Molekiil und den BAP-Proteinen in der
ER-Membran. Die C-Termini der BAP-Proteine besitzen
ein KKXX-Motif, das fiir die ER-Retention des Komplexes

verantwortlich ist.

Abbildung 3: Vorkommen des BAP31 Proteins in dem
netzformigen ER-Kompartiment einer COS-Zelle. Die Fiir-
bung wurde mittels eines FITC-gekoppelten anti-BAP31
Antikirpers durchgefiihrt.

Abbildung 4: Strategie zur induzierbaren Deletion des
Exon 2 (Ex 2) des BAP29-Genes. Die Cre-Rekombinase
wurde durch die Flankierung mit Tamoxifen-Bindungs-
doméinen (TBD) induzierbar gemacht. HSP90 = ,90 kDa
heat-shock-Protein”. Lox P = Erkennungsstellen der Cre-

Rekombinase in der DNS.
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Dorsoventrale Musterbildung im Embryo
des Zebrafisches

Im Folgenden soll auf das erste der oben ge-
nannten Arbeitsgebiete niher eingegangen werden,
die genetische Kontrolle frithembryonaler Muster-

Hammerschmidt

bildungsprozesse im Zebrafisch. Die Entwicklung
des Zebrafisch-Embryos beginnt mit einer einzel-
nen Zelle, der befruchteten Eizelle, auch Zygote
genannt. Der Embryo durchlduft rasche Zelltei-
lungen, Zellspezifizierungen und Gestaltverinder-
ungen, die zeitlich und rdumlich genau koordi-
niert sind und innerhalb von zwei Tagen zu einer
Larve fithren, die dem adulten Fisch bereits sehr
dhnlich ist. Entscheidende Gestaltverinderungen
finden wiihrend der Gastrulation statt, wihrend
der sich die drei Keimblitter, Ektoderm,
Entoderm und Mesoderm ausbilden. Aus dem
Ektoderm gehen das Nervensystem und epider-
male Strukturen wie Haut und Flossen hervor, aus
dem Entoderm der Darm und seine Abkémm-
linge, und aus dem Mesoderm u.a. Muskeln, der
Urogenitaltrakt, das Gefdlsystem und das Blut.
Vor der Gastrulation ist der Embryo sehr einfach
aufgebaut und erscheint radial symmetrisch. Den-
noch bilden sich bereits in diesen frithen Stadien
entlang der zukiinftigen dorsoventralen Kérper-
achse spezifische raumliche Expressionsmuster be-
stimmter Kontrollgene aus, die die gesamte Organi-
sation des spiiteren Embryos festlegen.

Solche frithen dorsoventralen Musterungsvor-
giinge sind in der Vergangenheit vorwiegend an
Amphibien untersucht worden. Unter dem Ein-
flu maternaler Faktoren, die vom Muttertier ge-
bildet und in der Eizelle deponiert werden, wird
anfinglich ein sehr grobes dorsoventrales Muster
in dem sich bildenden Mesoderm angelegt: in
einem sehr breiten Streifen entlang der zukiinfti-
gen dorsoventralen Achse des Embryos entsteht
ventrales Mesoderm, aus dem vorwiegend Blut
hervorgehen wiirde. Diesem steht ein vergleichs-
weise kleiner Abschnitt dorsalen Mesoderms
gegeniiber (Abb. 1A). Ventrales und dorsales Meso-
derm selbst produzieren Signalsubstanzen, die
dieses grobe anfingliche dorsoventrale Muster
weiter verfeinern (Abb. 1B). Das dorsale Meso-
derm, auch der Spemann’sche Organisator ge-
nannt, produziert ,dorsalisierende” Signale, die
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zwei Aufgaben erfiillen: die Induktion dorsolatera-
ler Spezifizierung im benachbarten, urspriinglich
ventral angelegten Mesoderm, so daf} dort beispiels-
weise statt Blut Muskelgewebe entsteht, und die
Induktion von Nervengewebe im Ektoderm, das
sich ohne diese dorsalisierenden Signale zu
Epidermis entwickeln wiirde. Diesen dorsalisieren-
den Signalen des Spemann’schen Organisators
stehen ,ventralisierende” Signale gegeniiber, die
vom ventralen Mesoderm produziert werden. Mit
verschiedenen Methoden konnten mehrere Kandi-
daten fiir die beiden antagonistischen Signale
identifiziert werden, die dorsalisierenden Signal-
proteine Chordin, Follistatin und Noggin, und die
ventralisierenden Signalproteine Bmp2 und Bmp4
(,bone morphogenetic protein“), Mitglieder der
Familie der TGFB Wachstumsfaktoren. Bio-
chemische Analysen deuten darauf hin, daf} die
drei dorsalisierenden Signalmolekiile keine eige-
nen Rezeptoren besitzen, sondern im Extra-
zellularraum die ventralisierenden Bmps ,abfan-
gen”, d.-h. mit sehr hoher Affinitéit binden, so dal3
diese nicht an ihre Rezeptoren binden kénnen.
Diese Beobachtungen haben zu einem Modell ge-
fithrt, nach dem dorsale Spezifizierung konstitutiv
stattfindet, sofern die Bmp-vermittelte Ventrali-
sierung verhindert werden kann.

Der letztendliche Beweis, dal} frithe dorsoven-
trale Musterungsvorgiinge tatsichlich nach diesem
Mechanismus ablaufen, und die ldentifizierung
der hierzu benétigten Gene, verlangt genetische
Untersuchungen mithilfe von mutanten Embry-
onen, in denen die Aktivitit der betreffenden
Gene reduziert (hypomorphe Mutationen) oder
vollstindig ausgeschaltet (amorphe Mutationen)
ist. In den Jahren 1992 und 1993 wurde in den
Laboratorien von Prof. Dr. Christiane Niisslein-
Volhard in Tiibingen und Prof. Dr. Wolfgang
Driever in Boston/USA eine groBangelegte Suche
nach Mutanten mit spezifischen Defekten in ver-
schiedenen Entwicklungsvorgingen durchge-
fithrt. Nach Induktion der Mutationen mittels
chemischer Mutagenese wurden in klassischen
Inzuchtkreuzungen homozygote Embryonen er-
zeugt. Auf diese Weise wurden mehrere tausend
rezessiv letale Mutanten isoliert, die sich mehre-
ren hundert Komplementationsgruppen zuordnen
lassen. Jede Komplementationsgruppe entspricht
einem Gen, das zygotisch fiir die normale Embry-
onalentwicklung des Zebrafisches benétigt wird.
Die auf diese Weise identifizierten Gene werden
iiber das Erscheinungsbild, den Phinotyp, der
Mutante definiert; ihre molekulare Natur ist vor-
erst unbekannt.

Unter den so isolierten Mutanten befinden sich
auch solche mit spezifischen dorsoventralen Mus-
terungsdefekten; ventralisierte Mutanten (2 Kom-
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plementationsgruppen), deren Phénotyp von einer
Fehlfunktion dorsalisierender Aktivitdten her-

animal

rithrt, und dorsalisierte Mutanten (6
Komplementationsgruppen), die auf

Dorsales

M3 -3 3

Intermedidires
Mesoderm

Abbildung 1

Aktivititen zuriickzufiihren sind.

Mosoddrin. Ty T leeenee| €ine  Fehlfunktion ventralisierender
Organisator)

Unsere bisherige Arbeit konzen-
trierte sich vorwiegend auf die zwei
Gt stirksten Vertreter der beiden Mutan-
tenklassen, die ventralisierte Mutante
dino, die weniger Neuroektoderm
besitzt und in deren Mesoderm ven-
trale Abkémmlinge (z.B. Blut) auf

Kosten dorsolateraler Abkémmlinge (z.

B. Muskelgewebe) vergrofert sind, sowie die dor-
salisierte Mutante swirl, die den gegenteiligen
Phinotyp besitzt. In einer Kollaboration mit Dr.
Stefan Schulte-Merker vom Max-Planck-Institut
fiir Entwicklungsbiologie in Tiibingen konnten
wir mittels Segregations-Verkniipfungsanlysen
und Klonieren der entsprechenden ¢cDNAs aus
mutanten Embryonen zeigen, daf} der swirl- und
der dino-Phinotyp auf sogenannten ,loss-of-func-
tion* Mutationen im Zebrafisch bmp2- bzw. chor-
din-Gen beruht, Genen also, die wie oben be-
schrieben bereits aufgrund ihrer Eigenschaften in
Amphibien als Kandidaten fiir den Ventralisierer
und den Dorsalisierer des Spemann’schen Organi-
sators angesehen werden konnten. Studien mit
mutanten Embryonen erlaubten es uns, die Funk-
tion der beiden Gene wihrend frither dorsoven-
traler Musterungsvorgédnge niher zu untersuchen.

Uber die Analyse von swirl-dino Doppelmu-
tanten konnte gezeigt werden, dall Chordin tat-
sichlich kein aktiver Dorsalisierer ist, sondern
indirekt tiber eine Hemmung von Bmp2 wirkt:
Embryonen, die sowohl fiir Chordin als auch fiir
Bmp2 mutant sind, zeigen einen dorsalisierten
Phinotyp wie Embryonen mit defektem Bmp2,
aber intaktem Chordin, was zeigt, dal} der Verlust
von Chordin keine Auswirkungen hat, wenn gleich-
zeitig Bmp2 fehlt, Chordin also ausschlieBlich
iiber die Hemmung von Bmp2 wirkt.

