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Abstract

The L1 adhesion molecule is a member of the immunglobulin (lg) superfamily
initially identified in the nervous system which contains six Ig-like domains. L1
is primarily a cell surface molecule but in is released form it becomes
embedded in the extracellular matrix. Here is shown that human CD4"
peripheral blood T lymphocytes, monocytes, but not CD8" T-lymphocytes,
express L1. Expression of L1 was also detected on the surface of human

umbilical vein endothelial cells (HUVEC).

In addition to the established L1-L1 homotypic interaction, L1 can bind to aV3
in the human. The 6" Ig-like domain is critical for this function. Here is
demonstrated that a fusion protein containing the 6" Ig-like domain of L1 (6.L1-
Fc) can support the migration of human MED-B1 («VB3") but not of Nalm 6
cells (a5B1"). The migration was blocked in the presence of a monoclonal
antibody to aVB3 and was not seen on 6.L1-Fc in which the RGD site was
mutated. Activation of human T lymphocytes in the presence of PHA and PMA
led to the induction of aVB3 and aVB5 expression and concomitantly induced
migration of the cells on 6.L1-Fc. The migration was blocked by a monoclonal
antibody to aV3 but not to aVB5. These results suggest that L1 exposed at the
cell surface or as a matrix constituent can serve as potent substrate for aV33

mediated cell migration.

Keywords: L1, Integrin, Migration



Zusammenfassung

Das L1 Adhasionsmolekul ist ein Mitglied der Immunglobulin-Superfamile, das
extrazellular Uber sechs immunglobulin-ahnliche Domanen verfugt und
zunachst im Nervensystem identifiziert wurde. L1 ist ein Membranprotein, das
aber auch von der Oberflache abgegeben werden kann und dann in der
extrazellularen Matrix eingebettet wird. In dieser Arbeit wird gezeigt, dak CD4"
periphere Lymphozyten, Monozyten, aber nicht CD8" Lymphozyten L1
expremieren. Die L1 Expression konnte weiterhin auf humanen Endothelzellen

(HUVEC) nachgewiesen werden.

Neben der gut charakterisierten homotypischen L1-L1-Bindung kann L1 auch
heterotypisch das humane Integrin VB3 binden. Die sechste Immunglobulin-
ahnliche Domane ist kritisch fur diese Funktion. Hier wird gezeigt, dal3 ein
Fusionsprotein (6.L1-Fc), das diese sechste Domane enthalt, die Migration von
humanen MED-B1 (aVB3"), aber nicht von Nalm 6 («5B1") Zellen induziert.
Diese Migration wird in Gegenwart eines monoklonalen Antikorpers gegen
oVPB3 blockiert und ist auch nicht nachweisbar, wenn ein Fusionsprotein als
Substrat verwendet wird, beim dem in der sechsten Immunblobulin-ahnlichen
Domane die RGD-Sequenz mutiert wurde. Eine Aktivierung humaner T-
Lymphozyten fuhrt zur Expression von aVB3 und aVp5 und weiterhin wird die
Migration auf dem 6.L1-Fc-Fusionsprotein induziert. Diese Migration wird durch
monoklonale Antikérper gegen VB3, nicht aber durch Antikérper gegen aV5

inhibiert.

Diese Ergebnisse fuhren zu dem Schluf3, daly L1 auf der Oberflache von Zellen
oder in der extrazelluldren Matrix eingebettet als Substrat fur die aVB3

vermittelte Zellmigration fungiert.

Stichworte: L1, Integrin, Migration
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1. Problemstellung

1 Problemstellung

Die evolutionadre Entwicklung vom Einzeller zum Vielzeller hat nicht zum
Verlust der Bewegungsfahigkeit der einzelner Zellen gefuhrt, aus denen ein
multizellularer Organismus aufgebaut ist. Die Bewegungfahigkeit dieser
einzelnen Zellen -ein ProzeR, der als Zellmigration bezeichnet wird- stellt eine
wichtige Errungenschaft dar, die zur Erhaltung der biologischen Funktionalitat

von Vielzellern essentiell ist.

Die Beweglichkeit von Zellen bei der Embryonalentwicklung, der Gefal3bildung
der Gehirndifferenzierung und nicht zuletzt die Rolle der Zellmigration zur Auf-
rechterhaltung der immunologischen Funktionalitat sind nicht nur pragnante
Beispiele dieses Phanomens, sondern sind auch Gegenstand intensiver Unter-

suchungen in den letzten Jahren.

Immunzellen verharren im Laufe ihres Lebens nicht in einem Gewebe oder ei-
nem Organ, sondern zirkulieren durch den Organismus, um auf eindringende
Keime zu reagieren und um ihren Differenzierungsprozefl® in verschiedenen
Kompartimenten des Immunsystems durchlaufen zu konnen. Ebenso ist die
Beweglichkeit innerhalb verschiedener lymphoider Organe ein essentieller
Schritt, da auch innerhalb dieser Gewebe und Organe verschiedene

Funktionalitadten in Form von Kompartimenten lokal abgegrenzt sind.

Ebenso korreliert der Grad der Malignitat von Tumoren mit dem Vermogen ein-
zelner Tumorzellen den primaren Tumor zu verlassen und in anderen Gewe-
ben zu proliferieren. Dieses als Metastasierung bezeichnete Phanomen wurde

ohne die Fahigkeit einzelner Zellen zur Migration nicht in Erscheinung treten.

Die Untersuchungen der letzten Jahre fuhrten nicht nur zur Entdeckung eines
Spektrums von Molekulen, die in den Prozely der Adhasion und Zellmigration
involviert sind, sondern es konnte auch ein Bild gezeichnet werden, dal} die

komplexe Interaktion dieser Molekule untereinander darstellt.

Weder Migration, noch Adhasion sind nur das Resultat einer eindimensionalen
Interaktion zwischen zwei Molekllen. Vielmehr kann es mittlerweile als
gesichert angesehen werden, dald unter physiologischen Bedingungen ein

komplexes Spektrum an Interaktionen und Regulationmechanismen zwischen

1



1. Problemstellung

zellstandiger Molekulen bzw. Matrixkomponenten in Kombination mit |6slichen

Mediatoren diesen Vorgang initiiert und kontrolliert.

Integrine stellen dabei eine wichtige Molekulgruppe dar, die sowohl
Zelladhasion als auch Zellmigration vermitteln kann. Zellulare Liganden fur
Integrine sind Mitglieder der Immunglobulinfamile (z.B. CD31), aber auch

Molekule der extrazellularen Matrix, wie z.B. Fibronektin, Vitronektin u. v. m.

Gegenstand der vorliegenden Arbeit sind das Adhasionsmolekdl L1 und das
aVB3 Integrin, dessen Expression auf vielen Zellen und dessen Rolle bei der
Migration von Tumorzellen beschrieben wurde. Im Mittelpunkt sollen dabei
Untersuchungen stehen, die Hinweise fur die Interaktion beider Molekule
geben und welche biologische Funktion diese Interaktion vermittelt. Als Basis
fur diese Untersuchungen dienen Analysen Uber die Expression dieser
Molekule auf Immunzellen. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen werden
einem Vergleich der L1 Expression zwischen humanen und murinem System
dienen, da im letzteren die genaue Verteilung des L1 Moleklls schon
untersucht worden ist. Aulerdem werden Daten vorgestellt, die L1 als weiteren

Liganden fur die aVB3 vermittelte Zellmigration beschreiben.




2. Einleitung

2 Einleitung

2.1 Funktionelle und strukturelle Komplexitat des

Immunsystems

Die Fahigkeit des Immunsystems externe Eindringlinge zu erkennen und zu
eliminieren beruht prinzipiell auf drei essentiellen Schritten, die sukzessiv ab-
laufen. Erstens mul} der Organismus eine grofde Zahl verschiedener Lympho-
zytenklone bereitstellen. Diese Immunzellen tragen Antigenrezeptoren, die
spezifisch an ein bestimmtes Antigen binden konnen. Innerhalb eines Klones
besitzen diese Antigenrezeptoren die selbe Spezifitat. Der Organismus muf3 so
viele verschiedene Klone bereitstellen, dal} jedes fremde und potentiell patho-
gene Antigen erkannt und anschlielend eliminiert werden kann. Gleichzeitig
durfen diese Antigenrezeptoren nicht mit korpereigenen Molekulstrukturen rea-
gieren, um eine Immunantwort gegen sich selbst zu vermeiden [Anderson1982,

von Boehmer1992, von Boehmer1993].

Zweitens mussen die wenigen Lymphozyten, die den Antigenrezeptor fur die
Antigene eines eindringenden Keimes tragen, mit diesen Antigenstrukturen in
Kontakt treten konnen. Am Ort dieses Kontaktes mussen die Umgebungsbe-
dingungen derart beschaffen sein, dal sie eine rasche Expansion des spezifi-
schen Klones ermdglichen und die weitere Differenzierung der Zellen in Effek-
tor- und Gedachtniszellen unterstitzen [Butcher1996, Picker1993,
Mackay1990, van Ewijk1991].

Drittens mussen die aus dem vorherigen Schritt resultierenden Effektorzellen in
die Regionen des Organismus gelangen, in denen sich das Pathogen befindet,
das die spezifischen Antigenstrukturen tragt. ldealerweise eliminieren diese
Effektorzellen das in den Organismus eindringende Pathogen. Die ebenfalls
vom Immunsystem generierten Gedachtniszellen missen im Organismus zir-
kulieren, um auf ein zukunftiges Eindringen des Pathogens schnell reagieren
zu kénnen. [Butcher1991, Dunon1993, Springer1994]

Damit ein Organismus diese Ablaufe gewahrleisten kann, ware es denkbar die

gesamte immunologische Funktionalitat an den potentiellen Eintrittspforten far

3



2. Einleitung

Pathogene bereitzustellen. Da diese Redundanz aber im hochsten Male
unokonomisch ware, hat die Evolution eine andere Losung entstehen lassen.
Die gesamte Funktionalitat des Immunsystems ist in verschiedenen Organen
und Geweben kompartimentalisiert. Die funktionelle Kaskade der Immunant-
wort wird in diesen unterschiedlichen Organen bzw. Geweben ausgefuhrt, wo-
bei die Lymphozyten zwischen den diversen Kompartimenten zirkulieren bzw.
innerhalb der Gewebe migrieren mussen. [Janeway1988, Butcher1996,
Picker1993]

Das Immunsystem 1aR3t sich in drei grundlegende Kompartimente unterteilen. In
den sog. primaren lymphoiden Geweben findet die Differenzierung von
unreifen  Vorlauferzellen in funktionsfahige Lymphozyten statt. Das
Knochenmark und der Thymus sind bei Saugern typische Beispiele fur diese
Kompartimente. Da die hier generierten Zellen noch keinen Kontakt mit einem
Antigen hatten, werden sie als naive Lymphozyten bezeichnet. [Kantor1993,
Butcher1996, Adkins1987]

In den sekundaren lymphoiden Geweben (z.B. Milz, periphere Lymphknoten)
kommt es zur weiteren Differenzierung der Lymphozyten. Uber die Lymphge-
fale der Haut und das Blut werden hier fremde Antigene gesammelt und durch
spezielle antigen prasentierende Zellen den naiven Lymphozyten prasentiert.
Diese Prasentation in einem spezifischen Mikroumfeld ermoglicht die Prolifera-
tion und Differenzierung antigen-spezifischer B- und T-Zellen [Picker1993,
Mackay1993].

In den tertidren lymphoiden Geweben kommt es schlief3lich zur terminalen
Antwort der T- und B-Zellen. Traditionellerweise werden diese Gewebe auch
als extralymphoide Gewebe bezeichnet, da es sich hier um Gewebe bzw. Or-
gane handelt, die ontogenetisch nicht zum Immunsystem gehoren. Die hier
dargestellte Einteilung wird aber nach funktionellen Gesichtspunkten vorge-
nommen und |alt ontogenetische Charakteristika konsequent au3er Acht. Da-
mit lassen sich zu den tertiaren lymphoiden Geweben alle Bereich zusammen-
fassen, die nicht zu den ersten beiden Kompartimenten gehoren und die einen
potentiellen Effektorort fur die Lymphozyten darstellen konnten. Diese

terminale Antwort soll zur Beseitigung des Pathogens fuhren und kann sich in
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Immunglobulin-Sekretion, zytotoxischen Effekten oder immunregulatorischen
Prozessen manifestieren. Unter normalen Umstanden enthalten die tertiaren
lymphoiden Organe keine oder nur wenige Lymphozyten. Wahrscheilich
patrouliert eine geringe Anzahl von Gedachtniszellen in diesem Gewebe
[Mackay1993]. Erst unter pathologischen Bedingungen kommt es nach Stimuli

zur Infiltration in diese Gewebe.

priméare lymphoide
Organe

sekundére lymphoide
Organe

-

tertiare lymphoide
Organe

Abbildung 2-1: Funktionelles Organisationsprinzip des Immunsystem:
Hier wird schematisch vereinfachend die prinzipielle Organisation des
Immunsystems wiedergegeben.

Diese Einteilung stellt naturlich kein starres Schema dar — es wurde der
funktionellen Komplexitat des Immunsystems kaum gerecht werden. So sind
beispielsweise Effektorzellen auch unter bestimmten Bedingungen in den
primaren oder sekundaren lymphoiden Kompartimenten zu finden. Diese
Schematisierung spiegelt aber die prinzipielle Organisation des Immunsystem
wieder. [Butcher1986, Butcher1996, Picker1992, Picker1993]
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2.2 Homing Spezifitat der Immunzellen

Das im vorherigen Abschnitt beschriebene funktionelle Modell impliziert eine
koordinierte Mobilitat der Immunzellen. Alle an einer Immunantwort beteiligten
Zellen mussen sich zum entscheidenden Zeitpunkt in den jeweiligen
Kompartimenten befinden. Die im Organismus zirkulierenden Immunzellen
durfen die entsprechenden Gewebe nicht zufallig infiltrieren, sondern mussen
zielgerichtet in die Kompartimente einwandern. Dieses Phanomen der
zielgerichteten Einwanderung von Immunzellen in Gewebe wird als Homing
bezeichnet. Dieses Homing stellt einen kritischen Mechanismus zur
Aufrechterhaltung der immunologischen Funktionalitat dar. [Butcher1996,
Picker1993]

Grundlegende Untersuchungen zum Homing-Mechanismus hatten zunachst
zum Ziel auf den Immunzellen und in den Geweben spezifische
Adhasionsmolekule zu identifizieren, die fur diesen Mechanismus
verantwortlich sind und beispielsweise dafur sorgen, dal} naive B-Zellen in die
peripheren Lymphknoten transmigrieren. In diesem Zusammenhang werden
Strukturen, die auf Lymphozyten lokalisiert sind, als Homing-Rezeptoren
bezeichnet und deren Gegenstrukturen in den lymphoiden Organen als

Adressine.

Als die ersten Adhasionsmolekulle identifiziert worden waren, wurde jedoch
klar, dal} das Repertoire an spezifischen Homing-Rezeptoren und Adressinen
begrenzt ist. Als spezifische Adressine sind bisher die Molekule GlyCAM-1
[Rosen1993] und MADCAM-1 [Streeter1988] auf den Endothelzellen der
peripheren bzw. den Darm-assozierten Lymphknoten zu nennen. L-Selectin
[Hamann1993] und das Integrin 047 [Berlin1993] auf Seite der Lymphozyten
vermitteln den spezifischen Eintritt naiver Lymphozyten in die peripheren bzw.
die Darm-assoziierten Lymphknoten; L-Selektin wird jedoch auch von vielen
anderen Lymphozyten expremiert, ohne dabei das Homing dieser Zellen in die
Lymphknoten zu vermitteln. Dies und weitere Befunde legen offen dar, dal®
dem spezifische Homing ein komplexer, multikausaler Mechanismus zugrunde
liegt, der zum jetzigen Zeitpunkt noch nicht vollkommen aufgeklart werden

konnte.
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Es kann als Tatsache vorausgesetzt werden, dal am Homing und zur
erfolgreichen Migration von Lymphozyten in die Gewebe nicht ein einzelnes
Molekul beteiligt ist, sondern dall die Kombination verschiedener
Adhasionsmolekule in Verbindung mit Zytokinen und |0slichen Faktoren die
Grundlage des spezifischen Homings bilden [Butcher1996, Springer1990]. In
den nachsten Abschnitten sollen daher anhand einiger Beispiele die bisher

angenommenen Mechanismen aufgezeigt werden.

2.2.1 Migration in die peripheren Lymphknoten

Fur Lymphozyten bestehen zwei Eintrittswege, um vom Blut in die peripheren
Lymphknoten zu gelangen. Die Zellen konnen die Blutbahn Uber das flache
Endothelium verlassen und gelangen dann uber afferente, lymphatische
Gefalde direkt in das Parenchym der Lymphknoten. Der zweite Eintrittsweg der
Lymphozyten geht uber die postkapillaren Venen in den sekundaren
lymphoiden Organen [Springer1990, Butcher1990]. Die Endothelzellen dieser
Gefalle haben eine kubische Gestalt und werden daher im immunologischen
Sprachgebrauch als high endothelial venules (HEV) bezeichnet. Da diese
Bezeichnung in der Immunologie allgemein Ublich ist, werden im Weiteren
diese GefalRe als HEV bezeichnet werden. Es gibt Hinweise bei Schafen
darauf, dald naive T-Zellen die peripheren Lymphknoten uber die HEVs
infiltrieren, wogegen aktivierte T-Zellen und Gedachtniszellen Uber die
lymphatischen Gefalze einwandern [Mackay1990]. Ob allerdings diese Befunde
allgemeinen Charakter haben ist im Augenblick nicht geklart. Westerman et al.
konnten diese Ergebnisse in der Ratte nicht betstatigen. [Westermann1992,
Westermann1994]

Am Eintritt der Lymphozyten Uber die HEV ist das Molekul L-Selektin beteiligt.
Zwei Untersuchungen stutzen diese Hypothese. Antikorper gegen L-Selektin
blockieren komplett den Eintritt naiver, L-Selektin expremierender Lymphozyten
in die peripheren Lymphknoten [Gallatin1983, Hamann1993]. In
Ubereinstimmung mit diesem Ergebnis sind aktivierte T-Zellen und ein groRer
Anteil CD45RO positiver Gedachtniszellen L-Selektin negativ [Mackay1993].
Im Model konnte auch gezeigt werden, dal® Lymphozyten von L-Selektin

defizienten Mausen nicht an HEVs der peripheren Lymphknoten binden kdnnen
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[Arbones1994]. Komplettiert wird dieses Bild durch die Tatsache, dal} die
Rezeptoren fur L-Selektin GlyCAM-1 und CD34 auf den Zellen der HEVs in den
peripheren Lymphknoten expremiert werden. [Rosen1993, Lasky1992,
Baumhueter1993].

Ein weiteres Molekll, dald das spezifische Homing von Lymphozyten in
periphere Lymphknoten unterstutzt, ist das von diesen Zellen expremierte
Integrin o 2. Antikérper gegen o 2 reduzieren signifikant die Einwanderung

von Lymphozyten in die Lymphknoten [Hamann1988].

2.2.2 Migration in die Peyer’sche Plaques

Die am starksten organisierten lymphoiden Strukturen in der Darmwand sind
die Peyer'schen Plaques. Zellen dieser Gewebe sind darauf spezialisiert
Antigen zu sammeln und den Lymphozyten zu prasentieren. Aullerdem
befinden sich Lymphozyten diffus verteilt in der Lamina propria und
intraepitheliale Lymphozyten liegen zwischen den Enterozyten oberhalb der

Basalmembran [Imhof1995].

Antikérper gegen MADCAM-1  und gegen die o4- oder p7-
Integrinuntereinheiten reduzieren die Infiltration von Lymphozyten in die
Peyer’schen Plaques bzw. in das ubrige Darmgewebe um etwa funfzig Prozent
[Hamann1991, Hamann1993, Hamann1994, Picker1992]. Gleichzeitig wird
aber durch diese Antikorper nicht die Rezirkulation der Lymphozyten in die
peripheren Lymphknoten inhibiert. Dies legt die Vermutung nahe, dal} die
Interaktion des Integrins «a4PB7 mit dem Adressin MADCAM-1 eine
entscheidende Bedeutung in bezug auf die spezifische Rezirkulation von
Lymphozyten in die Areale des Darmes besitzt [Streeter1988, Hamann1993,
Hamann1994, Issekutz1991]. L-Selektin wird hauptsachlich von naiven
Lymphozyten expremiert, wogen o4p7-Integrin im Wesentlichen auf
Gedachtniszellen nachgewiesen worden ist. Dies deutet darauf hin, dal} die
Interaktion zwischen Gedachtniszellen (die kein L-Selektin expremieren) und
HEVs uber die Bindung zwischen o4pf7 und MADCAM-1 vermittelt wird
[Mackay1993A, Mackay1992, Hamann1994]. Auch o, 32 ist in die Rezirkulation

von naiven Lymphozyten in die Peyer'schen Plaques involviert, da Antikorper
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gegen dieses Integrin den Eintritt der T-Zellen in dieses lymphoide Gewebe
unterbinden — die Infiltration der Lymphozyten in das ubrige Darmgewebe aber

nicht beeinflussen [Hamann1988].

Ein Teil der Lymphozyten durchdringen die Basalmembran des Darmepithels
und siedeln sich zwischen den Enterozyten an. Diese intraepithelialen
Lymphozyten expremieren alle das Integrin a7 und Antikdrper gegen dieses
Protein konnen die Besiedlung des Epithels unterbinden [Cepek1993]. Als
Bindungspartner fur oeB7 konnte auf epithelialer Seite das Adhasionmolekul E-
Cadherin nachgewiesen werden [Cepek1994]. Bei den ogP7 positiven
Lymphozyten handelt es sich um Gedachtniszellen, die kein L-Selektin

expremieren [Cerf-Bensussan1987, Picker1990].

2.2.3 Migration in die Gewebe der Haut

Neben dem Darm stellt die Haut die Haupteintrittspforte fur Pathogene dar. Bei
T-Zellen, die in den Bereichen der Haut zu finden sind, handelt es sich in erster
Linie um Gedachtniszellen [Mackay1992, Mackay1993]. Im Gegensatz zu den
Gedachtniszellen im Darm expremieren diese Zellen beim Menschen alle CLA
(cutaneous lymphocyte antigen), welches an E-Selektin bindet [Picker1990A].
E-Selektin wird von dermalen Endothelzellen bei Allergiereaktion vom
verzogerndem Typ und chronischen Entzindungen expremiert [Cotran1986].
Ein weiterer Hinweis auf die Rolle von E-Selektin beim Homing wurde
wiederum durch Inhibitionsexperimente erbracht. Antikbrper gegen E-Selektin
verhindern die Migration von T-Zellen in die Haut [Graber1990, Picker1991].
CLA positive Lymphozyten expremieren ebenfalls a4B1, dessen Ligand VCAM-
1 auf Endothelzellen expremiert wird [Hemler1990]. Auch hier konnen
Antikorper gegen VCAM-1 die Besiedelung der Haut durch Lymphozyten
inhibieren, was darauf hindeutet, dal die o4p1/VACAM-1-Bindung bei der
Infiltration von Lymphozyten in die Haut von Bedeutung ist [Carlos1990,

Oppenheimer-Marks1991].

Obwohl der genaue Mechanismus noch nicht geklart ist, scheint auch das

o3P 1-Integrin eine Rolle beim Eintritt von aktivierten T-Zellen in die Haut zu
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spielen, indem dieses Integrin an die extrazellulare Matrixkomponente Epiligrin
bindet [Wayner1993].

2.2.4 Migration in den Thymus

Die finale Differenzierung der T-Zellen findet im Thymus statt. Die Pro-T-Zellen
mussen, nachdem sie das Knochenmark verlassen haben, in dieses Organ
gelangen, um weiter reifen zu kdnnen [von Boehmer1992]. Im Model konnte
gezeigt werden, dald ein Antikorper gegen die ob6-Integrinuntereinheit die
Bindung von Pro-T-Zellen an gefrorenes Endothel, das aus dem Thymus
stammt, unterbindet [Imhof1991]. Antikérper gegen o2 hemmen die Bindung
nicht vollstandig, reduzieren diese aber signifikant, was darauf hindeutet, dafl
auch o, 2 beim spezifischen Homing in den Thymus eine akzessorische Rolle
spielt [Ruiz1993]. Mdglicherweise ist auch CD44 in diesen Homing-Prozef
involviert [O'Neill1987, O'Neill1989, O'Neill1992, Horst1990].

2.2.5 Migration an Orte der Entziindung

Unter nicht-pathologischen Bedingungen binden Leukozyten nur sehr schwach
an die Endothelzellen der Gefalde. Wahrend einer Entzindung andert sich dies
allerdings sehr schnell. Dieser schnelle Wechsel der Proteinexpression wird
durch verschiedene Zytokine und Faktoren induziert [Imhof1995]. Wahrend des
Entzindungsprozessen wird als ersten Molekul P-Selektin von den
Endothelzellen expremiert, das als Rezeptor fur neutrophile Granulozyten und
Monozyten dient [Larsen1990]. P-Selektin vermittelt die erste Phase der
Extravasation von Immunzellen in das darunterliegende Gewebe: die
Anheftung und das Rolling der Leukozyten. [McEver1992, Lorant1993,
Jones1993]. Die konstitutive Produktion und Speicherung von P-Selektin in
speziellen Vesikeln ermdglicht es den Zellen nach einer Stimulierung das
Molekul innerhalb weniger Sekunden an der Oberflache zu expremieren. Diese
Expression kann durch Histamin, Thrombin, den Komplementfaktor C5q, sowie
durch  TNF-a induziert werden [Weller1992, Geng1990, Smith1993,
Sugama1992]. Innerhalb weniger Minuten wird P-Selektin wieder internalisiert
[Green1995], um eine permanente Anheftung von Leukozyten zu verhindern.

Diese wurde eine chronische Entzindung induzieren.
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Fir die Adhasion von neutrophilen Granulozyten, Monozyten und T-Zellen an
Endothelzellen ist E-Selektin verantwortlich [Bevilacqua1989, Shimizu1991],
dessen Oberflachenexpression ca. eine Stunde nach einer Stimulierung durch
Zytokine beginnt und etwa nach sechs Stunden den maximalen
Expressionslevel erreicht [Weller1992, Fries1993]. Die Transkription des E-
Selektin Gens wird durch IL-1 oder TNF-a induziert [Weller1992, Smith1993,].
Interessanterweise wird die Expression von E-Selektin auch durch Nickel- und
Cobaltionen induziert; beides Metalle, die eine Kontaktallergie auslosen
konnen [Goebeler1993].

