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ABSTRACT 

A l t h o u g h t h e w i d e l y d i s t r i b u t e d c e l l s u r f a c e g l y c o p r o t e i n C D 4 4 h a s b e e n s h o w n t o f u n c t i o n a s 

a r e c e p t o r f o r t h e g l y c o s a m i n o g l y c a n h y a l u r o n a n ( A r u f f o et al, 1 9 9 0 ; M i y a k e etal, 1 9 9 0 b ) , 

n o t a l l C D 4 4 e x p r e s s i n g c e l l l i n e s a r e a b l e t o b i n d t h i s p a r t i c u l a r l i g a n d . T h i s o b s e r v a t i o n 

s u g g e s t s t h a t t h e h y a l u r o n a n a d h e s i v e c a p a c i t y o f t h e C D 4 4 m o l e c u l e i s n o t d e t e r m i n e d s i m p l y 

b y i t s e x p r e s s i o n o n t h e c e l l s u r f a c e . A t p r e s e n t , h o w e v e r , t h e m e c h a n i s m s r e g u l a t i n g C D 4 4 -

m e d i a t e d a d h e s i o n t o h y a l u r o n a n r e m a i n l a r g e l y u n d e f i n e d . 

U s i n g e x p r e s s i o n c l o n i n g , a c D N A c l o n e d e s i g n a t e d B 6 F 1 . 3 , w a s i s o l a t e d t h a t a p p e a r s 

t o " a c t i v a t e " t h e h y a l u r o n a n - b i n d i n g c a p a c i t y o f C D 4 4 u p o n t r a n s f e c t i o n i n t o t h e m u r i n e 

f i b r o b l a s t o i d c e l l l i n e M O P 8 . T h e p u t a t i v e r e g u l a t o r y m o l e c u l e e n c o d e d b y t h i s c l o n e w a s 

f o u n d t o b e t h e m u r i n e i n t e r l e u k i n - 2 r e c e p t o r y c h a i n ( m T L - 2 R y ; C a o et al., 1 9 9 3 ) . M u t a t i o n 

w i t h i n t h i s m o l e c u l e i s t h e m e c h a n i s m c a u s i n g X - l i n k e d s e v e r e c o m b i n e d i m m u n o d e f i c i e n c y 

( X S C I D ) i n h u m a n s ( N o g u c h i et al., 1 9 9 3 ) . T h e h u m a n i n t e r l e u k i n - 2 r e c e p t o r y c h a i n 

( h I L - 2 R y ) w a s o r i g i n a l l y i s o l a t e d a s a c o m p o n e n t o f f u n c t i o n a l I L - 2 r e c e p t o r c o m p l e x e s 

( T a k e s h i t a e t a l . , 1 9 9 2 ) . M o r e r e c e n t s t u d i e s h a v e d e m o n s t r a t e d a l i n k b e t w e e n t h i s m o l e c u l e 

a n d t h e c y t o k i n e r e c e p t o r s f o r I L - 4 ( K o n d o et al., 1 9 9 3 ; R u s s e l l et al., 1 9 9 3 ) a n d I L - 7 

( N o g u c h i ei al., 1 9 9 3 ; K o n d o et al., 1 9 9 4 ) . F u r t h e r m o r e , t h e r e c e p t o r s f o r t h e c y t o k i n e s I L - 9 

a n d I L - 1 3 a l s o a r e s u s p e c t e d t o u s e t h e J L - 2 R y c h a i n a s a f u n c t i o n a l c o m p o n e n t . 

T h e e x p r e s s i o n o f B 6 F 1 . 3 w a s d e t e r m i n e d b y N o r t h e r n b l o t a n a l y s i s . B 6 F 1 . 3 m R N A 

w a s f o u n d a t h i g h l e v e l s o n a l l t e s t e d m u r i n e h e m o p o i e t i c c e l l l i n e s a n d t i s s u e t y p e s w i t h t h e 

e x c e p t i o n o f t h e b o n e m a r r o w c e l l s i n w h i c h l i t t l e m e s s a g e w a s o b s e r v e d . U p r e g u l a t i o n o f . 

C D 4 4 d o e s n o t s e e m t o b e t h e m e c h a n i s m b y w h i c h t h e " a c t i v a t i o n " o f a d h e s i o n o c c u r s a s 

C D 4 4 l e v e l s w e r e a p p a r e n t l y u n a f f e c t e d u p o n t r a n s f e c t i o n o f B 6 F 1 . 3 . M o r e o v e r , a 

c y t o p l a s m i c d e l e t i o n m u t a n t o f B 6 F 1 . 3 w a s n o t a b l e t o i n d u c e t h i s a d h e s i v e e v e n t . T h e s e 

f i n d i n g s s u g g e s t a f u n c t i o n a l l i n k b e t w e e n t h e I L - 2 r e c e p t o r c o m p l e x a n d C D 4 4 , w h i c h m a y 

p l a y a r o l e i n c o n t r i b u t i n g t o t h e X S C I D p h e n o t y p e i n h u m a n s . 



I l l 

We further demonstrated that stable expression of the mIL-2Ry in MOP8 cells by 

retroviral-mediated gene transfer not only enhanced binding of these cells to hyaluronan but 

also upregulated c-jun expression without affecting cell surface levels of CD44. Transient 

expression of the human c-jun cDNA in MOP8 cells by a plasmid-based system using pCDM8 

(Seed and Aruffo, 1987) also induced adhesion to hyaluronan, again with no alteration of 

CD44 expression levels. These data suggest a functional link between the proto-oncogene 

c-jun and the adhesion protein CD44 in the signal transduction pathways regulating cellular 

adhesion. 
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I N T R O D U C T I O N 

C D 4 4 w a s o r i g i n a l l y d e f i n e d b y D a l c h a u a n d c o l l e a g u e s ( 1 9 8 0 ) a s t h e b r o a d l y - d i s t r i b u t e d 

h u m a n c e l l s u r f a c e g l y c o p r o t e i n r e a c t i v e w i t h t h e m o n o c l o n a l a n t i b o d y ( m A b ) F 1 0 - 4 4 - 2 . 

M a n y o t h e r i n d e p e n d e n t l y c h a r a c t e r i z e d m A b s a r e n o w k n o w n t o r e c o g n i z e C D 4 4 a n d t h e s e 

h a v e b e e n i n s t r u m e n t a l i n d e m o n s t r a t i n g a n i m p o r t a n t r o l e f o r t h i s m o l e c u l e i n v a r i o u s 

a d h e s i o n - d e p e n d e n t c e l l u l a r p r o c e s s e s i n c l u d i n g l y m p h o c y t e a n d p r o g e n i t o r c e l l h o m i n g , 

t u m o u r m e t a s t a s i s , l y m p h o c y t e a n d m a c r o p h a g e a c t i v a t i o n , a n d h e m o p o i e s i s ( H a y n e s etal., 

1 9 8 9 ; H e r r l i c h etal., 1 9 9 3 ) . 

C D 4 4 i s v e r y p o l y m o r p h i c , a n d s p e c i e s r a n g i n g i n s i z e f r o m 8 0 t o 2 5 0 k D h a v e b e e n d e t e c t e d 

o n v a r i o u s n o r m a l a n d t r a n s f o r m e d c e l l t y p e s ( D a l c h a u et al., 1 9 8 0 ; r e v i e w e d i n L e s l e y et al., 

1 9 9 3 ) . C D 4 4 H , t h e m o s t p r e v a l e n t f o r m e x p r e s s e d o n t h e m a j o r i t y o f r e s t i n g h e m o p o i e t i c 

c e l l s , m i g r a t e s a t 8 0 t o 9 0 k D a o n s o d i u m d o d e c y l s u l f a t e - p o l y a c r y l a m i d e g e l e l e c t r o p h o r e s i s 

( S D S - P A G E ) . c D N A c l o n e s e n c o d i n g t h i s m o l e c u l e h a v e b e e n i s o l a t e d b y t w o i n d e p e n d e n t 

g r o u p s ( S t a m e n k o v i c et al., 1 9 8 9 ; G o l d s t e i n et al., 1 9 8 9 ) . S t a m e n k o v i c a n d c o l l e a g u e s ( 1 9 8 9 ) 

u t i l i z e d a e u k a r y o t i c e x p r e s s i o n c l o n i n g s t r a t e g y i n w h i c h C O S c e l l s t r a n s f e c t e d w i t h l i b r a r i e s 

p r e p a r e d f r o m t h e h i s t i o c y t i c l y m p h o m a c e l l l i n e U 9 3 7 , t h e B l y m p h o b l a s t o i d l i n e J Y , t h e 

B u r k i t t ' s l y m p h o m a l i n e R a j i , a n d t h e m y e l o i d l e u k e m i a l i n e K G - 1 w e r e s c r e e n e d f o r r e a c t i v i t y 

w i t h t h e a n t i - C D 4 4 m A b J 1 7 3 ( P e s a n d o et al, 1 9 8 6 ) . A 1 3 5 4 n u c l e o t i d e c D N A t e r m i n a t i n g i n 

a s h o r t p o l y ( A ) t a i l w a s i s o l a t e d . T h e p r e d i c t e d s e q u e n c e c o n t a i n e d a s i n g l e l o n g o p e n r e a d i n g 

f r a m e o f 3 4 1 a m i n o a c i d s c o r r e s p o n d i n g t o a t y p i c a l t y p e I i n t e g r a l m e m b r a n e p r o t e i n 

( F i g u r e 1 ) . T h e e x t r a c e l l u l a r d o m a i n o f 2 4 8 r e s i d u e s i s f o l l o w e d b y 2 1 m o s t l y h y d r o p h o b i c 

a m i n o a c i d s , c o r r e s p o n d i n g t o t h e p r e d i c t e d m e m b r a n e - s p a n n i n g d o m a i n . T h e i n t r a c e l l u l a r 

d o m a i n c o n s i s t e d o f 7 2 p r e d o m i n a n t l y h y d r o p h i l i c r e s i d u e s . 



• 2 .. . : 

G o l d s t e i n a n d c o w o r k e r s ( 1 9 8 9 ) a l s o r e p o r t e d t h e i s o l a t i o n o f t h e C D 4 4 c D N A . I n 

t h e s e s t u d i e s , t h e h u m a n B l y m p h o b l a s t o i d c e l l l i n e K O A w a s u s e d a s t h e s o u r c e o f 

p o l y ( A ) - s e l e c t e d R N A f o r t h e p r o d u c t i o n o f a c D N A l i b r a r y i n t h e A ^ g t l 1 e x p r e s s i o n v e c t o r . 

R e c o m b i n a n t p l a q u e s w e r e s c r e e n e d u s i n g a n a n t i - g p 9 ( ) H e r m e s s e r u m ( J a l k a n e n et al, 1 9 8 7 ) . 

T h e p r e d i c t e d a m i n o a c i d s e q u e n c e f o r t h i s c l o n e c o n t a i n e d a n o p e n r e a d i n g f r a m e o f 2 9 3 

r e s i d u e s . T h i s c l o n e w a s i d e n t i c a l t o t h e C D 4 4 c l o n e i s o l a t e d b y S t a m e n k o v i c a n d c o l l e a g u e s 

( 1 9 8 9 ) e x c e p t t h a t i t c o n t a i n e d a t r u n c a t e d c y t o p l a s m i c d o m a i n c o n s i s t i n g o f o n l y 3 a m i n o 

a c i d s . 

1 . 1 S t r u c t u r e o f C D 4 4 

T h e p r e d i c t e d c o r e p r o t e i n o f C D 4 4 i s e x p e c t e d t o b e a p p r o x i m a t e l y 3 7 k D a n d c a n b e 

s u b d i v i d e d i n t o s e v e r a l d o m a i n s ( Z h o u et al, 1 9 8 9 ; F i g u r e 1 ) . T h e t r a n s m e m b r a n e r e g i o n 

s h o w s g r e a t e r t h a n 8 0 % s e q u e n c e i d e n t i t y a m o n g d i f f e r e n t s p e c i e s . T h e C D 4 4 p r o t e i n h a s 

b e e n d e m o n s t r a t e d t o b e a c i d i c , w i t h e s t i m a t e s o f i s o e l e c t r i c p o i n t r a n g i n g f r o m 4 . 2 t o 5 . 8 

( J a l k a n e n et al, 1 9 8 8 ; K a l O m i r i s a n d B o u r g u i g n o n , 1 9 8 8 ; P i c k e r et al, 1 9 8 9 a ; C u l t y et al, 

1 9 9 0 ) . 

1 . 1 . 1 E x t r a c e l l u l a r d o m a i n 

T h e e x t r a c e l l u l a r d o m a i n o f C D 4 4 c o n t a i n s s e v e r a l s a l i e n t f e a t u r e s i n c l u d i n g a r e g i o n t h a t 

a p p e a r s t o b e i m p o r t a n t f o r l i g a n d b i n d i n g s p e c i f i c i t y . T h i s N - t e r m i n a l f u n c t i o n a l l y i m p o r t a n t 

r e g i o n i s w e l l c o n s e r v e d a n d w i l l b e d i s c u s s e d b e l o w . T h e e x t r a c e l l u l a r d o m a i n i s e x t e n s i v e l y 

m o d i f i e d w i t h O- a n d N - l i n k e d g l y c o s y l a t i o n . S i x p o t e n t i a l N - l i n k e d g l y c o s y l a t i o n s i t e s o f 

A s n - X - S e r / T h r m o t i f , a r e o b s e r v e d . F u r t h e r m o r e , t h e r e g i o n p r o x i m a l t o t h e m e m b r a n e -

s p a n n i n g d o m a i n d e m o n s t r a t e s o n l y a p p r o x i m a t e l y 5 0 % s e q u e n c e i d e n t i t y b e t w e e n s p e c i e s . 

T h i s r e g i o n c o n t a i n s f o u r s e r i n e - g l y c i n e d i p e p t i d e s t h a t a r e p o t e n t i a l s i t e s f o r c h o n d r o i t i n 
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s u l f a t e a t t a c h m e n t . T h e l o c a t i o n f o r t h e i n s e r t i o n o f s e q u e n c e s g e n e r a t i n g h i g h e r m o l e c u l a r 

m a s s C D 4 4 i s o f o r m s i s a l s o f o u n d p r o x i m a l t o t h e t r a n s m e m b r a n e d o m a i n a n d w i l l b e 

d i s c u s s e d b e l o w . 

1 . 1 . 2 C y t o p l a s m i c d o m a i n 

T h e 7 2 a m i n o a c i d c y t o p l a s m i c d o m a i n i s h i g h l y c o n s e r v e d , d e m o n s t r a t i n g 8 0 t o 9 0 % 

s e q u e n c e i d e n t i t y a m o n g s p e c i e s ( S t a m e n k o v i c et al, 1 9 8 9 ) . S e v e n s e r i n e r e s i d u e s e x i s t i n t h e 

i n t r a c e l l u l a r d o m a i n o f h u m a n C D 4 4 . F i v e o f t h e s e r e s i d u e s a r e c o n s e r v e d i n h u m a n , m o u s e , 

b a b o o n , c o w , a n d h a m s t e r ( S t a m e n k o v i c et al., 1 9 8 9 ; I d z e r d a et al., 1 9 8 9 ; Z h o u etal., 1 9 8 9 ; 

A r u f f o et al., 1 9 9 0 ; B o s w o r t h et al, 1 9 9 1 ) w h i l e f o u r a r e c o n s e r v e d i n t h e r a t ( G i i n t h e r t et al, 

1 9 9 1 ) . T h e s e r i n e r e s i d u e a t p o s i t i o n 2 9 6 i s n o t p h o s p h o r y l a t e d i n i n t a c t e p i t h e l i a l c e l l s 

( N e a m e a n d I s a c k e , 1 9 9 2 ) a l t h o u g h i t i s a p o t e n t i a l s u b s t r a t e f o r c A M P - a n d c G M P - d e p e n d e n t 

p r o t e i n k i n a s e s ( W o l f f e et al, 1 9 9 0 ) . N e a m e a n d I s a c k e ( 1 9 9 2 ) h a v e d e m o n s t r a t e d t h a t b o t h 

S e r - 3 0 3 a n d - 3 0 5 m a y b e p h o s p h o r y l a t e d a n d t h a t m u t a t i o n o f e i t h e r r e s i d u e d i s r u p t s t h e a b i l i t y 

o f C D 4 4 t o b e p h o s p h o r l y a t e d i n e p i t h e l i a l c e l l s . F u r t h e r m o r e , C a m p a n d c o l l e a g u e s ( 1 9 9 3 ) 

h a v e s h o w n t h a t a m u t a n t f o r m o f C D 4 4 , i n w h i c h t h e S e r - 3 0 5 w a s c h a n g e d t o a n a l a n i n e 

r e s i d u e , w a s n o t p h o s p h o r y l a t e d w h e n t r a n s i e n t l y e x p r e s s e d i n C O S c e l l s . A n o t h e r m u t a n t 

f o r m o f C D 4 4 , i n w h i c h t h e S e r - 3 0 3 w a s a l t e r e d , s h o w e d r e d u c e d p h o s p h o r y l a t i o n . T h e s e 

d a t a s u g g e s t t h a t b o t h S e r - 3 0 3 a n d S e r - 3 0 5 m a y b e i m p o r t a n t f o r t h e p h o s p h o r y l a t i o n o f t h e 

c y t o p l a s m i c t a i l o f C D 4 4 . T h e e f f e c t o f p h o s p h o r y l a t i o n o n t h i s m o l e c u l e , h o w e v e r , i s n o t 

w e l l d e f i n e d . 
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C D 4 4 H C D 4 4 R 1 

F i g u r e 1 : S t r u c t u r e o f t h e C D 4 4 p r o t e i n . CD44 species range in size from 80-250 kD. 
The major form expressed by most resting hemopoietic cells (CD44H; left) has an apparent 
molecular mass of 80-90 kD. Higher molecular mass isoforms are generated by the alternative 
splicing of at least 10 exons producing additional peptide sequences of varying lengths that are 
inserted into a single site within the extracellular domain proximal to the membrane spanning 
domain. One particular isoform is CD44R1 (right) which contains a sequence encoded by the 
variably expressed exons 8, 9, and 10. The extracellular domain contains 6 potential sites of 
N-linked glycosylation (N), numerous sites of potential O-linked glycosylation, and 4 
serine-glycine (S/G) motifs, that may serve as sites of chondroitin sulphate attachment. The 
cytoplasmic tail contains 7 serine residues (S) that may be important for cell signalling. The 
N-terminus contains a tandemly repeated domain implicated in hyaluronan binding. 
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1.2 Distribution and Heterogeneity of CD44 

1 . 2 . 1 T h e E x p r e s s i o n o f C D 4 4 

A l t h o u g h C D 4 4 w a s o r i g i n a l l y i m p l i c a t e d i n l y m p h o c y t e h o m i n g , i t s e x p r e s s i o n i s n o t 

r e s t r i c t e d t o T a n d B l y m p h o c y t e s . C D 4 4 h a s b e e n o b s e r v e d i n a w i d e v a r i e t y o f t i s s u e s 

i n c l u d i n g t h e a s t r o c y t e s a n d g l i a l c e l l s o f t h e c e n t r a l n e r v o u s s y s t e m , l u n g , e p i d e r m i s , l i v e r , 

a n d p a n c r e a s ( P i c k e r et.al, 1 9 8 9 ) a s w e l l a s c e l l t y p e s s u c h a s o v a r i a n c a r c i n o m a s ( P a l s et al, 

1 9 8 9 ) , m o n o c y t e s , g r a n u l o c y t e s , f i b r o b l a s t s , k e r a t i n o c y t e s , e r y t h r o c y t e s a n d b r a i n t i s s u e 

( H a y n e s et al., 1 9 8 3 ; D a l c h a u et al., 1 9 8 0 ) . A l t h o u g h e x p r e s s i o n l e v e l s a r e e x t r e m e l y 

h e t e r o g e n e o u s , m o s t h e m o p o i e t i c c e l l s o f m o u s e a n d m a n e x p r e s s C D 4 4 ( K a n s a s et al., 1 9 8 9 , < 

1 9 9 0 ; T r o w b r i d g e et al, 1 9 8 2 ) . I n t h e m u r i n e s y s t e m , C D 4 4 h a s b e e n d e m o n s t r a t e d t o b e 

e x p r e s s e d i n e v e r y h e m o p o i e t i c l i n e a g e ( S p a n g r u d e etal, 1 9 8 9 ; T r o w b r i d g e et al, 1 9 8 2 ) . 

T h e e x p r e s s i o n o f C D 4 4 i n h e m o p o i e t i c l i n e a g e s , a p p e a r s t o b e d e p e n d e n t u p o n t h e 

d e g r e e o f d i f f e r e n t i a t i o n . M u r i n e p r o t h y m o c y t e s c a p a b l e o f h o m i n g t o a n d p o p u l a t i n g t h e 

t h y m u s e x p r e s s C D 4 4 ( S p a n g r u d e et al, 1 9 8 9 ; T r o w b r i d g e etal, 1 9 8 2 ) . C D 4 4 e x p r e s s i o n i s 

l o s t d u r i n g T c e l l d e v e l o p m e n t u p o n t h e e x p r e s s i o n o f t h e a c h a i n o f t h e i n t e r l e u k i n - 2 r e c e p t o r 

c o m p l e x ( I L - 2 R a ; L e s l e y et.al, 1 9 9 3 ) . C D 4 4 r e a p p e a r s o n m o r e m a t u r e C D 4 a n d C D 8 

s i n g l e - p o s i t i v e t h y m o c y t e s ( L y n c h a n d C e r e d i g , 1 9 8 9 ) . I n f a c t , m u r i n e C D 4 4 i s e x p r e s s e d o n 

b o n e m a r r o w p r o t h y m o c y t e s , o n 8 0 - 9 0 % o f d a y 1 3 - 1 4 f e t a l t h y m o c y t e s , a n d o n o n l y a b o u t 

5 % o f a d u l t t h y m o c y t e s ( T r o w b r i d g e et al, 1 9 8 5 ) . T h e p a t t e r n o f C D 4 4 e x p r e s s i o n i n h u m a n 

f e t a l t h y m u s i s s i m i l a r t o t h a t o f t h e m u r i n e t h y m u s ( H o r s t et al, 1 9 9 0 ) . A p p r o x i m a t e l y 6 0 % 

o f i m m a t u r e C D 4 " C D 8 " C D 3 ~ h u m a n t h y m o c y t e s a r e s t r o n g l y C D 4 4 - p o s i t i v e ( D e n n i n g et al, 

1 9 8 9 ) . F u r t h e r m o r e , m o s t l y m p h o c y t e s i n t h e h u m a n p e r i p h e r a l b l o o d e x p r e s s C D 4 4 

( d e l o s T o y o s et al, 1 9 8 9 ; K a n s a s et al, 1 9 8 9 ; H o r s t et al, 1 9 9 0 ) . 

T h e e x p r e s s i o n o f C D 4 4 a l s o a p p e a r s t o b e e l e v a t e d i n b o t h m e m o r y a n d a c t i v a t e d T 

c e l l s . B u d d a n d c o l l e a g u e s ( 1 9 8 7 a , b ) d e m o n s t r a t e d t h a t m e m o r y c y t o t o x i c T c e l l p r e c u r s o r s 
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e l i c i t e d i n r e s p o n s e t o d i f f e r e n t a n t i g e n s w e r e C D 4 4 - p o s i t i v e a s w e l l a s C D 8 + v e . T h i s s t u d y 

w a s p e r f o r m e d u s i n g t h e C 5 7 B L / 6 s t r a i n o f m i c e w h i c h e x p r e s s l o w n u m b e r s o f T c e l l s 

e x p r e s s i n g C D 4 4 i n t h e t h y m u s a n d p e r i p h e r y . A l t h o u g h C D 4 4 a p p e a r s t o b e a g o o d m a r k e r 

f o r m e m o r y T c e l l s , t h e u s e o f t h i s a n t i g e n i s r e s t r i c t e d t o m o u s e s t r a i n s t h a t e x p r e s s l o w l e v e l s 

o f C D 4 4 - p o s i t i v e c e l l s i n m a t u r e t h y m u s a n d p e r i p h e r a l T c e l l p o p u l a t i o n s ( L y n c h a n d C e r e d i g , 

1 9 8 9 ) . I n C 5 7 B L / 6 m i c e , t h e e x p r e s s i o n o f C D 4 4 w a s o b s e r v e d t o b e e l e v a t e d i n h e l p e r 

m e m o r y T c e l l s , d e f i n e d b y m a r k e r s s u c h a s l o w C D 4 5 R B a n d l o w L - s e l e c t i n e x p r e s s i o n 

( B u t t e r f i e l d et al, 1 9 8 9 ; S w a i n et al., 1 9 9 0 ) . F u r t h e r m o r e , t h e e x p r e s s i o n o f C D 4 4 a p p e a r e d 

t o b e r e s p o n s i v e t o a c t i v a t i o n s t a t e . H u m a n T c e l l s a c t i v a t e d in vitro w e r e o b s e r v e d t o e x p r e s s 

m o r e C D 4 4 ( d e l o s T o y o s etal., 1 9 8 9 ; O p p e n h e i m e r - M a r k s et al, 1 9 9 0 ; H a e g e l a n d 

C e r e d i g , 1 9 9 1 ) . H a e g e l a n d C e r e d i g ( 1 9 9 1 ) d e m o n s t r a t e d t h a t s t i m u l a t i n g T c e l l s w i t h e i t h e r 

m i t o g e n s o r a n t i g e n s i n c r e a s e d s u r f a c e e x p r e s s i o n o f C D 4 4 . F u r t h e r m o r e , t h r e e m a j o r m R N A 

s p e c i e s o f a p p r o x i m a t e l y 4 . 5 , 3 . 5 , a n d 1 . 6 k b a r e . o b s e r v e d ( H a e g e l a n d C e r e d i g , 1 9 9 1 ) . 

T h e e x p r e s s i o n p a t t e r n o f C D 4 4 d u r i n g B c e l l d e v e l o p m e n t i s s i m i l a r t o t h a t o f m a t u r i n g 

T c e l l s . C D 4 4 e x p r e s s i o n o n C D l O - p o s i t i v e i m m a t u r e B c e l l s i s o l a t e d f r o m h u m a n b o n e 

m a r r o w w a s o b s e r v e d t o b e l o w . S u b s e q u e n t l y , t h e l e v e l o f C D 4 4 i s u p r e g u l a t e d o n C D 2 0 

p o s i t i v e m a t u r e B c e l l s ( K a n s a s a n d D a i l e y , 1 9 8 9 ) . F u r t h e r m o r e , t h e l e v e l o f C D 4 4 o n B c e l l s 

i s i n f l u e n c e d , b y a c t i v a t i o n s t a t e . B c e l l s a c t i v a t e d w i t h e i t h e r L P S o r a n t i - I g D - d e x t r a n 

d e m o n s t r a t e d a n u p r e g u l a t i o n o f t h e C D 4 4 e x p r e s s i o n ( H a t h c o c k et al., 1 9 9 3 ) . 

1 . 2 . 2 H i g h e r M o l e c u l a r M a s s C D 4 4 I s o f o r m s 

B i o c h e m i c a l s t u d i e s h a v e s u g g e s t e d t h a t m u l t i p l e i s o f o r m s o f C D 4 4 e x i s t ( K a n s a s 

et al., 1 9 8 9 ) . T h e s e h i g h e r m o l e c u l a r m a s s i s o f o r m s m a y p o t e n t i a l l y a r i s e b y p o s t t r a n s l a t i o n a l 

m o d i f i c a t i o n s u c h a s c h o n d r o i t i n s u l p h a t e a t t a c h m e n t o r g l y c o s y l a t i o n o f t h e e x t r a c e l l u l a r 

d o m a i n . A 1 8 0 t o 2 0 0 k D f o r m o b s e r v e d o n s o m e l y m p h o c y t e s w a s d e t e r m i n e d t o b e s e n s i t i v e 

t o c h o n d o i t i n a s e A B C t r e a t m e n t ( J a l k a n e n et al, 1 9 8 8 ) , t h e r e f o r e i m p l i c a t i n g c h o n d r o i t i n 
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s u l f a t e a t t a c h m e n t a s a m o d e o f g e n e r a t i n g h i g h e r m o l e c u l a r m a s s i s o f o r m s . F u r t h e r m o r e , 

o t h e r f o r m s a r e g e n e r a t e d b y e x t e n s i v e g l y c o s y l a t i o n i n w h i c h m o r e t h a n h a l f o f t h e a p p a r e n t 

m o l e c u l a r m a s s i n a c c o u n t e d f o r b y N - a n d O - l i n k e d c a r b o h y d r a t e a d d i t i o n . 

1 . 2 . 3 C D 4 4 I s o f o r m s b y A l t e r n a t i v e S p l i c i n g 

T h e p r o d u c t i o n o f h i g h e r m o l e c u l a r m a s s C D 4 4 s p e c i e s c a n n o t b e a t t r i b u t e d s o l e l y t o 

p o s t t r a n s l a t i o n a l m o d i f i c a t i o n s o f a c o m m o n p o l y p e p t i d e c o r e . N u m e r o u s C D 4 4 v a r i a n t s h a v e 

b e e n r e p o r t e d t o b e g e n e r a t e d b y a l t e r n a t i v e s p l i c i n g , w h i c h r e s u l t s i n t h e i n s e r t i o n o f p e p t i d e 

s e q u e n c e s o f v a r y i n g l e n g t h s i n t o a s i n g l e s i t e w i t h i n t h e e x t r a c e l l u l a r d o m a i n p r o x i m a l t o t h e . 

m e m b r a n e s p a n n i n g d o m a i n ( D o u g h e r t y et al., 1 9 9 1 ; S t a m e n k o v i c et al., 1 9 9 1 ; H e et al, 

1 9 9 2 ; S c r e a t o n et al, 1 9 9 2 ; G i i n t h e r t et al., 1 9 9 1 ; F i g u r e 1 ) . F u r t h e r m o r e , t h e s e i n s e r t e d 

a m i n o a c i d s e q u e n c e s a r e p r o d u c e d b y t h e a l t e r n a t i v e s p l i c i n g o f a c o n t i g u o u s s e r i e s o f e x o n s 

p r e s e n t w i t h i n a s i n g l e c o p y C D 4 4 g e n e ( F i g u r e 2 ) . T h i s f i n d i n g w a s f a c i l i t a t e d b y t h e 

d e t e r m i n a t i o n o f t h e s t r u c t u r e o f t h e h u m a n C D 4 4 g e n o m i c g e n e ( C o o p e r et ah, 1 9 9 2 ; S c r e a t o n 

et al., 1 9 9 2 ) , w h i c h i s l o c a t e d o n t h e s h o r t a r m o f c h r o m o s o m e 1 1 . T o d a t e , 1 2 o f t h e 2 0 

e x o n s t h a t m a k e u p t h e C D 4 4 g e n e h a v e b e e n o b s e r v e d t o b e a l t e r n a t i v e l y s p l i c e d : T e n e x o n s 

w i t h i n t h e e x t r a c e l l u l a r d o m a i n a n d 2 e x o n s w i t h i n t h e c y t o p l a s m i c d o m a i n , a r e a l t e r n a t i v e l y 

u t i l i z e d ( S c r e a t o n et al., 1 9 9 2 ; F i g u r e 2 ) . M o r e o v e r , o n e e x a m p l e h a s b e e n f o u n d i n w h i c h a 

" c o n s t a n t " e x o n ( e x o n 1 6 ) w a s d e l e t e d ( G i i n t h e r t et al., 1 9 9 1 ) . T h u s i t i s . c l e a r t h a t a g r e a t 

n u m b e r o f d i f f e r e n t C D 4 4 i s o f o r m s c o u l d p o t e n t i a l l y b e g e n e r a t e d b y t h i s a l t e r n a t i v e s p l i c i n g 

m e c h a n i s m . W h e t h e r e v e r y p o s s i b l e s p l i c e v a r i a n t i s t r a n s l a t e d i n t o a m a t u r e p r o t e i n i s u n c l e a r , 

h o w e v e r , n u m e r o u s s p e c i e s h a v e b e e n c o n f i r m e d b y i m m u n o p r e c i p i t a t i o n a n d / o r W e s t e r n b l o t 

a n a l y s i s ( D o u g h e r t y etal., 1 9 9 1 ; S t a m e n k o v i c et al., 1 9 9 1 ; H e etal., 1 9 9 2 ; S c r e a t o n etal., 

1 9 9 2 ; G i i n t h e r t et al., 1 9 9 1 ) . M o r e o v e r , t h e a l t e r n a t i v e s p l i c i n g m e c h a n i s m m a y a l l o w f o r t h e 

p r o d u c t i o n o f s o l u b l e C D 4 4 b y 
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(a) 

variant exon # v I v2 v3 v4 v5 v6 v7 v8 v9 v 10 

Exon# I 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 

(b) Major CD44 Isoforms: 

CD44H. haematopoietic. 80-90 kD 

CD44R1. E. 130 kD 

F i g u r e 2: T h e g e n o m i c o r g a n i z a t i o n o f t h e CD44 g e n e . To date, the human genomic 
CD44 structure is known to consist of 20 exons. Exon 1 encods the leader peptide whereas 
exon 2 and 3 represent the putative hyaluronan binding domain. The exons 6 through 15 
correspond with the variant exons 1 to 10. These exons can be alternatively spliced to generate 
higher molecular mass CD44 isoforms. The isoform CD44R1 containing variant exons 8, 9, 
and 10 is also shown. Exons 19 and 20 encode the cytoplasmic domain with exon 18 forming 
the transmembrane domain. The exons and introns are not drawn to scale. 
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introducing potential protease cleavage sites within the variant peptide sequences (Dougherty 

et al, 1991; He et al, 1992) It has been reported that arginine dipeptides are introduced into 

human CD44 isoforms (Dougherty et al, 1991). In mice, one similar site is located proximal 

to the transmembrane domain in all known splice variants, and two sites exist in high molecular 

mass variants (He et al, 1992). 