Dies deutet darauf hin, dafl Bmp2 der eigentli-
che Faktor ist, der in einer konzentrationsabhin-
gigen Weise das Schicksal individueller Zellen
entlang der zukiinftigen dorsoventralen Kérper-
achse festlegt. Einen solchen Faktor bezeichnet
man als ,Morphogen®. Entsprechend konnte ge-
zeigt werden, dall hohe Konzentrationen von
Bmp2 bespielsweise zur Ausbildung von Blut und
Epidermis fithren, niedrigere Konzentrationen
hingegen zur Bildung von Muskel- und Nerven-
gewebe. Tatsdchlich liegen zu Beginn der Gastru-
lation, wenn das Schicksal der Zellen entlang der
dorsoventralen Achse bestimmt wird, die Trans-
kripte von bmp2 und bmp4 inform eines dorsoven-
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tralen Gradienten vor (Abb. 2D). Chordin wird
benétigt, um diesen Gradienten aufzubauen. Ur-
spriinglich wird bmp2 ndmlich gemif dem mater-
nal induzierten, groben dorsoventralen Muster
gleichmifig im gesamten Embryo mit Ausnahme
des Spemann’schen Organisators selbst exprimiert
(Abb. 2A,B). In chordin-Mutanten bleibt diese
breite, uniforme Expression erhalten (Abb. 2E),
wohingegen in bmp2-Mutanten die bmp2-Ex-
pression im gesamten Embryo sukzessive verloren-
geht (Abb. 2F). Dies zeigt, dal withrend der Nor-
malentwicklung Bmp2 Protein als Autoregulator
positiv die Expression des eigenen Gens beein-
flut, wihrend Chordin, ausgehend vom Spe-
mann’schen Organisator (Abb. 2C), Bmp2 Pro-
tein inaktiviert, dadurch die positive Auto-
regulation der bmp2-Expression unterbindet, und
zu dem bmp2- (und bmp4-) mRNA Gradienten
fithrt, mit hochsten Konzentrationen auf der ven-
tralen und niedrigsten Konzentrationen auf der
dorsalen Seite. Bei der Etablierung dieses Gra-
dienten entfaltet Chordin Protein eine sehr weit-
reichende Wirkung und beeinflufit selbst Be-
reiche, die weit in der ventralen Hilfte des Em-
bryos liegen. Dieser weitreichende Effekt konnte
besonders gut in chimdren Embryonen aus chor-
din mutanten und normalen (Wildtyp-) Zellen
aufgezeigt werden: wenn 20-30 Wildtyp-Zellen zu
Beginn der Gastrulation direkt in den Spe-
mann’schen Organisator einer chordin-Mutanten
transplantiert werden, zeigt der Embryo schon
nach wenigen Stunden eine signifikante Dorsali-
sierung lateraler Bereiche, was der Situation im
Wildtyp-Embryo sehr nahe kommt (Abb. 2G-I).
Die auf diese Weise geretteten Regionen liegen
viele Zelldurchmesser von den transplantierten
Wildtyp-Zellen entfernt, was zeigt, dai Chordin-
Signale innerhalb von zwei Stunden zirka ein
Drittel des gesamten Embryos tiberbriickt haben.
Eine solch weitreichende Wirkung ist nicht selbst-
verstdndlich. Fiir Bmps beispielsweise wurde be-
richtet, dall ihr Wirkungsbereich lediglich ein bis
zwei Zelldurchmesser umfaft.

Gegenwirtige Arbeiten unseres Laboratoriums
beschiftigen sich mit weiteren Mutationen und
Genen, die an frithen dorsoventralen Muste-
rungsprozessen beteiligt sind. Wie vorn darge-
stellt, produziert der Spemann’sche Organisator
in Amphibien neben Chordin zwei weitere
Signalproteine, Follistatin und Noggin. Wir haben
die Zebrafisch-Homologen der beiden Gene unter-
sucht und festgestellt, daf sie im Gegensatz zu
den Amphibiengenen nicht im Organisator expri-
miert sind, was daraufthindeutet, daf} viele, aber
nicht alle Aspekte dorsoventraler Musterbildung
zwischen den verschiedenen Wirbeltierspezies
konserviert sind.
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Desweiteren untersuchen wir, wie der morpho-
gene Bmp2-Gradient von den jeweiligen Ziel-
zellen entlang der dorsoventralen Achse gelesen
und interpretiert wird. Hierzu haben wir verschie-
dene Proteine isoliert, die in anderen Systemen
als intrazelluldre Vermittler von Bmp Signalen
beschrieben sind, wie das Zinkfinger-Protein
Schnurri, und verschiedene Vertreter der Smad
Familie, einer anderen Klasse von Transkriptions-
faktoren. Wir konnten zeigen, dal} der Phinotyp
der dorsalisierten Mutante somitabun auf Muta-
tionen in einem smad Gen, smad5, beruht. In-
jektions- und Transplantationsversuche deuten
darauf hin, dal} smad5, fiir das sowohl maternale
als auch vom Embryo selbst erzeugte Transkripte
vorliegen, lediglich fiir die sehr frithe Vermittlung
von Bmp Signalen zur Aufrechterhaltung der
bmp-Expression benétigt wird. Bmp Signale zur
eigentlichen Festlegung des jeweiligen Schicksals
individueller Zellen hingegen, die etwas spiiter statt-
findet, werden unabhingig von smad5 transdu-
ziert. Dies zeigt, dall wihrend der Frithentwick-
lung offensichtlich verschiedene Transduktions-
ketten zur Vermittlung von Bmp Signalen einge-
setzt werden.

Zur Identifizierung der eigentlichen Bmp2
Zielgene, deren Transkription durch Bmp2 und
die nachgeschalteten Smad Proteine aktiviert wird,
haben wir einen differentiellen Ansatz gewiihlt.
Hierzu wurde die gesamte Boten RNA (mRNA)
von normalen und bmp2 mutanten Embryonen
eines spiten Gastrulationsstadiums prépariert
und voneinander subtrahiert, was zur Anreiche-
rung solcher mRNAs fiihren sollte, die in bmp2
Mutanten fehlen, da ihre Synthese von Bmp2 ab-
hingt. In Vorversuchen konnten auf diese Weise
aus 50 untersuchten Klonen zwei Bmp2 Zielgene
isoliert werden, die spezifisch auf der ventralen
Seite exprimiert sind, ndmlich bmp4 und ein
neues, fiir ein Zinkfingerprotein kodierendes Gen,
dessen Expression in Blutvorliuferzellen erhalten
bleibt und das den bisher frithesten Marker fiir
diese Zellinie darstellt.

Desweiteren haben wir begonnen, transkripti-
onsregulierende cis-Elemente dieser und anderer

Abbildung 2

ventral- und dorsalspezifischer Gene zu
charakterisieren. Dies geschieht in trans-
genen Zebrafischen mithilfe von GFP
(,green fluorescent protein®) als Repor-
tergen, sowie in animalen Kappen von
Xenopus-Embryonen. Gemill dem oben
beschriebenen Modell mit Bmp2 als ei-
gentlichem Morphogen sollten sowohl

ventrale als auch dorsale Gene Bindungs-
stellen fiir Smad Proteine oder andere
Bmp regulierte Transkriptionsfaktoren besitzen.
Bindung dieser Transkriptionsfaktoren sollte bei
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ventralen Genen cine Aktivierung, bei dorsalen
Genen hingegen eine Repression der Transkrip-
tion bedingen. Desweiteren sollten ventrale Gene
mit einer vergleichsweise weit nach dorsal reichen-
den Expressionsdomine eine hohere Affinitdt zu
den Bmp-abhingigen Transkriptionsfaktoren be-
sitzen als Gene mit einer auf ventralste Bereiche be-
schrinkten Expression, da die Transkription von er-
steren auch durch vergleichsweise niedrigere Bmp
Konzentrationen aktiviert werden sollte. Auf diese
Weise soll der letztendliche Beweis fiir den mor-
phogenen Charakter von Bmp2 erbracht werden.

Ein weiterer Aspekt unserer Arbeit befafit sich
mit der Isolierung neuer dorsoventraler Zebrafisch-
Mutanten in sogenannten ,enhancer und sup-
pressor screens”. Hierzu werden die Nachkom-
men von mutagenisierten Fischen, die heterozygot
fiir neu induzierte Mutationen sind, mit Trdger-
fischen bereits bekannter dorsoventraler Muta-
tionen gekreuzt, und die entstehenden Embry-
onen auf eine Verstirkung oder Abschwichung
der dorsoventralen Defekte hin untersucht. Dabei
sollten Gene identifiziert werden, die mit den in
den Testerfischen mutierten Genen interagieren.
Wihrend beispielsweise bmp2 oder smad5 hetero-
zygote Embryonen nur sehr schwach dorsalisiert
sind, zeigen doppelheterozygote Embryonen,
denen jeweils eine normale Kopie des bmp2 und
des smad5 Gens fehlt, eine sehr starke Dorsali-
sierung, die nur wenig schwicher ist als die von
bmp2 oder smad5 homozygot mutanten Embry-
onen. Solche ,Interaktionsscreens” sind in der Tau-
fliege Drosophila melanogaster sehr erfolgreich an-
gewendet worden, um weitere Gene zu identifi-
zieren, die in den urspriinglichen Mutanten-
suchen nicht entdeckt worden waren. Dariiber
hinaus haben sie den Vorteil, daB mutante
Phénotypen bereits in der F2-Generation und nicht
wie bei tiblichen Screens in der F3-Generation
sichtbar sind. Auflerdem konnen interagierende
Gene isoliert werden, die selbst nicht zu einem
sichtbaren Phéntyp mutiert werden kénnen.