2.3 Adhasion und Extravasation

2.3.1 Einleitung

Die Identifizierung der Adhasionsmolekule wurde zunachst in statischen
Bindungsassays durchgefuhrt. Unter physiologischen Bedingungen stellt sich
aber ein zusatzliches Problem ein. Wenn Zellen des Immunsystem mit
Endothelzellen interagieren, unterliegen sie aufgrund der Stromung des
flieRenden Bluten Scherkraften [Firrel1989]. Basierend auf diesen
Beobachtungen postulierte Butcher ein Mehrphasenmodel, das die
Leukozytenbindung an das Endothel und die anschliellende Extravasation
beschreibt [Butcher1991]. Zeitgleich entwickelten Lawrence und Springer
[Lawrence1991] einen in vitro Assay, der es ermoglichte, das
Bindungsverhalten von Zellen unter dynamischen Flul3bedingungen zu
untersuchen. Dieses mittlerweile allgemein anerkannte Modell soll hier nun

kurz vorgestellt werden.

2.3.2 Die erste Phase: Anheftung und Rolling

Unter normalen, physiologischen Bedingungen findet sich in den postkapillaren
Venulen die geringste Stromungsgeschwindigkeit. Diese Areale bieten somit
aus physikalischer Sicht ideale Bedingungen fur die Leukozyteninteraktion mit
dem Endothel [Chien1982]. Unter pathologischen Bedingungen erweitern sich

die GefalRe am Ort der Entzindung, so dal® auf die Leukozyten verminderte
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Scherkrafte einwirken und die Bindung an die Endothelzellen erleichtert wird
[Chien1982, Atherton1973, Cohnheim1889].

Die erste Phase ist durch einen dynamischen Adhasionsprozel charakterisiert.
Zirkulierende Leukozyten binden uber Rezeptoren an das Endothel und I6sen
gleichzeitig wieder Bindungsstellen, so dal} als Ergebnis eine lockere Bindung
zwischen Endothel und Leukozyten resultiert. Das Wechselspiel zwischen
Bindung und Aufhebung dieser Bindung in Kombination mit den oben
angesprochenen Scherkraften induziert ein Phanomen, das als Rolling
bezeichnet wird. Die Leukozyten rollen in FluBrichtung des Blutes Uber das
Endothel entlang der Gefallwand [Cohnheim1889, Atherton1972].

Auf molekularer Ebene wird diese erste Phase durch Molekule vermittelt die
der Selektin-Familie angehoren [Bevilacqua1991]. Zu dieser Familie gehdren
drei Molekule. Das bereits genannte L-Selektin [Lasky1989, Camerini1989],
Platelets und Endothelzellen tragen das P-Selektin [Johnston1989,
Weller1992] und E-Selektin wird ausschliellich auf Endothelzellen expremiert
[Weller1992, Bevilacqua1989]. Die Zusammenfassung dieser Molekule in eine
Familie beruht auf strukturellen Eigenschaften, die von allen geteilt werden. Am
aminoterminalen Ende tragen alle drei Molekile ein Lektin-ahnliche Domane,
die fur die spezifische Erkennung von Karbohydraten von Bedeutung ist
[Lasky1992]. Ferner ist allen eine Domane gemein, die strukturell dem
epidermalen Wachstumsfaktor ahnelt [Carlos1994]. Letztlich findet sich bei
allen Selektinen eine Region, die aus sog. short consensus repeats (SCR)
zusammengesetzt ist. Die einzelnen Selektine besitzen aber eine
unterschiedliche Anzahl SCRs: L-Selektin zwei, P-Selektin acht oder neun und

E-Selektin 6 short consensus repeats. [Bevilacqua1993]

Mit Ausnahme von Gedachtniszellen expremieren alle Leukozyten L-Selektin.
Es vermittelt sowohl flr Leukozyten als auch fur neutrophile Granulozyten die
Extravasation aus der Blutbahn in die entzindeten Gewebe und wie oben
erwahnt, das Homing von naiven Lymphozyten in die peripheren Lymphknoten
[Kishimoto1989, Lewinsohn1987]. Das von Platelets und Endothelzellen
expremierte P-Selektin interagiert mit neutrophilen Granulozyten und

Monozyten [Larsen1990, McEver1992, Lorant1993]. Im Gegensatz zum L-
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Selektin, das seine Liganden nur Uber die Lectin-ahnliche Domane bindet,
vermittelt beim P-Selektin auch die EGF-ahnliche Domane vermutlich
Bindungsaktivitat [Kansas1994]. E-Selektin wird ausschliel3lich  auf
Endothelzellen expremiert und ist in die Bindung von Neutrophilen, Monozyten

und bestimmten T-Zellen involviert [Bevilacqua1985, Gamble1985].

Fur L-Selektin sind drei Liganden identifiziert worden. Das hauptsachlich auf
den HEVs peripherer Lymphknoten expremierte GlyCAM-1 [Lasky1992], CD34,
das sowohl auf Endothelzellen als auch auf hamapoetischen Vorlauferzellen
und einigen T-Zellen nachgewiesen werden kann [Baumhueter1993, Fina1990]
und als letzter Ligand MADCAM-1. Dieses Molekul wird auf HEV von Peyer’
schen Plaques und auf Endothelzellen der Venulen in der Lamnia propria des
Dunndarmes expremiert [Berg1993, Briskin1993]. Ebenfalls drei Liganden sind
bisher fur P-Selektin gefunden worden. Das 220kDa grof3e Sialomucin PSGL-1
[Sako1993], das von neutrophilen Granulozyten, Lymphozyten, vielen
Tumorzellen und CD34 positiven Vorlauferzellen expremiert wird [Moore1995,
Zanettio1995] und ein bisher nicht naher charakterisiertes Molekul mit einem
Molekulargewicht von 180 kDa, das P-Selektin calcium-abhangig bindet
[Norgard1993]. Nachdem in der Maus HSA (heat stable antigen) als Ligand fur
P-Selektin identifiziert werden konnte [Sammar1994, Aigner1995], konnte auch
im humanen System fur das HSA-Homolog CD24 eine Bindung nachgewiesen
werden [Aigner1997].

Ebenfalls wenig charakterisiert sind die Liganden fur E-Selektin; neben CLA
(Cutaneous Leukocyte Antigen) und einem Rezeptor mit einem
Molekulargewicht von 250 kDa wurde eine Molekul namens SSEA-1 (Sialyl
Stage Specific Embryonic Antigen) als Bindungspartner identifiziert [Berg1991,
Picker1990, Ohmori1993]. Im murinen System ist aus myeloischen Zellen ein
150kDa grofien Glykoprotein isoliert und kloniert werden, das als ESL-1 (E-
Selektin Ligand-1) bezeichnet wird und Sequenzhomolien zum FGF-Rezeptor
aufweist. [Steegmeier1994]
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Abbildung: 2-2 Schematischer Ablauf der Extravasation: Hier werden
vereinfacht die einzelen Abschnitte der Leukozytentransmigration durch das
Endothel widergegeben. Die Pfeile zeigen an, in welchen Abschnitten die
benannten Molekile aktiv werden.

2.3.3 Die zweite Phase:Aktivierung

Wahrend dieser zweiten Phase kommt es zur Aktivierung der Integrine, deren
Interaktion mir Rezeptoren auf den Endothelzellen zu einer festen Bindung
zwischen Leukozyten und Endothel fuhrt [Butcher1996, Hynes1992]. Obwohl
auch zirkulierende Leukozyten Integrine expremieren, besitzen deren Integrine
jedoch nur eine geringe Affinitat fir ihre Liganden und erst die lokale
Aktivierung 1aldt sie physiologisch aktiv werden [Carlos1994]. Es ist wichtig
hervorzuheben, daly der Aktivierung die erste Phase der lockeren Bindung
vorausgehen muf. Verschiedene Faktoren induzieren die Integrinaktivierung:
-8, MCP-1, MIP-1B, II-5, C5a und bakterielle Toxine wie z.B. LPS. Diese
Mediatoren werden vom lokalen Gewebe, den Leukozyten oder von
Mikroorganismen und nicht zuletzt vom Endothel selbst sezerniert [Picker1992,
Issekutz1991, Mackay1992]. Die Aktivierung kann aber auch von
Adhasionsmolekulen  induziert werden. So vermittelt CD31 die
Affinitatssteigerung von PB1-Integrinen. CD31 wird von Endothelzellen,

Monozyten, neutrophilen Granulozyten und einigen T-Zellen expremiert und
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moglicherweise 10st eine homophile Bindung zwischen zwei CD31 Molekulen

diese Aktivierung aus [Osborne1989].

2.3.4 Die dritte Phase: feste Bindung

Nachdem die Integrine aktiviert worden sind, stellen sie in dieser Phase die
Schlusselmolekule fur die feste Bindung der Leukozyten an das Endothel dar.
Mehrere Liganden sind fur die Integrine im Zusammenhang mit der
Extravasation identifiziert worden. Das Integrin a4p1 bindet an endotheliales
VCAM-1 [Elices1990], op2 kann sowohl mit ICAM-1 als auch ICAM-2
interagieren [Staunton1989, Martin1987, Makgabe1988]. ICAM-1 kann aber
auch das Integrin aMP2 binden [Diamond1990]. Ferner bindet o4B7 an
MADCAM-1 und spielt damit eine entscheidende Rolle bei der spezifischen
Migration von Leukozyten in das Immunsystem und die Gewebe des Darmes
[Berlin1993, Hamann1993].

ICAM-1, ICAM-2 und VCAM-1 werden biochemisch in die Superfamilie der
Immunglobuline eingeordnet, da sie extrazellular aus mehreren immunglobulin-
ahnlichen Domanen zusammengesetzt sind. Wahrend ICAM-1 funf Ig-
Domanen aufweist, tragt der extrazellulare Teil von ICAM-2 lediglich zwei
dieser Domanen [Staunton1989, Marlin1987]. ICAM-1 bindet o 32 Uber die
erste Ig-Domane und aMpB2 Uber die Dritte [Diamond1990, Staunton1989].

Auf ruhenden Endothelzellen ist ICAM-1 nur schwach expremiert; nach einer
Stimulierung mit IL-1, TNF, oder IFN-y kommt es nach einigen Stunden zu
einem Anstieg der ICAM-1 Expression [Staunton1989, Dustin1986,
Pohlman1987, Lo1992]. Im Gegensatz dazu wird ICAM-2 konstituiv auf dem
Endothel expremiert und kann nicht durch Stimulierung hochreguliert werden
[Nortamo1991]. Das o.P2-Integrin hat eine wesentlich starkere Affinitat zu
ICAM-1 als zu ICAM-2. Dies legt die Vermutung nahe, dal3 ICAM-2 eine
standige, aber geringe Transmigration von Leukozyten vermittelt, wogegen
ICAM-1 an der quantitativ starkeren Transmigration im Entztndungsfall
beteiligt ist [Sligh1993].

VCAM-1 wurde originar als durch Zytokine induzierbares Adhasionsmolekul auf

humanen Endothelzellen identifiziert, das die Bindung von Leukozyten und
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Melanomzellen vermittelt [Osborne1989, Hession1992, Hession1991]. Ligand
fur VCAM-1 ist 04B1; eine schwache Bindung konnte aber auch fur o4p7
nachgewiesen werden [Strauch1994, Elices1990, Ruegg1992, Chan1992].

Die hauptsachliche Variante von VCAM-1 weist sieben Ig-Domanen auf, wobei
die Doméanen 1-3 den Domanen 4-7 homolog sind [Hession1991]. Die Bindung
an das o4p7-Integrin wird Uber die Domanen eins und vier vermittelt
[Osborne1992, Pepinsky1992].

Wie oben erwahnt, stellen die Integrine o4p1, o2, aMB2 und o4P7 die
entscheidenen Molekule auf Seiten der Leukozyten dar, die die feste Bindung
an das Endothel vermitteln. Sie werden auf den meisten Leukozyten
expremiert, wobei oy,pf2 allerdings nur auf Granulozyten, Monozyten und
Makrophagen nachgewiesen werden kann. Das Integrin o437 kann sowohl
MADCAM-1, als auch VCAM-1 binden [Berlin1993, Strauch1994,
Schweighoffer1993]. Wahrend die Interaktion MADCAM-1 in die
Lymphozytenzirkulation unter normalen physiologischen Bedingungen
involviert ist, spielt die Bindung an VCAM-1 bei entzindlichen Prozessen eine
wichtige Rolle, da es nur in dieser pathologischen Situation expremiert wird
[Imhof1995].

2.3.5 Die vierte Phase: Transmigration

Die letzte Phase —die transendotheliale Migration- ist ein schnelles Ereignis.
Nur wenige Minuten nachdem die Leukozyten an der luminalen Seite des
Endothel gebunden haben, erreichen sie die subendotheliale Basalmembran.
Diese Transmigration ist unidirektional, da die Leukozyten quasi von der

extrazellularen Matrix der Basalmembran gefangen werden [Hourihan1993].

Der Vorgang der Transmigration beginnt mit einer Bewegung der adharenten
Leukozyten in Richtung der Kontaktstellen zwischen den Endothelzellen.
Wahrend dieser Bewegung bilden die Zellen standig neue Adhasionskontakte
aus bzw. |I6sen sie ruckwartig. Insgesamt mul® die Adhasion eines Leukozyten
an das Endothel so stark sein, dal} sie sich nicht vom Endothel ablosen, sie
darf aber auch nicht so fest sein, dal} die Zellen immobilisiert werden

[Butcher1996]. Mehrere Faktoren konnen die Starke der Adhasion modulieren.
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Erstens kdnnen durch CD31 oder Mediatoren ausgelodsten
Affinitatssteigerungen der Adhasionsmolekule schnell wieder nachlassen
[Muller1993]. Ein weiterer Faktor ist das proteolytische Abwerfen von
Adhasionsmolekulen  (Shedding). So wird die das Abschneiden
membranstandigen L-Selektins in Zusammenhang mit dem Beginn der
Transmigation gebracht [Kishimoto1989]. Dieses Shedding scheint von
wichtiger regulatorischer Bedeutung zu sein, da einige Adhasionsmolekule im
Blut nachgewiesen werden konnen, wobei sie moglicherweise auch als
kompetitive Inhibitoren in Funktion treten kdnnen und somit die weitere
Adhasion von Leukozyten mdglicherweise regulieren [Schleffenbaum1992,
Gearing1993].

In vitro Migrationsassays haben gezeigt, dal3 Antikorper gegen die Integrine
o4p1, ad5B1 und o p2, sowie gegen CD44 und CD31 die Transmigration von
Leukozyten durch das Endothel unterbinden konnen. Die genaue Funktion
dieser Moleklle bei diesem Prozef ist allerdings noch nicht vollkommen
aufgeklart [Hourihan1993, Muller1993, Vaporciyan1993, Oppenheimer-
Marks1994]. T-Zellen, die wahrend oder kurz nach der Transmigration in
Modellsystemen gesammelt wurden, binden mit hoher Affinitat an das
extrazellulare Matrixprotein Fibronektin, wogegen zirkulierende T-Zellen keine
Bindung zeigen. Es wird hypothetisiert, dal® die Integrine a4B1 und o5B1 in
diesen Prozel involviert sind und somit eine entscheidende Bedeutung bei der
Transmigration haben [Muller1993, Vaporciyan1993]. Auf eine Funktion von
o B2 in diesen Prozel3 weist die Tatsache hin, dal® o2 negative T-Zellklone
eine verminderte Transmigration in Laborversuchen zeigen [Oppenheimer-
Marks1994].

2.4 Integrin vermittelte Migration im Thymus

Die Migration von Zellen spielt im immunologischen System nicht nur eine
Rolle bei der Extravasation aus den Gefallen, sondern auch bei der
Entwicklung von T-Zellen im Thymus. Die Entwicklung der Thymozyten
bendtigt zunachst eine selektive Interaktion mit epithelialen Zellen im Kortex

und eine anschlielRende, regulierte Migration der selektierten Vorlauferzelle in
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die Medulla. [Jameson1995, Huesmann1991, Merkenschlager1994]. Wahrend
es im corticalen Bereich zu einer postiven Selektion kommt [Jameson1995], ist
die Medulla der Ort der negativen Selektion [Rothenberg1992]. Diese beiden
Ereignisse stellen zwei elementare Eckpunkte des Reifungsprozesses im
Thymus dar. Auch hier ist wieder die Kompartimentalisierung verschiedener
Funktionalitaten als biologischen Grundprinzip erkennbar und dies ist ebenso
mit der Konsequenz verbunden, dal die Immunzellen mobil sein missen, um
an verschiedenen Lokalitaten an unterschiedlichen Prozessen teilhaben zu

konnen.

Eine der extrazellularen Hauptkomponenten im Thymus ist Fibronektin
[Berrin1985, Boyd1993], dessen Funktion bei der Vermittiung von Zellmigration
und Zellakkumulation wahrend entzundlicher Prozesse nachgewiesen werden
konnte [Springer1990, Molossi1995]. Fibronektin verfugt Gber zwei Regionen,
die von Integrinen erkannt werden werden konnen: zentral eine Sequenz, die
aus den Aminosauren Arginin, Glycin und Asparaginsaure besteht (RGD-
Sequenz) und am carboxyterminalen Ende eine sog. CS1-Region mit der
wichtigen LDV-Sequenz [Rouslathi1981, Komoriya1991, Yamada1991]. Zwei
Integrine, die diese Regionen erkennen konnen, sind auf Thymozyten
nachgewiesen worden. Die RGD-Sequenz wird vom a5p31-Integrin erkannt und
das a4P1-Integrin interagiert mit der LDV-Sequenz [Guan1990, Wayner1989,
Humphries1995]. Diese Interaktionen kdnnen entweder die feste Bindung
zwischen den Zellen und Fibronektin oder Zellmigartion induzieren
[Crisa1996].

Ob eine feste Bindung an Fibronektin oder ob die Migration eingeleitet wird,
hangt von verschieden Faktoren ab. Aufgrund unterschiedlichen Splicings
existieren beispielsweise verschiedene Isoformen von  Fibronektin
[Kornblintt1985, French-Constant1995]. So wird wahrend der
Embryonalentwicklung eine Fibronektinisoform gebildet, die Uber mehrere CS1-
Regionen verfugt und die Mobilitat von Zellen vermittelt [Boucaut1984].
Komplementar dazu induzieren Fibronektinmolekile ohne die CS1-Region

keine B1-Integrin vermittelte Migration von Melanomzellen [Mould1994].
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Sowohl reife als auch undifferenzierte Thymozyten expremieren das oa4p1-
Integrin, aber nur die reifen Thymozyten binden fest an Fibronektin, wogegen
bei Unreifen die Induktion der Zellmigration durch Fibronektin im Vordergrund
steht [Solomon1994, Crisa1996]. Wie unten erlautert werden wird, liegen hier
wahrscheinlich  zwei  unterschiedliche funktionelle Zustande dieses
Adhasionsmolekules vor. Ob die Thymozyten-Fibronektin-Bindung feste
Adhasion oder Zellmigration induziert, wird durch eine multifaktorielle
Interaktion zwischen den Zellen und der extrazellularen Matrixkomponente
bestimmt. Sicher ist, dal® nicht nur das Integrin a4B1 bendtigt wird, sondern,
dal’d auch das a5B1-Integrin involviert ist. Gleichfalls scheint nicht allein die
CS1-Region fur die Vermittlung der Zellmigration bendtigt zu werden, sondern
es kann mittlerweile auch als gesichert angenommen werden, dal3 der RGD-
Sequenz des Fibronektins eine entscheidende Bedeutung bei der Migration

von Thymozyten zukommt [Crisa1996].

2.5 Adhasionsmolekiile

2.5.1 Integrine

Integrine sind Adhasionsmolekule, die in verschiedenen biologischen
Prozessen involviert sind. Sie sind an der Aufrechterhaltung der
Gewebeintegritat beteiligt, spielen eine Rolle bei der Embryonalentwicklung
und sind —wie oben erwahnt- involviert in Homing und transendothelialer
Migration [Hynes1992, Albelda1990, Sonnenberg1993].

Strukturell sind Integrine Heterodimere, die aus einer a- und einer B-Kette
bestehen, welche nicht-kovalent miteinander verbunden sind. Die Gro3e der o-
Kette variiert zwischen 120 und 180 kDa und die der B-Kette zwischen 90 und
110 kDa. Im Augenblick sind 15 verschiedene «- und 8 B-Ketten bekannt, die
21 unterschiedliche Heterodimere bilden konnen . Auf Leukozyten konnten
bisher 13 verschiedene Integrine nachgewiesen werden, von denen sechs an
der Interaktion mit dem Endothel beteiligt sind und alle sechs gehoren zu den
B1-, B2- oder B7-Integrinen [Hynes1992].
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Sowohl die o- als auch die B-Untereinheiten sind die Membran
durchspannende Glykoproteine. Einige zytoplasmatische Domanen der [B1-
Integrine interagieren mit zytoskeletalen Actinfilamenten Uber die Proteine Talin

und o-Actinin.

Untersuchungen Uber die Struktur der a-Untereinheit haben ergeben, dal} sich
N-terminal sieben weitgehend homologe Domanen befinden, die jeweils aus
etwa sechzig Aminosauren bestehen [Loftus1994]. Diese Domanen enthalten
wiedeholend die Aminosauresequenzen FG (Phenylalanin-Glycin) und GAP
(Glycin-Alanin-Prolin) und werden daher auch als FG-GAP-repeats bezeichnet
(Springer1997). Wenigstens drei dieser FG-GAP-Domanen enthalten
Kalziumbindungsstellen (Tuckwell1992). Innerhalb der dritten Doméane befindet
sich bei einigen Integrinen eine 200 Aminosauren grof3e Insertion, die als I-
Doméne bezeichnet wird (Lee1995). Diese |-Domane enthalt eine Region, die
als MIDAS (metal ion dependent adhesion site) bezeichnet wird. Zwei Serin-
und ein Threoninrest dieser Region vermitteln (iber ein Mn*"-lon die Bindung
an saure Aminosaurereste der Liganden. Die Spezifitat der Ligandenbindung
wird durch die flankierenden Aminosaurereste determiniert (Huang1995A).
Eine ahnliche MIDAS-Region konnte auch in der B-Kette von Integrinen

identifiziert werden (Lee1995).

Die FG-GAP-Strukturen liegen wahrscheinlich nicht als sieben einzelne
Domanen vor, sondern bilden moglicherweise zusammen eine einzige
globulare Domane. Innerhalb dieser globularen Domane sind die FG-GAP-
Einheiten pseudosymetrisch um eine zentrale Achse
angeordnet.(Springer1997). Charaktristisches Merkmal jeder FG-GAP-Einheit
sind vier anti-parallel verlaufende B-Faltblatt-Strukturen. Es wird hypothetisiert,
dalR die dreidimensionale Struktur des N-Terminus einer sog. f-
Propellerstruktur ahnelt (Springer1997, Murzin1992). Diese B-Propellerstruktur
ist u.a. auch in dem Enzymen Neuramidase (Crennel1993) und

Galaktoseoxidase gefunden worden (1to1991).

Fur die Integrinfunktionalitat ist eine Bindung von zweiwertigen Kationen
(Kalzium-, Magnesium- und z.T. Manganionen) essentiell, da dadurch die

Bindungsaffinitat und Spezifitat fur die Liganden beeinfluBt wird. An der
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Ligandenbindung ist sowohl die a- als auch die B-Untereinheit beteiligt
[Masumoto1993, van Kooyk1991, Dransfield1992, Kirchhofer1990].

Die Zellen konnen ihre Bindungseigenschaften durch die selektive Expression
der Integrine modulieren [Smyth1993]. Auch wenn ein Integrin verschiedene
Liganden binden kann, zeigen Integrine auf einer Zelle nicht zwangslaufig alle
Bindungseigenschaften zugleich. Das auf Platelets expremierte o2f31-Integrin
bindet z.B. ausschlief3lich Kollagen und nicht Laminin, wogegen es auf anderen
Zellen beide Liganden binden kann [Staatz1989, Elices1989, Kirchhofer1990].

Weiterhin ist die Spezifitat und die Affinitat von Integrinen auf einer Zelle nicht
standig konstant: bezlglich ihres Zustandes konnen Integrine aktiviert oder
nicht aktiviert sein. Das auf ruhenden, zirkulierende Platelets expremierte
aipP3-Integrin bindet beispielsweise nicht an seine Idslichen Liganden, was
letztlich zu einer permanenten Thrombose fuhren wirde, sondern lediglich an
immobilisiertes Fibrinogen. Nach Aktivierung der Platelets durch Thrombin oder
Kollagen kann das au,B3-Integrin auch das I6sliche Fibrinogen binden
[Kiefer1991.  Phillips1991]. Diese  Aktivierung ist verbunden  mit
Konformationsanderungen des Integrinmolekuls, die immunologisch und
biophysikalisch nachgewiesen werden konnen [Shattil1985, Gulino1990,
Kouns1990, O'Tool1991, Parise1987]. Diese Aktivierung geht einher mit der
Aktivierung verschiedener G-Proteine, einem intrazellularen pH-Anstieg, der
Erhéhung der intrazelluldren Ca**-lonenkonzentration und der Aktivierung
diverser Proteinkinasen [Manning1991, Hillery1991, O'Toole1991]. Bereits
oben wurde erwahnt, dald eine Aktivierung der Integrine notwendig ist, damit
zirkulierende  Leukozyten fest an das Endothel binden, wobei
Entzindungsmediatoren (z.B. TNF, Cb5a, PAF) die erhohte Affinitat der
Integrine induzieren [Hynes1992, Smyth1993].

Integrine sind auch an einigen Effektorfunktionen von T-Zellen beteiligt. Die
Spezifitat der Bindung zwischen T-Zellen und ihren Zielzellen wird durch den
T-Zell-Rezeptor und MHC-Molekillen gewahrleistet. Das Integrin o 32 verstarkt
diese Bindung, indem es ICAM-1 auf der Zielzelle bindet. Die dazu notwendige
Aktivierung der Integrinmolekile wird durch CD3 und CD2 vermittelt
[Hermanowski1992, Dustin1991].
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Es existieren immer starkere Hinweise darauf, daf® Integrine auch an der
Informationsvermittlung von auflen nach innen Dbeteiligt sind. Die
Tyrosinphosphorilierung bei der Aktivierung von Platelets durch Noradrenalin
bendtigt die gleichzeitige Stimulierung der Zellen durch Fibrinogen, indem
dieses vom a;;p33-Integrin gebunden wird [Ferrel1989, Golden1990]. Es konnte
auch gezeigt werden, dal} die Kreuzvernetzung von a3p1 auf KB
Karzinomzellen zu einer Phosphorilierung von bisher nicht naher

charakterisierten Proteinen fuhrt [Kornberg1991].

