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Zusammenfassung

Endothelzellen spielen eine wichtige Rolle bei der Kontrolle der vaskuldren Permeabilitdt, der
Einwanderung von Leukozyten ins Gewebe und der Bildung von Blutgefifien. Im endothelialen
Zellkontaktbereich sind verschiedene Proteine der CTX Genfamilie lokalisiert, die eine Unterfami-
lie der Immunglobulin Superfamilie darstellt. Charakterisiert sind diese Poteine durch eine variable
V und eine konstante C2 Immunglobulin-Doméne, eine Transmembranregion und einen cytoplas-
matischen Teil von 40-170 Aminoséduren. Fiir Mitglieder dieser Proteinfamilie ist eine Beteiligung
an der transendothelialen Migration von Leukozyten und dem Aufbau von Zellkontakten nachge-
wiesen.

Mit dem monoklonalen Antikérper V1G8 wurde ein bisher unbekanntes endotheliales Protein iden-
tifiziert. Wihrend der im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Charakterisierung des 1G8 Anti-
gens, wurde von der Arbeitsgruppe Quertermous das endothelial cell selective adhesion molecule
(ESAM) beschrieben (Hirata et al., 2001). Die Sequenz beider Proteine ist identisch und die Be-
zeichnung ESAM wurde von uns ibernommen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ESAM kloniert und als neues Mitglied der CTX Genfamilie iden-
tifiziert. Aufgrund seines ldngeren cytoplasmatischen Bereichs und des PDZ-Doménen Bindungs-
motivs Typ I bildet ESAM zusammen mit MCAR, BT-IgSF und JAM4 eine Unterfamilie innerhalb
der CTX Genfamilie. Im Gegensatz zu JAM-A, JAM-B und JAM-C, die eine andere Unterfamilie
bilden, bindet ESAM nicht an cytoplasmatische Proteine wie beispielsweise ZO-1 oder PAR-3.

Die in dieser Arbeit erhaltenen Ergebnisse sprechen dafiir, dass ESAM ein Zelladhisionsmolekiil
ist, weil es homophile Bindung in trans eingehen kann. Aullerdem unterstiitzt es die Bildung von
Zellaggregaten in CHO Transfektanten. Eine heterophile Interaktion in trans mit MCAR, JAM-A,
JAM-B oder JAM-C konnte jedoch nicht festgestellt werden. ESAM wird spezifisch von Endothel-
zellen in verschiedenen Geweben und nach Aktivierung auch auf Thrombozyten exprimiert. Im
Rahmen dieser Arbeit konnte eine Tight Junction Lokalisation in transfizierten MDCK Zellen
nachgewiesen werden, die durch eine Kolokalisation von ESAM mit den Tight Junction Proteinen
Occludin, Claudin-5 und ZO-1 im Gewebe von Muskel und Gehirn durch Immunogoldmarkierung
bestitigt wurde.

Weder in Permeabilitidtsexperimenten noch bei Impedanz-Messungen konnte nach ektopischer
Expression von ESAM ein EinfluB} auf den Zellkontakt detektiert werden. Somit gibt es bisher kei-
ne Anzeichen dafiir, dass ESAM an der Regulation der Permeabilitit beteiligt ist. Bei in vitro
Transmigrationsexperimenten mit Neutrophilen, naiven T-Zellen und autoreaktiven PLP3 T-Zellen
wurde selbst beim Einsatz polyklonaler Antikdrper keine Inhibition nachgewiesen. Deshalb gibt es
fiir eine Funktion von ESAM bei der transendothelialen Migration von Leukozyten ebenfalls keine
Indizien. Erste Hinweise fiir eine Funktion des endothelspezifischen ESAM gibt es durch eine
ESAM knock-out Maus, bei der fiir das Protein eine redundante Funktion bei der physiologischen
Angiogenese, jedoch eine essentielle Rolle bei der pathologischen Angiogenese festgestellt wurde
(Ishida et al., 2003).

Fiir JAM-A gibt es widerspriichliche Angaben iiber eine Beteiligung an der transendothelialen
Migration von Leukozyten. Die in dieser Arbeit charakterisierten polyklonalen JAM-A Antikdrper
konnten spezifisch die transendotheliale Migration von Neutrophilen, jedoch nicht von naiven und
autoreaktiven PLP3 T-Zellen, signifikant und konzentrationsabhingig inhibieren. Zudem konnte
zum ersten Mal eine Expression von murinem JAM-A auf Granulozyten des peripheren Blutes
gezeigt werden, jedoch nicht auf Granulozyten aus dem Knochenmark, die fiir die in vitro Experi-
mente eingesetzt wurden. Somit ist eine heterophile Interaktion von JAM-A auf Endothelzellen mit
einem Liganden auf Leukozyten an der Kontrolle der transendothelialen Migration beteiligt. Mit
demselben anti-JAM-A pAk konnte sowohl der Aufbau von Zellkontakten verzogert als auch die
Integritét der Tight Junction gestort werden. In der Summe zeigen diese Ergebnisse, dass eine hete-
rophile Interaktion von JAM-A spezifisch an der transendothelialen Migration von Granulozyten
beteiligt ist. Zudem ist JAM-A am Aufbau und Erhalt von Zellkontakten beteiligt.

Schlagworte: Tight Junctions, ESAM, JAM-A
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Abstract

Endothelial cells play an important role in the control of the vascular permeability, the extravasa-
tion of leukocytes into tissue, and in the formation of blood vessels. Among the proteins found in
endothelial cell contacts are members of the CTX gene family, which makes up a subfamily of the
immunoglobulin superfamily. These transmembrane proteins are characterized by a varible V and a
constant C2 immunoglobulin domain, a transmembrane segment and a cytoplasmic tail of 40-170
amino acids. Members of this protein family have been described to play a role in the transendothe-
lial migration of leukocytes and the establishment of cell contacts.

An until then unknown endothelial protein was identified by the monoclonal antibody V1G8. Dur-
ing the course of this work the endothelial cell selective adhesion molecule (ESAM) was described
by the group of Quertermous (Hirata et al., 2001). The sequences of both proteins are identical and
the name ESAM was taken over by us.

During the course of this work ESAM could be cloned and identified as a new protein of the CTX
gene family. Due to its longer cytoplasmic tail and its PDZ binding motif type I, ESAM, along with
MCAR, BT-IgSF, and JAM4, belongs to a further subfamily within the CTX gene family. In con-
trast to JAM-A, JAM-B, and JAM-C, who make up yet another subfamily, ESAM does not bind to
cytoplasmatic proteins like, for example, ZO-1 or PAR-3.

In the course of this work, it could be shown that ESAM is a cell adhesion molecule because it can
undertake homophilic interaction in trans. Furthermore, it supports cell aggregation in CHO trans-
fectants. However, a heterophilic interaction in trans with MCAR, JAM-A, JAM-B, or JAM-C
could not be shown. ESAM is expressed specifically on endothelial cells in different tissues and,
after activation, also on thrombocytes. In the course of this work, a tight junction localization in
transfected MDCK cells could be shown, which was confirmed in immunogold staining by colocal-
ization of ESAM with the tight junction proteins occludin, claudin-5, and ZO-1 in tissues of muscle
and brain. After ectopic expression of ESAM, an effect on the cell contacts could be detected nei-
ther in permeability assays nor in electric cell-substrate impedance sensing experiments. Therefore,
so far there is no sign that ESAM participates in the regulation of permeability. During in vitro
transmigration assays with neutrophils, naive T-cells, and autoreactive PLP3 T-cells, no inhibition
could be detected even when using polyclonal antibodies. Therefore, there are also no clues for a
function of ESAM during the transendothelial migration of leukocytes. A first indication for a
function of the endothelial-specific ESAM can be found in the ESAM knock-out mouse, in which
the protein seems to have a redundant function in the physiological angiogenesis, but an essential
role in the pathological angiogenesis (Ishida et al., 2003).

For JAM-A, there are contradictory signs for a participation in the transendothelial migration of
leukocytes. The polyclonal JAM-A antibody characterized in this work was able to specifically
inhibit the transendothelial migration of neutrophils significantly and dose-dependent, but could not
inhibit the transmigration of naive and autoreactive T-cells. Furthermore, for the first time, an ex-
pression of murine JAM-A on granulocytes of the peripheral blood, but not on granulocytes of the
bone marrow, which were used for in vitro experiments, could be shown. Therefore, a heterophilic
interaction of JAM-A on endothelial cells with a ligand on leukocytes participates in the control of
transendothelial migration. With the same anti-JAM-A pAb, the build-up of cell contacts as well as
the integrity of the tight junctions could be disturbed. Summed up, these results show that a hetero-
philic interaction of JAM-A participates specifically in the transendothelial migration of granulo-
cytes. Furthermore, JAM-A participates in the build-up and maintenance of cell contacts.

Keywords: Tight Junctions, ESAM, JAM-A
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1 Einleitung

Der Mensch ist ein vielzelliger Organismus mit {iber 200 verschiedenen Zelltypen, die mit
ihren spezialisierten Funktionen eine Vielzahl von Geweben bilden, die wiederum zu gro-
Beren funktionellen Einheiten, den Organen, zusammengefasst werden. Eines dieser hoch
spezialisierten Gewebe stellt das Epithel dar, das aus einer oder mehreren Schichten von
Epithelzellen aufgebaut ist. Epithelien kleiden alle Hohlrdume aus und bedecken frei zu-
gingliche Korperoberflachen. Die Versorgung der verschiedenen Gewebe mit Sauerstoff
und Nihrstoffen wird durch das Blutgefdsystem gewéhrleistet, dessen einzelne Gefél3ab-
schnitte sich in ithrem Aufbau unterscheiden. Arterien und Venen als groBte Blutgefilie
bestehen aus einer dicken, belastbaren Schicht aus Bindegewebe und mehreren Lagen glat-
ter Muskelzellen. Ausgekleidet werden alle Gefdale mit einer einzelligen Schicht aus En-
dothelzellen, einem diinnen einschichtigen Plattenepithel, das einer Basalmembran auf-
liegt. Die Menge an Bindegewebe und glatten Muskelzellen variiert je nach Funktion und
Durchmesser des GefiaBes. So besteht die Wand bei Kapillaren und Sinusoiden ausschlie3-
lich aus Endothelzellen und Basalmembran, die von einigen verstreuten Pericyten umfasst
wird. Epithel- und Endothelzellen ist gemeinsam, dass sie Zellverbindungen ausbilden,
deren Struktur und Funktion im folgenden Abschnitt vorgestellt werden soll.

1.1 Zellverbindungen

Aufgrund ihrer Funktion kann man Zellkontakte zwischen Endothel- oder Epithelzellen in
verschiedene Gruppen unterteilen (Alberts et al., 2004): Undurchléssige Verbindungen
wie die Tight Junctions in Vertebraten bilden eine Diffusionsbarriere, durch die der para-
zelluldre Transport von Ionen, Makromolekiilen und Zellen kontrolliert wird (Anderson et
al., 1995; Diamond, 1977; Gumbiner, 1987; Schneeberger et al., 2004). Ankerverbindun-
gen sind Anheftungsstellen fiir Filamente des Cytoskeletts und sorgen fiir eine Verteilung
der mechanischen Belastung auf den gesamten Zellverband. Bei den Adhésionsverbindun-
gen (Adherens Junctions) wird iiber einen Zell/Zell-Kontakt eine Verbindung mit den Ak-
tinfilamenten gekniipft (Farquhar et al., 1963). Eine Verankerung der Intermediérfilamente
mit der Plasmamembran findet an den Zell/Zell-Verbindungen der Desmosomen und den
Zell/Matrix-Kontakten der Hemidesmosomen statt (Garrod, 1986). Kommunizierende
Verbindungen vermitteln die Diffusion chemischer Signale (Gap Junctions) zwischen
zwei benachbarten Zellen (Pitts et al., 1986).

In den meisten Epithelien sind Tight Junctions im apikalen Bereich der Zellen lokalisiert.
Im Gegensatz dazu sind in Endothelzellen Tight und Adherens Junctions hdufig entlang
des gesamten Interzellularspalts miteinander vermischt (Simionescu, 2000). Die Organisa-
tion der Zellkontakte variiert hier in Zusammensetzung und Morphologie innerhalb des
GefaBsystems (Simionescu et al., 1975; Simionescu et al., 1976; Simionescu et al., 1991).
Tight Junctions sind besonders gut im Endothel der Blut-Hirn-Schranke und in groen Ar-



terien ausgebildet, wihrend sie in postkapilliren Venolen, wo die Extravasation von Leu-
kozyten hauptsichlich stattfindet, nur rudimentér vorhanden sind. Adherens Junctions hin-
gegen sind in allen GefdBabschnitten ubiquitdr vorhanden. Ein weiterer Unterschied zwi-
schen Zellkontakten in Epithel und Endothel ist das Fehlen von Desmosomen in Endothel-
zellen (Dejana et al., 1995). Es gibt allerdings in einigen speziellen Endothelien, wie denen
des lymphatischen Systems oder der Venen, Desmosomen-dhnliche Strukturen, die als
complexi adhaerentes bezeichnet werden (Schmelz et al., 1993). Auf einzelne Zellverbin-
dungen soll in den folgenden Kapiteln ndher eingegangen werden.

1.1.1 Tight Junctions

Die Tight Junctions oder zonula occludens sind in polarisierten Epithelzellen im apikalen
Bereich des Zellkontakts lokalisiert und rdumlich von den Adherens Junctions getrennt. In
der Gefrierbruch-Elektronenmikroskopie erscheinen sie als ein verzweigtes Netzwerk von
Proteinstridngen, das die Zelle vollstandig umgibt (Anderson et al., 1993; Gumbiner, 1993).
Sie dichten den Interzellularspalt ab und dienen als selektive Permeabilititsbarriere
(Anderson et al., 1995). Zudem erhalten sie die Zellpolaritit, da sie als laterale Diffusions-
barriere flir Membranproteine und —lipide zwischen apikaler und basolateraler Membran
fungieren (Tsukita et al., 2001). Die Proteinstringe der Tight Junctions bestehen aus
transmembranen Zelladhdsionsproteinen, die durch Interaktionen in trans den Zwischen-
raum zwischen benachbarten Zellen weitgehend verschlieBen. An die Transmembranpro-
teine konnen verschiedene periphere cytoplasmatische Proteine binden.

1.1.1.1  Occludin

Als erstes Transmembranprotein der Tight Junctions wurde Occludin identifiziert (Furuse
et al., 1993). Durch Immunogoldmarkierung konnte es in der zonula occludens von Epithe-
lien und Endothelien nachgewiesen werden. Das 65 kDa Protein besitzt vier Trans-
membrandoménen. Es ist zwar eine funktionelle Komponente der Tight Junctions
(McCarthy et al., 1996), dennoch dndert sich in Occludin-defizienten Epithelzellen weder
die Zahl noch die Morphologie der Tight Junction Strange (Saitou et al., 1998). Auch bei
Occludin knock-out Mausen weisen epitheliale Tight Junctions keine morphologischen
Verianderungen auf (Saitou et al., 2000).

1.1.1.2 Claudine

Im Gegensatz zu Occludin sind die Proteine der Claudin-Genfamilie essentiell fiir die Aus-
bildung von Tight Junctions. Die Transfektion von Fibroblasten mit Claudin-1 oder Clau-
din-2 cDNA fiihrt zur Ausbildung kontinuierlicher Proteinstringe, in die Occludin eingela-
gert wird (Furuse et al., 1998; Furuse et al., 1998; Tsukita et al., 1999). Alle Claudine ha-
ben vier Transmembrandominen, kurze cytoplasmatische N- und C-terminale Enden und
ein Molekulargewicht von 20-27 kDa (Tsukita et al., 2001). Mittlerweile sind 24 Proteine
dieser Genfamilie bekannt, die ein gewebespezifisches Expressionsmuster aufweisen. So



wird Claudin-5 beispielsweise in verschiedenen Geweben einschlielich Muskel und Ge-
hirn endothelspezifisch exprimiert (Morita et al., 1999). Bei einer linearen Zunahme der
Tight Junction Strange erhoht sich der transepitheliale elektrische Widerstand (TER) loga-
rithmisch (Claude, 1978), was zur Postulierung extrazelluldrer, wassergefiillter Poren fiihr-
te. Somit konnte man die mit einer Mutation von Claudin-16 verbundene kongenitale Hy-
pomagnesidmie durch das Fehlen eines parazelluliren Kanals fir Mg®™ erkliren (Cole et
al., 2000). Ein weiteres Indiz fiir die Ausbildung wassergefiillter Kanéle ist bei Claudin-5
knock-out Miusen die erhohte Permeabilitit fiir Molekiile kleiner als 800 Da (Nitta et al.,
2003). Interessant ist in diesem Zusammenhang, dass sich die beiden Hundenieren-
Epithelzelllinien MDCK I (hochohmig) und MDCK 1II (niederohmig) in ihrer Claudin-
Expression unterscheiden. MDCK 1 Zellen exprimieren im Gegensatz zu MDCK II kein
Claudin-2. Durch eine Transfektion mit Claudin-2 wird der transepitheliale elektrische
Widerstand der MDCK 1 Zellen um den Faktor 20 verringert (Furuse et al., 2001). Weil
sich die Anzahl und Morphologie der Tight Junction Stringe jedoch nicht dndert, kann
man vermuten, dass auch die Kombination und das Verhiltnis der verschiedenen Claudine
die Barriereeigenschaften der abdichtenden Proteinstringe bestimmen.

1.1.1.3  Immunglobulin Superfamilie

Die dritte Gruppe von Tight Junction-assoziierten Transmembranproteinen gehort der CTX
Genfamilie an. Dies ist eine Unterfamilie der Immunglobulin Superfamilie, die durch den
Xenopus thymocyte receptor (CTX) definiert ist und extrazellulér eine variable V und eine
konstante C2 Immunglobulin-Doméne besitzt (Chretien et al., 1998). Zu den Proteinen der
CTX Genfamilie zdhlen unter anderem das junctional adhesion molecule A (JAM-A), so-
wie JAM-B und JAM-C, der Coxsackievirus und Adenovirus Rezeptor (CAR) (Bergelson
et al., 1997; Carson et al., 1997; Tomko et al., 1997), das Protein brain- and testis-specific
immunoglobulin superfamily (BT-IgSF) (Suzu et al., 2002), junctional adhesion molecule
4 (JAM4) (Hirabayashi et al., 2003), junctional adhesion molecule-like (JAML) (Moog-
Lutz et al., 2003) und das CAR-like membrane protein (CLMP) (Raschperger et al., 2004).

JAM-A wird in Endothel- sowie Epithelzellen exprimiert und ist an Tight Junctions lokali-
siert (Martin-Padura et al., 1998). Eine ektopische Expression von JAM-A in Fibroblasten
fiihrt nicht zur Ausbildung von Tight Junction Proteinstringen (Itoh et al., 2001). JAM-A
wird auch nicht wie Occludin in die von Claudinen gebildeten Proteinstringe eingebaut,
was fir eine von Occludin und den Claudinen unterschiedliche Funktion von JAM-A
spricht. Dies trifft moglicherweise auch auf andere Mitglieder der CTX Genfamilie zu.
Weitere zu JAM-A homologe Proteine wurden in verschiedenen Laboren unabhéngig von-
einander kloniert. Aufgrund der dadurch entstandenen verwirrenden Namensgebung ist in
Tabelle 1 die neu eingefiihrte Nomenklatur aufgefiihrt (Muller, 2003).



Tabelle 1: Nomenklatur der JAM Familie

Neue Bezeichnung Alte Bezeichnung Spezies Referenz

JAM-A JAM Murin (Martin-Padura et al., 1998)
JAM-A F11 receptor Human (Sobocka et al., 2000)
JAM-A JAM Human (Liu et al., 2000)

JAM-A JAM Human (Williams et al., 1999)
JAM-A JAM Human, bovin (Ozaki et al., 1999)

JAM-B VE-JAM Human, murin (Palmeri et al., 2000)
JAM-B JAM2 Human (Cunningham et al., 2000)
JAM-B JAM-3 Murin (Aurrand-Lions et al., 2000)
JAM-C JAM-2 Murin (Aurrand-Lions et al., 2001)
JAM-C JAM3 Human (Arrate et al., 2001)

JAM-C JAM-3 Human (Santoso et al., 2002)

JAM-B und JAM-C werden von Endothelzellen in verschiedenen Organen und deutlich
auf postkapilldiren Venolen mit hohem Endothel (high endothelial venules, HEV) expri-
miert (Arrate et al., 2001; Aurrand-Lions et al., 2001; Aurrand-Lions et al., 2000;
Cunningham et al., 2000; Liang et al., 2002; Palmeri et al., 2000). Die subzelluldre Lokal-
isation beider Molekiile wurde bisher nicht durch ultrastrukturelle Analysen aufgeklért.
Aufgrund der ektopischen Expression von JAM-C in Epithelzellen und einer Kolokalisati-
on von JAM-C mit dem Protein zonula occludens-1 (ZO-1) wurde auf eine Tight Junction
Assoziation geschlossen (Aurrand-Lions et al., 2001). Im Darmepithel ist JAM-C jedoch
basolateral mit Desmosomen assoziiert (Zen et al., 2004). Fiir JAM-B bleibt die genaue
zelluldare Lokalisation unklar, weil das Protein in stabil transfizierten MDCK Zellen nicht
spezifisch an Tight Junctions angereichert wird (Aurrand-Lions et al., 2001).

Sowohl JAM-A als auch JAM-B und JAM-C koénnen homophile Interaktionen in trans
eingehen, was durch ektopische Expression dieser Molekiile in CHO und MDCK Zellen
gezeigt werden konnte (Aurrand-Lions et al., 2001; Aurrand-Lions et al., 2001;
Cunningham et al., 2000; Ebnet et al., 2003; Ebnet et al., 2001; Martin-Padura et al., 1998).
Die homophile Interaktion von JAM-A kann durch einen Antikdrper, der gegen ein
N-terminales Epitop des Proteins gerichtet ist (Bazzoni et al., 2000), oder ein Peptid, das
aus den 23 N-terminalen Aminosduren des reifen Proteins besteht, blockiert werden
(Babinska et al., 2002). Die trans-Interaktion scheint somit durch die Membran-distale
Domine von JAM-A vermittelt zu werden. Durch Rontgenstrukturanalyse von rekombi-
nantem 16slichem JAM-A wurden cis-Dimere nachgewiesen, die durch ein bei den JAMs
konserviertes Dimerisierungsmotiv R(V/I/L)E verbunden sind (Kostrewa et al., 2001). Die



cis-Dimerisierung von JAM-A ist Voraussetzung fiir eine trans-Interaktion, was auch fiir
Nektine, Mitglieder der Immunglobulin Superfamilie von Adherens Junctions, gezeigt
wurde (Takai et al., 2003).

Die homophile Interaktion der JAMs hat einen Einfluss auf die Integritéit der Zellkontakte.
So erniedrigt die ektopische Expression von JAM-A in CHO Zellen die parazelluldre Per-
meabilitdt (Martin-Padura et al., 1998), wiahrend exogenes JAM-A in MDCK Zellen die
Permeabilitdt nicht verdndert (Aurrand-Lions et al., 2001). Zudem wird der Wiederautbau
der Zellkontakte in Epithelzellen nach Calcium-Depletion durch monoklonale Antikdrper
beeintrachtigt (Liu et al., 2000). Auch fiir JAM-C konnte durch Expression in CHO Zellen
die parazellulire Permeabilitit erniedrigt werden, ektopisches JAM-C erhoht aber in
MDCK Zellen die Permeabilitit, was durch Unterschiede im Aufbau der Zellkontakte er-
klart werden konnte (Aurrand-Lions et al., 2001).

Die Expression von CAR ist fiir neuronale, epitheliale (Tomko et al., 2000) und endotheli-
ale Zellen beschrieben (Carson et al., 1999). Durch Immunogoldmarkierung konnte seine
Tight Junction Assoziation in Epithelzellen nachgewiesen werden (Cohen et al., 2001).
CAR kann iiber seine Membran-distale Immunglobulin-Doméne Dimere bilden (van Raaij
et al., 2000) und scheint als Zelladhdsionsmolekiil im Gehirn wéhrend der Entwicklung zu
fungieren (Honda et al., 2000). Die ektopische Expression von humanem CAR (HCAR) in
CHO Zellen erniedrigt die parazelluldre Permeabilitit, und die Transfektion von MDCK
Zellen mit HCAR erhoht den TER (Cohen et al., 2001). Fiir das BT-IgSF ist bisher nur die
Expression im Hoden und in Arealen des Gehirns wie beispielsweise den pyramidalen Zel-
len des Hippocampus oder dem corpus callosum nachgewiesen (Suzu et al., 2002). Das
junctional adhesion molecule 4 (JAM4) kolokalisiert in Glomeruli der Niere und in Epi-
thelzellen des Diinndarms mit ZO-1 (Hirabayashi et al., 2003). Zudem konnte eine Verrin-
gerung der Permeabilitit in JAM4-transfizierten CHO Zellen gezeigt werden. Das epitheli-
ale CLMP kolokalisiert in MDCK Zellen mit ZO-1 und erhoht den TER des Monolayers
(Raschperger et al., 2004).

1.1.1.4 Cytoplasmatische Proteine der Tight Junctions

Das cytoplasmatische zonula occludens-1 (ZO-1) wurde als erstes Tight
Junction-assoziiertes Protein identifiziert (Stevenson et al., 1986). Es konnte sowohl eine
Bindung an das in Epithelzellen exprimierte ZO-2 als auch an ZO-3 nachgewiesen werden
(Gumbiner, et al., 1991; Haskins et al.., 1998; Jesaitis et al., 1994). Die Proteine gehoren
zur Familie der Membran-assoziierten Guanylatkinasen (MAGUK), die aus einer kataly-
tisch inaktiven Guanylatkinase-Doméine, einer SH3-Domine und mehreren PDZ-Doménen
bestehen. Alle Dominen sind potentielle Protein-Protein Interaktionsmodule. MAGUKSs
stellen einen Adapter zwischen cytoplasmatischen und Transmembranproteinen dar.

PDZ-Domanen

PDZ (PSD-95/DIgA/Z0O-1) Dominen sind weit verbreitet unter cytoplasmatischen und
signaltransduzierenden Proteinen (Kennedy, 1995; Ponting, 1997). Sie bestehen aus



80-100 Aminoséduren (Songyang et al., 1997) und haufig gibt es mehrere PDZ-Doménen in
einem Protein (Fanning & Anderson, 1996, 1999). PDZ-Domaénen sind an der Signaltrans-
duktion und der Bildung cytoplasmatischer Proteinkomplexe beteiligt. Die letzten C-
terminalen Aminosduren eines Liganden vermitteln die Bindung mit einer Peptid binden-
den Spalte der PDZ-Doméne. Die Liganden konnen in verschiedene Klassen unterteilt
werden (Vaccaro et al., 2002). Fiir die Klasse 1-3 wird die Unterscheidung anhand der Po-
sition P, fiir Klasse 4 anhand Postion P’ getroffen (siche Tabelle 2).

Tabelle 2: Unterteilung der PDZ-Domanen Bindungsmotive

Ligand Konsensus-Motiv

Typl  S/T-X-®/¥
Typll  ®/¥-X-®
Typlll D/E-X-V
TypIV X-¥-D/E

®: hydrophobe Aminoséure
Y: hydrophobe Aminosdure
D/E: jede Aminoséure auBBer @ und ¥

Viele Proteine der CTX Genfamilie tragen C-terminal PDZ-Doménen Bindungsmotive.
Sowohl JAM-A, als auch JAM-B und JAM-C besitzen C-terminal ein Typ I PDZ-
Dominen Bindungsmotiv, CAR und JAM4 hingegen besitzt ein Typ [ PDZ-Doméinen Bin-
dungsmotiv.

Z0-1-Z0-2 - ZO-3 Komplex

Die erste PDZ-Domine von ZO-1, ZO-2 und ZO-3 interagiert mit dem C-Terminus der
Transmembranproteine Claudin 1-8 (Itoh et al., 1999), wéhrend die Interaktion zwischen
Occludin und ZO-1 iiber die Guanylatkinase-Doméne zustande kommt (Fanning et al.,
1998). ZO-1 interagiert iiber seine dritte PDZ-Domédne auch mit JAM-A, -B und -C
(Bazzoni et al., 2000; Ebnet et al., 2003; Ebnet et al., 2000) und wird in nichtpolarisierten
Zellen durch direkte oder indirekte Assoziation mit CAR an Zellkontaktstellen rekrutiert
(Cohen et al., 2001). Die Bindung von ZO-1 und ZO-2 an F-Aktin wiederum erfolgt durch
eine C-terminale Aktin bindende Region (Fanning et al., 1998; Fanning et al., 2002).
Durch diese Interaktion wird eine Verbindung zwischen den Transmembranproteinen der
Tight Junction und den Aktin-Filamenten der Zelle hergestellt.

PAR3 - aPKC - PAR-6 Komplex

JAM-A, JAM-B und JAM-C binden direkt an das fiir die Zellpolaritat wichtige partitio-
ning defective protein-3 (PAR-3) (Ebnet et al., 2003; Ebnet et al., 2001; Itoh et al., 2001),
das einen Komplex mit atypical protein kinase C (aPKC) und PAR-6 bildet. Dieser Kom-



plex ist an der Ausbildung von Tight Junctions und dem Aufbau von Zellpolaritét beteiligt
(Ohno, 2001). JAM-A rekrutiert aktiv endogenes PAR-3 an die Tight Junctions, was flir
eine entscheidende Rolle von JAM-A bei der Ausbildung von Zellkontakten und Zellpola-
ritdt spricht (Ebnet et al., 2001). An Occludin, Claudin-1, Claudin-4, Claudin-5 oder CAR
bindet PAR-3 hingegen nicht (Ebnet et al., 2003; Ebnet et al., 2001).

Palsl — PATJ Komplex

Ein dritter mit Tight Junctions-assoziierter Proteinkomplex besteht aus dem cytoplasmati-
schen Protein Associated with Lin Seven 1 (Palsl), welches die Transmembranproteine
Crumbs 1 (CRB1) und Crumbs 3 (CRB3) mit dem cytoplasmatischen PALS1-Associated
Tight Junction Protein (PATJ) verbindet (Roh et al., 2002). CRB1 und CRB3 sind an der
apikalen Oberfldche von epithelialen Zellen lokalisiert, aber in Tight Junctions konzentriert
(Makarova et al., 2003). Aufgrund von Studien in Drosophila kann vermutet werden, dass
dieser Komplex an der Regulation der Zellpolaritét beteiligt ist (Bilder, 2003; Tanentzapf
et al., 2003).

Jeder dieser drei Proteinkomplexe konnte unabhéngig oder miteinander verbunden vor-
kommen. PATJ kann ZO-3 und Claudine binden (Ebnet et al., 2004; Roh et al., 2002), und
PALSI interagiert mit PAR-6 (Straight et al., 2004).

CAR bindet die zweite der vier PDZ-Doménen von ligand-of-numb protein X (LNX)
(Sollerbrant et al., 2003) in vivo und in vitro. LNX wiederum bindet an das entwicklungs-
physiologisch wichtige Numb und reguliert dessen Expressionslevel (Dho et al., 1998;
Knoblich, 1997). CAR konnte an der Bildung eines funktionellen Komplexes mit LNX und
Numb beteiligt sein. Fiir JAM4 ist eine Interaktion mit MAGI-1 gezeigt worden
(Hirabayashi et al., 2003). MAGIs sind Membran-assoziierte Guanylatkinasen mit inver-
tierter Doménenstruktur und stellen eine Untergruppe der MAGUK Proteinfamilie dar.

1.1.2 Adherens Junctions

Adherens Junctions bilden einen Adhésionsgiirtel entlang der Zellen und befinden sich in
polarisierten Epithelzellen basal zu den Tight Junction (Farquhar & Palade, 1963). Sie ver-
leihen Gewebe mechanische Stabilitit und sind an der Morphogenese beteiligt (Gumbiner,
1996). In den postkapilliren Venolen sind sie die dominierenden Zellverbindungen, weil
dort nur rudimentire Tight Junction ausgebildet werden. Wahrend der Ausbildung von
Zellkontakten werden zuerst die Adherens Junctions und dann die Tight Junctions aufge-
baut.

Die Adhésion zwischen Zellen wird iiber Calcium-abhéngige Transmembranproteine ver-
mittelt, die zur Superfamilie der Cadherine gehoren (Boller et al., 1985). In Epithelzellen
ist E-Cadherin an der Aufrechterhaltung der Zellkontakt-Integritit beteiligt (Vestweber &
Kemler, 1985). Das Vascular Endothelial-Cell-specific Cadherin (VE-Cadherin, Cadhe-
rin5, CD144) ist hingegen ein essentielles Adhdsionsmolekiil fiir die Integritét der Endo-



thelzellbarriere und spezifisch fiir Adherens Junctions in Endothelzellen (Ali et al., 1997,
Breier et al., 1996; Dejana et al., 1999; Lampugnani et al., 1992).