Die nédhere Charakterisierung dieser und der
bereits bekannten Mutanten, die Identifizierung
der jeweils betroffenen Gene mittels Uberpriifen
von Kandidaten oder positionellen Klonieren, und
die Untersuchung der Wechselwirkung zwischen
den verschiedenen Gene, dhnlich wie bereits fiir
bmp2, chordin und smad5 beschrieben, sollte es
uns ermdglichen zu ergriinden, wie aus dem ein-
fach strukturierten Zebrafisch-Embryo frither Ent-
wicklungsstadien das kompliziert aufgebaute
,Fischchen® spiterer Entwicklungsstadien entste-
hen kann.




Nachwuchsgruppe Hammerschmidt

Abbildung 1: (A) In der Randzone des Embryos (Mitte)
wird durch maternal bereitgestellte Signalproteine aus der
vegetalen Zone des Embryos (unten) Mesoderm induziert.
Signale aus der ventralen vegetalen Zone (VV) induzieren
ventrales Mesoderm (VM) in einem Dbreiten Streifen,
wiihrend Signale aus der dorsalen vegetalen Zone (DV)
dorsales Mesoderm (O) in einem relativ kleinen dorsalen
Bereich der Randzone induzieren. Das dorsale Mesoderm
wird auch Spemann'scher Organisator genannt.

(B) Vom Embryo selbst gebildete, zygotische Signale aus
dem Spemann'schen Organisator (O) induzieren die Bil-
dung von Neuroektoderm (NE) in dorsalen animalen
Regionen des Embryos, und die Umwandlung des wr-
spriinglich ventral angelegten Mesoderms (VM) der Rand-
2ome in ein ganzes Spektrum intermediirer mesodermaler
Schicksale (M1-M3). Bei beiden Induktionen wirken ven-
trale Signale den Signalen des Spemann'schen Organisa-
tors entgegen. VM ergibt Blut, M3 beispielsweise Muskel-

gewebe des vorderen Rumpfbereichs.

Abbildung 2: (A-F) Verteilung verschiedener mRNAs,
nachgewiesen iiber in situ Hybridisierung; ventral ist stets
links, dorsal rechts. (A-C) Urspriingliches Expressions-
muster von bmp2 (A, laterale Ansicht; B, animale Ansicht)
und chordin (chd, C, animale Ansicht) in Wildtyp-
Embryonen zwei Stunden vor Beginn der Gastrulation;
bmp?2 ist gleichmifig iiberall im Embryo exprimiert, mit
Ausnahme des zukiinftigen Spemann'schen Organisators,
der Expression von chordin zeigt.

(D-F) Expressionsmuster von bmp4 zu Beginn der
Gastrulation, laterale Ansicht. In Wildtyp-Embryonen (G)
hat sich die bmp4 Expression in ventrolaterale Regionen
zuriickgezogen, wihrend dino/chordin mutante Embry-
onen Mutanten eine gleichbleibend starke bmp4 Ex-
pression auch in den dorsolateralen Bereichen des
Embryos zeigen, und in swirl/lbmp2 mutanten Embryonen
selbst die ventrolaterale bmp4 Expression sukzessive verlo-
rengeht. Das Expressionsmuster von bmp2 verhilt sich
sehr dhnlich wie das von bmp4.

(G-I) Weitreichende Wirkung von Chordin Signalen.
(G) Wildtyp-Kontrolle, (I) chordin/dino Kontrolle, (H)
chordin Mutante mit wenigen Wildtyp-Zellen (braun mar-
kiert) im Bereich des Spemann’schen Organisators. Mitte
der Gastrulation, 2 Stunden nach Transplantation der
Wildtyp-Zellen; vegetale Ansicht; Expressionsmuster des
ventralen Markergens eve. Die dorsale Grenze der
Expressionsdomiine ist mit Pfeilen markiert. eve besitzt in
chordin Mutanten eine stark nach dorsal ausgedehnte
Expressionsdomiine. Transplantation von Wildtyp-Zellen
auf die dorsale Seite der Mutante bedingt jedoch eine
Verschiebung der evel Expressionsdomiine zuriick auf die
ventrale Seite. Dieser Effekt reicht iiber viele Zell-
durchmesser hinmweg weit in laterale Bereiche hinein, was
darauf hindeutet, daf der von den Wildtyp-Zellen gebilde-
te Stoff eine weitreichende Wirkung besitzt.
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Aktivine und Aktivinrezeptoren in der
Mausentwicklung

Aktivine wurden urspriinglich aus Ovarfollikel-
flussigkeit isoliert. Sie kénnen die Freisetzung von
Follikel-stimulierendem-Hormon (FSH) in Zellen
des vorderen Hypophysenlappens induzieren.
AuBerdem regulieren sie Wachstum, Proliferation
und Differenzierung vieler verschiedener Zell-
typen. Anfang der neuziger Jahre wurden Aktivine
auch von den Entwicklungsbiologen ,entdeckt®,
die Aktivin als einen Mesoderm-induzierenden
Faktor in Embryonen des Krallenfrosches Xeno-
pus laevis beschrieben. Behandelt man den anima-
len Pol einer Xenopus laevis Blastula mit Aktivin
so findet man mesodermale Zelltypen, die sich in
Kontrollexperimente ohne Aktivin nicht bilden.

Aktivine sind Mitglieder der Transforming
Growth Factor-B- (TGF-B-) Superfamilie. Sie sind
Dimere aus zwei B-Untereinheiten. In der Maus
sind bis heute vier verschiedene B-Untereinheiten
beschrieben (B, Bg, PBc, Bp). Die klassischen
Aktivin-Untereinheiten (B, Bg) sind wihrend der
frithen Embryonalentwicklung von Vertebraten
exprimiert und bilden drei Formen von Aktivin-
Dimeren: Aktivin A (B,, By), Aktivin B (Bg, Bg)
und Aktivin AB (B,, Bg). Die Signaltransduktion
der Aktivine erfolgt iiber Transmembranrezep-
toren. Diese besitzen intrazelluldr eine Kinase-
domiine mit Serin/Threonin-Spezifitdt. Die vier
bisher beschrieben Aktivinrezeptoren (ActR) kén-
nen in zwei Klassen, Typ I (ActRIA, ActRIB) und
Typ-1I (ActRIIA, ActRIIB), unterteilt werden.
Abbildung 1 falit modellhaft die heutige Vorstellung
der Weiterleitung von Aktivinsignalen zusammen.
Aktivin bindet zuerst an einen Typ II-Rezeptor.
Nach Rekrutierung eines Typ I-Rezeptors bildet
sich ein Komplex aus Typ II- und Typ I-Rezeptor.
Der Typ I-Rezeptor wird daraufhin intrazellulir
durch den Typ II-Rezeptor phosphoyliert. Dieser
aktivierte Rezeptorkomplex phosphoryliert soge-
nannte Smad-Proteine, die dann im Kern als Trans-
kriptionsfaktoren Effektorgene regulieren.

Bei der Maus entstehen die ersten mesoderma-
len Zellen zwischen Tag 6 und 6,5 der Embry-
onalentwicklung. Zellen des embryonalen Ekto-
derm wandern zwischen embryonales Ektoderm
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und viszerales Endoderm, wo sie das Mesoderm
bilden. Die oben beschrieben Experimente an
Embryonen von Xenopus laevis lassen vermuten,
dal Aktivine und Aktivinrezeptoren auch in
Saugetieren an der Mesoderminduktion beteiligt
sind. Diese Frage wurde in unserem und anderen
Laboratorien an Miusen untersucht, die spezifi-
sche Mutationen in Aktivinen oder Aktivinrezep-

tivin By-Unterein-
heit besitzen, zeigen

toren tragen. Miuse, die keine funktionsfihige Ak-
keine Beeintrichti-
gung der Meso-

o ..,
ity
@
hat die Inaktivie-

rung des Gens fiir
die B5-Untereinheit
keinen Einflufl auf

1 2
dermbildung und
sind homozygot le- | A
bensfihig. Ebenso Q)

die Mesodermin-

duktion. Homozy-
gote Miuse sterben L
aber in den ersten 24 Stunden nach der Geburt,
da die Tiere einen offenen Gaumen haben. Uber-
raschenderweise zeigen selbst Miuse, denen
sowohl die B,- als auch die By-Untereinheit fehlen,
keinen Mesodermdefekt. Thr Phinotyp ist ledig-
lich eine Addition der Phinotypen der Einzel-
mutationen. Aktivin A, B und AB sind also nicht
essentiell fiir die Mesoderminduktion in der Maus.
Um zu kldren, ob bei Sidugern generell die
Signaltransduktion iiber die Aktivinrezeptoren fiir
die Mesodermbildung benétigt wird, wurden in
unserer und Dr. En Li's Arbeitsgruppe (Massa-
chusettes General Hospital, Charlestown, USA)
die Liganden-bindenden Rezeptoren, Typ IIA
(ActRITA) und Typ 1IB (ActRIIB) in Mausen mu-
tiert. Méduse ohne ActRIIA sind lebensfihig, zei-
gen aber mit geringer Penetranz Defekte im
minnlichen und weibliche Reproduktionsapparat,
im Schidelbereich und an der Wirbelsdule. Die
Mesoderminduktion ist auch in diesen Tieren
normal. Miuse ohne ActRIIB sind ebenfalls in
der Lage Mesoderm zu bilden und sind lebens-
fihig. Sie zeigen verschiedene Organdefekte
(Herz, Lunge, Niere). Homozygote Doppelmutan-
ten, d. h. Embryonen, die weder ActRIIA noch
ActRIIB besitzen, sterben jedoch spitestens am
Tag 8 der Embryonalentwicklung. Mesodermale
Zellen sind in diesen Embryonen nicht nachweis-
bar (Abbildung 2). Die Signaltransduktion tiber die
Typ II-Aktivinrezeptoren ist demnach essentiell
fir die Mesoderminduktion in der Maus. Der in-
duzierende Faktor ist bisher noch nicht identifi-
ziert worden. Ebensowenig ist bekannt, ob es sich
dabei um ein Aktivin-idhnliches Protein, oder ein