Das in dieser Arbeit untersuchte aVB3-Integrin wird allgemein in die Gruppe
der aV-Integrine eingeordnet. Die «aV-Untereinheit besitzt die hochste
Variabilitat bezlglich der méglichen, assozierten B-Untereinheiten. So konnten
neben aVB3 bisher folgende aV-Integrine identifiziert werden: aVB1, aVp5,
oVP6, aVB8 [Wada1996]. Das aVB3-Integrin wird auf den verschiedensten
Zelltypen expremiert: Endothelzellen [Cheresh1987], epidermalen T-Zellen
[Kikuchi1992], aktivierten T-Zellen [Moulder1991], lymphoblastoiden B-Zellen
[Salcedo1995], Mastzellen [Yasuda1995] und auf naturlichen Killerzellen
[Rabinovich1995]. Dieses Adhasionsmolekul wurde urspruanglich als
Bindungspartner fur Vitronektin identifiziert. Mittlerweile ist allerdings bekannt,
dall es ein weites Spektrum von extrazellularen Matrixproteinen; darunter
Fibronektin, Fibrinogen von Willebrand Faktor und Thromobospondin zu
binden vermag [Charo1990, Cheresh1987, Smith1990]. Das notwendige
Erkennungsmotiv auf diesen Proteinen ist die Aminosauresequenz Arginin-
Glycin-Asparaginsaure (RGD-Sequenz) [Charo1990, Smith1990,
Cheresh1987]. Das aVpB3-Integrin bindet aber nicht nur Proteine, die in die
extrazelluare Matrix eingebunden sind, sondern auch Liganden auf der
Oberflache von Zellen. So konnte eine Bindung von oaVB3 an CD31
nachgewiesen werden, die nicht Uber die RGD-Sequenz vermittelt wird
[Piali1995].

Neben Adhasion ist die Vermittlung der Zellmigration eine entscheidende
Funktionalitat des aVB3-Integrins. An Tumorzellen konnte gezeigt werden, daf}
oVPB3-Integrine die Migration auf Vitronektin und Fibronektin vermitteln kdnnen

[Bauer1992, Wayner1991A]. Diese Eigenschaft der Migrationsvermittlung teilt
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oVPB3 mit den Integrinen o4p1 und a5B1, die ursachlich mit der Migration von

Thymozyten auf Fibronektin in Verbindung stehen [Crisa1996].

2.5.2 Das L1 Adhasionsmolekiil

Das L1 Glykoprotein ist ein Mitglied der Immunglobulin-Superfamilie, das
extrazellular aus sechs Immunglobulin-Domanen und funf Fibronektin- Typ Ill-
ahnlichen Domanen. [Moos1988, Rathjen1984, Faissner1984]. Die
intrazellularen Abschnitte des Molekuls sind im zwischenartlichen Vergleich
hoch konservativ [Moos1988] und sind mit Ankyrin verbunden [Davis1994].
Diese Verbindung zwischen beiden Molekilen wird durch eine

Tyrosinphosphorilierung in der Sequenz FIGQY aufgehoben [Garver1997].

Das 200 bis 240kDa grol3e L1 Molekul ist als neuronales Adhasionsmolekul gut
charakterisiert worden [Lindner1983, Fischer1986, Rathjen1984, Sadoul1988].
Es wird aber auch auf reifen Lymphozyten und neutrophilen Granulozyten der
Maus [Kowitz1992] und auf Tumorzellen neuronalen Ursprungs expremiert. Im
Nervensystem vermittelt L1 die Bindung und Erkennung von Neuronen
[Lemmon1992], die Interaktion von Axonen mit Schwann’schen Zellen
[Seilheimer1989], das Auswachsen der Neuriten [Chang1987, Ignelzi1994,
Doherty1995] und moglicherweise die Migration von Nervenzellen und
Tumorzellen [Lindner1983, Montgomery1996]. Zunachst wurde angenommen,
dall diese Funktionalitat auf einer homophilen Interaktion zwischen zwei L1-
Molekulen beruht, die unabhangig von zweiwertigen Kationen ablauft
[Kadmon1990, Holm1995]. Das L1-Molekul bindet jedoch auch an mindestens
zwei Integrine. So konnte die Bindung zwischen a5B1 und gereinigten murinen
L1, das aus einer Neuroblastomlinie bzw. aus einer Lymphomlinie isoliert
wurde, nachgewiesen werden [Ruppert1995]. Diese Bindung bendtigt
zweiwertige Kationen und vermittelt die Zellbindung von Thymozyten und

Tumorzellen an immobilisierten L1.

Das humane Integrin aVP3 ist das zweite Molekul dieser Familie, das an L1
binden kann [Montgomery1996]. Humane Melanomazellen binden an
immobilisierten L1. Obwohl auch Melanomzellen L1 expremieren, liegt dieser

Bindung keine homophile Interaktion zugrunde, da sie im Gegensatz zur L1-L1-
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Bindung Ca*-lonen bendtigt und auch eine Bindung mit hitzebehandeltem,
denaturierten L1 zu beobachten ist - eine Behandlung, die die homophile

Interaktion beeintrachtigen wirde [Montgomery1996].

Die kritische Aminosauresequenz fur die Bindung von L1 an Integrine ist, wie
bei der Bindung an Fibronektin oder Vitronektin die RGD-Sequenz, die in der

sechsten Domane des L1-Molekiles liegt.

Ig-Doménen

RGD-Sequenz l:» 4—

Fibronektin-Typ Ill Domé&nen

44—

Membran
4——— Ankyrin
= <4—  Spektrin

Abbildung 2-3: Schematischer Aufbau des L1 Molekiiles: Die
Komponenten, die das L1 Molekil aufbauen sind hier schematisch
dargestellt.

Diese Sequenz liegt in einem hydrophilen Bereich, der wahrscheinlich
exponiert wird. Mause und Ratten besitzen in dieser Region zwei RGD-
Sequenzen. Bei Menschen konnte nur eine nachgewiesen werden. Ein
Austausch der Aminosaure Arginin durch Leucin zerstort eine dieser
Sequenzen. Interesanterweise wird im humanen L1 Molekul aber durch eine
weitere Mutation eine inverse RGD-Sequenz (DGR) generiert. Sowohl die
Bindung von o5B1 als auch von VB3 durch L1 wird Uber diese RGD-

Sequenzen vermittelt. Ob allerdings beide RGD-Sequenzen bendtigt werden
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bzw. welche von beiden die entscheidende Rolle spielt, bleibt ungeklart
[Kadmon1997, Brummendorf1993]. Im Gegensatz zur heterophilen L1-Bindung
an Integrine, wird die homophile L1 Bindung uber mehrer Regionen vermittelt,
wobei allerdings noch nicht zweifelsfrei geklart werden konnte, welche

Regionen in welcher Weise involviert sind [Holm1995].

Die Auswahl des L1-Liganden kann —in vitro- durch Hitzebehandlung, Kationen
und Antikdrper beeinflul3t werden. L1, das durch Hitze denaturiert worden ist,
kann nicht mehr die Zelladhasion Uber homophile Bindungen vermitteln, ist
aber ein guter Ligand fur die aVB3-vermittelte Zelladhasion [Montgomery1996].
Die Zellaggregation, die durch eine homophile L1-L1-Bindung entsteht,
bendtigt keine zweiwertigen Kationen [Faissner1984, Kadmon1990]. Im
Gegensatz dazu setzt die L1-Bindung an aVB3 Kalzium und Manganionen
voraus [Montgomery1996]. Die Bindung an o531 bendtigt ebenfalls diese lonen
und kann zusatzlich eine durch CD24 vermittelte Aktivierung der Zellen
hervorgerufen werden [Ruppert1995]. In Gegenwart von Manganionen ist diese
Bindung auch ohne vorherige PMA-Aktivierung der Zellen nachweisbar
[Ruppert1995]. Die Frage, ob eine L1 expremierende Zelle eine homophile
oder hetereophile L1-Bindung eingeht, hangt also sowohl vom
Aktivierungsstatus des Integrin-Liganden als auch vom L1-Molekul selbst ab.
Mehrere Faktoren konnten moglicherweise die Bindungsspezifitat des L1-
Molekuls beeinflussen. Mittlerweile sind zwei unterschiedliche Exons
beschrieben worden, die nach der Transkription unterschiedlich geschnitten
werden konnen und zu mindestens drei verschiedenen Isoformen fuhren
[Kobayashi1991, Miura1991, Jouet1995]. Ferner ist das Glykosilierungsmuster
sehr variabel und dies konnte die Bindungseigenschaften von L1 beeinflussen
[Stallcup1985, Kowitz1993]. Die Tatsache, dal die Inhibition der Glykosierung
des L1-Molekuls in N2A Zellen die Bindung dieser Zellen an Esb-MP Zellen
unterbindet, unterstutzt diese Hypothese [Kadmon1990]. Es verdichten sich
auch immer starker die Hinweise darauf, dal L1 seine Liganden nicht nur auf
anderen Zellen zu binden vermag, sondern auch mit Molekulen auf der selben
Zelle interagiert. Die Bindung von NCAM und CD24 auf der selben Zelle durfte
gleichzeitige die Bindungfahigkeit von Liganden auf anderen Zellen modulieren
[Kadmon1990, Kadmon1990A,Simon1991, Horstkorte1993, Kadmon1995].
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Interessanterweise  verfugen Zellen auch Uber die  Moglichkeit
membranstandiges L1 in die Umgebung abzugeben. Dieses bei verschiedenen
Zellen beobachtete Phanomen kann durch Aktivierung dieser Zellen noch
verstarkt werden. So induziert die Koinkubation von Neuronen mit NGF (nerve
growth factor) diesen als Shedding bezeichneten Vorgang [Richter-
Landsberg1984, Poltorak1993]. Auch murine Leukozyten geben L1 in die
Umgebung ab, wenn sie aktiviert werden [Hubbe1993]. Obwohl dieses
Shedding auch in vivo beobachtet wurde und die Einlagerung in der
extrazellularen  Matrix nachgewiesen werden konnte [Martini1986,
Montgomery1986], bleibt die Funktion diese Vorganges im Augenblick noch im
Unklaren. Moglicherweise unterstutzt das in die Matrix eingelagerte L1 die

Bindung bzw. die Migration von Zellen auf diesem Substrat.
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Puffer und Losungen

Acrylamidstammlosunq

Acrylamid 30g;

Bisacrylamid 0,8g;
in 100ml H,O losen;

die fertige Losung wurde entgast;

AET-LOsung

AET (Sigma) 45,4 mg;

in 40 ml H,O l6sen;

mit 10M Natriumhydroxid wurde pH-Wert von 9 einstellen;

mit H,O auf ein Volumen von 46 ml aufflllen;

die fertige Losung wurde steril filtrieren;

Blockierungslosungq fiir Migrationsassay

— Ovalalbumin 1%
— in PBS

2,5 M Calciumchlorid-Losung fiir Transfektion

— Calciumchlorid 277,47g;
— auf 1000 ml mit H,O anfullen;

Elutionspuffer

— Glycin 100mM;
— Natriumchlorid 500mM

— pH-Wert von 2,3 einstellen;
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FACS/PI-Puffer

44,5 ml PBS;

5 ml fetales Kalberserum;

50 pl Propidiumjodid;

— 0,5 ml 10%ige Natriumazidldsung;

pH-Wert von 7,4 einstellen;

FACS-Puffer

445 ml PBS;

50 ml fetales Kalberserum;

5 ml 10%ige Natriumazidldsung;

pH-Wert von 7,4 einstellen;

Glycerinlosung fiir Transfektion

— 450 ml DMEM-Medium;

— 50 ml Glycerin
HBSS-Puffer

— Kaliumchlorid 400mg;
— Kaliumdihydrogenphosphat 60mg;
— Natriumchlorid 8000mg;
— Natriumhydrogencarbonat 350mg;
— Natriumhydrogenphosphat 90mg;
— Glukose 1000mg;
— Phenolrot 10mg;

— in 1000ml H,O Iésen
— in Versuchen mit einem pH Wert von 7,4 eingesetzt und dieser wurde mit
10mM HEPES gepuffert;
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HeBS-Puffer

— HEPES

— Natriumchlorid

— Kaliumchlorid

— Dinatriumhydrogenphosphat
— Dextrose

— in 800 ml H,O l|osen;

— pH-Wert von 7,05 einstellen;
— auf 1000ml H,O anflllen;

5,000g;
8,000g;
0,370g;
0,125¢;
1,000g;

— Aliqgouts des Puffer wurden bei -20°C gelagert;

Laufpuffer fur SDS-PAGE

— Tris 150g;
— Glycin 720g;
— SDS 259

in 5 Litern H,O I6sen;

Lithiumchlorid-Losung

— 2,2 g Litiumchlorid;
— 0,9g Natriumchlorid;
— in 100ml H.0 Idsen;

NaCl(0,9%/Dextran(3%)

— Natriumchlorid  0,9g;
— Dextran 3,0g;
— in 100ml H,O Lo6sen;

NaCl(1,6%)

— 1,6g Natriumchlorid in 100ml 16sen
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Natriumacetatlosung (3M)

Natriumacetat 40,8g;

mit H,O auf 80ml anfillen und losen;

mit 3M Essigsaure pH-Wert von 4,8 einstellen;

mit H,O auf 100ml anfullen

U
w

Natriumchlorid 8,00g;
— Kaliumchlorid 0,20g;
— Kaliumdihydrogenphosphat 0,20g;
— Natriumdihydrogenphosphat 2,85g;
— in 800ml H,O I6sen;

— pH-Wert von 7,2 einstellen;

— mit H,O auf 1000ml anfullen;

— steril filtrieren;

Percoll-Losungen

— 10ml 10fach PBS;
— 90 ml Percaoll;
— von dieser Stamml6sungn wurden alle weiteren Percoll-Losungen durch

verdunnen mit PBS hergestellt;

Probenpuffer fiir SDS-Page

— Bromphenolblau 5%;
— Sucrose 30%;
— Tris/HCI pH 6,8 80mM;
- SDS 2%;
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Sammelgel-Losung fiir SDS-PAGE

— AcrylamidstammlOsung

— 0,5 M Tris/HCI-Lésung pH 6,8
- H0

— SDS-Ldsung (10%)

— LoOsung entgasen;

— APS-L6sung (10%)

— Temed

TIBS

— Tris
— Natriumchlorid

— ph-Wert von 8.0 einstellen;

Trenngel-Losung fiir SDS-PAGE

— AcrylamidstammlOosung

— 3 M Tris/HCI-L6sung, pH 8,8
- H0

— SDS-Ldsung (10%)

— entgasen;

— APS-L6sung (10%)

— Temed

TSE-Puffer

— Tris-Puffer, pH 7,6
— Natriumchlorid-Losung
— EDTA

TSM-Puffer

— Tris-Puffer, pH 7,6
— Natriumchlorid-Losung

— Magnesiumchlorid

1,35ml;

2,50ml;
6,00ml;
0,10ml;

1

20ul;
10ul;

10mM;
50mM;

13,3ml;
5,3ml;
20,9ml

0,40ml;

70ul;
15ul;

10mM;

150mM;

5mM;

10mM;

150mM;

2mM;
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WB-Blockierungs-Puffer

— Trockenmilch (Fa. Glicksklee) 5g;
— NP40 250ul;
— auf 100ml mit PBS anfullen;

WB-Blot-Puffer 1

Aminocarbonsaure 2,62g;
Tris 1,5¢;
in 400ml H,O losen;

pH-Wert von 9,4 einstellen;

auf 500ml mit H,O anflllen;

WB-Blot-Puffer 2

Tris 18,15¢;
in 400ml H,O lbsen;

pH-Wert von 10,4 einstellen;

auf 500ml mit H,O anflllen;

WB-Blot-Puffer 3

Tris 1,50;
in 400ml H,O lbsen;

pH-Wert von 10,4 einstellen;

auf 500ml mit H,O anflllen;

Zellysepuffer

— TBS;

— NP-40 0,5%;

— wenn Integrine isoliert werden sollten, enthielt der Lysepuffer zusatzlich
2mM Ca*" und 2mM Mg*";
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3.1.2 Antikorper

Antikorper Antigen Hersteller Labeling
Klon

Sam-1 Intergrinuntereinheit o5 Dianova

uJ127 Adhasionsmolekul L1 J.T.Kenshead

AMF-7 Interginuntereinheit aV (CD51) Immunotech

LM609 Integrin aVPB3 Chemicon

P1F6 Integrin aVB5 Chemicon

SK7 CD3 Becton Dickinson |PE

MgzP9 CD14 Becton Dickinson |PE

SK3 CD4 Becton Dickinson |PE

SK1 CD8 Becton Dickinson |PE

Zweitantikorper gegen Immunglobuline
Ziege-Anti-Maus-Ig-Antikorper Dianova Peroxidase
Ziege-Anti-Maus-Ilg-Fab-Fragment Dianova FITC
Ziege-Anti-human-Ig-Fab-Fragment Dianova FITC

Mit Ausnahme der Zweitantikorper gegen Immunglobuline richten sich alle An-

tikorper gegen humane Antigene.

3.1.3 Zellkulturmedien

Mit Ausnahme des HUVEC-Medium und dessen Zusatze, die von PromoCell
bezogen wurden, stammen alle Medien und Zusatze von der Firma Gibco. PMA

und PHA wurden von der Firma Sigma bezogen.

RPMI-Medium/FKS(10%)

— RPMi-Grundmedium 440ml
— 100mM HEPES-L6sung 5mi
— 20mM Glutamin-Losung 5ml
— fetales Kalberserum 50ml
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RPMI-Medium fiir die Dauerkultur von T-Zellen

— RPMi-Grundmedium 440ml
— 100mM HEPES-L6sung 5mi
— 20mM Glutamin-Losung 5mi
— fetales Kalberserum 50ml
— Interleukin 2 50U/ml

RPMI-Medium zur Stimulierung von T-Zellen

— RPMi-Grundmedium 440ml
— 100mM HEPES-L6sung 5ml
— 20mM Glutamin-Losung 5mi
— fetales Kalberserum 50ml
- PMA 10, 50 oder 100ng/ml
- PHA Sug/mi

Die Menge an PMA bzw. PHA wurde je nach Versuchansatz zugegeben.
Ebenfalls abhangig vom experimentellen Ansatz wurde jeweils nur eines

oder beide dieser Agenzien zugegeben.

DMEM-Medium fiir Transfektanten

— DPMI-Grundmedium 485ml
— 100mM HEPES-L6sung 5mi
— 20mM Glutamin-Losung 5ml
— fetales Kalberserum 5mi

Die im fetalen Kalberserum enthaltenen Immunglobuline wurden vor der

Verwendung in der Affinitatschromatograpie depletiert.
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HUVEC-Medium

— HUVEC-Grundmedium 90ml
— HEPES 28mM
— fetales Kalberserum 10ml
— epidermaler Wachstumsfaktor 0,1ng/ml

— basischer Fibroblasten Wachstumsfaktor  1,0ng/ml

— Hydrokortison 1,0ng/ml
— Gentamicin 50pg/mi
— Amphotecirin B 2,5ug/mi
3.1.4 Zellinien
ALAB

Mammakarzinomlinie, ATCC Nummer: CRL-7715

HUVEC

Endothelzellen aus der Nabelschnur isoliert (Fa. PromoCell);

Akronym: Human umbilical vein endothelial cells

COS-7
Affennierenzellinie (DKFZ)

HL60

Promyelozytische Leukamie-Zellinie (DKFZ)
Jurkat

T-Zellen-Leukamie Zellinie (DKF2Z)

Kelly

Neuroblastomzellinie (DKFZ)

MED-B1

Lymphoblastoide B-Zellinie (P. Moller, unveroffentlich)
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Molt 3

T-Zellen-Leukamie -Zellinie (DKFZ)

Nalm 6

Pra-B-Zellinie aus ALL Patienten isoliert (DKFZ)

Raji
Burkitt-Lymphom-Zellinie (DKFZ)

U266

Myelomzellinie (DKFZ)

U937

— Promonozytare Zellinie (DKFZ)

3.1.5 Oligonukleotide
P74: 5' AATCGAGAAGAAAGGTTCCAGGGTGA 3
P82: 5" ACCTGCACCTGCTGACGCA 3

P90: 5' TCGCTGACAATCTGCTCCTG 3
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3.2 Methoden

3.2.1 Zellkulturtechniken

3.2.1.1 Kultivierung von Suspensionszellen

3.2.1.1.1 Kultivierung von Tumorzellinien
Alle Suspensionszellen wurden in RPMI-Medium/FKS(10%) bis zu einer Zell-

dichte von 7,5x10° Zellen pro Milliliter bei 37°C, 95% Luftfeuchtigkeit und 5%
CO2-Gehalt der Luft kultiviert. Fur Experimente wurden Zellsuspensionen mit
dieser Zelldichte verwendet. Zur Kultivierung wurden 25% der Zellsuspension

entnommen und die Kultur mit frischem Medium aufgefulit.

Chemikalien und L6sungen
e RPMI-Medium/FKS(10%)

3.2.1.1.2 Kultivierung von peripheren T-Zellen nach der Stimu-
lierung
Nachdem die peripheren Lymphozyten isoliert und stimuliert worden waren,

konnten sie vierzehn Tage in Kultur gehalten werden, wobei dem RPMI-Me-
dium/FKS(10%) Interleukin-2 (50 U/ml) zugegeben wurde. Dazu wurden die T-
Lymphozyten in einer Zelldichte von 6x10° Zellen/ml kultiviert, alle drei Tage

geteilt und frisches Medium zugegeben.

Chemikalien und L6sungen

¢ Interleukin-2
e RPMI-Medium/FKS(10%)
3.21.2 Kultivierung von adharenten Zellen

3.21.21 ALAB
Die Zelllinie ALAB wurde unter den gleichen Bedingungen wie die Suspen-

sionszellen kultiviert. Zum Abldsen der Zellen vom Kulturgefa® wurden die
Zellen, nachdem das Medium vollstandig abgenommen worden war, mit 20ml
37°C warmen PBS gespult und anschlieBend funf Minuten mit
PBS/EDTA(0,25%) bei 37°C inkubiert. Nachdem durch leichtes seitliches
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Klopfen an das Kulturgefald die Zellen in Suspension gebracht worden waren,

wurde durch mehrmaliges Pipettieren eine Einzelzellsupension erzeugt.

Nach einmaligen Zentrifugieren (250g/5 Minuten/RT) wurden die Zellen in Ex-

perimenten verwendet bzw. in gewlnschter Zelldichte weiterkultiviert.

Chemikalien und L6sungen
e RPMI-Medium/FKS(10%)
e PBS/EDTA(0,25%)

3.21.2.2 HUVEC
Wenn der Zellrasen ca. 80% des Boden bedeckte, wurden die Zellen in Expe-

rimenten verwendet oder zur weiteren Kultivierung passagiert. Zur Passage
wurde zundchst das neue Medium (200ul/cm’ Kulturfliche) fiir dreiRig Minuten
in den jeweiligen Kulturgefal3en im Brutschrank vorinkubiert. Zum Abl6sen der
Zellen wurde, nachdem das alte Medium abgenommen worden war, die Zell-
schicht dreilRig Sekunden mit HBSS gewaschen. Nach Abnahme der HBSS-
Losung wurden die Zellen mit Trypsin/EDTA(0,25%) bei 37°C inkubiert
(100pl/cm® Kulturflache). Als die Zellen begannen sich abzurunden, wurde das
Trypsin/EDTA-0,25% bis auf 500ul abgenommen. Nachdem ca. 50% der Zellen
in Suspension gegangen waren, wurden die restlichen Zellen durch leichtes
seitliches Klopfen abgelost und es wurde anschliel3end die Neutralisierungslo-
sung (50pl/cm?) zugegeben. Im Anschluly an eine folgende Zentrifugation
(2509g/5 Minuten/RT), konnten sie in Experimenten verwendet werden oder zur

weiteren Kultur in das vorinkubierte Medium Uberfuhrt werden.

Chemikalien und Loésungen
HUVEC-Medium
Trypsin/EDTA-0,25%

Neutralisierungslosung (PromoCell, Heidelberg)
HBSS
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3.2.1.3 lIsolierung und Stimulierung von Zellen aus dem
peripheren Blut

3.2.1.3.1 Isolierung von peripheren, zirkulierenden Leukozyten
Zur Isolierung der Zellen wurde gesunden Spendern Blut enthommen, das di-

rekt bei der Abnahme mit Heparin (50ul Heparin/20ml Blut) vermischt wurde.
Um die Erythrozyten abzureichern wurde das Blut mit der gleichen Menge
NaCl(0,9%)/Dextran(3%) vermischt und die Suspension in 50ml-Falcon-
Rohrchen fur dreillig Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Dabei bildeten
sich zwei Phasen: wahrend die untere Phase den grofdten Teil der Erythrozyten
enthielt, befanden sich in der oberen Schicht die polymorphkernigen Lympho-
zyten, Monozyten, sowie die B- und T-Zellen. Nachdem sich eine scharfe Pha-
sengrenze eingestellt hatte, wurde die obere Schicht abgenommen und zentri-
fugiert (250g1/10 Minuten/RT).

Das Pellet wurde in NaCl(0,9%) aufgenommen und mit Ficoll-Paque
(Pharmacia) unterschichtet (1 Teil Ficoll-Paque, 4 Teile Zellsuspension). An-
schlieBend wurde der Gradient zentrifugiert (400g9/20°C/20 Minuten/ohne
Bremse). Sowohl die pellettierten polymorphkernigen Lymphozyten, als auch
die sich in der Interphase befindlichen mononuklearen Zellen wurden abge-
nommen und einmal in PBS gewaschen. Befanden sich im Pellet nach der Fi-
coll-Zentrifugation trotz Dextransedimentation noch Erythrozyten, so wurden
sie im Anschluf® an das Waschen lysiert. Die polymorphkernigen Lymphozyten,
sowie die Monozyten, B-Zellen und T-Zellen konnten nun in der Durchflul3-
zytometrie untersucht werden. Fur eine durchfluRzytometrische Diskriminierung
von CD4 positiven und CD8 positiven T-Zellen, sowie zur Untersuchung der
CD31 positiven T-Zellen wurde vorher noch eine Rosettierung mit

Schafserythrozyten durchgefuhrt.

Chemikalien und L6sungen

e Heparin

e NaCl(0,9%)/Dextran((3%)
e NaCl(0,9%)

e Ficoll-Hypaque

e PBS
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3.2.1.3.2 Isolierung von T-Zellen durch Rosettierung
Zur Rosettierung der T-Zellen wurden Schaferythrozyten (Unipath, Wedel) ver-

wendet, die in folgender Weise vorbehandelt waren. Zunachst wurden funf Mil-
liliter der Schaferythrozytensuspension entnommen und mit PBS auf 50ml an-
gefullt. Anschlielend wurden die Zellen zentrifugiert (1000g/10 Minuten/RT).
Die Zellen wurden dann in gleicher Weise noch zweimal gewaschen. Im An-
schlul daran wurden die Schaferythrozyten 15 Minuten bei 37°C mit AET-LO-
sung (1 Volumenteil Zellen/4 Volumenteile AET-L6sung) inkubiert, wobei alle
funf Minuten die Suspension leicht geschuttelt wurde. Anschlieend wurde die
Suspension mit PBS auf 50ml angefullt und zentrifugiert (1000g/10 Minuten/
RT). Nach zweimaligen Waschen wurde eine funfprozentige Schaferythro-
zytensuspension hergestellt, indem zu einem Volumenteil Zellen 19 Volumen-
teile PBS gegeben wurden. Diese in der Art behandelten Schaferythrozyten
konnten innerhalb der nachsten vierzehn Tagen zur Rosettierung verwendet

werden.