1.3 CD44 and the Extracellular Matrix 

1.3.1 General Features of the Extracellular Matrix 

Most cells in multicellular organisms are in contact with a complex network of interacting, 

extracellular macromolecules that constitute the extracellular matrix (ECM). The components 

of the E C M were originally recognized to function mainly as a relatively inert scaffolding that 

stabilized the physical structure of tissues. More recently, it has been realized that the E C M 

plays an active and complex role in regulating the function of cells that come into contact with 

the E C M structures. The E C M has been implicated in a variety of cellular functions including 

cell adhesion, migration, proliferation, and differentiation (reviewed in Toole, 1990). ' . 

The macromolecules that make up the E C M are secreted by a variety of cells, including 

fibroblasts and also chondroblasts in cartilage and osteoblasts in bone. Two of the main 

constituents of the E C M are collagenous proteins and proteoglycans (Lindenhal and Hook, 

1978). The latter are usually several polysaccharide glycosaminoglycans generally covalently 

linked to a protein core. 

A major component of the E C M in some tissues is the glycosaminoglycan hyaluronan. 

Hyaluronan exists as a single, very long carbohydrate chain of sugar residues in a regular, 

repeating sequence of D-glucuronic acid (l-p-3) and TV-acetyl-D-glucosamine (l-(3-4) 

(reviewed in Toole, 1990; Laurent and Fraser, 1992; Figure 3). The polymer can have a 

molecular weight of 400 to 8 million. In solution, hyaluronan behaves as a random coil 



( L a u r e n t a n d F r a s e r , 1 9 9 2 ) . A l a r g e q u a n t i t y o f s o l v e n t i s t r a p p e d w i t h i n t h e c o i l a n d t h e 

m o l e c u l e c a n b e c o n s i d e r e d , t o b e , a h i g h l y h y d r a t e d s p h e r e ( L a u r e n t a n d F r a s e r , 1 9 9 2 ) . 

H y a l u r o n a n i s s t r o n g l y n e g a t i v e l y c h a r g e d d u e t o i t s c o n t e n t O f c a r b o x y l g r o u p s . H y a l u r o n a n , 

h o w e v e r , d i f f e r s f r o m t h e t y p i c a l . g l y c o s a m i n o g l y c a n s . i n t h r e e k e y f e a t u r e s . F i r s t , t h e o t h e r s 

t e n d t o c o n t a i n a n u m b e r o f d i f f e r e n t d i s a c c h a r i d e u n i t s i n a c o m p l e x a r r a n g e m e n t . 

F u r t h e r m o r e , . t y p i c a l g l y c o s a m i n o g l y c a n s h a v e f e w e r t h a n 3 0 0 s u g a r r e s i d u e s . F i n a l l y , 

h y a l u r o n a n a p p e a r s n o t t o b e c o v a l e n t l y l i n k e d t o a p r o t e i n c o r e , a l t h o u g h i t i s f r e q u e n t l y f o u n d 

a t t a c h e d t o t h e s u r f a c e o f m e s e n c h y m a l c e l l s v i a a p p r o p r i a t e h y a l u r o n a r i - b i n d i n g p r o t e i n s 

( K n u d s o n et ai, 1 9 9 3 ) . . ^ 

H y a l u r o n a n a p p e a r s t o . p l a y a n i m p o r t a n t r o l e i n r e g u l a t i n g c e l l b e h a v i o r . 

O l i g o s a c c h a r i d e d e g r a d a t i o n p r o d u c t s o f h y a l u r o n a n ( 3 t o 1 6 d i s s a c h a r i d e s ) h a v e b e e n 

d e m o n s t r a t e d to b e a b l e t o s t i m u l a t e , c e l l p r o l i f e r a t i o n ( W e s t a n d K u m a r , 1 9 8 9 ) . T h i s 

o b s e r v a t i o n c o n t r a s t s w i t h t h e f i n d i n g t h a t h i g h e r m o l e c u l a r m a s s h y a l u r o n a n p o l y m e r s h a v e 

b e e n s h o w n t o b e i n h i b i t o r y t o c e l l g r o w t h ( W e s t a n d K u m a r , 1 9 8 9 ) . 

L y m p h o m a . c e l l s a n d m a c r o p h a g e s . c a n b e i n d u c e d t o h o m o t y p i c a l l y a g g r e g a t e 

f o l l o w i n g t h e a d d i t i o n o f h y a l u r o n a n e v e n a t l o w c o n c e n t r a t i o n s . D i v a l e n t c a t i o n - i n d e p e n d e n t 

c e l l u l a r a g g r e g a t i o n c a n b e i n h i b i t e d b y t r e a t m e n t w i t h h y a l u r o r i i d a s e o r l a r g e q u a n t i t i e s o f 

s o l u b l e h y a l u r o n a n . C e l l l i n e s t h a t d i s p l a y h y a l u r o n a n - d e p e n d e n t h o m o t y p i c a g g r e g a t i o n 

a p p e a r t o d o s o b y c r o s s l i n k i n g o f t h e h y a l u r o n a n r e c e p t o r s o n a d j a c e n t c e l l s w i t h h y a l u r o n a n 

( T o o l e , 1 9 9 0 ) . T h e a g g r e g a t i o n o f l y m p h o c y t e s t h a t i s m e d i a t e d b y h y a l u r o n a n , c a n b e 

b l o c k e d w i t h a n t i b o d i e s d i r e c t e d a g a i n s t C D 4 4 ( L e s l e y et al, . 1 9 9 0 ) . T h e w o r k o f L e s l e y a n d 

c o w o r k e r s . ( 1 9 9 0 ) s u g g e s t e d t h a t C D 4 4 m e d i a t e d b o t h h y a l u r o n a n - d e p e n d e n t s e l f - a g g r e g a t i o n 

a n d t h e b i n d i n g o f s o l u b l e h y a l u r o n a n t o s o m e l y m p h o i d c e l l l i n e s . S t u d i e s b y S t . J o h n a n d 

c o l l e a g u e s ( 1 9 9 0 ) f u r t h e r s u p p o r t e d t h i s i d e a . T h i s l a t t e r g r o u p d e m o n s t r a t e d t h a t a f i b r o b l a s t 

c e l l l i n e t r a n s f e c t e d w i t h a C D 4 4 c D N A c o u l d b e i n d u c e d t o h o m o t y p i c a l l y a g g r e g a t e . T h e s e 

s t u d i e s s u p p o r t t h e r o l e f o r h y a l u r o n a n i n a v a r i e t y o f c e l l f u n c t i o n s . T h e r o l e t h a t h y a l u r o n a n 
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Figure 3: Structure of hyaluronan. H y a l u r o n a n i s a s i m p l e g l y c o s a m i n o g l y c a n 
c o n s i s t i n g o f a l t e r n a t i n g r e s i d u e s o f D - g l u c u r o n i c a c i d a n d N - a c e t y l - D - g l u c o s a m i n e . I t h a s a 
m o l e c u l a r w e i g h t o f u p t o s e v e r a l m i l l i o n , a n d i n s o l u t i o n f o r m s a n e x t e n d e d r a n d o m c o i l t h a t 
c a n t r a p l a r g e q u a n t i t i e s o f s o l v e n t . 
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p l a y s i n t h e s e f u n c t i o n s i s , i t s e l f , r e g u l a t e d b y a t l e a s t t h r e e a s p e c t s : t h e s i z e a n d c o n c e n t r a t i o n 

o f h y a l u r o n a n a n d t h e a f f e c t e d c e l l t y p e ( r e v i e w e d i n T o o l e , 1 9 9 0 ) . 

T h e s y n t h e s i s o f h y a l u r o n a n a p p e a r s t o b e r e g u l a t e d b y v a r i o u s g r o w t h f a c t o r s ( H e l d i n 

et al, 1 9 8 9 ) . H y a l u r o n a n p r o d u c t i o n t a k e s p l a c e a t t h e i n n e r f a c e o f t h e p l a s m a m e m b r a n e . 

T h e n e w l y g e n e r a t e d h y a l u r o n a n r e m a i n s b o u n d t o t h e h y a l u r o n a n s y n t h e t a s e d u r i n g 

p r o d u c t i o n a n d i s e x t r u d e d t h r o u g h t h e p l a s m a m e m b r a n e ( N g a n d S c h w a r t z , 1 9 8 9 ) . M a n y 

c e l l u l a r g r o w t h f a c t o r s i n c l u d i n g p l a t e l e t - d e r i v e d g r o w t h f a c t o r ( P D G F ) , e p i d e r m a l g r o w t h 

f a c t o r ( E G F ) , b a s i c f i b r o b l a s t g r o w t h f a c t o r ( b F G F ) a n d t r a n s f o r m i n g g r o w t h f a c t o r - p 

( T G F - p ) , a p p e a r t o i n f l u e n c e h y a l u r o n a n s y n t h e s i s a t l e a s t i n f i b r o b l a s t s ( H e l d i n et al, 1 9 8 9 ) . 

F u r t h e r m o r e , c e l l s h a v e b e e n o b s e r v e d t o b e a r r e s t e d i n m i t o s i s i f h y a l u r o n a n s y n t h e s i s i s 

i n h i b i t e d ( T o o l e , 1 9 9 0 ) . R e c e n t l y , b a c t e r i a l h y a l u r o n i d a s e h a s b e e n c l o n e d f r o m Streptococcus 

pneumoniae ( B e r r y et al., 1 9 9 4 ) . T h e c l o n e c o n t a i n e d a n o p e n r e a d i n g f r a m e s u f f i c i e n t t o 

e n c o d e a p o l y p e p t i d e w i t h a n a p p r o x i m a t e m o l e c u l a r w e i g h t o f 1 0 8 k D . H o w e v e r , a n a c t i v e 

h y a l u r o n i d a s e w a s p u r i f i e d w i t h a n a p p r o x i m a t e m o l e c u l a r w e i g h t o f 8 9 k D ( B e r r y et al., 

1 9 9 4 ) . 

1.4 CD44 Adheres to Hyaluronan 

1 . 4 . 1 S e q u e n c e o f C D 4 4 S u g g e s t s a P o t e n t i a l R o l e i n H y a l u r o n a n R e c o g n i t i o n 

A r e g i o n o f t h e e x t r a c e l l u l a r d o m a i n o f C D 4 4 , r e s i d u e s 1 2 - 1 0 1 i n h u m a n s , d e m o n s t r a t e s 

g r e a t e r t h a n 8 0 % s e q u e n c e i d e n t i t y b e t w e e n s p e c i e s . S e q u e n c e c o m p a r i s o n s i n d i c a t e t h a t t h i s 

r e g i o n i n c l u d e s a t a n d e m l y r e p e a t e d d o m a i n w i t h l o w b u t s i g n i f i c a n t h o m o l o g y ( a p p r o x i m a t e l y 

3 0 % s e q u e n c e i d e n t i t y ) t o t h e s e c o n d ( B ) s u b d o m a i n o f c a r t i l a g e p r o t e o g l y c a n c o r e a n d l i n k 

p r o t e i n s ( G o l d s t e i n et al., 1 9 8 9 ; S t a m e k o v i c et al. 1 9 8 9 ; I d z e r d a et al., 1 9 8 9 ; W o l f f e et al. 

1 9 9 0 ; D o e g e et al., 1 9 9 1 ) . F u r t h e r c o m p a r i s o n s d e m o n s t r a t e d t h a t t h i s r e g i o n i s p r e s e n t w i t h i n 

a n u m b e r o f o t h e r p r o t e i n s t h a t r e c o g n i z e a n d b i n d H A , i n c l u d i n g a g g r e c a n , v e r s i c a n , a n d a 
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r e c e n t l y d e s c r i b e d m o l e c u l e , d e s i g n a t e d T S G - 6 , t h a t i s i n d u c e d i n f i b r o b l a s t s b y T N F - o c o r 

I L - i p , a n d i n p e r i p h e r a l b l o o d m o n o n u c l e a r c e l l s b y m i t o g e n s t i m u l a t i o n ( S t a m e n k o v i c et al, 

1 9 8 9 ; G o l d s t e i n et al., 1 9 8 9 ; L e e et al, 1 9 9 3 ) . M o r e l i m i t e d s e q u e n c e h o m o l o g y i s a l s o 

o b s e r v e d t o R H A M M , a 5 8 k D s u r f a c e r e c e p t o r t h a t p l a y s a n i m p o r t a n t r o l e i n 

h y a l u r o n a n - m e d i a t e d c e l l u l a r m i g r a t i o n e v e n t s ( H a r d w i c k et al., 1 9 9 2 ) . T h i s d o m a i n 

c o n t a i n i n g 6 c y s t e i n e r e s i d u e s m a y p o t e n t i a l l y b e l i n k e d b y d i s u l p h i d e b o n d s t o f o r m a s i n g l e 

g l o b u l a r d o m a i n ( G o l d s t e i n et al., 1 9 8 9 ) . 

R e c e n t l y , Y a n g a n d c o l l e a g u e s ( 1 9 9 4 ) d e t e r m i n e d t h a t o n l y t w o h y a l u r o n a n b i n d i n g 

d o m a i n s e x i s t i n t h e h y a l u r o n a n r e c e p t o r , R H A M M . F u r t h e r m o r e , t h e s e t w o b i n d i n g d o m a i n s 

c o n t r i b u t e d a p p r o x i m a t e d l y e q u a l l y t o t h e h y a l u r o n a n b i n d i n g a b i l i t y o f R H A M M . T h e f i r s t 

b i n d i n g d o m a i n c o n t a i n e d t w o s e t s o f t w o b a s i c a m i n o a c i d s , e a c h s p a c e d s e v e n r e s i d u e s a p a r t . 

M u t a t i o n s o f t h e s e b a s i c r e s i d u e s d e c r e a s e d t h e a b i l i t y o f R H A M M t o b i n d t o h y a l u r o n a n 

( Y a n g et al, 1 9 9 4 ) . M u t a t i o n a l a n a l y s i s o f t h e s e c o n d b i n d i n g d o m a i n i m p l i c a t e d L y s - 4 2 3 a n d 

A r g - 4 3 1 , s p a c e d s e v e n a m i n o a c i d s a p a r t , a s c r i t i c a l f o r h y a l u r o n a n b i n d i n g ( Y a n g et al, 

1 9 9 4 ) . T h i s g r o u p s u g g e s t e d t h a t t h e m i n i m a l r e q u i r e m e n t f o r h y a l u r o n a n b i n d i n g a c t i v i t y i s 

t w o b a s i c r e s i d u e s f l a n k i n g a s e v e n a m i n o a c i d s t r e t c h , a m o t i f f o u n d i n a l l h y a l u r o n o n b i n d i n g 

p r o t e i n s t o d a t e i n c l u d i n g C D 4 4 a n d c a r t i l a g e l i n k p r o t e i n . S i t e - d i r e c t e d m u t a t i o n s o f t h e s e 

m o t i f s i n C D 4 4 s e q u e n c e s a b o l i s h e d h y a l u r o n a n - b i n d i n g a c t i v i t y ( Y a n g et al, 1 9 9 4 ) . 

1 . 4 . 2 E v i d e n c e f o r H y a l u r o n a n a s a L i g a n d f o r C D 4 4 

M a n y i n d e p e n d e n t r e s e a r c h g r o u p s h a v e d e m o n s t r a t e d b y t r a n s f e c t i o n s t u d i e s t h a t t h e l i g a n d 

f o r C D 4 4 i s h y a l u r o n a n . O n e s u c h g r o u p s h o w e d t h a t t h e e x p r e s s i o n o f h u m a n C D 4 4 H i n t h e 

C D 4 4 - n e g a t i v e h u m a n B u r k i t t B c e l l l y m p h o m a l i n e N a m a l w a a l l o w e d t h e t r a n s f e c t a n t s t o b i n d 

t o l y m p h n o d e h i g h e n d o t h e l i a l c e l l s ( A r u f f o et al, 1 9 9 0 ) . T h i s a d h e s i o n e v e n t w a s i n h i b i t e d 

b y a p o l y c l o n a l a n t i s e r a s p e c i f i c f o r C D 4 4 , t h e a d d i t i o n o f e x c e s s s o l u b l e h y a l u r o n a n o r 

p r e t r e a t m e n t o f t h e t a r g e t c e l l s w i t h t h e e n z y m e h y a l u r o n i d a s e . F u r t h e r m o r e , h a m s t e r C D 4 4 
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t r a n s f e c t e d i n t o C O S c e l l s r e a c t e d w i t h a n a n t i b o d y d i r e c t e d a g a i n s t t h e h a m s t e r f i b r o b l a s t 

h y a l u r o n a n r e c e p t o r ( A r u f f o etal., 1 9 9 0 ) . 

L e s l e y a n d c o w o r k e r s ( 1 9 9 2 ) s t u d i e d t h e a l t e r a t i o n o f a d h e s i o n o f a m u r i n e T c e l l 

h y b r i d o m a l i n e d e s i g n a t e d A K R 1 a f t e r t r a n s f e c t i o n o f t h e c e l l l i n e w i t h a m u r i n e C D 4 4 c D N A . 

T h e t r a n s f e c t a n t s a c q u i r e d t h e a b i l i t y t o b i n d i m m o b i l i z e d h y a l u r o n a n a n d f l u o r e s c e i n -

c o n j u g a t e d h y a l u r o n a n f r o m s o l u t i o n . T h i s b i n d i n g w a s i n h i b i t e d b y u n c o n j u g a t e d h y a l u r o n a n 

o r p r e t r e a t m e n t w i t h a m A b d i r e c t e d a g a i n s t C D 4 4 . 

T o s t u d y t h e a d h e s i o n o f C D 4 4 t o h y a l u r o n a n f u r t h e r , a c h i m e r i c p r o t e i n i n w h i c h t h e 

e x t r a c e l l u l a r d o m a i n o f h u m a n C D 4 4 w a s f u s e d w i t h t h e h i n g e d o m a i n s ( C H 2 a n d C H 3 ) o f 

h u m a n I g G i , w a s g e n e r a t e d ( A r u f f o etal, 1 9 9 0 ) . T h i s s o l u b l e C D 4 4 - i m m u n o g l o b u l i n f u s i o n 

p r o t e i n a d h e r e d t o l y m p h n o d e h i g h e n d o t h e l i a l c e l l s w h e n e x p r e s s e d i n C O S c e l l s a n d t h i s 

i n t e r a c t i o n w a s a b o l i s h e d i n t h e p r e s e n c e o f h y a l u r o n a n b u t n o t o t h e r g l y c o s a m i n o g l y c a n s . 

F u r t h e r m o r e , t h e b i n d i n g o f t h e C D 4 4 - i m m u n o g l o b u l i n f u s i o n p r o t e i n w a s i n h i b i t e d b y t h e 

p r e t r e a t m e n t o f t h e h i g h e n d o t h e l i a l c e l l s w i t h h y a l u r o n i d a s e b u t n o t e n z y m e s t h a t d o n o t d i g e s t 

h y a l u r o n a n . 

1 . 4 . 3 F e a t u r e s o f C D 4 4 I m p o r t a n t f o r H A b i n d i n g 

R e c e n t s t u d i e s o n c a r t i l a g e l i n k p r o t e i n h a v e s u g g e s t e d t h a t t h e i n t e r a c t i o n o f C D 4 4 w i t h 

h y a l u r o n a n i s l a r g e l y i o n i c i n n a t u r e , F u r t h e r m o r e t h i s b i n d i n g i s m e d i a t e d b y n e g a t i v e l y 

c h a r g e d c a r b o x y l g r o u p s o n h y a l u r o n a n a n d c l u s t e r s o f p o s i t i v e l y c h a r g e d b a s i c r e s i d u e s i n t h e 

p r o t e i n ( J a c k s o n et al, 1 9 9 1 ) . U s i n g d e l e t i o n a n a l y s i s , P e a c h a n d c o l l e a g u e s ( 1 9 9 3 ) h a v e 

l o c a l i z e d t h e h y a l u r o n a n - b i n d i n g d o m a i n o f C D 4 4 t o t h e f i r s t 1 8 6 a m i n o a c i d r e s i d u e s o f t h e 

m o l e c u l e . U n l i k e t h e r e m a i n d e r o f t h e e x t r a c e l l u l a r d o m a i n , t h i s r e g i o n i s h i g h l y c o n s e r v e d 

a m o n g d i f f e r e n t m a m m a l i a n s p e c i e s ( > 9 0 % i d e n t i t y b e t w e e n m o u s e a n d m a n ) ( W o l f f e et al, 

1 9 9 0 ; N o t t e n b u r g , et al, 1 9 8 9 ) . T h e f a c t t h a t t h i s a m i n o - t e r m i n a l r e g i o n i s i n v o l v e d i n t h e 

b i n d i n g o f h y a l u r o n a n h a s b e e n i n f e r r e d f r o m t h e s e q u e n c e i d e n t i t y t h i s d o m a i n s h a r e s w i t h 
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r e g i o n s c o n t a i n e d i n o t h e r h y a l u r o n a n b i n d i n g p r o t e i n s . I m p o r t a n t l y , t h e r e g i o n d e f i n e d b y 

P e a c h a n d c o w o r k e r s ( 1 9 9 3 ) c o n t a i n s t w o s h o r t s t r e t c h e s o f 1 3 a m i n o a c i d s t h a t i n c l u d e 3 a n d 

4 p o s i t i v e l y c h a r g e d a r g i n i n e o r l y s i n e r e s i d u e s , r e s p e c t i v e l y . A l t h o u g h o n l y t h e f i r s t o f t h e s e 

b a s i c a m i n o a c i d c l u s t e r s a p p e a r s t o b e p r e s e n t i n o t h e r h y a l u r o n a n - b i n d i n g p r o t e i n s 

( S t a m e n k o v i c etal., 1 9 8 9 ; G o l d s t e i n etal, 1 9 8 9 ; L e e etal., 1 9 9 3 ) , s i t e - d i r e c t e d m u t a g e n e s i s 

s t u d i e s s u g g e s t t h a t b o t h c o n t r i b u t e t o t h e h y a l u r o n a n - b i n d i n g a b i l i t y o f C D 4 4 , w i t h t h e 

a r g i n i n e r e s i d u e a t p o s i t i o n 4 1 b e i n g p a r t i c u l a r l y i m p o r t a n t ( P e a c h et al, 1 9 9 3 ) . I t h a s b e e n 

s u g g e s t e d t h a t o n l y r e s i d u e s 1 8 - 3 0 a n d 8 8 - 1 1 2 a r e l i k e l y t o b e e x p o s e d a t t h e s u r f a c e ( L e s l e y 

et al, 1 9 9 3 ) . F u r t h e r m o r e , a n a n t i b o d y g e n e r a t e d a g a i n s t t h e p e p t i d e c o n s i s t i n g o f r e s i d u e s 

1 8 - 3 0 w a s n o t a b l e t o i n t e r f e r e w i t h t h e b i n d i n g o f C D 4 4 t o h y a l u r o n a n , t h u s s u g g e s t i n g t h a t 

t h e s e r e s i d u e s a r e n o t c r i t i c a l f o r h y a l u r o n a n i n t e r a c t i o n ( L e s l e y et al, 1 9 9 3 ) . 

1 . 5 R e g u l a t i o n o f C D 4 4 - m e d i a t e d A d h e s i o n t o H y a l u r o n a n 

A l t h o u g h C D 4 4 i s n e c e s s a r y f o r h y a l u r o n a n b i n d i n g , t h e r e i s n o t a o n e - t o - o n e c o r r e l a t i o n 

b e t w e e n t h e e x p r e s s i o n o f C D 4 4 o n t h e c e l l s u r f a c e a n d t h e a b i l i t y o f c e l l s t o b i n d h y a l u r o n a n . 

1 . 5 . 1 E v i d e n c e f o r R e g u l a t i o n o f H y a l u r o n a n B i n d i n g 

T h e e v i d e n c e t h a t t h e i n t e r a c t i o n o f C D 4 4 w i t h h y a l u r o n a n w a s r e g u l a t e d f i r s t c a m e f r o m 

o b s e r v a t i o n s o f t h e b i n d i n g a b i l i t i e s o f m u r i n e h e m o p o i e t i c c e l l l i n e s e x p r e s s i n g C D 4 4 . M a n y 

c e l l l i n e s s u c h a s t h e C D 4 4 - p o s i t i v e T c e l l l i n e s . S A K R T L S 1 2 , E L 4 a n d t h e B c e l l l i n e s 7 0 Z / 3 

a n d R A W 2 5 3 w e r e n o t a b l e t o b i n d h y a l u r o n a n ( L e s l e y et al, 1 9 9 0 ) . L e s l e y a n d c o w o r k e r s 

( 1 9 9 0 ) f u r t h e r d e m o n s t r a t e d t h a t t h e i n a b i l i t y t o b i n d h y a l u r o n a n i n t h e s e c e l l l i n e s w a s n o t d u e 

t o a m a s k i n g o f t h e h y a l u r o n a n r e c e p t o r a c t i v i t y b y e n d o g e n o u s h y a l u r o n a n . T h i s c o n c l u s i o n 

w a s m a d e f o l l o w i n g t h e o b s e r v a t i o n t h a t t r e a t m e n t o f t h e n o n b i n d i n g c e l l l i n e s w i t h 

h y a l u r o n i d a s e o r c h o n d r o i t i n a s e A B C d o e s n o t r e c o v e r t h e h y a l u r o n a n b i n d i n g c a p a c i t y o f t h e 
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c e l l l i n e s ( L e s l e y et al, 1 9 9 0 ) . T h e s e d a t a s u g g e s t t h a t t h e a d h e s i v e f u n c t i o n o f C D 4 4 i s n o t 

r e g u l a t e d s i m p l y b y t h e e x p r e s s i o n o f t h e m o l e c u l e , a n d t h a t o t h e r r e g u l a t o r y m e c h a n i s m s m u s t 

e x i s t . 

S o m e T c e l l l i n e s c o u l d b e i n d u c e d t o b i n d h y a l u r o n a n f o l l o w i n g t r e a t m e n t w i t h 

p h o r b o l e s t e r ( L e s l e y et al, 1 9 9 0 ) . T h e c e l l l i n e s u s e d e x p r e s s C D 4 4 H a n d a f t e r s t i m u l a t i o n , 

d i d n o t d e m o n s t r a t e a h i s o f o r m s h i f t . F u r t h e r m o r e , t h e i n d u c t i o n r e q u i r e d s e v e r a l h o u r s a t 

3 7 ° C . T h e e x p r e s s i o n l e v e l o f C D 4 4 i n c r e a s e d u p o n s t i m u l a t i o n , l e a d i n g t o t h e i d e a t h a t 

u p r e g u l a t i o n o f C D 4 4 b y p h o r b o l e s t e r i s t h e m e c h a n i s m t h a t r e g u l a t e s t h e a d h e s i v e f u n c t i o n . 

T h i s n o t i o n i s d i s c o u n t e d b y t h e o b s e r v a t i o n s o f H y m a n a n d c o l l e a g u e s ( 1 9 9 1 ) b y s t u d y i n g 

t w o v a r i a n t s o f t h e S A K R T L S 1 2 c e l l l i n e . O n e s u c h v a r i a n t w a s s e l e c t e d b y f l u o r e s c e n c e -

a c t i v a t e d c e l l s o r t i n g f o r h i g h C D 4 4 e x p r e s s i o n w h e r e a s t h e o t h e r w a s s e l e c t e d f o r h y a l u r o n a n 

b i n d i n g . I n t e r e s t i n g l y , t h e v a r i a n t e x p r e s s i n g h i g h l e v e l s o f C D 4 4 w a s u n a b l e t o b i n d 

h y a l u r o n a n . F u r t h e r m o r e , t h e h y a l u r o n a n b i n d i n g v a r i a n t e x p r e s s e d l o w e r l e v e l s o f C D 4 4 t h a n 

t h e C D 4 4 m v a r i a n t ( H y m a n et al., 1 9 9 1 ) . T h u s t h e a d h e s i v e f u n c t i o n o f C D 4 4 c a n b e i n d u c e d 

b y p h o r b o l e s t e r s a n d t h e u p r e g u l a t i o n o f C D 4 4 d o e s n o t a p p e a r t o b e t h e m e c h a n i s m b y w h i c h 

t h e e n h a n c e m e n t o f b i n d i n g o c c u r s . 

T h e h y a l u r o n a n b i n d i n g c a p a c i t y o f C D 4 4 c a n a l s o b e i n d u c e d b y t r e a t m e n t w i t h c e r t a i n 

m A b s d i r e c t e d a g a i n s t C D 4 4 . L e s l e y a n d c o w o r k e r s ( 1 9 9 2 ) d e m o n s t r a t e d t h a t m A b I R A W B 

1 4 c a n " a c t i v a t e " t h e h y a l u r o n a n b i n d i n g o f s e v e r a l T c e l l l i n e s i n c l u d i n g S A K R T L S 1 2 a n d 

E L 4 . U n l i k e t h e i n d u c t i o n s e e n w i t h p h o r b o l e s t e r , t h e m A b t r e a t m e n t w a s r a p i d a n d o c c u r r e d 

a t 0 ° C ( L e s l e y a n d H y m a n , 1 9 9 2 ) . M o r e o v e r , F a b f r a g m e n t s o f t h e i n d u c i n g a n t i b o d i e s w e r e 

u n a b l e t o m i m i c t h e e f f e c t s o f w h o l e a n t i b o d i e s , s u g g e s t i n g t h a t c r o s s l i n k i n g o f t h e C D 4 4 

p r o t e i n o n t h e c e l l s u r f a c e i s r e q u i r e d . 
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1 . 5 . 2 O t h e r A d h e s i o n M o l e c u l e s t h a t R e q u i r e A c t i v a t i o n 

T h e f a i l u r e o f m a n y c e l l l i n e s e x p r e s s i n g h i g h l e v e l s o f C D 4 4 t o a d h e r e t o h y a l u r o n a n ( H y m a n 

et al, 1 9 9 1 ; L e s l e y et al., 1 9 9 0 ) s u g g e s t s t h a t C D 4 4 i s o n e o f m a n y c e l l a d h e s i o n m o l e c u l e s 

k n o w n t o r e q u i r e a c t i v a t i o n t o m o s t e f f i c i e n t l y b i n d i t s l i g a n d ( D u s t i n a n d S p r i n g e r , 1 9 9 1 ; 

H y n e s , 1 9 9 2 ; A l t i e r i et al, 1 9 8 8 ; G r a h a m a n d B r o w n , 1 9 9 1 ; N e u g e b a u e r a n d R e i c h a r d t , 1 9 9 1 ; 

S p e r t i n i et al, 1 9 9 1 ) . E x a m p l e s i n c l u d e L - s e l e c t i n ( S p e r t i n i et al, 1 9 9 1 ) a n d m a n y o f t h e 

i n t e g r i n s s u c h a s L F A - 1 , M a c - 1 / C R 3 , a n d t h e p l a t e l e t i n t e g r i n g p I I b - I I I a ( D u s t i n a n d S p r i n g e r , 

1 9 9 1 ; H y n e s , 1 9 9 1 ) . 

L - s e l e c t i n i s a n a d h e s i o n m o l e c u l e t h a t b e l o n g s t o a f a m i l y o f p r o t e i n s t h a t c o n t a i n a 

l e c t i n - l i k e d o m a i n . I t c a n r e c o g n i z e a n d b i n d t o c a r b o h y d r a t e , l i g a n d s . L - s e l e c t i n i s e x p r e s s e d 

o n t h e s u r f a c e o f n e u t r o p h i l s a n d l y m p h o c y t e s b u t i t s b i n d i n g f u n c t i o n c a n b e a c t i v a t e d b y 

s t i m u l i s u c h a s G - C S F , G M - C S F , a n d t u m o r n e c r o s i s f a c t o r ( T N F ) - o c ( S p e r t i n i et al, 1 9 9 1 ) . 

T h e c o r r e s p o n d i n g m o l e c u l e f o u n d o n l y m p h o c y t e s c a n a l s o b e s t i m u l a t e d b y c r o s s l i n k i n g t h e 

T c e l l r e c e p t o r o r C D 2 . T h i s e n h a n c e m e n t o f t h e f u n c t i o n o f L - s e l e c t i n o c c u r s i n a m a t t e r o f 

m i n u t e s a n d d o e s n o t i n v o l v e t h e u p r e g u l a t i o n o f e x p r e s s i o n o f t h e m o l e c u l e . 