Regulierung von
Effektorgenen
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anderes Mitglied der TGF-B-Superfamilie handelt.
Um andere potentielle Liganden fiir die Type II-
Aktivinrezeptoren zu finden, wurde eine Suche
durchgefiihrt, die es erméglichen sollte, neue
Aktivin-dhnliche Mitglieder der TGF-B-Super-
genfamilie zu identifizieren. Dieser Ansatz fiihrte
zur Klonierung von zwei neuen Genen, deren
Genprodukte als Be- bzw. Bg-Untereinheit
bezeichnet werden. Die Expressionmuster dieser
beiden Gene idhneln sich sehr, unterscheiden sich
aber stark dem der klassischen Aktivinunter-
einheiten (B, und By). Beide Gene sind fast
ausschlieBlich in Leber und Pankreas

exprimiert. Uber ihr Vorkommen als
Homo- oder Heterodimer ist bisher
nichts bekannt. Die Bg-Untereinheit
ist in der intakten Leber stark expri-
miert, ihre Expression nimmt aber
schon 12 Stunden nach partieller He-

'l

: patektomie dramatisch ab. Erst zum
Abbildung 2

Ende Regnerationphase nimmt die
Expression wieder zu. Diese Beobachtung macht
die Bc-Untereinheit zu einem Kandidaten fiir ein
Leber-Chalon, einem Molekiil, welches die Le-
bergrofe kontrolliert. Tatséchlich konnten wir in
priméren Leber- und Pankreaszellen nachweisen,
dal} sowohl die B¢- als auch die Bi-Untereinheit
die Zellproliferation hemmen kann. Die Rolle die-
ser neuen Aktivinuntereinheiten soll nun in B,
Bi- und Be/Br-doppeldefizienten Mausen unter-
sucht werden.

Abbildung 1: Modell der Signaltransduktion der Aktivi-
ne. Aktivin bindet an die extrazellulir Domiine eines Typ I1-
Rezeptors (1). Nach Rekrutierung eines Typ I-Rezeptors
(2) kommt es zur Bildung eines Komplexes aus Typ 11- und
Typ I-Rezeptor. Der Typ I-Receptor wird dann intrazel-
luliir durch den Typ 11-Rezeptor phosphoryliert (3). Dieser
aktivierte Rezeptorkomplex phosphoryliert Smad-Proteine
(4), die dann im Kern Effektorgene regulieren.

Abbildung 2: Inhibition der Mesoderminduktion in
homozygoten Aktivinrezeptor Typ II-Doppelmutanten.

(A = D): Sagittalschnitte eines Wildtyp-Embryos 6,5
Tage nach der Befruchtung (A) und drei Mutanten (B — D)
7,5 Tage nach der Befruchtung. Die mutanten Embryonen
sind viel kleiner und das embryonale Ektoderm hat sich
vom viszeralen Endoderm abgelost. (E): In-situ-Hybri-
disierung mit einer Brachyury T-spezifischen Sonde, einem
frithen mesodermalen Markergen, am Tage 7,5 nach der
Befruchtung. T-Expression (blaw) im Primitivstreifen eines
Wildtyp-Embryos (links), keine T-Expression in der Mutante
(rechts). Abkiirzungen: EE, embryonales Ektoderm; EXE,

extraembryonales Ektoderm; VE: viszerales Endoderm.
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Identifizierung und Visualisierung von
Signaltransduktionskaskaden in der
Erythropoiese

Bedingt durch die relativ kurze Lebensdauer
von Erythrozyten findet eine kontinuierliche Neu-
bildung mit dem Ziel statt, die Anzahl der
Erythrozyten im Kreislaufsystem konstant zu hal-
ten, geleichzeitig aber auch eine rasche An-
passung an verdnderte Sauerstoffbedingungen zu
erméglichen. Dieser vielfiltig kontrollierte Prozef3
wird als Erythropoiese bezeichnet. Schliissel-

Abbildung 1

element der Erythropoiese ist das
Hormon Erythropoietin (Epo), das
an den Erythropoietin Rezeptor
(EpoR) bindet, der an der Ober-
fliche erythroider Vorlduferzellen
exprimiert ist. Die Bindung des Hor-
mons an den Rezeptor ist essentiel
fir Zellwachstum, terminale Zell-
differenzierung und Zelliiberleben
erythroider Vorlduferzellen. Es stellt
sich die prinzipielle Frage, wie ein
extrazelluldres Signal in Form eines
Hormons in einen intrazelluliren

Stimulus umgeschaltet wird, der
drei verschieden Reaktionen in der
Zelle unterstiitzt. Zentrales Signalumschalt-
element sind Rezeptoren, die mit ihrer extrazel-
luliren Domiine Botenstoffe (Liganden) binden
und mit ihrer zytoplasmatischen Domine signal-
weiterleitende Molekiile rekrutieren. Der EpoR
gehort zur Familie der himatopoietischen Zyto-
kinrezeptoren. Diesen Rezeptoren gemeinsam ist
das Fehlen einer katalytischen Aktivitit in der
zytoplasmatischen Domiine. Eine der frithsten
melbaren Verinderungen in Folge der Liganden-
bindung an Zytokinerezeptoren ist eine transiente
Zunahme der Tyrosinphosphorylierung zelluldrer
Proteine. Da die Tyrosinphosporylierung relative
kurze Zeit nach dem Stimulus wieder auf das Aus-
gangsniveau zuriickkehrt, wird davon ausge-
gangen, daf} sowohl aktivierende als auch termi-
nierende Signale von den Rezeptoren stimuliert
werden.

Am Beispiel des EpoR wollen wir kliren, wel-
che primir positiv bzw. negativ regulierenden
Signaliibertragungswege aktiviert werden. Welche
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in Zell-Linien charakterisierten Signaliibertragungs-
kaskaden sind in primiren erythroiden Vorliufer-
zellen relevant bzw. gibt es spezifische Signaliiber-
tragungskaskaden in erythroiden Vorliuferzellen?
Ist die Bindung von Signaliibertragungsmolekiilen
an den EpoR zeitlich und rdumlich reguliert?
Ligandenbindung an den EpoR induziert die
Aktivierung der rezeptorgebundenen Tyrosinkinase
JAK2. Die sich daraus er-

gebende Tyrosinphospho- | @ s
rylierung der zytoplasma- =)
—— [ SvrrE |
tischen Domine des || T:V‘”‘:’g;
EpoR generiert Bindungs- in\'\«/ﬂ—ﬂi\
stellen fiir signaliibertra- - e
gende Molekiile, die Src i w
Homology 2 (SH2) Do- R \fro
minen besitzen. SH2-
Dominen vermitteln die e
Bindung an Phospho- -
Abbildung 2

tyrosine innerhalb bestim-
mter Konsensussequenzen. Da sich SH2-Do-
minen beziiglich der erkannten Konsensus-
sequenzen unterscheiden, binden signaltransduzie-
rende Molekiile vermittelt durch ihre SH2-
Domine an spezifische Phosphotyrosine des
Interaktionspartners. Eine Zusammenfassung der
bisher charakterisierten Bindungspartner des
EpoR ist in Abb. 1 schematisch dargestellt. Ins-
gesamt wissen wir, dall sowohl stimulierende als
auch abschaltende Signale vom EpoR ausgehen.
Eine genaue Abstimmung der bisher bekannten
und der noch zu identifizierenden Signaltrans-
duktionskaskaden ist notwendig, um es erythro-
iden Vorlduferzellen zu ermoglichen sich vom
Stadium der CFU-E (Colony-Forming-Unit-
Erythroid) zur reifen Erythrozyte zu entwickeln.
Ein erst kiirzlich identifizierter Negativ-
regulator der Signalweiterleitung durch den EpoR
ist das Adapterprotein CIS (Cytokine inducible
SH2-domain containing). CIS ist ein kleines zyto-
plasmatisches Protein, das selbst keine enzymati-
sche Aktivitit besitzt. Wir konnten durch bioche-
mische Experimente zeigen, dal} CIS vermittelt
durch seine SH2-Domiine spezifisch an ein
(Phospho-) Tyrosin der acht zytoplasmatischen
Tyrosine des EpoR bindet (Tyrosin 401). Die
Bindung erfolgt direkt und beruht nicht auf einer
Vermittlung durch andere signaltransduzierende
Molekiile. Durch Inaktivierung der CIS SH2-
Domine konnten wir weiterhin zeigen, daf} die
Rezeptorrekrutierung vermittelt durch die SH2-
Domiine eine zentrale Funktion fiir die Zell-
wachstum inhibierende Rolle des kleinen Adapter-
proteins CIS besitzt. Die bisher beschriebenen
Ergebnisse wurden durch Experimente in Modell
Zell-Linien erhalten. Es stellte sich daher die
Frage, ob CIS auch in primiren erythroiden Vor-
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lduferzellen das Zellwachstum inhibiert und ob
CIS méglicherweise auch die Zelldifferenzierung
beeinflubt. Um dieser Frage nachzugehen,
mufiten zunichst gingige retrovirale Vektoren
dahingehend dafl die

Expression des transduzierten Fremdgens (z.B. CIS)

verbessert werden,

GFP-CIS

GFP

Abbildung 3

Hellfeld
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N
=

nach 24 Std.

in erythroiden Vorldufer-

Benzidin-Farb.