Zur Rosettierung wurde die Zellsuspension verwendet, die sich in der Inter-
phase nach der Ficoll-Zentrifugation befand (siehe: 3.2.1.3.1). Nachdem diese
Zellen einmal mit PBS gewaschen worden waren, wurde im gleichen Puffer
eine Zellzahl von 2,3x10” Zellen eingestellt. Diese Suspension wurde anschlie-
Rend mit der 5%igen Schaferythrozytenldsung vermischt (pro 1x10® Zellen
1,8ml Schaferythrozytenlosung). Nachdem diese Zellsuspension zentrifugiert
worden war (200g/4°C/10 Minuten/ ohne Bremse) wurde das Pellet vorsichtig in
PBS resuspendiert und auf 35 Milliliter angefullt. Anschliel3end wurden 15 Milli-
liter Ficoll-Hypaque unterschichtet und der Gradient zentrifugiert
(400g/20°C/20 Minuten/ohne Bremse). Die Interphase wurde abgenommen und
zweimal mit PBS gewaschen. Danach wurde mit PBS eine Zellzahl von 2x10’
Zellen pro Milliter eingestellt und mit dem gleichen Volumen der 5%igen
Schaferythrozytenldsung vermischt. Nach einer Zentrifugation (200g/4°C/10
Minuten/ ohne Bremse) wurde das Pellet eine Stunde bei 4°C inkubiert.
Anschliel3end wurde dieses Pellet wieder in 35 Milliliter PBS resuspendiert und
mit 15 Milliliter Ficoll-Hypaque unterschicht. Wie oben beschrieben, wurde der
Gradient wieder zentrifugiert, die Interphase abgenommen und die Zellen

zweimal mit PBS gewaschen. Die verbliebenen Schaferythrozyten wurden
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lysiert und die T-Zellen konnten nun in der DurchfluBzytometrie untersucht

werden.

Chemikalien und Loésungen
e PBS
e AET-LOsung

¢ Ficoll-Hypaque (Pharmacia)

3.2.1.3.3 Erythrozyten-Lyse
Um die restlichen Erythrozyten zu beseitigen, die bei der Isolierung von poly-

morphkernigen Lymphozyten noch bis zum letzten Schritt vorhanden waren,
wurden die Zellen zentrifugiert (250gl/5 Minuten/ RT) und das Pellet in 20ml
einer 4°C kalten und hypotonischen Natriumchloridlosung (0,2%) aufgenom-
men und dreilig Sekunden inkubiert. Dann wurde der isotonische Zustand
durch Zugabe von NaCl(1,6%) wieder hergestellt. Wenn nach erneutem Zen-
trifugieren (250g/5 Minuten/RT) noch Erythrozyten im Pellet erkennbar waren,
wurde die Lyse wiederholt; andernfalls konnten die polymorphkernigen Lym-

phozyten fur die durchfluBzytometrische Messung verwendet werden.

Chemikalien und Losungen
e PBS

e NaCl(0,2%), 4°C kalt

e NaCl(1,6%), 4°C kalt

3.2.1.3.4 Stimulierung von peripheren T-Zellen
Zur Stimulierung von T-Zellen des peripheren Blutes wurden diejenigen mono-

nuklearen Zellen verwendet, die sich bei der Isolierung aus dem peripheren
Blut nach der Ficoll-Zentrifugation in der Interphase befanden (siehe:
3.2.1.3.1). Diese wurden einmal mit PBS gewaschen und anschlieend in kon-
ditionierten Medium mit einer Zellzahl von 3x10° Zellen pro Milliliter kultiviert.
Zur Stimulierung wurde dem Medium -je nach Versuchsansatz- entweder PHA,
Tetanustoxoid, PMA oder eine Kombination aus PHA und PMA zugegeben.
Nach der Stimulation wurden die T-Blasten mittels Percoll-Gradient isoliert und

in RPMI-Medium unter Zusatz von Interleukin 2 kultiviert .
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3.2.1.3.5 Isolierung von T-Blasten aus einer Permanentkultur
Um die nach der Stimulation entstandenen T-Blasten zu isolieren wurden diese

uber einen Percoll-Gradienten abgetrennt [Kurnick1979].

Zunachst wurde eine isotonische Percoll-Losung (Percoll 100%) hergestellt,
indem ein Teil 10-fach PBS mit neun Teilen Percoll gemischt wurden. Die
Dichte dieser Stammlosung betrug 1,1294g/ml. Von dieser 100%igen Percoll-
L6sung wurde durch Verdinnung mit PBS drei weitere Losungen hergestellt,
die folgende Dichten aufwiesen: Percoll 70% mit einer Dichte von 1,090g/ml,
Percoll 50% (Dichte = 1,067g/ml) und schlieBlich Percoll 30% mit einer Dichte
von 1,043g/ml.

In einem 15-ml-Zentrifugenréhrchen wurden diese drei Percoll-Losungen uber-
einander geschichtet, wobei die 70%ige Percoll-Losung die untere Phase bil-
detete und die obere Schicht von der 30%igen Percoll-Losung gebildet wurde.
Auf diese obere Phase wurden die Zellen in einem Milliliter PBS geschichtet.
Pro Gradient konnten maximal 1x10° Zellen aufgetrennt werden. Damit dieser
Gradient bei der anschlieRenden Zentrifugation nicht abril3, wurden die 15-ml-
Zentrifugenrohrchen vor der Schichtung des Gradienten mit 10 ml fetalem Kal-

berserum geflllt, das nach funf Minuten wieder entfernt wurde.

Nachdem der Gradient zentrifugiert worden war (450g/20°C/15 Minuten, ohne
Bremse), befanden sich die T-Blasten zwischen der 50%igen und der 30%igen
Percoll-Phase. Diese wurden mit einer Pasteurpipette abgenommen und das
Volumen mit PBS auf 50ml angefullt. Nach anschlieRender Zentrifugation

(250g/5 Minuten/RT) konnten die Zellen in Experimenten verwendet werden.

Chemikalien und L6sungen
e PBS
PBS (10-fach)

Percoll (Pharmacia, Freiburg)

Fetales Kalberserum

3.2.1.3.6 Abreicherung toter Zellen aus der T-Blastenkultur
Wenn T-Blasten aus der Permanentkultur fur Experimente verwendet wurden,

sind vorher die toten Zellen abgereichert worden. Daflr wurden drei Milliliter
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einer 30%igen Percoll-Losung in ein 15-ml-Zentrifugenréhrchen gefullt und die
Zellen in einem Volumen von 200yl auf diese Percoll-Losung geschichtet. Nach
einer Zentrifugation (4509/20°C/15 Minuten, ohne Bremse) befanden sich die
lebenden, intakten T-Blasten im Pellet, wahrend die toten Zellen auf der Per-
coll-Losung schwammen. Nachdem die lebenden Blasten in PBS gewaschen

worden waren, konnten sie in Experimenten verwendet werden.

Chemikalien und L6sungen
e PBS

e Percoll-Losung 30%
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Vollblut
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Granulozyten

Stimulation Rosettierung

T-Blasten
und andere
Zellen

B-Zellen,
Monozyten

T-Zellen I I

Percoll-
Gradient

T-Blasten I tote Zellen I
P

Kultur mit
Interleukin-2

- Experiment

T-Blasten
und
tote Zellen

tote Zellen I ErgebniS

Arbeitsschritt

Percoll-
Gradient

T-Blasten

tote Zellen I

Abbildung 3-1: Schematischer Ablauf der Lymphozytenisolierung: Hier
sind die im Text beschriebenen Ablaufe zur Isolierung einzelner
Zellpopulationen aus dem peripeheren Blut aufgezeigt, sowie deren
Verwendung in Experimenten
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3.2.2 Molekularbiologische Methoden

3.2.2.1 Isolierung der Gesamt-RNA

Zur Isolierung der Gesamt-RNA wurden 1x10” Zellen abzentrifugiert (250g/10
Minuten/RT) und zweimal mit eiskaltem PBS gewaschen. Das Pellet wurde an-
schlielRend in 362,5yul eiskaltem TSM-Puffer aufgenommen. Nach Zugabe von
18,75u1 10mM VRC-Komplexes wurde die Suspension gevortext und funf Mi-
nuten auf Eis inkubiert. Nachdem die Zellen so lysiert worden waren, wurden

die Zelltrtmmer abzentrifugiert (13.000UpM/4°C Heraeus-Tischzentrifuge).

Der Uberstand wurde abgenommen und 375ul TSE-Puffer zugegeben. Um die
verbliebenen Proteine abzureichern, wurden 750ul Phenol (mit H,O gesattigt)
zugegeben. Nach Durchmischung ist der Ansatz funf Minuten bei 55°C inku-
biert worden. Dann wurde die Probe wieder zentrifugiert (13.000UpM/4°C
Heraeus-Tischzentrifuge) und anschlief3end ist die obere Phase abgenommen
worden. Nach erneuter Zugabe von 500ul Phenol wurde diese Phenolextrak-

tion ein zweites Mal wie oben beschrieben durchgefuhrt.

Die obere Phase ist wieder abgenommen worden und es wurden 500pul Chlo-
roform/Isoamylalkohol (24:1 v/v) zugegeben, um das restliche Phenol zu ent-
fernen. Nach Durchmischung und Zentrifugation (13.000UpM/4°C Heraeus-
Tischzentrifuge) wurde die obere Phase abgenommen und 50pl 3M Natriu-
macetat, sowie 1000ul eiskaltes Ethanol zugegeben. Um die RNA zu fallen,

wurde dieser Ansatz tUber Nacht bei -80°C inkubiert.

Am nachsten Tag wurde die Probe 20 Minuten zentrifugiert (13.000UpM/4°C
Heraeus-Tischzentrifuge) und das Pellet mit Ethanol(70%) gewaschen. Nach
erneuter Zentrifugation ist das Pellet in der Speed-Vac getrocknet worden. Die-
ses Pellet ist in 100pl H,O (plus RNAsin 1:200) augenommen worden. An-
schlieRend wurde der RNA-Gehalt durch Messung der optischen Dichte bei

260nm bestimmt.
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Chemikalien und Losungen
e PBS

e TSM-Puffer

e TSE-Puffer

¢ Phenol (wassergesattigt)

¢ Phenol/lIsoamylalkohol (24:1, v/v)
e 3M Natriumacetat

¢ RNAsin (Promega)

e VRC-Komplex

3.2.2.2 cDNA-Synthese

Von der Gesamt-RNA wurden 7ug fur einen Ansatz verwendet, um cDNA zu
synthetisieren. In einem gesamten Reaktionsvolumen von 30ul wurde diese
RNA mit 2pg Oligo (dT)-Primer, 750ng Random Primer, 16 Units RNAsin, 300
Units reverse Transkriptase und 1mM Deoxinukleotidgemisch fur zwei Stunden
bei 37°C inkubiert. Anschliefend wurde der Ansatz fur funf Minuten bei 95°C
und 10 Minuten auf Eis inkubiert. Um die RNA abzubauen, wurde die Losung
letzlich noch zwanzig Minuten bei 37°C mit 1,5 Units RNAse H inkubiert.

Chemikalien und Loésungen
e Oligo (dT)-Primer

e Random Primer

¢ RNAsin (Promega)
e Reverse Transkriptase (Promega)
e RNAse H (Promega

e Deoxinukleotidgemisch

3.2.2.3 Polymerase Chain Reaction

Die Polymerase Chain Reaction (PCR) wurde eingesetzt, um die Produktion
von L1-mRNA in Zellen spezifisch nachzuweisen. Dazu wurde folgender Reak-
tionsansatz hergestellt: 150ng cDNA, 10ul 10x PCR-Reaktionspuffer, 10 pl 10x

PCR-Nukleodidgemisch (dies entspricht jeweils 200uM der vier verschiedenen
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Deoxinukleotide), jeweils 30pM Oligonukleotidprimer, die den zu amplifizieren-
den DNA-Abschnitt am 3‘- bzw. am 5°-Ende flankieren, 0,5ul BSA und 0,5l
Tag-Polymerase (2Units) wurden zusammenpippetiert und anschlieBend mit
H,O auf 100ul aufgefillt. Um eine Verdunstung bei der anschliellenden Amplifi-
zierungsreaktion zu verhindern, wurde die Losung mit einen Tropfen Mineraldl
beschichtet. Die Amplifizierungszyklen wurde wie folgt durchgefuhrt. Zunachst
wurde die DNA fur achtzig Sekunden bei 95°C denaturiert. Die Anlagerung der
Primer erfolgte bei 58°C fur 120 Sekunden. Abgeschlossen wurde die Reakti-
onssequenz durch die Aktivitat der Tag-Polymerase, die fur 260 Sekunden bei
72°C erfolgte. Diese Reaktionssequenz wurde zyklisch vierzig Mal durchge-
fuhrt.

Chemikalien und Loésungen
¢ 10x PCR-Reaktionspuffer

e 10x Nucleotidgemisch

¢ Oligonukleotidpirmer
e BSA
e Tag-Polymerase

e Mineralol
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3.2.3 Immunologische und biochemische Methoden

3.2.3.1 Markierung von Oberflichenproteinen mit '**Jod

125

Um die Oberflachenproteine von Zellen mit “"Jod zu markieren, wurde die

Lactoperoxidase-Methode angewandt. Dazu wurden 2x10” Zellen in 500ul PBS
aufgenommen und nach der Zugabe von 10pl Na'*J-Lésung, 10ul Lactoper-
oxidase und 10ul H,O, fur 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Anschlie-
Rend wurden erneut gleiche Volumina Lactoperoxidase und H,O, zugegeben.
Nach erneuter Inkubation (3 Minuten bei Raumtemperatur) wurden abermals
10pl HyO; zupipettiert und fur weitere drei Minuten bei Raumtemperatur inku-

biert. Nicht eingebautes, freies '*°

Jod wurde durch dreimaliges Waschen mit
PBS entfernt. Das Pellet konnte nun bei -20°C eingefroren werden oder die

Zellen wurden lysiert und die Lysate anschlieRend immunprazipitiert.

Chemikalien und L6sungen
e PBS
e H,0,(0,03%)

e |actoperoxidase (1mg/ml in PBS), Sigma, Deisenhofen)

e Na'Jod, Amersham Buchler, Braunschweig

3.2.3.2 Immunprazipitation

Um die Expression von Antigenen auf der Oberflache von Zellen nachzuwei-
sen, wurde die Immunprazipitation mit spezifischen AntikOrpern eingesetzt.
Dazu wurden die Oberflachenproteine zunachst wie beschrieben mit einen Jo-

disotop ('*°J) markiert.

Im ersten Schritt wurden 2x10” Zellen in 200yl Lysepuffer aufgenommen und
und fur 30 Minuten auf Eis lysiert. Um die Zelltrdmmer von den in Losung ge-
gangenen Antigen abzutrennen, wurde das Lysat anschlielend 15 Minuten bei
4°C in der Tischzentrifuge (10.000 UpM) zentrifugiert. Das Lysat wurde abge-
nommen und es wurden -zur Reduzierung unspezifischer Banden im SDS-Gel-
50ul Protein A-Sepharose zugeben. Diese Suspension wurde fur dreifdig Minu-
ten in einem Uberkopfschuttler bei 4°C inkubiert. Im Anschluf® daran wurde die

Protein A-Sepharose fur eine Minute in einer Tischzentrifuge pelletiert
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(10.000UpM/4°C) und der Uberstand abgenommen. Dieser Uberstand wurde
nun aliquotiert, so daR jede Probe den Uberstand von 3x10° Zellen enthielt.
Nachdem der Uberstand dieser Probe auf 500ul mit TBS/Ca**,Mg®* angefiillt
worden war, wurden 2-3ug des spezifischen Antikdrpers zugegeben. Diese
Suspension ist dreiRig Minuten auf Eis inkubiert worden. Nach dieser Inkuba-
tionszeit wurden 50ul Protein A-Sepharose zugegeben und die Suspension
wurde weitere dreiBig Minuten bei 4°C in einem Uberkopfschiittler inkubiert.
Danach wurde die Sepharose erneut pelletiert und der Uberstand verworfen.
Das Protein A-Sepharose Pellet, das die spezifischen Antikorper mit den ge-
bundenen Antigen enthielt, wurde nun dreimal mit jeweils 1000ul Lysepuffer,
zweimal 0,5M LiCl und letzlich einmal mit TBS gewaschen. Das Protein A-Se-
pharose Pellet wurde dann in 50ul nicht reduzierenden Probenpuffer aufge-
nommen und funf Minuten bei 95°C erhitzt. Nachdem die Probe auf Eis abge-
kihlt worden war, wurde die Protein-A-Sepharose zehn Minuten in einer Tisch-
zentrifuge (10.000UpM/4°C) pelletiert. Der die radioaktiv markierten Antigene
enthaltenen Uberstand konnte nun bei —20°C eingelagert werden oder in einem

SDS-Gel aufgetrennt werden.

Chemikalien und L6sungen

e Lysepuffer (im Fall einer Integrinprazipitation mit 2mM Ca* und 2mM Mg”)
¢ Protein-A-Sepharose

e TBS (im Fall einer Integrinprazipitation mit 2mM Ca** und 2mM Mg*")

e Litiumchlorid 0,5M

e Probenpuffer (nicht reduzierend)

3.2.3.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese wurde eingesetzt, um die mit spezi-
fischen Antikorpern gebundenen Antigene in der Immunprazipitation zu visuali-
sieren oder um Proteine aufzutrennen, um diese anschlieRend mittels Western-
blot-Technik zu detektieren. In beiden Fallen wurden ausschliel3lich Minigele

verwendet.

Zunachst wurde das Trenngel mit der entsprechenden Polyacrylamidkonzen-

tration gegossen und mit Butanol (wassergesattigt) uberschichtet. Nach einer
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Polymerisationsdauer von ca. 45 Minuten wurde das Butanol abgenommen und
die Oberflache mit Wasser mehrmals gespult. Anschliellend wurde das Sam-
melgel gegossen. Nach weiteren dreil3ig Minuten konnte der Kamm entnom-
men werden. Bevor die Proben aufgetragen wurden, sind die Taschen mehr-

mals mit Laufpuffer ausgespult worden, um Acrylamidreste zu entfernen.

Die Elektrophorese erfolgte mit einer Stromstarke von 15mA bis die Bromphe-
nolblaufront die Grenze zum Trenngel erreicht hatte. AnschlieRend wurde die
Elektrophorese mit 30mA Stromstarke weitergefuhrt. Wenn die Bromphe-
nolblaufront die untere Grenze zum Probenpuffer erreicht hatte, wurde die

Elektrophorese beendet.

Das Gel wurde nun anschlielfend im Westernblot weiterverwendet oder im
Rahmen einer Immunprazipitation getrocknet und einem Film (Biomax Ms, Ko-

dak) exponiert.

Chemikalien und L6sungen

e Trenngel-Losung
e Sammelgel-Losung
e Butanol

e Probenpuffer

3.2.3.4 Westernblot

Wie die Immunprazipitation diente der Westernblot dem Nachweis von Pro-
teinen mit Hilfe spezifischer Antikdrper. Nachdem die Proteine in einer SDS-
Gelelektrophorese aufgetrennt worden waren, wurden diese mittels einer
Elekroblottiapparatur auf eine Nitrozellulosemembran transferriert. Dazu wur-
den sechs Filter, die in WB-Puffer-2 getrankt waren, auf die Anodenplatte der
Apparatur gelegt. Darauf wurden zwei Filterpapiere, die Nitrozellulosemembran
und das Gel aus der SDS-Gelelektrophorese gelegt, nachdem diese vorher in
WB-Puffer-3 getrankt worden waren. Zuletzt wurden oben neun Filterpapiere,
die vorher in WB-Puffer-1 gelegt worden waren, geschichtet. Anschliel3end
wurden mit einer Pippette de Luftblasen zwischen den Filterpapieren

herausgerollt. Nachdem die Katodenplatte aufgelegt worden war, wurde der
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Blot durchgefuhrt. Daflir wurde fur eine Stunde eine Stromstarke von

0,8mAmp/cm? angelegt.

Nach dem Transfer der Proteine auf die Nitrozellulose wurde diese in Ponceau
S-Losung gelegt, um die geblotteten Proteine zu visualisieren. Dadurch konnte
die Effizienz des Transfers uberprift werden und die die einzelnen Banden

bzw. die Laufspuren der Proteine im Gel markiert werden.

Nachdem die Ponceau S-Losung mit Leitungswasser entfernt worden war,
wurden die freien Bindungsstellen auf der Membran blockiert. Dazu wurde die
Nitrozellulosemembran uber Nacht bei 4°C in PBS/Magermilch-5% unter
Schutteln inkubiert. Danach erfolgte die Inkubation mit dem ersten Antikorper,
der in WB-Inkubations-Puffer verdunnt worden war. Dazu wurde der Blot in
Gefrierfolie eingeschweil3t und drei Milliliter Antikorperldsung zugegeben. Nach
einer Inkubation von einer Stunde bei RT und unter Schuitteln wurde der Blot
dreimal funfzehn Minuten in jeweils 30 ml WB-Wasch-Puffer gewaschen. An-
schlieBRend wurde die Nitrozellulose mit dem Zweitantikorper inkubiert (anti-
Maus-lg, Peroxidase gekoppelt), der 1:30.000 in der in WB-Inkubations-Puffer
verduinnt worden war. Nach einer weiteren Stunde Inkubation bei Raumtempe-
ratur wurde der Blot wie oben beschrieben abermals gewaschen und fur genau
eine Minute in der WB-Entwickler-Losung inkubiert. Danach wurde die Mem-
bran zweimal durch destilliertes Wasser gezogen, um Reste der WB-Entwick-
ler-Losung abzuspulen und zwischen zwei Plastikfolien gelegt. Der Blot wurde
nun fur jeweils zehn, dreillig und sechzig Sekunden einem Film exponiert, der

anschlieRend entwickelt werden konnte.

Chemikalien und Losungen
e \WB-Blot-Puffer-1

e \WB-Blot-Puffer-2

e WB-Wasch-Puffer-3

e \WB-Inkubations-Puffer-1

e \WB-Entwickler-L6sung (Amersham)
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3.2.3.5 DurchfluBzytometrie

Fur die durchfluldizytometrische Analyse von Oberflachenantigen wurden die zu
untersuchenden Zellen zunachst zweimal mit FACS-Puffer gewaschen und an-
schlielRend die entsprechende Zellzahl eingestellt. Es wurden ausschlief3lich
Zellkulturen verwendet, die Uber einen Lebendzellenanteil von mindestens
98% verfiigten. Pro Probe wurden 1x10° Zellen in einen Volumen von 50
gefarbt. Dieses Inkubationslosung enthielt den antigen-spezifischen
monoklonalen Antikdrper und 5% Pentaglobin, um die Fc-Rezeptoren
abzusattigen und somit unspezifische Antikorperbindungen Uber den Fc-Teil
des spezifischen Antikorpers zu verhindern. Nach einer Inkubationsdauer von
15 Minuten wurden die Zellen zweimal mit 500ul FACS-Puffer gewaschen. Auf
die pelletierten Zellen wurde der zweite, mit FITC- oder PE-markierte anti-
Mausimmunglobulin Antikdrper gegeben. Diese Losung enthielt wiederum 5%
Pentaglobin. Nach weiteren 15 Minuten Inkubation auf Eis und im Dunkeln
wurden die Zellen abermals zweimal mit je 500yl FACS-Puffer gewaschen.
Zuletzt wurden die Zellen in 500ul FACS-Puffer/Pl aufgenommen und bis zur

Messung der Probe im Dunkeln bei 4°C aufbewahrt.

Im Fall einer Zweifachfarbung wurde obiges Protokoll wie folgt erganzt. Nach
der Inkubation der Zellen mit dem zweiten fluoreszierenden Antikorper und
nach dem anschliefenden Waschschritt wurden die pelletierten Zellen in 45pl
FACS-Puffer aufgenommen. AnschlieRend wurden 5ul Mausserum zugegeben
und die Zellen fur funf Minuten auf Eis und im Dunkeln inkubiert. Danach wurde
der zweite, spezifische Antikorper, der mit Phycoerythrin gekoppelt war, zuge-
geben und nach weiteren zehn Minuten Inkubation konnten die Zellen -wie
oben beschrieben- gewaschen werden und in FACS/PI-Puffer aufgenommen

werden.

Alle Antikorper, die eingesetzt worden sind, wurden in Vorexperimenten auf
ihre Farbungsaktivitat dberpruft. Es wurden immer so hohe Antikdrperkonzen-

trationen eingesetzt, dald die Antikorper-Antigen-Bindung im Sattigungsbereich

lag.
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Chemikalien und L6sungen
e FACS-Buffer
e FACS/PI-Puffer

e Pentaglobin

3.2.3.6 Migrationsassay

3.2.3.6.1 Durchfuhrung
Die Migrationsexperimente wurden auf speziellen Objektragern (Nunc) durch-

gefuhrt, welche Uber 16 Kammern verfugten, die auf einem Objektrager be-
festigt waren. Fur die Experimente wurde das Substrat uber Nacht bei 4°C vor-
beschichtet. Anschlieliend wurden die Kammer dreimal mit 200ul HBSS gewa-
schen. Freie Stellen auf den Glasflachen wurden dann mit der Blockierungslo-
sung abgesattigt. Nach einer Inkubationszeit von einer halben Stunde bei 37°C
wurden die Kammer abermals dreimal gewaschen. Dann wurden 5x10* Zellen
in 100pl zugegeben und der gekammerte Objekttrager bei 37°C auf den Tisch
des Mikroskopes gestellt. Nachdem sich die Zellen abgesetzt hatten —dies war
in der Regel nach ca. zwanzig Minuten der Fall- wurde mit der Messung der

Migration begonnen.

Zur Messung der Zellmigration wurde das Okular des Mikroskopes mit einer
Videokamera verbunden, die direkt an einen Computer angeschlossen war.
Alle sechzig Sekunden wurde eine Aufnahme gemacht, die vom Computer als
Datei abgespeichert worden ist. Diese einzelnen Bilder konnten spater als
Filme angesehen werden. Die Speicherung der Bilder und die spatere Aus-
wertung erfolge mit der Bildverarbeitungssoftware NIH Image V1.56 fur Apple
Betriebssysteme. Es ist wichtig zu bemerken, dal® alle Aufnahme mit der glei-
chen Objektivvergrofierung aufgenommen wurden und immer ein gleich grof3er
Bildausschnitt abgespeichert worden ist, so dal} sich die verschiedenen Experi-
mente vergleichen liel3en. Desweiteren befand sich der gekammerte Objekttra-
ger auf einer Warmeplatte, so dal eine konstante Mediumtemperatur von 37°C

gehalten wurde.