L F A - 1 ( C D 1 l a / C D 1 8 ) i s e x p r e s s e d o n T l y m p h o c y t e s a n d i s c r i t i c a l l y i m p o r t a n t f o r t h e 

i n t e r a c t i o n b e t w e e n h e l p e r T c e l l s a n d a n t i g e n - p r e s e n t i n g c e l l s o r b e t w e e n c y t o t o x i c T c e l l s a n d 

t a r g e t c e l l s ( D u s t i n a n d S p r i n g e r , 1 9 8 9 ; v a n K o o y k et al, 1 9 8 9 ) . T h e c o u n t e r - r e c e p t o r s f o r 

t h i s d i m e r i c p r o t e i n w e r e d e t e r m i n e d t o b e i n t e r c e l l u l a r c e l l a d h e s i o n m o l e c u l e ( I C A M ) - l , 

I C A M - 2 , I C A M - 3 a n d I C A M - 4 ( M a r l i n a n d S p r i n g e r , 1 9 8 7 ; S t a u n t o n et al, 1 9 8 9 ; 

d e F o u g e r o l l e s a n d S p r i n g e r , 1 9 9 2 ) . O n e i m p o r t a n t m e a n s b y w h i c h t h e i n t e r a c t i o n b e t w e e n 

L F A - 1 a n d I C A M - 1 i s r e g u l a t e d i s b y i n d u c i n g t h e e x p r e s s i o n o f I C A M - 1 u p o n i n f l a m m a t i o n 

( D u s t i n a n d S p r i n g e r , 1 9 8 8 ; D u s t i n et al, 1 9 8 8 ) . I C A M r l i s i n d u c e d o n a w i d e v a r i e t y o f 

c e l l s b y i n f l a m m a t o r y r e g u l a t o r m o l e c u l e s s u c h a s i n t e r l e u k i n - 1 ( I L - 1 ) , T N F - o c , y - i n t e r f e r o n 

( I F N ) , a n d l i p o p o l y s a c c h a r i d e ( r e v i e w e d i n S p r i n g e r , 1 9 9 0 ) . T h e u p r e g u l a t i o n o f I C A M - 1 

e x p r e s s i o n i s t r a n s c r i p t i o n a l l y m e d i a t e d a n d i s f i r s t o b s e r v e d a f t e r 4 h o u r s ( D u s t i n et al, 
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1 9 8 8 ) . H o w e v e r , c y t o t o x i c T c e l l s c a n i n t e r a c t w i t h t h e a p p r o p r i a t e t a r g e t c e l l s , d e l i v e r a l e t h a l 

h i t , a n d r e l e a s e t h e e f f e c t e d t a r g e t i n a f a r s h o r t e r t i m e f r a m e o f 1 t o 5 m i n u t e s ( P o e n i e et al, 

1 9 8 7 ) . T h u s , o t h e r r e g u l a t o r y m e c h a n i s m s a p p e a r t o b e i n v o l v e d i n c y t o t o x i c T c e l l 

e n g a g e m e n t . T h e L F A - 1 - d e p e n d e n t a d h e s i v e f u n c t i o n o f T l y m p h o c y t e s c a n b e s t i m u l a t e d b y 

t h e c r o s s l i n k i n g o f t h e T c e l l r e c e p t o r . A c t i v a t i o n o f r e s t i n g T l y m p h o c y t e s w i t h e i t h e r m A b s 

a g a i n s t t h e T c e l l r e c e p t o r o r b y p h o r b o l e s t e r t r e a t m e n t t r a n s f o r m s c e l l u l a r L F A - 1 f r o m a l o w 

t o a h i g h a v i d i t y s t a t e , w i t h n o a l t e r a t i o n i n t h e s u r f a c e e x p r e s s i o n o r d i s t r i b u t i o n ( D r a n s f i e l d 

a n d H o g g , 1 9 8 9 ; v a n K o o y k et al, 1 9 8 9 ; D u s t i n a n d S p r i n g e r , 1 9 8 9 ; F i g d o r et al, 1 9 9 0 ) . 

F u r t h e r m o r e , a m A b d i r e c t e d a g a i n s t L F A - 1 d e s i g n a t e d N K 1 - L 1 6 c a n a l s o a c t i v a t e L F A - 1 

d e p e n d e n t b i n d i n g i n s o m e T c e l l s ( K e i z e r et al, 1 9 8 8 ) . I t h a s a l s o b e e n p r o p o s e d t h a t c e l l s 

r e g u l a t e t h e a d h e s i v e f u n c t i o n o f L F A - 1 b y w a y o f i n t e r a c t i o n s b e t w e e n t h e c y t o p l a s m i c 

d o m a i n o f L F A - 1 a n d c y t o s k e l e t a l e l e m e n t s ( H i b b s et al, 1991). 

A n o t h e r r e g u l a t e d i n t e g r i n i s t h e p l a t e l e t i n t e g r i n g p I I b - I I I a ( C D 4 1 / C D 6 1 ) . O n r e s t i n g 

c i r c u l a t i n g p l a t e l e t s , t h i s a d h e s i o n m o l e c u l e i s u n a b l e t o b i n d i t s s o l u b l e l i g a n d ; h o w e v e r , i t c a n 

a d h e r e t o i m m o b i l i z e d f i b r i n o g e n . P l a t e l e t i n t e g r i n g p I I b - I I I a c a n b i n d t o s o l u b l e f i b r i n o g e n 

f o l l o w i n g t r e a t m e n t o f t h e p l a t e l e t w i t h p h o r b o l e s t e r . M o r e o v e r , t h i s a c t i v a t i o n o f t h e m o l e c u l e 

a p p e a r s t o i n v o l v e i n t r a c e l l u l a r s i g n a l l i n g ( S h a t t i l a n d B r a s s , 1 9 8 7 ) . T h e a d h e s i v e f u n c t i o n o f 

t h i s m o l e c u l e c a n a l s o b e a c t i v a t e d b y t r e a t m e n t w i t h c e r t a i n m A b s d i r e c t e d a g a i n s t t h i s i n t e g r i n 

( O ' T o o l e et al, 1 9 9 0 ) o r b y b i n d i n g o f f i b r i n o g e n ( D u et al, 1 9 9 1 ) . T h e a c t i v a t i o n o f t h i s 

a d h e s i o n m o l e c u l e b y t h e m A b d o e s n o t a p p e a r t o i n v o l v e c r o s s l i n k i n g o f t h e p r o t e i n s o n t h e 

p l a t e l e t c e l l s u r f a c e a s O ' T o o l e a n d c o w o r k e r s ( 1 9 9 0 ) d e m o n s t r a t e d t h a t s o l u b i l i z e d i n t e g r i n 

c o u l d b e i n d u c e d t o b i n d s o l u b l e l i g a n d u p o n s t i m u l a t i o n w i t h F a b f r a g m e n t s . F u r t h e r m o r e , 

m A b s h a v e b e e n d e v e l o p e d t h a t r e c o g n i z e t h e a c t i v a t e d m o l e c u l e b u t n o t t h e m o l e c u l e o n 

r e s t i n g c e l l s ( S h a t t i l et al, 1 9 8 5 ) . T h e s e d a t a s u g g e s t t h a t t h e a d h e s i v e p r o p e r t y o f g p I I b - I I I a 

i s i n d u c e d b y m e c h a n i s m s t h a t c a u s e a c o n f o r m a t i o n a l c h a n g e i n t h e m o l e c u l e . A s w i t h 

L F A - 1 , t h e r e g u l a t i o n o f p l a t e l e t i n t e g r i n a p p e a r s t o a l s o i n v o l v e i n t r a c e l l u l a r i n t e r a c t i o n o f t h e 

c y t o p l a s m i c d o m a i n o f t h i s m o l e c u l e ( O ' T o o l e etal, 1 9 9 1 ) . 
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M a c - 1 ( C D 1 l b / C D 1 8 ) i s a p2 i n t e g r i n a l s o k n o w n a s c o m p l e m e n t r e c e p t o r 3 ( C R 3 ) . I t 

i s e x p r e s s e d o n m o n o c y t e s , m a c r o p h a g e s , g r a n u l o c y t e s , l a r g e g r a n u l a r l y m p h o c y t e s , a n d 

i m m a t u r e a n d C D 5 + B c e l l s ( d e l a H e r a et al., 1 9 8 8 ) T h i s a d h e s i o n p r o t e i n h a s b e e n 

d e m o n s t r a t e d t o b i n d t h e c o m p l e m e n t c o m p o n e n t , C 3 b i ( B e l l e r et al, 1 9 8 2 ) . W h e n e x p r e s s e d 

o n m o n o c y t e s a n d n e u t r o p h i l s , t h e a d h e s i v e f u n c t i o n o f M a c - 1 i s r a p i d l y i n d u c e d b y p h o r b o l 

e s t e r s ( W r i g h t a n d S i l v e r s t e i n , 1 9 8 2 ) . T h i s a c t i v a t i o n p r o c e s s i s t h o u g h t t o i n v o l v e t h e 

m i c r o c l u s t e r i n g o f t h e m o l e c u l e s o n t h e c e l l s u r f a c e ( D e t m e r s et al, 1 9 8 7 ) . S i m i l a r t o t h e 

p l a t e l e t i n t e g r i n , t h e a c t i v a t i o n o f M a c - 1 a p p e a r s t o i n v o l v e a c o n f o r m a t i o n a l s h i f t a s m A b s c a n 

b e g e n e r a t e d s p e c i f i c a l l y a g a i n s t t h e a c t i v a t e d f o r m ( A l t i e r i a n d E d g i n g t o n , 1 9 8 8 ) . 

1 . 6 P o t e n t i a l M e c h a n i s m s R e g u l a t i n g t h e A d h e s i v e F u n c t i o n o f C D 4 4 

T h e a d h e s i v e f u n c t i o n o f C D 4 4 d o e s n o t a p p e a r t o b e r e g u l a t e d s i m p l y b y e x p r e s s i o n o f t h e 

p r o t e i n . O t h e r p o t e n t i a l r e g u l a t o r y m e c h a n i s m s m a y e x i s t t o c o n t r o l t h e b i n d i n g o f C D 4 4 t o i t s 

l i g a n d , h y a l u r o n a n . T h e s e m e c h a n i s m s m a y i n c l u d e i n t e r a c t i o n s b e t w e e n t h e c y t o p l a s m i c 

d o m a i n a n d c y t o s k e l e t a l c o m p o n e n t s , c o n f o r m a t i o n a l c h a n g e s , d i f f e r e n t b i n d i n g a f f i n i t i e s f o r 

a l t e r n a t e C D 4 4 i s o f o r m s , m a s k i n g o r s h e d d i n g o f t h e C D 4 4 o n t h e c e l l s u r f a c e , o r i n t e r a c t i o n 

w i t h o t h e r r e g u l a t o r y m o l e c u l e s . T w o o r m o r e o f t h e s e r e g u l a t o r y p a t h w a y s m a y a l s o f u n c t i o n 

i n c o n c e r t w i t h e a c h o t h e r o r w i t h o t h e r u n k n o w n m e c h a n i s m s . 

1 . 6 . 1 I n v o l v e m e n t o f t h e C y t o p l a s m i c D o m a i n i n t h e R e g u l a t i o n o f C D 4 4 - L i g a n d I n t e r a c t i o n s 

T h e e v i d e n c e t h a t t h e c y t o p l a s m i c d o m a i n o f C D 4 4 m a y b e i n v o l v e d i n r e g u l a t i n g t h e a d h e s i o n 

o f C D 4 4 t o h y a l u r o n a n f i r s t c a m e f r o m d e l e t i o n a l m u t a g e n e s i s s t u d i e s ( L e s l e y et al, 1 9 9 2 ; 

T h o m a s et al, 1 9 9 2 ) . A m u t a n t C D 4 4 p r o t e i n w a s g e n e r a t e d l a c k i n g a l l o f t h e c y t o p l a s m i c 

d o m a i n e x c e p t f o r t h e f i r s t s i x a m i n o a c i d r e s i d u e s . W i l d - t y p e C D 4 4 e x p r e s s e d i n a C D 4 4 -

n e g a t i v e T l y m p h o m a l i n e d e s i g n a t e d A K R 1 , w a s a b l e t o b i n d h y a l u r o n a n . T h e t r u n c a t e d 
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m u t a n t e x p r e s s e d i n t h e s a m e c e l l l i n e , h o w e v e r , w a s u n a b l e t o b i n d s o l u b l e h y a l u r o n a n b u t d i d 

a d h e r e t o i m m o b i l i z e d h y a l u r o n a n ( L e s l e y et al., 1 9 9 2 ) . F u r t h e r s t u d i e s b y t h i s g r o u p 

d e m o n s t r a t e d t h a t t h e m u t a n t C D 4 4 c o u l d b e i n d u c e d t o b i n d h y a l u r o n a n b y t r e a t m e n t w i t h 

m A b I R A W B d i r e c t e d a g a i n s t C D 4 4 ( L e s l e y et al, 1 9 9 2 ) . T h e u s e o f F a b f r a g m e n t s o f t h i s 

m A b w e r e u n a b l e t o a l t e r t h e a d h e s i v e f u n c t i o n o f C D 4 4 . T h e s e d a t a s u g g e s t t h a t a g g r e g a t i o n 

o f C D 4 4 o n t h e c e l l s u r f a c e i s i m p o r t a n t f o r t h e b i n d i n g o f h y a l u r o n a n , a n d t h a t t h i s c l u s t e r i n g 

m a y i n v o l v e t h e c y t o p l a s m i c d o m a i n o f C D 4 4 . 

T h o m a s a n d c o w o r k e r s ( 1 9 9 2 ) p e r f o r m e d a s i m i l a r s t u d y i n w h i c h a c y t o p l a s m i c 

d e l e t i o n m u t a n t w a s t r a n s f e c t e d i n t o m e l a n o m a c e l l s . T h e s e t r a n s f e c t a n t s w e r e u n a b l e t o b i n d 

i m m o b i l i z e d h y a l u r o n a n w h e r e a s c e l l s t r a n s f e c t e d w i t h f u l l - l e n g t h C D 4 4 b o u n d a v i d l y . T h e 

t w o s t u d i e s s u g g e s t t h a t t h e c y t o p l a s m i c d o m a i n o f C D 4 4 m a y b e i m p o r t a n t f o r t h e r e g u l a t i o n 

o f C D 4 4 a d h e s i v e f u n c t i o n . P o t e n t i a l l y , t h e c y t o p l a s m i c d o m a i n m a y r e g u l a t e t h e c e l l s u r f a c e 

d i s t r i b u t i o n o f C D 4 4 o r m a y a l t e r t h e e x t r a c e l l u l a r c o n f o r m a t i o n i n t o a s t a t e t h a t c a n b i n d 

h y a l u r o n a n . 

T h e c y t o p l a s m i c d o m a i n o f C D 4 4 h a s b e e n d e m o n s t r a t e d t o b i n d c y t o s k e l e t a l e l e m e n t s . 

K a l o m i r i s a n d B o u r g u i g n o n ( 1 9 8 8 ) s t u d i e d t h i s i n t e r a c t i o n a n d s h o w e d t h a t p u r i f i e d C D 4 4 c a n 

b i n d t o p u r i f i e d e r y t h r o c y t e a n k y r i n . F u r t h e r m o r e , t h i s g r o u p d e m o n s t r a t e d t h a t t h e 

c y t o p l a s m i c d o m a i n o f C D 4 4 c a n b e p h o s p h o r y l a t e d in vitro b y p r o t e i n k i n a s e C i s o l a t e d f r o m 

b r a i n t i s s u e , a n d t h a t t h e a d d i t i o n o f p h o s p h a t e g r o u p s e n h a n c e d t h e a b i l i t y o f C D 4 4 t o b i n d 
r 

a n k y r i n ( K a l o m i r i s a n d B o u r g u i g n o n , 1 9 8 9 ) . T h e c o r r e l a t i o n b e t w e e n p h o s p h o r y l a t i o n a n d 

t h e a f f i n i t y o f C D 4 4 f o r c y t o s k e l e t a l e l e m e n t s i s , h o w e v e r , n o t a b s o l u t e a s C a m p a n d 

c o l l e a g u e s ( 1 9 9 1 ) o b s e r v e d t h a t c y t o s k e l e t a l l y - a s s o c i a t e d C D 4 4 f o u n d i n t h e d e t e r g e n t 

( N o n i d e t P - 4 0 ) i n s o l u b l e f r a c t i o n o f m u r i n e p e r i t o n e a l m a c r o p h a g e s w a s n o t p h o s p h o r y l a t e d , 

w h e r e a s n o n - c y t o s k e l e t a l l y - a s s o c i a t e d d e t e r g e n t - s o l u b l e C D 4 4 w a s p h o s p h o r y l a t e d . 

N e a m e a n d I s a c k e ( 1 9 9 2 ) s t u d i e d t h e r o l e o f t h e c y t o p l a s m i c d o m a i n a n d 

p h o s p h o r y l a t i o n i n t h e l o c a l i z a t i o n o f C D 4 4 t o t h e b a s o l a t e r a l m e m b r a n e o f p o l a r i z e d e p i t h e l i a l 

( M D C K ) c e l l s . T h e l o c a l i z a t i o n o f C D 4 4 i n t h e s e c e l l s a p p e a r e d t o b e r e g u l a t e d b y t h e 
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i n t r a c e l l u l a r d o m a i n , a s c y t o p l a s m i c d e l e t i o n m u t a n t s e x p r e s s e d i n t h e s e c e l l s d e m o n s t r a t e d a 

s c a t t e r e d a n d u n c l u s t e r e d d i s t r i b u t i o n . F u r t h e r m o r e , p o i n t m u t a t i o n s w e r e g e n e r a t e d i n w h i c h 

t w o s e r i n e s r e s i d u e s ( S e r - 3 0 3 a n d S e r - 3 0 5 ) i m p l i c a t e d a s t a r g e t s o f p h o s p h o r y l a t i o n w e r e 

r e p l a c e d b y e i t h e r a l a n i n e o r g l y c i n e . T h e C D 4 4 d i s t r i b u t i o n i n c e l l s t r a n s f e r r e d w i t h t h e 

m u t a n t c o n s t r u c t s a p p e a r e d n o r m a l , s u g g e s t i n g t h a t c y t o p l a s m i c p h o s p h o r y l a t i o n i s n o t 

i m p o r t a n t f o r l o c a l i z a t i o n . 

T h e i n t e r a c t i o n o f C D 4 4 w i t h c y t o s k e l e t a l e l e m e n t s i s a l s o a f f e c t e d b y t h e c e l l u l a r 

a c t i v a t i o n s t a t e . I n h u m a n p e r i p h e r a l b l o o d l e u k o c y t e s , G e p p e r t a n d L i p s k y ( 1 9 9 1 ) o b s e r v e d 

t h a t f o l l o w i n g t r e a t m e n t w i t h p h o r b o l m y r i s t a t e a c e t a t e ( P M A ) , t h e p e r c e n t a g e o f C D 4 4 

a s s o c i a t e d w i t h t h e c y t o s k e l e t o n d e c r e a s e d . 

T o d a t e , t h e i m p o r t a n c e o f c y t o s k e l e t a l i n t e r a c t i o n a n d p h o s p h o r y l a t i o n o n t h e 

i n t e r a c t i o n b e t w e e n C D 4 4 a n d h y a l u r o n a n r e m a i n s l a r g e l y u n d e f i n e d . I n t r a c e l l u l a r m o l e c u l e s 

h o w e v e r h a v e b e e n o b s e r v e d i n o t h e r s y s t e m s t o r e g u l a t e a d h e s i v e f u n c t i o n . P u l l m a n a n d 

B o d m e r ( 1 9 9 2 ) u s e d a m a m m a l i a n e x p r e s s i o n c l o n i n g s y s t e m w h i c h e n r i c h e d f o r c o l l a g e n t y p e 

I b i n d i n g t o i s o l a t e a r e g u l a t o r o f i n t e g r i n a d h e s i v e f u n c t i o n . T h e c D N A c l o n e i s o l a t e d w a s 

d e s i g n a t e d c e l l a d h e s i o n r e g u l a t o r . o r C A R . T h i s c l o n e e n c o d e d a p r o t e i n o f 1 4 2 a m i n o a c i d s 

w h i c h c o n t a i n e d a n N - t e r m i n a l m y r i s t o y l a t i o n m o t i f s u g g e s t i n g a c y t o p l a s m i c s u b - m e m b r a n e 

l o c a t i o n f o r t h e p r o t e i n . M o r e o v e r , t h i s m o l e c u l e h a d a c o n s e n s u s t y r o s i n e - k i n a s e 

p h o s p h o r y l a t i o n s i t e a t t h e C - t e r m i n u s . S i t e d i r e c t e d m u t a g e n e s i s r e m o v i n g t h i s t y r o s i n e 

r e s i d u e a b o l i s h e d t h e a b i l i t y t o e n h a n c e c e l l - m a t r i x b i n d i n g ( P u l l m a n a n d B o d m e r , 1 9 9 2 ) . 

1 . 6 . 2 I n v o l v e m e n t o f E x t r a c e l l u l a r M o d i f i c a t i o n i n t h e R e g u l a t i o n o f C D 4 4 - L i g a n d I n t e r a c t i o n s 

A w i d e v a r i e t y o f g l y c o s y l a t i o n p a t t e r n s o n t h e C D 4 4 m o l e c u l e h a v e b e e n o b s e r v e d i n d i f f e r e n t 

h u m a n c e l l l i n e s ( B r o w n et al, 1 9 9 1 ; J a l k a n e n et al., 1 9 8 8 ) . C h a n g e s i n g l y c o s y l a t i o n p a t t e r n 

a r e i n f l u e n c e d d i r e c t l y b y t h e g e n e r a t i o n o f a l t e r n a t i v e C D 4 4 s p e c i e s a s i s o f o r m s p e c i f i c 

a d d i t i o n a l p e p t i d e s e q u e n c e s o f t e n c o n t a i n p o t e n t i a l g l y c o s y l a t i o n s i g n a l s . 
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O t h e r a d h e s i o n m o l e c u l e s h a v e a l s o b e e n f o u n d t o b e r e g u l a t e d b y g l y c o s y l a t i o n o f t h e i r 

e x t r a c e l l u l a r d o m a i n s . D i a m o n d a n d c o l l e a g u e s ( 1 9 9 1 ) h a v e s u g g e s t e d t h a t t h e e x t e n t o f 

g l y c o s y l a t i o n o n I C A M - 1 m a y r e g u l a t e a d h e s i o n t o L F A - 1 o r M a c - 1 . M u t a t i o n s i n I C A M - 1 

t h a t d e s t r o y c o n s e n s u s s e q u e n c e s f o r N - l i n k e d g l y c o s y l a t i o n e n h a n c e d b i n d i n g t o p u r i f i e d 

M a c - 1 ( D i a m o n d et al., 1 9 9 1 ) . F u r t h e r m o r e , C a l v e t e a n d c o w o r k e r s ( 1 9 9 3 ) h a v e 

d e m o n s t r a t e d m o d i f i c a t i o n o f t h e g l y c o s y l a t i o n p a t t e r n o f b o a r s p e r m a d h e s i n s e r v e d t o 

m o d u l a t e i t s l i g a n d - b i n d i n g c a p a c i t y . T h i s g r o u p o b s e r v e d t h a t g l y c o s y l a t e d b o a r 

s p e r m a d h e s i n w a s u n a b l e t o b i n d s e m i n a l - p l a s m a p r o t e a s e i n h i b i t o r s a s w e l l a s z o n a p e l l u c i d a 

g l y c o p r o t e i n s d u e t o t h e p r e s e n c e o f a n o l i g o s a c h a r i d e c h a i n o n a c o n s e r v e d a s p a r a g i n e 

r e s i d u e . N o n - g l y c o s y l a t e d f o r m s o f s p e r m a d h e s i n b i n d a v i d l y t o t h e a p p r o p r i a t e l i g a n d s 

( D i a m o n d et al., 1 9 9 3 ) . T w o g r o u p s s h o w e d a n i m p o r t a n t r o l e f o r g l y c o s y l a t i o n i n t h e 

a d h e s i v e - f u n c t i o n o f h u m a n C D 2 ( R e c n y et ah, 1 9 9 2 ; P a r i s h etal., 1 9 9 3 ) . T h e T - l y m p h o c y t e 

g l y c o p r o t e i n r e c e p t o r , C D 2 , m e d i a t e s c e l l - c e l l a d h e s i o n b y r e c o g n i z i n g a n d b i n d i n g t o t h e c e l l 

s u r f a c e m o l e c u l e , C D 5 8 ( L F A - 3 ) . R e c n y a n d c o l l e a g u e s ( 1 9 9 1 ) d e m o n s t r a t e d t h a t h i g h 

m a n n o s e o l i g o s a c c h a r i d e s a t t a c h e d t o A s n - 6 5 o n t h e C D 2 m o l e c u l e w e r e r e q u i r e d f o r 

C D 2 - C D 5 8 i n t e r a c t i o n . T o d a t e , n o e v i d e n c e h a s b e e n r e p o r t e d l i n k i n g g l y c o s y l a t i o n o f C D 4 4 

w i t h a l t e r e d a d h e s i v e - f u n c t i o n . H o w e v e r , t h e f a c t t h a t o t h e r a d h e s i o n m o l e c u l e s c a n b e 

r e g u l a t e d i n t h i s m a n n e r s u g g e s t s t h a t t h i s f o r m o f p o s t t r a n s l a t i o n a l m o d i f i c a t i o n m a y a l s o 

r e g u l a t e C D 4 4 . 

1 . 6 . 3 I n v o l v e m e n t o f C D 4 4 I s o f o r m s i n t h e R e g u l a t i o n o f C D 4 4 - L i g a n d I n t e r a c t i o n s 

T h e r o l e o f h i g h e r m o l e c u l a r m a s s C D 4 4 i s o f o r m s i n h y a l u r o n a n b i n d i n g i s 

c o n t r o v e r s i a l w i t h n u m e r o u s c o n f l i c t i n g r e p o r t s t o d a t e . C D 4 4 E , t h e m a j o r i s o f o r m e x p r e s s e d 

b y t h e c o l o n c a r c i n o m a c e l l l i n e H T 2 9 ( S t a m e n k o y i c e t a l . , 1 9 9 1 ) w a s f o u n d t o b e u n a b l e t o 

r e c o g n i z e a n d b i n d h y a l u r o n a n . T h i s g r o u p f u r t h e r s u g g e s t e d t h a t i s o f o r m s p e c i f i c s e q u e n c e s 

w e r e r e s p o n s i b l e f o r t h e v a r i a b l e a d h e s i v e f u n c t i o n s o f C D 4 4 ( S t a m e n k o v i c et al., 1 9 9 1 ) . 
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C o n v e r s e l y , t h e s t u d i e s o f H e a n d c o l l e a g u e s ( 1 9 9 2 ) s u g g e s t t h a t t h e m u r i n e h o m o l o g u e o f 

C D 4 4 E , a l t h o u g h i t c o n t a i n s a 1 3 2 a m i n o a c i d i n s e r t i o n , i s a b l e t o m e d i a t e a t t a c h m e n t t o 

h y a l u r o n a n u p o n t r a n s f e c t i o n i n t o a C D 4 4 - n e g a t i v e T l y m p h o m a c e l l l i n e . C D 4 4 R 1 , a n 

i s o f o r m d i f f e r i n g f r o m C D 4 4 E b y j u s t 3 a m i n o a c i d s u b s t i t u t i o n s , w a s i s o l a t e d f r o m t h e h u m a n 

m y e l o m o n o c y t i c l e u k e m i a c e l l l i n e K G l a ( D o u g h e r t y et al., 1 9 9 1 ) . T h i s i s o f o r m c a n , 

h o w e v e r , b i n d a v i d l y a n d s p e c i f i c a l l y t o h y a l u r o n a n , w h e t h e r e x p r e s s e d o n t h e s u r f a c e o f 

t r a n s f e c t e d C O S 7 c e l l s o r a s a s o l u b l e c h i m e r i c p r o t e i n f u s e d i n - f r a m e t o t h e e n z y m e a l k a l i n e 

p h o s p h a t a s e ( D o u g h e r t y et al., 1 9 9 4 ) . T h e s e d a t a s u g g e s t a n i m p o r t a n t r o l e f o r o n e o r m o r e o f 

t h e s e a m i n o a c i d s i n h y a l u r o n a n b i n d i n g . O n e o f t h e a m i n o a c i d s u b s t i t u t i o n s i n C D 4 4 E 

( t y r o s i n e a t p o s i t i o n 1 0 9 ) i s p r e s e n t w i t h i n t h e r e g i o n o f C D 4 4 i m p l i c a t e d i n h y a l u r o n a n 

b i n d i n g ( P e a c h et al., 1 9 9 3 ) . I t i s i m p o r t a n t t o n o t e t h a t t h e s e r i n e r e s i d u e f o u n d a t t h i s 

p o s i t i o n i n C D 4 4 R 1 i s a l s o f o u n d a t t h i s p o s i t i o n i n a l l o t h e r h u m a n a n d a n i m a l C D 4 4 c D N A s 

r e p o r t e d t o d a t e . T h e t y r o s i n e a t t h i s p o s i t i o n m a y e x p l a i n t h e i n a b i l i t y o f C D 4 4 E t o b i n d 

h y a l u r o n a n . H o w e v e r , t h e o t h e r a m i n o a c i d s u b s t i t u t i o n m a y b e i n v o l v e d a s w e l l , p e r h a p s t o 

a l t e r t h e c o n f o r m a t i o n o f C D 4 4 . 

1 . 6 . 4 I n v o l v e m e n t o f C D 4 4 M a s k i n g o r S h e d d i n g i n t h e R e g u l a t i o n o f C D 4 4 - L i g a n d 

I n t e r a c t i o n s 

T h e r e d u c t i o n o f C D 4 4 o n t h e c e l l s u r f a c e b y s h e d d i n g o f t h e e x t r a c e l l u l a r d o m a i n i s a 

p o t e n t i a l l y r a p i d m e c h a n i s m b y w h i c h t h e f u n c t i o n o f t h e m o l e c u l e m a y b e r e g u l a t e d . 

T r e a t m e n t o f h u m a n n e u t r o p h i l s w i t h T N F - a , P M A , c a l c i u m i o r i o p h o r e , a n d f o r m y l - M e t - L e u -

P h e ( f M L P ) f o r 3 0 m i n u t e s d o w n r e g u l a t e d t h e e x p r e s s i o n o f C D 4 4 , p r e s u m a b l y b y p r o t e o l y t i c 

c l e a v a g e a s t h i s r e d u c t i o n w a s b l o c k e d b y p r o t e a s e i n h i b i t o r s ( C a m p a n e r o et al., 1 9 9 1 ) . 

S h e d d i n g o f C D 4 4 a l s o a p p e a r s t o b e i n v o l v e d i n t h e d o w n r e g u l a t i o n o f C D 4 4 o n g r a n u l o c y t e s 

f o l l o w i n g s t i m u l a t i o n w i t h P M A o r i o n o m y c i n f o r 1 2 h o u r s ( B a z i l a n d H o r e j s i , 1 9 9 2 ) . 

S h e d d i n g s e e m s t o b e t h e m e c h a n i s m b y w h i c h C D 4 4 i s d o w n r e g u l a t e d a s a l o w e r m o l e c u l a r 
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m a s s ( c o m p a r e d , t o c e l l s u r f a c e C D 4 4 ) 1 2 5 j _ i a D e i e c i m o l e c u l e r e a c t i v e w i t h m A b s d i r e c t e d , 

a g a i n s t C D 4 4 c o u l d b e i s o l a t e d f r o m s u p e r n a t a n t s o f l ^ T - s u r f a c e l a b e l e d c e l l s . S h e d d i n g o f 

c e l l s u r f a c e m o l e c u l e s a s a m e c h a n i s m o f r e g u l a t i n g e x p r e s s i o n i s n o t r e s t r i c t e d t o C D 4 4 . 

O t h e r h e m o p o i e t i c m o l e c u l e s d o w n r e g u l a t e d f o l l o w i n g s t i m u l a t i o n a r e C D 2 3 , C D 6 , L - s e l e c t i n , 

T N F - o c r e c e p t o r , C D 1 4 , I C A M - 1 , a n d C D 3 2 ( r e v i e w e d i n L e s l e y et al, 1 9 9 3 ) . 

1 . 6 . 5 I n v o l v e m e n t o f C e l l - S p e c i f i c M o l e c u l e s i n t h e R e g u l a t i o n o f C D 4 4 - L i g a n d I n t e r a c t i o n s 

T h e r e i s i n c r e a s i n g e v i d e n c e t h a t t h e f u n c t i o n a l a c t i v i t y o f a d h e s i o n p r o t e i n s c a n b e r e g u l a t e d b y 

i n t e r a c t i o n s i n t h e p l a n e o f t h e m e m b r a n e w i t h o t h e r c e l l s u r f a c e m o l e c u l e s . D o u g h e r t y a n d 

c o w o r k e r s ( m a n u s c r i p t i n p r e p a r a t i o n ) d e m o n s t r a t e d t h a t t h e p r o t e i n s d e f i n e d b y m A b s 

b e l o n g i n g t o C D 4 3 a n d C D 4 4 c o - l o c a l i z e w i t h I C A M - 1 ( C D 5 4 ) t o u r o p o d s a n d s i t e s o f c e l l - c e l l 

c o n t a c t o n K G l a , a h u m a n m y e l o m o n o c y t i c c e l l l i n e t h a t s p o n t a n e o u s l y f o r m s l a r g e h o m o t y p i c 

a g g r e g a t e s in vitro. I n a d d i t i o n , m A b s d i r e c t e d a g a i n s t I C A M - 1 ( C D 5 4 ) , a n d a n e p i t o p e p r e s e n t 

o n a s u b p o p u l a t i o n o f C D 4 4 m o l e c u l e s , i n h i b i t e d t h e h o m o t y p i c a g g r e g a t i o n o f K G l a c e l l s , 

s u g g e s t i n g a f u n c t i o n a l a s s o c i a t i o n b e t w e e n C D 4 4 a n d I C A M - 1 ( C D 5 4 ) i n t h i s a d h e s i v e 

i n t e r a c t i o n . 