Der cytoplasmatische Teil der Cadherine assoziiert mit B-Catenin, Plakoglobin (y-Catenin)
und p120°" aus der Armadillo Proteinfamilie (Aberle et al., 1994; Geiger & Ginsberg,
1991; Herrenknecht et al., 1991; Hulsken et al., 1994; Nagafuchi et al., 1991; Shibamoto et
al., 1995; Tsukita et al., 1992). Im Gegensatz zu p120°" sind B-Catenin und Plakoglobin in
der Lage, an a-Catenin zu binden, das wiederum eine Anheftungsstelle fiir Actinfilamente
darstellt (Daniel & Reynolds, 1995; Dejana et al., 1995). B-Catenin ist an der Wnt
Signaltransduktion beteiligt, kann wie andere Mitglieder der Armadillo-Familie in den
Nukleus translozieren, bindet an Transkriptionsfaktoren und ist an der Kontrolle der Gen-
expression beteiligt (Behrens et al., 1996; Huelsken & Behrens, 2002).

1.1.3 Complexi Adhaerentes

In Epithelien vermitteln Desmosomen eine starke Adhdsion zwischen den Zellen, welche
durch die Transmembranproteine Desmoglein und Desmocollin ausgeiibt wird, die zur
Cadherin-Familie gehdren (Schwarz et al., 1990). Diese binden an das intrazelluldre Prote-
in Plakoglobin, das wiederum Desmoplakin bindet und als Verankerungspunkt fiir Keratin-
Filamente dient (Schmidt et al., 1994).

Klassische Desmosomen werden im Endothel nicht ausgebildet, dafiir aber funktional &hn-
liche Strukturen, die als Complexi Adhaerentes bezeichnet werden (Schmelz & Franke,
1993; Schmelz et al., 1994). Vaskuldre und lymphatische Endothelzellen exprimieren die
cytoplasmatischen Proteine Plakoglobin und Desmoplakin, welche mit VE-Cadherin und
Vimentin-Filamenten kolokalisieren (Lampugnani & Dejana, 1997; Valiron et al., 1996).

1.1.4 Gap Junctions

Gap Junctions sind Cluster von hydrophilen Kanélen in der Zellmembran, die den direkten
Austausch von lonen und kleinen wasserloslichen Molekiilen zwischen Nachbarzellen er-
lauben und von kanalbildenden Proteinen (Connexinen) gebildet werden (Beyer, 1993). In
Endothelzellen sind Gap Junctions iiber den gesamten Zellkontakt verteilt (Dejana et al.,
1995). Jeweils sechs Connexine bilden ein Connexon mit zentraler Pore. Zwei Connexone
von benachbarten Zellen bilden einen durchgingigen, wassergefiillten Kanal. Fiir Endo-
thelzellen ist die Expression der Connexine 37, 40 und 43 beschrieben (Bruzzone et al.,
1993; Larson et al., 1997). Gap Junctions sind wichtige Strukturen fiir homotypische (En-
dothelzelle — Endothelzelle) oder heterotypische Kommunikation (Endothelzelle — glatte
Muskelzelle, Makrophage oder Perizyt) (Allt & Lawrenson, 2001; Polacek et al., 1997).
Die Anzahl der Gap Junctions korreliert mit der von Tight Junctions, in die diese interka-
liert sind (Simionescu & Simionescu, 1991).



1.2 Leukozyten-Adhasionskaskade

Das Immunsystem schiitzt unseren Organismus vor Infektionen und priift Gewebe auf die
Expression verdnderter kdrpereigener Antigene. Eine zentrale Rolle bei der angeborenen
und adaptiven Immunantwort spielt die Migration von Leukozyten durch das Endothel.

Da Pathogene eine extrem hohe Proliferationsrate haben, muss zur Abwendung einer sys-
temischen Infektion und Schiadigung des betroffenen Gewebes eine schnelle Antwort des
Immunsystems erfolgen. Im Rahmen der angeborenen Immunantwort kommt es zur
Aktivierung des Komplementsystems und zur Aufnahme der Mikroorganismen durch Pha-
gocyten. Diese wiederum schiitten Cytokine und Entziindungsmediatoren wie beispiels-
weise die Interleukine IL-1, IL-6, IL-8 und IL-12, den Tumornekrosefaktor-a (TNF-a),
Plasminogenaktivator, Prostaglandine, den platelet-activating factor (PAF) und das Leu-
kotrien LTB4 aus. Der Komplementfaktor C5a fiihrt zur Aktivierung von Mastzellen, die
Histamin und LTB4 freisetzen, welche zur Aktivierung der Endothelzellen fiihren. Da-
durch kommt es zu einer Dilatation der Gefélle, einer Verlangsamung des Blutflusses und
in postkapilliren Venolen zu einer erh6hten Permeabilitit sowie zur Expression von Zell-
adhdsionsmolekiilen. Zunédchst wandern Neutrophile aus den Blutgefillen ins Gewebe aus,
spéter folgen Monozyten, die im Gewebe zu Makrophagen oder myeloiden dendritischen
Zellen differenzieren. Die Zellen werden an den Infektionsherd gelockt, wo sie Pathogene
durch Rezeptoren wie den Toll-like receptor erkennen (Takeda et al., 2003). Die innerhalb
von kurzer Zeit in grofer Zellzahl gebildeten Neutrophilen und Monozyten haben nur eine
kurze Lebensdauer, halten aber die Pathogene bis zum Einsetzen der angeborenen Immun-
antwort in Schach.

Reife, nicht aktivierte Lymphozyten als Komponenten der adaptiven Immunantwort zir-
kulieren kontinuierlich zwischen Blut und lymphatischen Geweben auf der Suche nach
threm spezifischen Antigen (Ager, 1994; Pabst & Binns, 1989; Salmi & Jalkanen, 1997;
Wiedle et al., 2001). Die Auswanderung der Lymphozyten findet in den postkapilldren
Venolen mit hohem Endothel (high endothelial venules, HEV) statt (Anderson & Ander-
son, 1976), die in allen sekundéren lymphatischen Organen aufler der Milz vorkommen
und eine spezialisierte Morphologie haben. Sobald der Lymphozyt sein spezifisches Anti-
gen erkennt, dndert sich die Expression der Zelladhdsionsmolekiile, der Chemokin-
Rezeptoren und somit auch das Migrationsverhalten, wodurch er im Gegensatz zu naiven
Lymphozyten in nicht lymphatisches Gewebe auswandern kann, um dort die Immunab-
wehr auszufiihren (Muller, 2002).



10

< Selektine >
¢ Chemokine
| Integrine |
< Immunglobulin Superfamilie
- - - — = -
1. Anhaftung und Rollen —» FlieBrichtung

2. Aktivierung des Blutes
, ‘ ) c 3. Feste Adhasion }4. Transmigration
-ty -

2 g -

Abb. 1: Modell der Leukozyten-Adhasionskaskade (modifiziert nach Zollner et al., 1999).

Die Interaktion zwischen Leukozyten und Endothelzellen erfolgt iiber verschiedene Zell-
adhidsionsmolekiile, die zu den Selektinen, den Integrinen und der Immunglobulin Super-
familie gehoren, und {iber Signale von den Endothelzellen an die Leukozyten (Panes &
Granger, 1998). Durch die Stimulation von Endothelzellen durch Cytokine und bakterielle
Bestandteile werden Tight und Adherens Junctions lokal aufgelost (Feldmann et al., 1996).
Der streng regulierte Prozess kann in die vier Schritte der Leukozyten-Adhédsionskaskade
unterteilt werden kann (siche Abb. 1) (Butcher & Picker, 1996; Carlos & Harlan, 1994;
Springer, 1994). Zunédchst erfolgt ein Selektin-vermitteltes reversibles Anhaften und Rol-
len der Leukozyten auf dem Endothel, gefolgt von einer Aktivierung durch Chemokine.
Dies fiihrt zu einer festen Adhésion der Leukozyten auf den Endothelzellen und anschlie-
Bend zur Extravasation aus dem Blutgefd3 ins umliegende Gewebe. Diese einzelnen
Schritte werden in den folgenden Abschnitten ndher erldutert.

1.2.1 Anhaftung und Rollen

Durch die reversible Selektin-vermittelte Anhaftung (tethering) von Leukozyten an die
GefaBwand wird die Geschwindigkeit der Zellen herabgesetzt. Der Blutstrom treibt die
Leukozyten vorwiarts, wodurch diese an der GefiBBwand entlang rollen (rolling). Die
Schritte der reversiblen Anhaftung und des Rollens werden von Selektinen und ihren gly-
kosylierten Liganden vermittelt (Vestweber & Blanks, 1999). P-Selektin (CD62P) ist auf
Endothelzellen und Thrombozyten (platelets) zu finden, wihrend die Expression von
L-Selektin (CD62L) auf Leukozyten und die von E-Selektin (CD62E) auf Endothelzellen
beschriankt ist (Ebnet & Vestweber, 1999). Selektine binden das Tetrasaccharid Sialyl-
Lewis™ von Protein- oder Lipid-Liganden tiber ihre Lektindomine (Foxall et al., 1992;
Phillips et al., 1990; Walz et al., 1990). Glykoproteine sind vermutlich die physiologischen
Liganden der Selektine (Vestweber & Blanks, 1999).
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L-Selektin ist auf der Oberfliche der meisten Leukozyten lokalisiert, auf Gedachtnis-
Lymphozyten und aktivierten Leukozyten ist die Expression jedoch reduziert oder fehlt.
(Gallatin et al., 1983; Kishimoto et al., 1990; Vestweber & Blanks, 1999). Seine Liganden
sind konstitutiv auf postkapilliren Venolen mit hohem Endothel (high endothelial venules,
HEV) exprimiert. Dabei ist L-Selektin fiir den Eintritt naiver Lymphozyten in sekundére
lymphatische Gewebe im Rahmen der Immuniiberwachung verantwortlich (Berg et al.,
1989). Durch Erkennung des spezifischen Antigens wird der Lymphozyt aktiviert, prolife-
riert und L-Selektin verschwindet von der Zelloberfliche. Dadurch wird der Wiedereintritt
in Lymphknoten verhindert und die Extravasation aktivierter Lymphozyten in entziindetes
Gewebe ermdglicht (Hafezi-Moghadam et al., 2001; Rigby & Dailey, 2000). Die Entfer-
nung von L-Selektin erfolgt durch proteolytische Spaltung mittels Metalloproteasen
(Preece et al., 1996). Als Liganden von L-Selektin wurden GlyCAM-1, CD34, Podocaly-
xin und MAdCAM-1 identifiziert (Baumhueter et al., 1994; Berg et al., 1993; Imai et al.,
1991; Lasky et al., 1992; Sassetti et al., 1998).

Humanes P-Selektin wird von Thrombozyten in a-Granula (Hsu-Lin et al., 1984; McEver
& Martin, 1984) und von Endothelzellen in Weibel-Palade-Korperchen (McEver et al.,
1989), spezialisierten Granula, gespeichert. Nach einer Stimulation mit Histamin, Throm-
bin, Leukotrien LTB4 oder dem Komplementfaktor C5a kommt es durch Fusion der Gra-
nula mit der Plasmamembran innerhalb weniger Minuten zu einer Prisentation von
P-Selektin auf der Zelloberfldche (Hattori et al., 1989; McEver et al., 1989). Die Menge an
P-Selektin erreicht 5 bis 10 Minuten nach Stimulation ihr Maximum und sinkt innerhalb
der nichsten 30 bis 60 Minuten stark ab, wobei das Protein durch Endozytose internalisiert
wird (Setiadi et al., 1995). Als P-Selektin Liganden wurden der P-Selektin-Glykoprotein-
Ligand-1 (PSGL-1) und ein 120 kDa Ligand in myeloiden Zellen nachgewiesen (Moore et
al., 1992; Sako et al., 1993).

Im Gegensatz zu P-Selektin wird E-Selektin nach Stimulation durch LPS, die Cytokine
TNF-a oder Interleukin IL-18 durch de novo Proteinsynthese hochreguliert (Bevilacqua, et
al., 1987; Pober et al., 1987). Nach 3 bis 4 Stunden ist die Expression von E-Selektin auf
der Zelloberfliche maximal und 16 bis 20 Stunden nach Stimulation ist durch Endozytose
wieder die urspriingliche Menge auf der Oberflache erreicht (Vestweber & Blanks, 1999).
Der E-Selektin-Ligand-1 (ESL-1) (Levinovitz et al., 1993; Steegmaier et al., 1995),
PSGL-1 (Asa et al., 1995) und L-Selektin (Zollner et al., 1997) wurden als E-Selektin Li-
ganden identifziert.

Neben den Selektinen kann auch das Leukozyten Integrin VLA-4 (a4B1) ein Anhaften und
Rollen auf vascular cell adhesion molecule-1 (VCAM-1) unterstiitzen, welches von akti-
vierten Endothelzellen exprimiert wird (Alon et al., 1995; Berlin et al., 1995; Henderson et
al., 2001). AuBlerdem kann das Glykoprotein CD44 in seiner Funktion als Adhisionsmole-
kiil ein Rollen von Leukozyten auf Hyaluronan vermitteln (Clark et al., 1996; DeGrendele
et al, 1996). Hyaluronan ist Bestandteil der extrazelluldren Matrix und wird auf Endothel-
zellen nach Stimululation hochreguliert (Mohamadzadeh et al., 1998).
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1.2.2 Aktivierung

Die durch Selektine vermittelte Interaktion von Leukozyten und Endothel hat eine geringe
Bindungsstérke und ist reversibel. Fiir eine stabile Adhésion werden die Leukozyten durch
Chemokine aktiviert. Bisher wurden mehr als 40 verschiedene humane Chemokine mit
spezifischen und teilweise iiberlappenden Funktionen identifiziert (Ebnet & Vestweber,
1999). Chemokine werden konstitutiv oder nach Stimulation mit LPS, TNF-a oder IL-1
von Endothelzellen exprimiert. Die Chemokine SLC, ELC, TARC und DC-CK1 werden
konstitutiv exprimiert und regulieren die Rekrutierung naiver Lymphozyten in sekundire
lymphatische Organe (Baggiolini, 1998). Durch Stimulation der Endothelzellen werden
unter anderem macrophage inflammatory proteins (MIPs), monocyte chemotactic proteins
(MCPs), Fraktalkine (CX3CL1) und RANTES (CCL5) exprimiert (Baggiolini & Dahin-
den, 1994; Ben-Baruch et al., 1995). Einige Chemokine binden iiber eine Heparin-
bindende Doméne an Proteoglykane auf der luminalen Oberfliche von Endothelzellen
(Tanaka et al., 1993). Leukozyten tragen verschiedene Chemokin-Rezeptoren auf ihrer
Oberflache, die an G-Proteine gekoppelt sind und in der Regel mehr als ein Chemokin bin-
den (Mantovani, 1999; Ward et al., 1998). Eine Chemokin-Bindung fiihrt zur Induktion der
Genexpression oder zur Aktivierung der Integrine auf der Oberfliche von Leukozyten
(Panes & Granger, 1998).

1.2.3 Feste Adhasion

Die stabile Adhédsion von Leukozyten und Endothelzellen wird von Integrinen und ihren
Liganden, Proteinen der Immunglobulin Superfamilie, ausgelibt. Integrine bestehen aus
zwei nicht kovalent verbundenen transmembranen Glykoproteinen, die man als o- und
3-Kette bezeichnet (Haas & Plow, 1994; Shimizu et al., 1999). Bisher wurden siebzehn o—
und acht (-Untereinheiten identifiziert und mehr als 20 verschiedene Integrine in Zellen
des Immunsystems nachgewiesen. Diese vermitteln Zell-Zell und Zell-Substrat Interaktio-
nen. Fiir die Adhdsion von Leukozyten an Endothelzellen spielen vor allen Dingen die in
Tabelle 3 aufgelisteten Integrine und Liganden eine Rolle (Panes & Granger, 1998; Stuiver
& O'Toole, 1995).

Durch die Bindung von Chemokinen an die spezifischen Rezeptoren auf Leukozyten
kommt es zu einer erh6hten Adhésivitit der Integrine. Dies kann durch eine erhohte Affini-
tit (Ginsberg, 1995), die Assoziation mit dem Cytoskelett (Kucik et al., 1996) oder die
Bildung von Clustern hervorgerufen werden (van Kooyk et al., 1994).

Das intercellular cell adhesion molecule-1 (ICAM-1) sowie ICAM-2 werden konstitutiv
auf Endothelzellen exprimiert. Die Expression von ICAM-1 und vascular cell adhesion
molecule (VCAM), das auf ruhendem Endothel gering vorhanden ist, wird durch Stimula-
tion mit [L-1, TNF-a oder LPS hochreguliert (Dustin et al., 1986; Wellicome et al., 1990).
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Tabelle 3: Integrine und ihre Liganden, die an der Adhésion von Leukozyten an Endo-
thelzellen beteiligt sind.

Integrin  Alternative Bezeichnung Expression Ligand auf Endothelzel-
len
o B3r LFA-1, CD11a/CD18 alle Leukozyten ICAM-1, -2, -3

oMby Mac-1, CD11b/CD18 Monozyten, Neutrophile, = ICAM-1, iC3b
oxBs pl150,95,CD11¢/CD18  Monozyten, Neutrophile Fibrinogen, iC3b
ophs CD11d/CD18 Myeloide Zellen ICAM-3, VCAM-1

ol VLA-4, CD49d/CD29 Lymphozyten, Monozyten, VCAM-1
Eosinophile

1.2.4 Transmigration

Der letzte Schritt der Leukozyten-Adhésionskaskade, die Extravasation der Leukozyten
aus den Blutgefdlen, findet bei einer Entziindungsreaktion in postkapilldren Venolen statt,
die nur rudimentire Tight Junctions ausbilden. In ultrastrukturellen Studien konnte einer-
seits eine transzelluldre Migration fiir Neutrophile festgestellt werden (Feng et al., 1998).
Andererseits wurde in den meisten Arbeiten der parazellulire Weg nachgewiesen. Die
Migration von Neutrophilen an der Kontaktfliche von drei aufeinanderstoenden Zellen
wird gegeniiber einem Zellkontakt zwischen zwei Zellen bevorzugt, weil die Tight Juncti-
ons dort in vitro diskontinuierlich sind (Burns et al., 2000; Burns et al., 1997). Allerdings
konnte dies spezifisch fiir Neutrophile sein, denn Monozyten scheinen vorzugsweise an der
Kontaktfliche zweier Zellen durchzuwandern (Shaw et al., 2001). Der Leukozyt dringt
sich dabei durch den Endothelzellkontakt. Der Abbau seines Cytoskeletts an der apikalen
Seite der Endothelzellen und der Wiederaufbau auf der abluminalen Seite dauert bei
Neutrophilen in vitro ungefdhr 90 Sekunden (Muller, 2003). Dabei verlduft die transen-
dotheliale Migration von Leukozyten in vitro ohne einen Anstieg der Permeabilitit oder
eine Verringerung des transendothelialen elektrischen Widerstandes (Huang et al., 1988;
Huang et al., 1993).

Die Adhision von Neutrophilen fiihrt in den Endothelzellen zu einem Anstieg der cytoso-
lischen freien Ca**-Konzentration. Falls dieser Anstieg unterbunden wird, wird die Diape-
dese, aber nicht die Adhision von Neutrophilen inhibiert (Hixenbaugh et al., 1997). Der
transiente Anstieg des intrazelluliren freien Ca®" fiihrt zur Aktivierung der Calmodulin-
abhangigen myosin light chain kinase, die eine Konformationsinderung von Myosin II
bewirkt. Dadurch kommt es zu einer Kontraktion der Endothelzellen, wodurch sich der
Abstand der Zellen zueinander vergroflert und den Durchtritt der Leukozyten erleichtert
(Hixenbaugh et al., 1997). Das Heparin-bindende Protein Azurocidin, das als 16sliches
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Protein von Neutrophilen freigesetzt wird, kann einen Anstieg der intrazelluldren Ca®'-
Konzentration hervorrufen (Gautam et al., 2001). Auch eine Quervernetzung von E- oder
P-Selektin beziehungsweise VCAM auf aktivierten Endothelzellen kann dies auslosen

(Lorenzon et al., 1998).

Verschiedene Transmembranproteine im Zellkontaktbereich von Endothelzellen, die ho-
mophil interagieren kénnen und moglicherweise eine Rolle bei der Regulation interen-
dothelialer Kontakte haben, scheinen an der Extravasation von Leukozyten beteiligt zu
sein. Auf einzelne Proteine, die in Abbildung 2 dargestellt sind, soll im Folgenden ndher

eingegangen werden.

Ruhendes Endothel
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Transendotheliale Migration

—00 00— JAM-A
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—00000 20000 PECAM-1
—t fH— cD99

Abb. 2: An der transendothelialen Migration von Leukozyten beteiligte Molekdle
(modifiziert nach Muller et al., 2003).
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1.241 PECAM-1

Das Platelet Endothelial Cell Adhesion Molecule-1 (PECAM-1) ist ein 130 kDa Glykopro-
tein mit diffuser Expression auf der Oberfliche von Blutpldttchen, Monozyten, Granulozy-
ten, NK-Zellen und einer Subpopulation von T-Zellen (Muller et al., 1989; Newman et al.,
1990). Als Transmembranprotein der Immunglobulin Superfamilie ist es im Zellkontakt
von Endothelzellen konzentriert, wobei es weder Tight noch Adherens Junctions zugeord-
net werden kann. Eine Inkubation mit einer Kombination der Entziindungsmediatoren
TNF-a und IFN-y verursacht eine Umverteilung von PECAM-1 aus dem endothelialen
Zellkontakt (Romer et al., 1995). Neben seiner Funktion als Zelladhidsionsmolekiil ist es an
der Signaltransduktion beteiligt.

Aufgrund von Blockierungsstudien mit Antikérpern wird PECAM-1 mit einer Regulation
der Leukozyten-Transmigration und der Angiogenese in Verbindung gebracht. Anti-
PECAM-1 Antikorper, welche gegen die erste oder zweite Immunglobulin-Domine ge-
richtet sind, sowie rekombinantes 16sliches PECAM-1 Fusionsprotein inhibieren die trans-
endotheliale Migration von Monozyten und Neutrophilen (Bogen et al., 1994; Liao et al.,
1997; Liao et al., 1995; Muller et al., 1993). Die Zellen verharren direkt oberhalb des In-
terzellularspalts. Antikorper hingegen, die gegen die sechste Ig-Doméne gerichtet sind,
verhindern die Migration durch die Basalmembran (Liao et al., 1995). PECAM-1 kann
nicht das einzige Molekiil sein, das an der Diapedese beteiligt ist, da in vitro und in vivo
keine vollstindige Blockierung erreicht werden kann. Mit der PECAM-1 knock-out Maus
kann in den meisten akuten Entziindungsmodellen kein signifikanter Unterschied zum
Wildtyp festgestellt werden (Duncan et al., 1999). Die Funktion von PECAM-1 scheint
von dem/den Molekiile(n) kompensiert zu werden, die fiir die verbleibenden 10-20% Mi-
gration bei Blockierungsexperimenten verantwortlich sind. Interessanterweise ist mittels
elektronenmikroskopischer Aufnahmen eine leichte Akkumulation von Leukozyten zwi-
schen Endothel und Basalmembran zu erkennen. Fiir eine Beteiligung von PECAM-1 an
der Regulation der transendothelialen Migration sprechen auch Ergebnisse der experimen-
tellen autoimmunen Enzephalomyelitis, dem Mausmodell fiir Multiple Sklerose (Graesser
et al., 2002). Bei der PECAM-1 knock-out Maus konnte ein fritheres Einsetzen klinischer
Symptome beobachtet werden. AuBerdem war die durch Histamin induzierte Offnung der
Zellkontakte verlédngert.

In Endothelzellen wurden 50 nm grof3e, vesikuldre Strukturen entdeckt, die miteinander
und mit der Zellmembran verbunden sind und ein Drittel des gesamten PECAM-1 einer
Zelle enthalten (Mamdouh et al., 2003). Das PECAM-1 dieses Membrankompartiments
wird konstitutiv recycled. Wéhrend der Migration von Monozyten veréndert sich das Re-
cycling, und PECAM-1 wird in den Zellkontaktbereich zwischen Endothelzelle und Mo-
nozyt transportiert.
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1.242 CD99

CD99 ist ein stark glykosyliertes 32 kDa Protein, das auf der Oberfliche der meisten Leu-
kozyten und im Zellkontakt konfluenter Endothelzellen lokalisiert ist und keiner der bisher
bekannten Proteinfamilien zugeordnet werden kann (Schenkel et al., 2002). In einem in
vitro Transmigrationsmodell wurde durch anti-CD99 Antikoérper die Diapedese von Mono-
zyten um mehr als 90% blockiert. Sowohl die Inhibition von CD99 auf Leukozyten als
auch auf Endothelzellen war ausreichend, was auf eine homophile Interaktion hindeutet.
Die Verwendung von anti-CD99 und anti-PECAM-1 Antikorpern fiihrte zu einem additi-
ven Effekt und zu einer kompletten Blockierung der Transmigration, weshalb die beiden
Molekiile an unterschiedlichen Schritten der Diapedese beteiligt zu sein scheinen. Dafiir
spricht auch, dass bei den Blockierungsexperimenten mit anti-CD99 Antikorpern Monozy-
ten auf halbem Weg durch den Zellkontakt verharren.

1.2.4.3 VE-Cadherin

Bei in vitro Analysen mit Monozyten verschwinden VE-Cadherin und assoziierte Catenine
transient aus dem Zellkontakt von Endothelzellen (Allport et al., 2000). Kleine Locher im
Adhésionsgiirtel werden fiir die Extravasation ausgenutzt, die sich fiinf Minuten nach der
Migration wieder geschlossen haben (Shaw et al., 2001). Es bleibt unklar, ob das Ver-
schwinden der Adherens Junctions Voraussetzung oder Konsequenz der transendothelialen
Migration ist. Antikorper gegen VE-Cadherin fithren zu einer Erhdhung der Permeabilitit
und fiithren bei aktiviertem Endothel zu einer verdnderten Lokalisation (Corada et al., 1999;
Lampugnani et al., 1992). AuBlerdem kann ein anti-VE-Cadherin Antikorper den Aufbau
des transendothelialen elektrischen Widerstandes eines kultivierten Endothelzellrasen inhi-
bieren (Gotsch et al., 1997). Im Peritonitismodell fiihrt derselbe Antikorper zu einer be-
schleunigten Einwanderung von Leukozyten ins Peritoneum.

1.244 JAM-A

Das junctional adhesion molecule-A (JAM-A) wurde neben seiner Expression in Endothel-
und Epithelzellen auch auf murinen Thrombozyten und dendritischen Zellen (Malergue et
al., 1998), sowie auf humanen Neutrophilen, Monozyten, einer Subpopulation von
Lymphozyten, Erythrozyten und Thrombozyten detektiert (Liu et al., 2000; Sobocka et al.,
2000; Williams et al., 1999). Mehrere Publikationen sprechen fiir einen Einfluss von
JAM-A bei der transendothelialen Migration:

Der monoklonale Antikdrper BV 11 inhibiert die spontante und Chemokin-induzierte Mig-
ration von humanen Monozyten durch einen murinen Endothelzellmonolayer in vitro und
die Einwanderung von Monozyten bei einem in vivo Haut-Entziindungsmodell (Martin-
Padura et al., 1998). Derselbe Antikorper zeigt blockierende Wirkung bei einem Cytokin-
induziertes Meningitismodell (Del Maschio et al., 1999), jedoch keine Inhibition bei einem
durch Bakterien oder Viren induzierten Meningitismodell (Lechner et al., 2000). Andere
monoklonale und polyklonale anti-JAM-1 Antikorper konnten zwar die Ausbildung des
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transepithelialen elektrischen Widerstandes beeintriachtigen, aber nicht die transendothelia-
le und transepitheliale Migration von humanen Granulozyten (Liu et al., 2000). Somit
scheint es moglich, die Funktion von JAM-A fiir die Integritét interepithelialer und inte-
rendothelialer Zellkontakte von einer Beteiligung von JAM-A bei der transendothelialen
Migration von Leukozyten zu trennen.

In einer weiteren Studie wurde die Interaktion zwischen humanem JAM-A und lymphocyte
function-associated antigen-1 (LFA-1, CD11a/CD18) (Ostermann et al., 2002) nachgewie-
sen. Mit einem polyklonalen Maus Antikorper konnte die transendotheliale Migration von
Neutrophilen und T-Zellen inhibiert werden. AuBerdem wurde die Adhésion von T-Zellen
auf TNF-a und IFN-y stimuliertem Endothel blockiert. Bei dieser Interaktion war die
Membran-proximale Ig-Doméne beteiligt, und nicht die fiir die Dimer-Bildung benétigte
Membran-distale Ig-Domine. Durch die Stimulation von priméren humanen Endothelzel-
len aus Nabelschnurvenen (human umbilical vein endothelial cells, HUVECSs) mit einer
Kombination aus TNF-a und IFN-y wird JAM-A aus dem Zellkontaktbereich auf die api-
kale Membran umverteilt, die Menge an membrangebundenem JAM-A édndert sich jedoch
nicht (Ozaki et al., 1999).

1.245 JAM-B

Eine starke Expression von JAM-B ist fiir den interzelluldren Kontakt von HEVs nachge-
wiesen worden (Palmeri et al., 2000). Eine Proteininteraktion zwischen JAM-B und
JAM-C, die allerdings nicht direkt mit Leukozyten und Endothelzellen gezeigt wurde, lie-
fert einen Hinweis auf eine mogliche Beteiligung der Molekiile bei der transendothelialen
Migration von Leukozyten (Arrate et al., 2001; Liang et al., 2002). Dafiir spricht auch die
Bindung von mit humanem JAM-B transfizierten Zellen an das very late antigen-4
(VLA-4, a4B3;, CD49d/CD29), das von Lymphozyten, Monozyten und Eosinophilen
exprimiert wird (Cunningham et al., 2002). Allerdings ist die Bindung erst effizient, wenn
JAM-B bereits eine Interaktion mit JAM-C eingegangen ist.

1.246 JAM-C

Auch JAM-C wird stark auf HEVs exprimiert (Aurrand-Lions et al., 2001), zudem ist es
auf Subpopulationen von humanen Lymphozyten und den meisten Monozyten nachge-
wiesen (Johnson-Leger et al., 2002). Mit Antikdrpern gegen JAM-C oder mit l1slichem re-
kombinantem JAM-C wurde eine durch stromal derived factor-1 (SDF-1, CXCL12) indu-
zierte Migration von humanen Granulozyten durch HUVECs blockiert (Johnson-Leger et
al., 2002). AuBlerdem ist fiir humanes JAM-C eine Interaktion mit dem Integrin Mac-1
(CD11b/CD18) auf Thrombozyten gezeigt worden (Santoso et al., 2002). Die Identifikati-
on von Integrin-Liganden fiir JAM-B und JAM-C, welche auf zirkulierenden Leukozyten
vorhanden sind, deutet auf mogliche Interaktionen in Abhdngigkeit der physiologischen
Parameter und auf eine Beteiligung der Molekiile an der transendothelialen Migration hin.
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2 Zielsetzung

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, zum ndheren Verstindnis der molekularen Mechanis-
men beizutragen, welche die Zellkontakte zwischen Endothelzellen kontrollieren. Die Re-
gulation der vaskuldren Permeabilitit, der Leukozyten Extravasation und der Angiogenese
hiingen von der Ausbildung bezichungsweise der Offnung endothelialer Zellkontakte ab.
Tight Junction-assoziierte Proteine sind fiir die Ausbildung einer selektiven Permeabili-
titsbarriere verantwortlich. Proteine aus verschiedenen Bereichen des Zellkontakts wie
VE-Cadherin, PECAM-1, CD99 und JAM-A haben cinen Einfluss auf die transendothelia-
le Migration von Leukozyten.

Auf der Suche nach Transmembranproteinen, die im Zellkontakt von Endothelzellen loka-
lisiert sind, wurden an diesem Institut monoklonale Antikdrper (mAk) gegen murine Endo-
theliomazellen hergestellt. Mit dem mAk V1G8 war bereits ein bisher unbekanntes Protein
durch Immunprézipationen identifiziert worden, liber das durch MALDI-TOF Analysen
erste Informationen vorlagen.

Zunichst sollte im Rahmen dieser Arbeit das durch den mAk V1G8 erkannte Antigen klo-
niert und biochemisch charakterisiert werden. In Immunfluoreszenz-Studien sollte zudem
die zelluldre Lokalisation und die Fahigkeit zur Ausbildung homo- und heterophiler Inter-
aktionen geklart werden.

Eine weitere Fragestellung war die Auswirkung von Antikdrpern gegen das 1G8 Antigen
auf Permeabilitdt und transendotheliale Migration in verschiedenen in vitro Systemen.
Durch ektopische Expression sollte die physiologische Relevanz des 1G8 Antigens auf den
Aufbau und die Integritdt von Zellkontakten analysiert werden.

In einem zweiten Teil dieser Arbeit sollten polyklonale Antikérper (pAk) gegen das juncti-
onal adhesion molecule-A (JAM-A) charakterisiert werden. Diese pAk sollten bei in vitro
Transmigrationsexperimenten eingesetzt werden, da es widerspriichliche Angaben {iiber
eine Beteiligung von JAM-A an der transendothelialen Migration von Leukozyten gibt. Im
weiteren Verlauf sollten die Expression von murinem JAM-A auf Leukozyten und der Ein-
fluss der pAk auf die Zellkontaktbildung in Epithelzellen untersucht werden.