-53-



3. Material und Methoden

Chemikalien und L6sungen
HBSS
- PBS

Blockierungslosung

spezifisches Substrat in PBS gelost und verdunnt;

54-



3. Material und Methoden

3.2.3.6.2 Messung und Auswertung
Die Auswertung des Migrationsverhaltens erfolgte mit dem Programm NIH

Image V1.56, das es ermoglichte die relative Lage einer Zelle in einem Bild-
ausschnitt exakt zu vermessen und die Wanderungsgeschwindigkeit bzw. die
absolut zurickgelegte Weglange in konkreten Mel3werten darzustellen und
auszuwerten. Die so generierten Rohdaten konnten dann in konventionelle
Graphikprogramme ubertragen und anschlie3end visualisiert werden. Im Ein-
zelnen wurde die Messung und die Berechnung der Zellmigration wie folgt

durchgefuhrt.

Zunachst wurden die x- und y-Koordinaten der Zelle im Bildausschnit fur den
ersten Zeitpunkt (t-1) bestimmt. Dann wurde diese Messung fur den nachsten
Zeitpunkt (t) wiederholt. Die Distanz (m;) zwischen beiden Zellpositionen laf3t

sich nun mit Hilfe des Satzes des Phytagoras berechnen:

¢ =a’+b*

Wendet man diese Gleichung hier an, reprasentiert die Variable a die Wande-
rung der Zelle entlang der x-Achse (x:- X.1) und die Variable b die Migration der
Zelle entlang der y-Achse (y: - y+.1) des Bildausschnittes. Fur das Quadrat der
zuruckgelegten Strecke einer Zelle zwischen zwei Zeitpunkten ergibt sich somit

durch Einsetzen in obige Gleichung:

mtz = (xt _xt—l)2 +(yt _yt—l)2

Basierend auf dieser Gleichung ergibt sich fur die tatsachlich zuruckgelegte

Wegstrecke:

m, = \/(xt _xt—1)2 +(yt _yt—l)2

Um diese Methode zur Kalkulation der Migrationslange anwenden zu konnen,
mussen zwei Voraussetzungen eingehalten werden. Der Bildauschnit im Analy-
seprogramm und die eingestellte VergroRerung am Mikroskop mussen bei je-
der Aufnahme und bei jeder Auswertung exakt gleich sein. Zweitens mul} die
zeitliche Differenz zwischen zwei Mel3punkten so klein sein, dal’ die Zelle wah-
rend diese Zeitspanne nur einen linearen Weg zurucklegt, um MefRungenauig-

keiten auszuschliel3en. Um diesen zweiten Punkt zu erfullen wurde alle sechzig
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Sekunden eine Aufnahme gemacht. Die Berechnung des Migrationsweges ei-
ner Zelle Uber einen langeren Zeitraum ergab sich dann aus der Summation
der Wegstrecken, die eine Zelle nach sechzig Sekunden zuruckgelegt hat. Die

Gesamtwegstrecke (Mgesamt) €rgibt sich dann aus folgender Berechnung:

mGesamt = Z \/(xt - xt—l )2 (yt - yt—l )2
t=1

wobei n die Anzahl der gemessenen Zeitpunkte reprasentiert. Zur graphischen

Auswertung wurde ein Zeitraum von hundertzwanzig Minuten herangezogen.

Durch die Koordinatenbestimmung der Zellposition war es nicht nur moglich die
zuruckgelegte Wegstrecke zu berechnen, sondern es konnte auch der Migrati-
onsweg der Zellen mit einfachen Graphikprogrammen nachgezeichnet werden,

ohne Resourcenintensive Bildanalysprogramme einzusetzen.

Da bei der Monitorierung der Zellmigration in den verschiedenen Experimenten
immer die gleiche MikroskopvergroRerung eingesetzt worden war und immer
ein gleich groRer Bildauschnitt ausgewertet wurde, konnten verschiedene Ex-

perimente miteinander verglichen werden.

3.2.3.7 DurchfluBzytometrische Messung der Fusionsprotein-
bindung an Zellen

Dieser Bindungsassay wurde dazu verwendet die Bindung des 6.L1-Fc-Fusi-
onsproteins an Zellen nachzuweisen. Neben der schnellen Durchfuhrung die-
ses methodischen Ansatzes zeichnet sich dieser Nachweis durch einen gerin-
gen Verbrauch an 6.L1-Fc-Fusionsprotein aus, da der Nachweis mit fluoreszie-

renden Antikorper eine sehr empfindliche Methode darstellt.

Zunachst wurde das 6.L1-Fc-Fusionsprotein mit einem FITC-markiertes Fab,-
Fragment, das spezifisch den Fc-Teil humaner Immunglobuline erkennt, kom-
plexiert. Dazu wurde das 6.L1-Fc-Fusionsprotein und 2ul des Fab,-Fragments
in einem Gesamtvolumen von 100ul HBSS-Puffer aufgenommen und fur drei-
Rig Minuten bei 37°C im Dunkeln inkubiert. Je nach experimentellen Ansatz

enthielt dieser HBSS-Puffer auch zweiwertige lonen (siehe Ergebnisteil).

AnschlieRend wurden 5x10* Zellen, die vorher zweimal mit HBSS-Puffer gewa-

schen wurden, mit dem Fusionsprotein-Fab,-Fragment-Komplex inkubiert.
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Diese Inkubation erfolgte bei Raumtemperatur und im Dunkeln. Nach einer In-
kubationsdauer von zwanzig Minuten wurden die Zellen zweimal mit je 500pl
HBSS-Puffer gewaschen. Die pelletierten Zellen wurden letztlich in 500pl

PBS/PI-Puffer aufgenommen und durchfluf3zytometrisch untersucht.

Bei Inhibitionsexperimenten wurden die Zellen —bevor sie mit dem L1-Fc-6.L1-
Fc-Fusionsprotein inkubiert worden waren- zwanzig Minuten mit dem blockie-
renden Antikorper inkubiert und anschlie3end zweimal mit jeweils 500ul HBSS-

Puffer gewaschen.

Wie bei der durchfluRzytometrischen Farbung mit Antikdrpern wurde die Bin-
dungskurve des 6.L1-Fc-Fusionsproteins in Vorexperimenten austitriert. Bei
allen Experimenten wurde eine so hohe Fusionsproteinkonzentration gewahlt,
dald die Bindung sicher im Sattigungsbereich lag. Ebenfalls muf3te jede neue
Charge des fur humane Immunglobuline spezifische FITC-markiertes Fab,-
Fragment neu titriert werden, um die Bindungskurve und damit den Sattigungs-

bereich zu bestimmen.

Chemikalien und Losungen

e HBSS-Puffer

e PBS/PI-Puffer

3.2.3.8 Konstruktbindungsassay (immobil)

Um die Bindung von Zellen am immobilisierten 6.L1-Fc-Fusionsprotein zu mes-
sen, wurden gekammerte Objekttrager (Nunc) uber Nacht bei 4°C mit den ent-
sprechenden Konzentrationen dieses Fusionsproteins inkubiert, das in PBS
verdunnt worden war. Das Inkubationsvolumen betrug 100pl. Nachdem der
Uberstand verworfen worden war, wurden die Objekttrager zweimal mit je 200l
HBSS-Puffer gewaschen. Danach wurden 5x10* Zellen in 100ul HBSS-Puffer
(plus 2mM Ca*, 2mM Mg®*) in die Kammern des Objekttrigers gegeben und
fur dreiRig Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Nach dieser Inkubation wur-
den die Kammern entfernt und der Objekttrager in eiskaltes PBS getaucht, um
die ungebundenen Zellen zu entfernen. Zuletzt wurde der Objekttrager in
PBS/Glutaraldehyd-2% getaucht, um die Zellen zu fixieren. Im Fall von Inhibi-
tionsexperimenten wurden die Zellen, bevor sie auf die gekammerten Objek-

trager gegeben wurden, mit dem entsprechenden Antikorpern inkubiert. Dies

57-



3. Material und Methoden

geschah fur finfzehn Minuten bei Raumtemperatur in einen Inkubationsvolu-

men von 100ul.

Die Auszahlung der gebundenen Zellen erfolgte mittels eines Mikroskops und
unter Zuhilfenahme des Bildanalyseprogrammes NIH Image 1.56, das in der

Lage war, die gebundenen Zellen automatisch zu zahlen.

Chemikalien und Lésungen

e HBSS-Puffer (inkl. 2mM Ca”*, 2mM Mg*")
e PBS/Glutaraldehyd-2%

e PBS

3.2.3.9 Herstellung und Aufreinigung des 6.L1-Fc-
Fusionsproteins

3.2.3.9.1 Transfektion
Fur die Transfektion wurde die entsprechende DNA-Sequenz in den plg Ex-

pressionsvektor kloniert [Simmons1993]. Das von den COS Zellen sezernierte
Fusionsprotein bestand aus der 6. Domane des humanen L1 Molekuls, sowie
aus der Hinge-Region, der C42- und der Cy3-Doméane des humanen IgG-Anti-
korpers. Die Vektoren mit der spezifischen DNA wurden von O.Ebeling (6.L1-
Fc-Fusionsprotein) und St. Katich (mut-6.L1-Fc-Fusionsprotein) produziert und

zur Verfugung gestellt.

(/]
6‘;«?
O
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W IgG1-Fc-Abschnitt

(} C.2 C.3

Abbildung 3-2: Das 6.L1-Fc-Fusionsprotein: Das Fusionsprotein besteht
aus der 6. Domane des humanen L1 Molekils und Anteilen eines humanen
IgG Antikorpers. Die Immunglobulinanteile sind die Cy2 und Cx3 Domane,
sowie die Hinge-Region der schweren Kette eines Immunglobulins.

Die Tranfektion von Zellen mit der 6.L1-Fc-Fusionsprotein-DNA wurde mit der
Kalziumphosphatmethode durchgefuhrt. COS Zellen wurden in 250ml-Kultur-

flaschen so ausplattiert, dald sie am Tag der Transfektion zu 80% konfluent wa-
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ren. FUr die transiente Transfektion wurden pro Flasche 40ug DNA in 450pl
H,O aufgenommen und anschlieBend wurden noch 50ul 2,5M CaCl, zugege-
ben. Diese Losung wurde mit einer Pasteurpipette tropfenweise in 500ul HeBS-
Puffer Uberfuhrt, wobei mit einer zweiten Pipette standig Luftblasen im HeBS-
Puffer erzeugt wurden. Nach diesem Transfer wurde die Losung unverzuglich
gevortext und dreiig Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurde
die DNA auf die Zellen gegeben und das Volumen auf 5ml mit dem alten Zell-

kulturmedium angefullt.

Nach sechs Stunden wurde das Medium abgenommen und die Zellen fur drei
Minuten mit einer Glycerinlosung(10%) inkubiert. Um das Glycerin wieder voll-
standig zu entfernern wurden die Zellen dreimal mit jeweils 20ml PBS gewa-

schen, bevor sie fur zehn Tage in 20ml des DMEM-Mediums kultiviert wurden.

Chemikalien Und LOsungen
2,5M CaCly-Lésung
HeBS-Puffer

DMEM-Medium
Glycerinlésung(10%)

PBS

3.2.3.9.2 Isolierung des 6.L1-Fc-Fusionsproteins aus dem Kul-
turtiiberstand und Anreicherung

Zur Aufreinigung der Fusionsproteine wurde der Zellkulturiberstand der COS-
Transfektanten fur zwolf Stunden zyklisch Uber eine Protein-A-Sepharosesaule
gegeben (5ml totales Saulenvolumen). AnschlieRend wurde die Saule mit
100ml PBS gewaschen. Danach ist das Fusionsprotein mit dem Elutionspuffer
(pH-Wert 2,3) eluiert worden, wobei jeweils Fraktionen von 500l gesammelt
wurden. Von den eluierten Fraktionen wurde standig der ph-Wert bestimmt.
Sobald ein pH-Sprung in den sauren Bereich festgestellt worden war, wurden

die Fraktionen mit 1M Tris, pH 8.0 neutralisert.

Nachdem mittels ELISA die Fraktionen bestimmt worden waren, die die Fusi-
onsproteine enthielten, wurden diese vereinigt und konzentriert. Zur Anreiche-
rung der Fusionsproteine wurden Amicon centricon 10-Mikrokonzentratoren

verwendet. Die vereinigten Fraktionen wurden in die Amicon-Rohrchen uber-
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fuhrt in einem SS34-Rotor fur zwei Stunden bei 7000UpM bei 6°C zentrifugiert.
Danach wurde das Konzentrat mit PBS aufgeflllt und die Zentrifugation wie
oben erneut durchgefuhrt. Das resultierende Konzentrat wurde letzlich aliquo-

tiert und bei -80°C gelagert.

Chemikalien und L6sungen
PBS

Protein-A-Sepharose

Elutionspuffer
1M Tris, pH 8.0
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4 Ergebnisse

Die aus den verschiedenen Experimenten resultierenden Ergebnisse lassen
sich in drei Bereiche gliedern. Zunachst wurde untersucht, welche
Lymphozytenpopulationen die Adhasionsmolekile L1, oVB3 und aVB5
expremieren. Diese Untersuchung wurde auf Zellen endothelialen Ursprunges
ausgedehnt, da diese unter physiologischen Bedingungen mit den Leukozyten
interagieren. Der zweite Bereich umfal3t Untersuchungen zur Interaktion des L1
Molekuls mit aV-Integrin expremierenden Zellen. An dieses deskriptiven
Untersuchungen schlief3t der Bereich an, der die funktionellen Daten enthalt. In
diesem letzten Abschnitt wird untersucht, inwieweit die Interaktion zwischen
den Adhéasionsmolekilen L1 und aVp3-Integrin fur die Vermittlung der

Zellmigration notwendig ist.

4.1 Expression der Adhasionsmolekiile L1, aVB3 und aVp5

4.1.1 L1-Expression

Im humanen System ist das L1-Molekdl bisher nur im Nervensystem
beschrieben worden. Zwar konnte aus peripheren B-Zellen die mRNA fur
dieses Molekul isoliert werden, aber der Nachweis fur die
Oberflachenexpression fehlte bisher. Da das L1-Molekul im hamapoetischen
System der Maus jedoch bereits als Oberflachenprotein identifiziert werden
konnte und erste, unbestatigte Hinweise dafur vorlagen, dald auch periphere,
humane Monozyten L1 expremieren (Montgomery, pers. Mitteilung), erschien
es erfolgversprechend periphere humane Lymphozyten bezuglich der L1-
Expression systematisch zu untersuchen. Durch die Verfugbarkeit eines
monoklonalen Antikorpers (UJ 127.11), der in der Arbeitsgruppe von J.T.
Kemshead produziert wurde [Patel1991], war es mdglich die einzelnen

Populationen in der Durchflullzytometrie zu untersuchen.

Aufgrund der Expression von Fc-Rezeptoren auf peripheren Lymphozyten ist
es zwingend notwendig die experimentellen Bedingungen dieser Situation

anzupassen, um falschlicherweise positive Resultate auszuschlieen. Damit
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der L1 Antikorper nicht unspezifisch an die Fc-Rezeptoren bindet, wurden
diese wahrend der Farbung mit Pentaglobin abgesattigt. Zusatzlich wurden nur
FITC-gekoppelte Fab-Fragmente zur Detektion des Erstantikorpers eingesetzt.
AuBerdem diente als Negativ-Kontrolle ein irrelevanter Antikdrper der gleichen

Immunglobulinklasse (IgG1).

41.1.1 Expression auf peripheren Blutleukozyten

Zur Unterscheidung der einzelnen Zellpopulationen wahrend der
durchfluBzytometrischen Messung wurden drei Kriterien verwendet. Da jede
Zellpopulation eindeutig durch CD-Marker zu identifizieren ist, wurde jeweils
eine Doppelfarbung durchgefuhrt, wobei zusatzlich zum L1 Antikorper ein
direkt mit Phycoerythrin (PE) gekoppelter Antikdrper gegen CD3 (spezifisch flur
T-Zellen), CD19 (B-Zellen) bzw. CD14 (Monozyten und Granulozyten)
eingesetzt wurde. Da CD14 ein Marker sowohl fur Granulozyten als auch flr
Makrophagen ist, wurden beide Zelltypen schon wahrend der Isolierung
getrennt. Letztlich konnen alle Leukozytenpopulationen noch durch ihre
unterschiedliche GroRe und Granularitat wahrend der durchfluRzytometrischen
Messung unterschieden werden. Alle Kriterien zusammen ermoglichten eine
eindeutige ldentifizierung der Population wahrend der Messung.

Die in Abbildung 4-1 dargestellten Mel3ergebnisse zeigen, dal} alle peripheren
Monozyten (CD14 positiv, Bild B) das L1 Adhasionsmolekul expremieren. Eine
wesentlich schwachere Expression ist auf peripheren B-Zellen (CD19 positiv,
Bild D) nachzuweisen. Im Vergleich zur Farbung mit dem irrelevanten
Antikorper als Negativkontrolle (Bild C) ist die Verschiebung entlang der x-
Achse eindeutig signifikant. Abweichend von den Ergebnissen, die bei den B-
Zellen und Monozyten gefunden wurden, wird nicht die gesamte Population der
peripheren T-Zellen (CD3 positiv, Bild F) vom L1-Antikorper angefarbt.
Lediglich ein Teil dieser Zellen expremiert das L1 Molekil. Mehrere
durchfluBzytometrische Messungen, bei denen die peripheren Lymphozyten
von verschiedenen Spendern beiderlei Geschlechts untersucht wurden, haben

gezeigt, dald konstant zwischen 40 und 50% der T-Zellen L1 expremieren.
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Abbildung 4-1: L1 Expression auf peripheren Lymphozyten; Nach
Reinigung aus dem Vollblut sind Zellen mit dem L1 Antikérper (B,D,F) bzw.
mit dem irrelevanten Antikérper HEA-125 (A,C,D) angefarbt worden
(10pg/ml). Um die einzelnen Zellpopulationen in der DurchfluRzytometrie
unterscheiden zu koénnen, wurde eine Doppelfarbung mit einem CD-
Antikérper (5ug/ml) durchgefiihrt, der die Subpopulationen eindeutig
charakterisiert: CD14-> Monozyten, CD3 - T-Zellen, CD19-> B-Zellen. Die
Intensitat der Farbung mit dem L1 bzw. dem irrelevanten Antikdrper ist an
der x-Achse abzulesen, die Reaktion mit dem spezifischen CD-Antikérper auf
der y-Achse.
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‘Monozyten

Granulozyten B- und T-Zellen

Abbildung 4-2 Reinheit der Aufreinigung des peripheren Bluts; Die
Abbildung zeigt, die Identifizierung der verschiedenen Zellpopulationen
mittels der morphologischen Merkmale GroRe (y-Achse) und Granularitat (x-
Achse) im FACScan ©. Bild A zeigt eine Probe der Zellsuspension, die zur
Untersuchung der L1 Expression auf Granulozyten verwendet wurde,
wahrend auf Bild B die Zellpopulationen zu sehen sind, deren L1-Expression
in Abbildung 4-1 widergegeben wurde

Wie oben schon erwahnt lassen sich periphere Monozyten und Granulozyten

uber den gleichen CD Marker identifizieren. Die Granulozyten konnten also
nicht gleichzeitig mit den Monozyten gefarbt werden. Daher wurden sie bei der
Aufreinigung des peripheren Blutes von den anderen Zellen abgetrennt und
gesondert gefarbt. Die Effizienz dieser Abtrennung ist in Abbildung 4-2 zu
sehen. Durch die Anordnung der entsprechenden Mefregion wahrend der
Messung und durch die Art der Zellisolierung war es moglich, die L1

Expression populationsspezifisch zu untersuchen.

Im Gegensatz zu den anderen Subpopulationen im peripheren Blut konnte auf
Granulozyten keine L1 Expression nachgewiesen werden. Die Abbildung 4-3

zeigt, dal} sich keine signifikante Verschiebung entlang der x-Achse ergibt.
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Abbildung 4-3: L1 Expression auf Granulozyten des peripheren Blutes; Die peripheren
Lymphozyten wurden wie im Text beschrieben aufgereinig und sowohl mit dem L1 Antikdrper
(10pg/ml) als auch mir einem Antikdrper gegen CD14 (5ug/ml) angefarbt. Es ist keine
signifikante Anfarbung der Zellen mit dem L1-Antikorper nachweisbar.

Bei der Farbung der mononuklearen Zellen (Abbildung 4-1) zeigte sich, dal} es
innerhalb der T-Zellen zwei Population bezuglich der Anfarbbarkeit mit dem L1
Antikorper gab. Um diese beiden Populationen naher zu charakterisieren,
wurde weitere Farbungen durchgefuhrt. Zunachst wurde untersucht, ob die L1
Expression spezifisch fur zytotoxische T-Zellen oder fur T-Helfer-Zellen ist.
Diese Subpopulationen von T-Zellen lassen sich Uber die Marker CD4 (fur T-
Helferzellen) bzw. CD8 (fur zytotoxische T-Zellen) diskriminieren. Da CD4
allerdings auch von Monozyten oder Makrophagen expremiert werden kann,
war es notwendig die Aufreinigungmethodik fur die peripheren Lymphozyten
noch um einen weiteren Schritt zu erganzen. Nachdem die mononuklearen
Zellen aus dem Blut isoliert worden waren, wurden die T-Zellen durch einen
Rosettierungsschritt angereichert. Diese so gewonnene Zellpopulation bestand
zu 100% aus T-Zellen (Abbildung 4-4), die dann sowohl mit dem L1-Antikorper,

als auch mit einem Antikorper gegen CD4 bzw. CD8 angefarbt wurden.
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g
CD3

Abbildung 4-4: Reinheit der T-Zellen nach der Rosettierung: Die Zellen, die nach der
Rosettierung erhalten wurden, sind auf ihre T-Zellenreinheit Gberpriift worden, indem ein
Aligot der Zellen mit einem CD3 spezifischen Antikdrper angefarbt wurde (5ug/ml) . Wie in
der Abbildung zu sehen, reagieren alle Zellen mit diesem Antikdrper; die Zellfraktion
besteht also zu 100% aus T-Zellen. Als Negativkontrolle wurde wieder der irrelevante
Antikérper HEA-125 verwendet. L1-Antikdrper: rote Kurve; HEA-125 ungefiillte Kurve

In Abbildung 4-5 ist zu sehen, dall nur CD4 positive T-Zellen mit dem L1
Antikorper angefarbt werden konnen. Zytotoxische T-Zellen expremieren

dieses Adhasionsmolekul nicht.

2 A 5 B
A
3 =
o | & %
® 2] =
(&]
2 2
® ®
10° 107 102 109 104 10¢ 101 102 10 104
- C - D
A
& &
5 5
< - -
[a]
o |z 2
= E
101 102 108 104 104
HEA-125 L1

Abbildung 4-5: Expression des L1 Molekiils auf T-Zellen; Nach einer Rosettierung der
Lymphozyten wurden die erhaltenen T-Zellen sowohl mit dem L1-Antikdrper (10ug/ml), als auch
gleichzeitig mit einem spezifischen Marker fiur die Subpopulationen angefarbt; CD4 > T-
Helferzellen, CD8 - zytotoxische T-Zellen (jeweils 5ug/ml). A, C: Negativkontrolle mit dem
irrelevanten Antikorper HEA-125; B, D Farbung mit L1 Antikdrper; Alle T-Helferzellen expremieren
das L1 Adhasionsmolekiil, wogegen es auf zytotoxischen T-Zellen nicht nachgewiesen werden
konnte.
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Das CD31 Molekul teilt einige Eigenschaften mit dem L1 Adhasionsmolekul.
Wie in der Einleitung bereits erwahnt, gehoren beide Molekule zur Klasse der
Immunglobuline und sind als Liganden fur das Integrin aVB3 identifiziert
worden. Des Weiteren wird CD31 ebenfalls auf etwa 50% der peripheren T-
Zellen expremiert und es spielt eine wichtige Rolle bei der Zellmigration. Aus
diesem Grund wurde untersucht, ob beide Molekule auf der gleichen
Subpopulation von T-Zellen expremiert werden. Zu diesem Zweck wurden
Aliquots rosettierter T-Zellen gleichzeitig mit einem Antikorper gegen CD31 und
mit dem monoklonalen Antikorper gegen das L1 Molekul angefarbt und

durchfluBzytometrisch gemessen.
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Abbildung 4-6: L1 und CD31 Expression auf peripheren T-Zellen; Um zu untersuchen, ob es
eine Korrelation zwischen der Expression von CD31 und der L1 Expression gibt, wurden eine
Doppelfarbung mit Antikérpern gegen beide Proteine durchgefiihrt (CD31-Antikdrper: Sug/ml).
Als Negativkontrolle wurde wieder der irrelevante Antikdrper HEA-125 verwendet.

Das Ergebnis der Farbung (Abbildung 4-6) ist nicht so eindeutig, wie die
Zuordnung der L1 Expression zur Koexpression von CD4. Wie zu erwarten,
reagieren etwas mehr als flnfzig Prozent der T-Zellen mit dem CD31
Antikorper. CD31 positive Zellen kdnnen aber sowohl L1 expremieren, als auch
L1 negativ sein. Interessanterweise expremieren lediglich sieben Prozent der

Zellen weder das L1 Adhasionsmolekil noch CD31.
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41.1.2 L1 Expression auf Tumorzellinien

Nachdem das Verteilungsmuster der L1 Expression auf naiven, peripheren
Lymphozyten untersucht worden war, wurden einige Tumorzellinien auf die
Expression dieses Adhasionsmolekules hin durchflullzytometrisch untersucht.
Die Neuroblastomzellinie Kelly wurde dabei als Positivkontrolle eingesetzt. Wie
in Abbildung 4-7 zu sehen ist, sind die monozytaren Zellinien HL60 und U937

eindeutig positiv fur L1.

25 |
Antikorper
d HEA-125

20 W L1

15
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Kelly MED-B1 U266 Raji U937 HL60 Molt3  Jurkat

Abbildung 4-7: Expression von L1 auf Tumorzellinien; Die Expression
auf den Tumorzellinien wurde wie bei den peripheren Lymphozyten
durchfluBzytometrisch untersucht. Der L1 Antikdrper wurde wieder in einer
Konzentration von 10pg/ml eingesetzt. Auf der y-Achse ist mittlere
Fluoreszens der Farbung abzulesen.

Eine schwachere Anfarbung mit dem L1 Antikorper konnte noch bei den T-
Zellen Jurkat und Molt3 nachgewiesen werden. Auf B-Zellinien konnte keine
(U266 und MED-B1) oder fast keine (Raji) L1 Expression detektiert werden.

41.1.3 Expression auf Endothelzellen und epithelialen Zellen

In der Einleitung wurde ausfuhrlich geschildert, da® der Interaktion zwischen
Lymphozyten und Endothelzellen eine entscheidende Bedeutung bei der
Aufrechterhaltung immunologischer Funktionalitat zukommt. Transmigration in
die Gewebe oder T-Zellenadhasion an Epithelzellen im Thymus sind gekoppelt
an die Expression von Adhasionsmolekulen auf beiden Zelltypen. Daher wurde

nicht nur die Expression von L1 auf Lymphozyten untersucht, sondern es
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wurden auch Endothelzellen bzw. Zellen epithelialen Ursprungs auf ihre L1

Expression hin getestet.

Zunachst wurden von beiden Zelltypen die Gesamt-RNA isoliert und versucht

mit dem PCR Verfahren die mRNA fir L1 nachzuweisen.