@
.

Fluoreszenz
zellen gesteigert wurde
und routinemilig eine
Transduktionseffizienz von
90% erreicht wurde. CIS
wurde als Fusion mit dem
griin fluoreszierenden Pro-
tein (GFP) in unseren ver-

nach 24 Std.

nach 72 Std.

besserten retroviralen Vek-
tor integriert und in pri-
mire erythroide Vorlduferzellen, die aus Tag 12
alten Mausembryonen pripariert wurden, einge-
schleust (transduziert). Die Vorgehensweise ist in
Abb. 2 schematisch dargestellt. Durch die Fusion
mit GFP konnte die Expression von CIS in
erythroiden Volrduferzellen kontinuierlich im
Fluoreszenzmikroskop verfolgt werden. In diesen
Experimenten wurde die Fihigkeit erythroider
Vorlduferzellen bestimmt CFU-E Kolonien zu bil-
den, in denen nach circa 72 Stunden reife Ery-
thozyten nachgewiesen werden kinnen (Abb. 3).
Diese Experimente erbrachten, dafl CIS auch in
priméren erythroiden Volduferzellen ausschliel3-
lich zytoplasmatisch lokalisiert ist und spezifisch
das Zellwachstum und nicht die Zelldifferenz-
ierung negativ reguliert. Auf welche Weise die
Rekrutierung eines kleinen Adapterproteins, das
vermittelt durch die SH2-Doméne an ein spezifi-
sches (Phospho-)Tyrosin in der zytoplasmatischen
Domine des EpoRs bindet, die Signaltrans-
duktion durch den gesamten Rezeptor negativ
beeinflussen kann, ist noch ungeklirt. Entweder
behindert CIS sterisch durch seine Rezeptor-
bindung die Rekrutierung anderer signaltransdu-
zierender Molekiile oder es blockiert die Aktivitdt
eines fiir das Zellwachstum essentiellen Mole-
kiils. Wir sind daher dabei mit verschiedenen
Methoden weitere Interaktionspartner fiir CIS zu
identifizieren.

Kenntnisse iiber Signaltransduktionsvorginge
beruhen bisher ausschlieflich auf biochemischen
Experimenten, die zwar einen Riickschluf} auf
mogliche Interaktionen zulassen, aber keine
Information iiber zeitliche und rdumliche
Anordnung der Signaltransduktionskaskaden in
lebenden Zellen liefern. Unser Ziel ist es daher
am Beispiel des EpoRs Signaltransduktions-
vorginge in vivo sichtbarzumachen. Die Experi-
mente mit GFP-CIS belegen, daf} Signaltrans-
duktionsmolekiile durch die Fusion mit GFP in
ihrer biologischen Funktion nicht beeintrachtigt
werden. Durch diese Fusion werden Signaltrans-

duktionsmolekiile erhalten, deren Lokalisation
kontinuierlich in der lebenden Zelle beobachtet
werden kann. Unser Ziel ist es die an der
Signaltransduktion durch den EpoR beteiligten
Molekiile mit GFP verschiedener Farben zu mar-
kieren und z. B. mittels Fluoreszenz Resonanz
Energie Transfer (FRET) die ligandeninduzierte
Komplexbildung in vivo zu messen (Abb.4). FRET
beruht darauf, dafl bei einer Anniherung von
weniger als 100 A die Lichtemission des einen
fluoreszierenden Molekiils z. B. GFP-Cyan das
andere fluoreszierende Molekiil z. B. GFP-Topaz
anzuregen vermag. Um einen méglichst sensitiven
Nachweis der zelluldren Vorginge zu erhalten,
haben wir damit begonnen die Faltungs-
eigenschaften des GFP bei 37 °C zu verbessern
und eine mogliche Dimerbildung zu untersuchen.
Auf diese Weise haben wir ein deutlich effiziente-
res GFP erhalten und haben in diesen Hinter-
grund die entsprechenden Aminoséureaustausche

eingefihrt, die fiir das GFP-Cyan und das GFP-
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Topaz notig sind. Aulerdem ist es
uns gelungen, EpoR-GFP Chimire
herzustellen, die in der Lage sind,
in Folge der Ligandenbindung die
Signaltransduktion zu aktivieren.
Eine genaue Analyse dieser Mole-
kiile sollte in nichster Zukunft
Auskunft dariiber geben, ob Signal-
transduktionsmolekiile priassem-

bliert Komplexe bilden oder ob die ‘3""”
Ligandenbindung die Rekrutierung

verschiedener Signaltransduktionsmolekiile in

genau regulierter zeitlicher Abfolge erméglicht.

Abbildung 1: Stark vereinfachte, schematische Dar-
stellung der Signaltransduktion durch den Erythropoietin
Rezeptor (EpoR; blau). Die Bindung des Hormons Ery-
thropoietin (Epo; rot) induziert die Homodimerisierung
des Rezeptors und initiiert die Signaltransduktion. In der
zytoplasmatischen Domiine des EpoR sind die acht
Tyrosine, die in ihrer phosphorylierten Form (P) signal-
transduzierende Molekiile mit SH2-Dowmiinen binden,
gemiifs ihrer Aminosiureposition innerhalb des EpoRs ein-
gezeichnet. Bisher identifiziert sind die Bindungsstellen
fiir die Lipidkinase PI3-Kinase, die Tyrosinphosphatasen
SHP-1 und SHP-2 und fiir STATS (Signal Transducer
and Activator of Transcription 5). Positiv und negativ wir-
kende Signaltransduktionskaskaden werden in erythroiden
Vorliuferzellen integriert und ermoglichen es den Zellen

sich vom CFU-E Stadium zu Erythroblasten zu entwickeln.

Abbildung 2: Schematische Darstellung der Trans-
duktion des griin fluoreszierenden Proteins (GFP) in
erythroide Vorliuferzellen. Das GFP wurde in einen retro-
viralen Expressionsvektor integriert, von dem nach der

Transfektion in eine retrovirale Verpackungszell-Linie eine
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RNA transkribiert wird, die das Verpackungssignal Y ent-
hiilt. Die Verpackungszell-Linie stellt retrovirale Struk-
turproteine fiir die Bildung von Virionen zur Verfiigung, in
die die RNA vermittelt durch das Verpackungssignal ein-
gebaut wird. 48 Stunden nach der Transfektion werden die
Uberstiinde geerntet und mit fotalen Leberzellen, die von
Tag 12 alten Mausembryonen priipariert werden, inku-
biert. Die Expression des GFP wird 24 Stunden nach der
Infektion und Plattierung in Epo-haltiger Methylcellulose
mittels Fluoreszenzmikroskopie beobachtet. Nach circa 72
Stunden wird die Bildung himoglobinisierter Zellen durch
Benzidinfiirbung nachgewiesen. Zellen ohne Zellkern sym-

bolisieren reife Erythrozyten.

Abbildung 3: Bildung GFP oder GFP-CIS exprimie-
render erythroider Kolonien. Mittels retroviraler Trans-
duktion wurde GFP oder GFP-CIS in fotaler Leberzellen
eingefiihrt und das Koloniebildungsverhalten in Methyl-
cellulose in Gegenwart von Epo (0,3 units Epo/ml) beob-
achtet. Nach circa 72 Stunden wurde durch Benzidin-
Firbung die Himoglobinisierung der Zellen, d. h. der

Differenzierungsgrad, nachgewiesen.

Abbildung 4: Schematische Darstellung der Analyse von
Signaltransduktionsvorgingen durch Fluoreszenz Reso-
nanz Energie Transfer (FRET). Das mit dem EpoR fusio-
nierte GFP-Cyan wird durch Bestrahlung mit Licht der
Wellenlinge 433 nm maximal angeregt. Wird durch Li-
gandenbindung an den EpoR GFP-Topaz, das ebenfalls
mit der zytoplasmatischen Domiine des EpoRs fusioniert
ist, in nichste Nihe gebracht, regt das von GFP-Cyan
emittierte Licht GFP-Topaz an und die Aussendung von
Licht der Wellenlinge 535 nm wird nachweisbar. Auf
diese Weise erhiilt man die Moglichkeit dynamische Pro-

zesse in der lebenden Zelle zu beobachten.
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Immunologische Steuerung des Arginin-
metabolismus in Makrophagen

Makrophagen gehéren zusammen mit Granulo-
zyten, Monozyten und dendritischen Zellen zur
zelluldren Komponente der angeborenen Immu-
nitdt. Diese ermoglicht die sofortige Bekdmpfung
eines in den Organismus eingedrungenen Patho-
gens durch Phagozytose der fremden Strukturen
und Sezernierung reaktiver Sauerstoff- und Stick-
stoffverbindungen sowie diverser Enzyme. Je nach
JAngreifer” verindert sich der Stoffwechsel, die
Funktion und die Morphologie des Makrophagen,
ein Prozess, der im allgemeinen Aktivierung ge-
nannt wird. Makrophagen sind vor allem auch
eine zentrale zelluldre Komponente im komplexen
Zytokin-Netzwerk des Organismus: Sie sind nicht
nur wichtige Zielzellen verschiedener Zytokine
(z.B. IFN-y, 1L-4, IL-10, IL-13), sondern sezer-
nieren auch selbst ein breites Spektrum dieser
interzelluldren Botenstoffe. Neben proinflamma-
torischen Zytokinen (IL-1, IL-6, TNF-a, IL-12,
IL-15, IL-18) sezernieren sie antiinflammatorische
Zytokine (IL-10, TGF-B), himatopoetische Wachs-
tumsfaktoren (GM-CSF, G-CSF, M-CSF) sowie
Chemokine und das antivirale IFN-o.