19

3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Chemikalien und Reagenzien

AgNO; (Merck, Darmstadt, #1.01512)

a-MEM, Pulver (Gibco BRL, Life Technologies, Karlsruhe, #11900-073)

ABI PRISM BigDye™ Premix v1.0 (Applied Biosystems, Warrington, GB, # 4303150)
ABI PRISM BigDye™ Premix v2.0 (Applied Biosystems, Warrington, GB, # 4314415)
ABI Loading Buffer (Applied Biosystems, Warrington, GB, #402055)

Agarose (Cambrex, Rochland, ME, USA, #50004)

Ampicillin (Sigma-Aldrich, Steinheim, # A-9518)

Amylose Resin (New England Biolabs, Beverly, MA, USA, #E8021S)

Aprotinin (Roche Diagnostic, Mannheim, #981532)

APS (Bio-Rad, Miinchen, #161-0700)

Bacto™ Agar (Becton-Dickinson, Heidelberg, #214030)

Bacto™ Yeast Extract (Becton Dickinson, Heidelberg, #212750)

B-Mercaptoethanol, 50 mM (Gibco BRL, Life Technologies, Karlsruhe, #31350-010)
Blasticidin S HCI (Invitrogen, Life Technologies, Karlsruhe, #46-1120)

Borsidure (Riedel-de Haén, Seelze, #11607)

Bromphenolblau (Sigma-Aldrich, Steinheim, #B-7021)

BSA (Sigma-Aldrich, Steinheim, #A-7906)

CaCl, (Merck, Darmstadt, #1.02382.1000)

Caprylsdure (Sigma-Aldrich, Steinheim, #C-2875)

CASY'ton isotone Kochsalzlosung (Schirfe System, Reutlingen, #043-90037P)

Cell FIX™ (BD Biosciences, Heidelberg, #340181)

CHCI; (Fluka, Buchs, #25690)

Citronensdure (Merck, Darmstadt, #1.00247.5000)

CNBr-activated Sepharose™ 4B (Amersham Biosciences, Uppsala, Schweden, #17-0430-01)
Coomassie® Brilliant Blue R250 (Sigma-Aldrich, Steinheim, #B-0149)

dATP, 100 mM (Sigma-Aldrich, Steinheim, #D-4788)

DEPC (Sigma-Aldrich, Deisenhofen, # D-5758)

Dimethylformamid (J.T. Baker, Deventer, Niederlande, #7032)

DMEM, Pulver (High Glucose) (Gibco BRL, Life Technologies, Karlsruhe, #52100-039)
DMEM ohne Ca2+, Mg2+ (Gibco BRL, Life Technologies, Karlsruhe, #21068-028)
DMSO (Merck, Darmstadt, #1.02952.1000)

Doxycyclin (Sigma-Aldrich, Steinheim, #D-9891)

Dynabeads” M-450 Sheep anti-Rat IgG (Dynal Biotech GmbH, Hamburg, #110.08)
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dNTP Mix (Stratagene, Amsterdam, Niederlande, #200415)

DTT (Roche Diagnostic, Mannheim, #197777)

ECGS (Sigma-Aldrich, Steinheim, #E-0760)

EDTA (Roth, Karlsruhe, #8043.2)

EGTA (Sigma-Aldrich, Steinheim, #E-0396)

Essigsaure (Roth, Karlsruhe, #3738.2)

Ethanol (Riedel-de Haén, Seelze, #32205)

Ethidiumbromid (Sigma-Aldrich, Steinheim, #E-1510)

FACS Flow (BD Immunocytometry Systems, Heidelberg, #342003)

FACS® Lysing Solution (BD Immunocytometry Systems, Heidelberg, #349202)
FBS, Tet System Approved (BD Clontech, Heidelberg, #631106)

FCS (PAN Biotec, Aidenbach, #P30-1502)

Fibronektin (Sigma-Aldrich, Steinheim, #F-1141)

Filipin IIT (Sigma-Aldrich, Steinheim, #F4767)

FITC-Dextran, 40kD (Sigma-Aldrich, Steinheim, #FD-40S)

Fetal Bovine Serum (BioWest, Nuaill¢, Frankreich, #S1800)

Fetal Bovine Serum, Ultra-Low IgG (Gibco BRL, Life Technologies, Karlsruhe, #16250-078)
Foetal Calf Serum Gold (PAA Laboratories, Linz, Osterreich, #A15-649)
Formaldehydldsung, min. 37% (Merck, Darmstadt, #1.04002)

Fluorescent Mounting Medium (DAKO, Hamburg, #S3023)

Gelatine (Sigma-Aldrich, Steinheim, #G-1393)

Gentamicin, G418 (PAA Laboratories, Pasching, Osterreich, #P27-011)
Glutathione (Sigma-Aldrich, Steinheim, # G-4251)

Glutathione-Agarose (Sigma-Aldrich, Steinheim, #G-4510)

Glycerin (Calbiochem, La Jolla, CA, USA, #356352)

Glycin (J.T.Baker, Deventer, Niederlande, #4059-06)

L-Glutamine, 200 mM (Gibco BRL, Life Technologies, Karlsruhe, #25030-024)
Harnstoff (J.T.Baker, Deventer, Niederlande, #0345)

HAT supplement, 50x (Gibco BRL, Life Technologies, Heidelberg, #21060-017)
HBSS ohne Ca®", Mg”" (Gibco BRL, Life Technologies, Heidelberg, #14170-088)
HCI, 37% (Riedel-de Haén, Seelze,#30721)

HCIL, 1M Losung (Bernd Kraft GmbH, Duisburg, #01041.3000)

Heparin (Sigma-Aldrich, Steinheim, #H-3149)

HEPES (Sigma-Aldrich, Steinheim, #H-7523)

Histamine (Sigma-Aldrich, Steinheim, #H-7125)

Histopaque®-1077 (Sigma-Aldrich, Steinheim, #1077-1)

Histopaque®-1119 (Sigma-Aldrich, Steinheim, #1119-1)

Hygromycin B (Invitrogen, Life Technologies, Karlsruhe, #10687-010)

IgG from Bovine Serum, Reagent Grade (Sigma-Aldrich, Steinheim, #1-5506)
IgG from Human Serum, Reagent Grade (Sigma-Aldrich, Steinheim, #1-4506)
IgG; A from Human Myeloma Plasma (Sigma-Aldrich, Steinheim, #I-5029)
Imidazol (Sigma-Aldrich, Steinheim, #I-0250)
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IPTG (Sigma-Aldrich, Steinheim, I-6758)

Isopropanol (J.T.Baker, Deventer, Niederlande, #8175)

KCI1 (Merck, Darmstadt, #1.04936.1000)

KHCOs; (J.T.Baker, Deventer, Niederlande, #2940-01)

KH,PO4 (Roth, Karlsruhe, #3904)

K,;HPOy4 (Roth, Karlsruhe, #6878)

Laminin (Sigma-Aldrich, Steinheim, #L-2020)

Leupeptin (Roche Diagnostic, Mannheim, #1-017-128)

Lysozym (Sigma-Aldrich, Steinheim, # L7651)

Magermilchpulver (Uelzena)

Maltose (Sigma-Aldrich, Steinheim, # M9171)

Medium 199 (Gibco BRL, Life Technologies, Karlsruhe, #31150-022)

MEM (Biochrom, Berlin, #FG0325)

MEM Natriumpyruvat, 100 mM (Gibco BRL, Life Technologies, Karlsruhe, #11360-039)
MEM Nichtessentielle Aminoséduren, (100x) (Gibco BRL, Karlsruhe, #11140-035)
Methanol (J.T. Baker, Deventer, Niederlande, #8045)

MgCl, (J.T. Baker, Deventer, Niederlande, #0162)

MgSO,4 (Merck, Darmstadt, #5886.0500)

Na,HPO4 (J.T.Baker, Deventer, Niederlande, #0306)

NaCl (J.T. Baker, Deventer, Niederlande, #0278)

NaH,PO4 (Merck, Darmstadt, #1.06346.1000)

NaHCOj; (Biochrom, Berlin, #L.1703)

NaNj (Merck, Darmstadt, #1.06688.0250)

NaOH (J.T. Baker, Deventer, Niederlande, #0288)

NaOH, IM Loésung (Bernd Kraft GmbH, Duisburg, #01030.3)

Natriumacetat (J.T. Baker, Deventer, Niederlande, #0256)

Natriumthiosulfat (Merck, Darmstadt, #1.06516.1000)

NH4C1 (Merck, Darmstadt, #1.01136)

NycoPrep™ 1.077A (Nycomed Pharma AS, Oslo, Norwegen, #1002380)

OPD (Sigma-Aldrich, Steinheim, #P-8412)

Paraformaldehyde (Sigma-Aldrich, Steinheim, #P-6148)

PBS Dulbecco w/o Ca2+, Mg2+ (Biochrom, Berlin, #L.182-10)

Polyethylenglycol 6000 (Merck, Darmstadt, #1.12033.1000)

Penicillin (10.000 U/ml)/Streptomycin (10.000 pg/ml) (Gibco BRL, Karlsruhe, #15140-122)
Pepstatin (Roche Diagnostics, Mannheim, #1524 488)

Prestained SDS-PAGE Standards, High Range (BIO-RAD, Miinchen, #161-0309)
Prestained SDS-PAGE Standards, Low Range (BIO-RAD, Miinchen, #161-0305)

Protein Free Hybridoma Medium (Gibco BRL, Life Technologies, Karlsruhe, #12040-051)
PMSF (Sigma-Aldrich, Deisenhofen, #P-7626)

Ponceau S Losung, 0,2% in 3% TCA (Serva, Heidelberg, #33427)

Protein A Sepharose™ CL-4B (Amersham Biosciences, Uppsala, Schweden, #17-0780-01)
Protein G Sepharose™ 4 Fast Flow (Amersham Biosciences, Uppsala, Schweden, #17-0618-01)
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Rabbit IgG, Technical Grade (Sigma-Aldrich, Steinheim, 1-8140)

RPMI 1640 Medium (Gibco BRL, Life Technologies, Karlsruhe, #31870-025)

RNase Block Ribonuclease Inhibitor (Stratagene, Amsterdam, Niederlande, #300152)
Rotiphorese® Gel 30, 30% Acrylamid mit 0,8% Bisacrylamid (Roth, Karlsruhe, #3029.1)
SDF-1a/CXCL12, Recombinant Murine (R&D Systems, Wiesbaden-Nordenstadt, #460-SD)
SDS (Calbiochem, La Jolla, CA, USA, #428015)

SDS-PAGE Molecular Weight Standards, Broad Range (BIO-RAD, Miinchen, #161-0317)
SmartLadder™ (Eurogentec, Seraing, Belgien, #MW-1700-02)

SuperSignal® West Pico Chemiluminescent Substrate (Pierce, Rockford, IL, USA, #34080)
TEMED (Bio-Rad, Hercules, CA, USA, #161-0801)

TNF-a, Recombinant Human (TEBU, Frankfurt am Main, #300-01A )

TRIZMA® BASE (Sigma-Aldrich, Steinheim, #T-1503)

Triton X-100 (Sigma-Aldrich, Steinheim, #T-8787)

Triton X-100, 10% (w/v) (Roche Diagnostics, Mannheim, #10716800)

TRIzol®Reagent (Gibco BRL, Life Technologies, Karlsruhe, #15596-018)

Trypan Blue Solution (0,4%) (Sigma-Aldrich, Steinheim, #T8154)

Trypsin/EDTA Solution, 0,05%/0,02% (w/v) (Biochrom, Berlin, #1.2143)

Tryptone Peptone (Becton Dickinson, Heidelberg, #211705)

Tween® 20 (Merck, Darmstadt, #8.22184.0500)

Wasserstoffperoxid, 35% (Merck, Darmstadt, #1.08600.1000)

X-Gal (Calbiochem, Bad Soden, #03-36-0001)

Xylene Cyanole FF (Sigma-Aldrich, Deisenhofen, #X-4126)

3.1.2 Kits und spezielle Reagenzien

Bezeichnung Hersteller
BCA Protein Assay Kit Pierce, Rockford, IL, USA
DyeEx™ 1.0 Spin Kit (250) QIAGEN, Hilden
DyeEx™ 2.0 Spin Kit (250) QIAGEN, Hilden
High Pure Plasmid Isolation Kit Roche Diagnostics, Mannheim
Perfectprep® Gel Cleanup Kit Eppendorf, Hamburg

Quantum Prep® Plasmid Miniprep Kit BIO-RAD, Miinchen

QIAquick® Gel Extraction Kit QIAGEN, Hilden

QIAfilter™ Plasmid Maxi Kit (25) QIAGEN, Hilden

Quick Ligation™ Kit New England Biolabs, Beverly, MA, USA
TOPO TA Cloning® Kit Invitrogen, Life Technologies, Karlsruhe
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3.1.3 Enzyme

Restriktionsendonukleasen wurden, sofern nicht anders gekennzeichnet, von den Firmen
Gibco BRL, Life Technologies (Karlsruhe), New England Biolabs (Beverly, MA, USA)
und Fermentas (St. Leon-Rot) bezogen.

Bezeichnung Hersteller

DNA Polymerase I, Large (Klenow) Fragment New England Biolabs, Beverly, MA, USA

MMLYV Reverse Transcriptase Stratagene, Amsterdam, NL

Platinum® Pfx DNA Polymerase Invitrogen, Life Technologies, Karlsruhe
Quick Ligation™ Kit New England Biolabs, Beverly, MA, USA
Shrimp Alkaline Phosphatase Roche Diagnostic, Mannheim

Super Taq HT Biotechnology, Cambridge, GB

T4 DNA Ligase Invitrogen, Life Technologies, Karlsruhe

3.1.4 Medien und Puffer

Sowohl a-MEM (Gibco BRL) und DMEM (Gibco BRL) als auch PBS (Biochrom AG)
wurden nach den Angaben des Herstellers mit HyOwminig angesetzt und zur Verwendung in
der Zellkultur steril filtriert.

o-MEM Vollmedium: o-MEM
10% FCS (hitzeinaktiviert fiir 30 Min bei 56°C)
2 mM L-Glutamin
100 U/ml Penicillin und 100 pg/ml Streptomycin

DMEM Vollmedium: DMEM
10% FCS (hitzeinaktiviert fiir 30 Min bei 56°C)
2 mM L-Glutamin
100 U/ml Penicillin und 100 pg/ml Streptomycin

Einfriermedium: 50% o-MEM oder DMEM Vollmedium
40% FCS (hitzeinaktiviert fiir 30 Min bei 56°C)
10% DMSO

LB-Medium: 10 g/l Tryptone Peptone
5 g/l Bacto Yeast Extrakt
10 g/l NaCl

LB-Agar: LB-Medium
15 g/l Bacto Agar



PBS (pH7.,4): 137 mM NaCl
10 mM Na,HPO,
1,8 mM KH,PO,
2,7 mM KCl

PBS™: PBS
1 mM CaCl,
1 mM MgCl,

PBS/1M NacCl: 3 Volumen PBS

1 Volumen 4M NaCl

TBE-Puffer (pHS,4): 89 mM Tris-HCI
89 mM Borsiure
2 mM EDTA

TE-Puffer (pHS,0): 10 mM Tris-HCl
1 mM EDTA

TBS (pH7.,4): 25 mM Tris-HCl
137 mM NacCl
2,7 mM KCI

TBST (pH7,4): TBS
0,1% Tween 20

3.1.5 Verbrauchsmaterialien
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Bezeichnung Hersteller
CASYcups Schirfe System, Reutlingen
Cell Lifter Corning, New York, USA

Centricon YM-10 MWCO 10.000
Centricon YM-30 MWCO 30.000
Chamber Slides™, Lab-Tek® I, Permanox
Cryordhrchen

ECL Hyperfilm

Econo-Séulen

Einwegpipetten, 1-50 ml

8WI10E, Chamber Slides mit Elektroden
Elektroporationskiivette, 0,2 cm

FACS-Ro6hrchen, 0,6 ml

Millipore, Bedford, MA, USA
Millipore, Bedford, MA, USA
Nalgene Nunc, Wiesbaden

Greiner, Solingen

Amersham Biosciences, Freiburg
Bio-Rad, Miinchen

Falcon, Heidelberg

Applied BioPhysics, Troy, NY, USA
Bio-Rad, Miinchen

Greiner, Solingen
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Bezeichnung

Hersteller

Mikroreaktionsgefif3e, 0,2-2,0 ml
Petrischalen mit Nocken, 35 mm
Petrischalen, 94 mm

Reaktionsgefd3e Polypropylen, 5-14 ml
Reaktionsgefdlle Polypropylen, 15-50 ml
ReaktionsgefiaB3e Polystyrol, 5-14 ml
Slide-A-Lyzer® 10K

Stericups, 0,2 um

Sterilfilteraufsatz fiir Spritzen, 0,2 um
6,5 mm Transwell, PC, 5 pm Porengrof3e
6,5 mm Transwell, PC, 0,4 um Porengrof3e
Universalgefal3, 30ml

Pipettenspitzen, Aerosol Resistant
96-well Platten, V-Form

96-well Platten, MaxiSorp

Protran® Nitrocellulose Transfer Membrane
Whatman-Papier, GB005, 1,2 mm
Zellkulturflasche, T25

Zellkulturflasche, T75

Zellkulturplatten, 6mm, 96-well
Zellkulturplatten, 16mm, 24-well
Zellkulturplatten, 35mm, 6-well
Zellkulturschale, 90 mm
Zellkulturschale, 150 mm
Zellkulturschale, 140mm

Zellsieb, 70 um, Nylon

Eppendorf, Hamburg

Greiner, Solingen

Greiner, Solingen

BD Falcon, Heidelberg

BD Falcon, Heidelberg

BD Falcon, Heidelberg
Pierce, Rockford, IL, USA
Millipore, Bedford, MA, USA
Millipore, Bedford, MA, USA
Corning Costar, Bodenheim
Corning Costar, Bodenheim
Sterilin, Staffordshire, GB
Molecular BioProducts, San Diego, USA
Greiner, Solingen

Nalgene Nunc, Wiesbaden
Schleicher & Schuell, Dassel
Schleicher & Schuell, Dassel
BD Falcon, Heidelberg

BD Falcon, Heidelberg

BD Falcon, Heidelberg

BD Falcon, Heidelberg

BD Falcon, Heidelberg

BD Falcon, Heidelberg

BD Falcon, Heidelberg
Nalgene Nunc, Wiesbaden
BD Falcon, Heidelberg
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3.1.6 Antikorper und andere Nachweisreagenzien

3.1.6.1 Monoklonale primare Antikorper

Antigen Klon Spezies und Isotyp Konjugation Referenz

mESAM V1G8.2 Ratte IgG,, Dr. Ulrike Samulowitz
mESAM V4C10.10 Ratte IgGs, Dr. Ulrike Samulowitz
mJAM-A 106 Ratte I1gG, (Malergue et al., 1998)
mJAM-C F26 Ratte IgGy, (Aurrand-Lions et al., 2001)
mICAM-1 YNI.1 Ratte IgGyy (Takei, 1985)
mVE-Cadherin 11D4.1 Ratte 1gGy, (Gotsch et al., 1997)
mEndomucin V5C7.8 Ratte 1gG, (Morgan et al., 1999)
Unbekannt V6D7.3 Ratte IgG Dr. Ulrike Samulowitz
CD146 V6D7.M Ratte IgGyy, Dr. Ulrike Samulowitz
FLAG Epitop M2 Maus IgG, Sigma-Aldrich F 3165
3-Catenin 14 Maus IgG, BD 610154
mCD16/CD32  2.4G2 Ratte IgGy, © BD 553142

mCD3e 145-2C11  Hamster IgG,, FITC BD 553062

mCD4 RM4-5 Ratte 1gGy,, FITC BD 553046

mCD8a 53-6.7 Ratte 1gGy,, FITC BD 553030

mCD11b M1/70 Ratte IgGoy, © FITC BD 557396

mCDI19 1D3 Ratte 1gGy,, BD 553783

mCD19 1D3 Ratte 1gGy,, FITC BD 553785

mCD45 30-F11 Ratte IgGoy, © FITC BD 553080

mCD45 30-F11 Ratte IgGoy, k R-PE BD 553081

mCD45 30-F11 Ratte IgGoy, © PerCP BD 557235

Ly-6G 1A8 Ratte 1gGy,, FITC BD 551460

m7/4 Antigen  7/4 Ratte 1gGy, RPE Serotec MCA771PE
Unspezifisch B39-4 Ratte 1gGy,, A FITC BD 557077
Unspezifisch R3-34 Ratte IgGy, R-PE BD 553925
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3.1.6.2 Polyklonale primare Antikorper

Antigen Bezeichnung Spezies Referenz
mESAM, C-Terminus VE2 Kaninchen diese Arbeit
Praserum Pra VE2 Kaninchen diese Arbeit
mESAM, extrazellular VEI19 Kaninchen diese Arbeit
Praserum Pra VEI19 Kaninchen diese Arbeit
mESAM, extrazellular VE20 Kaninchen diese Arbeit
Praserum Pra VE20 Kaninchen diese Arbeit
MCAR, extrazellular VEI15 Kaninchen diese Arbeit
Praserum Pra VEI5 Kaninchen diese Arbeit
MCAR, extrazellular VEI16 Kaninchen diese Arbeit
Praserum Pra VE16 Kaninchen diese Arbeit
mJAM-A, extrazellulair  KE # 798 Kaninchen Dr. Klaus Ebnet
Praserum KE # 869 Kaninchen Dr. Klaus Ebnet
mJAM-C, extrazellulir ~ KE # 800 Kaninchen Dr. Klaus Ebnet
FLAG Epitop Kaninchen Sigma-Aldrich #F 7425
70-1 Z-R1 Kaninchen Zymed #61-7300

3.1.6.3 Sekundéare Antikdrper und Zweitreagenzien

Spezifitit Konjugation Referenz

F(ab‘), Fragment Esel o Kaninchen IgG (H+L) Peroxidase Jackson Immunoresearch, Dianova,
Hamburg, # 711-036-152

Whole IgG Ziege o Kaninchen IgG (H+L) Peroxidase Jackson Immunoresearch, Dianova,
Hamburg, # 111-035-144

F(ab‘), Fragment Ziege o Ratte [gG + IgM(H+L)  Peroxidase Jackson Immunoresearch, Dianova,
Hamburg, # 112-036-068

F(ab®), Fragment Ziege o Maus IgG (F(ab®), ) Peroxidase Jackson Immunoresearch, Dianova,
Hamburg, # 115-036-072

F(ab‘), Fragment Esel a Kaninchen IgG (H+L) Biotin Jackson Immunoresearch, Dianova,
Hamburg, # 711-066-152

F(ab‘), Fragment Esel a Ratte IgG (H+L) DTAF Jackson Immunoresearch, Dianova,
Hamburg, # 712-016-153

F(ab‘), Fragment Ziege o Ratte IgG + IgM (H+L) DTAF Jackson Immunoresearch, Dianova,

Hamburg, # 112-016-068
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F(ab‘), Fragment Esel o Ratte IgG (H+L)

F(ab‘), Fragment Esel . Maus IgG (H+L)

F(ab‘), Fragment Esel a Kaninchen IgG (H+L)

F(ab‘), Fragment Esel o Maus IgG (H+L)

F(ab‘), Fragment Esel a Kaninchen IgG (H+L)

F(ab‘), Fragment Esel a Ratte IgG (H+L)

Streptavidin

Cy™2

Cy™2

Cy™3

Cy™s3

R-PE

R-PE

PerCP

Jackson Immunoresearch,
Hamburg, # 712-226-153

Jackson Immunoresearch,
Hamburg, # 715-226-151

Jackson Immunoresearch,
Hamburg, # 711-166-152

Jackson Immunoresearch,
Hamburg, # 715-166-151

Jackson Immunoresearch,
Hamburg, # 711-116-152

Jackson Immunoresearch,
Hamburg, # 712-116-153

Dianova,

Dianova,

Dianova,

Dianova,

Dianova,

Dianova,

BD Immunocytometry Systems, Hei-

delberg, , # 554064

3.1.7 Oligonukleotide

Alle Primer wurde von der Firma Gibco BRL, Life Technologies (Karlsruhe) synthetisiert.

Name 5’-3” Sequenz Orientierung  Template
SB1 gcgcecatgggaagcaagaccttggaagagcetg Sense mESAM
SB2 gcgcetcgagagcaagaccttggaagagetg Sense mESAM
SB4 gcgaagcttaagcagaagaagaaaccccace Antisense mESAM
SB5 gcgaagcttatggcgcgectactgtgcette Sense MCAR
SB6 gcggaattcctatactatagaccegtecttget Antisense MCAR
SB11 accagatagtggatcaag Sense MCAR
SB12 tggttgctgecaatatag Antisense MCAR
SB23 cgccgaagcttageatcactacacccgaacagaggatc Sense MCAR
SB24 ccatccacgaagcatcttgtacc Antisense MCAR
SB30 gatgaaggcaaaagtatagg Sense mESAM
SB31 tggagtctatgtctgcaagg Sense mESAM
SB32 agaaagtgtcccattcttgg Antisense mESAM
SB33 gtgagctttaaagatccacg Antisense mESAM
SB34 ccaggtttatttgtcatgac Antisense mESAM
SB35 cgggatccatgattcttcaggcetggaac Sense mESAM
SB36 ggaattcacttacctttggaccctgtcatcacg Antisense mESAM
SB41 gegtetagactactgactctgtgeaggeace Antisense mESAM
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SB53

SB54

oligo dT»V
pCMVS5-S
pCMV5-AS
pFLAG.1S
pFLAG.2AS
pGEXS'-S
pGEX3'-AS
MALE.1S
MALE-2AS
M13 Forward
M13 Reverse
OTREP.1S
OTREP.2AS
SP6 primer
T3 primer
T7 pro

gcgaagcttccgecatggegegectactgtgcette
ggaattcacttacctcggttggagggtgggacaac
teetttttttetttttteetttttttttty (v=a/g/c)
geggtaggegtgtacggt
gggcactggagtggcaac
aatgtcgtaataaccccgeegegttg
tattaggacaaggctggtgggcac
gggctggcaagecacgtt
ccgggagcetgeatgtgte
gtcgtcagactgtcgatgaag
gcetgcaaggcegattaagttg
gtaaaacgacggccag
caggaaacagctatgac
gacctccatagaagacacc
tgcccectccatataacatg
aattaggtgacactatag
taaccctcactaaaggga

taatacgactcactataggg

Sense

Antisense

Sense
Antisense
Sense
Antisense
Sense
Antisense
Sense
Antisense
Sense
Antisense
Sense
Antisense
Antisense
Sense

Sense

MCAR

MCAR

PolyA tail
pCMVS5

pCMV5
pFLAG-CMV
pFLAG-CMV
pGEX-KG
pGEX-KG
pMAL-c2
pMAL-c2
pCR®2.1-TOPO®
pCR®2.1-TOPO®
pTRE-2hyg
pTRE-2hyg

Sp6 Promoter

T3 Promoter

T7 Promoter

3.1.8 Vektoren

Vektor Name Grofe Referenz

pcDNA3 5,4 kb Invitrogen, Life Technologies, Karlsruhe
pCMV5 4,7 kb (Andersson et al., 1989)

pGEX-KG 5,0 kb (Guan & Dixon, 1991)

pFLAG-CMV-1 4,7 kb Sigma-Aldrich, Steinheim

pMAL-C2 6,6 kb New England Biolabs, Beverly, MA, USA
pTRE2hyg 5,3 kb BD Clontech, Heidelberg

pCR®2. 1-TOPO® 3,9 kb Invitrogen, Life Technologies, Karlsruhe
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3.1.9 Rekombinante Plasmide

Alle hier aufgefiihrten rekombinanten Plasmide wurden vor Vorwendung vollstindig se-
quenziert.

ESAM-pCMV5:
Zur Klonierung von murinem ESAM wurde das EST IMAG p998 A042169 iiber die

Schnittstellen ECORI und Xbal in den eukaryotischen Expressionsvektor pPCMV5 kloniert.
Das Plasmid umfasst die gesamte kodierende Sequenz von murinem ESAM.

ESAM-pcDNAS:

Die gesamte cDNA von murinem ESAM wurde iiber die ECORI und Xbal Restriktions-
schnittstellen in den pcDNA3 Vektor umkloniert.

ESAM-pTRE2hyg:

Fiir die Klonierung dieses Konstrukts wurde ESAM-pcDNA3 zunéchst mit Xbal verdaut,
die kohésiven Enden durch eine Klenow-Reaktion aufgefiillt und nach einer Gelaufreini-
gung mit BamH1 verdaut. Das die gesamte kodierende Sequenz von murinem ESAM um-
fassende DNA-Fragment wurde liber die Restriktionsschnittstellen BamH1 und Pvull in
den pTRE2hyg Vektor kloniert.

ESAMAS-pcDNAS:

Mit den Oligonukleotiden SB1 und SB41 wurde ein 353 bp groBes PCR-Fragment aus
ESAM-pcDNA3 amplifiziert und iiber die Schnittstellen ECORV und Xbal in den ESAM-
pcDNA3 Vektor kloniert. Das rekombinante Plasmid kodiert fiir die Aminosduren 1-389
von murinem ESAM.

ESAM_2+4 pGEX-KG:

Zur Herstellung des ESAM-GST Fusionsproteins wurde die cDNA, die fiir die Aminoséu-
ren 278-373 von murinem ESAM kodiert, in den prokaryotischen Expressionsvektor
pGEX-KG kloniert. Dazu wurde in einer RT-PCR Reaktion mit Gesamt-RNA aus bEnd3
Zellen und den Primern SB2 und SB4 das entsprechende DNA-Fragment amplifiziert und
tiber die Restriktionsschnittstellen Xhol und HindIII in den pGEX-KG Vektor kloniert.

ESAM_2+4 pMAL-C2:

Das rekombinante Plasmid kodiert fiir ein Fusionsprotein bestehend aus den Aminoséuren
278-373 von murinem ESAM und dem Maltose-bindenden Protein (MBP). Zur Klonierung
des Konstrukts wurde das ESAM-Fragment des ESAM_2+4 pGEX-KG Vektors mit Xhol
und HindlIII verdaut und iiber die Sall und HindIII Schnittstellen in den pMAL-c2 Vektor
ligiert.
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h1gG;1-pcDNAS:

Das Konstrukt wurde von Dr. Ulrike Samulowitz wahrend ihrer Doktorarbeit an diesem
Institut kloniert. Es umfasst die Nukleotide 553-1803 der Gen Bank Sequenz J00228, die
die genomische Sequenz der drei durch Introns getrennten Exons fiir die Hinge-, die Cyp,-
und die Cy3-Region der schweren Kette des humanen IgG; enthilt.

ESAM-hlgG;-pcDNA3:

Zur Herstellung des ESAM-hlgG, Fusionsproteins wurde die extrazellulire Domine von
murinem ESAM mit den Aminosduren 1-249 in den higG;-pcDNA3 Vektor kloniert. Dazu
wurden mit Hilfe der Oligonukleotide SB35 und SB36 das entsprechende ESAM-Fragment
aus dem ESAM-pcDNA3 Vektor amplifiziert und iiber die BamH1 und EcoRI Schnittstelle
in den hlgG;-pcDNA3 Vektor ligiert.

MCAR-pFLAG-CMV-1:

Zur Klonierung der vollstdndigen Sequenz von MCAR (gi|1881466) wurde eine RT-PCR
Reaktion mit Gesamt-RNA aus Herzgewebe und den Primern SB5 und SB6 durchgefiihrt.
Das amplifizierte DNA-Fragment wurde iiber die HindIII und EcoRI Schnittstellen in den
pFLAG-CMV-1 Vektor kloniert.

MCAR-pcDNA3:

Bei der Herstellung dieses rekombinanten Plasmids wurde mit Hilfe der Primer SB53 und
SB6 die gesamte cDNA von MCAR aus dem MCAR-pFLAG-CMV-1 Vektor amplifiziert.
Uber den Primer SB53 wurde dabei die Kozak Sequenz ccgec eingefiihrt. Das PCR-
Produkt wurde iiber die Schnittstellen HindIII und EcoRI in den pcDNA3 Vektor kloniert.