74/90 82/90 Kontrolle] 74/90 82/90 Kontrolle
HUVEC ALAB

Abbildung 4-8: Nachweis der L1 mRNA in Endothelzellen: Fur den Nachweis der L1
mRNA in Endothelzellen wurden die Primerpaare 74 und 90 bzw. 82 und 90 verwendet.
Die Abbildung zeigt die erwarteten Banden in einer Hohe von 740 Basenpaaren (74/90)
bzw. 445 Basenpaaren (82/90). Als Kontrolle wurde ein Primer verwendet, der die mRNA
von B-Actin nachweist.

Wie aus Abbildung 4-8 ersichtlich, konnte mit zwei unterschiedlichen
Primerpaaren spezifisch fur L1 in der RT-PCR ein positives Signal erhalten

werden.
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Abbildung 4-9: L1 Expression auf Endothelzellen- und epithelialen
Tumorzellen; Die Expression von L1 auf Endothelzellen wurde wieder
durchfluBzytmetrisch untersucht. Im Vergleich zur Farbung mit dem
irrelvanten Antikorper HEA-125 zeigte sich, daR beide Zellinen das
Adhasionsmolekil L1 expremieren. L1-Antikdrper: rote Kurve, HEA-125:
ungefiillte Kurve

Zur Bestatigung der PCR Daten wurden anschlielend beide Zellen
durchfluBzytometrisch auf ihre L1 Expression hin untersucht. Die Farbung mit
dem L1 Antikorper zeigte, dal® sowohl HUVEC Zellen und noch starker ALAB
das L1 Molekul expremieren. In beiden Fallen wurde als Negativkontrolle
wieder ein irrelevanter Antikorper mit identischem Isotyp verwendet, so dal}
von der Eindeutigkeit dieser Farbung, die in Ubereinstimmung mit dem mRNA

Nachweis mittels PCR steht, ausgegangen werden kann.

4.1.2 aV-Integrinexpression

Der Molekilfamilie der Integrine kommt bei der Zelladhasion eine
Schlusselfunktion zu und es liegen Ergebnisse daruber vor, dal} das Integrin
oVPB3 Uber das Adhasionsmolekil L1 eine haptotaktische Zellmigration vermit-
teln kann [Montgomery1996]. Um der Frage nachzugehen, ob diese bei Me-
lanomzellen beobachtete Bindung auch bei der Interaktion zwischen Endothel-
zellen und Lymphozyten eine Rolle spielt, mul3te zunachst untersucht werden,
ob die hier verwendeten Zellen aV-Integrine expremieren. Da oben gezeigt

worden ist, daf} das L1 Molekul sowohl auf Lymphozyten als auch auf En-
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dothelzellen expremiert wird, wirde eine oV-Expression auf einen der beiden

Zelltypen Adhasion vermitteln kdnnen.

4.1.2.1 Integrinexpression auf Endothelzellen und epithelialen
Zellen

Die Endothelzellen HUVEC und die Mammakarzinomlinie ALAB wurden auf die
Expression zweier oV-Integrine hin untersucht: aVB3 und oV5. Beide Zellinien
wurden mit monoklonalen Antikorpern, die spezifisch die Integrin-Heterodimere
erkennen gefarbt und anschliellend durchflullzytometrisch gemessen. Zur De-
tektion dieser Integrine wurden der Antikérper P1F6 zur Farbung von oVp5
verwendet [Wayner1991] und mit dem Antikérper LM609 wurde das oVp3
Integrin gefarbt [Cheresh1987A].

Die aus der Nabelschnur isolierten Endothelzellen HUVEC expremierten stark
beide aV-Integrine. Auf der Zelloberflache der Mammakarzinomzelline ALAB
dagegen lafdt sich nur VB3 nachweisen, das Integrin aVB5 wird von diesen

Zellen nicht expremiert.
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Abbildung 4-10: aV-Integrinexpression auf HUVEC und ALAB: Beide
Zellinien wurde durchfluBzytometrisch auf ihre Integrinexpression hin
untersucht; rote Kurve Integrin-Antikérper (10ug/ml); ungefarbte Kurve
irrelevanter Antikorper als Negativ-Kontrolle (10ug/ml).
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4.1.2.2 Expression auf T-Lymphozyten

Da das L1 Molekul sowohl auf Endothelzellen als auch auf verschiedenen
Lymphozyten expremiert wird, lag es nahe, auch die aV-Integrin Expression auf
Lymphozyten zu untersuchen. Es ist bekannt, dal® frisch isolierte periphere
Lymphozyten keines der hier untersuchten oV-Integrine expremieren, daf die
Oberflachenexpression aber reguliert werden kann [Huang1995, Horvath1988].
Die Zellen wurden bei diesen Versuchen drei Tage in einer Zelldichte von
3x10° Zellen/ml kultiviert. Zur Aktivierung der T-Zellen wurde dem
Zellkulturmedium PMA (100ng/ml), PHA (5ug/ml) oder beide Substanzen in
eben dieser Konzentration zugegeben. Parallel dazu wurden als
Negativkontrolle T-Zellen kultiviert, die keinen Zusatz zum Medium erhielten.
Abweichend von der Stimulation durch PHA bzw PMA wurden in einem
weiteren Versuchsansatz T-Zellen sieben Tage mit Tetanustoxid (1ug/ml)

stimuliert.

Nach der Stimulierung wurden die Zellen, deren Vitalitat vorher durch Trypan-
Blaufarbung bestimmt worden war und nachdem die toten Zellen durch einen
Percoll-Gradienten abgetrennt worden waren, mit den spezifischen Antikdrpern

gefarbt und durchfluldizytometrisch analysiert.

Erwartungsgemal zeigen die T-Zellen ohne Stimulierung keine Expression der
aV-Integrine (Abbildung 4-11). Auch nach einer dreitagigen Stimulierung mit
PMA allein kann weder oV3 noch o5 nachgewisen werden. Die Stimulie-
rung der Zellen mit PHA Uber drei Tage hinweg lal3t bestensfalls eine sehr ge-
ringe Bindung des oV5-Antikdrpers erkennen. Erst die Aktivierung mit beiden
Agenzien zusammen fuhrt zu einer klaren Expression von oVB3 und aVf5.
Bemerkenswert aber, dal} auch der Zusatz eines spezifischen Antigens -in die-
sem Fall Tetanustoxid- die Expression sowohl des oVp3-, als auch das aVf5-

Integrins stimulieren kann.

Um die Ergebnisse, die in der DurchfluRzytometrie erzielt worden sind, zu veri-
fizieren, wurde anschliellend noch eine Immunprazipitation durchgefuhrt. Die
T-Zellen wurden mit der gleichen Methodik wie fur die durchflulizytometrische

Messung isoliert und unter den gleichen Bedingungen kultiviert. Die Oberfla-
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chenproteine dieser Zellen wurden dann mit radioaktiven Jod markiert und an-

schlieRend mit den gleichen Integrinantikdrpern prazipitiert.
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Abbildung 4-11: aVB3- und aVB5-Integrinexpression auf peripheren T-Zellen;
Die Abbildung zeigt die Expression der Integrine aVB3 und aVp5, nachdem T-Zel-
len drei Tage mit den angegebenen Zusatzen (Beschriftung Y-Achse) kultiviert
worden sind. ; rote Kurve: Integrin-Antikérper (10ug/ml), ungefarbte Kurve:
irrelevanter Antikorper als Negativ-Kontrolle (10ug/ml).
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Abbildung 4-12: Immunprazipitation von aktivierten T-Zellen: Die T-
Zellen wurden im Anschlu® an die Immunprazipitation in einem 8%igen
SDS-Gel aufgetrennt. Spur 1 bis 3 T-Zellen (mit PHA/PMA inkubiert; Spur 4,
5 und 6 T-Zellen (mit Tetanustoxoid inkubiert); Spur 7: T-Zellen (mit PHA
inkubiert); Antikorper: 1, 4 und 7 o-aV; 2 und 5 o-oVB3, 3 und 6 o-aVpB5;
Die 200kDa Banden befinden sich an der Ubergangsstelle vom Sammelgel
zum Trenngel; Alle Antikérper wurden in einer Konzentration von 10ug/ml
eingesetzt; Die Spuren 1 bis 3 und 4 bis 7 stammen von unterschiedlichen
Gelen, die Zellen aber aus der selben T-Zellenaufreinigung.

4.1.3 Bestimmung der Integrinexpression auf MED-B1 und
Nalm6

In der ersten Phase wurden die Migrationsexperimente mit den lymphozytaren
Tumorzellen Nalm 6 und MED-B1 durchgefuhrt. Dies machte es nétig, zu Be-
ginn die Expression verschiedener Adhasionsmolekule auf der Oberflache die-
ser Zellen zu untersuchen. Die vorher durchgeflhrten Experimente (Abbildung
4-7) zeigten schon, dall weder Nalm 6 noch MED-B1 das Adhasionsmolekul L1

expremieren.

In einer ersten Farbung wurde durchflulRzytometrisch untersucht, ob diese Zel-
len die Integrine aVPB3 bzw. aVB5 expremieren. Dazu wurden Aliquots dieser
Zellen wieder mit Antikérpern inkubiert, die das jeweilige Gesamtmolekil er-

kennen.
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Die Melprofile der Abbildung 4-13 zeigen, dal} die Zellinie Nalm 6 weder das
oVP3-, noch das aVP5-Integrin expremiert (A und B). Im Gegensatz dazu
konnte auf der Oberflache von MED-B1 das Integrin aV3 nachgewiesen wer-
den (C). Die Farbung mit dem aVB5-Antikdrper war aber auch bei diesen Zel-

len negativ.

Im Einleitungsteil wurde schon erwahnt, dal® die Integrine a4p1 und o531 bei
Thymozyten Zellmigration vermitteln konnen. Es ist also notwendig zu wissen,
ob diese Integrine auf Nalm 6 und MED-B1 expremiert werden, da mit diesen
Zellen die Migrationsveruche unternommen werden sollen. Um die mogliche
Expression von o431 bzw. a5B1 zu detektieren, wurden die Zellen mit Antikor-
pern gegen die a4 bzw. Die ab5-Untereinheit humaner Integrine inkubiert
(Abbildung-4-14)

Beide Antikorper zeigten keine Reaktion mit den MED-B1 Lymphozyten. So-
wohl die o4- als auch die a5-Untereinheit konnten aber auf Nalm 6 Zellen

nachgewiesen werden.
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Abbildung 4-13 Expression der Integrine aVB3 und aVp5 auf den lymphozytiren Tumorzellen
Nalm 6 und MED-B1; Aliquots der Zellen wurden entweder mit einem Antikérper gegen aVB3 (A,C)
oder mit einem Antikdrper gegen aVp5 (B,D) inkubiert (rote Kurve) . Als Negativkontrolle fungierte
wieder der Antikdrper HEA-125 (ungefarbte Kurve). Alle Antikérper wurden in einer Konzentration von
10ug/ml eingesetzt.
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Abbildung 4-14: Expression der Integrinuntereinheiten o4 und a5 auf Nalm 6 und
MED-B1; Die Zellen wurden mit einem Antikdrper gegen die a4- bzw. gegen die a5-
Untereinheit gefarbt (rote Kurve) Beide Antikérper und der Antikdrper HEA-125 als
Negativ-Kontrolle (ungefarbte Kurve) wurden in einer Konzentration von 10ug/ml
eingesetzt.

Um dieses Ergebnis zu untermauern, wurden die Oberflachenproteine dieser
Zellen noch mittels einer Immunprazipitation untersucht. Die Aliquots der Zellly-
sate von Nalm 6 und MED-B1 wurden mit Antikdrpern gegen die aV- bzw o5-

Untereinheit, sowie mit einem Antikorper gegen humanes L1 inkubiert.
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200kDa —»-
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Abbildung 4-15: Inmunprazipitation von Nalm 6 und MED-B1: Alle Antikdrper wurden in einer
Konzentration von 10pg/ml eingesetzt. Wahrend der L1 Antikdrper weder bei Nalm 6, noch bei
MED-B1 eine Proteinbande prazipitierte, konnte das Integrin aVB3 bei MED-B1 bzw. a4 bei Nalm
nachgewiesen werden. a4-Akk: Spur 1 und 4; aV3-Akk, Spur 2 und 5; L1-Akk Spur 3 und 6

Wie erwartet wird vom L1 Antikorper weder bei Nalm 6 noch bei MED-B1 eine
Bande prazipitiert (Abbildung 4-15: Bahn3 und 5). Die durchfluBzytometrischen
Messungen bestatigend konnte aber das aVB3 Integrin bei MED-B1 Zellen pra-
zipitiert (Spur 2) und die a4-Kette konnte bei Nalm 6 Zellen nachgewiesen wer-
den (Spur(4).

4.2 Interaktion zwischen oV-Integrin expremierenden Zellen

und dem Adhasionsmolekul L1

Oben konnte gezeigt werden, dal} die Endothelzellen HUVEC und die epider-
male Zellinie ALAB konstitutiv aV-Integrine expremieren. Auf der anderen Seite
konnte das humane L1-Molekile auf einer Reihe von Leukozyten nach-
gewiesen werden. Um nun zu untersuchen, ob die von den Endothelzellen ex-
premierten aV-Integrine das L1 Molekul binden und damit eine eventuelle L1-
oV-Integrin vermittelte Adhasion unterstutzen konnen, wurde die Bindung eines
L1-Fusionsproteins an Endothelzellen bzw. epitheliale Zellen untersucht. Dabei
wurden die Zellen mit dem 6.L1-Fc-Fusionsprotein inkubiert, das aus der
sechsten Domane eines humanen L1 Molekules und aus dem Fc-Teil eines

humanen Antikorpers besteht. Dieses Fusionsprotein war vorher mit FITC-
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markierten Antikorpern gegen den Fc-Teil von Immunglobulinen inkubiert wor-
den, so dal® die Bindung des Fusionsproteins an die Zellen durchflullzytome-
trisch gemessen werden konnte. Da die Endothelzellen neben oVB3 und oVp5
auch das L1 Adhasionsmolekul expremieren, multe eine homotypische L1-L1-
Bindung ausgeschlossen werden. Daher bestand das verwendete Fusions-
protein nur aus der sechsten Domane des L1 Moleklles, welche die RGD-Se-
quenz enthalt, der bei der Bindung an Integrinen eine entscheidende Rolle zu-
kommt. Die homotypische L1-Bindung wird Uber mehrere andere Sequenzen

des L1 Molekules vermittelt und wird durch dieses Vorgehen ausgeschlossen.

Bevor die 6.L1-Fc-Fusionsproteine in den Bindungsexperimenten eingesetzt
wurden, wurde die strukturelle Integritat jeder aufgereinigten Fusionsprotein-
charge im Westernblot getestet (Abbildung 4-16). Dadurch konnte ausge-
schlossen werden, dal} proteolytische Prozesse das Fusionsprotein fragmen-

tieren.

L1-Fc-
—»>

Fusionsprotein

Abbildung 4-16: Westernblot 6.L1-Fc-Fusionsproteins:
Diese Abbildung zeigt das reprasentative Ergebinis eines
Western-Blotes mit drei verschiedenen Aliqout von
Aufreinigungen des 6.L1-Fc-Fusionsproteins zur Kontrolle der
Chargen. In jeder Probe wird nur eine Bande von ca. 68 kDa
gefarbet, was die Intaktheit des Konstruktes anzeigt. Zur
Detektion wurde ein monoklonaler Antikbrper gegen den Fc-
Teil humaner Immunglobuline eingesetzt (Verdiinnung:
1:1000)
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In einem weiteren Versuch wurde die Bindung von Nalm 6 und MED-B1 Zellen
an das immobilisierte 6.L1-Fc-Fusionsprotein getestet (Abbildung (4-17). Fir
die Migrationsexperimente war es wichtig zu wissen, ob Zellen auch an das
Konstrukt binden, wenn dieses an einer Glasoberflache immobilisiert wurde.
Abbildung 4-17 zeigt deutlich, dal® MED-B1 Zellen an das immobilisierte 6.L1-
Fc-Fusionsprotein binden konnen, wogegen Nalm 6 Zellen nicht mit diesem
Fusionsprotein interagieren. Diese Bindung kann aber vollstandig aufgehoben
werden, wenn die RGD-Sequenz des Konstruktes durch Mutation ausge-
schaltet wird. An P-Selektin, das Uber Karbohydratstrukturen mit Zellen in-

teragiert, binden sowohl Nalm 6 als auch MED-B1 Zellen.

200
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MED-B1
Nalm 6
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6.L1-Fc mut-6.L1-Fc P-Selektin BSA

Abbildung 4-17: Bindung von Tumorzellen an immobilierte Substrate: Alle Substrate wurden in
einer Konzentration von 20ug/ml auf die Objekttrager geschichtet. mut-6.L1-Fc: mutiertes 6.L1-Fc-
Fusionsprotein ohne die RGD bzw DGR-Sequenz; P-Selektin: Positivkontrolle; BSA: Negativ-
Kontrolle

Im Anschluf3 an diese Experimente wurde untersucht, ob das 6.L1-Fc-Fusions-
protein in Losung an lymphozytaren Zellen binden kann. Dazu wurden MED-B1
Zellen in steigender Konzentration mit den 6.L1-Fc-Fusionsprotein inkubiert.
Parallel dazu wurde die Zellinie Nalm 6, die keine aV-Integrine expremiert, mit
den gleichen Konzentrationen dieses Fusionsprotein gefarbt, um als Negativ-

kontrolle zu fungieren.
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Der in Abbildung 4-18 gezeigte Kurvenverlauf zeigt eindeutig, dal} die Bindung
an MED-B1 Zellen eindeutig spezifisch ist. Die Menge an gebundenen Fu-
sionsprotein, hier gemessen durch die Fluoreszensstarke der einzelnen Zellen,
steigt mit der Konzentration des eingesetzten Fusionsproteins. Ein weiterer
Hinweis fur die Spezifitat ist das Erreichen eines Sattigungsbereiches, der bei
mehr als 1500ng/ml 6.L1-Fc-Fusionsprotein erreicht wurde. Der Kurvenverlauf
der Kontrollzellen zeigt eindeutig, dal} keine signifikante Bindung an diese
Zelle nachgewiesen werden kann. Auch bei hohen Konzentrationen des 6.L1-
Fc-Fusionsproteins zeigen Nalm 6 Zellen keine Fluoreszens. Das Resultat
zeigt, dal® durch diesen Versuchsansatz die Interaktion zwischen Zellen und
dem 6.L1-Fc-Fusionsprotein experimentel untersucht werden kann. Der Assay
wurde auch eingesetzt, um die funktionelle Integritat verschiedener Chargen

des 6.L1-Fc-Fusionsproteins zu untersuchen.
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Abbildung 4-18: Bindung des 6.L1-Fc-Fusionsproteins an Tumorzellen ;
MED-B1 (aVB3-positiv) und Nalm 6 Zellen (aVB3-negativ) wurden in
steigender Konzentration (x-Achse) mit dem 6.L1-Fc-Fusionsprotein
inkubiert, um die Sattigungskonzentration zu ermitteln. Der Grad der Bindung
ist an der y-Achse abzulesen (blaue Linie: Nalm 6, rote Linie: MED-B1)

Die Beobachtung, dal® nur aV-Integrin expremierenden Zellen (MED-B1) aber

nicht Nalm 6 Zellen mit dem Fusionsprotein interagieren, weist darauf hin, dal
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die Bindung des 6.L1-Fc-Fusionsproteins Uber diese Integrine vermittelt

werden konnte.

Wie schon erwahnt, ist die Bindung von Liganden an Integrine abhangig von
verschiedenen zweiwertigen lonen. Daher wurde diese Fusionsproteinbindung
differentiell unter verschiedenen Bedingungen mit den Zellinien ALAB und
HUVEC durchgefuhrt. Dem Inkubationspuffer wurden Manganionen oder
Kalzium- und Magnesiumionen zugegeben. In einem dritten Ansatz wurde die

Farbung ohne Anwesenheit dieser lonen durchgefuhrt.

ALAB HUVEC

Ca*/Mg?*
|

Mn?*

= -
L 10 kL L) in kL 1 12 0 in

—_— I _—
6.L1-Fc-Fusionsprotein 6.L1-Fc-Fusionsprotein
Bindung Bindung

Abbildung 4-19: Bindung des 6.L1-Fc-Fusionsprotein an HUVEC und ALAB; In verschieden
Ansatzen wurden Zellen mit dem 6.L1-Fc-Fusionsprotein inkubiert und die Bindung mittels eines
zweiten FITC-markierten Antikdrpers gemessen. Dem Inkubationsmedium wurden entweder Kalzium-
und Magnesiumionen (2mM) oder Manganionen (0,5mM) zugesetzt. In A und B wurden (berhaupt
keine zweiwertigen lonen zugegeben. Als Neagtivkontrolle wurden die Zellen nur mit dem FITC-
markierten Zweitantikorper inkubiert. rote Kurve: L1-Fc-Konstrukt, ungefarbte Kurve: Negativ-Kontrolle
mit irrelevanten Konstrukt

Das Ergebnis dieser Versuche zeigt die Voraussetzungen, die erfullt sein mus-

sen damit das 6.L1-Fc-Fusionsprotein an die oV-Integrin expremierenden Zel-
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len binden kann (Abbildung 4-19). Wurden dem Inkubationsmedium keine
lonen zugesetzt konnte das Fusionsprotein nicht an die Zellen binden. Erst die
Zugabe von Magnesium- und Kalziumionen ermdglichte eine Bindung an die
Zellen. Alternativ zur Zugabe dieser lonen kann auch eine Aktivierung der Zel-

len durch Manganionen eine 6.L1-Fc-Fusionsproteinbindung induzieren.

Um die Spezifitat der Bindung weiter zu untersuchen, wurden Inhibitionsexpe-
rimente durchgefuhrt. Vor der Inkubation mit dem Fusionsprotein, wurden die
Zellen mit einem monoklonalen Antikbrper gegen humane oaV-Integrine inku-
biert (AMF7), um die Bindungsfahigkeit dieser Integrine auszuschalten. Nach
dieser Inkubation wurden die Zellen mit dem 6.L1-Fc-Fusionsprotein gefarbt.
Wie im methodische Teil dargestellt, wird das Konstrukt vorher mit einem FITC-
konjugierten Zweitantikbrper komplexiert. Um auszuschlieRen, dal® in der
durchfluBzytometrischen Messung Kreuzreaktionen mit «aV-spezifischen
monoklonalen Antikorper gemessen werden, wurde Kontrollen durchgefuhrt.
Der Antikorper HEA-125, ein epithelialer Marker, der sowohl an HUVEC als
auch an ALAB bindet, wurde als Kontrolle eingesetzt. Die Abnahme der
Farbung durch Blockierung mittels aV-spezifischer Antkdrper wurde relativ zu
dieser Farbung bewertet. Als Negativkontrolle wurde ein irrelevantes

Fusionsprotein eingesetzt.

Es konnte gezeigt werden, dald durch die Prainkubation der Zellen mit einen
aV-Integrin spezifischen Antikorper die Bindung des 6.L1-Fc-Fusionsproteins
an HUVEC Zellen inhibiert werden kann (Abbildung 4-20). Dies gilt sowohl flr
eine Inkubation mit Kalzium- und Manganionen, als auch nach einer Stimulie-
rung der Zellen durch Manganionen. DarlUber hinaus konnten diese Daten bei
Wiederholung der Versuche mit der Zellinie ALAB ebenfalls beobachtet werden
(Abbildung 4-20).
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Abbildung 4-20: Inhibition der L1-Fc-Konstruktbindung durch
Antikorper: Um die Spezifitdt der Fusionsproteinbindung an oV-Integrine zu
untersuchen, wurden die Zellen vor der Inkubation mit dem 6.L1-Fc-
Fusionsprotein mit einem Antikorper gegen die aV-Kette (10ug/ml) inkubiert
(rote  Kurve). Als Negativkontrolle fungierte der Antikdrper HEA-125
(ungefarbte Kurve).

Zusammenfassend laldt sich festhalten, da® die aV-Integrin expremierenden
Zellen HUVEC und ALAB das 6.L1-Fc-Fusionsprotein binden konnen. Diese
Bindung erfolgt nur bei Inkubationsbedingungen, die typisch fur eine Integrin-
bindung sind: in Gegenwart von Kalzium- und Magnesiumionen bzw. durch
Integrinaktivierung durch Manganionen. Diese Bindung ist spezifisch durch aV-

spezifische Antikorper reduzierbar.

4.3 Untersuchungen zum Migrationsverhalten von aV-Integrin

expremierenden Zellen

Nachdem die obigen Experimente die inhaltliche und experimentelle Grundlage
geschaffen hatten, konnte der funktionellen Fragestellung nachgegangen wer-
den. In den folgenden Experimenten galt es zu untersuchen, inwieweit das L1

Molekul bzw. aV-Integrine eine Zellmigration vermitteln konnen. Ferner wurde
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untersucht, welche strukturellen Komponenten kritisch fur diese Migration sind
und letzlich, ob die Migration naiver T-Zellen unter bestimmten Bedingungen

durch diese Molekile vermittelt wird.

Aufgrund der im vorhergerigem Abschnitt dargestellten Ergebnisse wurden
MED-B1 und Nalm 6 herangezogen, um die Funktion von oVp3 bei der Ver-
mittlung der Zellmigration zu untersuchen. Insbesondere sollte dabei die Funk-
tion der die RGD-Sequenz enthaltenden Domane des humanen L1 Moleklles
als Substrat untersucht werden. Im Einleitungsteil wurde besprochen, dal} die
Migration einer Zelle auf einen Substrat eine ganz bestimmte Bindungsstarke
voraussetzt, die nicht so stark sein darf, dal3 eine starke Adhasion jegliche Mi-
gration verhindert, die aber auch nicht so schwach ausgebildet werden darf,
dal’ die Zellen nicht mit dem Substrat interagieren konnen. Im experimentellen
Modell wird die Bindungsstarke auch durch die Konzentration des Substrates
reguliert. Daher wurde bei allen Migrationsexprimenten in Vorversuchen die
optimale Substratkonzentration ermittelt. In Fallen, in denen keine Migration
nachgewiesen werde konnte, bedeutet dies, dal} die Zellen dieses Verhalten
weder bei hoheren noch bei niedrigeren Konzentration als in der Graphik an-

gegeben zeigten.

4.3.1 Migration der Tumorzellen auf Vitronektin

Um die Funktionalitat des hier gewahlten Migrationsassays zu Uberprufen,
wurde zunachst das Migrationsverhalten von Nalm 6 und MED-B1 auf Vitro-
nektin als Substrat untersucht. Das Integrin aVB3 ist ein Ligand fur Vitronektin
und es ist bekannt, dal die Interaktion zwischen beiden Molekilen bei Me-

lanomzellen Zellmigration induzieren kann [Bauer1992, Wayner1991].
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Abbildung 4-21: Migration von Nalm 6 und MED-B1 auf Vitronektin
(Streckenmessung): Hier wird die von den den Zellen innerhalb von zwei
Stunden zuriickgelegte Wegstrecke dargestellt. Die Objekitrager wurden ber
Nacht mit Vitronektin beschichtet (10ug/ml). Der Zelldurchmesser beider
Zellinien betragt ca. 10 rel. Einheiten.