Im Makrophagen werden die phagozytierten
Pathogene abgebaut. Dadurch gelangen deren
Antigene auf die Zelloberfliche des Makrophagen
(Antigen-Prisentation). In diesem Prozess erken-
nen die T-Lymphozyten die fremden Strukturen
auf der Makrophagenmembran und losen eine
spezifische Immunantwort aus. Die T-Lympho-
zyten werden dabei aktiviert und sezernieren
Zytokine, die wiederum andere Zellen, auch Ma-
krophagen, aktivieren. Dadurch beeinflussen sie
Qualitit und Ausmal} der Abwehrreaktion im
Organismus. Die Immunantwort kann anhand der
ausgelosten Abwehrreaktionen und der daran
beteiligten T-Lymphozyten bzw. deren charakteri-
stischen Zytokinen in zwei Typen, T1 oder T2
klassifiziert werden. An einer T1-Immunantwort
beteiligen sich T-Helfer-Lymphozyten vom Typ 1
(Th1), die IL-2, IFN-y und TNF-o sezernieren
und vorwiegend zytotoxische bzw. inflammatori-
sche Reaktionen hervorrufen. Fiir die T2-Antwort
sind T-Helfer-Lymphozyten vom Typ 2 (Th2) ver-

antwortlich. Sie synthetisieren folgende Zytokine:
IL-4, 1L-5, IL-6, IL-10, IL-13. Antikérpersyn-
these, Eosinophilie und allergische Reaktionen
sind charakteristische Parameter dieser Antwort.
Murine Makrophagen metabolisieren L-Arginin
nach Wechselwirkung mit Endotoxin (Lipopoly-
sacchariden, LPS) oder anderen bakteriellen

Strukturen tiber zwei Stoffwechselwege: zum | "™

einen iiber das Enzym iNOS (Stickstoffoxid-
Synthetase) zu den Produkten Stickstoff-
monoxid (NO) und Citrullin, zum anderen

iiber das Enzym Arginase zu den Produkten
Harnstoff und L-Ornithin (Abb. 1).
Untersuchungen mit verschiedenen LPS

LPS, bakierielle

profeine

NOS <= Arginin —®Arginase

OH-Arginin

und deren Derivaten haben gezeigt, dass | i

diese Stoffwechselwege getrennt induziert [Y¥STRIE

werden kénnen. Wihrend alle toxischen LPS
beide Enzyme auslésen, induzieren nicht toxische
oder chemisch detoxifizierte LPS nur die Arginase.
Ausgehend von der Hypothese, dass Arginase die
Synthese von NO durch Eliminierung des Sub-
trats hemmen kann, sind die als iNOS-Supres-
soren bekannten Typ2-Zytokine 1L-4, 1L-10 und
1L-13 untersucht und als spezifische Induktoren
der Arginase in Makrophagen charakterisiert wor-
den. Im Gegensatz dazu induziert der proinflam-
matorische Typ1-IFN-y nur iNOS. Analog zu dem
Synergismus zwischen Thl-Zytokinen bei der
iNOS-Induktion ist eine starke synergistische
Kooperation der Th2-Zytokine I1L-4 und IL-10 bzw.
IL-13 und IL-10 hinsichtlich der Induktion von
Arginase zu beobachten.

Auch hemmen sich beide Stoffwechselwege ge-
genseitig auf verschiedenen Ebenen. Die Th2-Zy-
tokine 1L-4, IL-10 und IL-13 inhibieren die Ex-
pression von iNOS. Als Gegenpart dazu hemmen
IFN-y und TNF-o die Expression der Arginase.
Auch Arginase inhibiert die Aktivitdt der iNOS
durch Hydrolyse des gemeinsamen Substrats
Arginin. Die Produkte beider Enzyme sind auch
gegenseitige Inhibitoren. Ornithin bzw. die durch
weitere Metabolisierung in Makrophagen ent-
stehenden Polyamine hemmen die iNOS.
Andererseits ist Hydroxyarginin, das Zwischen-
produkt der Oxidation des Arginins durch die
iNOS, der aktivste physiologische Hemmstoff der
Arginase. Der differenzielle Nachweis beider im
Séugetier exprimierten Arginase-Isoenzyme hat
ergeben, dass Th2-Zytokine spezifisch zu einer
Induktion der hepatischen Arginase [ fiihren,
withrend die extrahepatische Arginase 11 konstitu-
tiv exprimiert wird und offenbar fiir die geringe
Arginase-Aktivitit unstimulierter Makrophagen
verantwortlich ist.

Nachdem die dichotome Regulation des Argi-
nin-Metabolismus auf Zytokin-Ebene feststand,
sind zelluldre Kokultivations-Experimente durch

Mannan, Laminarin
nicht toxisches LIS

Ornithin
Harnstolt
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gefiithrt worden, in denen Makrophagen als anti-
gen-prisentierende Zellen und etablierte Th1-
bzw. Th2-Klone interagierten. Wiederum fiihren
die Th1-Zellen ausschlieBlich zu einer Induktion
von iNOS, wihrend die Th2-Zellen antigenab-
hingig das alternative Enzym Arginase induzieren.
Es zeigt sich, dass die sehr hohen Th2-Zell-indu-
zierten Arginase-Aktivititen der Makrophagen
durch synergistische Kooperation der sezernierten
Zytokine hervorgerufen werden und eine Inter-
aktion membranstidndiger Strukturen fiir die
Induktion der Arginase nicht notwendig ist.
Durch Differenzierung naiver TCR transgener
T-Zellen in vitro zu Th1- oder Th2-Lymphozyten
und deren Verwendung im Antigen-Prisentations-
modell zeigt sich, dass die T-Zell-induzierte
Dichotomie des Arginin-Metabolismus in Makro-
phagen schon frith im Verlauf einer sich polarisie-
renden Immunantwort ausgebildet wird. In-vivo-

Thi Zelle

OH-Arginin
(Peroninitrite)

Entziindung
Zytoxiziti

Abbildung 2

1505 =+—Arginin —=Arginuse

Th2 Zelle

Ornithin

Harmstafl
(Welyamine, Proliny

Wundheilung
Zellproliferation
Fibrose

Untersuchungen an pathogeninduzierten Granu-
lomen mit bekanntem T1- oder T2-Typ der Im-
munantwort zeigen eine gleiche Dichotomie.
Die auferordentliche Bedeutung von iNOS
im Immunsystem und ihre Rolle in der Abwehr
von Pathogenen, entziindlichen Prozessen und
anderem ist gut dokumentiert. Andererseits ist
die Funktion der Arginase in Makrophagen
weitgehend unbekannt, wobei ihre Beteiligung an
Regenerationsprozessen wie Wundheilung, Kol-
lagensynthese oder Kontrolle der Zellprolifera-
tion als sehr wahrscheinlich erscheint (Abb. 2).

Abbildung 1: Endotoxin (LPS) aus gram-negativen
Bakterien oder bakteriellen Lipoproteinen aktiviert den
Arginin-Stoffwechsel von Maus-Makrophagen durch Induk-
tion von zwei Enzymen. Die iNOS oxidiert das Arginin zu
OH-Arginin, NO und Citrullin. Die Arginase hydrolysiert
das Arginin zu Ornithin und Harnstoff. Nicht toxisches
LPS (entweder chemisch detoxifiziert oder aus Mikroorganis-
men wie Rhodobacter capsulatus) sowie die Polysaccharide

Manan und Laminarin induzieren nur die Arginase.

Abbildung 2: Aktivierung des Argininstoffwechsels in
Makrophagen wiihrend der Immunantwort. Die Thl-
Lymphozyten sezernieren IFN-y und TNF-o. nach Er-
kennung des von den Makrophagen prisentierten Antigens
und fiihren zur Induktion der iNOS und Sekretion des
Radikals NO. Ein ihnlicher Prozess findet bei der Antigen-
priisentation zu den TH2-Lymphozyten statt. Dabei werden
IL-4, IL-10 und IL-13 sezerniert, die die Arginase-Ex-
pression auslosen. Das entstandene Ornithin wird weiter
entweder zu Polyaminen oder zu Prolin metabolisiert, da

der Makrophage die dazu notwendigen Enzyme exprimiert.
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@ Dr Viktor Steimle

Regulation der Klasse I Gene des Haupt-
histokompatibilititskomplexes: Struktur/
Funktionsanalyse des Hauptregulators CIITA
(yclass II transactivator*)

T-Lymphozyten sind die Effektorzellen der zel-
luldren Immunantwort. Sie werden aktiviert durch
Fremdstoffe, genannt Antigene, die von Pathogenen
wie Viren oder Bakterien stammen. T-Zellen
erkennen durch ihren T-Zellrezeptor Antigene nur
in Form von Komplexen aus kurzen Antigen-
Peptiden und kérpereigenen Antigenprisentations-
molekiilen auf der Oberfliche anderer Korper-
zellen. Diese Antigenprisentationsmolekiile sind
die Klasse I- und Klasse 1I-Molekiile des Haupt-
histokompatibilititskomplexes (major histocompa-
tibility complex, MHC; der humane MHC wird
als HLA fiir human leucocyte antigen bezeichnet).
Wie bei den MHC-Molekiilen lassen sich auch
bei den T-Zellen zwei Hauptgruppen unterschei-
den. Die Funktion der zytotoxischen oder , Killer*
T-Zellen (CTL, cytotoxic T lymphocytes) ist es, z.B.
von Viren infizierte Zellen zu eliminieren. ,Hel-
fer-T-Zellen (Th, helper T cells) iiben wichtige
regulatorische Funktionen durch das Ausschiitten
von Zytokinen aus. So sind z.B. die meisten durch
Antikérper vermittelten Immunantworten streng
von dieser T-Zellhilfe abhiingig. Die beiden Unter-
gruppen von T-Zellen unterscheiden sich durch
das Vorhandensein der CD4- bzw. CD8-Co-
Rezeptoren, die die Bindung an die MHC-

Abbildung 1

Molekiile verstirken. Zyto-
toxische T-Zellen tragen das

" ;ﬁ;m CD8-Molekiil und erkennen
-t __" Antigen/MHC Klasse [-Kom-
cpa X — plexe, wihrend Helferzellen

Kiassel | positiv fiir CD4 sind, und von

‘ MHC Klasse II-Molekiilen

prisentierte Antigene erken-

nen. Die Antigenerkennung
durch T-Zellen ist schematisch in Abbildung 1
dargestellt.