MCAR-hlgG;-pcDNAS3:

Fiir das MCAR-hIgG, Fusionsprotein wurde die DNA-Sequenz fiir den extrazelluldren Teil
von MCAR mit den Aminosduren 1-235 in den hIgG;-pcDNA3 Vektor kloniert. Aus dem
MCAR-pcDNA3 Vektor wurde dazu mit den Oligonukleotiden SB53 und SB54 das ent-
sprechende DNA-Fragment mittels PCR amplifiziert und iiber die HindIII und EcoRI Re-
striktionsschnittstellen in den Zielvektor kloniert.
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E. coli Stamm

Genotyp

Referenz

DH5a

BL21

TOP10F'

F ¢$80dlacZAM15 A(lacZYA-argF) U169 re- Promega, Mannheim
cAl endAl hsdR17 (r, my') phoA supE44 A~

thi-1 gyrA96 relAl

F ompT hsdS (15", mp’) gal dcm

Amersham Biosciences,
Freiburg

F~ {lacI® Tn10 (Tet®)} mrcA A(mrr-hsdRMS- Invitrogen,
mcrBC) ®80lacZAM15 AlacX74 recAl deoR Life Technologies,
araD139 A(ara-leu)7697 galU galK rpsL (Str*) Karlsruhe

endA1 nupG

3.1.11 Zelllinien

Zelllinie Herkunft Referenz
bEnd3 Murines mikrovaskuldres Gehirnendothel Prof. Dr. Werner Risau, MPI
Bad Nauheim
bEnd5 Murines mikrovaskuldres Gehirnendothel Prof. Dr. Werner Risau, MPI
Bad Nauheim
MyEnd Mikrovaskulére Zelllinie aus dem Myokard Prof. Drenkhahn, Universitét
von Miusen Wiirzburg
HUVEC Primére humane Endothelzellen aus Renate Thanos, dieses Labor
Nabelschnurvenen
CHO dhfr Ovarzellen des chinesischen Hamsters, ATCC CRL-9096

MDCK II Tet-off

MDCK C7

CMT

WEHI-3B

1G11
SJLB.PLP3

defizient in Dihydrofolatreduktase

Epitheliale Nierenzelllinie des Hundes, stabil
transfiziert mit pUHD15-1 und pSV2-puro

Epitheliale Nierenzelllinie des Hundes

Murine Epithelzelllinie, Rektalkarzinom

Murine Myelomonocytenzelllinie,
Macrophagen-ahnlich

Murines Lungenendothel

CD4 positive Effektor-Gedachtnis T-Zelle
Antigen: myelin proteolipid protein (PLP)

BD Clontech

Prof. Dr. Oberleithner, Uni-
verstitdt Wiirzburg

Prof. Dr. Kemler, MPI Frei-
burg

ATCC TIB-68

(Dong et al., 1997)

Prof. Dr. Engelhardt, TKI,
University of Bern, Schweiz
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Zelllinie Konstrukt Referenz

CHO dhfr mESAM-pcDNA3 diese Arbeit

CHO dhfr MCAR-pcDNA3 diese Arbeit

CHO dhfr mESAM-hlgG,;-pcDNA3  diese Arbeit

CHO dhfr MCAR-hIgG;-pcDNA3 diese Arbeit

CHO dhfr mJAM-A-pEF-6 Dr. Klaus Ebnet, dieses Labor
CHO dhfr mJAM-B-pFLAG-CMV1  Dr. Klaus Ebnet, dieses Labor
CHO mJAM-C S281A Dr. Aurrand-Lions, CMU, Genf, Schweiz
MDCK C7 mESAM-pcDNA3 diese Arbeit

MDCK C7 mMESAMAS-pcDNA3 diese Arbeit

MDCK C7 pcDNA3 diese Arbeit

MDCK II Tet-off mESAM-pTRE2hyg diese Arbeit

MDCK II Tet-off pTRE2hyg diese Arbeit

3.1.13 Versuchstiere

New Zealand White Kaninchen
NMRI Miuse
SJL Mause

3.1.14 Spezielle Gerate

Gerat
Mikroskope

Axiovert 25

Fluoreszenz-Mikroskop Axioskop 2
Digitalkamera: Model 2.1.1

Konfokales Laser Scanning Mikroskop TSC SP

Zentrifugen

Centrifuge 5417R

Megafuge 1.0

Sorval RC5C plus
Ultrazentrifuge Optima™™ TL
Ultrazentrifuge Optima™™ L-70K
Varifuge 3.0R

Hersteller

Zeiss, Gottingen

Zeiss, Gottingen

Visitron Systems, Puchheim
Leica, Mannheim

Eppendorf, Hamburg
Heraeus Instruments, Hanau
Kendro, Rodenbach
Beckmann Coulter, Miinchen
Beckmann Coulter, Miinchen
Heraeus Instruments, Hanau
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ABI® Prism 377 Sequenator

Gene Pulser II, Pulse Controller II und
Capacitance Extender II

Mini-Protean II Gelelektrophoresesystem
PCR-Cycler T-Gradient

PCR-Cycler UNOII

Power Supply, Phero-Stab 550

Power Supply, Phero-Stab 0652

TE Series Transphor Electrophoresis Unit

Trio-Thermoblock
Sonstige

BIO-TEK FL 600 / Lambda Fluoro 320
CASY® 1 Model TT

Cell Harvester

CO; Inkubator BB6620 CU

ELISA Reader EM**

Entwickler Curix 60

Fluorimeter FluoroMax-2
FACSCalibur

Impedanz Messgerit

Inkubator Modell 500

Milli-Q Plus PF

Schiittelinkubator Innova 4300
SpeedVac AES 1000

Sterilbank

Ultraschallprozessor
UV-Spektralphotometer Gene Quant 11

Vis-Spektralphotometer UV-1202
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Perkin Elmer, Norwalk, CT, USA
Bio-Rad, Miinchen

Bio-Rad, Miinchen

Biometra, Gottingen

Biometra, Gottingen

Biotec-Fischer, Reiskirchen
Biotec-Fischer, Reiskirchen

Hoefer Scientific Instrument, Piscata-
way, USA

Biometra, Gottingen

MWG-Biotech, Ebersberg
Schirfe-System GmbH, Reutlingen
Inotech AG, Dottikon, Schweiz
Heraeus Instruments, Hanau
MWG-Biotech, Ebersberg

Agfa, Koln

Jobin-Yvon, Grasbrunn

Becton Dickinson, SanJose, USA

AG Prof. Galla, Institut fiir Biochemie,
Miinster

Memmert, Schwabach

Millipore, Bedford, MA, USA
Brunswick Scientific GmbH, Niirtingen
Savant Instruments, Farmingdale, USA
BDK, Sonnenbiihl-Genkingen

Dr. Hielscher GmbH, Stuttgart
Amersham Biosciences, Uppsala,
Schweden

Shimadzu, Duisburg
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3.1.15 Software und Internet-Adressen

Neben spezieller Software fiir einige der oben aufgefiihrten Gerdte wurden noch folgende
Software und Internet-Adressen fiir die vorliegende Arbeit verwendet:

Adobe Photoshop 5 Adobe Systems Inc., San Jose, USA
DNASTAR Lasergene Software DNASTAR Inc., Madison, WI, USA
FreeHand 8.0 Macromedia, Inc., USA

MS Office Microsoft Deutschland, Unterschleissheim
SigmaPlot 2001 SPSS GmbH Software, Miinchen

www.ncbi.nlm.nih.gov

www.cbs.dtu.dk/services/NetOGlyc
www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos
www.cbs.dtu.dk/services/SignalP
www.cbs.dtu.dk/services/ TMHMM-2.0
www.ebi.ac.uk/clustalw
www.embl-heidelberg.de/predictprotein/predictprotein.html
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3.2 Methoden

3.2.1 Molekularbiologische Methoden

3.2.1.1 Kultivierung und Lagerung von Bakterienkulturen

Bakterien wurden auf Agarplatten bei 37°C im Wirmeschrank oder als Fliissigkultur im
Schiittelinkubator bei 37°C und 200 rpm angezogen. Eine Selektion transformierter Bakte-
rien erfolgte durch Zugabe von 100 pg/ml Ampicillin. Zur langfristigen Lagerung bei
-80°C wurden Bakterien einer frischen Fliissigkultur in Einfriermedium resuspendiert und
schockgefroren.

Spezielle Materialien:
LB-Medium, LB-Agar

Einfriermedium: 25% Glycerin in LB-Medium
Ampicillin-Stammldsung: 200 mg/ml Ampicillin in Methanol

3.2.1.2 Gesamt-RNA Isolierung

Die Isolierung von Gesamt-RNA erfolgte mit TRIzol®, einem Gemisch aus Phenol und
Guanidinisothiocyanat, nach Angaben des Herstellers. Dabei wurde jeweils 50-100 mg
Gewebe in 1 ml Reagenz homogenisiert. Bei adhdrent wachsenden Zellen wurde der kon-
fluente Monolayer mit PBS gewaschen und die Zellen nach Zugabe von 1 ml TRIzol® pro
10 cm® durch auf- und abpipettieren direkt auf der Platte lysiert. In beiden Fillen folgte
eine Inkubation fiir 5 Min bei RT, um eine vollstindige Dissoziation des Nukleinsdure-
Protein-Komplexes zu erzielen. Nach Zugabe von 0,2 ml Chloroform pro 1 ml TRIzol”
wurde die Probe fiir 15 Sek kréftig geschiittelt und fiir weitere 2-3 Min bei RT inkubiert.
Es folgte eine Phasentrennung durch Zentrifugation bei 12000 x g und 4°C fiir 15 Min. Die
obere wissrige Phase wurde unter Vermeidung der Interphase in ein neues Reaktionsgefil3
tiberfiihrt, und die Gesamt-RNA durch Zugabe von 0,5 ml Isopropanol wihrend einer 15-
miniitigen Inkubationszeit bei RT prézipitiert. Die durch eine Zentrifugation bei 12000 x g
und 4°C fiir 10 Min pelletierte RNA wurde 2x mit 75% Ethanol gewaschen und dabei fiir
jeweils 5 Min bei 7500 x g und 4°C zentrifugiert. Das Gesamt-RNA-Pellet wurde an der
Luft getrocknet, in DEPC-H,O aufgenommen und bei —80°C aufbewahrt.

Spezielle Materialien:
Chloroform, Isopropanol, TRIzol®
DEPC-H,0: H;Owminig wurde mit 0,05% DEPC versetzen, {iber Nacht lichtgeschiitzt geriihrt und

anschlieend zweimal autoklaviert
75% Ethanol: verdinnt mit DEPC-H,O
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3.2.1.3 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren

Die photometrische Konzentrationsbestimmung von DNA oder RNA basiert auf dem Ab-
sorptionsmaximum von Nukleinsduren bei 260 nm. Die Messung erfolgt in Quarzkiivetten,
da diese das UV-Licht nicht absorbieren. Ein Absorptionswert von ODysp=1 entspricht
einer Konzentration von 50 pg/ml doppelstrangiger DNA bzw. 40 ng/ml RNA. Da das
Absorptionsmaximum von Proteinen, das auf der Absorption aromatischer Aminoséuren
beruht, bei 280 nm liegt, kann anhand des Quotienten OD60/ODygy die Reinheit der Nuk-
leinsdure abgeschétzt werden. Eine reine DNA-LOsung hat dabei einen OD260/OD2g9 —Wert
von 1,8, eine reine RNA-Losung von 2,0. Durch Kontamination mit Proteinen oder Phenol
verringert sich der Wert. Die Konzentrationsbestimmung geringer Mengen DNA erfolgte
durch Agarose-Gelelektrophorese (3.2.1.6) mit Ethidiumbromid und Konzentrationsstan-
dard.

3.2.1.4 Reverse Transkription

Fiir eine Amplifikation mittels PCR ist es zundchst notwendig, RNA mit Hilfe einer Rever-
sen Transkriptase in cDNA umzuschreiben. Hierzu wurden Gesamt-RNA und oligo dT»9V
Primer in 20 pl DEPC-H,O fiir 10 Min bei 65°C denaturiert, sofort auf Eis gestellt und RT
Puffer, ANTP Mix, RNase Block Ribonuclease Inhibitor und MMLYV Reverse Transkripta-
se hinzugefiigt. Die eigentliche Reaktion erfolgte bei 37°C fiir 90 Min und wurde durch
Inkubation bei 95°C fiir 5 Min beendet. Eine Standardreaktion setzte sich folgendermalien
zusammen:

1-2,5 ug  Gesamt-RNA

2,5 uM  oligo dT,9V Primer

1x RT Puffer

500 uM  dNTP mix (125 pM each)

20U RNase Block Ribonuclease Inhibitor
25U MMLYV Reverse Transkriptase

ad 50 ul  DEPC-H,O

Spezielle Materialien:

DEPC-H,0, dNTP mix, MMLV Reverse Transkriptase, oligo dT»V Primer, RNase Block Ribonuklease
Inhibitor, 10x RT Puffer

3.2.1.5 Polymerase-Ketten-Reaktion

Die Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) ist eine Methode zur Amplifizierung von Nuklein-
sduren. Nach einer Denaturierung der DNA binden Oligonukleotide an den zu amplifizie-
renden DNA-Einzelstrang (Annealing) und kdnnen an ihrem freien 3’-OH Ende von einer
DNA-Polymerase verlingert werden (Extension). Durch Einsatz von zwei Primern, einen
der am sense-Strang und einen der am Gegenstrang bindet, erhdlt man theoretisch bei je-
dem Reaktionszyklus eine Verdoppelung des zwischen den Primern befindlichen DNA-
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Abschnittes. Zur Abschitzung der Annealingtemperatur der Primer wurde folgende Formel
verwendet:

Tan [°C] =4x (nG + nC) + 2x (nA +nT) - 5°C

mit n = Anzahl der Basen

Reaktionsansatz: 40-100ng  cDNA "Aquivalent"
oder 10 ng Plasmid-DNA

0,5 mM dNTP mix (0,125 mM/dNTP)
0,4 uM sense Primer
0,4 uM antisense Primer
Ix Platinum Pfx Puffer
1 mM MgSO4
0,5 wl Platinum Pfx DNA Polymerase
ad 50 ul HZOMilliQ
Reaktionszyklus der PCR:
Initiale Denaturierung 94°C 2 Min 30 Sek
35 Zyklen von:
Denaturierung 94°C 30 Sek
Annealing Tan 30 Sek
Elongation 68°C 2 Min

AbschlieBende Elongation  68°C 7 Min
Pause 4°C

Die erhaltenen PCR-Fragmente wurden mit Hilfe der Agarose-Gelelektrophorese (3.2.1.6)
aufgetrennt.

Spezielle Materialien:
Platinum Pfx DNA Polymerase, 10x PCR Puffer, 2,5 mM dNTP mix, 10 pM Primer, 50 mM MgSO,

3.2.1.6  Agarose-Gelelektrophorese

Die Auftrennung von DNA-Fragmenten nach ihrer GroBe erfolgte in 1%igen (w/v) Agaro-
segelen. Dazu wurde die bendtige Menge Agarose in 1x TBE-Puffer durch Aufkochen
geldst, nach Abkiihlen auf 60°C mit 0,2 ng/ml Ethidiumbromid versetzt und in eine hori-
zontale Gelapparatur gegossen. Das erstarrte Gel wurde mit 1x TBE iiberschichtet, die mit
5x DNA-Probenpuffer versetzten Proben in die Geltaschen pipettiert und bei 50-80 V auf-
getrennt. Durch das in die DNA interkalierte Ethidiumbromid konnten die DNA-
Fragmente anschliefend auf einem Transilluminator (A = 366 nm) sichtbar gemacht wer-
den. Eine Konzentrationsbestimmung und Groenzuordnung erfolgte durch Vergleich mit
den Fragmenten der SmartLadder, die neben einem GroBen- auch einen Konzentrations-
standard darstellt. Fiir die Klonierung von PCR-Produkten wurden diese mit einem Skal-



39

pell ausgeschnitten und zur sich anschlieenden Aufreinigung in ein 1,5 ml Reaktionsgefal3
tiberfiihrt.

Spezielle Materialien:
Agarose, 10 mg/ml Ethidiumbromid, SmartLadder
5x DNA-Probenpuffer: 0,25% (w/v) Bromphenol Blau

0,25% (w/v) Xylencyanol FF
30% Glycerin

3.2.1.7 Gelextraktion von Nukleinsauren

Die Aufreinigung von Nukleinsduren aus Agarosegelen wurde mit Hilfe des QIAquick Gel
Extraction Kit (oder des Perfectprep Gel Cleanup Kit) wie vom Hersteller beschrieben
durchgefiihrt. Im letzten Schritt wurde allerdings die DNA mit nur 50 pl (oder 30 pl)
H,Owminig eluiert und ein Aliquot von 1-5 pl zur Kontrolle auf einem Agarosegel aufge-
trennt. Die Lagerung der Proben erfolgte bei —20°C.

Spezielle Materialien:
QIAquick Gel Extraction Kit, Perfectprep Gel Cleanup Kit

3.2.1.8 Restriktionsverdau

Zum Klonieren eines DNA-Fragments nach einer PCR mit Oligonukleotiden, die {liber eine
Restriktionsschnittstelle verfligen, oder um ein DNA-Fragment in einen anderen Vektor
umzuklonieren, wurden ein Restriktionsverdau durchgefiihrt. Der fiir die Reaktion ver-
wendete Puffer entsprach den Angaben des Herstellers, bei einem Doppelverdau wurde der
fiir beide Enzyme empfohlene Puffer eingesetzt. Bei dem Restriktionsverdau eines Plas-
mids wurden 5-10 pg DNA eingesetzt und 20 U pro Restriktionsenzym in einem Volumen
von 50-100 pl. Bei einem PCR-Produkt hingegen wurden ungefdhr 200 ng mit je 5 U En-
zym in einem Volumen von 40 ul verdaut. Die Reaktion erfolgte in beiden Féllen bei 37°C
fiir 2 h und wurde durch Hitzeinaktivierung bei 65°C fiir 10 Min beendet. Die entstandenen
DNA-Fragmente wurden durch Gelelektrophorese (3.2.1.6) der Grofe nach aufgetrennt
und anschlieBend aufgereinigt (3.2.1.7).

Spezielle Materialien:

10x Puffer, Restriktionsenzyme

3.2.1.9 Klenow-Reaktion

Zum Auffiillen kohésiver Enden nach dem Restriktionsverdau eines DNA-Fragments und
damit zur Erzeugung von stumpfen Enden wurde die DNA mit der DNA Polymerase I
Large Fragment (Klenow) inkubiert. Die Reaktion erfolgte im Anschluss an einen Restrik-
tionsverdau ohne vorherige Aufreinigung durch Zugabe von 33 uM dNTPs und 1 pg Kle-
now pro 1ug DNA. Nach Inkubation fiir 15 Min bei RT wurde die DNA Polymerase durch
Zugabe von 10 mM EDTA inhibiert, und die Reaktion durch Inkubation bei 75°C fiir
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20 Min beendet. Es folgte eine Auftrennung im Agarosegel und eine Aufreinigung des
DNA-Fragments.

Spezielle Materialien:
DNA Polymerase I Large Fragment (Klenow), dNTP mix, 500 mM EDTA

3.2.1.10 Dephosphorylierung

Um die Religation eines Vektors zu minimieren und damit die Zahl der falsch positiven E.
coli Klone zu reduzieren, falls nur mit einem Restriktionsenzym verdaut wurde oder der
Doppelverdau unvollstdndig war, wurden seine 5°-Enden dephosphoryliert. Dazu wurde
das Plasmid nach dem Restriktionsverdau ohne vorherige Aufreinigung mit 2x 1 pl Shrimp
Alkaline Phosphatase versetzt und fiir jeweils 10 Min bei 37°C inkubiert. Anschlieend
wurde der Vektor auf einem Agarosegel aufgetrennt (3.2.1.6) und gelgereinigt (3.2.1.7).

Spezielle Materialien:

Shrimp Alkaline Phosphatase

3.2.1.11 Ligation

Die Ligation von 50 ng Vektor mit dem 3-fachen molaren Uberschuss an DNA-Fragment
erfolgte in einem Volumen von 35 pl nach Zugabe von 1x DNA Ligase Reaction Buffer
und 0,5 U T4 DNA Ligase durch Inkubation fiir 3 h bei RT. Der Reaktionsansatz wurde
anschlieBend in einer Elektrotransformation eingesetzt (3.2.1.12).

Alternativ zur oben beschriebenen Ligation wurde das Quick Ligation™ Kit verwendet, bei
dem ebenfalls 50 ng Vektor und die 3-fache molare Menge an DNA-Insert eingesetzt wur-
den. Das Volumen wurde mit HoOwminiq auf 10 pl aufgefiillt und 10 pl 2x Quick Ligation
Puffer hinzugefiigt. Nach sorgfiltigem Mischen wurde 1 pl der Quick T4 DNA Ligase
zugegeben und fiir 5 Min bei RT inkubiert. Der Ligationsansatz wurde sofort auf Eis ge-
stellt und fiir die Transformation chemisch kompetenter Zellen verwendet (3.2.1.12) oder
bei -20°C autbewahrt.

Spezielle Materialien:

5x DNA Ligase Reaction Buffer, T4 DNA Ligase (GIBCO, 1 U/ul)
2x Quick Ligation Buffer, Quick T4 DNA Ligase

3.2.1.12 Transformation

Elektrotransformation von E. coli

Herstellung von elektrokompetenten Zellen:

Eine frische Ubernachtkultur von E. coli (DH5a oder BL21) wurde 1:100 in 400 ml LB-
Medium verdiinnt und bis zu einer ODggo = 0,5 - 0,7 kultiviert. Die Zellsuspension wurde
darauthin fiir mindestens 10 Min auf Eis abgekiihlt, bevor die Bakterien bei 2800 x g und
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2°C fiir 10 Min abzentrifugiert wurden. Fiir die nachfolgenden Schritte wurden alle Puffer
und Reaktionsgefdle auf Eis vorgekiihlt. Die Bakterien wurden zweimal mit je 200 ml
1 mM Hepes (pH 7,05) und einmal mit 50 ml 1 mM Hepes (pH 7,05)/10% Glyerin gewa-
schen. AnschlieBend wurde das Bakterienpellet in 400 pl 1 mM Hepes (pH 7,05)/10%
Glycerin resuspendiert, 40 ul Aliquots auf 0,6 ml Reaktionsgefaf3e aufgeteilt und sofort in
einer Ethanol/Trockeneis Mischung schockgefroren. Die Lagerung der elektrokompetenten
Zellen erfolgte bei —80°C.

Elektrotransformation:

Bei einer Elektroporation wird die Zellmembran durch kurze elektrische Pulse hoher Feld-
stirke fiir hochmolekulare Molekiile wie DNA permeabel. Es wurden 5 pl des Ligations-
ansatzes mit 50 ul HoOminig verdiinnt und zusammen mit 40 pl auf Eis aufgetauten elek-
trokompetenten E. coli in eine Elektroporationskiivette (0,2 cm Spaltbreite) tiberfiihrt. Die
Elektroporation erfolgte bei einer Spannung von 2,5 kV, einer Kapazitit von 25 pF und
einem Widerstand von 200 Q mit dem Gene Pulser II, Pulse Controller II und Capacitance
Extender II von Bio-Rad. AnschlieBend wurden die elektroporierten Bakterien in 1 ml
37°C warmem LB-Medium aufgenommen und fiir 1 h unter Standardbedingungen
(3.2.1.1) kultiviert. Von diesem Reaktionsansatz wurden 10% und 90% auf LB-Amp Plat-
ten ausplattiert und tiber Nacht inkubiert.

Fiir die Transformation elektrokompetenter E. coli BL21 wurde statt des Ligationsansatzes
50 ng Plasmid-DNA eingesetzt.

Spezielle Materialien:

Elektroporationskiivette (0,2 cm), 1 mM Hepes (pH 7,05), 1 mM Hepes (pH 7,05)/10% Glyerin,
LB-Medium, LB-Amp Platten,

Transformation von chemisch kompetenten E. coli

Herstellung von chemisch kompetenten Zellen:

Eine frische Starterkultur von E. coli DH5a wurde 1:100 in 25 ml LB verdiinnt, bis zu
einer ODgpp = 0,3 - 0,5 bei Standardbedingungen (3.2.1.1) inkubiert und dann 10 Min auf
Eis abgekiihlt. Es folgte eine Zentrifugation bei 820 x g und 4°C fiir 15 Min. Das Bakteri-
enpellet wurde in 3 ml eiskaltem TSS Puffer aufgenommen und sorgfiltig resuspendieren.
Die sofort kompetenten Zellen wurden als 100 pl Aliquots auf Reaktionsgefiale aufteilt
und sofort einsetzt.

Transformation von chemisch kompetenten Zellen:

Ein Aliquot von 100 pl chemisch kompetenter Zellen wurde mit 1-50 pl DNA-Ldsung
oder Ligationsansatz vermischt. Nach 30 Min auf Eis wurde der Reaktionsansatz fiir 5 Min
bei 37°C inkubiert. Das Volumen wurde mit LB-Medium verdoppelt, die Zellen fiir weite-
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re 30 Min bei 37°C im Wasserbad kultiviert und anschlieBend auf LB-Amp Platten aus-
plattiert.

Spezielle Materialien:

LB-Medium, LB-Amp Platten

TSS Puffer: 9 ml LB-Medium
0,5 ml DMSO
0,5 ml 1M MgCl,

1 g PEG 6000
sterilfiltriert (0,2 um Filter)

3.2.1.13 Klonierung mit dem TOPO-TA Cloning Kit

Anfiigen von 3’A-Uberhangen an PCR Produkte:

Durch Verwendung der Platinum Pfx DNA Polymerase fehlen 3‘A Uberhéinge an den
PCR-Produkten, um diese direkt im TOPO-TA Cloning Kit einzusetzen. Die SuperTaq
DNA Polymerase hingegen besitzt eine Template-unabhéngige Transferase-Aktivitdt und
fiigt Desoxyadenosin an die 3’-Enden von DNA-Fragmenten an. Nach Gelaufreinigung der
PCR-Produkte (3.2.1.7) wurden deshalb circa 50 ng DNA-Fragment mit 1x SuperTaq Puf-
fer, 1,7 mM MgSOs, 3,3 mM dATP und 0,5 pl SuperTaq in einem Volumen von 15 pl
H20Mi11iQ fiir 10-15 Min bei 72°C inkubiert.

Ligation:

Ohne vorherige Aufreinigung wurden 4 pl PCR-Produkt mit 1 ul pCR® -TOPO® Vektor
gemischt, fiir 5 Min bei RT inkubiert und die Reaktion durch Zugabe von 1 ul 6x TOPO
Cloning Stop solution beendet. Topoisomerase I ist kovalent an den linearisierten pCR® -
TOPO® Vektor mit 3°T Uberhang gebunden und bei Ausbildung der Phosphodiesterbin-
dung wird das Enzym abgespalten. Bis zur Transformation wurde das Reaktionsgefa3 auf
Eis gestellt.

Transformation :

Fiir eine blau-weil Selektion wurden 40 pl 40 mg/ml X-Gal und 40 pl 100 mM IPTG
gleichmafBig auf LB-Amp Platten verteilt und diese bis zur Verwendung bei 37°C gelagert.
Die TOP 10F' One Shot® Zellen wurden auf Eis aufgetaut, 2 pl des Ligationsansatzes hin-
zugefiigt und vorsichtig gemischt. Nach einer Inkubation von 30 Min auf Eis wurden die
Bakterien fiir 30 Sek bei 42°C einem Hitzeschock ausgesetzt. Das Reaktionsgefdl wurde
sofort auf Eis gestellt und 250 pul RT warmes SOC-Medium hinzugeben. Unter Standard-
bedingungen (3.2.1.1) wurde 1 h inkubiert und dann pro Reaktionsansatz 50 pl und 250 pl
auf vorbereitete LB-Amp Platten ausplattiert. Nach Kultivierung {iber Nacht bei 37°C wur-
den fiir weitere Analysen weil3e Kolonien gepickt.
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Spezielle Materialien:
50 mM dATP, 100 mM IPTG, pCR® -TOPO® Vektor, LB-Amp Platten, 50 mM MgSO,, SOC-Medium,
SuperTaq DNA Polymerase, 10x SuperTaq Puffer, 6x TOPO Cloning Stop solution

40 mg/ml X-Gal: 400 mg X-Gal
10 ml Dimethylformamid

3.2.1.14 Plasmid-DNA Isolierung

Bei der Klonierung eines DNA-Fragments wurden zur Analyse der Klone nach der Trans-
formation 10 Einzelkolonien gepickt und je 3 ml LB-Amp Medium angeimpft. Die Isolie-
rung der Plasmid-DNA erfolgte mit Hilfe des Quantum Prep® Plasmid Miniprep Kit, wenn
mit dem ABI ® Prism 377 Sequenator sequenziert wurde. Falls die Sequenzierung im
Zentrallabor des Universititsklinikums Miinster (UKM) erfolgte, wurde Plasmid-DNA mit
Hilfe des High Pure Plasmid Isolation Kit nach Angaben des Herstellers isoliert. Aller-
dings wurde hierbei statt des Waschpuffers 1 500 ul Waschpuffer 2 eingesetzt und beim 2.
Waschschritt nur 200 pl Waschpuffer 2 verwendet. Die Elution der Plasmid-DNA erfolgte
in beiden Féllen mit H,Owminig. GroBBere Mengen Plasmid-DNA wurden mit dem QIAfilter
Plasmid Maxi Prap Kit nach Angaben des Herstellers isoliert. Die Plasmid-DNA wurde bei
—20°C gelagert.

Zusatzliche Materialien:

Quantum Prep® Plasmid Miniprep Kit (BIO-RAD)
High Pure Plasmid Isolation Kit (Roche)
QIAfilter Plasmid Maxi Kit (QIAGEN)

3.2.1.15 Prazipitation von Nukleinsauren

Zur Prézipitation von Plasmid-DNA aus verdiinnter Losung wurde 0,1 Volumen 3 M Na-
triumacetat (pH 5,2) und 2,5 Volumen 96% Ethanol zugegeben. Nach griindlichem Mi-
schen der Probe wurde bei 20000 x g und 4°C fiir 15 Min zentrifugiert. Das DNA-Pellet
wurde mit 70%igem Ethanol gewaschen, in der Speed Vac getrocknet, in der gewiinschten
Menge an H,Owminig aufgenommen und bei —20°C aufbewabhrt.

Zusatzliche Materialien:
3 M Natriumacetat (pH 5,2), 96% Ethanol, 70% Ethanol

3.2.1.16 DNA-Sequenzierung

Sequenzierung mit dem ABI ® Prism 377 Sequenator:
Reaktionsansatz: 0,8 pg Plasmid-DNA
I uM  Primer
2ul ABI PRISM BigDye™ Premix
ad 5 pl HyOwminig
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Reaktionszyklus der PCR:

Initiale Denaturierung ~ 96°C 1 Min
25 Zyklen von:

Denaturierung 96°C 20 Sek

Annealing Tan 15 Sek

Elongation 60°C 4 Min
4°C Pause

Nach der PCR wurde 15 pl H,Owminig zZum Reaktionsansatz hinzugefiigt, und die DNA
durch Zugabe von 2 ul 3 M Natriumacetat (pH 5,2) und 55 ul 96% Ethanol gefillt. Es
folgte eine Zentrifugation bei 20000 x g und RT fiir 15 Min. Das Pellet wurde mit 300 pl
75% Ethanol gewaschen und in der SpeedVac getrocknet. Die Probe wurde in 2 ul ABI
Loading Buffer aufgenommen, kurz vor dem Auftragen auf das Gel bei 95°C fiir 2 Min
denaturiert und dann sofort auf Eis gestellt.

Fiir das Sequenziergel wurden 25 ml Gellosung mit 200 pl 10% APS und 10 pl TEMED
versetzt und das Gel in die vorbereiteten Glasplatten gegossen. Nach vollstandiger Polyme-
risation erfolgte die Auftrennung der DNA-Fragmente in 1x TBE nach Angaben des Her-
stellers.

Spezielle Materialien:

ABI Premix, ABI Loading Buffer, 10% (w/v) APS, 96% Ethanol, 75% Ethanol, 3M Natriumacetat (pH 5,2),
1x TBE, TEMED
Gellosung: 180 g Harnstoff

75 ml 30% Acrylamid-Losung (Acrylamid/Bisacrylamid = 29:1)

60 ml 10x TBE Puffer

230 ml HyOwminig

Sequenzierung im Zentrallabor des Universitatsklinikums Munster (UKM):
Sequenzierreaktion: 200-400 ng  Plasmid-DNA

2 ul ABI PRISM BigDye™ Premix
1 ul 10 uM Primer
ad 8 ul H2Owminiq
PCR-Bedingungen:
Initiale Denaturierung 96°C 5 Min
25 Zyklen von:
Denaturierung 96°C 10 Sek
Annealing und Elongation Tan 4 Min
4°C Pause

Die PCR Probe wurde anschlieBend mit 10 pl HyOwminig versetzt und mit dem DyeEx 2.0
Spin Column nach Angaben des Herstellers aufgereinigt. Die weiteren Schritte der Se-
quenzierung wurden im Zentrallabor des UKM durchgefiihrt.



Zusatzliche Materialien:

ABI PRISM BigDye™ Premix, DyeEx 2.0 Spin Column, 10 pM Primer
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Die Analyse der DNA-Sequenzen erfolgte mit dem Software-Paket von DNAstar und den
Diensten des NCBL.

3.2.2 Zellbiologische Methoden

3221

Kultivierung eukaryotischer Zellen

Die allgemeinen Kulturbedingungen der in dieser Arbeit verwendeten Zellen sind tabella-

risch zusammengefasst.