Die Auswertung von zehn reprasentativen Zellen Uber einen Zeitraum von zwei
Stunden ergab, dal® Zellen der Linie MED-B1 innerhalb dieses Zeitraumes eine
Strecke zurucklegen, die bis zu zwanzig Mal grofder ist als ihr eigener Zell-
durchmesser (Abbildung 4-21). Die Auswertung des Experimentes ergab, dafl
nicht alle MED-B1 Zellen migrieren. Reproduzierbar migrierten etwa 30 bis
40% der Zellen. Die fir aVB3 negativen Zellen Nalm 6 zeigen demgegenuber

kein Wanderungsverhalten.

Noch deutlicher wird dieses unterschiedliche Migrationsverhalten der Zellen,
wenn man die tatsachlich zurickgelegten Wege innerhalb eines festgelegten
Areals visualisiert (Abbildung 4-22).
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MED-B1 Nalm 6

Abbildung 4-22: Migration von Nalm 6 und MED-B1 auf Vitronektin
(Wegdiagramm): Diese Abbildung zeigt die Wanderungen der Zellen in einer
zweidimensionalen Darstellung. Wahrend die Nalm 6 Zellen auf einem Punkt
fixiert bleiben, wandern die MED-B1 Zellen auf Vitronektin ungerichtet tUber
das Substrat

Wahrend die MED-B1 Zellen ungerichtet auf dem Substrat migrieren, verblei-
ben die Nalm 6 Zellen am selben Ort liegen und rotieren lediglich um ihre eige-

nen Achse.

4.3.2 Migration der Tumorzellen auf Fibronektin

Die Integrine 0431 und a5B1 vermitteln die Migration von Thymozyten auf Fi-
bronektin. Die RGD-Sequenz des Fibronektins wird dabei von o531 erkannt,
wogegen das Integrin a4B1 mit der in der CS-1 Region enthaltenen LDV-Se-
quenz interagiert . Um zu untersuchen, ob die Migration von Zellen auch durch
die Interaktion von aVfB3-Integrinen mit Fibronektin induziert werden kann,
wurde der gekammerten Objekttrager mit Fibronektin (20ug/ml) beschichtet und

die Migration von MED-B1 Zellen gemessen.

Wie bei der Verwendung von Vitronektin als Substrat zeigen die MED-B1
Zellen Migration auf humanen Fibronektin (Abbildung 4-23). Die Migrations-
richtung dieser Zellen ist wie bei den vorherigen Exprimenten zufallig und nicht

gerichtet.
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Abbidung 4-23: Migration von MED-B1 auf Fibronektin (Streckenmessung): Um zu
untersuchen, ob oVB3 auch die Migration von Zellen auf Fibronektin vermittelt, wurden
Migrationsexperimente mit diesem Matrixprotein durchgefiihrt, das in einer Konzentration von
20ug/ml auf die Objekttrager geschichtet wurde. In der gleichen Konzentration wurden
Objekttrager in einem zweiten Ansatz mit dem Fibronektinfragment FN120 inkubiert, das nur die
RGD-Sequenz entalt. Das Fragment FN40 enthalt dagegen nur die LDV-Sequenz und wurde in
einer Konzentration von 40ug/ml beschichtet.

Wie erwahnt, wird bei der Migration von Thymozyten und embryonalen Zellen
auf Fibronektin diskutiert, ob die Integrininteraktion mit der RGD-Sequenz oder
mit der LDV-Sequenz die entscheidende Rolle spielt. Moglicherweise ist aber
auch ein  Zusammenspiel mehrerer  Integrine bzw. mehrerer
Fibronektinregionen noétig, um eine Zellmigration zu induzieren. Um die Frage
zu beantworten, ob die Bindung des aVpB3-Integrins an die RGD oder ob die
LDV-Sequenz die entscheidende Rolle spielt, wurde die Objekttrager mit zwei
verschiedenen Fibronektinfragmenten beschichtet. Das erste, sog. FN120
Fragment enthalt die RGD-Sequenz, aber nicht die die LDV-Sequenz. Das
FN40 Fragment weist demgegenuber keine RGD-Sequenz, aber die LDV-
Sequenz auf. Das Migrationsverhalten der MED-B1 Zellen auf diesen

Fragmenten ist ebenfalls in Abbildung 4-23 dargestellt. Die Migrationsfahigkeit
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der MED-B1 Zellen ist auf dem FN120 Fragment genauso grof3 wie auf dem
gesamten Fibronektinmolekul. Wird allerdings das FN40 Fragment als Substrat
fur die Migration verwendet, geht die Beweglichkeit der Zellen auf diesem
Substrat vollkommen zurlck. Die in Abbildung 4-23 dargestellte Weglange
ergibt sich aus rotierenden Bewegungen des Zellkorpers. Dies wird in
Abbildung 4-24 deutlich.
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Abbildung 4-24 Migration von MED-B1 auf Fibronektin
(Wegdiagramm): Wahrend die Zellen auf dem FN40 Fragment
fixiert bleiben, kommt es auf den die RGD-Sequenz enthaltenen
Fibronektinmolekil und dem FN120 Fragment zu einer eindeutigen,
ungerichteten Bewegung der Zellen.
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4.3.3 Migration der Tumorzellen auf dem 6.L1-Fc-Fusions-

protein

Die beiden vorherigen Versuchsansatze haben gezeigt, dal® der hier etablierte
Migrationsassay funktionfahig ist und dal® der RGD-Sequenz des Substratmo-
lekules eine entscheidende Bedeutung bei der Induzierung der Migration von
MED-B1 Zellen zukommt. Wie erwahnt, verfugt das Adhasionsmolekul L1 in
der sechsten Domane ebenfalls Uber diese RGD-Sequenz. Um zu untersu-
chen, ob diese sechste Doméne eine aVp3-vermittelte Zellmigation induzieren
kann, wurde das 6.L1-Fc-Fusionsprotein in den nachsten Versuchen als

Substrat verwendet.

Nachdem die MED-B1 Zellen zwei Stunden auf dem L1-Fc-Konstrukt (10ug/ml)
inkubiert wurden und die Migrationwege ausgewertet worden waren, ergaben
sich fur zehn reprasentativ ausgewahlte Zellen die in Abbildung 4-25 darge-
stellten Migrationsstrecken. Wie bei der Migration auf Vitronektin und Fibronek-
tin zeigen die MED-B1 Zellen ein relativ gutes Migrationverhalten. Zellen der

Linie Nalm 6 verharren dagegen mehr oder weniger stark an einen Ort.

Um die wichtige Funktion des «Vp3-Integrins bei der Vermittlung der
Migrations noch weiter zu untermauern, wurde in einem weiteren Experiment
die Funktionalitat dieses Integrins durch einen monoklonalen Antikdrper gegen
dieses Integrin ausgeschaltet. Der Antikorper (LM609), der das
Gesamtintegrin o3 erkennt, blockiert die Bindung an die RGD-Sequenz des
Tragermolekuls. Dazu wurden die Zellen zwanzig Minuten mit diesem
Antikorper vorinkubiert, bevor sie auf die Objekttrager gegeben wurden. Um
eine unspezifische Blockierung der Migrationseigenschaften durch die bloRRe
Bindung des Antikorpers an die Zellen zu erkennen, wurden in einem
Parallelexperiment MED-B1 Zellen mit einem irrelevanten Antikorper (anti-HLA
Antikorper, WG/32) in der gleichen Konzentration inkubiert, der ebenfalls an
die Zellen bindet.
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Abbildung 4-25: Migration von Nalm 6 und MED-B1 auf dem L1-Fc-
Konstrukt (Streckenmessung): Die Graphik zeigt die zurlickgelegten
Wegstrecken der MED-B1 Zellen (rot) auf dem 6.L1-Fc-Fusionsprotein,
wobei die Zellen vorher entweder ohne oder mit verschiedenen Antikdrper
prainkubiert worden sind (siehe Beschriffung an der x-Achse) Die
Konzentration der eingesetzten Antikdrper betrug 20ug/ml. Zum Vergleich
wurde als Kontrolle die Migration von Nalm 6 Zellen (blau) auf dem 6.L1-Fc-
Fusionsprotein ./.kein Antikdrper; oV 3-Akk; Kontrolle anti-HLA-Akk

Abbildung 4-25 zeigt deutlich eine Abnahme der zurlckgelegten Migrations-
strecke, nachdem die Zellen zuvor mit einem oV3-Antikdrper inkubiert worden
sind. Die Zellen aus dem Versuchsansatz mit dem irrelevanten Antikorper sind

dagegen in ihrer Migrationsfahigkeit nicht beeintrachtigt.
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Abbildung 4-26 Migration von MED-B1 auf dem L1-Fc-Konstrukt
(Wegdiagramm): Hier wird die zuriickgelegte Wegstreckke der Zellen MED-
B1 (rot) und Nalm 6 (blau) auf dem 6.L1-Fc-Fusionsprotein gezeigt

Die Abbildung 4-26 verdeutlicht noch einmal den Einflu des aVB3-Antikoérpers
auf das Migrationsverhalten, indem wieder die lokalen Veranderungen der Zel-

len Uber einen Zeitraum zweidimensional dargestellt worden sind.

4.3.4 Migration der Tumorzellen auf Kontrollfusions-proteinen

Wenn die hier beobachtete Migration auf der Interaktion zwischen dem aVp3-
Integrin und der RGD-Sequenz des Substratmolekuiles beruht, sollte die Migra-
tion auch unterbunden werden, wenn diese Aminosauresequenz ausgeschaltet
wlrde. Um dies zu untersuchen, wurden zwei weitere Fusionsproteine als
Substrat fur den Migrationsassay mit MED-B1 Zellen verwendet. Zunachst wur-
den die Objektrager mit einem P-Selektin-Fc-Fusionsprotein beschichtet. Die-
ses P-Selektin-Fc-Fusionsprotein bindet MED-B1 Zellen (Abbildung 4-17), ver-
fugt aber selbst nicht Uber eine RGD-Sequenz. Dieses Fusionsprotein stellt
auch gleichzeitig eine Kontrolle fur den Fc-Anteil dar. AulRerdem wurde ein Fu-

sionsprotein (mut-6.-L1-Fc-Fusionsprotein) verwendet, das mit dem vorher
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verwendetet Fusionsprotein identisch ist, jedoch Mutationen an den Aminosau-
renpositionen 554 und 575 aufwies. Durch diese selektive Mutation und den
dadurch verursachten Verlust der Aminosaure Arginin wies dieses Fusions-

protein weder die RGD-Sequenz, noch die DGR-Sequenz auf.

Die in diesem Versuchsansatz erzielten Resultate (Abbildung 4-27) stehen in
vollem Konsens zu den vorherrigen Experimenten. Die MED-B1 Zellen konnen
weder auf dem P-Selektin-Fc-Fusionsprotein, noch auf dem mutierten mut-

6.L1-Fc-Fusionsprotein migrieren.
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Abbildung 4-27: Migration von MED-B1 auf Kontrollkonstrukten
(Streckenmessung): Das Migrationsverhalten der Tumorzellen wurde auf zwei
Kontrollkonstrukten untersucht; Da beiden Fusionsproteinen die RGD-Sequenz fehlt,
sollte keine oder nur eine minimale Migration zu beobachten sein. Die Beschichtung der
Objekttrager erfolgte in einer Konzentration von 20ug/ml.

Der Verlust der RGD-Sequenz fuhrt zu einer vollstandigen Einbul3e der Mobili-
tat. Abbildung 4-28 zeigt, dal’ die Zellen praktisch nicht den urspringlichen Ort

verlassen.
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Abbildung 4-28: Migratin von MED-B1 auf
Kontrollkonstrukten: (Wegdiagramm): Das
Wegdiagramm zeigt noch einmal, daf die in Ab-
bildung 4-27 gezeigten Strecken auf Bewegun-
gen um die eigene Achse der Zellen beruhen und
sich diese nicht oder nur kaum im Raum bewe-
gen

4.3.5 Migration von aktivierten T-Zellen auf L1-Fc-Konstrukt

Zwei aus den vorherigen Experimenten resultierende Ergebnisse waren Anlal}
fur weitere Migrationsuntersuchungen. Es konnte gezeigt werden, dal’ bei Tu-
morzellen die Interaktion zwischen aVp3-Integrinen und der sechsten Doméane
des humanen L1 Molekiles die Zellmigration induziert. AuRerdem wurde
nachgewiesen, dal® naive periphere T-Zellen unter bestimmten Umstanden in
der Lage sind aVB3- und oVP5 Integrine auf ihrer Oberflache zu expremieren.
Aus diesem Grund wurde nun untersucht, ob auch T-Zellen in der Lage sind,
unter Vermittlung des aVp3-Integrins auf dem 6.L1-Fc-Fusionsprotein zu mi-

grieren.

Fur die nachsten Experimente wurden humane T-Zellen isoliert. Diese wurden
anschlieRend in Kultur gehalten und mit PHA (5ug/ml) oder mit einer Kombina-
tion aus PHA (5ug/ml) und PMA (100ng/ml) stimuliert. Nach Abtrennung der
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Blasten Uber einen Percoll-Gradienten, wurden diese aktivierten T-Zellen in

Migrationsexprimenten eingesetzt.

Wie bereits oben gezeigt, expremieren T-Zellen, die mit einer Kombination aus
PMA und PHA stimuliert worden sind, sowohl das aV3- als auch das aV[5-
Integrin, wogegen T-Zellen, die nur mit PHA stimuliert worden sind, keines die-

ser Integrine expremieren.

Abbildung 4-29 zeigt, dald ohne eine Expression von aV-Integrinen fur T-Bla-
sten keine Migration auf L1 als Substrat nachgewiesen werden kann. T-Zellen,
die mit PHA und PMA stimuliert worden sind, legen in einem Zeitraum von zwei
Stunden etwa das zwanzig- bis dreiigfache ihres Zelldurchmessern an Weg-
strecke zuruck. Sie sind damit -realtiv zu ihrer Zellgrof3e- mobiler als die vorher
untersuchten Tumorzelllinien. Die nur mit PHA stimulierten T-Blasten zeigen
demgegenuber kaum Migrationsbewegungen. Allerdings ist auch hier die
Grundbeweglichkeit hoher als bei MED-B1 Zellen. Dies ist wieder im Wegdia-
gramm (Abbildung 4-30) gut zu erkennen.

94



4. Ergebnisse

400
350
§ 300
= )
2 5]
c
E 250 3 : —
S 9
= 200 . g
o (*)
5 150 Q o
[ )
Q
2 100
o ¢ 5
=) ° 9
S 50 > o
e | | g |
JA. JA. ayp3 ayps

Abbildung 4-29: Migration von T-Blasten auf L1-Fc-Konstrukt
(Streckenmessung): Nachdem Tumorzellen auf ihr Migrationsverhalten hin
untersucht worden sind, wurde die Migration von nativen T-Zellen untersucht.
T-Zellen, die keine «aV-Integrine expremieren (blaue Kreise) zeigen kein
Wanderungverhalten, wogegen oV-Integrin expremierende Zellen (Inkubation
mit PMA und PHA) deutlich mobil sind. Eine Prainkubation dieser Zellen mit
einem spezifischen oVB3-Antikdrper reduziert deutlich diese Mobilitat,
wogegen ein Antikorper gegen oVp5 keinen hemmenden Effekt zeigt. Beide
Antikérper wurden in einer Konzentration von 20upg/ml eingesetzt. Die
Beschriftung der x-Achse zeigt die jeweilige Verwendung des Antikorpers an.

Da die PHA/PMA aktivierten T-Zellen sowohl oVB3 als auch aVB5
expremieren, ist nicht auszuschlie®en, da® neben dem aV3-Integrin auch das
zweite aV-Integrin eine direkte Rolle bei der Migration spielt. Um dies naher zu
untersuchen, wurden in zwei parallelen Versuchansatzen die T-Blasten, bevor
der eigentliche Migrationsassay durchgefuhrt wurde, entweder mit einem
Antikoérper gegen oVB3 oder mit einem Antikérper gegen aVB5 (beide 20ug/ml)
inkubiert. Wie schon bei den Experimenten mit den Tumorzellinien wird durch
ein Prainkubation der Zellen mit einen aVB3 spezifischen Antikdrper die

Migrationsfahigkeit praktisch vollkommen herabgesetzt.
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Abbildung 4-30: Migration von T-Blasten auf L1-Fc-Konstrukt (Wegdiagramm): Das
Wegdiagramm zeigt deutlich in Erganzung zur Abbildung 4-29, das T-Blasten nur auf dem L1-Fc-
Konstrukt migrieren kdnnen, wenn sie das oVB3-Integrin expremieren. Das Integrin aVB5 spielt bei der

Migration auf diesem Substrat keine Rolle — ein blockierender Antikrper gegen dieses Integrin inhibiert
die Bewegung nicht.

Das Integrin aVB5 scheint dagegen keine direkte Funktion bei der Vermittlung
der Zellmigration von T-Zellen zu haben, da ein AntikOrper gegen dieses Inte-
grin keinerlei negativen EinfluR auf die Migrationsfahigkeit der T-Zellen hat
(Abbildung 4-30).
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5 Diskussion

In immunologischer Hinsicht spielt die Migration von Zellen mindestens in zwei
wichtigen Prozessen eine entscheidene Rolle. Bei der Extravasation von
Leukozyten aus den Gefallen in die darunter liegenden Gewebe wandern die
Immunzellen auf dem Endothel zu den Verbindungstellen zwischen zwei
Endothelzellen, um dort die GefalRwand zu durchdringen. Die Fahigkeit zur
Migration stellt hier also einen Schlusselschritt dar, um die immunologische
Funktionalitat in einem Organismus zu gewahrleisten [Picker1992, Picker1993,
Butcher1996].

Aullerdem muissen Immunzellen, nachdem sie die endotheliale Barriere
durchdrungen haben, an ihren Effektorort gelangen. Dabei kann es sich um
den Ort der terminalen Immunantwort handeln, wo das eindringende Pathogen
bekampft wird oder um bestimmte Kompartimente in immunologischen
Geweben, in denen ein Differenzierungs- oder Selektionsprozel} erfolgen muf3.
Im Gegensatz zur Migration auf Endothelzellen, die durch einen Zell-Zell-
Kontakt gepragt ist, spielt hier die Interaktion zwischen Immunzellen und
extrazellularer Matrix die entscheidene Rolle. Beiden Migrationsformen ist aber
letztlich gemein, dald eine Wechselwirkung zwischen spezifischen Molekulen

diese Vorgange induziert und steuert [Butcher1991].

Ein charakteristisches Kennzeichen biologischer Prozesse ist deren komplexe
und differenzierte Regulierbarkeit, die sich auf molekularer Ebene durch ein
vernetztes Zusammenspiel zellstandiger Molekule bzw. I6slicher Mediatoren
widerspiegelt. Im Rahmen dieser Arbeit wurden verschiedene Experimente
durchgefuhrt, deren Ziel es war, Informationen dartber zu gewinnen, inwieweit
die Adhasionsmolekile L1 und oVp3-Integrin am Prozel der Migration beteiligt
sind. Basis fur diese Experimente waren zunachst Untersuchungen, die die
Expression dieser Molekule auf Zellen des Immunsystems untersuchten. Diese
Untersuchungen wurden dann auf Endothelzellen ausgedehnt. Diese werden
zwar nicht direkt dem Immunsystem zugeordnet, die Interaktion zwischen
Endothelzellen und Lymphozyten spielt aber -wie im Einleitungsteil ausfuhrlich
geschildert- eine wichtige Rolle bei der Aufrechterhaltung der immunologischen

Funktionalitat
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5.1 Expression des humanen L1 Molekiiles

Die durchflulzytometrischen Untersuchungen peripherer, zirkulierender
Lymphozyten auf ihre L1 Expression unter Verwendung des monoklonalen
Antikorpers UJ127 haben ein differenziertes Bild geschaffen. Auf der
Oberflache von Granulozyten konnte kein L1 nachgewiesen werden, wogegen
bei zirkulierenden B-Zellen zumindest eine schwache Expression nachweisbar
war. Im Vergleich dazu kommt es bei ca. funfzig Prozent der peripheren T-
Zellen zu einer starken L1 Expression. Eine Differenzierung dieser T-Zellen in
zytotoxische T-Zellen und T-Helferzellen ergab weiterhin, dall nur die T-
Helferzellen dieses Adhasionsmolekul expremieren, wogegen zytotoxische T-

Zellen nicht durch den L1 Antikorper angefarbt werden konnten.

Die Expression des L1 Adhasionsmolekules auf Zellen des Immunsystems ist
nicht Uberraschend. Im murinen System konnte dieses Molekul schon
nachgewiesen werden [Kowitz1992]. Dort wurde die Expression von L1 auf
reifen T-Zellen und den meisten peripheren B-Zellen dekektiert. Ebenso konnte
L1 auf granulozytaren Vorlauferzellen im Knochenmark gefunden werden. In
der Maus expremieren allerdings sowohl zytotoxische T-Zellen als auch T-
Helferzellen das L1 Adhasionsmolekul. Im murinen System konnte auch
nachgewiesen, dal} nach einer Stimulierung mit PMA bzw. durch Aktivierung
der Zellen die Anfarbbarkeit mit einem Maus L1 spezifischen Antikorper
geringer war [Hubbe1993], wogegen diese Aktivierung humaner Leukozyten
mit PMA oder dem Tetanustoxoid keinen Effekt zeigt (Daten nicht gezeigt).
Dieser Vergleich zeigt, dal® bezuglich der L1 Expression artspezifische
Unterschiede zwischen murinen und humanen Leukozyten existieren.
Einschrankend mul} allerdings erwahnt werden, dal® in dieser Arbeit
zirkulierende Leukozyten untersucht wurden, wogegen bei der Maus die
Untersuchungen uber die L1 Expression an Immunzellen durchgefuhrt wurden,
die aus Organen (Milz, Lymphknoten, Knochenmark) entnommen worden sind.
Es ist nicht vollkommen auszuschlielRen, dal} diese verschiedenen Quellen der
Leukozyten fur die unterschiedlichen Ergebnisse verantwortlich sind. Bezuglich
der L1 Expression auf humanen Immunzellen ware daher der nachste Schritt

die Isolierung von humanen Leukozyten aus dem Knochenmark bzw.
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peripherer lymphoider Organe und deren Analyse, die im Rahmen dieser Arbeit

nicht durchgefuhrt werden konnten.

In der Zwischenzeit ist eine weitere Arbeit publiziert worden, die sich mit der
Expression des L1 Molekules auf humanen Immunzellen beschaftig
[Pancook1997]. Unter Verwendung eines anderen monoklonalen Antikorpers
(5G3), konnte das L1 Molekul sowohl auf peripheren Monozyten, als auch auf
myeloischen Tumorzellinien (U937, HL60 und THP-1) nachgewiesen. Im
Gegensatz zu den hier durchgefuhrten Experimenten expremieren aber nur
etwa 2-3% der von Pancook untersuchten peripheren B-Zellen L1 und auf
peripheren T-Zellen konnte dieses Antigen uberhaupt nicht nachgewiesen
werden. Im Augenblick steht eine Erklarung fur die unterschiedlichen
Ergebnisse noch aus. Denkbar ist aber, da® monoklonale Antikorper mit
unterschiedlichen Spezifitaten der eingesetzt wurden. Moglicherweise liegen
auch unterschiedlicher Splicevarianten des L1 Moleklls vor. Die Existenz
solcher Varianten kann als gesichert angesehen werden [Reid1992,
Jouet1995]. Der hier durchgefuhrte durchfluBzytometrische Nachweis der L1
Expression auf peripheren B- und T-Zellen wird auch durch Befunde
unterstutzt, die die mRNA in beiden Zelltypen nachweisen [Jouet1995,
Ebeling1996]

In weiteren Versuchen wurden HUVEC und die Zellinie ALAB auf ihre L1
Expression hin untersucht, da diese Endothelzellen einen physiologischen,
zellularen Interaktionspartner fur Leukozyten darstellen. Sowohl die Analyse
der messenger RNA als auch durchflulBzytometrische Messungen der Zellen
zeigten in beiden Fallen eine klare Expression des L1 Adhasionsmolekules.
Frihere Untersuchungen zur L1 Expression auf murinen
Gehirnendotheliomazellen zeigten dagegen keine Expression auf diesen Zellen
[Hubbe1993], so dal® hier ebenfalls art- oder gewebsspezifische Unterschiede
vorliegen konnten. Humane Endothelzellen stellen somit neben neuronalen
Zellen, Immunzellen und proliferierenden Epithelzellen in intestinalen Krypten
einen weiteren Zelltyp dar, auf dem die Expression des Adhasionsmolekuls L1

nachgewiesen werden konnte.
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Das L1 Adhasionsmolekul konnte auch auf diversen humanen Karzinomen
unterschiedlichen Ursprungs , wie z.B. Neuroblastomzellen, Melanomzellen
und Retinoblastomzellen detektiert werden [Mujoo1986, Linnemann1989,
Reid1992]. Aus diesem Grund wurde im weiteren auch untersucht, ob
Tumorzellen, die sich von verschiedenen Immunzellen ableiten, ebenfalls das
L1 Molekul expremieren. Sowohl die T-Zellen (Molt3 und Jurkat), als auch die
monozytaren Zellen U937 und HL60 lassen sich mit dem monoklonalen
Antikorper UJ127 anfarben. Allerdings expremieren weder U266, noch MED-B1
(beides B-Zellen) L1 und nur auf Raji (Zellen eines Burkitt-Lymphomes) konnte
eine schwache L1 Expression nachgewiesen werden. Die Tumorzellen

spiegeln somit in der Tendenz die Situation der nativen Immunzellen wider.

Linnemann konnte zeigen, dal3 auf metastasierende Melanomzellen (K1735)
das L1 Molekul expremiert wird, wogegen Varianten dieser Zellen ohne eine L1
Expression nicht zur Metastasierung neigen [Linnemann1989]. Basierend auf
diesem Ergebnis wurde postuliert, dal} fur diese Metastasierung L1 eine
entscheidene Rolle spielt. Demgegenuber fanden Kowitz et al. eine genau
umgekehrte Korrelation zwischen L1 Expression und Metastasierungspotential.
Lymphomazellen, die eine starke L1 Expression zeigten, waren weniger
metastasierend als Zellen des gleichen Types mit geringer L1 Expression
[Kowitz1993]. Diese scheinbar widerspruchlichen Resultate zeigen pragnant,
dall ein so komplexer Vorgang wie die Metastasierung mit Sicherheit nicht
durch die Interaktion allein zweier Molekule initiiert wird, sondern wohl eher
das Ergebnis eines komplexen Zusammenwirkens  verschiedener
Molekulinteraktionen darstellt. Wenn L1 moglicherweise in solch einem
pathologischen Prozel} eine entscheidene Rolle spielt, so erscheint es moglich
und plausibel, dal unter normalen physiologischen Bedingungen
lymphozytares L1 fur den Eintritt von Leukozyten in die Gewebe mit
verantwortlich ist. Dal} endotheliales aVB3 Integrin L1 zu binden vermag,

unterstitzt diese Annahme.
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5.2 Integrinexpression auf humanen Zellen

Das zweite Adhasionsmolekul, das im Rahmen dieser Arbeit untersucht wurde,
war das Integrin aVB3. Die weite Expression dieses Integrins auf
verschiedenstens Zelltypen, sowie auf diversen Tumorzellen ist zweifelsfrei
nachgewiesen worden (siehe Einleitungsteil). Die hier gefundene Expression
dieses Adhasionsmolekiles auf den Endothelzellen HUVEC steht somit in
Konsenz zu vorangegangenen Studien [Cheresh1987]. Ebenso steht der
Nachweis von aVP3 auf den Tumorzellen ALAB mit diesen Untersuchungen in

Einklang.