1 . 7 C e l l u l a r F u n c t i o n s D e p e n d e n t o n C D 4 4 

S e v e r a l i n d e p e n d e n t l i n e s o f i n v e s t i g a t i o n h a v e i m p l i c a t e d t h e a d h e s i o n p r o t e i n C D 4 4 i n 

n u m e r o u s f u n c t i o n a l r o l e s i n a v a r i e t y o f c e l l t y p e s . T h e a d h e s i o n - d e p e n d e n t c e l l u l a r f u n c t i o n s 

t h a t i n v o l v e C D 4 4 i n c l u d e T c e l l a c t i v a t i o n , c e l l a d h e s i o n , l y m p h o c y t e r e c i r c u l a t i o n , c e l l 

m i g r a t i o n , h e m o p o e i s i s , a n d t u m o u r m e t a s t a s i s . T h e r o l e o f C D 4 4 i n a s e l e c t i o n o f t h e s e 

p r o c e s s e s w i l l b e d i s c u s s e d . 
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1 . 7 . 1 T h e R o l e o f C D 4 4 i n L y m p h o c y t e H o m i n g 

L y m p h o c y t e s c i r c u l a t e t h r o u g h o u t t h e b o d y i n t h e c o n s t a n t p r o c e s s o f i m m u n e s u r v e i l l a n c e . 

T h e s e i m m u n e c e l l s m i g r a t e t h o u g h t h e b l o o d s t r e a m , m o v e i n t o l y m p h o i d o r g a n s a n d o t h e r 

t i s s u e s , a n d t h e n e n t e r t h e l y m p h a t i c s t o r e t u r n t o t h e c i r c u l a t o r y s y s t e m ( Y e d n o c k a n d R o s e n , 

1 9 8 9 ; S h i m i z u et al., 1 9 9 2 ) . T h i s p r o c e s s o f l y m p h o c y t e h o m i n g a n d r e c i r c u l a t i o n a l l o w s t h e 

f u l l r e p e r t o i r e o f a n t i g e n i c s p e c i f i c i t i e s t o b e c o n t i n u o u s l y r e p r e s e n t e d t h r o u g h o u t t h e b o d y . 

T h e t i s s u e s o f t h e i m m u n e s y s t e m c a n b e f u n c t i o n a l l y s u b d i v i d e d i n t o p r i m a r y , 

s e c o n d a r y , a n d t e r t i a r y l y m p h o i d o r g a n s ( r e v i e w e d i n P i c k e r a n d B u t c h e r , 1 9 9 2 ) . P r o d u c t i o n 

o f f u n c t i o n a l l y m p h o c y t e s o c c u r s i n t h e p r i m a r y t i s s u e s i n c l u d i n g t h e b o n e m a r r o w a n d 

t h y m u s . T h e a n t i g e n - m e d i a t e d p r o l i f e r a t i o n a n d d i f f e r e n t i a t i o n o f a n t i g e n - s p e c i f i c l y m p h o c y t e s 

o c c u r s i n t h e s e c o n d a r y t i s s u e s t o w h i c h t h e l y m p h n o d e , P e y e r . ' s p a t c h , a n d s p l e e n b e l o n g . 

T h e t e r t i a r y l y m p h o i d t i s s u e s c o n s i s t o f a l l o t h e r t i s s u e s o f t h e b o d y a n d r e p r e s e n t s i t e s f o r 

a n t i g e n r e s t i m u l a t i o n o f m e m o r y l y m p h o c y t e s a n d e f f e c t o r p r e c u r s o r c e l l s . 

L y m p h o c y t e s e x i t t h e b l o o d s t r e a m a n d m i g r a t e i n t o s e c o n d a r y l y m p h o i d t i s s u e s v i a 

a d h e s i o n t o a s p e c i a l i z e d e n d o t h e l i u m d e s i g n a t e d h i g h e n d o t h e l i a l v e n u l e s ( H E V ; r e v i e w e d i n 

W o o d r u f f et al.; 1 9 8 7 ) . L y m p h o c y t e s h a v e t h e a b i l i t y t o d i s t i n g u i s h b e t w e e n H E V o f t h e 

l y m p h n o d e a n d P e y e r ' s p a t c h ( H i l l et al., 1 9 7 7 ) . T h e a b i l i t y o f c i r c u l a t i n g l y m p h o c y t e s t o 

s p e c i f i c a l l y r e c o g n i z e a n d b i n d t o H E V c a n b e m e a s u r e d u s i n g a n in vitro a s s a y d e v e l o p e d b y 

S t a m p e r a n d W o o d r u f f ( 1 9 7 6 ) . T h i s a s s a y ( s y s t e m u s e d f r o z e n s e c t i o n s o f l y m p h o i d t i s s u e s t o 

w h i c h l y m p h o c y t e p o p u l a t i o n s w e r e a d d e d . T h e L - s e l e c t i n m A b w a s d e f i n e d u s i n g t h i s a s s a y 

s y s t e m ( G a l l a t i n et al, 1 9 8 3 ) . T h i s m A b , w h i c h w a s l a t e r d e t e r m i n e d t o r e c o g n i z e m u r i n e 

L - s e l e c t i n ( L a s k y et al., 1 9 8 9 ) , w a s a b l e t o b l o c k m u r i n e l y m p h o c y t e a n d l y m p h o i d c e l l l i n e 

a d h e s i o n t o H E V . A c e l l s u r f a c e m a r k e r o n h u m a n l y m p h o c y t e s d e s i g n a t e d H e r m e s a n t i g e n 

w a s c r o s s r e a c t i v e w i t h t h e L - s e l e c t i n m A b a n d t h u s n a m e d " l y m p h o c y t e h o m i n g r e c e p t o r " . 

S u b s e q u e n t l y , m A b s g e n e r a t e d a g a i n s t t h e H e r m e s a n t i g e n w e r e f o u n d t o r e c o g n i z e h u m a n 

C D 4 4 ( G a l l a t i n et al, 1 9 8 9 ; P i c k e r et al, 1 9 8 9 ; S t . J o h n et al, 1 9 9 0 ) . T h e H e r m e s s e r i e s o f 
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a n t i b o d i e s ( H e r m e s - 1 , - 2 , a n d - 3 ) w e r e d e v e l o p e d b y J a l k a n e n a n d c o l l e a g u e s ( 1 9 8 6 ) . O f t h e 

t h r e e a n t i b o d i e s t h a t r e c o g n i z e C D 4 4 , o n l y o n e ( H e r m e s - 3 ) c a n b l o c k h u m a n l y m p h o c y t e 

a d h e s i o n t o H E V f r o z e n s e c t i o n s ( J a l k a n e n et al, 1 9 8 7 ) . T h i s a n t i b o d y w a s n o t , h o w e v e r , 

e f f e c t i v e i n b l o c k i n g t h e h y a l u r o n a n - d e p e n d e n t a d h e s i o n o f a B c e l l l i n e t r a n s f e c t e d w i t h h u m a n 

C D 4 4 t o c u l t u r e d r a t e n d o t h e l i u m ( S t a m e n k o v i c et al, 1 9 9 1 ) . F u r t h e r m o r e , t h e a d h e s i o n o f 

m u r i n e l y m p h o c y t e s t o H E V i s n o t s u s c e p t i b l e t o h y a l u r o n i d a s e t r e a t m e n t o r t o m A b s k n o w n t o 

i n h i b i t h y a l u r o n a n b i n d i n g b y C D 4 4 ( C u l t y et al, 1 9 9 0 ) . T h e s e d a t a s u p p o r t C D 4 4 ' s 

i n v o l v e m e n t i n l y m p h o c y t e h o m i n g b u t C D 4 4 - h y a l u r o n a n i n t e r a c t i o n m a y n o t p a r t i c i p a t e i n 

l y m p h o c y t e a d h e s i o n t o H E V . 

1 . 7 . 2 T h e R o l e o f C D 4 4 i n L y m p h o p o i e s i s 

M i y a k e a n d c o l l e a g u e s ( 1 9 9 0 ) d e m o n s t r a t e d t h a t m A b s d i r e c t e d a g a i n s t C D 4 4 w e r e a b l e t o 

c o m p l e t e l y b l o c k B c e l l l y m p h o h e m o p o e i s i s i n l o n g - t e r m b o n e m a r r o w c u l t u r e s . T h e s e 

a n t i b o d i e s w e r e o r i g i n a l l y i s o l a t e d f o r t h e i r a b i l i t y t o i n h i b i t a B c e l l l i n e t o a d h e r e t o a c l o n e d 

s t r o m a l c e l l l i n e . F u r t h e r a n a l y s i s d e m o n s t r a t e d t h a t C D 4 4 o n t h e B c e l l l i n e r e c o g n i z e d 

h y a l u r o n a n o n t h e s u r f a c e o f t h e s t r o m a l c e l l s ( M i y a k e et al, 1 9 9 0 ) . A l t h o u g h t h e m e c h a n i s m 

b y w h i c h C D 4 4 a f f e c t s h e m o p o i e s i s i s n o t w e l l d e f i n e d , t h i s g r o u p h a s d e m o n s t r a t e d a n 

i m p o r t a n t r o l e f o r t h i s a d h e s i o n p r o t e i n i n t h i s p a r t i c u l a r f u n c t i o n . 

1 . 7 . 3 T h e R o l e o f C D 4 4 i n T C e l l A c t i v a t i o n 

S e v e r a l g r o u p s h a v e d e m o n s t r a t e d t h a t t h e a d d i t i o n o f a n t i - C D 4 4 a n t i b o d i e s a u g m e n t s b o t h 

C D 2 - a n d C D 3 - m e d i a t e d T c e l l a c t i v a t i o n ( D e n n i n g et al, 1 9 9 0 ; H u e t et al, 1 9 8 9 ; S h i m i z u 

et al, 1 9 8 9 ; R o t h m a n et al, 1 9 9 1 ; S e t h et al, 1 9 9 1 ; T a n et al, 1 9 9 3 ; P i e r r e s et al, 1 9 9 2 ) . 

S e t h a n d c o w o r k e r s ( 1 9 9 1 ) h a v e d e m o n s t r a t e d t h a t t h e C D 4 4 - s p e c i f i c a n t i b o d y 9 F 3 c o u l d 

t r i g g e r t h e l y t i c a c t i v i t y o f c y t o t o x i c T l y m p h o c y t e s . T h e a n t i b o d y H 9 0 d e v e l o p e d b y H u e t a n d 
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c o w o r k e r ( 1 9 8 9 ) w a s a b l e t o i n h i b i t t h e a d h e s i o n o f l y m p h o c y t e s t o H E V . F u r t h e r m o r e , H 9 0 

c o u l d e n h a n c e [ ^ H ] T d R i n c o r p o r a t i o n o f p e r i p h e r a l b l o o d l y m p h o c y t e s w h e n a p r i m a r y 

s t i m u l u s o f C D 2 m A b o r C D 3 m A b l i n k e d t o p l a s t i c c u l t u r e p l a t e s w a s u s e d . H 9 0 h o w e v e r 

h a d n o e f f e c t o n [ ^ H ] T d R i n c o r p o r a t i o n w h e n p e r i p h e r a l b l o o d l y m p h o c y t e s w e r e s t i m u l a t e d 

w i t h l e c t i n s , a l l o g e n e i c c e l l s , o r C D 3 m A b i n t h e s o l u b l e p h a s e . D e n n i n g a n d c o l l e a g u e s 

( 1 9 8 9 ) h a v e d e m o n s t r a t e d t h a t t h e a d d i t i o n o f a n t i b o d i e s a g a i n s t C D 4 4 t o p u r i f i e d T c e l l s 

r e s u l t e d i n a 2 5 - f o l d i n c r e a s e o f a n t i - C D 2 - m e d i a t e d T c e l l I L - 2 s e c r e t i o n . T h e i n t e r a c t i o n o f 

a n t i b o d i e s w i t h C D 4 4 w a s b e l i e v e d t o m i m i c t h e p o s s i b l e e f f e c t s o f l i g a n d b i n d i n g t o C D 4 4 o n 

s t i m u l a t i o n t h r o u g h o t h e r r e c e p t o r - l i g a n d i n t e r a c t i o n s s u c h a s T c e l l r e c e p t o r b i n d i n g t o a n t i g e n 

o r t r i g g e r i n g v i a C D 2 o r C D 3 s u r f a c e m o l e c u l e s . T h e p r i m a r y s t i m u l u s i n t h e d e s c r i b e d s t u d i e s 

h o w e v e r i s o f t e n s u b o p t i m a l . A c o n t r a s t i n g s t u d y d e m o n s t r a t e d t h a t t h e a n t i - C D 4 4 m A b 2 1 2 . 3 

c o u l d c o m p l e t e l y i n h i b i t T c e l l p r o l i f e r a t i o n s t i m u l a t e d b y t h e C D 3 - s p e c i f i c a n t i b o d y O K T 3 

( R o t h m a n et al., 1 9 9 1 ) . T h e s t u d y f u r t h e r s h o w e d t h a t t h i s i n h i b i t i o n o f C D 3 - m e d i a t e d T c e l l 

a c t i v a t i o n w a s n o t c a u s e d b y a r e d u c t i o n o f c e l l v i a b i l i t y . I t i s h o w e v e r a s s o c i a t e d w i t h a n 

i n h i b i t i o n o f I L - 2 p r o d u c t i o n a n d r e c e p t o r e x p r e s s i o n , a n d a r e d u c t i o n o f O K T 3 - m e d i a t e d 

i n c r e a s e i n i n t r a c e l l u l a r C a ^ , + l e v e l s . T h i s a n t i b o d y w a s n o t a b l e t o i n h i b i t T c e l l a c t i v a t i o n 

r e s u l t i n g f r o m s t i m u l a t i o n b y t h e T c e l l m i t o g e n s p h y t o h e m a g g l u t i n i n o r p o k e w e e d m i t o g e n . A 

m o r e r e c e n t s t u d y d e m o n s t r a t e d t h a t i n t r a c e l l u l a r c A M P i s r a p i d l y i n c r e a s e d f o l l o w i n g t r e a t m e n t 

w i t h t h i s a n t i - C D 4 4 a n t i b o d y ( R o t h m a n et al., 1 9 9 3 ) . T h i s e l e v a t i o n o f c A M P i s n o t d e p e n d e n t 

o n a c t i v a t i o n s t a t e a n d i s n o t o b s e r v e d w i t h n o n - i n h i b i t o r y m A b s a g a i n s t C D 4 4 . P a u l - E u g e n e 

a n d c o l l e a g u e s ( 1 9 9 2 ) a l s o d e m o n s t r a t e d a n u p r e g u l a t i o n o f c A M P i n 2 0 t o 3 0 m i n u t e s u s i n g 

a n t i - C D 2 3 m A b t o s t i m u l a t e C D 2 3 o n C D 2 3 + v e m o n o c y t e s . R o t h m a n et al ( 1 9 9 3 ) s u g g e s t e d 

t h a t C D 4 4 m a y b e d i r e c t l y c o u p l e d t o a d e n y l a t e c y c l a s e a s t h e e l e v a t i o n o f c A M P r e q u i r e d o n l y 

1 t o 2 m i n i n T c e l l s . L o k e s h w a r a n d B o u r g u i g n o n ( 1 9 9 2 ) c h a r a c t e r i z e d C D 4 4 a s a 

G T P - b i n d i n g p r o t e i n w i t h G T P a s e a c t i v i t y i n in vitro a s s a y s . I n t e r e s t i n g l y , t h e b i n d i n g o f 

G T P s i g n i f i c a n t l y e n h a n c e d t h e i n t e r a c t i o n o f p u r i f i e d C D 4 4 w i t h a n k y r i n ( L o k e s h w a r a n d 

B o u r g u i g n o n , 1 9 9 2 ) . 
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T h e p r o l i f e r a t i o n o f p e r i p h e r a l b l o o d T c e l l s i n d u c e d b y C D 2 a n t i b o d i e s a p p e a r s t o b e 

d e p e n d e n t u p o n m o n o c y t e s ( D e n n i n g et al, 1 9 8 9 ) . F u r t h e r m o r e , D e n n i n g a n d c o l l e a g u e s 

( 1 9 9 0 ) s u g g e s t e d t h a t i n c r e a s i n g t h e a d h e s i o n o f e i t h e r L F A - 1 t o I C A M - 1 o r C D 2 t o L F A - 3 

l e a d i n g t o a s t r o n g e r i n t e r a c t i o n b e t w e e n T c e l l a n d m o n o c y t e m a y b e t h e m e c h a n i s m b y w h i c h 

C D 4 4 m a y e n h a n c e T c e l l a c t i v a t i o n . T h i s s t u d y d e m o n s t r a t e d t h a t t h e C D 4 4 a n t i b o d i e s A 3 D 8 

a n d A 1 G 3 e n h a n c e C D 2 - m e d i a t e d T c e l l t r i g g e r i n g b y b i n d i n g t o m o n o c y t e s a n d a u g m e n t i n g 

m o n o c y t e - T c e l l a d h e r e n c e , b y i n d u c i n g m o n o c y t e I L - 1 r e l e a s e , a n d b y b i n d i n g t o T c e l l s a n d 

s t i m u l a t i n g T c e l l r e l e a s e o f I L - 2 ( D e n n i n g etal, 1 9 9 0 ) . T h e t r e a t m e n t o f h u m a n T c e l l s w i t h 

a n t i b o d i e s a g a i n s t C D 4 4 h a v e b e e n d e m o n s t r a t e d t o i n d u c e L F A - 1 - d e p e n d e n t h o m o t y p i c 

a g g r e g a t i o n ( P a l s et al, 1 9 8 9 K o o p m a n et al, 1 9 9 0 ) t h a t i s s e n s i t i v e t o b o t h l - O - a l k y l - 2 - O -

m e t h y l g l y c e r o l - 3 p h o s p h o c h o l i n e ( A M G ) a n d l - ( 5 - i s o q u i n o l i n y l s u l f o n y l - 2 m e t h y l p i p e r a z i d e ) 

t r e a t m e n t , b o t h o f w h i c h p r e v e n t p r o t e i n k i n a s e C a c t i v a t i o n . F u r t h e r m o r e , c y t o c h a l a s i n B a l s o 

i n h i b i t s t h i s a c t i v a t i o n . T h e s e d a t a s u g g e s t t h a t p r o t e i n k i n a s e C a c t i v a t i o n a n d c y t o s k e l e t a l 

i n t e r a c t i o n a r e c r i t i c a l f o r t h e a c t i v a t i o n o f t h e L F A - 1 p a t h w a y v i a C D 4 4 ( K o o p m a n et al, 

1 9 9 0 ) . 

1 . 7 . 4 T h e R o l e o f C D 4 4 i n T u m o u r M e t a s t a s i s 

T h e m o s t l i f e t h r e a t e n i n g a s p e c t s o f t h e o n c o g e n i c p r o c e s s a r e t u m o u r i n v a s i o n a n d m e t a s t a s i s . 

M e t a s t a s i s i s a c o m p l e x p r o c e s s t h a t c o n s i s t s o f a c a s c a d e o f s e q u e n t i a l i n t e r - d e p e n d e n t s t a g e s 

i n v o l v i n g m u l t i p l e h o s t - t u m o u r i n t e r a c t i o n s ( F i d l e r a n d H a r t , 1 9 8 2 ; S c h i r r m a c h e r , 1 9 8 5 ; F i d l e r 

1 9 9 0 ) . M e t a s t a t i c c e l l s m u s t f i r s t b e a b l e t o e x i t f r o m t h e p r i m a r y t u m o u r s i t e , i n v a d e t h e l o c a l 

h o s t t i s s u e a n d e n t e r t h e b l o o d s t r e a m o r l y m p h a t i c s . O n c e i n t h e c i r c u l a t i o n , t h e v a r i a n t c e l l o r 

g r o u p o f c e l l s m u s t b e a b l e t o s u r v i v e w i t h i n t h i s h a r s h e n v i r o n m e n t a n d a r r e s t i n a d i s t a n t 

v a s c u l a r b e d . U p o n a d h e s i o n t o a s e c o n d a r y s i t e , t h e c e l l s m u s t t h e n e x i t t h e v a s c u l a t u r e a n d 

c o l o n i z e i n a n e c t o p i c o r g a n s i t e . 
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S t u d i e s h a v e d e m o n s t r a t e d a n i m p o r t a n t r o l e f o r h y a l u r o n a n i n t u m o u r c e l l m i g r a t i o n . 

K n u d s o n ( 1 9 9 0 ) h a s d e m o n s t r a t e d t h a t c a r c i n o m a s a r e c o m m o n l y a s s o c i a t e d w i t h l o c a l 

a c c u m u l a t i o n o f h y a l u r o n a n . T u m o u r c e l l s m a y d i r e c t l y r e l e a s e h y a l u r o n a n o r m a y i n d u c e 

n e a r b y f i b r o b l a s t s t o s e c r e t e h y a l u r o n a n . T h e f r e e h y a l u r o n a n m a y b e i n c o r p o r a t e d i n t o t h e 

e x t r a c e l l u l a r m a t r i x ( Y o n e d a et al, 1 9 8 8 ; K n u d s o n a n d K n u d s o n , 1 9 9 1 ) a n d m a y f u n c t i o n t o 

s e p a r a t e t i s s u e s , p a r t i a l l y d e g r a d e t h e c o l l a g e n o u s f i b r i l l a r f r a m e w o r k , o r a f f e c t a d h e s i v e f o r c e s 

b e t w e e n t h e c e l l s a n d t h e i r s u b s t r a t e ( D o c h e r t y et al, 1 9 8 9 ) . 

C o n t i n u e d t u m o u r c e l l g r o w t h r e q u i r e s t h a t t u m o u r c e l l s s e c r e t e a n g i o g e n i c f a c t o r s t h a t 

p r o m o t e t h e v a s c u l a r i z a t i o n o f t h e t u m o u r m a s s . T h e d e g r a d a t i o n o f t h e e x t r a c e l l u l a r m a t r i x 

a n d i n p a r t i c u l a r h y a l u r o n a n i s t h o u g h t t o b e i m p o r t a n t f o r a n g i o g e n e s i s ( B l o o d a n d Z e t t e r , 

1 9 9 0 ) . W e s t a n d c o l l e a g u e s ( 1 9 8 5 ) h a v e s u g g e s t e d t h a t t h e d e g r a d a t i o n p r o d u c t s o f 

h y a l u r o n a n p r o m o t e a n g i o g e n e s i s . T h e s t u d y b y t h i s g r o u p d e m o n s t r a t e d t h a t 4 t o 2 5 

d i s a c c h a r i d e d e g r a d a t i o n p r o d u c t s o f h y a l u r o n a n c a n i n d u c e t h e f o r m a t i o n o f b l o o d v e s s e l s o n 

t h e c h i c k c h o r i o - a l l a n t o i c m e m b r a n e . 

^ T h e e v i d e n c e s u p p o r t i n g t h e r o l e f o r C D 4 4 i n t u m o u r i n v a s i o n a n d m e t a s t a s i s i s 

m o u n t i n g . B i r c h a n d c o w o r k e r s ( 1 9 9 1 ) d e m o n s t r a t e d t h a t c l o n e s o f t h e h u m a n m e l a n o m a c e l l 

l i n e L T 5 . 1 e x p r e s s i n g h i g h l e v e l s o f C D 4 4 g a v e 1 0 t o 2 0 t i m e s t h e n u m b e r o f l u n g c o l o n e s i n 

n u / n u m i c e t h a n c l o n e s e x p r e s s i n g l o w l e v e l s o f C D 4 4 . C D 4 4 h a s b e e n d e m o n s t r a t e d t o 

f u n c t i o n i n t h e i n t e r n a l i z a t i o n a n d d e g r a d a t i o n o f h y a l u r o n a n ( C u l t y et al, 1 9 9 2 ) . A n a n a l y s i s 

o f 1 0 7 c a s e s o f n o n - H o d g k i n ' s l y m p h o m a o f v a r i o u s h i s t o l o g i c a n d i m m u n o p h e n o t y p i c 

s u b c l a s s e s r e v e a l e d a c o r r e l a t i o n b e t w e e n C D 4 4 e x p r e s s i o n a n d t h e d e g r e e o f d i s s e m i n a t i o n 

( P a l s et al, 1 9 8 9 ) . F u r t h e r m o r e , t h e e x p r e s s i o n o f C D 4 4 o n n o n - H o d g k i n ' s l y m p h o m a i s 

r e l a t e d t o t h e c l i n i c a l s t a g e , t u m o u r s p r e a d , a n d p o o r r e s p o n s e t o t r e a t m e n t ( H o r s t et al, 1 9 9 0 ; 

J a l k a n e n et al, 1 9 9 1 ) . 

T h e c o r r e l a t i o n b e t w e e n t h e e x p r e s s i o n o f C D 4 4 a n d t u m o u r g r o w t h a p p e a r s t o b e 

i m p o r t a n t . M a n y s t u d i e s h a v e d e m o n s t r a t e d t h e e x p r e s s i o n o f C D 4 4 i n h u m a n t u m o u r c e l l s 

( P i c k e r et al, 1 9 8 9 ; S t a m e n k o v i c et al, 1 9 8 9 ; D o u g h e r t y et al] 1 9 9 1 ; J a c k s o n et al, 1 9 9 2 ; 
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K o o p m a n et al., 1 9 9 3 ) . C o n v e r s e l y , S h t i v e l m a n a n d B i s h o p ( 1 9 9 1 ) h a v e d e m o n s t r a t e d t h a t 

t h e e x p r e s s i o n o f C D 4 4 i s d o w n r e g u l a t e d i n t h e n e u r o b l a s t o m a c e l l , N B M . 

I s o f o r m s o f C D 4 4 a l s o a p p e a r t o p l a y a r o l e i n m e t a s t a s i s . G u n t h e r t a n d c o l l e a g u e s 

( 1 9 9 1 ) d e m o n s t r a t e d t h a t a v a r i a n t form o f C D 4 4 d e s i g n a t e d p M e t a - 1 i s e x p r e s s e d i n t h e 

m e t a s t a s i z i n g r a t p a n c r e a t i c c a r c i n o m a c e l l l i n e B S p 7 3 a n d i n t h e m a m m a r y a d e n o c a r c i n o m a 

1 3 7 6 2 N F . T h i s i s o f o r m i s n o t h o w e v e r e x p r e s s e d i n t h e n o n m e t a s t a s i z i n g B S p 7 3 A S c e l l s , i n 

o t h e r n o n m e t a s t a t i c d e r i v a t i v e s o f t h e s a m e p a r e n t a l t u m o u r o r i n m o s t n o r m a l r a t t i s s u e s 

( G u n t h e r t et al., 1 9 9 1 ) . T h e o v e r e x p r e s s i o n o f t h i s i s o f o r m i n t h e n o n m e t a s t a s i z i n g B S p 7 3 A S 

c e l l s c o n f e r s f u l l m e t a s t a t i c a b i l i t y . K o o p m a n a n d c o l l e a g u e s ( 1 9 9 3 ) r e p o r t e d t h a t t h i s 

a l t e r n a t i v e l y s p l i c e d i s o f o r m o f C D 4 4 c o n t a i n e d s e q u e n c e s e n c o d e d b y v a r i a n t e x o n : 6 ( v 6 ) . 

F u r t h e r m o r e t h e y d e m o n s t r a t e d t h a t m a n y a g g r e s s i v e n o n - H o d g k i n ' s l y m p h o m a s e x p r e s s a 

v 6 - c o h t a i n i n g C D 4 4 i s o f o r m . T h i s p a r t i c u l a r i s o f o r m i s e x p r e s s e d a t l o w l e v e l s o n n o r m a l 

r e s t i n g l y m p h o c y t e s , w h e r e a s i t i s t r a n s i e n t l y e x p r e s s e d o n a c t i v a t e d l y m p h o c y t e s ( K o o p m a n et. 

al., 1 9 9 3 ; A r c h et ah, 1 9 9 2 ) . I t i s i n t e r e s t i n g t o n o t e t h a t a n t i b o d i e s s p e c i f i c f o r t h e p e p t i d e 

e n c o d e d b y t h e v 6 - c o n t a i n i n g v a r i a n t C D 4 4 s e q u e n c e s c a n i n h i b i t in vivo a c t i v a t i o n o f b o t h B 

a n d T c e l l s ( A r c h etal., 1 9 9 2 ) . S e i t e r a n d c o l l e a g u e s ( 1 9 9 3 ) d e m o n s t r a t e d t h a t a n a n t i b o d y . . . 

( 1 . 1 A S M L ) s p e c i f i c f o r p e p t i d e s e q u e n c e s d e t e r m i n e d b y v 6 . c a n i n h i b i t t h e g r o w t h o f l y m p h 

n o d e a n d l u n g m e t a s t a s e s . T h i s r e t a r d a t i o n o f m e t a s t a t i c b e h a v i o r d o e s n o t r e s u l t f r o m a -

l . l A S M L - d e p e n d e n t d o w n r e g u l a t i o n o f t h i s i s o f o r m o r a n a c t i v a t i o n o f a n i m m u n e r e s p o n s e 

( S e i t e r et al., 1 9 9 3 ) . T h e y s u g g e s t t h a t t h i s m A b i n t e r f e r e s w i t h t h e i n t e r a c t i o n b e t w e e n t h e 

t u m o u r c e l l s a n d o t h e r c e l l s i a n d / o r t h e e x t r a c e l l u l a r m a t r i x ( S e i t e r et al., 1 9 9 3 ) . 

S y a n d c o l l e a g u e s ( 1 9 9 1 . ) d e m o n s t r a t e d t h a t t w o i s o f o r m s o f C D 4 4 h a v e d i s t i n c t e f f e c t s 

o n t u m o u r g r o w t h . i n vivo. T h e t w o C D 4 4 f o r m s s t u d i e d w e r e C D 4 4 H a n d a h i g h e r m o l e c u l a r 

m a s s s p e c i e s C D 4 4 E t h a t d o e s n o t m e d i a t e a d h e s i o n t o h y a l u r o n a n ( S t a m e n k o v i c et al., 1 9 8 9 , 

1 9 9 1 ) . T h e c D N A s e n c o d i n g t h e s e i s o f o r m s w e r e s t a b l y e x p r e s s e d i n t h e h u m a n B u r k i t t 

l y m p h o m a N a m a l w a a n d i n j e c t e d i n t o , n u / n u m i c e . O n l y t h e t r a n s f e c t a n t s e x p r e s s i n g t h e 

C D 4 4 H f o r m g r e a t l y e n h a n c e d b o t h l o c a l t u m o u r f o r m a t i o n a n d m e t a s t a t i c c a p a c i t y ( S y et al., 
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1 9 9 1 ) . T h e in vivo t u m o u r f o r m a t i o n r e s u l t i n g f r o m C D 4 4 H t r a n s f e c t a n t s c a n b e s u p p r e s s e d 

b y t r e a t m e n t o f t h e m i c e w i t h a s o l u b l e h u m a n C D 4 4 H - i m m u n o g l o b u l i n f u s i o n p r o t e i n ( S y 

et al, 1 9 9 2 ) . T h e m e c h a n i s m b y w h i c h t h i s i n h i b i t i o n o c c u r e d w a s n o t k n o w n , h o w e v e r , t h i s 

g r o u p s u g g e s t e d t h a t b i n d i n g o f h y a l u r o n a n m a y b e i n v o l v e d ( S y et al, 1 9 9 2 ) . 

A s a l l C D 4 4 i s o f o r m s e x c e p t C D 4 4 E a p p e a r t o b i n d h y a l u r o n a n , t h i s a d h e s i v e e v e n t 

m a y n o t p l a y a c r i t i c a l r o l e i n t u m o u r m e t a s t a s i s . T h e a b i l i t y o f C D 4 4 a n d t h e h i g h e r m o l e c u l a r 

m a s s i s o f o r m s t o b i n d o t h e r l i g a n d s m a y b e i m p o r t a n t i n t h i s r e g a r d . T o t h i s e n d , c e l l m i x i n g 

s t u d i e s h a v e s u g g e s t e d t h a t h o m o t y p i c a g g r e g a t i o n i s m e d i a t e d b y t h e a d h e s i v e i n t e r a c t i o n s 

b e t w e e n a d e t e r m i n a n t e n c o d e d b y t h e i n s e r t e d r e g i o n p r e s e n t i n C D 4 4 R 1 , a n d a c o m m o n 

r e g i o n s h a r e d b y b o t h G D 4 4 R 1 a n d C D 4 4 H ( D r o l l et al, s u b m i t t e d ) . C e l l s t r a n s f e c t e d w i t h 

C D 4 4 R 1 w e r e a b l e t o h o m o t y p i c a l l y a g g r e g a t e w h e r e a s c e l l s e x p r e s s i n g C D 4 4 H w e r e n o t . 

F u r t h e r m o r e , c e l l s t r a n s f e c t e d w i t h C D 4 4 H w e r e a b l e t o a g g r e g a t e w i t h c e l l s t r a n s f e c t e d w i t h 

C D 4 4 R 1 . M o r e o v e r , m A b b l o c k i n g s t u d i e s s u g g e s t e d t h a t t h e d e t e r m i n a n t r e c o g n i z e d b y 

C D 4 4 R 1 w a s l o c a t e d i n a r e g i o n o f t h e C D 4 4 m o l e c u l e d i s t i n c t f r o m t h a t i n v o l v e d i n 

h y a l u r o n a n b i n d i n g . T h e e v i d e n c e d i s c u s s e d i n t h i s s e c t i o n s u p p o r t s t h e n o t i o n t h a t C D 4 4 a n d 

i t s i s o f o r m s a r e i n v o l v e d i n t u m o u r f o r m a t i o n a n d m e t a s t a s i s . H o w e v e r , t h e m e c h a n i s m b y 

w h i c h C D 4 4 a f f e c t s t h i s f u n c t i o n i s n o t w e l l d e f i n e d . 
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T h e m a j o r o b j e c t i v e o f t h i s t h e s i s w a s t o i d e n t i f y a n d c h a r a c t e r i z e m o l e c u l e s t h a t m a y 

p o t e n t i a l l y p l a y a n i m p o r t a n t r o l e i n r e g u l a t i n g t h e h y a l u r o n a n - b i n d i n g f u n c t i o n o f CD44. 