Zelllinie Medium Kulturbedingungen
bEnd3 DMEM Vollmedium mit FCS (BioWest) 10% CO,
0,2% Gelatine
alle 3-4 Tage 1:3 splitten
bEnd5 DMEM Vollmedium mit FCS (BioWest) 10% CO,
+ 1mM Natriumpyruvat alle 14 Tage 1:3 splitten
+ 1% MEM Non-essential amino acids  alle 3 Tage Mediumwechsel
+ 50 uM B-Mercaptoethanol
CHO dhfr o-MEM Vollmedium mit FCS (PAN) 10% CO,
alle 3 Tage 1:5-1:10 splitten
CMT DMEM Vollmedium mit FCS (PAN) 10% CO;
alle 3-4 Tage 1:10 splitten
COS-7 DMEM Vollmedium mit FCS (PAN) 10% CO;
Alle 3 Tage 1:5 splitten
HUVECs Medium 199 5% CO,
+20% FCS (PAN) 0,5% Gelatine
+ 100 U/ml Penicillin alle 3-4 Tage 1:3 splitten
+ 100 pg/ml Streptomycin alle 2 Tage Mediumwechsel
+ 100 ng/ml Heparin
+ 80 ng/ml ECSG
Hybridome DMEM Vollmedium mit FCS (PAN) 10% CO;
I1x HAT Supplement alle 2-3 Tage 1:2-1:3 split-
Makrophagen ten
MDCK C7 MEM Medium 10% CO,

+10% FCS (Gold)
+ 100 U/ml Penicillin

alle 7 Tage 1:10 splitten
alle 3 Tage Mediumwechsel
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+ 100 pg/ml Streptomycin

+ 50 ng/ml Doxycyclin
MDCK II Tet-off DMEM Vollmedium mit FCS (PAN) 10% CO;
+ 100 pg/ml G418 alle 7 Tage 1:10 splitten
+ 1 pg/ml Puromycin alle 3 Tage Mediumwechsel
MTD-1A DMEM Vollmedium mit FCS (PAN) 10% CO;
alle 3-4 Tage 1:10 splitten
WEHI-3B DMEM Vollmedium mit FCS (PAN) 10% CO,
alle 3 Tage 1:5-1:10 splitten
1G11 DMEM Vollmedium mit FCS (BioWest) 10% CO3
+ 1mM Natriumpyruvat alle 3-4 Tage 1:3 splitten

+ 1% MEM Non-essential amino acids
+ 100 ng/ml Heparin
+ 80 ng/ml ECSG

Passagieren adharent wachsendener Zellen:

Bis auf die Hybridome wachsen alle oben aufgefiihrten Zellen adhirent. Im 37°C Wasser-
bad wurden PBS, PBS/5 mM EDTA, Trypsin/EDTA und das benétigte Vollmedium er-
warmt. Der konfluente Zellmonolayer wurde mit PBS gewaschen und je nach Zelltyp fiir
1-20 Min mit Trypsin/EDTA L&sung inkubiert. Bei CHO und COS-7 Zellen war die Ver-
wendung von PBS/5 mM EDTA ausreichend, wihrend die MDCK C7 Zellen zuerst mit
PBS/5 mM EDTA fiir 5 Min vorinkubiert und erst nach einer langeren Inkubationszeit mit
Trypsin/EDTA abgelost werden konnten. Die Trypsinierung wurde durch Zugabe von
Vollmedium abgestoppt, die Zellen von der Platte bzw. Flasche abgespiilt und bei 209 x g
fiir 5 Min abzentrifugiert. Das Zellpellet wurde im gewiinschten Vollmedium resuspendiert
und im oben angegebenen Splitverhiltnis oder nach Bestimmung der Zellzahl mit definier-
ter Zelldichte ausgesit. Die bEnd3 und HUVECs wurden auf Platten kultiviert, die zuvor
mit 0,2% bzw. 0,5% Gelatine beschichtet worden waren (3.2.2.2).

Kyrokonservierung von Zellen:

Das Einfrieren von Zellen sollte schnell erfolgen, da das im Einfriermedium vorhandene
DMSO nicht nur in die Zellen diffundiert und die Eiskristallbildung verhindert, sondern
auch toxisch wirkt. In der Regel wurden 1/2 bis 1/3 der Zellen einer Zellkulturschale oder
—flasche pro Cryordhrchen eingefroren. Die gerade konfluenten Zellen wurden wie oben
beschrieben von der Platte abgelost, in Vollmedium bei 209 x g fiir 5 Min pelletiert und in
kaltem Einfriermedium resuspendiert. Nach Uberfiihrung in ein Cryordhrchen wurde die
Zellsuspension zundchst in einer Styroporbox im -80°C Eisschrank eingefroren und nach
einem Tag zur langfristigen Lagerung in den —196°C fliissigen Stickstoff Tank iiberfiihrt.
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Auftauen von Zellen:

Das Cryordhrchen mit den eingefrorenen Zellen wurde aus dem Stickstofftank entnommen
und ziigig im 37°C Wasserbad aufgetaut. Die Zellen wurden mit einer 2 ml Pipette ent-
nommen und in 10 ml warmes Vollmedium gegeben. Es folgte eine Zentrifugation bei
209 x g fiir 5 Min, die Zellen wurden in frischem Vollmedium aufgenommen und in der
gewliinschten Dichte ausgesiit.

Lebendzahlung:

Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte mit einer Neubauer-Zédhlkammer, die aus 9 Grof3-
quadraten mit einer Fliche von jeweils 1 mm? besteht. Es wurden die 4 dulleren Grofqua-
drate ausgezéhlt, der Wert gemittelt und mit dem Verdiinnungsfaktor und dem Kammer-
faktor 10* Zellen/ml multipliziert. Zur Feststellung der Lebendzahl wurde die Zellsuspen-
sion mit dem gleichen Volumen an 0,4% Trypanblauldsung versetzt und fiir 3 Min bei RT
inkubiert. Lebende Zellen farben sich nicht blau, weil sie hineindiffundiertes Trypanblau
aktiv aus der Zelle transportieren.

Spezielle Materialien:

Einfriermedium, 0,4% Trypanblaulésung

PBS/EDTA: PBS
5 mM EDTA
Trypsin/EDTA: 0,05% (w/v) Trypsin
0,02% (w/v) EDTA

3.2.2.2 Beschichtung von Zellkulturschalen und Filtern

Beschichtung mit Gelatine:

Die Gelatine-Gebrauchslosung wurde in die Zellkulturschale, die Vertiefung des Lab-Tek
Chamber Slide oder auf den Transwell Filter pipettiert. Nach einer Inkubation fiir 30 Min
im Brutschrank oder iiber Nacht bei RT wurde die Proteinlosung abgesaugt, einmal mit
PBS gewaschen und im Anschluss die Zellen ausgesiit.

Beschichtung mit Laminin:

Das zu beschichtende Material wurde mit ausreichend Laminin-Gebrauchslosung bedeckt
und fiir 30 Min bei RT inkubiert. Die Fliissigkeit wurde vorsichtig abgesaugt, die Trans-
well Filter oder Lab-Tek Chamber Slides bei angekipptem Deckel fiir 1 h unter der Steril-
bank getrocknet und dann die Zellen darauf ausgesit.
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Beschichtung mit Fibronektin:

Die Fibronektin-Gebrauchslosung wurde auf die Transwell Filter oder die Lab-Tek Cham-
ber Slides gegeben und fiir 1 h bei RT inkubiert. AnschlieBend wurde die Lésung vorsich-
tig abgesaugt, einmal mit Medium gewaschen und die Zellen ausgesiit.

Spezielle Materialien:

Gelatine-Stammldsung: 2% (w/v) Gelatine

Gelatine-Gebrauchslosung: 0,2% oder 0,5% (w/v) Gelatine-Stammldsung in PBS
Laminin-Stamml&sung: 1 mg/ml Laminin

Laminin-Gebrauchslsung: 50 pg/ml Laminin in PBS
Fibronektin-Stammldsung: 1 mg/ml Fibronektin

Fibronektin-Gebrauchslsung: 100 pg/ml Fibronektin in H,Owminig

3.2.2.3 Fixierung von Zellen

PFA-Fixierung:

Der Zellmonolayer wurde 3x mit PBS™ gewaschen und mit 4% PFA-Losung bedeckt.
Nach einer Inkubation flir 15-20 Min bei RT wurde die Losung vorsichtig abgesaugt und
erneut 3x mit PBS™ gewaschen. Zum Quenchen des iiberschiissigen PFA folgte eine In-
kubation mit 50 mM NH4Cl-Losung fiir 10 Min, gefolgt von 3 Waschschritten mit PBS™.
Die fixierten Zellen konnten fiir einige Tage in PBS™ mit 0,04% NaNj bei 4°C gelagert
werden.

Methanol Fixierung:

Fiir eine Fixierung der Zellen mit Methanol wurde der Monolayer 3x mit PBS™ gewa-
schen, die restliche Fliissigkeit entfernt, und fiir 10 Min in -20°C kaltem Methanol fixiert.
AnschlieBend wurde der Zellmonolayer 3x mit PBS™ gewaschen, fiir 1 h in PBS™ re-
hydriert und konnte bis zur Immunfluoreszenz-Fiarbung fiir einige Tage in PBS™ mit
0,04% NaNj5 bei 4°C aufbewahrt werden.

Spezielle Materialien:

PBS™, 10% NaNj3, 50 mM NH,C1, Methanol

4% PFA-Losung: 4,00 g Paraformaldehyd in 40 ml HyOpiq unter dem Abzug unter Riihren langsam auf
60-70°C erhitzen. Zugabe von konzentrierter NaOH-Ldsung bis die Losung klar ist.
10 ml 10x PBS hinzufiigen, pH-Wert auf pH 7.4 einstellen und ad 100 ml mit H,Opwijiiq-

Abkiihlen lassen, pH-Wert kontrollieren, filtrieren und in Aliquots bei -20°C aufbewah-
ren.

3.2.2.4 Stabile Transfektion

Das folgende Protokoll wurde fiir die stabile Transfektion von CHO dhfr’, MDCK C7 und
MDCK II Tet-off verwendet. Eine 100 mm Zellkulturschale mit gerade konfluenten Zellen
wurde 1x mit PBS gewaschen, der CHO dhfr” Monolayer mit 3 ml PBS/5SmM EDTA, bei
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MDCK C7 und MDCK II Tet-off mit Trypsin/EDTA L&sung inkubiert. Die Zellen wurden
mit 10 ml PBS von der Platte abgespiilt und bei 209 x g fiir 5 Min abzentrifugiert. Das Pel-
let wurde in 600 ul PBS resuspendiert und nach Zugabe von 20 pg Plasmid-DNA in eine
vorgekiihlte Elektroporationskiivette (0,4 cm Spaltbreite) iiberfiihrt. Der Reaktionsansatz
wurde fiir 10 Min auf Eis inkubiert und bei einer Spannung von 250 V und einer Kapazitét
von 950 uF elektroporiert. Die Zellen wurden sofort in 10 ml Zellkulturmedium resuspen-
diert und zweimal jeweils 2 ml, 1 ml, 500 ul, 250 pl oder 50 ul auf 100 mm Zellkultur-
schalen ausgesit. Nach 24 h wurde das Medium von den Zellen entfernt und gegen Zell-
kulturmedium mit Selektionsantibiotikum ausgetauscht. Das Selektionsantibiotikum richte-
te sich nach der Zelllinie und dem verwendeten Vektor (siche Tabelle). Am vierten und
siebten Tag nach der Elektroporation wurde das Medium erneuert und spétestens nach elf
Tagen Kolonien gepickt. Dazu wurde das Medium von der Zellkulturschale abgesaugt und
die Zellen mit PBS gewaschen. Autoklavierte Klonierringe wurden mit einer Pinzette in
Laborfett getunkt und iiber eine sichtbare Kolonie gestiilpt. In diese Ringe wurden 50 pl
PBS/5 mM EDTA bzw. Trypsin/EDTA pipettiert und kurze Zeit im Brutschrank inkubiert.
Die abgerundeten Zellen wurden in 200 pl Medium resuspendiert und in die Vertiefungen
einer 24-well Platte tiberfiihrt. Nach Erreichen der Konfluenz wurden die Zellen mehrfach
passagiert und mittels Immunfluoreszenz (3.2.3.16), Durchflusszytometrie (3.2.2.12) oder
Immunoblotting (3.2.3.15) charakterisiert.

Stabil transfizierte Zelllinie Selektionsantibiotikum
CHO dhfr: mESAM-pcDNA3 800 pg/ml G418

CHO dhfr: MCAR-pcDNA3 800 ng/ml G418

CHO dhfr: mESAM-hIgG;-pcDNA3 800 pg/ml G418

CHO dhfr: MCAR-hlgG;-pcDNA3 800 pg/ml G418

CHO dhfr: mJAM-A-pEF-6 7 pg/ml Blasticidin

CHO dhfr: mJAM-B-pFLAG-CMV1 330 U/ml Hygromycin B

CHO: mJAM-C S281A 800 pg/ml G418
MDCK C7: mESAM-pcDNA3 800 pug/ml G418
MDCK C7: mESAMAS5-pcDNA3 800 pg/ml G418
MDCK C7: pcDNA3 800 pg/ml G418

MDCK II Tet-off: mESAM-pTRE2hyg 150 pg/ml Hygromycin
MDCK II Tet-off: pTRE2hyg 150 pg/ml Hygromycin

Spezielle Materialien:

10 mg/ml Blasticidin, DMEM Vollmedium, 200 mg/ml G418, 50 mg/ml Hygromycin B, PBS, PBS/5 mM
EDTA, Trypsin/EDTA
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3.2.2.5 Subklonierung

Alle in dieser Arbeit stabil transfizierten Zellen wurden durch Grenzverdiinnung subklo-
niert, indem jeweils 0,7-0,8 Zellen in die Vertiefungen einer 96-well Platte ausgesét wur-
den. Dazu wurden konfluente Zellen von der Zellkulturschale abgelost (3.2.2.1) und die
Lebendzellzahl bestimmt. AnschlieBend wurde die Zellsuspension in einer seriellen Ver-
diinnungsreihe mit Zehnerschritten bis zu einer Konzentration von 7-8 Zellen/ml verdiinnt
und 100 pl pro Vertiefung einer 96-well Platte ausplattiert. Nach einigen Tagen wurden
Einzelklone mikroskopisch verifiziert, zum Erreichen hoherer Zellzahlen mehrfach pasa-
giert und anschlieBend erneut charakterisiert.

3.2.2.6 Préaparation von Polymorphkernigen Leukozyten aus dem
Knochenmark

Aus einer 7-12 Wochen alten weiblichen NMRI-Maus konnten ungeféhr 5-7x10° Poly-
morphkernige Leukozyten (PMNs) isoliert werden. Alle Arbeitsschritte wurden bei RT
und unter semisterilen Bedingungen durchgefiihrt. Es wurde ausschlielich Plastikmaterial
aus Polypropylen verwendet, da die Zellen an Glas und Polystyrol stirker adhérieren.

Die Oberschenkelknochen (Femur) und Unterschenkelknochen (Tibia) der Maus wurden
entnommen, sorgfiltig freiprapariert und zwischenzeitlich in einer Petrischale mit HBSS™
aufbewahrt. Aus den frisch angeschnittenen Knochen wurde das Knochenmark mit Hilfe
einer Spritze und 23-g Kaniile mit HBSS™ herausgespiilt. Die Knochenmarkzellen wurden
mit Hilfe einer 10 ml Pipette weitestgehend resuspendiert, durch ein Zellsieb mit 70 um
Porenweite filtriert und fiir 10 Min bei 300 x g pelletiert. Bis auf 1 ml HBSS™ pro 2 NMRI
Maiuse wurde der Puffer von den Zellen entfernt, diese darin resuspendiert und vorsichtig
auf einen Doppelgradienten mit 4 ml Histopaque 1077, unterschichtet mit 4 ml Histopaque
1119, gegeben. Es folgte eine Zentrifugation fiir 30 Min bei 680 x g ohne Bremse. Die
obere Phasengrenze mit den mononukledren Zellen wurde vorsichtig abgesaugt. Von der
zweiten etwas gelblich aussehenden Interphase mit den PMNs wurde zweimal 1 ml ent-
nommen, in ein neues 15 ml Zentrifugen-Réhrchen iiberfiihrt und mit HBSS™ aufgefiillt.
Nach einer Zentrifugation fiir 7 Min bei 300 x g wurden die Zellen erneut mit HBSS™ Puf-
fer gewaschen und schlieflich in 2 ml PMN-Medium resuspendiert. Die PMNs wurden in
eine 35 mm Petrischale iiberfithrt und tiber Nacht bei 37°C und 10% CO, kultiviert.

Spezielle Materialien:

Histopaque 1077, Histopaque 1119, 35 mm Petrischale, Zellsieb mit 70 um Porenweite

HBSS™: 1x HBSS Puffer (ohne Ca*" und Mg”")
25 mM Hepes (pH 7,3)

PMN-Medium: 68% DMEM
20% FCS (BioWest, hitzeinaktiviert fiir 30 Min bei 56°C)
10% WEHI-3B konditioniertes Medium (sterilfiltriert, Lagerung bei 4°C)
2mM L-Glutamin
100 U/ml Penicillin und 100 pg/ml Streptomycin
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3.2.2.7 Préparation von Leukozyten aus dem peripharen Blut

Bei drei weiblichen 7-12 Wochen alten NMRI Méusen wurde hinter dem Auge insgesamt
1 ml Blut abgenommen, wobei zur Verhinderung der Blutgerinnung 200 nl Citratpuffer in
das 1,5 ml Reaktionsgefdl vorgelegt wurden. Das Blut wurde mit dem 3-fachen Volumen
HBSS™ verdiinnt. Es wurden vier Doppelgradienten angesetzt, indem in 15 ml Zentrifu-
gen-Rohrchen 4 ml Histopaque 1077 mit 4 ml Histopaque 1119 unterschichtet wurden. Die
Zellsuspension wurde vorsichtig auf die Gradienten verteilt und bei 680 x g und RT fiir
30 Min ohne Bremse zentrifugiert. Die obere Phasengrenze enthielt mononukleédre Zellen,
die untere nur schwer erkennbare Phase die Polymorphkernigen Leukozyten. Von beiden
Schichten wurden mit einer Gilson-Pipette je 1 ml enthommen, in ein neues Zentrifugen-
Rohrchen iiberfithrt und mit HBSS™ aufgefiillt. Die Zellen wurden bei 300 x g fiir 10 Min
pelletiert und zweimal mit HBSS™ gewaschen. Dann wurde das Zellpellet in 5 ml 37°C
warmem ACT Puffer resuspendiert und zur Lyse von Erythrozyten fiir 5 Min bei 37°C
inkubiert. Anschlieend wurde erneut bei 300 x g fiir 10 Min zentrifugiert und die Zellen
mit HBSS™ gewaschen. Das Zellpellet wurde in 1ml FACS-Puffer resuspendiert und die
Zellzahl (3.2.2.1) bestimmt.

Spezielle Materialien:
0,106 M Citratpuffer, Histopaque 1077, Histopaque 1119

ACT-Puffer: 9 Volumen 0,83% (w/v) NH,Cl

1 Volumen 0,17 M Tris-HCI (pH 7,65)
FACS Puffer: PBS, 3% FCS (dialysiert gegen PBS) und 0,04% NaNj
HBSS™: 1x HBSS (ohne Ca*" und Mg*")

25 mM Hepes (pH 7,3)

3.2.2.8 Préparation von T-Zellen aus Lymphknoten

Kopplung von a-CD19 Antikérpern an Dynabeads:

Es wurden 2x10° sorgfiltig resuspendierte Dynabeads M-450 Schaf a-Ratten IgG in ein
2 ml Reaktionsgefa3 iiberfiihrt und 1 ml Waschpuffer zugegeben. Im magnetischen Feld
wurden die Dynabeads fiir 1 Min abgetrennt und der klare Uberstand verworfen. Dieser
Waschschritt wurde 3-4 x wiederholt und die Dynabeads anschlieBend in 500 pl Wasch-
puffer resuspendiert. Nach Zugabe von 20 pg Ratte a-Maus CD19 mAb wurde der Reakti-
onsansatz iiber Nacht bei 4°C auf dem Uber-Kopf-Schiittler inkubiert.

Praparation von Zellen aus Lymphknoten:

Von einer weiblichen 7-12 Wochen alten NMRI Maus wurden die inguinalen, axilldren,
cervicalen, poplietalen und mesenterialen Lymphknoten entnommen und in einer 100 mm
Zellkulturschale in HBSS™ gesammelt. Die Lymphknoten wurden von Fett und Bindege-
webe befreit und mit einer spitzen Schere klein geschnitten, um den Cortex zu 6ffnen. Mit
dem Stempel einer 1 ml Spritze wurden das Gewebe durch ein Stahlsieb gedriickt und die-
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ses mehrfach mit HBSS™ gespiilt. Die Zellsuspension wurde durch das Stahlsieb in ein
50 ml Reaktionsgefal} iiberfiihrt, die Zellkulturschale 2 x mit HBSS™ gesplilt und die rest-
lichen Zellen dazugegeben. Es wurde bei 300 x g fiir 10 Min bei RT zentrifugiert, das
hauptsichlich aus Lymphozyten bestehende Zellpellet zweimal mit HBSS™ gewaschen, in
2 ml Waschpuffer resuspendiert und die Lebendzellzahl (3.2.2.1) bestimmt.

Depletion von B-Zellen:

Die mit Ratte a-Maus CD19 mAb gekoppelten Dynabeads wurden mittels Magnet abge-
trennt und der klare Uberstand mit den ungebundenen mAbs verworfen. Die Dynabeads
wurden auf die gleiche Weise 3x mit Waschpuffer gewaschen und anschliefend in 1 ml
Waschpuffer resuspendiert. Die Suspension wurde auf zwei 15 ml Zentrifugenréhrchen
aufgeteilt und jeweils 6,5 ml Waschpuffer zugegeben. Pro ReaktionsgefiB wurden 5x10’
Lymphozyten hinzugefiigt und fiir 30 Min bei RT auf dem Uber-Kopf-Schiittler inkubiert,
um CD19 positive Zellen an die Dynabeads binden zu lassen. Zur Abtrennung der Dyna-
beads wurde das Reaktionsgefi einem Magnetfeld ausgesetzt und der klare Uberstand in
ein neues 50 ml Reaktionsgefdl tiberfiihrt. Die Dynabeads wurden mit je 3 ml Waschpuf-
fer resuspendiert und der Vorgang wiederholt. Die Uberstinde mit den CD19 depletierten
Zellpopulation wurden vereint und fiir 300 x g bei RT fiir 10 Min zentrifugiert. Das Zell-
pellet wurde in 1 ml TMA Medium resuspendiert und die Lebendzellzahl (3.2.2.1) be-
stimmt. Zur Kontrolle der B-Zell Depletion wurde eine durchflusszytometrische Analyse
(3.2.2.12) durchgefiihrt.

Spezielle Materialien:

Dynabeads M-450 Schaf a-Ratte IgG, Dynabead magnetic particle concentrator, Ratte o-Maus CD19 mAb,
Stahlsieb

Waschpuffer: PBS
0,1% (w/v) BSA

HBSS™: 1x HBSS Puffer w/o Mg”* und Ca**
25 mM Hepes (pH 7,3)

TMA-Medium: DMEM
10% FCS (Biowest, 30 Min bei 56°C hitzeinaktiviert)
2 mM L-Glutamin
25 mM Hepes (pH 7,3)

3.2.2.9 Restimulation von SJILB.PLP3 T-Zellen

Restimulation von T-Zellen:

Von 3 weiblichen SJL Méiusen wurde die Milz entnommen, grob zerkleinert und in
Waschpuffer homogenisiert. Die Zellsuspension wurde iiber ein 100 pum Netz in ein 50 ml
Rohrchen iiberfiihrt und auf Eis mit 45 Gray bestrahlt. Die Milzzellen wurden bei 300 x g
fir 10 Min abzentrifugiert, in Restimulationsmedium resuspendiert und auf 2x10” Zel-
len/ml eingestellt. Ein Cyroréhrchen mit SJLB.PLP3 T-Zellen wurde aufgetaut (3.2.2.1)
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und die Lebendzellzahl bestimmt. In 60 mm Zellkulturschalen wurden 2x10° T-Zellen,
4x10” Milzzellen und 10 pg/ml PLP-Stammldsung gegeben und fiir 3 Tage stimuliert.

Gradient:

Die Stimulation der SJLB.PLP3 T-Zellen wurde nach 3 Tagen am Mikroskop kontrolliert,
wobei T-Zell Blasten an ihrer grofen, unregelmifBigen Struktur zu erkennen waren. Die
Zellen wurden bei 300 x g fiir 10 Min abzentrifugiert und pro 100 mm Zellkulturschale in
1,5 ml Waschpuffer resuspendiert. Jeweils 3 ml Zellsuspension wurden vorsichtig auf 5 ml
Nycoprep 1.077 in ein 15 ml Réhrchen gegeben und bei 540 x g fiir 20 Min ohne Bremse
zentrifugiert. Die Zellen aus der Phasengrenze wurden vorsichtig abgenommen und die
Zellen von 2 Gradienten in ein 50 ml Reaktionsgefdl mit 20 ml Waschpuffer resuspen-
diert. Nach Zentrifugation fiir 10 Min bei 300 x g wurden die Zellen 3x mit je 20 ml
Waschpuffer gewaschen und in TCGF Medium aufgenommen. Nach Bestimmung der
Zellzahl wurden 3,0x10° Zellen pro 100 mm Zellkulturschale in 10 ml TCGF Medium
ausplattiert. Am nichsten Tag wurden Aliquots von 3x10° Zellen eingefroren und einen
Tag vor dem Transmigrationsassay aufgetaut.

Spezielle Materialien:
ConA Uberstand, PLP-Stammlsung

Restimulationsmedium: RPMI
10% FCS (hitzeinaktiviert fir 30 Min bei 56°C)
2 mM L-Glutamin
100 U/ml Penicillin und 100 pg/mlStreptomycin
ImM Natriumpyruvat
I1x MEM Nichtessentielle Aminosduren
50 nM B-Mercaptoethanol

TCGF-Medium: Restimulationsmedium
ConA Uberstand

Waschpuffer: HBSS
10% FCS (hitzeinaktiviert fiir 30 Min bei 56°C)
25mM Hepes (pH 7,3)

3.2.2.10 Zelloberflachen ELISA

Zur Bestimmung der Expression von Zelloberflichenmolekiilen wurden 3-6x10" bEnd3
oder 1-2x10° bEnd5 Zellen pro Vertiefung auf einer 96-well Flachbodenplatte ausgesit,
5-7 Tage kultiviert und ggf. fiir 1-4 h oder 16-20 h mit 5 nM humanem TNF-a stimuliert.
Die 96-well Platte wurde fiir 15 Min zum Abkiihlen auf Eis gestellt, das Medium vorsich-
tig abgesaugt und 5-20 pg/ml Primédrantikorper in DMEM Vollmedium auf die Zellen ge-
geben. Nach Inkubation fiir 30-60 Min auf Eis wurde der Monolayer 3x mit kaltem PBS™
gewaschen. Dann wurden die Zellen mit 4% PFA fiir 15 Min bei 4°C fixiert und erneut 3x
mit PBS™ gewaschen. Anschliefend wurde 1:1000 — 1:5000 in DMEM-Vollmedium ver-
diinnter PO-konjugierter Sekundarantikérper zugegeben und fiir 30-60 Min bei RT inku-
biert. Nach 5x Waschen mit PBS™ wurde 100ul Entwicklungslosung pro Vertiefung zupi-



54

pettiert und bis zur gewiinschten Farbintensitdt im Dunkeln entwickelt. Die Umsetzung
von o-Phenylendiamin bei Anwesenheit von H,O, zu einem gelben Farbstoff wurde durch
Zugabe von 50 pl 3M HCI abgestoppt. Die Messung der Absorption bei 492 nm erfolgte
im ELISA-Reader.

Spezielle Materialien:
DMEM Vollmedium, 3 M HCI, 500 nM humanes TNF-a, 4% PFA, PBS™
Entwicklungslosung: 2,5ml 1 M K,HPO,
(lichtempfindlich!) 1,25 ml 1 M Zitronenséure

1 Tablette OPD (30 mg)

40 pl H,0, (kurz vor der Entwicklung)
ad 50 ml HZOMilliQ

3.2.2.11 ELISA zur Detektion und Quantifizierung von hlgG; Kon-
strukten

Die Vertiefungen einer MaxiSorp Mikrotiterplatte wurden liber Nacht bei 4°C oder fiir 1 h
bei 37°C mit 4 pg/ml F(ab‘), Fragment Kaninchen o human IgG (Fcy) in PBS beschichtet.
Es wurde 4x mit PBS gewaschen und freie Bindungsstellen mit PBS/1% BSA fiir 1-2 h bei
RT oder tiber Nacht bei 4°C blockiert. Nach der Entfernung der Proteinlosung wurde fiir
1-2 h bei RT mit dem zu untersuchenden Konstrukt inkubiert und 4x mit PBS/1% BSA
gewaschen. Dann wurden 1:1000 - 1:2000 in PBS/1% BSA verdiinnter PO-gekoppelter
F(ab‘), Fragment Ziege oo human IgG (Fcy) zugegeben und fiir 30 Min bei RT inkubiert.
Nach 5x Waschen mit PBS/0,1% Tween 20 wurde die Konzentration an gebundenem An-
tikorper mit der oben beschriebenen OPD-Reaktion (3.2.2.10) detektiert. Um die Konzen-
tration von hlgG;-Fusionsproteinen zu bestimmen, wurde eine Eichreihe mit humanem
IgG mitgefiihrt.

Spezielle Materialien:
F(ab‘), Fragment Kaninchen o human IgG (Fcy), PBS, PBS/1% BSA, PBS/0.1% Tween 20 , PO-gekoppelter
F(ab‘), Fragment Ziege o human IgG (Fcy)

Entwicklungslosung: 2,5 ml 1M K,HPO,

Achtung: lichtempfindlich! 1,25 ml 1M Zitronenséure
1 Tablette OPD (30 mg)
40 pl H,0, (kurz vor der Entwicklung)
ad 50 ml HyOwminig

3.2.2.12 Durchflusszytometrie

Bei der durchflusszytometrischen Analyse stabil transfizierter Zellen (3.2.2.4), zur Kon-
trolle der B-Zell Depletion nach der Aufreinigung von T-Zellen aus Lymphknoten (3.2.2.8)
und fiir die Charakterisierung von Leukozyten-Populationen (3.2.2.6, 3.2.2.7) wurden zwi-
schen 2x10°-10° Zellen pro Probe eingesetzt.
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Die Zellen wurden in die Vertiefungen einer 96-well Platte pipettiert, durch Zentrifugation
bei 260 x g und 4°C fiir 3 Min pelletiert und in 100 pul FACS Puffer pro well resuspendiert.
Bei Leukozyten wurden die Zellen mit 1 pg/10° Zellen Fe-Block fiir 5 Min auf Eis inku-
biert. Im Anschluss wurde der Erstantikorper in einer Konzentration von 10 pg/ml ohne
vorherigen Waschschritt hinzugegeben. Als Negativkontrolle wurden Proben mitgefiihrt,
die ohne Primérantikorper oder mit unspezifischen Antikorpern desselben Isotyps inkubiert
wurden. Nach einer Inkubation von 15-30 Min auf Eis wurden die Zellen 2x mit FACS
Puffer gewaschen. Es folgte eine Inkubation mit 1:100-1:500 verdiinntem Fluoreszenz-
oder Biotin-gekoppeltem Sekundarantikorper fiir 15-30 Min auf Eis. Die Proben wurden
erneut 2x mit FACS Puffer gewaschen und bei Verwendung von Biotin-gekoppeltem Se-
kunddrantikorper mit 1:200 Fluoreszenz-gekoppeltem Streptavidin fiir 15-30 Min auf Eis
inkubiert. Direkt gekoppelte Antikorper wurden im letzten Inkubationsschritt in einer Kon-
zentration von 10 pg/ml eingesetzt. Die Proben wurden erneut 2x mit FACS Puffer gewa-
schen und nach Verdiinnung mit PBS sofort gemessen. Alternativ wurde das Zellpellet in
Ix Cell Fix aufgenommen und die Proben fiir maximal 3 Tage bei 4°C im Dunkeln aufbe-
wahrt. Die Auswertung erfolgte an einem Durchflusscytometer unter Verwendung des
Programs CellQuest 3.1f.