Wesentlich unsicherer ist die Datenlage bezuglich der oV-Integrin Expression
auf T-Zellen. Einige Untersuchungen haben gezeigt, dal® weder oVB3 noch
oVP5 auf peripheren T-Zellen expremiert wird [Maxfield1989, Takahashi1990].
Etwas weiter gehen in diesem Zusammenhang die von Huang durchgefihrten
Experimente [Huang1995]. Auch in diesen Untersuchungen kann auf der
Oberflache von frisch isolierten Lymphozyten keines dieser Integrine
nachgewiesen werden; nach einer gleichzeitigen Aktivierung der isolierten T-
Zellen mit PHA und PMA koénnen aber beide Integrine detektiert werden.
Demgegenuber stehen die von Gerber 1996 publizierten Ergebnisse
[Gerber1996]. Mittels durchfluBzytometrischer Messungen mit selbst
hergestellten Antikorpern zeigte er, dal® auf peripheren T-Zellen in der Maus -
entgegen der bisher vorherschenden Meinung- doch das oVB3 Integrin
expremiert werden kann, wobei die untersuchten T-Zellen dem Thymus, der

Milz bzw. dem Knochenmark entstammten.

In dieser Arbeit wurden zirkulierende, periphere T-Zellen auf ihre aV-
Integriexpression hin untersucht. Die durchfluizytometrische Analyse fand
keine Expression auf diesen Zellen; erst nach Aktivierung durch PMA und PHA
wurden die aV-Integrine nachgewiesen. Die Induktion der aV-Expression durch
die mitogenen bzw. aktivierenden Agenzien PMA und PHA impliziert die
Regulierbarkeit dieser Expression unter spezifischen Umgebungsbedingungen.
Moglicherweise spielen hier 16sliche Mediatoren eine Rolle. Die oben erwahnte
Tatsache, dald diese Integrine eventuell auch auf T-Zellen in der Milz

nachgewiesen werden konnen, 1a3t es moglich erscheinen, dal® der Kontakt mit
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einem Antigen ein Stimulus fur die aV-Integrin Expression darstellt. Um dies
zu untersuchen, wurden isolierte periphere T-Zellen mit dem Tetanustoxoid
inkubiert. Die anschlieBende durchfluRzytometrische Messung zeigte
eindeutig, da® die avp3- und aVB5-Expression durch dieses Antigen stimuliert
werden konnte. Wenn Antigene in vitro diese Integrine hochregulieren konnen,
ist es allerdings auch plausibel, dal3 dies am physiologischen Ort der
Antigenexposition geschieht. Diese Beobachtungen legen die Vermutung nahe,
dald die aV-Integrine an einer antigen-abhangigen Funktionalitat der T-Zellen

beteiligt sind.

5.3 Interaktion des 6.L1-Fc-Fusionsproteinens mit

Endothelzellen

Die Tatsache, dal® sowohl Endothelzellen als auch die T-Zellen L1, VB3 und
aVB5 expremieren kdnnen, macht natdrlich alle méglichen Interaktion zwischen
diesen Molekilen denkbar. Endotheliales L1 kann sowohl in homotypischer
Weise mit lymphozytaren L1 interagieren oder eines der beiden «V-Integrine
kann an das L1 Molekul der T-Zellen binden. Genauso gut besteht in
umgekehrter Richtung die Moglichkeit jede diese Interaktionen einzugehen. Die
weiteren Experimente dieser Arbeit zielten nun darauf ab, welche Funktion der
Interaktion von lymphozytaren aVB3-Integrin mit dem L1 Adha-sionsmolekil
zukommt. Final sollte geklart werden, welche Rolle diese Interaktion bei der

Vermittlung der Zellmigration von Tumorzellen und naiven T-Zellen hat.

Im Einleitungsteil ist darauf hingewiesen worden, dal} das Adhasionsmolekul
L1 sowohl die Moglichkeit zur homotypische Bindung [Holm1995] als auch zur
heterotypischen Interaktion mit aV-Integrinen Uber die RGD-Sequenz besitzt
[Montgomery1996]. Da aber T-Zellen nicht nur das avB3-Integrin, dessen
Funktionseigenschaften hier untersucht werden sollen, expremieren, sondern
auch das L1 Adhasionsmolekul, muf3te bei den weiteren Experimenten eine
homotypische Interaktion ausgeschlossen werden. Diese Problematik der
homotypischen L1-Interaktion wurde dadurch umgangen, dal® in den weiteren
Experimenten die Funktionalitat aV-Integrin expremierenden Zellen nicht mit

einem Gesamt-L1 Molekll getestet wurde, sondern es wurde ein
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Fusionsprotein eingesetzt, dald aus dem Fc-Teil eines humanen Antikdrpers
und der sechsten Domane des humanen L1 Molekules bestand. Diese sechste
Doméane enthalt die RGD-Sequenz, die fur die heterotypische Bindung
verantwortlich ist [Montgomery1996], wogegen die homotypische Interaktion
hauptsachlich auf Sequenzen beruht, die in anderen Regionen liegen
[Holm1995].

Um die Funktionalitat dieses 6.L1-Fc-Fusionsproteins zu testen, wurden
zunachst oVPB3-expremierende Zellen (MED-B1) inkubiert und
durchfluBzytometrisch untersucht. Es konnte gezeigt werden, dal} dies hier
eingesetzte 6.L1-Fc-Fusionsprotein spezifisch mit diesen Zellen reagiert, da
die gemessene Bindung mit der eingesetzten Konzentration Kkorreliert.
Desweiteren wird ab 1500ng/ml eine Sattigung der Bindung erreicht. Ware die
Fusionsproteinbindung unspezifisch, kame es zu keiner Abflachung der
Bindungkurve (Abbildung 4-18). Nalm 6 Zellen, die weder aVB3 noch aVp5
expremieren reagieren bei keiner der eingesetzten Konzentration mit dem 6.L1-
Fc-Fusionsprotein. Weitere Hinweise auf die Spezifitat der
Fusionsproteinbindung und deren Interaktion mit dem oV3-Integrin erbrachten
die Bindungsexperimente des Fusionsproteins mit den Endothelzellen. Eine
Bindung an ALAB bzw. an die Endothelzellinie HUVEV war nur zu detektieren,
wenn die Inkubation in Gegenwart von Kalzium- und Magnesium stattfand bzw.
wenn die Zellen durch Manganionen aktiviert worden sind. Dies sind eindeutige
Charakteristika fur eine Integrin vermittelte Bindung [Smith1993]. Desweiteren
wird diese Bindung inhibiert, wenn die Zellen vorher mit einen aV-spezifischen
Antikorper inkubiert wurden, der blockierende Wirkung auf die Bindungen der
oV-Integrine hat (Abbildung 4-20).

Basierend auf diesen Experimenten lassen sich zwei Ergebnisse formulieren.
Das auf Endothelzellen expremierte Integrin aVP3 ist in der Lage spezifisch
das Adhasionsmolekil L1 zu binden. Dies steht in Konsens mit
Untersuchungen, die eine Bindung des L1 Molekiles an humane
Melanomzellen aufzeigen, die Uber dieses Integrin vermittelt wird
[Montgomery1996].Hubbe et al. zeigten im murinen System anhand von L1
positiven und L1 negativen Esb-MP Zellen, dal} diese Lymphomazellen mittels

L1 an Endotheliomazellen binden konnen. Die Abhangigkeit dieser Bindung

103



5. Diskussion

von Kalzium- und Magnesiumionen, sowie die Sensitivitat gegenuber niedrigen
Reaktionstemperaturen, legen die Vermutung nahe, dalR es sich beim
korrespondierenden Adressin um ein Integrin handelt [Hubbe1993]. Die
Blockierung dieser Zellbindung durch monoklonale Antikorper gegen die aV-
Untereinheit bestatigen dies und lassen es wahrscheinlich erscheinen, dal} ein
endotheliales aV-Integrin an dieser Wechselwirkung beteiligt ist [P. Altevogt,
pers. Mitteilung]. Damit ist eine Interaktion zwischen Lymphozyten, die L1
expremieren und Endothelzellen denkbar und ein Zusammenhang zwischen
dieser Interaktion und der Extravasation von zirkulierenden Lymphozyten
moglich. Im Weiteren zeigen diese Experimente, dal} dies hier verwendete
Fusionsprotein funktionell intakt ist und in weiteren Experimenten verwendet
werden kann, die vor allem die Rolle der Adhasionsmolekile L1 und oVB3 bei

der Zellmigration untersuchen sollen.

5.4 Migrationsexperimente

5.4.1 Auswahl des Migrationsassys

Migrationsexperimente werden in der Regel in speziellen Zellkulturplatten
durchgefuhrt [Klemke1994, Leavesly1992, Montgomery1996]. Die Locher
dieser Zellkulturplatten werden durch einen Einsatz in eine obere und eine
untere Kammer geteilt. Beide Kammern sind durch eine perforierte Wand
getrennt, die entweder an beiden Seiten oder nur an der Unterseite mit einem
spezifischen Substrat beschichtet wird. Die Migration von Zellen, die zu Beginn
in die obere Kammer gegeben wurden, wird am Ende des Versuches durch
Zahlen der Zellen bestimmt. Entweder wird gezahlt, wieviel Zellen am Ende
des Versuches sich in der unteren Kammer befinden oder es wird
mikroskopisch ausgewertet, wie viele Zellen sich an der Unterseite dieser

perforierten Wand befinden.

Ein Vorteil dieses Assays ist, dal® verschiedene Versuchsansatze parallel
durchgefuhrt werden konnen. Dieser Methode stehen aber auch Nachteile
gegenuber. Berechnet man den der relativen Anteil migrierenden Zellen an der

insgesamt eingesetzten Zellzahl, erhalt man oft nur einen sehr geringen

104



5. Diskussion

Prozentsatz migrierender Zellen. In derartigen Versuchsansatzen kann die
Migration nur fur etwa 10%-20% der Zellen nachgewiesen werden, sofern die
entsprechenden Daten angegeben wurden. Ferner wird bei der Auswertung nur
ein Endergebnis bewertet. Aussagen Uber die Migration selbst entziehen sich

jeglicher Beobachtung und Quantifizierung.

Aus diesen Grunden wurde hier ein anderer experimenteller Ansatz gewahlt.
Objekttrager wurden mit dem jeweiligen Substrat beschichtet und die Migration
der darauf adharierenden Zellen Uber einen gewissen Zeitraum mit einer
Videokamera aufgezeichnet. Dieses Verfahren machte es moglich, dal} die
Wanderung einzelner Zellen beobachtet werden konnte. Diese
Migrationsmessung einzelner Zellen, konnte dann graphisch dargestellt
werden. Zum Einen war es moglich die zuruckgelegte Wegstrecke zu messen,
-also eine rein quantitative Auswertung- und zum Anderen konnte die Richtung
des zurlckgelegte Weges dargestellt werden. Daruber hinaus ermdglicht es
dieser Ansatz die Morphologie der Zellen wahrend der Migration zu

beobachten.

5.4.2 Etablierungs des Migrationsassays mit Vitronektin als
Substrat

Im ersten experimentellen Ansatz muldte getestet werden, ob der hier gewahlte
Migra-tionsassay reproduzierbare Ergebnisse hervorbringen kann. Als
Untersuchungsobjekt wurde die Zellinie MED-B1 verwendet, deren aVfB3
Expression nachgewiesen werden konnte (Abbildungen 4-13 und 4-15). Als
Substrat wurde Vitronektin zunachst Vitronektin, da eine VB3 vermittelte
Migration von Zellen auf diesem Substrat nachgewiesen worden ist.
[Wayner1991, Filardo1995]. Die Abbildungen 4-21 und 4-22 zeigen deutlich,
dall durch diesen Assay die Migrationsergebnisse von Wayner und Filardo
reproduziert werden konnten. Dieser Migrationsassay kann also in weiteren
Experimenten eingesetzt werden. Es konnte aber eine von Bauer et al.
[Bauer1992] aufgestellte Hypothese nicht bestatigt werden. Dieser postulierte,
dald die Migration auf Vitronektin das Ergebnis eines Zusammenwirkens von

oVP3 und ob5B1 ist. Die durchfluBzytometrischen Messungen und die
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Immunprazipitation haben eindeutig gezeigt, da® MED-B1 Zellen kein o531
Integrin expremieren. Bauer selbst konnte kein Erklarungsmodell fur diese
interessante Beobachtung liefern und es bleibt daher spekulativ, warum dieses
Phanomen bisher nur bei den von Bauer verwendeten CHO Zellen auftritt.
Moglicherweise spielt eine unterschiedliche Struktur des Zytoskelettes bei
diesen adharenten CHO Zellen dabei eine Rolle oder es lagt ein

unterschiedlicher Aktivierungszustand der Integrine vor.

Bei diesen und allen spater durchgefuhrten Experimenten migrierten etwa
dreillig bis vierzig Prozent der Zellen, also deutlich mehr als in anderen
Migrationsexperimenten [Crisa1996]. Ferner konnte bei allen migrierenden
Zellen eine morphologische Veranderung beobachtet werden. Der glatte
Zellrand ruhender Zellen geht durch die Bildung von zellularen Auslaufern bei
migrierenden Zellen verloren. Dieses als ,Spreading“ bezeichnetet Phanomen

gilt als charakteristisch fur die Migration [Klemke1994, Wayner1991].

5.4.3 Die Rolle der RGD-Sequenz bei der aV33 Integrin

vermittelten Migration

Die nachste Frage, die beantwortet werden sollte, war, ob die VB3 vermittelte
Migra-tion durch eine RGD-Sequenz im Substratmolekul vermittelt wird. In
diesem Ansatz wurden Migrationsexperimente mit Fibronektin, dem
Fibronetinfragment FN120 und dem Fragment FN40 als Substrat durchgefuhrt.
Wahrend das Fragment FN120 die RGD-Sequenz des Fibronektinmolekules
enthalt und nicht die in der CS-1 Region enthaltene LDV-Sequenz, ist dies

beim FN120-Fragment genau umgekehrt.

Bei der a4p1 und o531 vermittelten Migration von Zellen auf Fibronektin wird
u.U. der RGD-Sequenz, vor allem aber der LDV-Sequenz des
Fibronektinmoleklls eine zentrale Funktionalitdt zugeordnet [Crisa1996,
Mould1994]. Die hier erzielten Ergebisse zeigen eindeutig, dal die aVB3
vermittelte Migration von MED-B1 auf Fibronektin zwingend die RGD-Sequenz
dieses Matrixproteins bendtigt. Das Nicht-Vorhandensein der LDV-Sequenz

vermindert in keiner Weise die Migration der Zellen.
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5.4.4 aVp3-vermittelte Migration von Tumorzellen auf L1 als
Substrat

Wenn demnach, wie im vorhergerigen Experiment gezeigt, die Migration von
MED-B1 Uber eine RGD-Sequenz im Substratmolekul vermittelt wird, erscheint
es plausibel, da® auch das L1 Molekll als Substrat die aVB3 vermittelte
Migration induzieren kann. Dies konnte dann auch in den folgenden
Experimenten gezeigt werden. MED-B1 Zellen migrieren eindeutig auf dem
6.L1-Fc-Fusionsprotein. Die Tatsache, dalk Nalm 6 Zellen, die kein oVp3
Integrin expremieren, immobil auf diesem Substrat sind und die Inhibierung der
Migration von MED-B1 Zellen durch einen anti-aVB3 Antikdrper festigen die
Hypothese, dal® die L1-aVB3-Interaktion die Migration von Zellen induzieren
kann. Da der L1 Anteil des als Substrat verwendeten Fusionsproteins nur aus
der sechsten Ig-Domane bestand, konnte so auch gezeigt werden, dal} diese
Domane die entscheidene Sequenz fir die aVB3 vermittelte Migration enthalt.
Die Experimente mit Fibronektin als Substrat zeigten, dal} die RGD-Sequenz
fur die Induzierung der Migration verantwortlich ist. Diese Sequenz befindet
sich im L1 Molekul in der sechsten Domane und ist auch bei der Migration auf
dem 6.L1-Fc-Fusionsprotein von entscheidener Bedeutung. Die Ausschaltung
dieser Sequenz durch punktuelle Mutation fuhrt, wie die weiteren Experimente
zeigten, zur Inhibierung der Migration. Diese RGD Sequenz vermittelt also
nicht nur die Bindung von aV3 Integrinmolekilen, sondern induziert zusatzlich
die Zellmigration. Dal} diese Migration durch diese spezifische Bindung
vermittelt wird, zeigt auch die Unfahigkeit der MED-B1 Zellen auf einem P-
Selektinfusionsprotein zu wandern. Dieses Fusionsprotein bindet MED-B1
Zellen spezifisch uber Zuckerreste. Diese Adhasion kann aber keine Migration

auslosen.

5.4.5 aVB3-vermittelte Migration aktivierten T-Zellen auf L1 als
Substrat
Wenn das von Tumorzellen expremierte aV3 die Migration auf L1 als Substrat

induziert, liegt es nahe, dall auch Lymphozyten mittels dieses Integrin

migrieren. Eine Hypothese, die in weiteren Experimenten bestatigt werden
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konnte. Wird PHA/PMA Stimulierung die aV-Integrinexpression induziert,
migirieren T-Zellen auf dem 6.L1-Fc-Fusionsprotein. Wieder wird diese
Migration durch einen aVB3-Antikérper inhibiert. Ein Antikdrper gegen aVp5,
das ebenfalls auf diesen T-Zellen expremiert wird, zeigt dagegen keinen
inhibitorischen Effekt. Wayner konnte schon 1991 zeigen, dal} fur die Migration
auf Vitronektin nur aVB3, nicht aber a5 entscheidend ist, obwohl Letzteres
ebenfalls dieses Substrat binden kann [Wayner1991]. Es wurde in einer Arbeit
hypothetisiert [Klemke1994], dal eine Aktivierung der Proteinkinase C durch
den epidermalen Wachstumsfaktor oder durch PMA eine «aVp5 vermittelte
Migration auf Vitronektin induzieren kann. Dies scheint aber nicht der Fall zu
sein. Die Inkubation von T-Zellen mit Proteinkinase C Aktivatoren, die ja die
Voraussetzung fur die de novo Expression der aV-Integrine auf T-Zellen ist,
induziert hier keine oVp5 vermittelte Zellmigration. Es erscheint plausibler,
dald die fehlende Verbindung dieses Integrins mit dem Zytoskelett eine
Migrationsinduzierung verhindert. Fir die Bedeutung der Assoziation von
Integrinen mit dem Zytoskellet bei der Vermittlung der Migration gibt es

eindeutige Hinweise [Wayner1991].

Diese Experimente zeigen eindeutig, dal3 T-Zellen mittels aVB3 auf L1 als
Substrat migrieren kdonnen - genauer, die sechste Domane mit der darin

enthaltenen RGD-Sequenz induziert diese Migration.

5.5 SchiluBfolgerungen

Unter physiologischen Bedingungen konnte das L1 Molekul zellgebunden oder
in der Matrix eingebettet den aVPB3 expremierenden Zellen als Substrat
prasentiert werden. Es konnte gezeigt werden, dal} Endothelzellen das L1
Molekul expremieren. Dall die aVB3-L1 Interaktion den Migrationsprozel} bei
der Extravasation von Lymphozyten unterstutzt, ist allerdings nicht
wahrscheinlich. Dagegen spricht vor allem, dal® periphere, zirkulierende
Lymphozyten, die unmittelbar nach ihrer Isolierung untersucht wurden, keine
aV-Integrine expremieren. Eine weitere Voraussetzung ware es, dal} das L1
Molekul auf der luminalen Seite der Endothelzellen expremiert wird. Dies

konnte hier allerdings nicht untersucht werden. Die durchfluRzytometrische
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Analyse von HUVEC Zellen Ia3t nur den sicheren Schlufd zu, dal} diese Zellen
L1 expremieren - Aussagen uber die Oberflachenverteilung lassen sich nicht
treffen. Es ist daher nicht auszuschlieRen, da® L1 lediglich an der basalen
Seite der Endothelzellen expremiert wird und beispielsweisedie Verankerung
dieser Zellen an der extrazellularen Matrix vermittelt. Die Interaktion zwischen
zirkulierenden, peripheren Lymphozyten und Endothelzellen kdnnte allerdings
auch Uber lymphozytares L1 und das endotheliales aVB3 Integrin vermittelt
werden. Die durchfluRzytometrischen Bindungsassays mit dem 6.L1-Fc-
Fusionsprotein haben gezeigt, dald Endothelzellen dieses Fusionsprotein Uber
das aVPB3 Integrin binden kénnen. Das Vorhandensein nur einer RGD-Sequenz
in der sechsten Domane des humanen L1 Molekules unterbindet demnach
nicht die Bindung an aVB3. Dall L1 expremierende Esb-MP-Zellen
heterotypisch an Endothelzellen binden kdnnen, ist im murinen System gezeigt
worden [Hubbe1993] und es erscheint durchaus moglich, dal} diese Interaktion
-ahnlich wie die Interaktion zwischen CD31 (ebenfalls ein Molekul der
Immunglobulinklasse) und aVp3- eine Schlusselfunktion bei der Initialisierung

zellularer Migration auf Endothelzellen einnimmt [Imhof1995].

In der Einleitung ist bereits dargestellt worden, dal} die zellulare Migration nicht
nur ein wichtiger Teilprozel3 bei der Extravasation ist, sondern dal} diese
Migration von Zellen auch in immunologischen Kompartimenten eine wichtige
Rolle einnimmt, um die immunologische Funktionalitat aufrecht zu erhalten. Die
o4B1 bzw. ob5B1 vermittelte Migration von T-Zellen im Thymus ist
beispielsweise ein Schlusselschritt in der Differenzierung der Thymozyten
[Crisa1996]. In dieser Arbeit ist der experimentelle Ansatz derart angelegt
worden, dal} die Migration von Zellen auf einem Fusionsprotein untersucht
wurde, dessen L1-Anteil nur die sechste Domane umfal3t. Dies hatte zunachst
den Grund darin, dald eine homotypische Bindung zwischen zwei L1 Molekulen
ausgeschlossen werden sollte, um die Interaktion zwischen L1 und dem aVf33
Integrin zu untersuchen. Dall sowohl aVB3 expremierende Tumorzellen als
auch T-Zellen auf diesem Fusionsprotein migrieren konnen, zeigt darlber
hinaus auch, dal® nicht das gesamte L1 Molekul notwendig ist, um eine
Zellmigartion zu induzieren. Die in der sechsten Domane des L1 Molekuls

befindliche RGD-Sequenz reicht aus um diesen Prozel3 auszuldsen. Dies ist
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von besonderem Interesse, da bekannt ist, dal L1 Fragmente unter
bestimmten Bedingungen von der Zelloberflache abgespalten werden. Im
Weiteren konnte L1 immunologisch in der extrazellularen Matrix nachgewiesen
werden [Kadmon1997, Martini1986, Poltorak1990]. Diese Daten lassen es
moglich erscheinen, dall in die extrazellulare Matrix eingelagertes L1 als
Substrat fur die Zellmigration dienen konnte. Die Tatsache, dal} in dieser Arbeit
gezeigt werden konnte, dal Tetanustoxid die aV-Integrin Expresssion induziert
bzw. die Existenz von Hinweisen, dal® im murinen System Lymphozyten in
sekundaren lymphoiden Organen aVB3 expremieren koénnen, bildet einen
physiologischen Hintergrund fur diese Hypothese [Gerber1996], der durch
immunhistologische Untersuchungen untermauert wird, die L1 in der Matrix von
Lymphknoten nachweisen [P. Moller, pers. Mitteilung]. Ferner wiurde damit
auch im Einklang stehen, dald die Expression von aVB3 mit dem
Metastasierungspotential  von  Tumorzellen korreliert  [Filardo1995].
Moglicherweise benutzen diese Tumorzellen die migrationsinduzierende
Interaktion zwischen aVB3 und in der Matrix eingelagertem L1, um durch
Gewebe =zu transmigrieren. Diese Hypothese wird durch die Tatsache
unterstutzt, dafld in der Umgebung von Melanomzellen verstarkt extrazellulares
L1 nachgewisen werde konnte [Montgomery1996] und wurde letzlich bedeuten,
da Tumorzellen ihre Umgebung derart durch die Abspaltung von L1
konditionieren, dal® es als Folge davon zu einer verstarkten lokalen Mobilitat
dieser Tumorzellen kommt und damit die pathologische Situation einer

Metastasierung vorbereitet wird.

Die hier durchgefuhrten Versuche waren in ihrem experimentellen Ansatz
derart angelegt, dal® die Interaktion zwischen den Adhasionsmolekilen L1 und
aVB3 Integrin und die daraus resultierende Effekte in einem vereinfachendem
in vitro System durchgefuhrt wurden, um Informationen auf molekularer Ebene
generieren zu konnen bzw. um Effekte auf einzelne Zellen nachweisen zu
konnen. Basierend auf den hier generierten Daten waren die nachsten
Versuche in einem komplexeren experimentellen System durchzufuhren. So
bleibt die Frage zu beantworten, ob eine Migration von L1 expremierenden
Zellen auf Endothelzellen tatsachlich Uber die die L1-aVB3-Interaktion erfolgt.

Unter Beibehaltung des hier verwendeteten Migrationsassays konnten diese
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Experimente durchgefuhrt werden, indem anstatt eines molekularen Substrates

Endothelzellen verwendet werden.

Wenn -wie anzunehmen ist- die physiologische Migration nicht nur durch die
Interaktion zweier Molekule induziert wird, sondern eine geregeltes
Zusammenspiel verschiedener Substanzen erfordert, ware es weiterhin
interessant zu  Untersuchen, welche  Substratkombinationen  bzw.
Molekulkombination Zellmigration induzieren konnen. Da hypothetisiert wurde,
dalR ber der aVB3-L1 vermittelte Zellmigration eine Interaktion mit der
extrazellularen Matrix von Bedeutung ist, ware es auch konsequent, die
Migration von o3 expremierenden Zellen auf L1 in Kombination mit anderen

Matrixproteinen zu untersuchen.
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