U s i n g a n e x p r e s s i o n c l o n i n g s t r a t e g y , s e v e r a l p u t a t i v e r e g u l a t o r y m o l e c u l e s w e r e i s o l a t e d . T h e 

s t r u c t u r e a n d d i s t r i b u t i o n o f o n e o f t h e s e m o l e c u l e s w a s d e t e r m i n e d w h i c h m a d e p o s s i b l e 

f u r t h e r s t u d i e s t o b e g i n t o d e f i n e t h e m e c h a n i s m u s e d b y t h i s m o l e c u l e t o r e g u l a t e t h e f u n c t i o n 

o f CD44. T h e p u r p o s e o f t h e s e s t u d i e s w a s t o p r o v i d e a b e t t e r u n d e r s t a n d i n g o f t h e 

m e c h a n i s m s t h a t r e g u l a t e t h e f u n c t i o n o f CD44. 
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M A T E R I A L S A N D M E T H O D S 

2.1 C e l l C u l t u r e a n d M o n o c l o n a l A n t i b o d i e s 

2 . 1 . 1 E s t a b l i s h e d C e l l L i n e s 

T h e P o l y o m a - t r a n s f o r m e d m u r i n e f i b r o b l a s t o i d c e l l l i n e M O P 8 ( M u l l e r et al., 1 9 8 4 ) w a s 

o b t a i n e d f r o m t h e A m e r i c a n T y p e C u l t u r e C o l l e c t i o n ( A T C C ; R o c k v i l l e , M a r y l a n d , U S A ) . I t 

w a s g r o w n i n D u l b e c c o ' s m i n i m u m e s s e n t i a l m e d i u m ( D M E M ; S t e m C e l l T e c h n o l o g i e s I n c . , 

V a n c o u v e r , C a n a d a ) s u p p l e m e n t e d w i t h 1 0 % f e t a l c l o n e I ( F C I ; H y c l o n e L a b o r a t o r i e s , L o g a n , 

U T , U S A ) . T h e I L - 3 - d e p e n d e n t m u r i n e m a s t c e l l l i n e B 6 S U t A ( G r e e n b e r g e r et al., 1 9 8 3 ) w a s 

c u l t u r e d i n R P M I - 1 6 4 0 m e d i u m ( S t e m C e l l T e c h n o l o g i e s I n c . ) c o n t a i n i n g 2 0 % f e t a l c a l f s e r u m 

( F C S ; H y c l o n e L a b o r a t o r i e s ) , 5 x 1 0 " ^ M 2 - m e r c a p t o e t h a n o l , a n d 1 0 % p o k e w e e d 

m i t o g e n - s t i m u l a t e d s p l e e n c e l l - c o n d i t i o n e d m e d i u m . 

2 . 1 . 2 M o n o c l o n a l A n t i b o d i e s 

H y b r i d o m a s p r o d u c i n g t h e m A b s T I B 2 4 1 a n d T I B 2 4 2 w e r e o b t a i n e d f r o m t h e A T C C . B o t h 

o f t h e s e m A b s a r e d i r e c t e d a g a i n s t t h e h y a l u r o n a n b i n d i n g d o m a i n o f m u r i n e C D 4 4 ( M i y a k e 

etal, 1 9 9 0 ) . 
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2.2 DNA Isolation and Analysis * 

2 . 2 . 2 I s o l a t i o n o f P l a s m i d D N A 

P l a s m i d D N A w a s i s o l a t e d u s i n g a m o d i f i e d a l k a l i n e l y s i s p r o c e d u r e . B a c t e r i a l c u l t u r e s w e r e 

g r o w n o v e r n i g h t i n a 1 4 m l p o l y p r o p y l e n e s n a p - c a p t u b e ( F a l c o n , L i n c o l n P a r k , N e w J e r s e y , 

U S A ) c o n t a i n i n g 5 m l o f L B b r o t h s u p p l e m e n t e d w i t h t h e a p p r o p r i a t e a n t i b i o t i c i n a s h a k i n g 

i n c u b a t o r a t 3 7 ° C . T h e c u l t u r e s w e r e c e n t r i f u g e d f o r 5 m i n a t 5 0 0 0 r p m u s i n g a J A - 2 1 r o t o r . 

T h e b a c t e r i a l p e l l e t w a s s u s p e n d e d i n 2 0 0 | i l o f G T E b u f f e r ( 5 0 m M g l u c o s e ( B D H I n c . , 

T o r o n t o , O n t a r i o ) , 2 5 m M ( h y d r o x y m e t h y l ) a m i n o m e t h a n e ( T r i s ; G i b c o B R L , G a i t h e r s b u r g , 

M D , U S A ) p H 8 . 0 , l O m M e t h y l e n e d i a m i n e t e t r a a c e t i c a c i d ( E D T A ; S i g m a C h e m i c a l C o . , S t . 

L o u i s , M O , U S A ) . F o l l o w i n g a n i n c u b a t i o n p e r i o d o f 5 m i n . a t r o o m t e m p e r a t u r e , a 2 0 0 u l 

m i x t u r e o f f r e s h l y p r e p a r e d 1 % s o d i u m d o d e c y l s u l p h a t e ( S D S ; B D H I n c . ) a n d 0 . 2 M N a O H 

( B D H I n c . ) w a s a d d e d . A f t e r l e a v i n g t h e m i x t u r e o n i c e f o r 5 m i n . , 3 0 0 u . 1 o f 7 . 5 M 

p o t a s s i u m a c e t a t e ( B D H I n c . ) w a s a d d e d . A f t e r i n c u b a t i n g o n i c e f o r 1 0 m i n . , t h e m i x t u r e s 

w e r e c e n t r i f u g e d f o r 3 m i n . a t 1 0 0 0 0 r p m u s i n g t h e J A - 2 1 r o t o r . T h e c l e a r s u p e r n a t a n t w a s 

r e m o v e d t o a 1 . 5 m l E p p e n d o r f t u b e c o n t a i n i n g 0 . 6 v o l u m e s o f i s o p r o p a n o l ( u s u a l l y 5 0 0 . u . 1 ; 

B D H I n c . ) . P l a s m i d D N A w a s i s o l a t e d b y p r e c i p i t a t i n g o n i c e f o r l O m i n . a n d m i c r o f u g i n g a t 

1 5 0 0 0 r p m f o r 1 0 m i n . T h e D N A p e l l e t w a s w a s h e d w i t h 7 0 % e t h a n o l a n d r e s u s p e n d e d i n 

1 0 0 u l T E b u f f e r ( 1 0 m M T r i s p H 7 . 5 / 1 m M E D T A ) c o n t a i n i n g 1 0 0 i x g / m l R N a s e A ( S i g m a ) 

a n d 5 0 0 u n i t s / m l R N a s e T I ( B o e h r i n g e r M a n n h e i m , G e r m a n y ) . T h e t y p i c a l y i e l d o f w a s 

a p p r o x i m a t e l y 1 u g o f p l a s m i d D N A . 

H i g h e r q u a l i t y a n d q u a n t i t y o f D N A w a s i s o l a t e d b y a l a r g e s c a l e D N A p r e p a r a t i o n 

p r o t o c o l a s f o l l o w s . 5 0 0 m l o f b a c t e r i a l c u l t u r e w a s g r o w n o v e r n i g h t a t 3 7 ° C . T h e c u l t u r e 

w a s t r a n s f e r r e d i n t o t w o 2 5 0 m l c e n t r i f u g e b o t t l e s a n d c e n t r i f u g e d a t 5 0 0 0 r p m f o r 5 m i n . 

u s i n g t h e J A - 1 4 r o t o r . T h e p e l l e t s w a s r e s u s p e n d e d i n 4 0 m l l O m M E D T A a n d p o o l e d i n t o 

o n e 2 5 0 m l c e n t r i f u g e b o t t l e . 8 0 m l o f f r e s h l y p r e p a r e d l % S D S / 0 . 2 M N a O H w a s a d d e d 
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f o l l o w e d b y t h e a d d i t i o n o f 4 0 m l 5 M p o t a s s i u m a c e t a t e ( 2 . 5 M K O A c / 2 . 5 M H O A c ) . T h e 

m i x t u r e w a s s h a k e n s e m i v i g o r o u s l y a n d c e n t r i f u g e d a t 5 0 0 0 r p m f o r 5 m i n . T h e s u p e r n a t a n t 

w a s f i l t e r e d t h r o u g h a c h e e s e c l o t h i n t o a c l e a n 2 5 0 m l c e n t r i f u g e b o t t l e . T h e b o t t l e w a s t h e n 

f i l l e d w i t h i s o p r o p a n o l a n d t h e n u c l e i c a c i d s a l l o w e d t o p r e c i p i t a t e f o r 1 0 m i n . a t r o o m 

t e m p e r a t u r e . T h e D N A p e l l e t w a s i s o l a t e d b y c e n t r i f u g a t i o n i n t h e J A - 1 4 r o t o r a t 1 0 k r p m f o r 

1 0 m i n . T h e p e l l e t w a s c a r e f u l l y r i n s e d w i t h 7 0 % E t O H a n d a l l o w e d t o a i r d r y . T h e D N A w a s 

r e s u s p e n d e d i n a n a p p r o p r i a t e v o l u m e o f a u t o c l a v e d w a t e r ( 1 0 0 - 5 0 0 f i l d e p e n d i n g o n y i e l d ) . 

T h e t y p i c a l y i e l d f r o m t h i s p r o t o c o l i s 5 0 0 ( i g . 

2 . 2 . 3 R e s t r i c t i o n E n z y m e D i g e s t i o n 

T h e r e s t r i c t i o n e n z y m e s u s e d , i n t h i s s t u d y w e r e p u r c h a s e d f r o m B e t h e s d a R e s e a r c h 

L a b o r a t o r i e s ( G i b c o B R L , B u r l i n g t o n , O n t a r i o ) . T h e r e c o m m e n d e d c o n d i t i o n s , i n c l u d i n g 

R e a c t b u f f e r s , f o r e a c h r e s t r i c t i o n e n z y m e w e r e u s e d . T y p i c a l l y , 1 f i l o f a 1 0 0 | i l m i n i - p r e p 

w a s d i g e s t e d w i t h 0 . 5 | l l e n z y m e ( 5 u n i t s ) i n a t o t a l r e a c t i o n v o l u m e o f 1 0 u l f o r 1 h r a t 3 7 ° C 

f o r r e s t r i c t i o n a n a l y s i s . F o r t h e i s o l a t i o n o f D N A f r a g m e n t s a n d p r o b e s , a p p r o x i m a t e l y 1 0 ( i g 

D N A w a s d i g e s t e d w i t h 3 | i l ( 3 0 u n i t s ) e n z y m e f o r a s i n g l e e n z y m e d i g e s t i o n o r 2 ( l l o f e a c h 

e n z y m e ( 2 0 u n i t s ) f o r a d o u b l e e n z y m e d i g e s t i o n . I n e i t h e r s i t u a t i o n , t h e i n c u b a t i o n p e r i o d w a s 

1 h r . a t 3 7 ° C . 

2 . 2 . 4 G e l E l e c t r o p h o r e s i s a n d D N A F r a g m e n t I s o l a t i o n 

A f t e r t h e a d d i t i o n o f 1 / 1 0 v o l u m e o f l o a d i n g d y e ( 0 . 2 5 % b r o m o p h e n o l b l u e ( B i o - R a d 

L a b o r a t o r i e s , R i c h m o n d , C A , U S A ) , 0 . 2 5 % x y l e n e c y a n o l ( B D H I n c . ) a n d 5 0 % g l y c e r o l 

( B D H I n c . ) , t h e d i g e s t e d D N A w a s l o a d e d i n t o t h e w e l l s o f a 1 % ( w / v ) a g a r o s e g e l p r e p a r e d i n 

1 x T A E b u f f e r ( 4 0 m M T r i s , 2 0 m M s o d i u m a c e t a t e ( B D H I n c . ) , a n d 1 m M E D T A , p H 7 . 2 ) . 

T y p i c a l l y , e l e c t r o p h o r e t i c r u n s w o u l d l a s t f o r 1 - 2 h r . a t a c o n s t a n t v o l t a g e s e t t i n g r a n g i n g 
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f r o m 8 0 - 1 2 0 V . D N A f r a g m e n t s w e r e i s o l a t e d f r o m t h e a g a r o s e g e l s b y G e n e c l e a n 

( B I O / C A N S c i e n t i f i c , M i s s i s s a u g a , O n t a r i o ) . 

2 . 2 . 5 c D N A c l o n e s 

p C D M 8 . C D 4 4 H ( c l o n e 2 . 7 ) a n d p C D M 8 . C D 4 4 R l ( c l o n e 2 . 3 ) e n c o d e r e s p e c t i v e l y t h e 9 0 k D 

C D 4 4 H a n d 1 3 0 k D a C D 4 4 R 1 i s o f o r m s o f C D 4 4 ( D o u g h e r t y et al, 1 9 9 1 ) . p C D M 8 . c j u n w a s 

g e n e r a t e d b y i s o l a t i n g a f u l l l e n g t h N o t l / H i n d l l l h u m a n c - j u n f r a g m e n t f r o m p U C 1 8 . c j u n a n d 

s u b s e q u e n t l y l i g a t i n g t h i s i n t o p C D M 8 . T h e p U C 1 8 . c j u n a n d C D 4 4 c l o n e s w e r e g e n e r o u s 

g i f t s f r o m D r . B i l l M c B r i d e , U C L A a n d D r . G r a e m e D o u g h e r t y , T e r r y F o x L a b o r a t o r y , 

r e s p e c t i v e l y . 

2 . 3 R N A I s o l a t i o n a n d A n a l y s i s 

2 . 3 . 1 R N A I s o l a t i o n 

R N A w a s i s o l a t e d f r o m v a r i o u s p r i m a r y t i s s u e s a n d c u l t u r e d c e l l l i n e s b y g u a n o s i n e 

i s o t h y o c y a n a t e ( G I T ) s o l u b l i z a t i o n m e t h o d ( G r e e n b e r g e r et al, 1 9 8 3 ) . T o i s o l a t e R N A f r o m 

m u r i n e t i s s u e s , m i c e w e r e s a c r i f i c e d a n d v a r i o u s o r g a n s r e m o v e d . E a c h o r g a n w a s f i n e l y 

m i n c e d u s i n g a r a z o r b l a d e a n d f o r c e d t h r o u g h a w i r e m e s h i n t o a 5 0 m l t u b e w i t h 

a p p r o x i m a t e l y 2 0 m l H a n k s ' b a l a n c e d s a l t s o l u t i o n ( H B S S ; S t e m C e l l T e c h n o l o g i e s I n c . ) . 

T h i s t i s s u e s a m p l e w a s w a s h e d t w i c e w i t h H B S S a n d r e s u s p e n d e d i n 7 . 5 m l o f G I T b u f f e r 

c o n t a i n i n g 4 M G I T ( G i b c o B R L ) , 2 5 m M s o d i u m a c e t a t e p H 6 , a n d 0 . 8 4 % ( v / v ) 

p - m e r c a p t o e t h a n o l ( S i g m a ) . T h e G I T s o l u b l i z e d s a m p l e s w e r e s t o r e d i n a 1 5 m l 

p o l y p r o p y l e n e t u b e a t - 7 0 ° C u n t i l r e a d y t o u s e . T o i s o l a t e R N A f r o m c u l t u r e d c e l l s , t h e c e l l s 

w e r e h a r v e s t e d a n d a p p r o x i m a t e l y 5 x 1 0 ^ c e l l s w e r e p l a c e d i n a 1 5 m l p o l y p r o p y l e n e t u b e 

w i t h 7 . 5 m l o f G I T b u f f e r a n d s t o r e d a t - 7 0 ° C . 
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W h e n r e a d y t o i s o l a t e R N A , t h e f r o z e n s o l u b l i z e d t i s s u e a n d c e l l s a m p l e s w e r e r a p i d l y 

t h a w e d a n d t h e n c a r e f u l l y l a y e r e d o v e r 4 m l o f C s C l b u f f e r c o n t a i n i n g 5 . 7 M C s C l ( G i b c o 

B R L ) , a n d 2 5 m M s o d i u m a c e t a t e p H 6 i n a 1 4 x 8 9 m m P o l y a l l o m e r c e n t r i f u g e t u b e 

( B e c k m a n ) . T h e s a m p l e s w e r e u l t r a c e n t r i f u g e d u s i n g a n S W 4 1 r o t o r a t 3 2 0 0 0 r p m a n d 2 0 ° C . 

A f t e r 2 1 h o u r s o f u l t r a c e n t r i f u g a t i o n , t h e s a m p l e s w e r e t a k e n o u t o f t h e r o t o r a n d t h e 

s u p e r n a t a n t c a r e f u l l y r e m o v e d . T h e R N A p e l l e t w a s t h e n r e s u s p e n d e d i n 3 0 0 ( l l o f 0 . 3 M 

s o d i u m a c e t a t e a n d t r a n s f e r e d t o a 1 . 5 m l m i c r o f u g e t u b e . T h e R N A w a s p r e c i p i t a t e d w i t h 

7 5 0 jLll e t h a n o l a n d s t o r e d a t - 7 0 ° C o v e r n i g h t . T h e R N A w a s t h e n p e l l e t e d b y m i c r o f u g i n g f o r 

1 0 m i n . T h e s u p e r n a t a n t w a s r e m o v e d a n d t h e p e l l e t w a s h e d w i t h 3 0 0 u l o f 8 0 % e t h a n o l . T h e 

R N A w a s r e s u s p e n d e d i n a u t o c l a v e d d i s t i l l e d w a t e r , q u a n t i t a t e d b y O . D . a t 2 6 0 n M a n d s t o r e d 

a t - 7 0 ° C . 

2 . 3 . 2 N o r t h e r n B l o t t i n g 

1 0 ( i g o f t o t a l R N A w e r e e l e c t r o p h o r e s e d t h r o u g h a 1 % ( w / v ) a g a r o s e g e l c o n t a i n i n g 5 % ( v / v ) 

f o r m a l d e h y d e ( B D H I n c . ) , t r a n s f e r e d t o . a Z e t a - P r o b e b l o t t i n g m e m b r a n e ( B i o - R a d ) a n d 

c r o s s l i n k e d b y e x p o s u r e t o u l t r a v i o l e t i r r a d i a t i o n . F i l t e r s w e r e p r e h y b r i d i z e d f o r 2 h o u r a t 

4 2 ° C i n 5 0 % ( v / v ) f o r m a m i d e ( S i g m a ) , 5 % S D S , 5 0 0 m M N a H 2 P C > 4 ( B D H I n c . ) , p H 7 . 2 , 

1 m M E D T A a n d 1 m g / m l b o v i n e s e r u m a l b u m i n ( B S A ) , a n d t h e n h y b r i d i z e d f o r 1 6 h o u r s a t 

4 2 ° C i n t h e s a m e s o l u t i o n d e n a t u r e d p r o b e . 3 2 p _ i a b e u e c l p r o b e s w e r e p r e p a r e d u s i n g t h e 

R e a d y - T o - G o D N A L a b e l l i n g K i t f r o m P h a r m a c i a ( B a i e d ' U r f e , Q u e b e c ) . T h e p r o b e s u s e d i n 

t h e s e s t u d i e s w e r e a f u l l l e n g t h B 6 F 1 . 3 f r a g m e n t p r e p a r e d f r o m p C D M 8 . B 6 F L 3 b y p a r t i a l 

d i g e s t i o n w i t h X b a l o r a f u l l l e n g t h m u r i n e c - j u n p r o b e r e m o v e d f r o m p U C 1 8 . c j u n u s i n g N o t I 

a n d H i n d l l l . F i l t e r s w e r e w a s h e d a t 5 5 ° C f o r 3 0 m i n t w i c e w i t h a s o l u t i o n o f 2 x S S P E / 0 . 3 % 

S D S , t w i c e w i t h 1 x S S P E / 0 . 5 % S D S a n d f i n a l l y t w o t i m e s w i t h 0 . 3 x S S P E / 1 % S D S . 

S o l u t i o n s c o n t a i n i n g S S P E a r e d i l u t e d f r o m a 2 0 x s t o c k c o n t a i n i n g 3 M N a C l ( B D H I n c . ) , 

0 . 3 M N a H 2 P 0 4 a n d 2 0 m M N a 2 E D T A , p H 7 . 4 . T o c o n f i r m t h a t a p p r o x i m a t e l y e q u a l 
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a m o u n t s o f R N A w e r e l o a d e d i n e a c h l a n e , f i l t e r s w e r e s t r i p p e d a n d r e p r o b e d w i t h 1.8 k b a c t i n 

p r o b e d p r o d u c e d b y P s t - I d i g e s t i o n o f p l a s m i d p A l - a c t i n ( G r e e n b e r g e r et al, 1 9 8 3 ) . 

2 . 4 c D N A C l o n i n g a n d S e q u e n c i n g 

2 . 4 . 1 c D N A L i b r a r y 

T h e c D N A l i b r a r y w a s p r e p a r e d b y D o u g h e r t y a n d c o l l e a g u e s ( 1 9 8 9 ) . U s i n g t h e G I T 

s o l u b l i z a t i o n m e t h o d ( G r e e n b e r g e r et al, 1 9 8 3 ) , t o t a l c e l l u l a r R N A w a s i s o l a t e d f r o m t h e 

B 6 S U t A c e l l l i n e . A n o l i g o ( d T ) - c e l l u l o s e c o l u m n w a s u s e d t o s e l e c t p o l y ( A ) + m R N A . T h e 

c D N A w a s t h e n s y n t h e s i z e d a c c o r d i n g t o t h e m e t h o d o f G u b l e r a n d H o f f m a n ( 1 9 8 3 ) a n d 

. n o n - s e l f - c o m p l e m e n t a r y B s t X I o l i g o n u c l e o t i d e l i n k e r s ( S e e d a n d A r u f f o , 1 9 8 7 ) w e r e a d d e d . 

L a r g e r t h a n 1 k b c D N A s w e r e s i z e s e l e c t e d o n a c o n t i n u o u s 5 - 2 0 % p o t a s s i u m a c e t a t e g r a d i e n t . 

T h e p o o l e d c D N A s w e r e l i g a t e d i n t o t h e B s t X I - d i g e s t e d p C D M 8 e x p r e s s i o n v e c t o r ( S e e d a n d 

A r u f f o , 1 9 8 7 ) , a n d t r a n s f o r m e d i n t o c o m p e t e n t Escherichia coli s t r a i n M C 1 0 6 1 / p 3 . T h e 

r e s u l t i n g l i b r a r y c o n s i s t e d o f a p p r o x i m a t e l y 5 x 1 0 ^ r e c o m b i n a n t s a n d h a d a m e a n c D N A i n s e r t 

s i z e o f 2 k b . 

2 . 4 . 2 I s o l a t i o n o f C l o n e B 6 F 1 . 3 

T h e p C D M 8 - b a s e d c D N A l i b r a r y p r e p a r e d u s i n g m R N A i s o l a t e d f r o m B 6 S U t A ( D o u g h e r t y 

.et al, 1 9 8 9 ) w a s i n t r o d u c e d i n t o M O P 8 b y s p h e r o p l a s t f u s i o n a s p r e v i o u s l y d e s c r i b e d 

( G r e e n b e r g e r etal, 1 9 8 3 ) . F o l l o w i n g 4 8 h i n c u b a t i o n t o a l l o w r e p l i c a t i o n o f i n t r o d u c e d 

p l a s m i d s a n d e x p r e s s i o n o f e n c o d e d p r o t e i n p r o d u c t s , t h e t r a n s f e c t e d c e l l s w e r e h a r v e s t e d b y 

b r i e f i n c u b a t i o n w i t h p h o s p h a t e - b u f f e r e d s a l i n e ( P B S ; S t e m C e l l T e c h n o l o g i e s I n c . ) c o n t a i n i n g 

2 . 5 m M E D T A . T r a n s f e c t e d c e l l s i n w h i c h t h e a d h e s i v e f u n c t i o n o f C D 4 4 w a s " a c t i v a t e d " w e r e 

e n r i c h e d b y p a n n i n g o n 1 0 c m p l a s t i c P e t r i d i s h e s t h a t h a d b e e n c o a t e d b y o v e r n i g h t i n c u b a t i o n 
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a t 4 ° C w i t h p o t a s s i u m h y a l u r o n a t e i s o l a t e d f r o m h u m a n u m b i l i c a l c o r d ( 5 m g / m l i n P B S ; 

S i g m a ) . P l a s m i d D N A w a s r e c o v e r e d f r o m h y a l u r o n a n - a d h e r e n t c e l l s u s i n g a m o d i f i e d 

a l k a l i n e l y s i s p r o c e d u r e ( K a y a n d H u m p h r i e s , 1 9 9 1 ) , t r a n s f o r m e d b a c k i n t o E. coli s t r a i n 

M C 1 0 6 1 / P 3 . F o l l o w i n g t w o r o u n d s o f s e l e c t i o n , a c l o n e ( d e s i g n a t e d B 6 F 1 . 3 ) d e m o n s t r a t i n g 

s i g n i f i c a n t e n h a n c e m e n t o f C D 4 4 - i n h i b i t a b l e M O P 8 a d h e s i o n t O h y a l u r o n a n , w a s i s o l a t e d . 

F i g u r e 4 s h o w s a n o u t l i n e o f t h i s p r o t o c o l . 

2 . 4 . 3 D N A S e q u e n c i n g 

R e s t r i c t i o n f r a g m e n t s o f t h e c D N A c l o n e , B 6 F 1 . 3 w e r e s u b c l o n e d i n t o p U C 1 9 a n d s e q u e n c e d 

b y t h e d i d e o x y c h a i n t e r m i n a t i o n m e t h o d ( S a n g e r et al., 1 9 7 7 ) u s i n g d e n a t u r e d d o u b l e s t r a n d e d 

t e m p l a t e s a n d T 7 D N A p o l y m e r a s e ( S e q u e n a s e , U n i t e d S t a t e s B i o c h e m i c a l C o r p . , C l e v e l a n d , 

O H , U S A ) . 

2 . 5 F u n c t i o n a l A n a l y s i s o f c D N A c l o n e s 

2 . 5 . 1 M O P 8 C e l l T r a n s f e c t i o n 

2 . 5 . 1 . 1 T r a n s i e n t E x p r e s s i o n U s i n g p C D M 8 

M O P 8 w e r e t r a n s f e c t e d w i t h e i t h e r p C D M 8 ( F i g u r e 5 ) , p C D M 8 . C D 4 4 c l 2 . 2 e n c o d i n g h u m a n 

C D 4 4 H ( D o u g h e r t y et al, 1 9 9 1 ) , c D N A c l o n e B 6 F 1 . 3 i n p C D M 8 , o r B 6 F 1 . 3 A S H 2 i n 

p C D M 8 ( d e s c r i b e d b e l o w ) b y e l e c t r o p o r a t i o n u s i n g t h e B i o - R a d G e n e - P u l s e r s y s t e m 

( B i o - R a d ) . B r i e f l y , c e l l s w e r e t r y p s i n i z e d a n d r e s u s p e n d e d i n c o l d P B S a t a f i n a l c o n c e n t r a t i o n 

o f 1 x 1 0 ^ c e l l / m l . 0 . 4 m l a l i q u o t s w e r e m i x e d w i t h 2 . 5 | l g o f p l a s m i d D N A , t r a n s f e r r e d t o a 

0 . 4 c m c u v e t t e a n d e l e c t r o p o r a t e d a t 2 8 0 v o l t s w i t h a c a p a c i t a n c e s e t t i n g o f 2 5 0 j x F . T h e t i m e 

c o n s t a n t s o b t a i n e d r a n g e d f r o m 1 1 . 3 t o 1 1 . 9 m s e c s . A f t e r e l e c t r o p o r a t i o n , c e l l s w e r e i n c u b a t e d 



Figure 4 : Experimental approach used to clone regulators of CD44-mediated 
adhesion to hyaluronan. 
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SV40 ori 

Figure 5: A schematic representation of the p C D M 8 vector. This expression 
vector is used to transiently express cDNAs in the MOP8 cells., The basic features of this 
shuttle vector are an SV40 origins of replication, SV40 splice and poly A addition signals, a 
synthetic tyrosine suppressor tRNA gene (sup F) for selection, a human cytomegalovirus 
promoter, and a stuffer fragment with polylinker sites. The cDNA of interest replaces the 
stuffer fragment and upon transfection into MOP8 cells, the construct replicates 
extrachromosomally via the SV40 origin. Transcription of the cDNA is driven off the C M V 
promoter. 
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o n i c e f o r 5 m i n u t e s , t h e n d i l u t e d i n 3 0 m l D M E M + 1 0 % F C I , p l a t e d i n a 1 5 c m I n t e g r i d t i s s u e 

c u l t u r e d i s h ( F a l c o n , L i n c o l n P a r k , N J , U S A ) a n d i n c u b a t e d f o r 3 d a y s t o a l l o w r e p l i c a t i o n a n d 

e x p r e s s i o n o f t h e i n t r o d u c e d c D N A s . 

2 . 5 . 1 . 2 R e t r o v i r a l - m e d i a t e d G e n e T r a n s f e r f o r S t a b l e E x p r e s s i o n 

T h e M o l o n e y m u r i n e l e u k e m i a v i r u s - b a s e d v e c t o r J z e n . l ( L a k e r et al., 1 9 8 7 ) w a s u s e d t o 

i n t r o d u c e a n d e x p r e s s t h e c D N A c l o n e B 6 F 1 . 3 e n c o d i n g m u r i n e I L - 2 R y i n M O P 8 c e l l s . A 

r e t r o v i r a l c o n s t r u c t , d e s i g n a t e d J z e n . B 6 F 1 . 3 , w a s c o n s t r u c t e d b y i n s e r t i n g a f u l l - l e n g t h X b a l 

f r a g m e n t o f B 6 F 1 . 3 c D N A i s o l a t e d b y p a r t i a l d i g e s t i o n f r o m p l a s m i d p C D M 8 . B 6 F 1 . 3 i n t o t h e 

X b a l s i t e o f p l a s m i d p T Z 1 9 R T k n e o . A S m a l a n d H i n d l l l d i g e s t i o n p r o d u c i n g a f r a g m e n t 

c o n t a i n i n g b o t h t h e B 6 F 1 . 3 g e n e a n d t h e t h y m i d i n e k i n a s e p r o m o t e r ( T k n e o ) , w a s i s o l a t e d a n d 

s u b c l o n e d i n t o J z e n . l d i g e s t e d w i t h H p a l a n d H i n d l l l . T h e p l a s m i d g e n e r a t e d ( F i g u r e 6 ) , w a s 

t r a n s f e c t e d i n t o t h e e c o t r o p i c p a c k a g i n g c e l l l i n e G P + E - 8 6 ( M a r k o w i t z et al, 1 9 8 8 ) b y c a l c i u m 

p h o s p h a t e p r e c i p i t a t i o n . T r a n s f e c t e d c e l l s w e r e s e l e c t e d i n m e d i u m c o n t a i n i n g G 4 1 8 

( 0 . 5 m g / m l a c t i v e w e i g h t ; G i b c o L a b o r a t o r i e s , G r a n d I s l a n d , N Y , U S A ) . M O P 8 c e l l s w e r e 

i n f e c t e d w i t h J z e n . B 6 F 1 . 3 r e t r o v i r u s a s d e s c r i b e d b y M c B r i d e a n d c o l l e a g u e s ( 1 9 9 2 ) . 

A p p r o x i m a t e l y 1 x 1 0 ^ M O P 8 c e l l s w e r e p l a t e d i n a 1 0 c m d i s h a n d i n c u b a t e d a t 3 7 ° C 

o v e r n i g h t t o a l l o w t h e c e l l s t o a d h e r e a n d t o b e g i n t o p r o l i f e r a t e . T h e m e d i u m w a s t h e n 

r e m o v e d a n d r e p l a c e d w i t h 5 m l o f f i l t e r e d ( 0 . 2 2 m m M i l l e x G V ; M i l l i p o r e , M a r l b o r o u g h , M A , 

U S A ) c e l l - f r e e s u p e r n a t a n t c o n d i t i o n e d b y t h e a p p r o p r i a t e p a c k a g i n g c e l l l i n e . P o l y b r e n e 

( S i g m a ) w a s a d d e d t o t h e f i n a l c o n c e n t r a t i o n o f 4 U g / m l a n d t h e c u l t u r e s i n c u b a t e d f o r 4 h o u r s 

a t 3 7 ° C i n 5 % C Q 2 - T h i s i n f e c t i o n p r o t o c o l w a s r e p e a t e d 3 t i m e s a n d i n f e c t e d c e l l s s e l e c t e d 

a n d m a i n t a i n e d i n m e d i u m c o n t a i n i n g G 4 1 8 ( 0 . 3 m g / m l a c t i v e w e i g h t ; G i b c o B R L ) . 
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5'LTR B6F1.3 Tk neo 3'LTR 
tm 

Figure 6: Retroviral vector Jzen.B6F1.3. The expression of the B6F1.3 c D N A is 
controlled by the retroviral 5' LTR. The contruct contains a selectable neomycin resistance 
marker which is driven off a thymidine kinase promoter. 