Spezielle Materialien:
FACS-R6hrchen, 96-well Platte (V-Form)

FACS Puffer: PBS
3% FCS (dialysiert gegen PBS)
0,04% NaN;

1x Cell Fix: 10% 10x Cell Fix

90% H,Owiiiiq

3.2.3 Proteinchemie und immunbiochemische Methoden

3.2.3.1 Herstellung und Aufreinigung von GST- und MBP-
Fusionsproteinen

Induktion der Proteinexpression in E. coli BL21:

Die Expression der GST- und MBP-Fusionsproteine wurde im Protease-defizienten E. coli
Stamm BL21 durchgefiihrt. Es wurde 1 1 LB-Amp Medium mit einer frischen Vorkultur
angeimpft und bis zu einer ODgoo = 0,5 kultiviert. Dann wurde die Fliissigkultur bis zum
Erreichen der RT auf einen Kreisschiittler gestellt und durch Zugabe von 60 uM IPTG die
Expression des Fusionsproteins induziert. Nach Kultivierung iiber Nacht bei RT folgte eine
Zentrifugation bei 3800 x g und 4°C fiir 20 Min. Die sedimentierten Bakterien wurden in
PBS resuspendiert, in ein 50 ml Reaktionsgefaf tiberfiihrt und erneut bei 2500 x g und 4°C
fiir 20 Min zentrifugiert. Das Zellpellet wurde entweder bei —20°C gelagert oder direkt
lysiert.
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Bakterienlyse durch Lysozym und Ultraschallbehandlung:

Alle Arbeitsschritte wurden auf Eis oder bei 4°C und mit vorgekiihltem Puffer und Zentri-
fugen durchgefiihrt. Das Bakterienpellet wurde mit Lysepuffer ad 30 ml aufgefiillt, kréftig
geschiittelt, bis die Zellen resuspendiert waren, und fiir 1 h inkubiert. Zur vollstindigen
Lyse wurden die Zellen mit Ultraschall (Einstellung: halbmaximale Power, 50% Intervall)
aufgeschlossen. Das Lysat wurde zuerst bei 460 x g fiir 10 Min und sofort im Anschluss
bei 48000 x g fiir 30-60 Min zentrifugiert.

Aquilibrierung der Glutathion-Agarose:

Die bendtigte Menge an Glutathion-Agarose wurde fiir 30 Min in kaltem PBS resuspen-
diert und bei 460 x g und 4°C fiir 5 Min abzentrifugiert. Das PBS wurde vorsichtig abge-
saugt und eine 1:1 Suspension mit PBS hergestellt. Die dquilibrierte Glutathion-Agarose
konnte fiir einige Tage bis wenige Wochen bei 4°C nach Zusatz von 0,04% NaN; aufbe-
wahrt werden.

Aquilibrierung der Amylose beads:

Das Saulenmaterial wurde zur Entfernung des Ethanols 3x mit je 50 ml PBS gewaschen
und dabei bei 460 x g und 4°C fiir 5 Min zentrifugiert. Es wurde ebenfalls eine 1:1 Suspen-
sion mit PBS hergestellt, die wie die Glutathion-Agarose kurzfristig gelagert werden konn-
te.

Affinitatsaufreinigung der GST- und MBP-Fusionsproteine:

Das Bakterienlysat wurde nach der Zentrifugation in ein 50 ml Reaktionsgefal3 iiberfiihrt
und 1-2 ml des zuvor dquilibrierten Sdulenmaterials zugegeben. Es folgte eine Inkubation
fiir 5 Min auf dem Uberkopfschiittler im Kiihlraum. Dann wurde das Sdulenmaterial mit
dem gebundenen Fusionsprotein bei 460 x g und 4°C fiir 5 Min pelletiert, je 2x mit PBS
und danach mit PBS/1M NaCl gewaschen und in eine Chromatographieséule tiberfiihrt. Es
wurde erneut 2x mit je 10 ml PBS/IM NaCl und 1x mit 10 ml PBS gewaschen, mit /2 Vo-
lumen Sdulenmaterial voreluiert und eine Elution mit 3 ml Elutionspuffer pro ml Séulen-
material durchgefiihrt.

Regeneration des Saulenmaterials:

Das Sdulenmaterial wurde nach der Elution 3x mit je 10 PBS/IM NaCl und 3x mit je
10 ml PBS gewaschen und in PBS/0,04% NaNj3; bei 4°C aufbewahrt. Die Glutathion-
Agarose und die Amylose Beads konnten bis zu 4x wiederverwendet werden.
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Spezielle Materialien:

Probenauftragspufter: 1x SDS-PAGE Probenpuffer

(frisch hergestellt) 4 M Harnstoff

Lysepuffer: 50 ml PBS
10 ml Lysozym-Losung (20 mg/ml in H,Owminig)
10 mM EDTA
1 mM DTT

10 pg/ml Aprotinin
10 pg/ml Leupeptin
1 pg/ml Pepstatin

1 mM PMSF

Elutionspuffer I: PBS
5 mM Glutathion
neutralisiert mit 1,5 M Tris-HCI (pH §,8)

Elutionspuffer II: PBS
10 mM Maltose

3.2.3.2 Herstellung und Aufreinigung von hlgG;-Fusionsproteinen

Die Expression von hlgG;-Fusionsproteinen erfolgte entweder in transient transfizierten
COS-7 Zellen oder stabil transfizierten CHO dhfr” Zellen. In beiden Féllen wurde das Pro-
tein sezerniert und der Zellkulturiiberstand zur Abtrennung von Zelltriimmern und Aggre-
gaten bei 3800 x g und 4°C fiir 20 Min zentrifugiert. Der Uberstand wurde sterilfiltriert
und konnte nach Zugabe von 0,04% NaN; fiir mehrere Monate bei 4°C aufbewahrt wer-
den. Die Affinititsreinigung der hlgG,-Fusionsproteine erfolgte analog der Aufreinigung
von mAbs aus Hybridoma-Uberstéinden mit Protein G Sepharose (3.2.3.3).

3.2.3.3  Affinitatsreinigung von mAb aus Hybridoma-Uberstanden

Fiir die Aufreinigung von mAbs aus Hybridoma-Uberstinden wurden die Zellen 1:1 in
Protein-freies Hybridoma-Medium gesplittet und bis zum Absterben der Zellen bei
10% CO; im Brutschrank kultiviert. Der Zellkulturiiberstand wurde bei 3800 x g und 4°C
fiir 15 Min zentrifugiert, anschlieBend durch einen 0,2 pm Filter sterilfiltriert und zur La-
gerung mit 0,04% NaNj3 versetzt.

Vorbereitung der Protein G Sepharose 4 Fast Flow:

Die Bindungskapazitit von Protein G Sepharose betrdgt 7 mg Ratten IgG pro 1 ml beads.
Die benoétigte Menge an Sdulenmaterial wurde in ein 50 ml Reaktionsgefal iiberfiihrt und
mit PBS aufgefiillt. Nach einer Zentrifugation bei 460 x g und 4°C fiir 5 Min folgten zwei
weitere Waschschritte mit PBS. Danach wurden die Protein G Sepharose beads in
1 Volumen PBS resuspendiert.
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Affinitatsreinigung der mAb mit Protein G Sepharose:

Eine ausreichende Menge gewaschener Protein G Sepharose wurde fiir 20-30 Min bei 4°C
mit dem filtrierten Hybridoma-Uberstand inkubiert und dabei alle 5 Min vorsichtig ge-
schwenkt. Dann wurden Uberstand und Siulenmaterial in eine Chromatographiesiule
tiberfiihrt. Die Protein G Sepharose mit den gebundenen Antikdrpern wurde 2x mit je
10 ml PBS, 3x mit je 10 ml PBS/1M NaCl und erneut 1x mit 10 ml PBS gewaschen. Es
folgte eine Vorelution mit 1/2 Sdulenvolumen Elutionspuffer und die eigentliche Elution
mit 3-4 ml Elutionspuffer pro 1ml Saulenvolumen. Das Eluat wurde sofort mit 1,5 M Tris-
HCI (pH 8,8) auf einen pH-Wert von 7-8 eingestellt.

Regeneration der Protein G Sepharose Saule:

Nach der Elution wurde das Sdulenmaterial 2x mit je 10 ml Elutionspuffer gewaschen und
mit PBS dquilibriert. Die Protein G Sepharose wurden ungefihr 4x wiederverwendet und
in PBS mit 0,04% NaNj; bei 4°C gelagert.

Spezielle Materialien:
PBS, PBS/IM NaCl, 10% NaNj, Protein G Sepharose, 1,5 M Tris-HCI (pH 8,8)

Elutionspuffer: 0,1 M Glycin (pH 2,5)

3.2.3.4 Wessel-Flugge Fallung

Die Wessel-Fliigge Féllung ist eine Methode zur quantitative Préizipitation von ldslichen
und hydrophoben Proteinen aus verdiinnter Losung. Sie wird durch Detergentien, Lipide,
Salze, Puffersubstanzen und B-Mercaptoethanol nicht beeinflusst und wurde fiir die Ab-
schitzung der IgG und IgM Konzentrationen in Hybridoma Uberstinden verwendet
(Wessel & Flugge, 1984).

Es wurden 150 ul Hybridoma-Uberstand mit 600 ul Methanol und 150 ul Chloroform
vermischt und nach Zugabe von 450 pl HyOwminiq fiir 30 Sek kriftig geschiittelt. Nach einer
Zentrifugation bei 20000 x g fiir 2 Min bei RT wurde vorsichtig die obere Phase abge-
nommen und verworfen. Es folgte die Zugabe von 450 ul Methanol, 10 Sek kréftiges
Schiitteln und eine erneute Zentrifugation bei 20000 x g fiir 2 Min bei RT. Die obere Phase
wurde verworfen und das Prizipitat unter dem Abzug filir ungefahr 15 Min getrocknet. Die
Proteine wurden durch Zugabe von 20 ul 1x SDS-PAGE Probenpuffer (3.2.3.12) und In-
kubation fiir 30 Min bei 50°C in Lésung gebracht und anschlieBend fiir 5 Min bei 95°C
denaturiert, bevor sie mit der SDS-PAGE Gelelektrophorese aufgetrennt wurden.

Spezielle Materialien:
Chloroform, Methanol, 1x SDS-PAGE Probenpuffer
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3.2.3.5 Dialyse

Es wurden Slide-A-Lyzer® Dialyserahmen mit einem Ausschlussvolumen von 10 kDa
nach Angaben des Herstellers eingesetzt. Nach der Affinititsreinigung eines Fusionsprote-
ins (3.2.3.1, 3.2.3.2), von monoklonalen (3.2.3.3) oder polyklonalen Antikorpern (3.2.3.8)
wurde die verdiinnte Proteinldsung 4x flir mindestens 4 h gegen jeweils 5 1 PBS dialysiert.
Das beim Calcium-switch Experiment (3.2.4.5) eingesetzte FCS wurde zunichst bei 56°C
fiir 45 Min hitzeinaktiviert. Die Dialyse erfolgte hier gegen ein mindestens 100-faches Vo-
lumen Puffer fiir jeweils 12-24 h. Im zweiten von vier Dialyseschritten wurde dem Dialy-
se-Puffer zur Komplexierung zweiwertiger Kationen 0,2 mM EDTA zugesetzt. Anschlie-
Bend wurde das FCS sterilfiltriert und in Aliquots bei —20°C aufbewahrt.

Spezielle Materialien:
Slide-A-Lyzer® Dialysis Cassette, PBS

Dialyse-Puffer: 0,15 M NaCl
5 mM Hepes (pH 7,5)

3.2.3.6 Konzentrierung von Proteinlésungen

Nach der Dialyse wurden die verdiinnten Proteinlésungen mit Hilfe der Centricon YM-10
basierend auf den Anweisungen des Herstellers eingeengt.

3.2.3.7 Konzentrationsbestimmung von Proteinlésungen

UV-Spektroskopische Konzentrationsbestimmung:

Die Konzentration von Proteinldsungen wurde durch Bestimmung der Absorption bei
280 nm abgeschitzt, weil bei dieser Wellenlidnge Proteine ihr Absorptionsmaximum haben.
Dabei wurde folgende Formel verwendet:

¢ [mg/ml] = ODyg * 1,4 * Verdiinnungsfaktor

BCA-Test:

Beim BCA-Test wird die Reduktion von Cu®" zu Cu" durch Proteine in alkalischem Medi-
um (Biuret-Reaktion) mit der Chelatisierung von Cu” durch zwei Molekule BCA kombi-
niert. Der wasserlosliche Komplex besitzt eine starke Absorption bei 562 nm, die linear
mit steigender Proteinkonzentration im Bereich zwischen 20 und 2000 pg/ml Protein ver-
lauft. Die unbekannte Konzentration einer Proteinldsung wurde durch Vergleich mit einem
Albumin-Standard nach Standardprotokoll des Herstellers bestimmt.

Spezielle Materialien:
BCA Protein Assay Kit



60

3.2.3.8 Polyklonale Kaninchen Antikorper

Immunisierung der Kaninchen

Sieben Tage vor der Immunisierung von New Zealand White Kaninchen wurde 20 ml Pra-
serum aus einer Ohrvene abgenommen, um spéter eine Aussage iiber die Spezifitdt der
polyklonalen Antikorper treffen zu konnen. Bei der ersten Immunisierung wurde 0,6-1 mg
des affinitdtsgereinigten und dialysierten Fusionsproteins mit dem gleichen Volumen voll-
stindigem Freund Adjuvans gemischt und intradermal und subkutan im Nackenbereich
injiziert. Nach 28 Tagen erfolgte die 1. Nachimmunisierung mit 0,6-1 mg Fusionsprotein
in unvollstdndigem Freund Adjuvans. Am 36. und 40. Tag wurde jeweils 40 ml Blut aus
einer Ohrvene abgenommen. Nach 56 Tagen erfolgte die 2. Nachimmunisierung wie oben
beschrieben. Am 64. und 68. Tag wurde erneut eine Blutabnahme durchgefiihrt. Weitere
Immunisierungen und Blutungen geschahen nach Bedarf. Das Kaninchen wurde innerhalb
von 3 Monaten nach der letzten Nachimmunisierung final geblutet.

Spezielle Materialien:

unvollstdndiges Freund Adjuvans, vollstindiges Freund Adjuvans

Kaninchen-Serum

Das Kaninchen-Blut wurde zur vollstindigen Blutgerinnung fiir 1 h bei 37°C oder mehrere
Stunden bei RT inkubiert und dann iiber Nacht bei 4°C stehen gelassen. AnschlieBend
wurde es zweimal bei 2500 x g und 4°C fiir 20 Min zentrifugiert, um den Blutkuchen abzu-
trennen. Das Serum wurde in Aliquots mit fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei
-20°C gelagert.

Kopplung eines Proteins an CNBr-Sepharose

Alle Proteinldsungen wurden vor der Kopplung an CNBr-Sepharose 3x gegen PBS und 1x
gegen Kopplungspuffer dialysiert. AnschlieBend wurde die Proteinkonzentration auf unge-
fahr 5 mg/ml Kopplungspuffer eingestellt.

Die bendtige Menge CNBr-Sepharose wurde auf einem 250 ml Sterilfilter mit 1 1 1 mM
HCI fiir ungefédhr 15 Minuten gewaschen, in ein 50 ml Reaktionsgefdf tiberfiihrt und bei
460 x g fiir 5 Min bei RT pelletiert. Die CNBr-Sepharose wurden in Kopplungspuffer re-
suspendiert, durch die pH-Wert Anderung aktiviert und fiir nur 2 Min zentrifugiert. Da-
rauthin wurde die gegen Kopplungspuffer dialysierte Proteinldsung ziigig hinzugefiigt und
der pH-Wert gegebenenfalls mit Kopplungspuffer auf pH > 8 eingestellt. Die Kopplung
erfolgte fiir 2 h bei RT oder iiber Nacht bei 4°C auf einem Uberkopfschiittler. Die verblei-
benden aktiven Gruppen wurden durch eine sich anschlieBende Inkubation bei RT oder
4°C iiber Nacht hydrolysiert und danach mit Blockierungspuffer gewaschen. Nach einer
weiteren Inkubation fiir 2 h bei RT oder iiber Nacht bei 4°C wurde das Sdaulenmaterial 3x
mit PBS &quilibriert. Die mit Protein-gekoppelte CNBr-Sepharose wurde abwechselnd
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dreimal mit je 10 ml Elutionspuffer und Blockierungspuffer zur Entfernung von ungebun-
denem Protein gewaschen.

Spezielle Materialien:
CNBr-Sepharose, ImM HCI (pH 2-3), 1,5 M Tris-HCIl (pH 8,8)

Kopplungspuffer:  0,1M NaHCO; (pH 8,4)
0,5M NaCl

Blockierungspuffer: Kopplungspuffer
75 mM Tris-HCI (pH 8,8)

Elutionspuffer: 0,1M Glycin (pH 2,5)

Caprylsaure-Fallung von Kaninchen-Serum

Unter leicht sauren Bedingungen flihrt die Zugabe von kurzkettigen Fettsduren wie der
Caprylsdure (Oktansdure) zur Prizipitation der meisten Serumproteine mit Ausnahme der
IgG Molekiile. In Kombination mit anderen Aufreinigungsschritten fiihrt diese Methode zu
einer relativ reinen Antikorperpriparation (Russ, 1983; Steinbuch & Audran, 1969).

Die benétigte Menge Kaninchen-Serum wurde bei RT aufgetaut und mit 2 Volumen
30 mM Natriumacetat (pH 4,0) versetzt. Der pH-Wert der Lésung wurde tberpriift und
falls erforderlich auf pH 4,8 eingestellt. Unter stindigem Riihren wurde langsam und trop-
fenweise 0,75 ml Oktansédure pro 10 ml Originalvolumen Kaninchen-Serum zugegeben.
Die Losung wurde flir weitere 30 Min bei RT geriihrt und bei 48000 x g und 4°C fiir
10 Min zentrifugiert. Der Uberstand wurde vorsichtig dekantiert, der pH-Wert mit 1M Tris
(pH ~ 9) neutralisiert und die Loung sterilfiltriert.

Spezielle Materialien:
Caprylsdure, 30 mM Natriumacetat (pH 4,0), 1M Tris (pH ~ 9)

Affinitatsreinigung von polyklonalen Kaninchen Antikorpern

Affinitatsreinigung: Fusionsprotein gekoppelt an CNBr-Sepharose:

Fir die Affinititsaufreinigung der polyklonalen Kaninchen Antikorper wurde CNBr-
Sepharose verwendet, an die das MBP-Fusionsprotein oder das zum Immunisieren ver-
wendete hlgG;-Fusionsprotein gekoppelt wurde. Der Uberstand nach der Caprylsiure-
Féllung wurde 3x iiber die Siule geben. Zur Entfernung von ungebundenem Protein wurde
das Sdulenmaterial 3x mit 10 ml PBS, 3x mit 10 ml PBS/1M NaCl und 1x mit 10 ml PBS
gewaschen. Die Elution der spezifischen Antikorper erfolgte durch Zugabe von 5x 1ml
Elutionspuffer. Der pH-Wert des Eluats wurde sofort mit 1,5 M Tris-HCI (pH 8,8) auf pH
7-8 eingestellt. Zur Regeneration des Sdulenmaterials wurde 3x 3 ml Elutionspuffer, 10 ml
PBS/1IM NaCl und 10 ml PBS iiber die Sédule gegeben. Die Aufbewahrung erfolgte in
PBS/0,04% NaNj3; bei 4°C.
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Postadsorption: Bovines und humanes 1gG gekoppelt an CNBr-Sepharose:

Falls ein spezifisches hlgG;-Fusionsprotein zum Immunisieren verwendet worden war,
enthielt das Eluat nach der Affinitdtsreinigung noch Antikorper, die gegen den hlgGi-
Fusionspartner gerichtet waren. Deshalb wurden jeweils humanes und bovines IgG kova-
lent an CNBr-Sepharose gekoppelt und das Eluat der Antigen-spezifischen Saule wurde 3x
iiber jede Postabsorptionssdule gegeben, wobei der Durchlauf aufgefangen wurde. Dann
wurde 1/2 Séulenvolumen PBS zugegeben, um keine spezifischen Antikérper im Aus-
schlussvolumen des Sédulenmaterials zu verlieren. Fiir jede Postabsorptionssidule wurde
dieser Vorgang 2-4x wiederholt, bis bei der Regeneration des Sdulenmaterials keine Anti-
korper mehr eluiert wurden. Dazu wurde 10 ml PBS, 10 ml PBS/IM NaCl, 3x 3 ml Eluti-
onspuffer und 10 ml PBS {iber die Sdule gegeben. Die CNBr-Sepharose mit kovalent ge-
bundenen Fusionsproteinen wurde in PBS/0,04% NaNj3 bei 4°C gelagert.

Spezielle Materialien:
10% NaN;, PBS, PBS/1M NacCl, 1,5M Tris-HCI (pH §,8)

Elutionspuffer: 0,1 M Glycin (pH 2,5)

Affinitatsreinigung von Kaninchen IgG aus Praserum

Vorbereitung der Protein A Sepharose CL-4B:

Die gefriergetrocknete Protein A Sepharose CL-4B wurde fiir 30 Min in 50 ml eiskaltem
vorgekiihltem PBS quellen gelassen und nachfolgend bei 460 x g und 4°C fiir 5 Min sedi-
mentiert. Die Protein A Sepharose wurde 3x mit je 50 ml PBS gewaschen, eine 1:1 Sus-
pension mit PBS hergestellt und in eine 10 ml Chromatographiesaule {iberfiihrt.

Affinitatsreinigung von Kaninchen 1gG

Es wurden 2 ml Praserum mit dem gleichen Volumen PBS verdiinnt, 5x iiber die vorberei-
tete Protein A Sepharose Sdule gegeben und 3x mit je 10 ml PBS, 3x mit je 10 ml PBS/1M
NaCl und Ix mit 10 ml PBS gewaschen. Es folgte eine Vorelution mit /2 Volumen des
Séulenmaterials und die eigentliche Elution mit 5x 1ml Elutionspuffer. Das Eluat wurde
mit 1,5 M Tris-HCI (pH 8,8) auf pH 7-8 eingestellt, gegen PBS dialysiert (3.2.3.5) und mit
einer Centricon YM-10 eingeengt (3.2.3.6).

Spezielle Materialien:
PBS, PBS/1M NaCl, Protein A Sepharose CL-4B, 1,5M Tris-HCI (pH §,8)

Elutionspuffer: 0,1 M Glycin (pH 2,5)
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3.2.3.9 Zelllysate

Triton-Lysate

Nach dem Ernten der Zellen (3.2.3.10) wurde das Zellpellet mit dem gleichen Volumen
Lysepuffer I versetzt, sorgfiltig resuspendiert und fiir 1 h bei 4°C auf dem Uberkopfschiitt-
ler lysiert. Es folgte eine Zentrifugation bei 1840 x g fiir 10 Min bei 4°C und eine Ultra-
zentrifugation bei 136.000 x g und 4°C fiir 10 Min. Vom Uberstand wurde ein Aliquot
abgenommen, um es 1:5 verdiinnt fiir einen BCA-Test (3.2.3.7) einzusetzen. Das restliche
Lysat wurde mit 3x SDS-PAGE Probenpuffer versetzt, fiir 5 Min bei 95°C denaturiert und
bei —20°C aufbewahrt. Falls es nicht notwendig war, die Proteinkonzentration des Lysats
zu bestimmen, wurde Lysepuffer Il verwendet, dessen Inhibitoren den BCA-Test storen.

Spezielle Materialien:
Lysepuffer I: PBS

1 mM EDTA
2% (w/v) Triton X-100

Lysepuffer II: 20 mM Imidazol-HCI (pH 6,7)
100 mM NacCl
5 mM EDTA
1 mM DTT
2% (w/v) Triton X-100
10 pg/ml Aprotinin
10 pg/ml Leupeptin
1 pg/ml Pepstatin
1 mM PMSF

Urea-Totallysate

Der Zellmonolayer wurde 3x mit TBS gewaschen und die Zellen durch Zugabe von 150 pl
heiBem Extraktionspuffer pro 10 cm? und kreisende Bewegungen mit einer Pipettenspitze
direkt auf der Zellkulturschale lysiert. Das Zelllysat wurde in ein 1,5 ml Reaktionsgefal3
tiberfiihrt, bei 100°C fiir 5 Min denaturiert und 10 pl fiir einen BCA-Test abgenommen.
Aliquots wurden bei -20°C aufbewahrt und vor Verwendung in der SDS-PAGE (3.2.3.12)
mit 3x SDS-PAGE Probenpuffer versetzt.

Spezielle Materialien:

TBS

Extraktionspuffer: 8 M Harnstoff

(frisch angesetzt) 62,5 mM Tris-HCI (pH 6,8)
2% SDS
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3.2.3.10 Ernten von adharent wachsenden Zellen

Zum Ermnten von adhédrent wachsenden Zellen wurde der konfluente Zellmonolayer zu-
ndchst zweimal mit PBS gewaschen und 3 ml Erntepuffer pro 150 mm Zellkulturschale
zugegeben. Die Zellen wurden mit einem Zellschaber von der Schale abgeldst, in ein vor-
gekiihles 14 ml Reaktionsgefdll aus Polypropylen iiberfiihrt und bei 294 x g und 4°C fiir
5 Min sedimentiert. Der Uberstand wurde vorsichtig abgenommen und das Zellpellet ent-
weder sofort fiir Immunprizipitationen oder die Herstellung von Zelllysaten verwendet
oder nach dem Schockgefrieren in fliissigem Stickstoff bis zur weiteren Verwendung bei
-80°C aufbewahrt.

Spezielle Materialien:

Erntepuffer: PBS
20 pg/ml Aprotinin
20 pg/ml Leupeptin
2 pg/ml Pepstatin
2 mM PMSF
2mM DTT

3.2.3.11 Immunprazipitation

Herstellung von Zelllysaten fir die Immunprazipitation:

Alle verwendeten Losungen waren vorgekiihlt, und die Durchfiihrung erfolgte bei 4°C. Die
bei —80°C aufbewahrten Zellpellets (3.2.3.10) wurden am Vortag zu —20°C tiberfiihrt, auf
Eis aufgetaut und in 1 ml Lysepuffer pro 150 mm Zellkulturschale resuspendiert. Nach
einer Inkubation von 1-2 h auf dem Uberkopfschiittler wurde die Detergenz-unldsliche
Cytoskelett- und Kernfraktion durch Zentrifugation bei 48000 x g fiir 30 Min pelletiert.
Das Zelllysat wurde anschlieend zur Abtrennung von DNA bei 126000 x g fiir mindes-
tens 1 h zentrifugiert. Der Uberstand wurde vorsichtig abgenommen und auf die verschie-
denen Proben verteilt.

Vorbereitung der Protein G Sepharose 4 Fast Flow:

Die bendtigte Menge Protein G Sepharose 4 Fast Flow wurde 3x mit jeweils 50 ml PBS
gewaschen, in Waschpuffer aufgeschlimmt und fiir 30 Min bei 4°C auf dem Uber-
kopfschiittler inkubiert, um unspezifische Bindungen zu verringern. Nach einer Zentrifuga-
tion bei 460 x g fiir 5 Min wurde die Protein G Sepharose im gleichen Volumen Waschpuf-
fer resuspendiert.

Immunprazipitation:

Pro Immunprézipitation wurden Zellen von 2-4 150 mm Zellkulturschalen und 5-10 pg
mAb pro 150 mm Schale eingesetzt. In einem 15 ml Reaktionsgefdll wurde die vorbereitete
Protein G Sepharose zusammen mit den Antikérpern und dem Zelllysat fiir 1 h bis iiber
Nacht bei 4°C auf dem Uberkopfschiittler inkubiert. AnschlieBend wurde bei 460 x g
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zentrifugiert und 5x mit Waschpuffer gewaschen. Zur Elution der gebundenen Proteine
wurde 1x SDS-PAGE Probenpuffer zugegeben und fiir 5 Min bei 95°C aufgekocht. Die
Proben wurden auf einem SDS-Polyacrylamidgel (3.2.3.12) elektrophoretisch aufgetrennt
und konnten bei —20°C gelagert werden.

Spezielle Materialien:

Protein G Sepharose 4 Fast Flow:

Waschpuffer: 20 mM Imidazol-HCI (pH 6,7)
100 mM NaCl
5 mM EDTA

1 mM DTT
0,5% (w/v) Triton X-100

Lysepuffer: Waschpuffer
10 pg/ml Aprotinin
10 pg/ml Leupeptin
1 pg/ml Pepstatin
1 mM PMSF

3.2.3.12 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Zur gelelektrophoretischen Auftrennung von Proteinen wurde die diskontinuierliche SDS-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) nach Laemmli (Laemmli, 1970) durchge-
fiihrt. Dabei wurden 8-12%ige Flachbett Mini-Gele mit 1,5 mm Spacer (Mini-Protean II,
Biorad, Miinchen) verwendet. Die Zusammensetzung von Trenn- und Sammelgelen ist in
der folgenden Tabelle angegeben:

Stammldsung Sammelgel Trenngel
Acrylamid/N,N'-Methylen-bis- 4% (W/v) 8-12% (W/v)
acrylamid (30%/8% (w/v))

0,5 M Tris-HCI (pH 6,8) 125 mM

1,5 M Tris-HCI (pH 8,8) 375 mM
10% (w/v) APS 0,05% (w/v)  0,05% (w/v)
TEMED 0,05% (v/v)  0,1% (v/v)

Vor dem Auftragen auf das Gel wurden die Proteinproben mit 1-3x SDS-PAGE Proben-
puffer versetzt und fiir 5 Min bei 95°C denaturiert. Der Lauf wurde bei 80V durchgefiihrt,
bis die Lauffront das Trenngel erreicht hatte, danach bei 160V.

Spezielle Materialien:
Broad, high and low range marker, prestained marker
1x SDS-PAGE Probenpuffer: 50 mM Tris-HCI (pH 6,8)

2% (w/v) SDS
10% (v/v) Glycerin
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50 mM DTT
0,01% (w/v) Bromphenolblau

Gelelektrophorese-Puffer: 30 g Tris
144 g Glycin
10 g SDS
ad 1 1 mit Hy;Owminig

3.2.3.13 Coomassie Brilliant Blue R250 Farbung

Das Polyacrylamidgel mit den gelelektrophoretisch aufgetrennten Proteinen wurde fiir
30 Min in Farbelosung geschwenkt. AnschlieBend wurde es unter mehrmaligem Wechsel
des Entfirbers bis zur gewiinschten Farbintensitdt entfarbt. Vor dem Trocknen des Gels
wurde es fiir mindestens 1 h in 2% Glycerin aufbewahrt.

Spezielle Materialien:

2% Glycerin

Férbelosung: 0,25% (w/v) Coomassie Brillant Blue R250
45% (v/v) Methanol
10% (v/v) Essigsédure
45% (V/V) H2OMilliQ

Entfarber: 40 % (v/v) Ethanol

10 % (v/v) Essigsdure
50 % (v/v) HyOwminiq

3.2.3.14 Silberfarbung

Das Polyacrylamidgel wurde fiir 30 Min bis iiber Nacht in Fixierlosung inkubiert und
dreimal fiir mindestens 30 Min bis iiber Nacht mit 50% Ethanol gewaschen. Zur Sensibili-
sierung wurde das Gel fiir genau 1 Min mit der Thiosulfat-Gebrauchsldsung inkubiert und
nachfolgend dreimal fiir jeweils exakt 20 Sek mit dH,O gewaschen. Fiir die Impriagnierung
wurde das Proteingel 20 Min mit der Silberlosung inkubiert. Nach zwei Waschschritten
mit dH,O fiir je genau 20 Sek wurde das Gel bis zur gewiinschten Farbtiefe mit Entwickler
inkubiert, was von der aufgetragenen Proteinmenge abhing und bis zu 10 Minuten dauern
konnte. Anschliefend wurde das Gel erneut zweimal fiir je 2 Min mit dH,O gewaschen
und fiir 10 Min mit Fixierer inkubiert. Um das Gel anschlieend gut trocknen zu konnen,
wurde es fiir 1 h in 2% Glycerinlosung gelegt.

Spezielle Materialien:
2% Glycerin, 50% Ethanol

Fixierlosung: 50% Methanol
10% Essigsdure
40% H,Owminig
Thiosulfat-Stammldsung: 344 mM Na,SO;
(frisch angesetzt)

Thiosulfat-Gebrauchslosung: 75 wl Thiosulfat-Stammldsung
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(frisch verdiinnt) ad 50 ml H;Owinig

Silberlosung: 0,1 g AgNO;

ad 50 ml HZOMilliQ
Entwickler: 3 g Na,CO;,

25 pl Formaldehyd

2,5 pl Thiosulfat-Stammldsung
ad 50 ml HZOMilliQ

3.2.3.15 Immunoblotting

Der Transfer der gelelektrophoretisch aufgetrennten Proteine auf eine Nitrocellulose-
membran erfolgte mit einer Tankblot Apparatur bei 30 mA {iber Nacht oder bei 250 mA
fiir 2 h mit vorgekiihltem Blotpuffer bei 4°C. Zur Uberpriifung des Transfers wurden die
Proteine durch Inkubation fiir 3 Min mit Ponceau S Losung auf der Nitrocellulosemembran
angefdrbt und anschlieend wieder in dH,O entfarbt. Es folgte eine Inkubation mit TBST
fiir 15 Min bis 24 h. Zur Blockierung unspezifischer Bindungsstellen wurde die Membran
fiir mindestens 1 h bei RT in TBST/10% Milchpulver inkubiert. Mit 1-2 pg/ml affinitétsge-
reinigtem Antikorper oder 1:500 — 1:2000 verdiinntem Serum in TBST/10% MP wurde fiir
1-2 h inkubiert und die Membran im Anschluss 2-3x kurz mit TBST gespiilt und dann fiir
2x 5 Min und 1x 20 Min mit TBST unter Schwenken gewaschen. Der PO-gekoppelte Se-
kundédrantikorper wurde 1:10000 in TBST/10% MP verdiinnt eingesetzt und die Membran
damit fiir 30-60 Min inkubiert. AnschlieBend wurde diese auf die gleiche Weise erneut mit
TBST gewaschen. Die Membran wurde fiir 2 Min mit ECL-Reagenz inkubiert und mog-
lichst gut abgetropft mit Folie bedeckt. Zur Detektion des Bandenmusters wurde ein ECL
Hyperfilm verwendet.