Die Dichotomie der Funktion der MHC-Mole-
kiile spiegelt sich auch in deren Expressions-
muster wider. Da z.B. Viren prinzipiell alle
Korperzellen befallen kinnen, die dann von zyto-
toxischen T-Zellen eliminiert werden miissen, fin-
det man MHC Klasse I-Molekiile auf praktisch
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allen kernhaltigen Zelltypen. Die Situation ist véllig
anders fiir MHC Klasse 1I-Molekiile. Diese werden
dauernd, also konstitutiv, nur auf so genannten
professionellen antigenprisentierenden Zellen wie
B Zellen, dendritischen Zellen und Makrophagen
vorgefunden. Daneben gibt es zahlreiche Stimuli,
die die Expression der MHC Klasse 1I-Molekiile
in vielen verschiedenen Zelltypen positiv oder
negativ beeinflussen koénnen. IFN-y ist dabei das
am besten bekannte induzierende Agens der MHC
Klasse II-Expression. Durch den direkten Zusam-
menhang der MHC Klasse II-Expression und der
T-Zellaktivierung und damit der CD4 T-Zell-ver-
mittelten Immunantwort kommt der Regulation
der MHC Klasse I1-Expression eine wichtige Rolle
fiir die Funktion der spezifischen Immunantwort
zu. Die molekularen Mechanismen, die die Expres-
sion der MHC Klasse I1-Molekiile und -Gene re-
gulieren, sind Gegenstand unseres Interesses.
Die Regulation der Expression findet haupt-
séichlich auf der Ebene der Transkription der MHC

Klasse II-Gene statt, wobei vor
allem drei hochkonservierte DNA-

4

NF-Y
MHC K111

Elemente innerhalb der proximalen BE
MHC Klasse 1I-Promotoren als WS % K2
notwendig und ausreichend zur | ® BLS

Reproduktion der zelltypspezifisch
konstitutiven und der induzierbaren

CITA

WE X X2 ¥ ; E,-
BLS - ¥

Expression identifiziert wurden. | ¢ B2,

Eine wichtige Rolle bei der Iden-
tifizierung der fiir die MHC Klasse
1I-Expression verantwortlichen Regulationsfak-

Abbildung 2

toren spielte die Existenz einer seltenen angebore-
nen Immunschwiche, die durch das vollige
Fehlen der MHC Kilasse 1I-Expression verursacht
wird. Diese normalerweise todlich verlaufende
HLA Klasse I1-Defizienz wird auch als Syndrom
der nackten Lymphozyten (bare lymphocyte syn-
drome, BLS) bezeichnet. Beim BLS handelt es sich
um einen genetisch heterogenen Defekt der
MHC Klasse II-Genregulation, bei dem Mu-
tationen in mindestens vier verschiedenen
Regulationsfaktorgenen zu einem fast identischen
Phinotyp fithren. In den drei BLS-Komple-
mentationsgruppen B, C und D sind Unter-
einheiten des an die X-Box binden Faktors RFX
betroffen (RFXANK, RFX5, bzw. RFXAP). Das
historisch erste BLS-Gen CIITA (class II trans-
activator) ist defekt in BLS-Gruppe A.

Die BLS-Komplementationsgruppen und die
an die X2-, bzw. Y-Box bindenden Faktoren X2BP
und NF-Y sind in Abbildung 2 dargestellt. CIITA
hat sich seit seiner Identifizierung als der
Hauptregulator der MHC Klasse II-Genexpres-
sion erwiesen. Wihrend RFX, X2BP und NF-Y

Diese werden als X-, X2- und Y- E S naaii
Elemente (box) bezeichnet (Abb. 2). "‘w.rsgh . x

X x2 ¥
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unabhingig vom MHC Klasse II-Expressions-
status ubiquitir in allen Zelltypen vorhanden sind,
weist CIITA selbst ein differenzielles Expres-
sionsmuster auf, und kann nur in MHC Klasse 11
positiven Zellen nachgewiesen werden. Wir konn-
ten zeigen, dass die durch IFN-y induzierte MHC
Klasse IT-Expression durch die obligatorische In-
duktion von CIITA vermittelt wird. In zahlreichen
Zelllinien und transgenen Miusen konnte gezeigt
werden, dass CIITA nicht nur notwendig, sondern
auch ausreichend zur Aktivierung der MHC
Klasse I1-Genexpression ist. CIITA reguliert die
MHC Klasse II-Expression nicht nur qualitativ
sondern auch quantitativ. Wir konnten zeigen,
dass tber weite Bereiche ein nahezu linearer
Zusammenhang zwischen CIITA und MHC
Klasse II-mRNA-Expressionsniveau besteht. Durch
den oben erwithnten quantitativen Zusammen-
hang mit der T-Zellaktivierung wird somit CIITA
zu einem Schliisselfaktor der zelluldren
Immunantwort. Die differenzielle Expression der
MHC Klasse TI-Gene wird also zum Grofteil
durch die differenzielle Expression von CIITA
vermittelt.

Bei CIHTA handelt es sich um ein grofes
Protein von tiber 1.100 Aminoséduren, das wenig
Homologien zu bekannten Proteinen aufweist.
Die fehlende DNA-Bindungsaktivitdt bei gleich-
zeitiger Anwesenheit eine N-terminalen Aktivie-
rungsdomiine veranlasste uns bereits frithzeitig zu
der Vermutung, dass CIITA als so genannter Co-
Aktivator  durch  Protein-Proteinwechselwir-
kungen eine Verbindung zwischen den Faktoren,
die den MHC Klasse II-Promotor binden, und der
basalen Transkriptionsmaschinerie herstellen
konnte. Unser derzeitiges Hauptinteresse gilt der
Struktur/Funktionsanalyse von CITTA. Im C-ter-
minalen Bereich von CIITA konnten wir vier
Bereiche identifizieren, die Homologien zu so
genannten Leucin-reichen Repetitionen (leucine
rich repeats; LRRs) aufweisen. LRRs sind Protein-
Protein-Wechselwirkungsdominen, die in vielen
verschiedenen Klassen von Proteinen vorkom-
men. Durch eine Analyse der Interaktion des LRR-
Proteins RNase-Inhibitor und seinem Substrat
RNase A (Kobe und Deisenhofer, 1995) konnten
wir einen Konsensus fir potenzielle Substrat-
bindungstellen innerhalb von LRRs erstellen und
die entsprechenden Positionen in CIITA durch
Alaninmutagenese funktionell testen. Auf diese
Weise gelang es, neun multiple und sieben Ein-
zelalaninmutanten von CIITA zu gewinnen, die
das MHC Klasse II-Aktivierungspotenzial voll-
stindig eliminieren.

Durch Co-Immunprizipitation konnten wir
direkte Proteinwechselwirkungen von CIITA mit
je zwei der Untereinheiten von RFX und NF-Y

nachweisen (RFX5, RFXANK, NF-YB, NF-YC).
Erstaunlicherweise wurden diese Interaktionen
nicht durch die LRR-Mutagenese beeinflusst.
Andererseits konnten wir durch Chromatin-
Immunprizipitation zeigen, dass CIITA in vivo
mit dem an den MHC Klasse II-Promotor binden-
den Komplex in Wechselwirkung tritt und dass
diese Interaktion von der Integritdt der CIITA-
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LRR abhingig ist. Die so

. GFP-CITA
entstandene  Diskrepanz -

konnte durch die |wr
Beobachtung erkldart wer-
den, dass die CIITA-LRR-
Mutanten nicht mehr in den
Zellkern gelangen konnen |cita F
(AbD. 3). Eine der Haupt- Bt
funktionen der CIITA-LRR

liegt also im nukleo-zyto-

Kernférbung

. Abbildung 3
plasmatischen Transport von

CIITA. In der Abbildung 4 sind die hier vorge-
stellten Erkenntnisse zur Aktivierung der MHC
Klasse II-Genexpression zusammengefasst. Von
der Arbeitsgruppe J. Ting (Chapel Hill, NC, USA)
wurden noch zwei andere Sequenzmotive in
CIITA identifiziert, die ebenfalls fiir die Kern-
lokalisation notwendig sind. Wir haben es hier
also mit einem hochkomplexen, noch weitgehend
unbekannten Mechanismus zu tun. In Zukunft

wollen wir die Funktion der CITTA-LRR
und die Mechanismen des intrazelluliren
Transports von CIITA verstehen lernen.
Wir haben erste Hinweise auf einen
Interaktionspartner der CIITA-LRR und
versuchen diesen zu isolieren. Die hier ge-
wonnenen Erkenntnisse eréffnen nun
auch neue Méglichkeiten zur experimen-
tellen Manipulation der Funktion von
CHTA und damit der CD4-T-zellver-
mittelten Immunantwort. Die von uns iden-
tifizierten LRR-Alaninmutationen bieten
ganz prizise Angriffstellen, an denen die