2 . 5 . 2 H y a l u r o n a n B i n d i n g A s s a y 
4 4 

T r a n s f e c t e d c e l l s w e r e h a r v e s t e d w i t h 2 . 5 m M E D T A i n P B S , a n d 2 x 1 0 ^ c e l l s w e r e l a b e l l e d 

w i t h C a l c e i n ( M o l e c u l a r P r o b e s , E u g e n e , O R , U S A ) a t a f i n a l c o n c e n t r a t i o n o f 5 U g / m l b y 

i n c u b a t i n g f o r 2 0 m i n a t 3 7 ° C i n H B S S . T h e f l u o r e s c e n t l y - l a b e l l e d c e l l s w e r e w a s h e d w i t h 

5 0 m l H B S S a n d r e s u s p e n d e d i n 2 0 0 u l H B S S . 1 0 0 u l a l i q u o t s o f e a c h c e l l s u s p e n s i o n w e r e 

a d d e d t o e i t h e r 1 m l D M E M + 1 0 % f e t a l c a l f s e r u m ( F C S , H y c l o n e ) o r a n e q u i v a l e n t v o l u m e o f 

h y b r i d o m a T I B 2 4 1 t i s s u e c u l t u r e s u p e r n a t a n t c o n t a i n i n g m A b s d i r e c t e d a g a i n s t t h e 

h y a l u r o n a n - b i n d i n g d o m a i n o f m u r i n e C D 4 4 . A f t e r a 3 0 m i n i n c u b a t i o n o n i c e , c e l l s w e r e 

w a s h e d 3 t i m e s w i t h w a r m H B S S a n d r e s u s p e n d e d i n 1 . 6 m l H B S S . 4 0 0 u l a l i q u o t s o f e a c h 

c e l l s u s p e n s i o n ( a p p r o x i m a t e l y 2 . 5 x 1 0 5 c e l l s ) w e r e t h e n a d d e d t o t h e w e l l s o f a 2 4 w e l l p l a t e 

( F a l c o n ) t h a t h a d b e e n c o a t e d o v e r n i g h t a t 4 ° C w i t h h u m a n p l a c e n t a l h y a l u r o n a n ( 5 m g / m l i n 

P B S ) . A f t e r 1 0 m i n i n c u b a t i o n a t r o o m t e m p e r a t u r e , n o n - a d h e r e n t c e l l s w e r e r e m o v e d b y 

g e n t l y w a s h i n g e a c h w e l l 5 t i m e s w i t h H B S S . T h e n u m b e r o f c e l l s a d h e r e n t t o h y a l u r o n a n w a s 

d e t e r m i n e d u s i n g a f l u o r e s c e n c e p l a t e r e a d e r ( M i l l i p o r e ) . T h e e r r o r b a r s w e r e c a l c u l a t e d u s i n g 

t h e f o r m u l a f o r s t a n d a r d d e v i a t i o n : S D = V ( L ( x i - m e a n ) / ( n - l ) ) ; w h e r e x i = f l u o r e s c e n c e o f e a c h 

s a m p l e a n d n = s a m p l e s i z e . 

2 . 5 . 3 W e s t e r n B l o t A n a l y s i s 

T r a n s f e c t e d M O P 8 c e l l s w e r e h a r v e s t e d b y b r i e f i n c u b a t i o n i n P B S c o n t a i n i n g 2 . 5 m M E D T A , 

w a s h e d e x t e n s i v e l y w i t h P B S a n d r e s u s p e n d e d a t 2 x 1 0 ^ c e l l s / m l i n P B S c o n t a i n i n g 1 % ( v / v ) 

N P 4 0 ( S i g m a ) , 5 m M E D T A a n d 1 0 m M p h e n y l m e t h y l - s u l p h o n y l f l u o r i d e ( P M S F ) . L y s a t e s 

w e r e i n c u b a t e d o n i c e f o r 1 5 m i n u t e s , m i c r o f u g e d f o r 5 m i n u t e s t o p e l l e t n u c l e i a n d o t h e r 

i n s o l u b l e c e l l d e b r i s , a n d s t o r e d a t - 7 0 ° C u n t i l r e q u i r e d . A l i q u o t s w e r e r a p i d l y t h a w e d , a d d e d 

t o a n e q u a l v o l u m e o f n o n - r e d u c i n g s a m p l e b u f f e r c o n t a i n i n g 1 2 5 m M T r i s , 2 0 % ( v / v ) 

g l y c e r o l , 4 . 6 % ( w / v ) S D S , p H 6 . 8 , a n d i n c u b a t e d a t 1 0 0 ° C f o r 5 m i n u t e s . T o t a l c e l l u l a r 
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p r o t e i n s w e r e s e p a r a t e d o n S D S - P A G E g e l s a n d t r a n s f e r r e d o n t o n i t r o c e l l u l o s e m e m b r a n e s 

( S c h l e i c h e r a n d S c h u e l l , I n c . , K e e n e , N H , U S A ) a s p r e v i o u s l y d e s c r i b e d . N o n - s p e c i f i c 

b i n d i n g s i t e s w e r e b l o c k e d b y i n c u b a t i n g t h e f i l t e r s a t 4 ° C o v e r n i g h t i n P B S c o n t a i n i n g 

5 % ( w / v ) m i l k p r o t e i n . A f t e r w a s h i n g i n H B S S , f i l t e r s w e r e i n c u b a t e d a t r o o m t e m p e r a t u r e f o r 

4 h o u r s w i t h m A b t i s s u e c u l t u r e s u p e r n a t a n t o r a 1 : 2 0 0 d i l u t i o n o f m A b a s c i t e s i n D M E M + 1 0 % 

F C I , w a s h e d w i t h H B S S , a n d i n c u b a t e d f o r a f u r t h e r 1 h o u r a t r o o m t e m p e r a t u r e w i t h a 

1 : 1 0 0 d i l u t i o n o f h o r s e r a d i s h p e r o x i d a s e - c o n j u g a t e d g o a t a n t i - r a t I g G ( D a k o ) i n D M E M + 1 0 % 

F C I . A f t e r e x t e n s i v e w a s h i n g i n H B S S , t h e r e a c t i o n w a s d e v e l o p e d i n P B S c o n t a i n i n g 

0 . 0 6 % ( w / v ) 3 - 3 ' - d i a m i n o b e n z i d i n e ( S i g m a ) a n d 0 . 0 1 2 % ( v / v ) h y d r o g e n p e r o x i d e ( S i g m a ) . 

2 . 5 . 4 R e v e r s e T r a n c r i p t i o n - P o l y m e r a s e C h a i n R e a c t i o n 

R e v e r s e t r a n s c r i p t i o n - p o l y m e r a s e c h a i n r e a c t i o n ( R T - P C R ) w a s p e r f o r m e d u s i n g t h e F i r s t -

S t r a n d c D N A S y n t h e s i s K i t f r o m P h a r m a c i a . 5 | l g o f t o t a l R N A i s o l a t e d b y G I T s o l u b i l i z a t i o n 

( d e s c r i b e d a b o v e ) w a s c o m b i n e d w i t h 0 . 2 f i g o f r a n d o m h e x a d e o x y n u c l e o t i d e s a n d s u p p l i e d 

r e a g e n t s t o a v o l u m e o f 1 5 ( l l i n a 5 0 0 i l l e p p e n d o r f t u b e . F o l l o w i n g i n c u b a t i o n a t 3 7 ° C f o r 

1 h o u r , t h e m i x t u r e w a s p r e p a r e d f o r P C R r e a c t i o n . T h e c o m p l e t e d f i r s t - s t r a n d r e a c t i o n w a s 

h e a t e d t o 9 0 ° C f o r 5 m i n t o d e n a t u r e t h e R N A - c D N A d u p l e x a n d t o i n a c t i v a t e t h e r e v e r s e 

t r a n s c r i p t a s e . 3 0 p m o l o f u p s t r e a m a n d d o w n s t r e a m p r i m e r s , 2 . 5 u n i t s o f T a q p o l y m e r a s e 

( B R L ) , a n d w a t e r t o 5 0 u , l w e r e a d d e d t o t h e t o t a l c D N A r e a c t i o n . T h e 3 0 c y c l e P C R r e a c t i o n 

c o n s i s t e d o f 9 5 ° C f o r 1 m i n , 5 5 ° C f o r 3 0 s e c , a n d 7 2 ° C f o r 3 0 s e c . 5 u i o f t h e r e a c t i o n s w e r e 

l o a d e d o n t o a 1 % a g a r o s e g e l a s p r e v i o u s l y d e s c r i b e d . T h e p r i m e r s u s e d w e r e 5 ' m c j u n , 

3 ' m c j u n , B 6 F 1 . 3 S S T F ( 5 ' G A T T A C T T C T G G C T G T C A G 3 ' ) a n d B 6 F 1 . 3 X / X ( 5 ' C C G 

T T C A C T G T A G T C T G G C 3 ' ) . 
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2 . 5 . 5 F l o w C y t o m e t r i c A n a l y s i s o f T r a n s f e c t e d C e l l s 

T h e c e l l s t o b e a n a l y z e d w e r e h a r v e s t e d a n d t r a n s f e r r e d t o w e l l s o f a 9 6 - w e l l p l a t e ( F a l c o n ) . 

T h e c e l l s w e r e t h e n i n c u b a t e d f o r 3 0 m i n a t 4 ° C w i t h D M E M s u p p l e m e n t e d w i t h 1 0 % F C S , o r 

a n e q u i v a l e n t v o l u m e o f h y b r i d o m a T I B 2 4 1 o r T I B 2 4 2 t i s s u e c u l t u r e s u p e r n a t a n t . T h e 

a n t i b o d y t r e a t e d c e l l s w e r e w a s h e d 3 t i m e s w i t h c o l d H B S S c o n t a i n i n g 2 % F C S . T h i s w a s 

f o l l o w e d b y s t a i n i n g w i t h f l u o r e s c e i n i s o t h i o c y a n a t e - c o n j u g a t e d g o a t a n t i - r a t I g G F ( a b ' ) 2 

f r a g m e n t ( S i g m a ) f o r 3 0 m i n a t 4 ° C . T h r e e w a s h e s w i t h i c e - c h i l l e d ( 4 ° C ) H B S S w i t h 

2 % F C S r e m o v e d u n b o u n d s e c o n d a r y a n t i b o d i e s . T o d i s t i n g u i s h v i a b l e f r o m n o n v i a b l e c e l l s , 

t h e s t a i n e d c e l l s w e r e f u r t h e r t r e a t e d w i t h 1 U g / m l p r o p r i d i u m i o d i d e ( P I ) i n H B S S w i t h 

2 % F C S i m m e d i a t e l y b e f o r e a n a l y s i s . T h e r e l a t i v e f l u o r e s c e n c e i n t e n s i t y w a s m e a s u r e d o n a 

F A C S c a n ( B e c t o n D i c k i n s o n , I m m u n o c y t o m e t r y S y s t e m s , S a n J o s e , C a l i f o r n i a , U S A ) . 
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2.5.6 Generation of B6F1.3 Deletion Mutant 

A deletion mutant of B6F1.3 was constructed and designated B6F1.3ASH2. pCDM8.B6F1.3 

was digested with Xbal and the resulting 1 kb fragment isolated and subsequently religated into 

Xbal cut pCDM8. Sequence encoding the last 68 amino acids present within the cytoplasmic 

domain of the protein encoded by B6F1.3 transcript were removed. The stop codon is 

generated at position 932 in the nucleotide sequence (Figure. 10). 



CHAPTER III 
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RESULTS 

3.1 Isolation of cDNA Clone B6F1.3 

3.1.1 Screening of Cell Lines 

The expression cloning scheme used is a potentially powerful tool that can be utilized to isolate 

novel adhesion molecules or their regulators, for which mAbs are not available. The system 

used the polyoma-transformed murine fibroblastoid cell line MOP8, which supports 

extrachromosomal relication of the pCDM8 vector. Although MOP8 cells expressed high 

levels of CD44 (Figure 7), the cell line did not constitutively adhere to hyaluronan (Figure 8). 

The murine mast cell line, B6SUtA also expressed high of CD44 (Figure 7) but this particular 

cell line did bind constitutively to hyaluronan (Figure 8). Furthermore, the adhesion was 

mediated by CD44 as the binding could be readily inhibited by mAb directed against CD44. In 

order to use this cloning scheme, the assumption that the expression of a single gene product 

can cause a non-binding cell line to adhere to hyaluronan, was necessarily made. The major 

limitation of this protocol is the selection of a suitable cell type for the transfection of cDNAs. 

The appropriate cell type must allow high-copy number plasmid replication and permit selection 

in an adhesion assay with minimal constitutive binding. MOP8 was a suitable choice as the 

enhancement of binding was readily distiguished from background binding. 
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MOPS 

B6SUtA 

Figure 7: Expression of GD44 by MOP8 and B6SUtA. The Polyoma-transformed 
murine fibroblastoid cell line MOP8 expressed high levels of CD44 as demonstrated by FACS 
analysis using the mAb TIB 241. The IL-3 dependent murine mast cell line, B6SUtA 
expressed CD44 but at a relatively lower level. 
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i 

I A 

MOP8 B6SUtA 

Figure 8: Adhesion to hyaluronan by M O P 8 and B 6 S U t A . B6SUtA constitutively 
binds to hyaluronan in an anti-CD44 inhibitable manner. Although expressing high levels of 
CD44, MOP8 does not show binding to hyaluronan. Binding in the absence (black bars) or 
presence (shaded bars) of antibodies against CD44 is reported. The binding assay was 
performed in duplicate. 
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3 . 1 . 2 I s o l a t i o n o f P u t a t i v e P o s i t i v e R e g u l a t o r s 

I n o r d e r t o i s o l a t e m o l e c u l e s t h a t m i g h t b e i m p o r t a n t i n t h e r e g u l a t i o n o f C D 4 4 - m e d i a t e d 

a d h e s i o n t o h y a l u r o n a n , M O P 8 c e l l s w e r e t r a n s f e c t e d w i t h a c D N A l i b r a r y m a d e f r o m B 6 S U t A 

m R N A a n d p a n n e d o v e r h y a l u r o n a n - c o a t e d p l a s t i c t o e n r i c h f o r h i g h a f f i n i t y h y a l u r o n a n 

b i n d i n g . F o l l o w i n g t w o r o u n d s o f s e l e c t i o n , t w o c D N A c l o n e s d e s i g n a t e d B 6 F 1 . 3 , a n d 

B 6 F 2 . 4 w e r e i s o l a t e d . T h e r e t r a n s f e c t i o n o f t h e s e c l o n e s i n t o M O P 8 b y e l e c t r o p o r a t i o n w a s 

n e c e s s a r y t o q u a n t i t a t e t h e l e v e l o f a d h e s i o n t o h y a l u r o n a n . T h e t r a n s f e c t a n t s e x p r e s s i n g 

c D N A c l o n e s B 6 F 1 . 3 a n d B 6 F 2 . 4 d e m o n s t r a t e d r e l a t i v e l y h i g h l e v e l s o f h y a l u r o n a n b i n d i n g . 

T h e c l o n e B 6 F 2 . 4 w a s d e m o n s t r a t e d t o b e a p p r o x i m a t e l y 4 k b b y a g a r o s e g e l e l e c t r o p h o r e s i s . 

C l o n e B 6 F 1 . 3 m i g r a t e d a t a p p r o x i m a t e l y 1 . 6 k b . S i n c e t h e p r o t e i n e n c o d e d b y t h e c l o n e 

B 6 F 1 . 3 c o n f e r e d t h e g r e a t e s t b i n d i n g t o h y a l u r o n a n , m y r e s e a r c h c o n c e n t r a t e d o n i t a n d 

f o r m e d t h e b a s i s o f t h e r e m a i n d e r o f m y t h e s i s w o r k . T o d e t e r m i n e w h e t h e r t h e e n h a n c e m e n t 

o f a d h e s i o n t o h y a l u r o n a n i n d u c e d b y t h e t r a n s f e c t i o n o f B 6 F 1 . 3 w a s m e d i a t e d b y C D 4 4 , 

a n t i - C D 4 4 i n h i b i t i o n s t u d i e s w e r e p e r f o r m e d ( F i g u r e 9 ) . A g a i n , a s d e m o n s t r a t e d i n F i g u r e 9 , 

t h e B 6 F 1 . 3 - t r a n s f e c t a n t s b o u n d t o i m m o b i l i z e d h y a l u r o n a n . T h i s a d h e s i o n w a s r e a d i l y 

i n h i b i t e d w i t h a n t i b o d i e s a g a i n s t t h e h y a l u r o n a n b i n d i n g d o m a i n o f m u r i n e C D 4 4 ( F i g u r e 9 ) . 

T h i s e v i d e n c e s u g g e s t s t h a t t h e b i n d i n g t o h y a l u r o n a n i s m e d i a t e d b y C D 4 4 a n d i s n o t 

d e p e n d e n t o n a n o t h e r h y a l u r o n a n - b i n d i n g p r o t e i n . 

3 . 1 . 3 N u c l e o t i d e a n d A m i n o A c i d S e q u e n c e A n a l y s i s o f C l o n e B 6 F 1 . 3 

I n o r d e r t o g a i n i n s i g h t i n t o t h e s t r u c t u r e a n d p o s s i b l e f u n c t i o n o f t h e p r o t e i n e n c o d e d b y t h e 

c l o n e B 6 F 1 . 3 , s e q u e n c e a n a l y s i s w a s p e r f o r m e d . T h e n u c l e o t i d e a n d p r e d i c t e d a m i n o a c i d 

s e q u e n c e o f B 6 F 1 . 3 i s s h o w n i n F i g u r e 1 0 a n d 1 1 , r e s p e c t i v e l y . T h e 5 ' u n t r a n s l a t e d r e g i o n i s 

3 7 b p w h e r e a s t h e 3 ' u n t r a n s l a t e d r e g i o n c o n t a i n i n g a c a n o n i c a l p o l y a d e n y l y l a t i o n s i g n a l , i s 

4 7 6 b p 
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F i g u r e 9 : B 6 F 1 . 3 t r a n s f e c t i o n i n d u c e s M O P 8 c e l l s t o b i n d t o h y a l u r o n a n . 
A d h e s i o n o f M O P 8 c e l l s t r a n s f e c t e d w i t h c D N A c l o n e B 6 F 1 . 3 , a n d d e l e t i o n m u t a n t 
B 6 F 1 . 3 A S H 2 i n p C D M 8 , t o h y a l u r o n a n i n t h e p r e s e n c e ( s h a d e d ) o r a b s e n c e ( b l a c k ) o f 
a n t i b o d i e s a g a i n s t C D 4 4 . E x p r e s s i o n o f t h e p r o t e i n e n c o d e d b y t h e c D N A c l o n e B 6 F 1 . 3 
i n d u c e s M O P 8 c e l l s t o b i n d i n a C D 4 4 i n h i b i t a b l e f a s h i o n t o h y a l u r o n a n . A d e l e t i o n m u t a n t i n 
w h i c h t h e l a s t 6 8 a m i n o a c i d s o f t h e c y t o p l a s m i c t a i l i n c l u d i n g t h e S H 2 s u b d o m a i n i s r e m o v e d 
d o e s n o t m e d i a t e t h e s a m e e f f e c t . O v e r e x p r e s s i o n o f h u m a n C D 4 4 e n h a n c e s M O P 8 a d h e s i o n 
a n d t h u s w a s u s e d a s t h e p o s i t i v e c o n t r o l . T h e b i n d i n g a s s a y w a s p e r f o r m e d i n d u p l i c a t e . 



a) 

b) 

1 gacacagact acacccagag aaagaagagc aagcaccatg ttgaaactat 
51 tattgtcacc tagatccttc ttagtccttc agctgctcct gctgagggca 
101 gggtggagct ccaaggtcct catgtccagt gcgaatgaag acatcaaagc 
151 tgatttgatc ctgacttcta cagcccctga acacctcagt gctcctactc 
201 tgccccttcc agaggttcag tgctttgtgt tcaacataga gtacatgaat 
251 tgcacttgga atagcagttc tgagcctcag gcaaccaacc tcacgctgca 
301 ctataggtac aaggtatctg ataataatac attccaggag tgcagtcact 
351 atttgttctc caaagagatt acttctggct gtcagataca aaaagaagat 
401 atccagctct accagacatt tgttgtccag ctccaggacc cccagaaacc 
451 ccagaggcga gctgtacaga agctaaacct acagaatctt gtgatcccac 
501 gggctccaga aaatctaaca ctcagcaatc tgagtgaatc ccagctagag 
551 ctgagatgga aaagcagaca tattaaagaa cgctgtttac aatacttggt 
601 gcagtaccgg agcaacagag atcgaagctg gacggaacta atagtgaatc 
651 atgaacctag attctccctg cctagtgtgg atgagctgaa acggtacaca 
701 tttcgggttc ggagccgcta taacccaatc tgtggaagtt ctcaacagtg 
751 gagtaaatgg agccagcctg tccactgggg gagtcatact gtagaggaga 
801 atccttcctt gtttgcactg gaagctgtgc ttatccctgt tggcaccatg 
851 gggttgatta ttaccctgat ctttgtgtac tgttggttgg aacgaatgcc 
901 tccaattccc cccatcaaga atctaaaaaa tctggttact gaataccaag 
951 ggaacttttc ggcctggagt ggtgtgtcta aagggctgac tgagagtctg 
1001 cagccagact acagtgaacg gttctgccac gtcagcgaga ttccccccaa 
1051 aggaggggcc ctaggagagg ggcctggagg ttctccttgc agcctgcata 
1101 gcccttactg gcctccccca tgttattctc tgaagccgga agcctgaaca 
1151 tcaatccttt gatggaacct gaaagtccta tagtcctaag tgacgctaac 
1201 ctcgggtact caccttggca atctggatcc aatgctcact ggcttccttg 
1251 gggctaaggt aagtttcgat ttcctgtccc atgtaactgc t t t t c t g t t c 
1301 catatgcgct acttgagagt gtcccttgcc c t c t t t c c c t gcacaagccc 
1351 tcccatgccc agcctaacac ctttccactt tctttgaaga gagtcttacc 
1401 ctgtagccca gggtggctgg gagctcacta tgtaggccag gttggtccaa 
1451 ctcacaggct atcctcccac ctctgcctca taagagttgg ggttactggc 
1501 atgcaccacc acacccagca tggtccttct cttttatagg attctccctc 
1551 c c t t t t t c t a cctatgattc aactgtttcc aaatcaacaa gaaataaagt 
1601 ttttaaccaa tgataaaaaa aaa 

899 cctccaattc cccccatcaa qaatctaoaa gatctggtta ctgaatac 
P P I P p I K N L E D L V T E Y 

899 cctccaattc cccccatcaa qaatctaaaq gatcttttg 
P P I P P I K N L E D L stop 

Figure 10: The nucleotide sequence of cDNA clone B6F1.3. C l o n e B 6 F 1 . 3 w a s 
s e q u e n c e d a n d d e t e r m i n e d t o b e 1 6 2 3 n u c l e o t i d e s l o n g ( a ) . T h e n u c l e o t i d e a n d p r e d i c t e d a m i n o 
a c i d s e q u e n c e f o r t h e r e g i o n w i t h h o m o l o g y t o S H 2 s u b d o m a i n s i s s h o w n ( b ; t o p ) a n d 
c o m p a r e d w i t h t h e s e q u e n c e g e n e r a t e d f o r B 6 F 1 . 3 A S H 2 ( b ; b o t t o m ) . T h e X b a l s i t e u s e d t o 
g e n e r a t e t h e d e l e t i o n m u t a n t B 6 F 1 . 3 A S H 2 i s s h o w n i n u n d e r l i n e d i t a l i c s . 
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B6F1.3 
hIL2Ry 

MT .KT ,T ,T -qPRSFT .VT QT ,T .T.T.RAI^W*^ qT<VT Mc; q & N R p J K A P L 

PS PFT L F P GV LNTTI TPNG TT F 

B6F1.3 
hIL2Ry 

B6F1.3 
hIL2Ry 

B6F1.3 
hIL2Ry 

B6F1.3 
hIL2Ry 

B6F1.3 
hIL2Ry 

B6F1.3 
hIL2Ry 

B6F1.3 
hIL2Ry 

82 

123 

246 

287 

I L T S T A P E H L S A P T T ^ I J P E V Q C F W N I E Y M N C T W N S S S E P Q 
F TMPTDS V S V 

ATbttTLHYRYKVSDNOTFQECSHYLFSKEITSGCQIQKEDI 
P W N DKV K E L KE 

QLYQTFVVQLQDPQKPQ 
H RE R Q T M K W H 

NLSESQT •F.T .RWKSRHI KERCl^YLVQYRSl^RSWTELIVN 
K N NN FL-NH EH TDW H QS D 

HEPPJSII>SVDTinj<RYTroVRSRYNPICGSSC^iKllQPV 
YRHK GQ F A H E H I 

HWGSHTv^gPSTJAJ^VXIPVGIMC^IITLIFvYC^^ 
N SK V S S S LC F 

T R TL H A 

B6F1.3 328 PJ(2HVSEIPPKGGAIJ^GPGGSPCSI^PY>ffPPCTSrJ<PEA 
hIL2Ry L L A NQ A TL T 

Figure 11: Deduced amino acid sequence of the protein encoded by B6F1.3 
and comparison with the human interleukin-2 receptor y chain. C l o n e B 6 F 1 . 3 
w a s s e q u e n c e d a n d s h o w n t o e n c o d e a s i n g l e l o n g o p e n r e a d i n g f r a m e o f 3 6 9 a m i n o a c i d s . 
S e q u e n c e c o m p a r i s o n s u g g e s t s t h a t B 6 F 1 . 3 c o n s t i t u t e s t h e m u r i n e h o m o l o g u e o f t h e h u m a n 
i n t e r l e u k i n - 2 r e c e p t o r y c h a i n ( h I L - 2 R y ) . T h e i d e n t i t y b e t w e e n c o d i n g r e g i o n s o f c l o n e B 6 F 1 . 3 
a n d h I L - 2 R y i s 8 0 % a t t h e n u c l e o t i d e l e v e l a n d 8 1 % a t t h e a m i n o a c i d l e v e l . T h e s i g n a l p e p t i d e 
i s u n d e r l i n e d a n d t h e m e m b r a n e s p a n n i n g d o m a i n b o x e d . P o t e n t i a l s i t e s o f N - l i n k e d 
g l y c o s y l a t i o n a r e m a r k e d b y a s t i p l e d l i n e . T h e 4 c o n s e r v e d c y s t e i n e s a n d t h e W S m o t i f 
c h a r a c t e r i s t i c o f t h e c y t o k i n e r e c e p t o r s u p e r g e n e f a m i l y a r e i n d i c a t e d r e p e c t i v e l y b y t h e s y m b o l s 
* a n d # . T h e r e g i o n w i t h h o m o l o g y t o a n S H 2 s u b d o m a i n i s s h o w n i n s h a d o w e d t y p e . 
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( n o t i n c l u d i n g t h e s t o p c o d o n ) . C l o n e B 6 F 1 . 3 w a s o b s e r v e d t o e n c o d e a s i n g l e l o n g o p e n 

r e a d i n g f r a m e o f 3 6 9 a m i n o a c i d s c o r r e s p o n d i n g t o a t y p i c a l t y p e I i n t e g r a l m e m b r a n e p r o t e i n 

( F i g u r e 1 1 a n d 1 1 ) . 

A s e a r c h o f G e n b a n k r e v e a l e d s t r i k i n g s e q u e n c e i d e n t i t y ( 8 0 % a t t h e n u c l e o t i d e l e v e l , 

a n d 8 1 % a t t h e a m i n o a c i d l e v e l ) t o t h e c o d i n g r e g i o n o f h u m a n i n t e r l e u k i n - 2 r e c e p t o r y c h a i n 

( h I L - 2 R y ; T a k e s h i t a et al., 1 9 9 2 ) ( F i g u r e 1 1 ) . T h e s e q u e n c e i d e n t i t y i s g r e a t e s t i n t h e 

c y t o p l a s m i c d o m a i n w h e r e 8 2 % a m i n o a c i d i d e n t i t y i s o b s e r v e d . B o t h h J J L - 2 R Y a n d B 6 F 1 . 3 

a p p e a r t o b e e n c o d e d a s 3 6 9 a m i n o a c i d p r o p r o t e i n s a n d h a v e N - t e r m i n a l h y d r o p h o b i c s i g n a l 

p e p t i d e s . T h e c y s t e i n e - r i c h r e g i o n ( p o s i t i o n s 6 2 , 7 2 , 1 0 2 , a n d 1 1 5 ) a n d t h e W S X W S m o t i f 

( p o s i t i o n s 2 3 8 t o 2 4 2 ) c h a r a c t e r i s t i c o f t h e c y t o k i n e r e c e p t o r s u p e r g e n e f a m i l y ( C o s m a n et al, 

1 9 9 0 ) a r e c o n s e r v e d b e t w e e n s p e c i e s . F u r t h e r m o r e , a r e g i o n w i t h l i m i t e d h o m o l o g y t o t h e 

f o u r t h a n d f i f t h S H 2 s u b d o m a i n s p r e s e n t w i t h i n a n u m b e r o f p r o t e i n s i n v o l v e d i n s i g n a l 

t r a n s d u c t i o n ( K o c h et a l . , 1 9 9 1 ) , i s o b s e r v e d a t p o s i t i o n 2 8 8 t o 3 2 1 ( F i g u r e 1 3 ) . H o w e v e r , i t 

i s i n t e r e s t i n g t o n o t e t h a t t h i s r e g i o n i s l e s s w e l l c o n s e r v e d i n t h e m o u s e , p a r t i c u l a r l y A r g - 2 8 9 

a n d T h r - 2 9 2 w h i c h a r e c o n s e r v e d i n L c k , H c k , L y n , a n d B l k , b u t n o t i n m I L - 2 R y . S i x 

N - l i n k e d g l y c o s y l a t i o n s i t e s ( A s n - X - S e r / T h r ) a r e f o u n d i n t h e e x t r a c e l l u l a r d o m a i n . A l e u c i n e 

z i p p e r m o t i f w a s n o t e d t o e x i s t i n t h e h I L - 2 R y s e q u e n c e ( f o r m e d b y L e u - 1 6 5 , - 1 7 2 , - 1 7 9 , a n d 

- 1 8 6 ) , a l t h o u g h n o c l e a r f u n c t i o n a l r o l e f o r t h i s w a s d e m o n s t r a t e d . I n t h e p r o t e i n e n c o d e d b y 

B 6 F 1 . 3 , L e u - 1 6 5 , a n d - 1 7 2 a r e c o n s e r v e d , L e u - 1 7 9 i s r e p l a c e d b y l i e , a n d t h e f i n a l L e u a t 

p o s i t i o n 1 8 7 i s s h i f t e d t o p o s i t i o n 1 8 6 . A l t h o u g h t h i s p a r t i c u l a r r e g i o n d i f f e r s , t h e s e d a t a 

s u g g e s t t h a t t h e B 6 F 1 . 3 c o n s t i t u t e s t h e m u r i n e h o m o l o g u e o f I L - 2 R y ( m I L - 2 R Y ) . I t s h o u l d b e 

n o t e d t h a t f o l l o w i n g t h e i s o l a t i o n o f t h e c D N A c l o n e B 6 F 1 . 3 , t h e c l o n i n g o f t h e m T L - 2 R Y w a s 

r e p o r t e d ( C a o et al, 1 9 9 3 ) . F u r t h e r m o r e , t h e m r L - 2 R y d e m o n s t r a t e d 1 0 0 % i d e n t i t y t o c l o n e 

B 6 F 1 . 3 . 
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F i g u r e 12: D i a g r a m a t i c r e p r e s e n t a t i o n o f mIL-2Ry. T h e s a l i e n t f e a t u r e s o f t h e 
m I L - 2 R y p r o t e i n a r e l a b e l l e d . I t i s i m p o r t a n t t o n o t e t h a t t h e l e u c i n e z i p p e r m o t i f o b s e r v e d i n 
t h e h I L - 2 R y m o l e c u l e i s n o t c o n s e r v e d i n t h e c o r r e s p o n d i n g m u r i n e p r o t e i n . T h e r e g i o n 
m a r k e d SH2 d e n o t e s t h e d o m a i n w i t h l i m i t e d h o m o l o g y t o t h e f o u r t h a n d f i f t h s u b d o m a i n o f 
S r c H o m o l o g y R e g i o n 2. 
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B6F1.3 
hIL2RY 
Lck 
Hck 
Lyn 
Blk 

LVJTE * 2GNF SAWSGVSK G l TE S L 
TE Y HGNF SAWSGVSK G l AE S L 

LVteHYTNASD 

P@I|PPIKN[L|E: 
PRIEHLKNEJEDLVI 
PRI-TFPG 
PPJS-1 GST4jQEf^H|YKKGND 
PR3-TFPCISDMIKHYQKQAD 
PRJJ -JTJFP TQQA^QHJYJSKKGD |GTJCQK^ 

GICTKL 
GLCQKL 
GICRPL 

F i g u r e 1 3 : S e q u e n c e s i m i l a r i t y b e t w e e n m I L - 2 R y , h I L - 2 R y a n d o t h e r p r o t e i n s 
c o n t a i n i n g S H 2 d o m a i n s . B o t h m u r i n e ( p r o t e i n e n c o d e d b y B 6 F 1 . 3 ) a n d h u m a n I L - 2 R y 
a r e a l i g n e d w i t h t h e a p p r o p r i a t e S H 2 s u b d o m a i n s o f L c k , H c k , L y n a n d B l k . A m i n o a c i d 
r e s i d u e s w h i c h a r e c o n s e r v e d i n S H 2 d o m a i n s a r e b o x e d . T h e d a s h e s r e p r e s e n t a b s e n t a m i n o 
a c i d s . 
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3 . 2 A n a l y s i s o f B 6 F 1 . 3 E x p r e s s i o n 

T h e d i s t r i b u t i o n o f B 6 F 1 . 3 e x p r e s s i o n w a s d e t e r m i n e d b y N o r t h e r n b l o t a n a l y s i s . T o t a l R N A 

f r o m v a r i o u s h e m o p o i e t i c a n d f i b r o b l a s t o i d c e l l l i n e s a s w e l l a s n u m e r o u s m u r i n e t i s s u e s w e r e 

i s o l a t e d . U p o n p r o b i n g t h e f i l t e r w i t h f u l l l e n g t h B 6 F 1 . 3 , h i g h e x p r e s s i o n l e v e l s w e r e 

o b s e r v e d i n t h e t h y m u s , l y m p h n o d e , p e r i t o n e a l c a v i t y a n d s p l e e n w h e r e a s t h e b o n e m a r r o w , 

b r a i n , k i d n e y , l u n g , a n d h e a r t c o n t a i n e d l i t t l e o r n o m e s s a g e ( F i g u r e 1 4 a ) . A l l h e m o p o i e t i c c e l l 

l i n e s t e s t e d w e r e p o s i t i v e w i t h t h e e x c e p t i o n o f S p 2 / 0 , w h i l e t h e f i b r o b l a s t o i d c e l l l i n e s F s a - N , 

F s a - R a n d M O P 8 w e r e n e g a t i v e ( F i g u r e 1 4 b ) . 