Spezielle Materialien:

ECL Hyperfilm, Nitrocellulosemembran, Ponceau S Losung

Blotpuffer: 14,4 g Glycin
3 g Trizma Base
400 ml Methanol
ad 2 1 HyOwminig

TBS: 40 g NaCl
15g Tris (pH 7,4)
1 gKCl
ad 5 1 HyOwminig

TBST: TBS
0,1% (v/v) Tween 20

TBST/10% MP TBST
10% (w/v) Milchpulver

ECL-Reagenz: Sml Luminol/Enhancer
(frisch angesetzt) ~ 5ml Peroxidase solution
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3.2.3.16 Immunfluoreszenz

Adhidrent wachsende Zellen wurden in der gewlinschen Zelldichte auf Transwell Filtern
oder Lab-Tek Chamber Slides ausgesédt und bis zur erforderlichen Konfluenz kultiviert.
Dann wurden sie je nach Verwendungszweck mit 4% PFA oder Methanol fixiert (3.2.2.3).
Zur Detektion intrazelluldrer Proteine wurden die mit 4% PFA-fixierten Zellen durch In-
kubation mit 0,1% Triton X-100 in PBS™ fiir 5 Min bei RT permeabilisiert und anschlie-
Bend 3x mit PBS™ gewaschen. Der Primérantikorper wurde in einer Konzentration von
5-10 pg/ml in PBS™ /2% BSA verwendet. Nach einer Inkubation fiir 1 h bei RT wurde der
Monolayer 3x mit PBS™ gewaschen. Der 1:200 - 1:1000 in PBS™/2% BSA verdiinnte
Sekundérantikdrper wurde fiir 1 h bei RT zugegeben. Nach dreimaligem Waschen mit
PBS™ wurde die restliche Fliissigkeit vorsichtig entfernt und das Praparat mit DAKO Flu-
orescent Mounting Medium eingedeckelt. Das Objekt wurde nach Antrocknen des Ein-
bettmediums am Fluoreszenzmikroskop oder am konfokalen Mikroskop analysiert.

Spezielle Materialien:
DAKO Fluorescent Mounting Medium, PBS™, PBS™ /2% BSA, 0,1% Triton X-100 in PBS™

3.2.3.17 Filipin-Farbung

Die Transwell Filter wurden nach dem Transmigrationsassay mit 4% PFA fixiert (3.2.2.3)
und entweder sofort verwendet oder in PBS/0,04% NaN; aufbewahrt. Pro Filter
(A=0,33 cm?) wurde 50 pl Filipin-Gebrauchslosung verwendet und fiir 45 Min bei RT im
Dunkeln inkubiert. Nicht gebundenes Reagenz wurde durch dreimaliges Waschen mit
PBS™ entfernt. Die Membran wurde vorsichtig ausgeschnitten und mit den Zellen nach
oben auf einen Objekttriger gelegt. Die Zellen wurden mit DAKO Fluorescent Mounting
Medium eingedeckelt und die Integritit des Monolayers am Fluoreszenzmikroskop kon-
trolliert.

Spezielle Materialien:
DAKO Fluorescent Mounting Medium, PBS™, PBS™/2% BSA

Filipin-Stammldsung: 2,5 mg/ml Filipin in DMSO

Lagerung bei —20°C, lichtempfindlich
Filipin-Gebrauchslésung: 50 pg/ml Filipin in PBS™/2%BSA
(frisch angesetzt)

3.2.4 Funktionelle Experimente

3.2.4.1 Mixed Cell Culture Assay

Es sollte festgestellt werden, ob die Molekiile mESAM, MCAR, mJAM-A, mJAM-B und
mJAM-C heterophile Interaktionen in trans eingehen konnen. Zu diesem Zweck wurden
jeweils zwei stabil transfizierte CHO Zelllinien zusammen ausgesidt. Um einen sub-
konfluenten Monolayer zu erhalten, wurden die Zellen 1:1 auf Lab-Tek Chamber Slides
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gesplittet und nach 6 h mit Methanol (3.2.2.3) fixiert. Um die Expression der Zelloberfla-
chenmolekiile in einem konfluenten Monolayer zu untersuchen, wurden die Zellen 1:5
gesplittet und erst nach 3 Tagen fixiert. Die Zellen konnten fiir einige Tage in
PBS™/0,04% NaNj; bei 4°C aufbewahrt werden, bevor die Lokalisation der ektopisch
exprimierten Molekiile mittels Immunfluoreszenz (3.2.3.16) bestimmt wurde.

3.2.4.2 Transmigrationsassay

Transmigrationsassay mit Polymorphkernigen Leukozyten

Fiir die Transmigrationsassays wurden konfluente bEnd5 Zellen bis zur Passage 30 ver-
wendet. Die Transwell Filter wurden mit Laminin beschichtet (3.2.2.2), pro Filter 4x10"
Zellen in 200 pl Medium ausgesit und die Zellen unter Standardbedingungen kultiviert.
Nach 2 Tagen wurde das Medium sorgfiltig von den Zellen abgesaugt und pro Filter 50 ul
10-50 pg/ml Antikérper in TMA-Medium zugegeben. Die Filter wurden fiir 30 Min bei
37°C im Brutschrank inkubiert. Einige Zellen waren vor Beginn der Antikdrperinkubation
fiir 16-20 h mit 5 nM humanem TNF-a stimuliert worden.

In der Zwischenzeit wurden die liber Nacht in WEHI-3B konditioniertem Medium kulti-
vierten PMNs (3.2.2.6) sorgfiltig von der Petrischale abgespiilt und bei 300 x g und RT fiir
10 Min pelletiert. Die Zellen wurden in TMA-Medium aufgenommen, die Lebendzellzahl
bestimmt und die Zellsuspension auf 1-2x10 Zellen/ml eingestellt.

Nach der Antikérperinkubation wurden 600 ul TMA-Medium in die leeren dulleren Vertie-
fungen der 24-well Platte pipettiert. Die Filter wurden luftblasenfrei umgesetzt und 50 pl
PMN-Zellsuspension auf den bEnd5 Monolayer pipettiert. Falls die Antikorper wihrend
der Transmigration nicht mehr vorhanden sein sollten, wurde vor Zugabe der PMNs die
Antikorperverdiinnung vorsichtig vom Filter abgenommen, einmal gewaschen und 50 pl
frisches TMA-Medium zugegeben.

Nach einer Inkubation von 30-60 Min im Brutschrank wurde die Migrationsrate mikrosko-
pisch abgeschitzt. Zum Beenden der Transmigration wurden die Filter aus den Vertiefun-
gen herausgenommen und dabei leicht am Rand abgestreift, um die unter dem Filter hén-
gende Fliissigkeit ins untere Kompartiment tropfen zu lassen.

Die Bestimmung der Zellzahl wurde am CASY1 TT cell counter durchgefiihrt. Dafiir wur-
de 9,5 ml CASY ton pro CASY Messbecher vorgelegt. Das TMA-Medium mit den trans-
migrierten PMNs im unteren Kompartiment wurde gut resuspendiert, 500 pl Zellsuspensi-
on in den CASY Messbecher tiberfiihrt und gut gemischt. Die Bestimmung der Zellzahl
erfolgte mit einer 150 pm Kapillare, durch zweifache Messung von jeweils 400 pl zwi-
schen 6-20 pm.

Zur Kontrolle der Integritdt des bEnd5 Monolayers wurde dieser mit 4% PFA fixiert
(3.2.2.3) und eine Filipin-Farbung (3.2.3.17) durchgefiihrt.
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Spezielle Materialien:
CASY ton, humanes TNF-a, Transwell Filter (6,5 mm Durchmesser, 5 um Porengrdf3e)
TMA-Medium: DMEM

10% FCS (Biowest, hitzeinaktiviert fiir 30 Min bei 56°C)

25 mM Hepes (pH 7,3)
2 mM L-Glutamin

Transmigrationsassay mit naiven T-Zellen

Der Transmigrationsassay mit naiven T-Zellen wurde bis auf wenige Modifikationen wie
mit Polymorphkernigen Leukozyten durchgefiihrt. Die aus Lymphknoten isolierten naiven
T-Zellen (3.2.2.8) wurden direkt nach der Priparation mit 10> Zellen pro Filter eingesetzt.
AulBlerdem wurde als Chemoattraktant 100 ng/ml SDF-1a ins untere Kompartiment gege-
ben, um eine ausreichende Migrationsrate zu erhalten. Die transendotheliale Migration
wurde nach 4 h beendet und die Zellzahl am CASY1 TT cell counter in dem Cursorbereich
von 5,2-20 pm bestimmt.

Spezielle Materialien:
40 pg/ml SDF-1a

Transmigrationsassay mit PLP3 T-Zellen

Auch der Transmigrationsassay mit PLP3 T-Zellen stimmte nahezu mit den Experimenten
mit Polymorphkernigen Leukozyten tiberein. Pro Filter wurden 10° autoreaktive T-Zellen
verwendet, die Transmigration nach mikroskopischer Beurteilung fiir 2-4 h durchgefiihrt
und die Zellzahl am CASY1 TT cell counter im Cursorbereich 5,2-20 um gemessen.

3.2.4.3 Permeabilitatsassay mit FITC-Dextran

Die Permeabilitit von Zell-Zell Kontakten wurde iiber die Diffusion von 10 kDa oder
40 kDa FITC-Dextran durch einen konfluenten Monolayer bestimmt. Dazu wurden ver-
schiedene Zelllinien in bestimmten Dichten (siehe Tabelle) auf Transwell Filter mit 0,4 um
Porengrofe ausgesit und fiir mehrere Tage unter Standardbedingungen kultiviert.

Zelllinie Zellzahl/Filter Beschichtung Kultivierungsdauer
CHO dhfr 1,5x10" keine 3 Tage
bEnd3/bEnd5 4,0x10* keine 2 Tage
MDCK II Tet-off  3,3x10* Fibronektin 3 Tage

Das Medium wurde vorsichtig von den Filtern abgenommen und 90 pl frisches Medium
auf die Filter pipettiert. Dann wurde 600 pl Medium in die leeren dufleren Vertiefungen der
24-well Platte gefiillt und die Filter luftblasenfrei umgesetzt. Nach einer Inkubation fiir 1 h
bei 37°C im CO;-Brutschrank wurde 10 pl FITC-Dextran Gebrauchsldsung in das obere
Kompartiment gegeben und erneut fiir 1 h inkubiert. AnschlieBend wurden die Filter aus



71

den Vertiefungen genommen und dabei leicht am Rand abgestreift. Das Medium aus dem
unteren Kompartiment wurde gut resuspendiert, in ein 1,5 ml Reaktionsgefdl iiberfiihrt
und 1:1 mit Medium verdiinnt. Die Messung erfolgte am Fluorimeter bei einer Anre-
gungswellenlédnge von 492 nm, einer Emissionswellenlédnge von 520 nm und einer Band-
breite von 2 nm. Alternativ dazu wurde die Fluoreszenz der Proben im Fluoreszenz-Reader
bestimmt. Der Zellmonolayer wurde mit 4% PFA fixiert (3.2.2.3) und die Plasmamembran
zur Kontrolle mit Filipin angefarbt (3.2.3.17).

Spezielle Materialien:
Transwell Filter (6,5 nm Durchmesser, 0,4 nm Porengrof3e)

40 kDa FITC-Dextran Gebrauchslosung: 10 mg/ml in Medium
(frisch angesetzt)

10 kDa FITC-Dextran Gebrauchslosung: 10 mg/ml in Medium
(frisch angesetzt)

3.24.4 ECIS-Messung

Funktionelle Verdanderungen an den Zell-Zell-Kontakten im Verlauf der Calcium-switch
(3.2.4.5) und Aussaat-Experimente (3.2.4.6) wurden mit Hilfe von ECIS-Messungen ver-
folgt und analysiert. Bei ECIS (electric cell-substrate impedance sensing) handelt es sich
um ein elektrochemisches Verfahren, das auf der Messung des Wechselstromwider-
standes/Impedanz einer mit Zellen bedeckten Goldelektrode beruht (Giaever & Keese,
1993). Dafiir werden Zellkulturschalen verwendet, auf die zuvor ein 100 nm dicker Gold-
film aufgedampft wurde, der nicht nur als Wachstumssubstrat, sondern auch als Elektrode
dient. Es wurden kommerziell erhéltliche ECIS Elektroden Arrays der Firma Applied Bio
Physics verwendet (http://www.biophysics.com), die 8 individuelle Vertiefungen mit je
0,9 cm* Wachstumsfliche haben. Arbeitselektrode und Gegenelektrode sind koplanar an-
geordnet und iiber das Zellkulturmedium in den einzelnen wells leitend miteinander ver-
bunden. Die Arbeitselektrode von 5x10~ cm? (8W10E) ist ungefdahr hundertmal kleiner als
die Gegenelektrode, wodurch der gemessene elektrische Widerstand fast ausschlieBlich
von den Verhiltnissen der kleineren Arbeitselektrode bestimmt wird (Abbildung 3).

Die Impedanz einer zellbewachsenen Elektrode erhoht sich im Vergleich zu einer leeren
Elektrode, da sich die Zellen wie Isolatoren verhalten, die den zuvor ungehinderten Strom-
fluss von Elektrode iiber Elektrolyt zur Gegenelektrode verdndern. Dadurch ergeben sich
drei zusitzliche elektrische Widerstidnde, die verschiedenen Bereichen zugeordnet werden
konnen (Abbildung 4):

e Der Spalt zwischen der Oberfldche der Goldelektrode und der Unterseite des Zellmo-
nolayers ist hdufig schmaler als 0,1 pm und wird in der Nomenklatur der ECIS-
Technik durch den Parameter o repridsentiert. Verdnderungen des Zell-Substrat-

Kontakts, welche eine Anderung des Abstandes hervorrufen, spiegeln sich in o wider.
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Abb. 3: Schematische Zeichnung zum Messprinzip der ECIS-Technik. Adhérent
wachsende Zellen werden auf einer diinnen Goldfilmelektrode kultiviert. Aus der
Messung des Wechselstromwiderstandes dieser Zellen werden Informationen
iiber die dreidimensionale Form der Zellen abgeleitet.

e Der Zellkontaktbereich zwischen zwei benachbarten Zellen mit hiufig weniger als
0,1 um Breite wird durch den Parameter R, dargestellt. Ry, représentiert den Wider-
stand des Interzellularspaltes inklusive der Abdichtung durch die Tight Junctions, wo-
bei diese den Parameter dominieren.

e Die Zellmembran verhilt sich wie ein Plattenkondensator. Deshalb kann bei hohen
Frequenzen der angelegten Wechselspannung ein Teil des Stromes kapazitiv durch die
Zelle flieBen. Die dafiir representative Kapazitit der Zellmembran C,, ldsst Riick-
schliisse auf die GréBe der Zelloberfliche (Mikrovilli) zu.

Die Beitrdge der transzelluldren und parazelluliren Impedanz zum gesamten Wechsel-
stromwiderstand konnen durch Messung bei verschiedenen Frequenzen voneinander ge-
trennt werden.

Die zur ECIS-Messung eingesetzten Wechselspannungen von 10 mV Amplitude (rms) sind
gering im Vergleich zu den natiirlich auftretenden Membranpotentialen, wodurch die Me-
thode als nicht-invasiv einzuordnen ist. Das ECIS Elektroden Array mit den zu untersu-
chenden Zellen blieb wihrend der gesamten Messung im Brutschrank. Bei 16 parallel un-
tersuchten Proben wurde automatisiert, computerkontrolliert und bei dem unten beschrie-
benen Messvorgang mit einer zeitlichen Aufldsung von 14 Minuten gemessen.

Die ECIS-Messung wurde am Institut fiir Biochemie der Universitdt Miinster in Zusam-
menarbeit mit Dr. Joachim Wegener durchgefiihrt. Die Impedanzdaten wurden in einem
Frequenzbereich zwischen 1-10° Hz unter Verwendung des Impedanzspektrometers
SI-1260 der Firma Solatron (Farnborough, GB) aufgenommen. Ein Computer-gesteuertes
Relais wurde zur individuellen Ansteuerung der einzelnen Arbeitselektroden mit zugehori-
ger Gegenelektrode verwendet. Das Impedanzspektrometer und das Relais wurden tiber
eine Software kontrolliert, die auf Basis der Software-Plattform LabView 6 (National In-
struments) im Institut fiir Biochemie der Universitit Miinster programmiert wurde. Wih-
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rend des Experiments blieb der ECIS Elektroden Array im Brutschrank. Auf die Anpas-
sung eines mathematischen Modells an die Impedanz-Rohdaten zur Berechnung der Para-
meter Ry, oo und C,, soll hier hier nicht ndher eingegangen werden (Giaever & Keese, 1991;
Wegener et al., 2000). Bei den Aussaat-Experimenten konnten die Messwerte nicht gefittet
werden, weil die Anpassung des Modells an die Messdaten nur fiir zellbedeckte Elektrode
erlaubt sind. Deshalb wurde in diesem Fall der gemessene Widerstand R bei 400 Hz als
MaB fiir den Aufbau des Zell-Zell Kontakts im Verlauf der Zeit angegeben.

S asyuammaununnnt®

Abb. 4. Schematische Darstellung des Stromflusses auf einer zellbedeckten Arbeits-
elektrode. Bei hoher Frequenz verhilt sich die Zellmembran wie ein Platten-
kondensator und der Strom fliet kapazitiv durch die Zelle. Die Kapazitit C,,
der Plasmamembran 148t sich aus der Analyse dieses Strombeitrags ableiten.
Bei mittleren und niedrigen Frequenzen tragen hauptsidchlich Zell-Substrat
Kontakte, reprasentiert durch den Modellparameter o, sowie Zell-Zell Kontak-
te, repriasentiert durch den Parameter R, zur erhohten Impedanz einer zellbe-
deckten Goldelektrode bei.

3.2.4.5 Calcium-switch Experiment

Calcium-switch Experiment mit MDCK |1 Tet-off Transfektanten:

Es wurden 10> Zellen/cm® auf Fibronektin beschichteten ECIS Elektroden Arrays ausgesit
und fiir 3 Tage unter Standardbedingungen kultiviert. Dann wurde das Medium abgenom-
men, der Monolayer 2x mit PBS/5 mM EDTA gewaschen und 400 pul LC-Medium
(MDCK 1I Tet-off) pro Vertiefung hinzugegeben. Nach einer Inkubation fiir 20 h wurden
je 200 ul abgenommen und 200 pl Ca-Medium (MDCK II Tet-off) hinzupipettiert, um eine
Endkonzentration von 1,8 mM CaCl, zu erreichen. Die ECIS-Messung (3.2.4.4) erfolgte
iiber einen Zeitraum von 24 h.



Calcium-switch Experiment mit CMT Zellen:

Die ECIS Elektroden Arrays wurden mit Fibronektin beschichtet, 1,7x10° CMT Zellen/cm®
ausgesit und unter Standardbedingungen fiir 3 Tage kultiviert. Am dritten Tag wurde das
Medium von den Zellen abgenommen, 2x vorsichtig mit PBS/5 mM EDTA gewaschen
und 400 pl LC-Medium (CMT) pro well hinzugegeben. Nach 3 h wurde das LC-Medium
vollstdndig abgenommen und 200 pl Ca-Medium (CMT) mit 0,3-40 pg/ml polyklonalem
Antikorper oder 20 pg/ml hlIgG-Fusionsprotein hinzugegeben. Die ECIS-Messung

(3.2.4.4) erfolgte fiir mindestens 20 h.

Spezielle Materialien:

PBS/5 mM EDTA, ECIS Elektroden Arrays (§W10E)

LC-Medium (CMT):

Ca-Medium (CMT):

LC-Medium (MDCK II Tet-off):

Ca-Medium (MDCK II Tet-off):

DMEM ohne Ca**

5% FCS (PAN, dialysiert, hitzeinaktiviert)

100 U/ml Penicillin und 100 pg/ml Streptomycin
2 mM L-Glutamin

3 uM CaCl,

LC-Medium (CMT)
1,8 mM CacCl,

DMEM ohne Ca®*

10% FCS (Clontech, dialysiert, hitzeinaktiviert)
100 U/ml Penicillin und 100 pg/ml Streptomycin
2 mM L-Glutamin

150 pg/ml Hygromycin B

100 pg/ml G418

1 pg/ml Puromycin

5 uM CaCl,

+/- 50 ng/ml Doxycyclin

LC-Medium (MDCK II Tet-off)
3,6 mM CaCl,

3.24.6 Aussaat-Experiment

Bei diesem Experiment wurden die Zellen in so hoher Zelldichte auf die 8W10E Arrays
ausgesit, dass die Zellen nach dem Spreiten auf der Elektrodenoberfliche ohne vorherige

Zellteilung einen konfluenten Monolayer ausbilden konnten.

Zelllinie Zellen/cm? Beschichtung Bemerkung
CHO dhfr 8x10° keine 8WIE Array
MDCK C7 5x10° Fibronektin 2% CO,

MDCK II Tet-off 5x10°

Fibronektin 2% CO,

Die Anderung der Impedanz (3.2.4.4) durch das Spreiten der Zellen auf der Goldelektrode
und die Ausbildung der Zell-Zell Kontakte wurde iiber einen Zeitraum von 24 h gemessen.
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4 Ergebnisse

4.1 Klonierung und Charakterisierung von ESAM

4.1.1 Vorarbeiten

Auf der Suche nach bisher unbekannten Membranproteinen, die spezifisch im Zellkontakt-
bereich von Endothelzellen exprimiert werden, stellte Dr. Ulrike Samulowitz im Rahmen
ihrer Doktorarbeit an diesem Institut monoklonale Antikorper (mAk) gegen TNF-o stimu-
lierte bEnd3 Zellen her. Die Ratten mAk wurden im Zelloberflichen-ELISA mit derselben
murinen Endotheliomazelllinie auf die Erkennung von Oberfldchenantigenen untersucht
(Morgan et al., 1999). Immunhistochemische Untersuchungen an Maus-Zunge ergaben in
einigen Fillen endothelspezifische Féarbungen und wurden deshalb von Dr. Stefan Butz
weiter charakterisiert. Dazu wurden sie affinitdtsgereinigt und in Immunpréizipitationen mit
endothelialen Zelllysaten von bEnd3 Zellen eingesetzt. Als Kontrolle wurde die Epithel-
zelllinie CMT verwendet. Mit dem Ratten mAk V1G8 konnte ein 55 kDa Protein aus
bEnd3 Lysaten prizipitiert werden. Das 1G8 Antigen wurde durch préparative Immunpré-
zipitation isoliert und von Dr. Bernhard Kiister (Cell Zone AG, Heidelberg) mas-
senspektrometrisch analysiert. Mit Hilfe von matrix-assisted laser desorption ionization
(MALDI) wurde nach einem tryptischen Verdau des 1G8 Antigens eine peptide mass map
erstellt. Ein Vergleich mit der Datenbank des European Bioinformatics Institute (Hinxton,
UK) fiihrte nicht zur Identifizierung eines bekannten Proteins. Deshalb wurde eine Peptid-
sequenzierung mittels Tandem-Massenspektrometrie durchgefiihrt und die erhaltenen Da-
ten mit den entsprechenden NCBI Datenbanken verglichen. Wie in Abbildung 5 darge-
stellt, sind drei Peptid-Sequenzen des 1G8 Antigens zu dem EST gi|2260876 einer To-
xoplasma gondii library homolog, von der bekannt ist, dass sie einige murine ESTs enthilt.
Das C-terminale Peptid ist hochhomolog (77% Identitdt) zu dem murinen Coxsackie- und
Adenovirus-Rezeptor (MCAR).

Wihrend der Experimente fiir die vorliegende Arbeit wurde von der Arbeitsgruppe Quer-
termous das Molekiil endothelial cell-selective adhesion molecule (ESAM) beschrieben
(Hirata et al., 2001), dessen Sequenz mit dem hier analysierten 1G8 Antigen iiberein-
stimmt. Da wir diese Bezeichnung in unserer Publikation (Nasdala et al., 2002) iibernom-
men haben und um unnétige Verwirrungen beziiglich des Namens zu vermeiden, wird im
Folgenden die Bezeichnung ESAM anstelle von 1G8 Antigen verwendet.



61
121
181
241
301
361
421
481
541
601

1
61
121
181

TGAGTGCAAC
AGTTGTGGGC
CCGGAGCAAG
GACCTTGCCT
CACCTCAGCA
TCCCACACCC
ACCCCCACCT
CATGGGTGCT

ATGACCTTGG
ACTTTTGTTG
ACCTTGGAAG
TGGACCAAAG
CGAGCTCTGC
AGTGTCTCTA
CAGGCAGTGT
GTGCCTGTGA

ACGTGATGAC
GGTTGGTGCT
AGCTGGCCAA
GCTCAGACAC
GGCCACCCAA
GCCAGGCCCT
CCCTGACCCC
TGGTGCCTGC

AGGGTCCAAG
GATAGCTGGG
TGATATCAAG
AATCTCCAAG
GGCTGCTCCT
GTCCTCACCA
AGGTGGGGTT
GCAGAGTCAG

GCTGCAGTGG
CTGGTCCTGT
GAAGATGCCA
AATGGGACAC
CCAAGACCTG
AGACTGCCCA
TCTTCTTCTG
GCTGGGTCTC

TCGCTGGAGC
TGTACCAGCG
TTGCTCCCCG
TTTCTTCGGT
GCACATTTAC
GGGTAGATGA
CTCTGAGCCG
TTGTGTGATA

GCCCAGGCAC
ACAGAGGACT
CTCCTTCTAT

ECNMTLDVMT
TLPWTKGSDT
PPPQAVSLTP
QRTQSLEDAH

TCATTAGCTA
CAATCTTTGG
TGTTGGAATA

GSKAAVVAGA
ISKNGTLSSV
GGVSSSALSR
ILELQSFAPT

CATCTGGTAT
AGGATGCCCA
CTGGGGCTCA

VVGTFVGLVL
TSARALRPPK
MGAVPVMVPA

CTGACCTTTC
CATTCTAGAA
GTAAGACTAA

IAGLVLLYQR
AAPPRPGTFT
QSQAGSLYV. .

SFYCWNTGAQ

-D.NLG

TGTAAAGGTC
CTCCAGTCCT
AATCTGGGTC

RSKTLEELAN
PTPSVSSQAL
PRHSLATSGI

TCCTTGTGGC
TTGCTCCTAC

DIKEDAIAPR
SSPRLPRVDE
-PFCKGLLVA

76

Abb. 5: Nukleotidsequenz und abgeleitete Proteinsequenz des EST gi|2260876. Nukleo-
tidsequenzen, die flir die mittels MALDI-TOF sequenzierten Peptide codieren, sind
rot gekennzeichnet, die putative Transmembranregion blau. Das C-terminale Peptid
mit hoher Homologie zu MCAR ist unterstrichen dargestellt.

4.1.2 Die monoklonalen Ratten Antikorper V1G8 und V4C10
erkennen ein 55 kDa Protein in Lysaten der Endothelio-
mazelllinie bEnd3

Die Ratten mAk V1GS8 und V4C10 wurden aus den Hybridoma-Uberstinden affinititsge-
reinigt und in Immunpréazipitationen mit Triton X-100 Lysaten der murinen Endothelioma-
zelllinie bEnd3 und der Epithelzelllinie CMT eingesetzt. Die Proteine wurden mit Hilfe der
SDS-PAGE gelelektrophoretisch aufgetrennt, und anschlieBend wurde eine Silberfarbung
durchgefiihrt. Dabei prézipitierten beide Antikorper ein Protein mit einem apparenten Mo-
lekulargewicht von etwa 55 kDa aus bEnd3, aber nicht aus CMT Lysaten (Abbildung 6).
Aufgrund der relativ unscharfen Bande konnte es sich um ein posttranslational modifizier-
tes, vermutlich glykosyliertes Protein handeln. Die Immunpréizipitation mit dem Kontrol-
lantikorper 6D7.3 zeigte keine vergleichbare Proteinbande. Durch Immunoblotting konnte
nicht nachgewiesen werden, ob es sich um dasselbe Antigen handelte, weil beide mAk
unter Standardbedingungen nicht funktionierten (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 6: Identifizierung eines endothelialen 55 kDa Proteins mit den monoklonalen An-
tikdrpern V1G8 und V4C10. Immunprézipitation mit den monoklonalen Anti-
korpern V1G8, V4C10 und der Negativkontrolle 6D7.3 aus Triton X-100 Lysaten
der murinen Endotheliomazelllinie bEnd3 und der Epithelzelllinie CMT. Die Pra-
zipitate wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt und durch Silberfarbung sichtbar
gemacht. Das von V1G8 und V4C10 prézipitierte 55 kDa Protein ist durch einen
Pfeil gekennzeichnet. Die Position der Molekulargewichtsmarker ist auf der linken
Seite in kDa angegeben.

4.1.3 Klonierung von ESAM

Um das zu diesem Zeitpunkt noch unbekannte Protein ESAM zu klonieren, wurden mit
dem EST gi|2260876 der Toxoplasma gondii library Sequenzvergleiche mit Hilfe des Pro-
gramms BLAST durchgefiihrt, um mit Hilfe iiberlappender ESTs die vollstdndige Sequenz
von ESAM zu erhalten. Dabei wurde von Dr. Stefan Butz das EST des IMAGE Konsorti-
ums IMAG p998A042169 gefunden, das mdglicherweise Signalpeptid und Start-Codon
enthielt. Fiir die Klonierung des 1G8 Antigens wurde dieses EST beim Deutschen Res-
sourcenzentrum fiir Genomforschung GmbH (RZPD, Berlin) bestellt.

Aufgrund der vorliegenden Sequenzdaten wurde mit den Primern SB3 und SB19 sowie
Gesamt-RNA aus bEnd3 eine RT-PCR durchgefiihrt. Dies fiihrte zur Amplifikation eines
1370 bp DNA-Fragments, welches mittels TOPO TA Klonierung in den pCR*2.1-TOPO
Vektor ligiert wurde. Die beiden Enden des rekombinanten Plasmids wurden sequenziert,
wobei sich herausstellte, dass das aus bEnd3 klonierte DNA-Fragment ein putatives Start-
und Stopp-Codon enthielt und die Sequenz mit der des ESTs iibereinstimmte. Somit konn-
te gezeigt werden, dass das EST die vollstidndige codierende Sequenz von murinem ESAM
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enthédlt. Das EST IMAG p998A042169 wurde darauthin mit den Restriktionsenzymen
EcoRI und Xbal verdaut und in den pCMV5 Vektor kloniert. Eine sorgfaltige Sequenzie-
rung des rekombinanten Plasmids ESAM-pcDNA3 fiihrte zu der in Abbildung 7 darge-

stellten Nukleotidsequenz von ESAM.

1
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GAATTCGGCA
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TGACAAATAA
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CTCCAGCTCC
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AGCACGAGCT
ACCCAGTGTC
ACCTCAGGCA
TGCTGTGCCT
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ACCCTTGCTG
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AGTAAACCTA
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AGAGCTCAAA
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CAAGGAAGAT
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ACCAAGACTG
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Abb. 7: Nukleotidsequenz von murinem ESAM. Nukleotidsequenz von 1373 bp des EST
IMAG p998A042169, das fiir die Klonierung von murinem ESAM verwendet
wurde. Der offene Leserahmen mit 1185 bp ist durch das unterstrichene Start- und
Stopp- Codon gekennzeichnet. Die Nukleotide sind auf der linken Seite numme-
riert.

Die aus dem EST IMAG p998A042169 klonierte Sequenz von murinem ESAM umfasst
1373 bp. Dem Start-Codon ATG mit der leicht modifizierten (AGG)GCCATGA Kozak-
Sequenz (Kozak, 1987) folgt ein offener Leserahmen (open reading frame, ORF) von
1185 bp, der mit dem Stopp-Codon TGA endet. Weil sich im EST upstream des Start-
Codons im gleichen Leserahmen ein Stopp-Codon befindet, kann davon ausgegangen wer-
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den, dass es sich um die vollstindige codierende Sequenz von murinem ESAM handelt.
Der ORF codiert fiir ein Protein mit 394 Aminosduren (Abbildung 8) mit einem abgeleite-
ten Molekulargewicht von 45,7 kDa. Da der mAk V1GS8 ein 55 kDa Protein aus bEnd3
Lysaten prazipitiert, scheint ESAM posttranslational modifiziert zu werden. Mit Hilfe ver-
schiedener Programme und Internetadressen wurde die Aminosduresequenz weiter analy-
siert. Das Programm Signal P sagt ein Signalpeptid mit 29 Aminosduren voraus, die puta-
tive Schnittstelle der Signalpeptidase befindet sich zwischen A9 und Q3. Basierend auf
Hydrophobizititsanalysen des Programms TMHMM handelt es sich um ein Typ I Trans-
membranprotein mit Transmembrandoméne zwischen V,s; und Yj74. Mit Net O Gyc
(Hansen et al., 1997) und Net Phos wurden 8 potentielle O-Glykosylierungs- und 21 mdg-
liche Phosphorylierungsstellen identifiziert. Die putative Extrazellulirdoméne von muri-
nem ESAM enthdlt auBlerdem vier Konsensussequenzen (N-X-T/S) fiir
N-Glykosylierungen (Nj;;, Nj72, Najg und Nasg). Das Protein besitzt ein Typ 1 PDZ-
Doménen Bindungsmotiv, da die letzten vier Aminosduren G-S-L-V dem Typ I Konsen-
susmotiv S/T-X-® (®: hydrophobe Aminosdure) entsprechen (Vaccaro & Dente, 2002).