CIITA-Funktion z.B. durch Peptide und

Ll

MHC Kiasse I

ATPIGTR | oo

Cytoplasma

MHC II, DM, li

.. »o. - Abbildung 4
spiter durch ,small molecules” inhibiert

werden kénnte. Solche immunsuppressiven Inhi-
bitoren kénnten z.B. im Bereich von Autoim-
munerkrankungen von Interesse sein, bei deren
Pathogenese CD4-T-Zellen oft von grofler
Bedeutung sind. Einen weiteren Ansatzpunkt in
der gleichen Richtung bieten die von uns identifi-
zierten Interaktionen von CIITA mit den an den
MHC Klasse II-Promotor bindenden Faktoren.
Worin liegt nun der biologische Sinn dieser so
komplexen Regulationsmaschinerie? Wahrschein-
lich ist, dass auf diese Weise eine moglichst prizise
Feinregulation der MHC Klasse II-Expression in
vielen verschiedenen Zelltypen, Geweben und
biologischen Situationen erméglicht werden soll,
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weil dies fiir die korrekte Funktion der MHC
Klasse II-Molekiile essenziell ist. In diesem Zu-
sammenhang ist es dann nicht verwunderlich,
dass wir fiir das CIITA-Protein eine sehr kurze
Halbwertszeit von ca. 20 Minuten feststellen
konnten. Wir konnten Protein-destabilisierende
Sequenzen in CIITA identifizieren, die einen durch
Proteasomen vermittelten Abbau induzieren. Die
Eliminierung solcher Sequenzen kénnte zu einem
stabilen Protein ,Super-CIITA® fithren, das z.B.
zur Immunstimulation bei der DNA-Immunisie-

rung eingesetzt werden kénnte.
Abbildung 1: Antigenerkennung durch T-Zellen

Abbildung 2: a) Cis- und trans-agierende Elemente der
MHC Klasse 11-Promotoren. Die konservierten cis-agieren-
den DNA-Elemente W/S, X, X2 und Y binden die ubiqui-
tir vorkommenden Proteinkomplexe RFX, X2BP und NF-Y.
Diese  stabilisieren sich gegenseitig durch kooperative
Wechselwirkungen und bilden eine funktionelle Einheit.
CIITA bindet nicht direkt an die DNA, stellt also keinen
klassischen Transkriptionsfaktor dar.

b, ¢) Genetische Ursachen der HLA Klasse I1-Defizienz
(bare lymphocyte syndrome, BLS).

Abbildung 3: LRR-Alaninmutanten von CIITA werden
vom Zellkern ausgeschlossen. Fiir dieses Experiment
wurde ein Fusionsprotein von CIITA mit GFP (green fluo-
rescent protein) eingesetzt. In der linken Spalte ist die
griine Fluoreszenz von GFP-CIITA zu sehen, rechts wur-
den die Zellkerne durch Hoechst-Firbung sichtbar
gemacht. Bei der dunklen Strukiur innerhalb des Kerns
handelt es sich wm den Nukleolus.

Abbildung 4: Modell der MHC Klasse 11-Genakti-
vierung durch CIITA.
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@ Prof. Dr. Thomas Boehm
Autoren: Dr. T. Neil Dear, Dr. Rita Carsetti

Die Funktion der Milz bei der Immun-
abwehr

Unter den Organen des lymphatischen Systems
nimmt die Milz eine Sonderstellung ein. Gemein-
hin als sekundires lymphatisches Organ betrach-
tet, vereint die Milz diesen Aspekt mit Funk-
tionen eines primédren lymphatischen Organs, in
dem die letzten Schritte der B-Zell-Reifung statt-
finden. Die Milz ist fir eine intakte Immun-
abwehr bedeutsam, da Patienten mit kongenitaler
Asplenie und splenektomierte Patienten oft an
Infektionen mit bestimmten bakteriellen Erregern
versterben. In den letzten Jahren konnten wesent-
liche neue Erkenntnisse zur Entwicklung und
Funktion dieses Organs erarbeitet werden.

Die Milz entwickelt sich aus dem in der Nihe
des Pankreas gelegenen Mesenchym, das durch
Expression des Hox11-Transkriptionsfaktors ge-
kennzeichnet ist. Wird das fiir den Hox11-Trans-
kriptionsfaktor kodierende Gen inaktiviert,
kommt es zwar zur initialen Bildung der Milz, die
Organentwicklung kommt jedoch ab dem 14. Tag
der Embryonalentwicklung ins Stocken. Funk-
tionell macht sich dieser Entwicklungsdefekt
darin bemerkbar, daf} die Milzanlage nicht von
Zellen aus dem blutbildenden System besiedelt
wird. Um zu untersuchen, ob der durch die In-
aktivierung des Hox11-Gens ausgeloste Differen-
zierungsblock durch normale Zellen des gleichen
Gewebes aufgehoben werden kann, wurden
chimire Miuse hergestellt und untersucht. Dabei
werden embryonale Stammzellen mit auf beiden
Allelen inaktiviertem Hox11-Gen (HoxI1-/--Zel-
len) mit friithen Embryonalstadien normaler
Miuse (sogenannten Morulas) aggregiert. Die
entstandenen chimiren Miuse bestehen somit
aus normalen und mutanten Zellen; da sich die
mutanten Zellen in diesem Experiment durch
eine bestimmte genetische Verinderung in die-
sem Experiment mit Hilfe eines enzymatischen
Tests im Gewebe blau anfirben lassen, kann
deren Verteilung im Embryo genau bestimmt wer-
den. Es zeigte sich, dall mutante Zellen bei der
Bildung der Milz von den normalen Zellen aus
dem Organ verdringt werden, gleichzeitig dndern
die mutanten Zellen ihre Position und verschmel-
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zen mit der Organanlage des Pankreas. Diese Stu-
dien zeigen, dafl Hoxl1 eine zellautonome
Eigenschaft mesenchymaler Zellen der gemein-
samen Anlage von Pankreas und Milz vermittelt. In
Abwesenheit eines funktionellen Hox11-Proteins
kommt die Milzentwicklung zum Stillstand,
withrend die des Pankreas ungestort weitergehen
kann. Eine durch Hoxl1 gesteuerte selektive
Zellaffinitit konnte erkliren, warum mutante
Zellen in der Milzanlage keine korrekte
Organstruktur ausbilden und stattdessen mit
benachbarten Organanlagen fusionieren.

Nach der Geburt tibernimmt die Milz die
schon oben erwihnten Funktionen eines pri-
miren und sekunddren lymphatischen Organs.
Aus dem Knochenmark wandern sogenannte T'1
(transitionale) B-Zellen in die Milz ein und dif-
ferenzieren sich dort iiber das T2-Stadium zu rei-
fen B-Zellen. B-Zellen unterscheidet man
gemeinhin in klassische, sogenannte B2-Zellen,
und sogenannte B1-Zellen. B2-Zellen produzieren
antigenspezifische Antikérper im Verlaufe einer
Immunantwort erst einige Zeit nach Anti-
genexposition. Bei einer Infektion kénnen diese
Antikérper deshalb nicht sofort zur Bekdmpfung
von Erregern wirksam werden. Im Gegensatz dazu
spricht man B1-Zellen als Produzenten sogenann-
ter natiirlicher Antikdrper ohne vorherigen
Antigenkontakt eine Rolle bei der raschen Ab-
wehr von Bakterien und Viren zu. In dieser Weise
fungieren B1-Zellen als Partner des angeborenen
Immunsystems. Bislang war nicht bekannt, wel-
che Voraussetzungen zu ihrer Bildung gegeben
sein miissen.

In Experimenten konnte jedoch gezeigt werden,
daf nur durch Transplantation fotaler Leberzellen
(nicht aber durch solche des adulten Knochen-
marks) in immundefizienten Miusen B1-Zellen
generiert werden kénnen. Bei der Untersuchung
von Hox11-/--Miusen, die keine Milz ausbilden
kénnen, zeigte sich nun, dal} eine als Bla-Zelle
bezeichnete Subpopulation der Bl-Zellen nicht
nachweisbar war. Ebenso wurde beobachtet, daf}
die Entfernung der Milz bei normalen Miusen zu
einer lang andauernden drastischen Reduktion
der Bla-Zellen fiihrte. Diese Befunde legen nahe,
daf die Milz nicht nur bei der Reifung von B2-
Zellen eine Rolle spielt, sondern auch fiir das
Uberleben eines Teils der B1-Zellen notwendig
ist. Die Bedeutung der Bl-Zellen liegt in der
Fihigkeit zur schnellen Reaktion gegen bestimm-
te Antigene der Bakterienwand. In Ubereinstim-
mung mit dieser Funktion konnten keine
Antikérper vom IgM-Typ nach Immunisierung
mit Polysacchariden aus Streptococcus pneumo-
niae bei Hox11-/- und splenektomierten Mausen
festgestellt werden.
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Obige Befunde unterstreichen die Bedeutung
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der Milz fiir die Bildung verschiedener Arten von
B-Zellen und zeigen, welche dramatischen Im-
mundefekte durch angeborene Fehlbildung oder
spiteren Verlust der Milz entstehen kénnen.
Diese Erkenntnisse liefern so neue Anhaltspunkte M Herausgeber
fiir die Untersuchung von Menschen mit gleichen
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