3 . 3 F u n c t i o n a l A n a l y s i s o f B 6 F 1 . 3 

3 . 3 . 1 S t a b l e E x p r e s s i o n o f t h e B 6 F 1 . 3 c D N A i n M O P 8 C e l l s 

W h e t h e r s t a b l e e x p r e s s i o n o f B 6 F 1 . 3 p r o d u c e s s i m i l a r " a c t i v a t i o n " o f C D 4 4 f u n c t i o n w a s 

u n k n o w n . T o a d d r e s s t h i s i s s u e , a n e c o t r o p i c r e t r o v i r u s ( J z e n . B 6 F 1 . 3 , F i g u r e 6 ) w a s 

c o n s t r u c t e d t o a l l o w f o r c h r o m o s o m a l i n t e g r a t i o n i n t o M O P 8 . M O P 8 c e l l s i n f e c t e d w i t h 

c e l l - f r e e J z e n . B 6 F 1 . 3 v i r a l s u p e r n a t a n t w e r e s e l e c t e d a n d m a i n t a i n e d i n G 4 1 8 . E x p r e s s i o n o f 

t h e t r a n s f e c t e d B 6 F 1 . 3 c D N A w a s c o n f i r m e d b y r e v e r s e t r a n s c r i p t i o n - p o l y m e r a s e c h a i n 

r e a c t i o n ( R T - P C R ) a n a l y s i s o f t o t a l R N A i s o l a t e d f r o m M O P 8 . J z e n . B 6 F l . 3 c e l l s . F o l l o w i n g 

f i r s t s t r a n d D N A s y n t h e s i s , i n t e r n a l B 6 F 1 . 3 p r i m e r s w e r e u s e d t o a m p l i f y a 6 5 5 b p f r a g m e n t . 

A g a r o s e g e l e l e c t r o p h o r e s i s a n d e t h i d i u m b r o m i d e s t a i n i n g d e m o n s t r a t e d t h e D N A b a n d t o b e 

o f t h e a p p r o p r i a t e s i z e D N A s e g m e n t ( F i g u r e 1 5 ) . 

http://MOP8.Jzen.B6Fl
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Figure 14: Expression of B6F1.3 transcripts in primary tissues (a), and 
cultured cell lines (b). The expression pattern of B6F1.3 transcripts was determined by 
Northern blot analysis, (a) High expression levels are observed in the spleen (lane 1), thymus 
(lane 3), lymph node (lane 6), and peritoneal cavity (lane 7) whereas the brain (lane 2), kidney 
(lane 4), bone marrow (lane 5), lung (lane 8), and heart (lane 9) contained little or no message, 
(b) Al l hemopoietic cell lines tested were positive while the fibroblastoid cell lines Fsa-N, 
Fsa-R, and MOP8 were negative. Thus, expression of the protein encoded by B6F1.3 appears 
to be restricted to cells of the hemopoietic lineage with the bone marrow being an exception. 
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F i g u r e 1 5 : B 6 F 1 . 3 i s e x p r e s s e d i n J z e n . B 6 F 1 . 3 i n f e c t e d M O P 8 c e l l s . Ethidium 
bromide stained agarose gel of RT-PCR reactions. The first two samples were amplified using 
murine c-jun primers. The third lane represents MOP8.JzenB6F1.3 DNA amplified using 
internal B6F1.3 primers. The expected sequence length is 655 bp. 
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3 . 3 . 2 B i n d i n g o f M O P 8 . J z e n . B 6 F l . 3 C e l l s t o H y a l u r o n a n 

M 0 P 8 c e l l s s t a b l y e x p r e s s i n g t h e B 6 F 1 . 3 - e n c o d e d p r o t e i n w e r e t e s t e d f o r t h e i r a b i l i t y t o b i n d 

t o h y a l u r o n a n - c o a t e d d i s h e s . T h e i n f e c t e d c e l l s w e r e l a b e l l e d w i t h C a l c e i n , a n d t h e n i n c u b a t e d 

w i t h o r w i t h o u t a n t i - C D 4 4 a n t i b o d i e s . T h e J z e n . B 6 F 1 . 3 i n f e c t e d c e l l s d e m o n s t r a t e d m a r k e d 

e n h a n c e m e n t o f b i n d i n g a s c o m p a r e d t o t h e c o n t r o l o f u n i n f e c t e d M O P 8 c e l l s ( F i g u r e 1 6 ) . 

F u r t h e r m o r e , t h e p r e t r e a t m e n t w i t h a n t i - C D 4 4 a n t i b o d y s i g n i f i c a n t l y i n h i b i t e d t h i s b i n d i n g b a c k 

t o t h e l e v e l o f t h e c o n t r o l c e l l s ( F i g u r e 1 6 ) . T h i s f u r t h e r d e m o n s t r a t e d t h a t c D N A c l o n e 

B 6 F 1 . 3 " a c t i v a t e s " C D 4 4 t o b i n d h y a l u r o n a n . 

3 . 3 . 3 E f f e c t o f B 6 F 1 . 3 ' o n t h e E x p r e s s i o n o f C D 4 4 

S i n c e o v e r e x p r e s s i o n o f h u m a n C D 4 4 c a n e n h a n c e M O P 8 a d h e s i o n t o h y a l u r o n a n ( F i g u r e 9 ) , 

i t w a s i m p o r t a n t t o d e t e r m i n e w h e t h e r B 6 F 1 . 3 m e d i a t e s i t s e f f e c t s s i m p l y b y u p r e g u l a t i n g t h e 

e x p r e s s i o n o f C D 4 4 o n t r a n s f e c t e d c e l l s . M 0 P 8 c e l l s t r a n s i e n t l y e x p r e s s i n g t h e p r o t e i n 

e n c o d e d b y B 6 F 1 . 3 w e r e s t a i n e d w i t h a n t i - C D 4 4 a n t i b o d i e s a n d a n a l y z e d b y F A C S a n a l y s i s , 

a n d W e s t e r n b l o t a n a l y s i s . B y F A C S a n a l y s i s , b o t h t h e u n t r a n s f e c t e d a n d B 6 F 1 . 3 - t r a n s f e c t e d 

c e l l s d e m o n s t r a t e d h i g h f l u o r e s c e n c e c o m p a r e d t o u n s t a i n e d c o n t r o l s ( F i g u r e 1 7 ) . T h i s r e s u l t 

i s n o t u n e x p e c t e d a s M 0 P 8 c e l l s e x p r e s s h i g h l e v e l s o f C D 4 4 . I t i s i m p o r t a n t t o n o t e , 

h o w e v e r , t h a t t h e e x p r e s s i o n p a t t e r n o f C D 4 4 o n t h e s e c e l l s a p p e a r e d t o b e u n a l t e r e d . 

M o r e o v e r , W e s t e r n b l o t a n a l y s i s ( F i g u r e 1 8 ) a n d i n d i r e c t i m m u n o p e r o x i d a s e s t a i n i n g a l s o 
i 

s h o w e d n o s i g n i f i c a n t d i f f e r e n c e . 

J z e n . B 6 F 1 . 3 i n f e c t e d M 0 P 8 c e l l s w e r e . a l s o t e s t e d b y F A C S a n a l y s i s . B o t h u n i n f e c t e d 

a n d J z e n . B 6 F 1 . 3 - i n f e c t e d c e l l s a l s o f a i l e d t o s h o w a n i n c r e a s e i n t h e l e v e l o f C D 4 4 ; i n f a c t t h e 

C D 4 4 e x p r e s s i o n l e v e l w a s d i s t i n c t l y d e c r e a s e d ( F i g u r e 1 9 ) . A l t h o u g h t h e m e c h a n i s m b y 

w h i c h B 6 F 1 . 3 " a c t i v a t e s " C D 4 4 i s u n k n o w n , i n d u c t i o n o f C D 4 4 o n t r a n s f e c t e d M O P 8 d o e s 

n o t a p p e a r t o b e i n v o l v e d . 

http://MOP8.Jzen.B6Fl
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Figure 16: Stable expression of B6F1.3 induces M O P 8 cells to bind to 
hyaluronan. Adhesion of MOP8 cells infected with the Jzen.B6F1.3 retrovirus compared to 
uninfected MOP8 cells. The binding assay was performed in the presence (shaded) and 
absence (black) of anti-CD44 mAb TIB 241. The binding assay was performed in duplicate. 
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Figure 17: Transient expression of the B6F1.3-encoded protein does not 
upregulate CD44 expression. F A C S a n a l y s i s o f M O P 8 c e l l s t r a n s f e c t e d w i t h p C D M 8 , 
p C D M 8 . B 6 F 1 . 3 . T h e c e l l s w e r e s t a i n e d w i t h T I B 2 4 1 , T I B 2 4 2 o r m e d i a a l o n e ( n i l ) . 
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F i g u r e 1 8 : T r a n s i e n t e x p r e s s i o n o f t h e B 6 F 1 . 3 - e n c o d e d p r o t e i n d o e s n o t a l t e r 
C D 4 4 e x p r e s s i o n . Western blot analysis of various MOP8 transfectants. The primary 
antibody used was TIB 241. The secondary antibody was a horseradish peroxidase-
conjugated goat anti-rat IgG. 



6 5 

Figure 19: Stable expression of the protein encoded by B6F1.3 fails to show 
an increase in CD44 expression. F A C S a n a l y s i s o f M O P 8 c e l l s i n f e c t e d w i t h 
J z e n . B 6 F 1 . 3 c o m p a r e d t o u n i f e c t e d M O P 8 c e l l s . T h e c e l l s w e r e s t a i n e d w i t h T I B 2 4 1 , T I B 
2 4 2 o r m e d i a a l o n e ( n i l ) . 



3 . 3 . 4 M u t a t i o n a l A n a l y s i s 
6 6 

S t u d i e s w e r e u n d e r t a k e n t o b e g i n t o d e f i n e t h e m e c h a n i s m b y w h i c h m I L - 2 R y " a c t i v a t e s " 

C D 4 4 - m e d i a t e d a d h e s i o n . A s s t a t e d a b o v e , B 6 F 1 . 3 c o n t a i n s a r e g i o n w i t h h o m o l o g y t o S H 2 

s u b d o m a i n s ( F i g u r e 1 1 a n d 1 1 ) , a m o t i f i n v o l v e d i n s i g n a l t r a n s d u c t i o n . T h u s t h e e x i s t e n c e o f 

t h i s d o m a i n s u g g e s t e d a p o t e n t i a l r o l e f o r t h i s c y t o p l a s m i c e l e m e n t i n t h e " a c t i v a t i o n " o f C D 4 4 . 

T o s t u d y t h i s p o s s i b i l i t y , a d e l e t i o n m u t a n t ( B 6 F 1 . 3 A S H 2 ) i n w h i c h s e q u e n c e e n c o d i n g t h e l a s t 

6 8 a m i n o a c i d s p r e s e n t w i t h i n t h e c y t o p l a s m i c t a i l o f t h e m I L - 2 R y m o l e c u l e i n c l u d i n g 2 0 o f t h e 

3 4 r e s i d u e s t h a t m a k e u p t h e S H 2 s u b d o m a i n w e r e r e m o v e d , w a s c o n s t r u c t e d a n d i n s e r t e d i n t o 

t h e p C D M 8 v e c t o r . A n a d h e s i o n a s s a y w a s p e r f o r m e d i n t h e s a m e m a n n e r a s w i t h t h e B 6 F 1 . 3 

c D N A c l o n e . B 6 F 1 . 3 A S H 2 t r a n s f e c t e d c e l l s f a i l e d t o d e m o n s t r a t e i n d u c t i o n o f b i n d i n g t o 

h y a l u r o n a n ( F i g u r e 9 ) . I t i s i m p o r t a n t t o n o t e , h o w e v e r , t h a t t h e p r o t e i n e n c o d e d b y 

B 6 F 1 . 3 A S H 2 m a y n o t h a v e b e e n e x p r e s s e d . T h e c e l l s u r f a c e e x p r e s s i o n o f t h i s m u t a n t p r o t e i n 

c o u l d n o t b e d e t e r m i n e d a s m A b s d i r e c t e d a g a i n s t t h e m I L - 2 R y w e r e n o t i n o u r p o s s e s s i o n . I f 

t h e m u t a n t p r o t e i n i s n o t f o u n d o n t h e c e l l s u r f a c e t h e n C D 4 4 - m e d i a t e d a d h e s i o n t o h y a l u r o n a n 

w o u l d n o t b e e x p e c t e d . T h e s e d a t a s u g g e s t a n i m p o r t a n t r o l e f o r s i g n a l t r a n s d u c t i o n e v e n t s 

m e d i a t e d b y t h e c y t o p l a s m i c d o m a i n o f m I L - 2 R y i n t h e " a c t i v a t i o n " o f C D 4 4 . 

3.4 Involvement of the Proto-oncogene c-jun 

P r e v i o u s s t u d i e s h a v e d e m o n s t r a t e d t h a t t h e p r o t o - o n c o g e n e s c - m y c , c - f o s a n d c - j u n m a y p l a y 

i m p o r t a n t r o l e s a s d o w n s t r e a m m e d i a t o r s f o r t h e s i g n a l t r a n s d u c t i o n p a t h w a y r e g u l a t i n g e v e n t s 

t r i g g e r e d b y a c t i v a t i o n o f t h e I L - 2 r e c e p t o r c o m p l e x ( A s a o et al., 1 9 9 3 ) . T h e s e t h r e e p r o t o -

o n c o g e n e s a r e i n d u c e d f o l l o w i n g t h e a d d i t i o n o f I L - 2 t o f i b r o b l a s t s e x p r e s s i n g t h e h i g h - o r 

i n t e r m e d i a t e - a f f i n i t y I L - 2 r e c e p t o r c o m p l e x e s . I n t h e a b s e n c e o f e x o g e n o u s I L - 2 , l o w l e v e l s o f 

o n l y t h e p r o t o - o n c o g e n e c - j u n a r e i n d u c e d ( A s a o et al., 1 9 9 3 ) . T o t e s t w h e t h e r c - j u n i s 

i n v o l v e d i n t h e B 6 F 1 . 3 - m e d i a t e d a c t i v a t i o n o f C D 4 4 , t h e h y a l u r o n a n b i n d i n g a b i l i t y o f 
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p C D M 8 . c j u n t r a n s f e c t a n t s w a s d e t e r m i n e d . F u r t h e r m o r e , t h e e x p r e s s i o n o f c - j u n m e s s a g e s i n 

M O P 8 c e l l s i n f e c t e d w i t h t h e r e t r o v i r u s J z e n . B 6 F 1 . 3 w a s a l s o s t u d i e d . 

3 . 4 . 1 E x p r e s s i o n o f c - j u n M e s s a g e i n M O P 8 . J z e n . B 6 F l . 3 C e l l s 

T h e s t u d i e s b y A s a o a n d c o l l e a g u e s ( 1 9 9 3 ) d e m o n s t r a t e d a c o r r e l a t i o n b e t w e e n c - j u n i n d u c t i o n 

a n d I L - 2 R y i n t h e h u m a n s y s t e m . I n o r d e r t o d e t e r m i n e w h e t h e r c - j u n c a n b e i n d u c e d i n 

m u r i n e f i b r o b l a s t o i d c e l l s b y m I L - 2 R y , a r e t r o v i r u s c a r r y i n g t h e B 6 F 1 . 3 c D N A w a s 

c o n s t r u c t e d a n d u s e d t o i n f e c t M O P 8 c e l l s ( F i g u r e 6 ) . A f t e r g r o w i n g M O P 8 c e l l s i n f e c t e d w i t h 

t h e r e t r o v i r u s d e s i g n a t e d J z e n . B 6 F 1 . 3 , i n s e l e c t a b l e m e d i u m f o r s e v e r a l w e e k s , t o t a l R N A w a s 

i s o l a t e d . C o n c u r r e n t l y , t o t a l R N A w a s i s o l a t e d f r o m u n i n f e c t e d M O P 8 c e l l s . A s a p o s i t i v e 

c o n t r o l , R N A w a s h a r v e s t e d f r o m M O P 8 c e l l s t r e a t e d w i t h X - r a y s ( 1 0 G y ) , a s t h i s t r e a t m e n t 

d o e s i n d u c e c - j u n e x p r e s s i o n . 

N o r t h e r n b l o t a n a l y s i s o f t h e J z e n . B 6 F 1 . 3 r e t r o v i r a l l y i n f e c t e d c e l l s w a s p e r f o r m e d . 

T h e f i l t e r w a s p r o b e d u s i n g a f u l l l e n g t h m u r i n e c - j u n p r o b e . A n i n c r e a s e i n c - j u n e x p r e s s i o n 

w a s d e m o n s t r a t e d b y a n i n d u c t i o n o f c - j u n m R N A i n t h e J z e n . B 6 F 1 . 3 - i n f e c t e d c e l l s a s 

c o m p a r e d w i t h u n i n f e c t e d c e l l s ( F i g u r e 2 0 ) . H o w e v e r , t h e e l e v a t e d l e v e l s o f c - j u n m R N A m a y 

n o t b e s i g n i f i c a n t , o r m a y h a v e a r i s e n d u r i n g t h e s e l e c t i o n p r o c e s s . T h e M O P 8 c e l l s p r e t r e a t e d 

w i t h X - r a y s h o w e d h i g h l e v e l s o f e x p r e s s i o n . T h e s e f i n d i n g s s u g g e s t e d t h a t c - j u n m a y a c f a s a 

d o w n s t r e a m s i g n a l f o l l o w i n g s t i m u l a t i o n o f t h e I L - 2 R y l e a d i n g t o t h e " a c t i v a t i o n " o f C D 4 . 4 

s u c h t h a t a h y a l u r o n a n b i n d i n g s t a t e i s a c h i e v e d . 

3 . 4 . 1 T r a n s i e n t E x p r e s s i o n o f c - j u n " A c t i v a t e s " C D 4 4 

A l t h o u g h i n d u c t i o n o f c - j u n e x p r e s s i o n w a s d e m o n s t r a b l e u p o n m I L - 2 R y s t a b l e e x p r e s s i o n i n 

M O P 8 c e l l s , t h e r o l e o f c - j u n i n t h e a c t i v a t i o n o f C D 4 4 c o u l d n o t b e i n f e r r e d f r o m t h i s 

o b s e r v a t i o n . T o t e s t w h e t h e r t h i s p r o t o - o n c o g e n e c a n e n h a n c e M O P 8 c e l l b i n d i n g t o 

h y a l u r o n a n c o a t e d p l a s t i c , c - j u n i n p C D M 8 w a s t r a n s i e n t l y e x p r e s s e d i n M O P 8 . F o l l o w i n g a n 
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F i g u r e 2 0 : B 6 F 1 . 3 i n d u c e s c - j u n m R N A . Northern blot analysis of R N A isolated 
from MOP8 cells pretreated with X-Rays, or infected with Jzen.B6F1.3. The filter was 
probed with full length murine c-jun. 
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F i g u r e 21: c - j u n i n d u c e s MOP8 c e l l s t o b i n d t o h y a l u r o n a n . A d h e s i o n o f M O P 8 
c e l l s t r a n s i e n t l y t r a n s f e c t e d w i t h m u r i n e c - j u n i n p C D M 8 a s c o m p a r e d t o p C D M 8 a l o n e . T h e 
b i n d i n g a s s a y w a s p e r f o r m e d i n t h e p r e s e n c e ( s h a d e d ) a n d a b s e n c e ( b l a c k ) o f a n t i - C D 4 4 m A b 
T L B 2 4 1 . T h e b i n d i n g a s s a y w a s p e r f o r m e d i n d u p l i c a t e . 
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appropriate amount of time to allow for replication of the plasmid, cells transfected with 

pCDM8, pCDM8.c-jun, or pCDM8.B6F1.3 by electroporation were tested for their ability to 

bind to hyaluronan-coated dishes. As demonstrated in Figure 21, B6F1.3 transfected cells 

demonstrated significant hyaluronan binding as determined by fluorescence. The pCDM8 

transfectants showed little or no binding as compared to the background. pCDM8,c-jun 

transfectants also bound to hyaluronan, however, at levels somewhat lower than that of 

B6F1.3 (Figure 21). Moreover, this induction could be inhibited by a pretreatment of the 

transfectants with mAbs directed against the hyaluronan binding domain of murine CD44 

(Figure 21). Therefore, transient expression of c-jun appeared to enhance MOP8 cell adhesion 

to hyaluronan in a CD44-inhibitable fashion. 

To determine whether the enhancement of hyaluronan binding of the MOP8 cells 

transfected with pCDM8.c-jun was caused by an upregulation of CD44 molecules on the cell 

surface, FACS analysis using anti-CD44 antibodies was performed. Figure 22 demonstrates 

that no obvious alteration in the CD44 levels appeared. CD44 is expressed at high levels on 

untransfected control MOP8 cells but no further increase above the unstained control was 

observed in either the pCDM8.c-jun or the pCDM8.B6F1.3 transfected cells. 
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Figure 22: Transient expression of the protooncogene, c-jun does not alter 
CD44 expression levels. F A C S analysis of MOP8 cells transfected with pCDM8, 
pCDM8.B6F1.3, or pCDM8.cjun. The cells were stained with the mAbs TIB 241, TIB 242 or 
media alone (nil). 
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D I S C U S S I O N 

C o n s i d e r a b l e i n t e r e s t h a s b e e n f o c u s e d o n u n d e r s t a n d i n g t h e m o l e c u l e s i n v o l v e d i n c e l l 

a d h e s i o n . O n e o f t h e s e p r o t e i n s i s t h e w i d e l y d i s t r i b u t e d g l y c o p r o t e i n C D 4 4 . T h i s a d h e s i o n 

p r o t e i n h a s b e e n d e m o n s t r a t e d t o p l a y a s i g n i f i c a n t r o l e i n a v a r i e t y o f c e l l u l a r p r o c e s s e s . S o m e 

o f t h e s e f u n c t i o n s i n v o l v e t h e i n t e r a c t i o n o f C D 4 4 w i t h i t s l i g a n d , h y a l u r o n a n . T h i s p o l y m e r i s 

a c o m m o n c o m p o n e n t o f e x t r a c e l l u l a r m a t r i c e s a n d e x t r a c e l l u l a r f l u i d s . T h e o b s e r v a t i o n t h a t 

n o t a l l c e l l s e x p r e s s i n g C D 4 4 c a n b i n d t o h y a l u r o n a n l e d t o t h e n o t i o n t h a t t h e a d h e s i v e 

f u n c t i o n o f C D 4 4 m a y b e s t r i c t l y r e g u l a t e d . T o d a t e , t h e m o l e c u l a r m e c h a n i s m s t h a t r e g u l a t e 

t h e a d h e s i v e f u n c t i o n a n d l i g a n d - b i n d i n g s p e c i f i c i t y o f C D 4 4 a r e n o t w e l l d e f i n e d . S e v e r a l 

i s o f o r m s o f C D 4 4 w h i c h s h a r e e x t e n s i v e s e q u e n c e h o m o l o g y h a v e b e e n i d e n t i f i e d ( D o u g h e r t y 

etal, 1 9 9 1 ; S t a m e n k o v i c etal, 1 9 9 1 ; H e et al, 1 9 9 2 ; S c r e a t o n etal, 1 9 9 2 ; G u n t h e r t etal, 

1 9 9 1 ) . T h e s e h i g h e r m o l e c u l a r m a s s C D 4 4 i s o f o r m s a r e g e n e r a t e d b y t h e i n s e r t i o n o f 

a d d i t i o n a l p e p t i d e s e q u e n c e s o f v a r y i n g l e n g t h e n c o d e d b y a c o n t i g u o u s s e r i e s o f a t l e a s t 1 0 

a l t e r n a t i v e l y s p l i c e d e x o n s , i n t o a s i n g l e s i t e w i t h i n t h e e x t r a c e l l u l a r d o m a i n o f t h e m o l e c u l e 

p r o x i m a l t o t h e m e m b r a n e s p a n n i n g d o m a i n ( D o u g h e r t y et al, 1 9 9 1 ; C o o p e r et al, 1 9 9 2 ; 

J a c k s o n et al, 1 9 9 2 ; S c r e a t o n et al, 1 9 9 2 ; T o l g et al, 1 9 9 3 ) . S o m e o f t h e s e i s o f o r m s h a v e 

b e e n d e m o n s t r a t e d t o e x h i b i t a l t e r e d l i g a n d - b i n d i n g s p e c i f i c i t y a n d c e l l u l a r d i s t r i b u t i o n 

( S t a m e n k o v i c et al, 1 9 9 1 ; D o u g h e r t y et al, 1 9 9 4 ; D o u g h e r t y et al, 1 9 9 1 ; G u n t h e r t et al, 

1 9 9 1 ; H e et al, 1 9 9 2 ) . C y t o p l a s m i c p h o s p h o r y l a t i o n a n d s u b s e q u e n t i n t e r a c t i o n s w i t h 

c y t o s k e l e t a l e l e m e n t s , m a y r e g u l a t e C D 4 4 f u n c t i o n a n d e x p r e s s i o n . O n e o t h e r p o t e n t i a l 

m e c h a n i s m m a y b e t h e e x i s t e n c e o f c e l l - s p e c i f i c r e g u l a t o r y m o l e c u l e s . 

T h e s t u d i e s p r e s e n t e d i n t h i s t h e s i s h a v e f o c u s s e d o n t h e i s o l a t i o n , i d e n t i f i c a t i o n a n d 

f u n c t i o n a l a n a l y s i s o f t h e c D N A c l o n e B 6 F 1 . 3 , a p o t e n t i a l p o s i t i v e r e g u l a t o r y m o l e c u l e f o r 

C D 4 4 - m e d i a t e d a d h e s i o n t o h y a l u r o n a n . M o r e o v e r , a t t e m p t s t o d e l i n e a t e t h e m e c h a n i s m o f 
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C D 4 4 " a c t i v a t i o n " b y B 6 F 1 . 3 h a v e b e e n r e p o r t e d i n c l u d i n g m u t a t i o n a l a n a l y s i s , C D 4 4 

e x p r e s s i o n a n d t h e i n v o l v e m e n t o f t h e p r o t o - o n c o g e n e c - j u n . 

S e q u e n c e a n a l y s i s h a s i d e n t i f i e d c l o n e B 6 F 1 . 3 a s i d e n t i c a l t o t h e m I L - 2 R y . T h e c D N A f o r 

m I L - 2 R y w a s r e c e n t l y c l o n e d ( C a o et al, 1 9 9 3 ) , h o w e v e r , m o s t o f t h e s t u d i e s o f I L - 2 R y h a v e 

b e e n p e r f o r m e d i n t h e h u m a n s y s t e m . T h e h u m a n m o l e c u l e w a s o r i g i n a l l y i s o l a t e d a s t h e t h i r d 

s u b u n i t o f t h e I L - 2 r e c e p t o r c o m p l e x ( T a k e s h i t a et al, 1 9 9 2 ) . C o m p a r i s o n s w i t h i n G e n b a n k 

d e m o n s t r a t e d t h a t m o u s e a n d h u m a n E L - 2 R y s h o w e d a h i g h d e g r e e o f s e q u e n c e i d e n t i t y . 8 0 % 

i d e n t i t y a t t h e n u c l e o t i d e l e v e l a n d 8 1 % a t t h e a m i n o a c i d l e v e l w a s o b s e r v e d f o r t h e c o d i n g 

r e g i o n s ( F i g u r e 9 ) . T h e r e g i o n w i t h t h e h i g h e s t c o n s e r v a t i o n b e t w e e n m o u s e a n d h u m a n , i s 

t h e c y t o p l a s m i c d o m a i n . T h i s s u g g e s t s a n i m p o r t a n t r o l e f o r t h i s r e g i o n i n I L - 2 R y f u n c t i o n . 

I n t e r e s t i n g l y , a l t h o u g h t h e c y t o p l a s m i c d o m a i n o f t h e h u m a n m o l e c u l e c o n t a i n s a r e g i o n w i t h 

l i m i t e d h o m o l o g y t o t h e f o u r t h a n d f i f t h S H 2 s u b d o m a i n s ( T a k e s h i t a et al, 1 9 9 2 ) , t h i s r e g i o n 

i s n o t a s w e l l c o n s e r v e d i n t h e m o u s e . T h e r e s i d u e s A r g - 2 8 9 a n d T h r - 2 9 2 i n h I L - 2 R y , i s 

c o n s e r v e d i n L c k , H c k , L y n a n d B l k , b u t i s n o t f o u n d i n m I L - 2 R y . M o r e o v e r , t h e l e u c i n e -

z i p p e r m o t i f i s n o t c o n s e r v e d i n m o u s e . T h e r e f o r e , t h e l a c k o f r i g o r o u s c o n s e r v a t i o n o f S H 2 

s u b d o m a i n s a n d l e u c i n e - z i p p e r m o t i f s , t e n d s t o l e s s e n t h e p r o b a b i l i t y t h a t t h e y p l a y c r i t i c a l 

r o l e s i n m I L - 2 R y f u n c t i o n . 

T h e S H 2 d o m a i n w a s o r i g i n a l l y i d e n t i f i e d a s s e q u e n c e s o b s e r v e d i n a n a p p r o x i m a t e l y 

1 0 0 a m i n o a c i d n o n c a t a l y t i c r e g i o n o f S r c - r e l a t e d t y r o s i n e k i n a s e s ( S a d o w s k i et al, 1 9 8 6 ) . 

S u b s e q u e n t l y , t h i s d o m a i n h a s b e e n d e t e r m i n e d t o b i n d s p e c i f i c a l l y t o t y r o s i n e - p h o s p h o r y l a t e d 

c e l l u l a r p r o t e i n s ( r e v i e w e d i n K o c h et al, 1 9 9 1 ) . I n g e n e r a l , t h e m o t i f t h a t b i n d s t o t h e S H 2 

d o m a i n c o n s i s t s o f a p h o s p h o t y r o s i n e f o l l o w e d b y t w o n o n b a s i c p o l a r r e s i d u e s a n d a l a r g e 

h y d r o p h o b i c a m i n o a c i d ( S o n g y a n g et al, 1 9 9 3 ) . B y c r y s t a l s t r u c t u r e a n a l y s i s , t h e i n t e r a c t i o n 

b e t w e e n t h e S r c S H 2 d o m a i n a n d t h e p h o s p h o p e p t i d e w a s d e t e r m i n e d t o r e s e m b l e a t w o -

p r o n g e d p l u g ( p h o s p h o p e p t i d e ) e n g a g i n g a - t w o - h o l e d s o c k e t ( S H 2 d o m a i n ; W a k s m a n et al, 

1 9 9 3 ) . T w o r e g i o n s w i t h i n t h e S H 2 d o m a i n a r e f u n c t i o n a l l y i m p o r t a n t f o r i n t e r a c t i n g w i t h t h e 
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p h o s p h o p e p t i d e . O n e s u c h r e g i o n i s p r i m a r i l y c o n c e r n e d w i t h b i n d i n g t o t h e p h o s p h o t y r o s i n e . 

T h e s e c o n d r e g i o n s u p p l i e s s i t e s f o r b i n d i n g t h e t h r e e r e s i d u e s i m m e d i a t e l y f o l l o w i n g t h e 

p h o s p h o t y r o s i n e ( W a k s m a n et al, 1 9 9 3 ) . T h e p o r t i o n o f t h e S H 2 d o m a i n f o u n d i n I L - 2 R y 

c o n t a i n s o n l y t h e s e c o n d b i n d i n g r e g i o n a n d t h u s i s u n a b l e t o b i n d p h o s p h o t y r o s i n e s . T h e d a t a 

p r o v i d e d f r o m c r y s t a l s t r u c t u r e a n a l y s i s c o u p l e d w i t h t h e d e g r e e o f c o n s e r v a t i o n b e t w e e n 

h u m a n a n d m o u s e I L - 2 R y s u g g e s t t h a t t h i s S H 2 s u b d o m a i n h o m o l o g y i s u n l i k e l y t o b e 

f u n c t i o n a l l y i m p o r t a n t . 

T h e e x p r e s s i o n p a t t e r n o f m I L - 2 R y m R N A w a s d e t e r m i n e d b y N o r t h e r n b l o t a n a l y s i s 

o n v a r i o u s m u r i n e t i s s u e s a n d c e l l l i n e s . T h e a n a l y s i s r e v e a l e d m e s s a g e s o f a p p r o x i m a t e l y 

1 . 6 k b c o r r e s p o n d i n g t o B 6 F 1 . 3 . A s e c o n d u n k n o w n s p e c i e s w a s a l s o d e t e c t e d a t 

a p p r o x i m a t e l y 4 k b o n s o m e o f t h e t e s t e d t i s s u e s a n d c e l l l i n e s . T h i s s e c o n d l e s s i n t e n s e b a n d 

w a s o n l y o b s e r v e d i n l a n e s t h a t c o n t a i n e d t h e 1 . 6 k b m e s s a g e . T h e o r i g i n o f t h i s h i g h e r 

m o l e c u l a r m a s s s p e c i e s i s u n k n o w n h o w e v e r a s i m i l a r f i n d i n g w a s o b s e r v e d i n t h e o r i g i n a l 

s t u d i e s i n w h i c h t h e h I L - 2 R y w a s c l o n e d ( T a k e s h i t a et al, 1 9 9 2 ) . T h e a u t h o r s o f t h a t r e p o r t 

a l s o d i d n o t k n o w t h e o r i g i n o r i d e n t i t y o f t h e s e c o n d h i g h e r m o l e c u l a r m a s s s p e c i e s . 

T h e e x p r e s s i o n o f B 6 F 1 . 3 m R N A a p p e a r e d t o b e l i m i t e d t o t h e h e m o p o i e t i c t i s s u e s a n d 

c e l l l i n e s . T h e o n e e x c e p t i o n o b s e r v e d w a s t h e l o w l e v e l o f B 6 F 1 . 3 e x p r e s s i o n i n t h e b o n e 

m a r r o w , a t i s s u e c o m p a r t m e n t r i c h i n i m m a t u r e h e m o p o i e t i c c e l l s . T h i s f i n d i n g a g r e e s w i t h t h e 

o b s e r v a t i o n t h a t c e l l s i s o l a t e d f r o m t h e b o n e m a r r o w w h i l e s t r o n g l y C D 4 4 - p o s i t i v e , d o n o t 

r e a d i l y a d h e r e t o h y a l u r o n a n ( d a t a n o t s h o w n ) . 

T h e c e l l u l a r r e s p o n s e t o I L - 2 a p p e a r s t o b e d e p e n d e n t u p o n t h e p r e s e n c e o f I L - 2 R y 

( T a n i g u c h i a n d M i n a m i , 1 9 9 3 ; V o s s et al, 1 9 9 3 ; A s a o et al, 1 9 9 3 ) . W h i l e v a r i o u s 

c o m b i n a t i o n s o f t h e t h r e e d i s t i n c t c o m p o n e n t s t h a t m a k e u p t h e I L - 2 r e c e p t o r c o m p l e x c a n b i n d 

E L - 2 , o n l y t h e h i g h ( K d = 1 0 _ 1 1 M ) - a n d i n t e r m e d i a t e ( K d = 1 0 ~ 9 M ) - a f f i n i t y r e c e p t o r s c o n s i s t i n g 

r e s p e c t i v e l y o f a p y h e t e r o t r i m e r s a n d p y h e t e r o d i m e r s c a n i n t e r n a l i z e I L - 2 a n d t r a n s d u c e 

I L - 2 - m e d i a t e d s i g n a l s ( T a n i g u c h i a n d M i n a m i , 1 9 9 3 ; V o s s et al, 1 9 9 3 ; A s a o et al, 1 9 9 3 ) . 
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F u r t h e r m o r e , N o g u c h i a n d c o l l e a g u e s ( 1 9 9 3 ) m a p p e d t h e g e n e e n c o d i n g t h e h u m a n 

I L - 2 R y c h a i n t o c h r o m o s o m e X q l 3 a n d d e m o n s t r a t e d t h a t m u t a t i o n s i n t h i s g e n e r e s u l t i n g i n 

t h e g e n e r a t i o n o f p r e m a t u r e s t o p c o d o n s a r e r e s p o n s i b l e f o r X S C I D ( N o g u c h i et al., 1 9 9 3 ) . 

I n d i v i d u a l s w i t h t h i s c o n d i t i o n h a v e g r e a t l y r e d u c e d n u m b e r s o f c i r c u l a t i n g T c e l l s a n d s u f f e r 

f r o m s e v e r e a n d p e r s i s t e n t i n f e c t i o n s ( C o o p e r a n d B u t l e r , 1 9 8 9 ) . I n t e r e s t i n g l y , d e s p i t e b e i n g 

s e v e r e l y i m m u n o c o m p r o m i s e d , I L - 2 k n o c k o u t m i c e a p p e a r r e l a t i v e l y n o r m a l w i t h r e s p e c t t o 

t h y m o c y t e a n d p e r i p h e r a l T c e l l s u b s e t c o m p o s i t i o n ( S c h l o r e et al, 1 9 9 1 ) . T h u s , i t i s a p p e a r s 

u n l i k e l y t h a t t h e X S C I D p h e n o t y p e r e s u l t s s i m p l y f r o m a l o s s o f c e l l u l a r r e s p o n s i v e n e s s t o 

I L - 2 . 

T w o i n d e p e n d e n t g r o u p s a t t e m p t e d t o f i n d a l i n k b e t w e e n t h e I L - 2 R y a n d t h e r e c e p t o r 

f o r I L - 4 . R u s s e l l a n d c o w o r k e r s ( 1 9 9 3 ) d e f i n e d t h i s l i n k o n t h e b a s i s o f c h e m i c a l 

c r o s s - l i n k i n g d a t a , t h e a b i l i t y o f I L - 2 R y t o a u g m e n t I L - 4 b i n d i n g a f f i n i t y , a n d t h e r e q u i r e m e n t 

f o r I L - 2 R y i n I L - 4 - m e d i a t e d p h o s p h o r y l a t i o n o f i n s u l i n r e c e p t o r s u b s t r a t e - 1 . K o n d o a n d 

c o l l e a g u e s ( 1 9 9 3 ) p r o d u c e d m A b s t h a t r e a c t e d w i t h I L - 2 R y . O n e s u c h m A b d e s i g n a t e d 

T U G m 2 , w a s a b l e t o i n h i b i t I L - 2 t o b i n d t o t h e f u n c t i o n a l I L - 2 r e c e p t o r s . T U G m 2 a l s o 

i n h i b i t e d E L - 4 - i n d u c e d c e l l g r o w t h a n d t h e h i g h - a f f i n i t y b i n d i n g o f I L - 4 t o t h e C T L L - 2 m o u s e 

T c e l l l i n e . O n e o t h e r m A b k n o w n a s T U G m 3 , w a s i s o l a t e d b a s e d o n i t s a b i l i t y t o r e a c t w i t h 

t h e I L - 2 R y c h a i n c r o s s - l i n k e d w i t h I L - 2 . I n t e r e s t i n g l y , T U G m 3 a l s o i m m u n o p r e c i p i t a t e d t h e 

y c h a i n w h e n c r o s s - l i n k e d w i t h I L - 4 . T h e c o m b i n e d s t u d i e s o f t h e s e t w o r e s e a r c h g r o u p s 

s t r o n g l y s u g g e s t t h a t t h e I L - 2 R y c h a i n i s a f u n c t i o n a l c o m p o n e n t o f t h e I L - 4 r e c e p t o r c o m p l e x 

( R u s s e l l etal., 1 9 9 3 ; K o n d o etal, 1 9 9 3 ) . 
1 T w o r e p o r t s a l s o d e s c r i b e d a n a s s o c i a t i o n o f t h e I L - 2 R y w i t h t h e r e c e p t o r f o r I L - 7 . 

N o g u c h i a n d c o l l e a g u e s ( 1 9 9 3 ) u s e d c h e m i c a l c r o s s - l i n k i n g d a t a t o d e m o n s t r a t e t h a t I L - 2 R y 

w a s p h y s i c a l l y a s s o c i a t e d w i t h t h e I L - 7 r e c e p t o r . T h i s g r o u p f u r t h e r s h o w e d t h a t t h e p r e s e n c e 

o f I L - 2 R y e n h a n c e d b o t h I L - 7 b i n d i n g a f f i n i t y a n d t h e e f f i c i e n c y o f I L - 7 i n t e r n a l i z a t i o n . 

K o n d o a n d c o w o r k e r s ( 1 9 9 4 ) a g a i n u s e d t h e m A b T U G m 3 f o r i m m u n o p r e c i p i t a t i o n s t u d i e s . 
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T h i s e x p e r i m e n t i m m u n o p r e c i p i t a t e d t h e I L - 2 R y c h a i n w h e n c r o s s - l i n k e d w i t h I L - 7 . T h e s e 

s t u d i e s s u g g e s t e d a s h a r i n g o f t h e E L - 2 R y c h a i n w i t h t h e I L - 7 r e c e p t o r c o m p l e x . 

A l t h o u g h t h e i n c r e a s e o f C D 4 4 a d h e s i o n b y I L - 2 R y m a y o r m a y n o t c o n t r i b u t e t o t h e 

p h e n o t y p e o f X S C I D , t h e f a c t r e m a i n s t h a t r e g u l a t i o n o f C D 4 4 b i n d i n g a c t i v i t y i s l i k e l y t o b e 

s i g n i f i c a n t f o r m a n y a d h e s i o n - d e p e n d e n t c e l l u l a r p r o c e s s e s in vivo. T h e r e f o r e , t h e m e c h a n i s m 

b y w h i c h t h i s r e g u l a t i o n i s m e d i a t e d , i s a n i m p o r t a n t a r e a o f s t u d y . A p o s i t i v e c o n t r o l u s e d i n 

t h e h y a l u r o n a n a d h e s i o n s t u d i e s w a s h u m a n C D 4 4 . T h e t r a n s f e c t i o n o f h u m a n C D 4 4 i n t o 

M O P 8 c e l l s d e m o n s t r a t e d t h a t s i m p l y o v e r e x p r e s s i n g C D 4 4 a l l o w e d t h e t r a n s f e c t a n t s t o b i n d t o 

h y a l u r o n a n . T o r u l e o u t t h e p o s s i b i l i t y t h a t B 6 F 1 . 3 t r a n s f e c t i o n e n h a n c e s c e l l u l a r a d h e s i o n t o 

h y a l u r o n a n s i m p l y b y u p r e g u l a t i n g C D 4 4 e x p r e s s i o n , s e v e r a l s t u d i e s w e r e p e r f o r m e d . F A C S 

a n a l y s i s , a n d W e s t e r n b l o t a n a l y s i s w e r e u s e d t o d e t e r m i n e t h e l e v e l s o f C D 4 4 u p o n m T L - 2 R y 

e x p r e s s i o n . B o t h s t u d i e s f a i l e d t o d e m o n s t r a t e a n i n c r e a s e i n C D 4 4 e x p r e s s i o n w i t h m I L - 2 R y 

t r a n s i e n t e x p r e s s i o n . F u r t h e r m o r e , W e s t e r n b l o t a n a l y s i s r e v e a l e d t h a t t h e m o l e c u l a r m a s s o f 

C D 4 4 w a s n o t c h a n g e d . T h i s o b s e r v a t i o n s u g g e s t e d t h a t h i g h e r m o l e c u l a r . m a s s C D 4 4 

i s o f o r m s w e r e n o t u p r e g u l a t e d . A s i m i l a r r e s u l t w a s o b s e r v e d u s i n g F A C S a n a l y s i s o n 

J z e n . B 6 F 1 . 3 - i n f e c t e d M O P 8 c e l l s . I t i s i n t r i g u i n g t o n o t e t h a t f o r t h e s e r e t r o v i r a l l y i n f e c t e d 

c e l l s , C D 4 4 e x p r e s s i o n a p p e a r e d t o b e e v e n s o m e w h a t l o w e r t h a n t h a t o n n o n - i n f e c t e d M O P 8 . 

T h i s f i n d i n g s t r o n g l y s u g g e s t s t h a t u p r e g u l a t i o n o f C D 4 4 i s n o t t h e m e c h a n i s m b y w h i c h 

m I L - 2 R y i n d u c e s C D 4 4 - m e d i a t e d a d h e s i o n t o h y a l u r o n a n . T h e r e f o r e , m I L - 2 R y m u s t 

s o m e h o w " a c t i v a t e " C D 4 4 i n o r d e r t o i n d u c e t h i s a d h e s i o n t o h y a l u r o n a n . 

S i n c e t h e c y t o p l a s m i c t a i l h a s t h e h i g h e s t d e g r e e o f s e q u e n c e i d e n t i t y b e t w e e n t h e 

h u m a n a n d m o u s e I L - 2 R y m o l e c u l e s a n d c o n t a i n s t h e r e g i o n s w i t h h o m o l o g y t o S H 2 

s u b d o m a i n s , i t s e e m e d l i k e l y t h a t t h e i n t r a c e l l u l a r d o m a i n m a y p l a y a c r i t i c a l f u n c t i o n a l r o l e i n 

r e g u l a t i n g C D 4 4 . F u r t h e r m o r e , s t u d i e s o f X S C I D p a t i e n t s h a v e d e m o n s t r a t e d t h a t a m u t a t i o n 

i n h I L - 2 R y r e s u l t i n g i n t h e r e m o v a l o f a s f e w a s 6 2 a m i n o a c i d s f r o m t h e c a r b o x y - t e r m i n a l e n d 

o f t h e p r o t e i n , w a s s u f f i c i e n t t o b e l i n k e d t o X S C I D ( N o g u c h i et al., 1 9 9 3 ) . T o d e t e r m i n e 

w h e t h e r t h e c y t o p l a s m i c d o m a i n o f m I L - 2 R y i s i m p o r t a n t i n t h e r e g u l a t i o n o f C D 4 4 - m e d i a t e d 
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a d h e s i o n t o h y a l u r o n a n , d e l e t i d n a l m u t a g e n e s i s w a s p e r f o r m e d . A c y t o p l a s m i c a l l y t r u n c a t e d 

m o l e c u l e d e s i g n a t e d B 6 F 1 . 3 A S H 2 w a s p r o d u c e d a n d u s e d t o t r a n s f e c t M O P 8 c e l l s u s i n g t h e 

p C D M 8 s y s t e m d e s c r i b e d a b o v e . I n c i d e n t a l l y , m o s t ( 2 0 o f 3 4 r e s i d u e s ) o f t h e r e g i o n w i t h 

h o m o l o g y t o t h e S H 2 s u b d o m a i n w e r e i n c l u d e d i n t h e d e l e t i o n . U p o n t r a n s f e c t i o n , 

B 6 F 1 . 3 A S H 2 f a i l e d t o i n d u c e h y a l u r o n a n b i n d i n g i n M O P 8 c e l l s . T h u s t h i s f i n d i n g i m p l i c a t e d 

t h e c y t o p l a s m i c d o m a i n o f r n I L - 2 R y a s a c r i t i c a l p l a y e r i n r e g u l a t i n g t h e f u n c t i o n o f C D 4 4 . 

P r e v i o u s s t u d i e s b y A s a o et al ( 1 9 9 3 ) h a v e d e m o n s t r a t e d t h a t i n f i b r o b l a s t s , 

c o - e x p r e s s i o n o f t h e I L - 2 R y c h a i n w i t h I L - 2 R a a n d I L - 2 R ( 3 o r I L - 2 R ( 3 a l o n e c a n a c t i v a t e 

t y r o s i n e k i n a s e s a n d i n d u c e e x p r e s s i o n o f t h e p r o t o o n c o g e n e s c - m y c , c - f o s a n d c - j u n 

f o l l o w i n g I L - 2 s t i m u l a t i o n . I m p o r t a n t l y , i n t h e a b s e n c e o f e x o g e n o u s I L - 2 , c o - e x p r e s s i o n o f 

I L - 2 R y w i t h b o t h I L - 2 R a a n d I L - 2 R ( 3 o r I L - 2 R J 3 a l o n e i n d u c e d t h e e x p r e s s i o n o f l o w l e v e l s o f 

c - j u n ( A s a o et al., 1 9 9 3 ) . S u c h i n d u c t i o n r e q u i r e d t h e p r e s e n c e o f t h e S H 2 s u b d o m a i n o f 

I L - 2 R y a n d d i d n o t o c c u r i f t h i s w a s d e l e t e d ( A s a o et al., 1 9 9 3 ) . W h e t h e r c - j u n i s i n v o l v e d i n 

t h e a c t i v a t i o n o f C D 4 4 i n B 6 F 1 . 3 t r a n s f e c t e d M O P 8 c e i l s r e m a i n e d u n c l e a r . 

T o d e l i n e a t e a p o s s i b l e c o n n e c t i o n b e t w e e n t h e p r o t o - o n c o g e n e c - j u n a n d t h e i n d u c t i o n 

o f h y a l u r o n a n b i n d i n g b y m I L - 2 R y , t h e e f f e c t o n t h e e x p r e s s i o n o f c - j u n i n M O P 8 c e l l s u p o n 

i n f e c t i o n w i t h J z e n . B 6 F 1 . 3 w a s d e t e r m i n e d . N o r t h e r n b l o t a n a l y s i s d e m o n s t r a t e d t h a t a n 

a p p r o x i m a t e l y 2 . 5 k b c - j u n m e s s a g e w a s o b s e r v e d i n t h e R N A o f t h e r e t r o v i r a l l y - i n f e c t e d c e l l s . 

O n l y l o w l e v e l e x p r e s s i o n o f c - j u n w a s s e e n i n t h e R N A o f n o n - i n f e c t e d M O P 8 c e l l s . T h i s 

f i n d i n g s u g g e s t s t h a t c - j u n m a y a c t a s a d o w n s t r e a m s i g n a l f o l l o w i n g s t i m u l a t i o n o f t h e I L - 2 R y 

l e a d i n g t o t h e " a c t i v a t i o n " o f C D 4 4 s u c h t h a t a h y a l u r o n a n b i n d i n g s t a t e i s a c h i e v e d . 

T o d e t e r m i n e i f t h e p r o t o o n c o g e n e c - j u n a l o n e c a n a l s o i n d u c e h y a l u r o n a n b i n d i n g , 

h u m a n c - j u n w a s i n s e r t e d i n t o t h e e x p r e s s i o n v e c t o r p C D M 8 , a n d t r a n s f e c t e d i n t o M O P 8 c e l l s . 

T h e s e t r a n s f e c t a n t s d e m o n s t r a t e d s i g n i f i c a n t i n d u c t i o n o f h y a l u r o n a n b i n d i n g t h a t w a s r e a d i l y 

i n h i b i t e d b y a n t i - C D 4 4 a n t i b o d i e s . F u r t h e r m o r e , t h e e x p r e s s i o n o f C D 4 4 m o l e c u l e s o n t h e c e l l 

s u r f a c e w a s n o t a l t e r e d s u g g e s t i n g t h a t u p r e g u l a t i o n o f t h e a d h e s i o n p r o t e i n w a s n o t t h e 

m e c h a n i s m b y w h i c h e n h a n c e m e n t o c c u r s . 
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T h e s e f i n d i n g s u g g e s t a l i n k b e t w e e n t h e p r o t o - o n c o g e n e c - j u n a n d t h e e n h a n c e m e n t o f 

C D 4 4 - m e d i a t e d h y a l u r o n a n b i n d i n g , c - j u n i s a m e m b e r o f a g r o u p o f c e l l u l a r g e n e s t e r m e d 

" i m m e d i a t e e a r l y g e n e s " a l o n g w i t h c - m y c , c - f o s a n d c - r e l t h a t i s r a p i d l y i n d u c e d w h e n r e s t i n g 

c e l l s a r e t r e a t e d w i t h m i t o g e n s . I t h a s b e e n s u g g e s t e d t h a t t h e p r o t e i n s e n c o d e d b y t h e s e g e n e s 

a r e r e q u i r e d t o i n i t i a t e a c a s c a d e o f g e n e i n d u c t i o n e v e n t s t h a t w i l l a l l o w a c e l l t o e n t e r S p h a s e 

o f t h e c e l l c y c l e ( r e v i e w e d i n H u n t e r , 1 9 9 1 ) . 

T h e c - J u n m o l e c u l e i s a s e q u e n c e - s p e c i f i c D N A b i n d i n g p r o t e i n t h a t t o g e t h e r w i t h 

c - F o s , f o r m s a c o m p o n e n t o f t h e A P - 1 t r a n s c r i p t i o n f a c t o r . T h i s t r a n s c r i p t i o n f a c t o r 

r e c o g n i z e s a s h o r t s e q u e n c e ( T G A C T C A ) t h a t c a n b e f o u n d i n t h e p r o m o t e r / e n h a n c e r r e g i o n o f 

m a n y g e n e s ( A n g e l et al., 1 9 8 7 ; B o h m a n n et al., 1 9 8 7 ; B o h e n a n d C u r r a n , 1 9 8 8 ; L e e et al., 

1 9 8 7 ; P i e t t e a n d Y a n i v , 1 9 8 7 ; R a u s c h e r et al, 1 9 8 8 b ; S t r u h l , 1 9 8 7 ; V o g t et al, 1 9 8 7 ) . T h i s 

h e p t a m e r i c s e q u e n c e w a s o r i g i n a l l y f o u n d i n t h e e n h a n c e r o f S V 4 0 , b u t s i n c e h a s b e e n 

i d e n t i f i e d i n p r o m o t e r s a n d e n h a n c e r s o f c e l l u l a r g e n e s i n c l u d i n g C D 4 4 ( S h t i v e l m a n a n d 

B i s h o p 1 9 9 1 ) . A P - 1 i s a n u c l e a r f a c t o r r e q u i r e d t o m e d i a t e t r a n s c r i p t i o n i n d u c e d b y p h o r b o l 

e s t e r t u m o u r p r o m o t e r s ( s u c h a s T P A ) v i a t h e p r o t e i n k i n a s e C p a t h w a y ( A n g e l et al, 1 9 8 7 ; 

L e e et al 1 9 8 7 ) . F u r t h e r m o r e , a n A P - 1 b i n d i n g s i t e c o n f e r s T P A i n d u c i b i l i t y u p o n a t a r g e t 

g e n e ( A n g e l et al, 1 9 8 7 ; L e e et al, 1 9 8 7 ) a n d t h u s t h i s b i n d i n g s i t e i s d e s i g n a t e d T P A 

r e s p o n s e e l e m e n t o r T R E s e q u e n c e . 

c - J u n w a s i n i t i a l l y i s o l a t e d a s a c o m p o n e n t o f t h e A P - 1 n u c l e a r f a c t o r b y t h e 

d e m o n s t r a t i o n t h a t a n t i b o d i e s t o i t s v i r a l c o u n t e r p a r t v - J u n , c r o s s - r e a c t w i t h A P - 1 . T h e c l o n i n g 

o f t h e c - j u n g e n e a n d t h e d e m o n s t r a t i o n t h a t i t s p r o d u c t i s p r e s e n t i n A P - 1 p r e p a r a t i o n s s o o n 

f o l l o w e d ( B o h m a n n et al, 1 9 8 7 ) . A d e l e t i o n o f a s e q u e n c e o f 2 7 r e s i d u e s c a l l e d t h e 5 r e g i o n 

f r o m c - J u n a s w e l l a s i n d i v i d u a l p o i n t m u t a t i o n s i n t h e r e m a i n i n g r e g i o n g e n e r a t e d v - J u n . 

F u r t h e r m o r e , a n e x t e n s i v e 3 ' u n t r a n s l a t e d r e g i o n t h a t i s p r e s e n t i n c - j u n m R N A i s m i s s i n g i n 

v - j u n t r a n s c r i p t s . 

T h e c - J u n p r o t e i n h a s s e v e r a l f e a t u r e s t h a t a r e i m p o r t a n t f o r c - J u n t o a c t i v a t e 

t r a n s c r i p t i o n . T h r e e e s s e n t i a l r e g i o n s a r e l o c a t e d a t t h e C - t e r m i n a l e n d o f t h e p r o t e i n . A 
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l e u c i n e z i p p e r m o t i f i s f o u n d a n d m a y a l l o w f o r d i m e r i z a t i o n t o o c c u r . D i m e r f o r m a t i o n i s 

c r i t i c a l f o r b i n d i n g t o D N A . T h e s e c o n d s i g n i f i c a n t s t r u c t u r e i s a b a s i c r e g i o n i m m e d i a t e l y 

a d j a c e n t t o t h e l e u c i n e z i p p e r . T h i s r e g i o n i s a l s o r e q u i r e d f o r D N A b i n d i n g . T h u s a m u t a t i o n 

i n e i t h e r o f t h e s e d o m a i n s w o u l d a b o l i s h t h e a b i l i t y o f c - J u n t o b i n d D N A . T h e f i n a l i m p o r t a n t 

d o m a i n d e s i g n a t e d A 2 , i s a p r o l i n e - r i c h r e g i o n t h a t i s n e c e s s a r y t o a c t i v a t e t r a n s c r i p t i o n . 

T h e t r a n s c r i p t i o n f a c t o r A P - 1 i s o n e o f t h e b e s t k n o w n e x a m p l e s o f c o o p e r a t i n g 

o n c o g e n e s . A P - 1 i s c o m p o s e d o f a h e t e r o d i m e r i c c o m b i n a t i o n o f c - J u n a n d c - F o s p r o t e i n s o r a 

h o m o d i m e r i c p a i r i n g o f c - J u n p r o t e i n s . T h e a b i l i t y o f c - J u n t o c o o p e r a t e w i t h c - F o s t o a c t i v a t e 

t r a n s c r i p t i o n h a s b e e n s h o w n b y c o t r a n s f e c t i o n e x p e r i m e n t s ( A n g e l et al, 1 9 8 7 ; B o h m a n n 

et al., 1 9 8 7 ; C u r r a n a n d F r a n z a , 1 9 8 8 ; F r a n z a et al., 1 9 8 8 ; L e e et al, 1 9 8 7 ; P i e t t e a n d Y a n i v , 

1 9 8 7 ; R a u s c h e r et al, 1 9 8 8 a ; S t r u h l , 1 9 8 7 ; V o g t et al, 1 9 8 7 ) . F u r t h e r m o r e , t h e h e t e r o d i m e r s 

p r o d u c e d b y t h e c o m b i n a t i o n o f c - J u n a n d c - F o s h a v e b e e n d e m o n s t r a t e d t o a c t i v a t e 

t r a n s c r i p t i o n m o r e e f f e c t i v e l y t h a t t h e c - J u n h o m o d i m e r ( C h i u , R . et al, 1 9 8 8 ; S a s s o n e - C o r s i 

. et al, 1 9 8 8 ) . c - F o s a l o n e c a n n o t d i m e r i z e a n d t h u s d o e s n o t h a v e t h e a b i l i t y t o b i n d D N A . 

T h i s s u g g e s t s t h a t t h e r o l e o f c - F o s m a y b e t o i n c r e a s e t h e D N A - b i n d i n g e f f i c i e n c y o f c - J u n . 

T h e m e c h a n i s m b y w h i c h t h e I L - 2 R y m o l e c u l e f u n c t i o n s t o " a c t i v a t e " C D 4 4 i s s t i l l n o t 

w e l l d e f i n e d . S e v e r a l p o t e n t i a l m o d e l s m a y e x i s t l e a d i n g t o t h e a c t i v a t i o n o f C D 4 4 i n c l u d i n g a 

d i r e c t a s s o c i a t i o n b e t w e e n I L - 2 R y a n d C D 4 4 o n t h e c e l l s u r f a c e o r a p o s s i b l e p a t h w a y 

i n v o l v i n g t h e u p r e g u l a t i o n o f c - j u n e x p r e s s i o n b y I L - 2 R y c a u s i n g t h e i n d u c t i o n o f o t h e r 

r e g u l a t i n g p r o t e i n s . T h e d i r e c t a s s o c i a t i o n m o d e l c a n b e t e s t e d s i m p l y b y i m m u n o p r e c i p i t a t i n g 

w i t h a n t i - C D 4 4 o r a n t i - I L - 2 R y a n t i b o d i e s o r c h e m i c a l c r o s s l i n k i n g s t u d i e s . T h i s m e c h a n i s m i s 

u n l i k e l y t o o c c u r a s s t r u c t u r a l m o t i f s i n v o l v e d i n c o u p l i n g a r e a b s e n t i n t h e t w o p r o t e i n s . 

T h e s e c o n d m o d e l i s m o r e c o m p l e x a s t h e p r o t o - o n c o g e n e c - J u n i s i n v o l v e d . S i n c e 

c - J u n a n d I L - 2 R y a r e f o u n d i n t h e n u c l e u s a n d o n t h e s u r f a c e o f c e l l s r e s p e c t i v e l y , i n t e r m e d i a t e 

m o l e c u l e m u s t e x i s t t o d e l i v e r l i n k i n g s i g n a l s . T h e i d e n t i t y o f t h e s e s i g n a l t r a n s d u c t i o n 

m o l e c u l e s a r e u n k n o w n , h o w e v e r , a c a s c a d e o f k i n a s e s a n d p h o s p h a t a s e s a r e l i k e l y t o b e 

i n v o l v e d . U p o n t r a n s m i t t i n g t h i s I L - 2 R y i n d u c e d s i g n a l a c r o s s t h e n u c l e a r m e m b r a n e , 
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u p r e g u l a t i o n t h e c - J u n p r o t e i n c o u l d t h e n p r o d u c e a J u n - F o s c o m p l e x c a p a b l e o f a c t i v a t i n g 

t r a n s c r i p t i o n o f a v a r i e t y o f g e n e s . T h e p r o t e i n s g e n e r a t e d s u b s e q u e n t l y m a y d i r e c t l y o r 

i n d i r e c t l y " a c t i v a t e " C D 4 4 . P r o t e i n s t h a t p h o s p h o r y l a t e t h e c y t o p l a s m i c d o m a i n o f C D 4 4 

w o u l d d i r e c t l y i n f l u e n c e t h e f u n c t i o n o f G D 4 4 . c - J u n - i n d u c e d t r a n s m e m b r a n e p r o t e i n s c o u l d 

a l s o m e d i a t e t h e a c t i v i t y o f C D 4 4 b y a s s o c i a t i o n o n t h e c e l l s u r f a c e . C o i m m u n o p r e c i p i t a t i o n 

e x p e r i m e n t s u s i n g a n t i - C D 4 4 c o u l d i d e n t i f y m o l e c u l e s t h a t a c t i n t h i s m a n n e r . W e s t e r n b l o t 

a n a l y s i s u s i n g a n t i - p h o s p h o t y r o s i n e c o u l d a l s o b e i m p o r t a n t t o r e s o l v e m e s s e n g e r s i n t h i s 

p a t h w a y . 

T h e m a j o r d i f f e r e n c e b e t w e e n t h e t w o m e c h a n i s m s i s t h e a b s e n c e o f c - J u n i n t h e d i r e c t 

a s s o c i a t i o n m o d e l . W h e t h e r o r n o t c - J u n p l a y s a n i m p o r t a n t r o l e i n t h i s r e g u l a t i o n c a n b e 

i n v e s t i g a t e d b y u s i n g o t h e r p r o c e d u r e s t o i n d u c e t h e e x p r e s s i o n o f t h i s p r o t o - o n c o g e n e a n d t h e 

s u b s e q u e n t i n f l u e n c e o n C D 4 4 - m e d i a t e d h y a l u r o n a n b i n d i n g t e s t e d . O n e p a r t i c u l a r m e t h o d t o 

u p r e g u l a t e d c - j u n w o u l d b e t o X - r a y t r e a t t h e M O P 8 c e l l s . 

I t i s i m p o r t a n t t o n o t e t h a t t h e " a c t i v a t i o n " o f C D 4 4 b y I L - 2 R y m a y b e s o l e l y d u e t o t h e 

e c t o p i c e x p r e s s i o n o f t h e y c h a i n i n t h e f i b r o b l a s t o i d c e l l l i n e . T h e I L - 2 R y p r o t e i n i s o b s e r v e d 

i n a v a r i e t y o f h e m o p o i e t i c c e l l t y p e s , h o w e v e r , t h e s e c e l l s m a y n o t m e d i a t e a d h e s i o n t o 

h y a l u r o n a n . T h e s t u d i e s p r e s e n t e d i n t h i s t h e s i s d o n o t p r o v i d e e v i d e n c e t o s u g g e s t a n y e f f e c t 

b y I L - 2 R y o n t h e i n t e r a c t i o n o f h e m o p o i e t i c c e l l s t o h y a l u r o n a n . 

I n s u m m a r y , a n o v e l e x p r e s s i o n c l o n i n g s t r a t e g y d e m o n s t r a t e d t h a t t h e m I L - 2 R y c h a i n 

r e g u l a t e s C D 4 4 - m e d i a t e d a d h e s i o n t o h y a l u r o n a n . T h i s c l o n i n g s y s t e m h a s t h e p o t e n t i a l t o b e 

u s e d t o i s o l a t e a d d i t i o n a l r e g u l a t o r y m o l e c u l e s i n v o l v e d i n t h e a c t i v a t i o n o f C D 4 4 a n d o t h e r 

a d h e s i o n m o l e c u l e s . T h e p r e s e n t s t u d i e s s u g g e s t t h a t i n d u c t i o n o f h y a l u r o n a n b i n d i n g m a y 

i n v o l v e t h e c y t o p l a s m i c d o m a i n o f I L - 2 R y a s w e l l a s i n d u c t i o n o f t h e p r o t o - o n c o g e n e c - j u n . 

T h e f i n d i n g s p r e s e n t e d i n t h i s t h e s i s m a y p r o v e t o b e i m p o r t a n t i n f u t u r e s t u d i e s r e g a r d i n g t h e 

f u n c t i o n o f C D 4 4 i n i t s v a r i o u s r o l e s i n c l u d i n g t u m o u r m e t a s t a s i s , l y m p h o c y t e h o m i n g a n d 

h e m o p o i e s i s . 
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