1 MILQAGTPET SLLRVLFLGL STLAAFSRAQ MELHVPPGLN KLEAVEGEEV VLPAWYTMAR

61 EESWSHPREV PILIWFLEQE GKEPNQVLSY INGVMTNKPG TALVHSISSR NVSLRLGALQ
121 EGDSGTYRCS VNVQNDEGKS IGHSIKSIEL KVLVPPAPPS CSLQGVPYVG TNVTLNCKSP
181 RSKPTAQYQW ERLAPSSQVF FGPALDAVRG SLKLTNLSIA MSGVYVCKAQ NRVGFAKCNV

241 TLDVMTGSKA AVVAGAVVGT FVGLVLIAGL VLLYQRRSKT LEELANDIKE DAIAPRTLPW

301 TKGSDTISKN GTLSSVTSAR ALRPPKAAPP RPGTFTPTPS VSSQALSSPR LPRVDEPPPQ

361 AVSLTPGGVS SSALSRMGAV PVMVPAQSQA GSLV.

Abb. 8: Abgeleitete Aminosauresequenz von murinem ESAM. Das von SignalP V2.0
vorausgesagte Signalpeptid und die von dem Programm TMHMM berechnete
Transmembrandoméne von murinem ESAM sind unterstrichen. Das Typ 1 PDZ-
Dominen Bindungsmotiv am C-Terminus ist fett dargestellt.

4.1.4 Proteinstruktur und Charakterisierung von ESAM

Der Coxsackie- und Adenovirus-Rezeptor, der vor allem im cytoplasmatischen Bereich
hohe Sequenzhomologie zu ESAM aufweist, wird der von Chretien und DuPasquier be-
schriebenen CTX Genfamilie (Chretien et al., 1998) zugeordnet, die eine Unterfamilie der
Immunglobulin Superfamilie darstellt. Sie ist charakterisiert durch eine V-Doméne, ein
J-like Segment und eine C2-Domaéne.
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Tabelle 4: Domanenstruktur von Mitgliedern der CTX Genfamilie, einer Unterfamilie
der Immunglobulin Superfamilie (IgSF). Die Einteilung der einzelnen Doménen
basiert auf Ergebnissen der Programme SignalP V2.0 und TMHMM.

Protein Extrazellulare Transmembran Cytoplasmatische Genbank
Domane Domane Domane Accesion No.

MESAM Q30 - Assy Vasz - You Q275-V304 gi|13991772
hESAM Q30 - Azyy Vaas - Lazo Y271 - Vago gi|13959017
MCAR Lso - Ryss Anss - Fasg Csso - Vigs gi|1881466
HCAR Lo - Ross Asze - Fasg Cas9 - Vies gi[20149514
mBT-1gSF Ly - Syz9 Va0 - S262 Gass - Vang 2i|22266680
hBT-1gSF S5 - Goss Asss - Wogs Roso - Vaai gi22266678
mJAM-A K37 - Gasg Inz0 - Yas1 Sa62 - Vo gi|3462454
hJAM-A Sog - Vasg Lrso - Yo Sa62 - Voo gi|13124448
mJAM-B Fao - D33 V34 - Loss Gas7 - Ihog 2i|12055359
h\]AM'B F29 = S238 G239 - A261 Q262 - I298 g1|10864028
mJAM-C Vi; - Goyg Loss - Yo7 Ross - Is10 gi|12963612
hJAM-C Kis - Goag Ls - Yo7 Roes - Iz1o gi|15593993
mCLMP T 5-Mp3» V33-Ips5 Ross-Vin 2i|30144663
hCLMP T19-Mas3 Vaag-lose Ry57-Vin gi|38195095
hJAML L0-Nj73 Q274-Vags K97-F304 gi|33386541
mJAM4 S23-Wasg As39-Fag Ca62-Vi70 gij31339733

Fiir Sequenzanalysen von Mitgliedern der CTX Genfamilie wurden zunichst die putativen
Dominen der Proteine anhand der Programme SignalP V2.0 und TMHMM identifiziert
(Tabelle 4). Die Proteine sind Typ I Transmembranproteine und durch zwei Immunglobu-
lin-Doménen, eine V- und eine C2-Doméne, mit unterschiedlicher Anzahl von Cystinbrii-
cken gekennzeichnet. Der cytoplasmatische Teil ist innerhalb der CTX Genfamilie variabel
und ein Definitionskriterium von Unterfamilien.

Tabelle 5: Sequenzvergleich zwischen humanen und murinen Proteinen der CTX Gen-
familie. Das Programm Meg Align des DNAstar Lasergene Software Pakets mit
der Clustal Methode (PAM 250 residue weight table) wurde verwendet. Die Anga-
ben sind in % Identitdt und die Unterteilung der Doménen basiert auf den in Tabel-
le 4 gezeigten Ergebnissen.

Protein  Volistandige Extrazellulare Transmembran Cytoplasmatische
Sequenz Domaéne Domaéne Domaéne
ESAM 70,3% 65,6% 82,6% 76,9%
CAR 89,6% 90,3% 78,3% 94,4%
BT-1gSF 88,1% 95,4% 47,8% 83,5%
CLMP 91,2% 96,7% 95,7% 83,9%
JAM-A 65,7% 64,9% 87,0% 74,4%
JAM-B 77,3% 76,6% 69,6% 84,2%
JAM-C 86,2% 87,1% 87,0% 84,1%
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Der Sequenzvergleich zwischen humanen und murinen Proteinen zeigt grole Unterschiede
in der Sequenzhomologie zwischen humanen und murinen Proteinen (Tabelle 5). Murines
ESAM ist zu 70,3% mit humanem ESAM identisch, wiahrend CAR mit 89,6% Identitit die
am hochsten konservierte Aminosduresequenz innerhalb der untersuchten Proteine besitzt.
Die Homologie fiir ESAM, CAR, JAM-A, JAM-B und JAM-C ist bei Betrachtung der cy-
toplasmatischen Domine etwas hoher, aber dies trifft nicht generell auf alle Mitglieder der
CTX Genfamilie zu.

Tabelle 6: Sequenzvergleich von Proteinen der CTX Genfamilie. Fiir den Sequenzver-
gleich der murinen Proteine wurde das Proramm Meg Align des DNAstar Laserge-
ne Software Pakets mit der Clustal Methode (PAM 250 residue weight table) ver-
wendet. Die Unterteilung der Doménen basiert auf den in Tabelle 4 gezeigten Er-
gebnissen und die Angaben sind in % Identitét.

Protein Vollstandige Extrazellulare Transmembran  Cytoplasmatische
Sequenz Domaéne Domaéne Domaéne
ESAM - MCAR 24,9% 23,1% 43,5% 31,5%
ESAM - BT-IgSF 25,3% 26,7% 34,8% 28,9%
ESAM - CLMP 22,2% 21,4% 47,8% 21,8%
ESAM - JAM4 15,1% 14,8% 26,1% 17,3%
ESAM - JAM-A 15,3% 16,5% 30,4% 17,5%
ESAM - JAM-B 16,7% 17,1% 26,1% 16,3%
ESAM - JAM-C 17,0% 18,8% 26,1% 15,9%
JAM-A - MCAR 16,6% 16,0% 30,4% 15,0%
JAM-A - BT-IgSF 14,0% 17,9% 17,4% 15,0%
JAM-A - CLMP 16,3% 16,0% 34,8% 20,0%
JAM-A - JAM4 14,3% 13,2% 26,1% 20,0%
JAM-A - JAM-B 30,1% 33,2% 17,4% 30,0%
JAM-A - JAM-C 27,2% 27,8% 43,5% 27,5%

ESAM zeigt eine groBere Sequenzhomologie zu MCAR, BT-IgSF und CLMP als zu
JAM-A, JAM-B, JAM-C und JAM4 (Tabelle 6). Sowohl ESAM, MCAR als auch BT-IgSF
und JAM4 haben, wie in Abbildung 9 gezeigt, einen mit 107-166 AA lédngeren cytoplas-
matischen Teil und C-terminal ein PDZ-Dominen Bindungsmotiv Typ I, wodurch sie einer
Unterfamilie innerhalb der CTX Genfamilie zugeordnet werden konnen. JAM-A, JAM-B
und JAM-C bilden eine weitere Unterfamilie, die durch ein PDZ-Doménen Bindungsmotiv
Typ II und eine mit 39-42 AA kiirzere cytoplasmatische Doméne gekennzeichnet ist (Ab-
bildung 9).
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BT-1gSF JAM4

T799997 J 777777
3844458 F 85484

109 AA
120 AA

IAAAEA0Y RERRRRNS TITIITT T TTPTITTTTTT
[YYYYRNY FRYYPYRY [YYPRNRY PYRRRUYE 8465548 L 444448
39 AA 42 AA 43 AA

Abb. 9: Doménenstruktur von Mitgliedern der CTX Genfamilie. Die Mitglieder der
CTX Genfamilie besitzen eine variable (V) und eine konstante (C2) Immunglobu-
lindoméne. Potentielle N-Glykosylierungsstellen (—e) und Cystinbriicken (S-S)
sind gekennzeichnet. Die Anzahl der Aminosduren des cytoplasmatischen Teils ist
angegeben.

4.1.5 Klonierung von MCAR

Die cDNA von MCAR wurde mit Hilfe der Information aus der NCBI-Datenbank unter
2i|1881466 kloniert. Dazu wurde Gesamt-RNA aus verschiedenen Geweben der Maus iso-
liert und in cDNA umgeschrieben. AnschlieBend konnte das Gen mit den Primern SB5 und
SB6 aus Herz Gesamt-RNA amplifiziert werden und in den Vektor pFLAG-CMV1 klo-
niert werden. Dabei wurde eine Kozak-Sequenz vor den ORF von 1098 bp eingefiigt und
das entstandene Konstrukt MCAR-pFLAG-CMV 1 durch Sequenzierung tiberpriift.

4.1.6 Herstellung und Charakterisierung polyklonaler Anti-
korper gegen die cytoplasmatische Domane von ESAM

Polyklonale Antikorper gegen die cytoplasmatische Domédne von ESAM wurden zu einem
Zeitpunkt generiert, als durch das EST gi|2260876 der Toxoplasma gondii library begrenzt
Sequenzinformationen  vorlagen. Dazu wurden die rekombinanten Plasmide
ESAM 2+4 pMAL-c2 und ESAM 2+4 pGEX-KG kloniert, die fiir ein Maltose-
bindendes Protein (MBP) bzw. ein Glutathion-S-Transferase (GST) Fusionsprotein codie-
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ren, die jeweils den cytoplasmatischen Teil von murinem ESAM mit den Aminosduren
278-373 umfassen. Die 21 C-terminalen Aminosduren von ESAM sind in den Konstrukten
nicht enthalten, um eine Kreuzreaktivitit der polyklonalen Antikorper gegen MCAR zu
vermeiden. Die Fusionsproteine wurden in E.coli BL21 exprimiert, affinitdtsgereinigt und
anschlieend gegen PBS dialysiert. Das ESAM-GST Fusionsprotein wurde zur Immunisie-
rung eines Kaninchens der Rasse New Zealand White verwendet. Zur Affinititsreinigung
wurde das Antiserum VE2 einer Caprylsdure-Fillung unterzogen und mit Hilfe einer
CNBr-Sepharose Séule affinitdtsgereinigt, an die zuvor das ESAM-MBP Fusionsprotein
kovalent gekoppelt worden war.
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Abb. 10: Charakterisierung des gegen den cytoplasmatischen Teil von ESAM gerichte-
ten polyklonalen Antikdrpers VE2. A: Immunprézipitate der monoklonalen An-
tikorpern V1G8.3, V4C10.10 sowie der Negativkontrolle 6D7.M aus bEnd3 Lysa-
ten und Triton-Lysaten der Endotheliomazelllinien bEnd3 und MyEnd sowie der
Epithelzelllinie CMT wurden durch SDS-PAGE aufgetrennt und auf eine Nitrozel-
lulosemembran transferiert. Das 55 kDa Protein ESAM (Pfeil) wurde mit Hilfe des
affinititsgereinigten polyklonalen Antikérpers VE2 detektiert, der gegen das
ESAM-GST Fusionsprotein hergestellt wurde. B: Ein identischer Immunoblot
wurde mit Priaserum des gleichen Kaninchens inkubiert. Die Position des Moleku-
largewichtsstandards ist auf der linken Seite in kDa angegeben.

Die Spezifitit des polyklonalen Antikorpers VE2, der gegen die cytoplasmatische Doméne
von ESAM gerichteten ist, wurde im Immunoblot getestet (Abbildung 10). Der affinitits-
gereinigte pAk VE2 erkennt spezifisch das 55 kDa Protein ESAM. Bei Verwendung eines
Kontrollantikérpers kann auf dieser Hohe keine entsprechende Bande detektiert werden.
Der pAk VE2 erkennt dabei das von den mAk V1G8.3 und V4C10.10 prazipitierte ESAM.
Zudem wurde in Triton-Lysaten der Endotheliomazelllinien bEnd3 und MyEnd, aber nicht
in der epithelialen Zelllinie CMT das Protein ESAM detektiert. Somit kann man zusam-
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menfassen, dass sowohl der mAk V1G8.3 als auch V4C10.10 ESAM erkennen und dass
der pAk VE2 ESAM spezifisch in Lysaten von Endotheliomazellen, aber nicht Epithelzel-
len detektieren kann.

4.1.7 Herstellung und Charakterisierung polyklonaler Anti-
korper gegen die extrazellulare Doméane von ESAM und

MCAR

Fiir die Durchfiihrung weiterer biochemischer und funktioneller Analysen wurden Fusi-
onsproteine mit den extrazelluldiren Domédnen von ESAM beziehungsweise MCAR und
einem Fragment des humanen hIgG; Proteins hergestellt, das aus der Hinge, der Cy- und
der Cyz-Doméne der schweren Kette bestand.
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Abb. 11: Charakterisierung des gegen die extrazellulare Doméane von murinem ESAM
gerichteten polyklonalen Antikdérpers VE19. A: Triton-Lysate der Endothelio-
mazelllinien bEnd3, MyEnd und 1G11 sowie der Epithelzelllinie CMT wurden
gemeinsam mit bovinem IgG, humanem IgG; und dem rekombinanten ESAM-
hlgG, Fusionsprotein durch SDS-PAGE aufgetrennt und auf eine Nitrozellulose-
membran transferiert. Die Detektion des 55 kDa Proteins ESAM erfolgte mit dem
affinitdtsgereinigten polyklonalen Antikoérper VE19. B: Eine identische Membran
wurde mit Praserum des gleichen Kaninchens inkubiert. Die Position des Moleku-
largewichtsstandards ist auf der linken Seite in kDa angegeben.

Die Expression des ESAM-hlgG, Fusionsproteins in stabil transfizierten CHO Zellen wur-
de mittels ELISA quantifiziert. Mit dem stabil transfizierten CHO Subklon 3.24 konnte
eine Proteinausbeute von 0,25 — 0,5 pg/ml erzielt werden. Das Fusionsprotein wurde mit
Protein G Sepharose affinititsgereinigt, gegen PBS dialysiert und aufkonzentriert. Zwei
Kaninchen der Rasse New Zealand White (Antiserum VE19 und VE20) wurden mit dem
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ESAM-hlgG, Konstrukts immunisiert und die spezifischen Antikérper sowie das Praserum
der Kaninchen affinitdtsgereinigt.

Der affinititsgereinigte polyklonale Antikorper VE19 erkennt in den bEnd3, MyEnd und
1G11 Lysaten spezifisch das 55 kDa Protein ESAM (Abbildung 11). Bei der Negativkon-
trolle CMT ist keine spezifische Bande auf derselben Hohe zu detektieren. Zudem wird das
zum Immunisieren verwendete 10sliche rekombinante ESAM-hlgG; Fusionsprotein er-
kannt. Aufgrund eines schwachen Signals bei humanem IgG; kann davon ausgegangen
werden, dass der affinititsgereinigte Antikdrper VE19 noch Reste von anti-hlgG; Antikor-
pern enthélt. Bei der Inkubation eines identischen Blots mit Prdserum gab es kein spezifi-
sches Signal.

Zur Herstellung des MCAR-hIgG; Fusionsproteins wurden CHO dhfr” Zellen mit MCAR-
hlgG;-pcDNA3 stabil transfiziert. Das MCAR-hIgG1 Fusionsprotein im Zellkulturiiber-
stand wurde mit Hilfe eines ELISA quantifiziert. Dabei konnte bei den CHO Subklonen
5.6 und 17.12 eine Proteinausbeute von 0,25 — 0,5 pg/ml erzielt werden. Das Fusionsprote-
in wurde mit Protein G Sepharose affinititsgereinigt, gegen PBS dialysiert und aufkonzen-
triert. Fiir die Immunisierung von zwei New Zealand White Kaninchen (Antiserum VE15
und VE16) wurden pro Immunisierung 0,6-1 mg Protein eingesetzt.

Die Antiseren wurden mittels Immunoblot getestet, exemplarisch ist in Abbildung 12 die
Charakterisierung des pAk VE15 gezeigt. Die Ergebnisse mit dem Antiserum VE16 waren
identisch. Der gegen die extrazelluldire Doméne von MCAR gerichtete pAk VE15 erkennt
spezifisch das 50 kDa MCAR in Triton-Lysaten der murinen Epithelzelllinie CMT, aber
nicht in den Lysaten der Endothelzellen. Zudem wird das Protein in stabil mit MCAR
(4.1.9), aber nicht in den mit einem irrelevanten Protein transfizierten CHO Zellen detek-
tiert. Bei einem mit Praserum inkubierten identischen Immunoblot ist keine spezifische
Bande zu erkennen. Der zuvor mit Praserum inkubierte Blot wurde mit dem affinitétsge-
reinigten polyklonalen Antikdrper VE19 reinkubiert, der spezifisch ESAM in bEnd3 und
MyEnd Lysaten erkennt, aber nicht MCAR, welches von CMT Zellen und stabil mit
MCAR transfizierten CHO Zellen exprimiert wird.

Somit ist das Antiserum VE1S5 spezifisch fiir MCAR, das von Epithelzellen, aber nicht von
Endothelzellen exprimiert wird. Der affinititsgereinigte VE19 Antikorper wiederum er-
kennt spezifisch ESAM und zeigt keine Kreuzreaktivitit mit MCAR.
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Abb. 12: Charakterisierung des gegen das rekombinante MCAR-hlgG; Fusionsprotein
hergestellten Antikdrpers VE15. A: Triton-Lysate der stabil mit MCAR oder ei-
nem irrelevanten Protein transfizierten CHO Zellen sowie von der murinen Epi-
thelzelllinie CMT und den murinen Endotheliomazelllinien bEnd.3 und MyEnd
sowie den priméren Endothelzellen HUVEC wurden unter denaturierenden Bedin-
gungen gelelektrophoretisch aufgetrennt. Der Immunoblot wurde mit Pridserum in-
kubiert. B: MCAR wurde mit Hilfe des Antiserums VE15 detektiert, das gegen das
MCAR-hIgG, Fusionsprotein hergestellt wurde. C: Reinkubation des Immunoblots
von A mit dem affinitdtsgereinigten polyklonalen Antikérpers VE19, der gegen die
extrazellulire Domidne von ESAM gerichtet ist. Die Position des Molekularge-
wichtsstandards ist auf der linken Seite in kDa angegeben.

Die Antiseren VE15 und VE16 wurden affinitdtsgereinigt und im Immunoblot charakteri-
siert (Abbildung 13). Es wurden sowohl Signale bei dem zum Immunisieren verwendeten
MCAR-hIgG, Fusionsprotein als auch bei stabil mit MCAR transfizierten CHO Zellen
sowie CMT Zellen detektiert. Die gegen den hlgG;-Fusionspartner gerichteten Antikorper
wurden durch die Affinitdtsreinigung entfernt, weil weder bei rekombinantem E-Selektin-
hIgG; noch bei higG, eine Bande zu erkennen ist. Allerdings besteht eine geringe Kreuzre-
aktivitit gegeniiber dem ESAM-hlgG,; Fusionsprotein. Dies konnte durch Modifikationen
zu erklédren sein, die CHO Zellen bei der Expression von hlgG;-Fusionsproteinen anfiigen,
weil ESAM in bEnd3 Zellen von dem pAk VE15 nicht erkannt wird.
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Abb. 13: Charakterisierung des gegen die extrazelluldre Doméne von MCAR gerichte-
ten affinitatsgereinigten pAk VE15. Rekombinante 16sliche higG; Fusionsprotei-
ne von MCAR, ESAM und E-Selektin, hIgG,, Triton-Lysate von bEnd3 und CMT
Zellen sowie von mit MCAR und ESAM transfizierten oder untransfizierten CHO
Zellen wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt. Nach dem Transfer auf eine Nitro-
zellulosemembran wurde der Immunoblot mit dem affinitédsgereinigten polyklona-
len MCAR Antikdrper VE15 analysiert. Die Position des Molekulargewichtsstan-
dards ist auf der linken Seite in kDa angegeben.
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4.1.8 Herstellung und Charakterisierung stabil mit ESAM
transfizierter CHO Zellen

Zur weiteren Charakterisierung von ESAM wurden CHO dhfr” Zellen stabil mit ESAM-
pcDNA3 transfiziert. Die Charakterisierung der Subklone erfolgte mit Hilfe der Durch-
flusszytometrie.
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Abb. 14: Charakterisierung der stabil mit ESAM transfizierten CHO Subklone. Die
Expression von ESAM in den stabil transfizierten CHO Zellen wurde mittels
Durchflusszytometrie untersucht. Schwarz: V5C7.8 (Isotypkontrolle), griin:
V1GS8.2 (ESAM).

In Abbildung 14 sind die FACS-Ergebnisse derjenigen mit ESAM transfizierten CHO
Subklone gezeigt, die in Permeabilititsexperimenten (4.2.1) und bei Impedanz-Messungen
(4.2.2) eingesetzt wurden. Aufgrund der stirkeren Verschiebung der Fluoreszenzsignale
bei den Subklonen 3.2 und 3.3 als bei Subklon 12.6 kann auf eine hohere ESAM-
Expression in diesen Zellen geschlossen werden.
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4.1.9 Herstellung und Charakterisierung stabil mit MCAR
transfizierter CHO Zellen

CHO dhfr" Zellen wurden stabil mit dem rekombinanten Plasmid MCAR-pcDNA3 transfi-
ziert und die erhaltenen Subklone mit Hilfe des affinititsgereinigten pAk VE1S5, der gegen
die extrazellulire Domédne von MCAR gerichtet ist, in der Durchflusszytometrie (Abbil-
dung 15) analysiert.
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Abb. 15: Charakterisierung der stabil mit MCAR transfizierten CHO Zellen. Mit Hilfe
der Durchflusszytometrie wurde die Expression von MCAR in stabil transfizierten
CHO Zellen und die Kreuzreaktivitdt des polyklonalen ESAM Antikorpers VE19
und des polyklonalen MCAR Antikérpers VE15 analysiert. Schwarz: Praserum
(Isotypkontrolle), griin: VE15 (MCAR), rot: VE19 (ESAM).

Die MCAR-Expression ist in den fiir weitere Analysen verwendeten Subklonen 2.7 und
22.20 sowohl in Bezug auf die Homogenitit als auch die Menge identisch, bei Subklon
22.1 ist die Verteilung nicht so homogen. Der affinitétsgereinigte pAk VE15 erkennt spezi-
fisch MCAR, aber nicht ESAM in stabil transfizierten Zellen. Der gegen ESAM gerichtete
Antikorper VE19 ist wiederum nicht kreuzreaktiv mit MCAR.
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4.1.10 Homophile und heterophile Interaktionen zwischen Pro-

teinen der CTX Genfamilie

Es sollte systematisch untersucht werden, ob die in diesem Labor untersuchten Zelladhisi-
onsmolekiile ESAM, MCAR, JAM-A, JAM-B und JAM-C heterophile Interaktionen in
trans eingehen konnen. Dazu wurden jeweils zwei mit verschiedenen Molekiilen transfi-
zierte CHO Zelllinien gemeinsam ausgesit, bis zur gewiinschten Konfluenz kultiviert, mit
Methanol fixiert und eine Immunfluoreszenzfiarbung durchgefiihrt. Die mit Wildtyp
JAM-A und JAM-B stabil transfizierten CHO dhfr” Zellen wurden freundlicherweise von
Dr. Klaus Ebnet, die mit der Mutante JAM-C S281A stabil transfizierten CHO Zellen von
Dr. Michel Aurrand-Lions (Centre Medical Universitaire, Genf, Schweiz) zur Verfiigung
gestellt.

Das in CHO Zellen exprimierte ESAM ist ausschlieBlich im Zellkontaktbereich von stabil
transfizierten CHO Zellen lokalisiert, wie in Abbildung 16 dargestellt. Somit kann eine
homophile Interaktion von ESAM in trans, aber keine heterophile Interaktion von ESAM
mit JAM-A, JAM-B, JAM-C oder MCAR nachgewiesen werden.
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Abb. 16: Homophile, aber keine heterophile Interaktion von ESAM in trans. Stabil
transfizierte CHO Zellen wurden 1:5 gesplittet, fiir 3 Tage kultiviert und mit Me-
thanol fixiert. Nach einer Immunfluoreszenzfarbung mit spezifischen Antikérpern
wurden die Proben am Konfokalen Laser Scanning Mikroskop analysiert.
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Wie in Abbildung 17 dargestellt kann bei der Kokultivierung von MCAR mit JAM-A,
JAM-B oder JAM-C exprimierenden CHO Zellen nur eine homophile Interaktion der Mo-
lekiile in trans gezeigt werden, da diese Proteine nur im Zellkontaktbereich von Zellen
lokalisieren, die jeweils dasselbe Molekiil exprimieren.

Uberlagerung |

Uberlage:‘urig

JAM-C S281A d Uberlagerung

Abb. 17: Homophile, aber keine heterophile Interaktion von MCAR in trans. Stabil
transfizierte CHO Zellen wurden 1:1 auf Chamber Slides ausgesit und 6 h spiter
mit Methanol fixiert. Die ektopisch exprimierten Proteine wurden mit spezifischen
Antikorpern detektiert und der Zellmonolayer am Konfokalen Laser Scanning Mik-
roskop analysiert.
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Bei der Untersuchung der JAM Molekiile (Abbildung 18) konnte nur die schon publizierte
heterophile Interaktion zwischen JAM-B und JAM-C bestdtigt werden (Arrate et al., 2001).
Somit konnte gezeigt werden, dass ESAM, MCAR, JAM-A, JAM-B und JAM-C homophi-
le Interaktionen in trans eingehen, aber nur fiir JAM-B und JAM-C konnte eine heterophile
Interaktion nachgewiesen werden.

SWAM-A : 8 erlagerung

JAM-C S281A Uberlagerung

JAM-C S281A Uberlagerung

Abb. 18: Heterophile Interaktion zwischen JAM-B und JAM-C in trans. Stabil transfi-
zierte CHO Zellen wurden 1:1 gesplittet und nach 6 h mit Methanol fixiert. Nach
einer Immunfluoreszenzfiarbung mit spezifischen Antikdrpern wurden die Proben
am Konfokalen Laser Scanning Mikroskop analysiert. Die Gelbféarbung bei der
Uberlagerung zeigt eine Kolokalisation an.
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4.1.11 ESAM ist ein Tight Junction Protein

Wildtyp ESAM

7Z0-1 Uberlagerung

ESAM B-Catenin

ESAMAS

-Catenin

Abb. 19: ESAM kolokalisiert in MDCK C7 Transfektanten mit ZO-1, aber nicht mit
3-Catenin. MDCK C7 Transfektanten, die entweder Wildtyp ESAM oder die De-
letionsmutante ESAMAS exprimieren, wurden auf Transwell Filtern kultiviert und
im subkonfluenten Zustand mit Methanol fixiert. AnschlieBend wurde eine Immun-
fluoreszenz mit Antikdrpern gegen ESAM (V1G8.2, DTAF) und ZO-1 (pAk, Cy3)
oder B-Catenin (mAk, Cy3) durchgefiihrt und im Konfokalen Laser Scanning Mik-
roskop analysiert. Die gelbe Farbe in der Uberlagerung zeigt eine Kolokalisation
an. xyz-Scan
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Die genaue zellulire Lokalisation von ESAM wurde in der caninen Epithelzelllinie
MDCK C7 analysiert, die zu diesem Zweck mit ESAM-pcDNA3 oder dem Deleti-
onskonstrukt ESAMAS-pcDNA3 stabil transfiziert wurde.

MDCK C7 Transfektanten wurden auf Polycarbonat Filtern ausgesit, um eine optimale
Polarisierung mit deutlich voneinander getrennten Tight und Adherens Junctions zu ge-
wihrleisten. Bei der Analyse mittels Immunfluoreszenz (Abbildung 19 und 20) konnte
eindeutig gezeigt werden, dass ESAM mit ZO-1 und nicht mit B-Catenin kolokalisiert.
Dies trifft auch fiir das ESAMAS Protein zu. Somit scheint das PDZ-Doménen Bindungs-
motiv am C-Terminus nicht fiir die zelluldre Lokalisation erforderlich zu sein. In Abhén-
gigkeit von der Konfluenz verringert sich die Expression von ESAM in stabil transfizierten
MDCK C7 Zellen (4.1.12), so dass sie fiir funktionelle Analysen nicht geeignet sind.

Wildtyp ESAM

ESAM Uberlagerung

ESAM B-Catenin Uberlagerung

ESAMAS
ESAM Uberlagerung

L] -

ESAM B-Catenin Uberlagerung

Abb. 20: ESAM kolokalisiert in MDCK C7 Transfektanten mit ZO-1, aber nicht mit
B-Catenin. MDCK C7 Transfektanten, die entweder Wildtyp ESAM oder die De-
letionsmutante ESAMAS exprimieren, wurden auf Transwell Filtern kultiviert und
im subkonfluenten Zustand mit Methanol fixiert. AnschlieBend wurde eine Immun-
fluoreszenz mit Antikdrpern gegen ESAM (V1G8.2, DTAF) und ZO-1 (pAk, Cy3)
oder B-Catenin (mAk, Cy3) durchgefiihrt und im Konfokalen Laser Scanning Mik-
roskop analysiert. Die gelbe Farbe in der Uberlagerung zeigt eine Kolokalisation
an. zxy-Scan
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ESAM wurde stabil in MDCK II Tet-off Zellen transfiziert (4.1.13), weil von der Arbeits-
gruppe Quertermous in diesen Zellen eine Kolokalisation von ESAM mit dem Adherens
Junctions-assoziierten B-Catenin gezeigt wurde (Hirata et al., 2001). AuBBerdem sollte eine
epitheliale Zelllinie flir funktionelle Analysen hergestellt werden, in der die Expression
von ESAM nicht konfluenzabhéngig ist.

A

ESAM Uberlagerung

ESAM B-Catenin Uberlagerung =

Abb. 21: Exogenes ESAM kolokalisiert mit ZO-1 in transfizierten MDCK Il Tet-Off
Zellen. Stabil mit ESAM-pTRE2hyg transfizierte MDCK 1I Tet-Off Zellen wurden
zur vollstdndigen Induktion der ESAM-Expression 14 Tage ohne Doxycyclin kul-

tiviert, auf Polycarbonat Filter ausgesidt und bis zum Erreichen der Konfluenz
wachsen gelassen. Dann wurden die Zellen mit PFA fixiert, mit Triton X-100 per-
meabilisiert und mit Antikdrpern gegen ESAM (V1G8.2, DTAF), ZO-1 (mAk von
BD, Cy3) oder B-Catenin (pAk von Zymed, Cy3) inkubiert und am Konfokalen
Laser Scanning Mikroskop analysiert. Die gelbe Farbe in der Uberlagerung zeigt
eine Kolokalisation an.
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Monolayer mit stabil transfizierten MDCK II Tet-off Zellen mussten nach einer PFA-
Fixierung fiir 5 Min mit 0,5% Triton X-100 permeabilisiert werden. Bei einer geringeren
Triton-Konzentration konnte die Expression des Transmembranproteins ESAM trotz Ver-
wendung des monoklonalen Antikérpers V1GS8.2, der gegen die Extrazellulirdoméne ge-
richtet ist, in der Immunfluoreszenz nur schwach und mit zunehmender Konfluenz gar
nicht mehr nachgewiesen werden. Wie in Abbildung 21 gezeigt, wurde auch bei der ekto-
pischen Expression von ESAM in den MDCK II Zellen eine Kolokalisation von ESAM
mit ZO-1 im apikalen Bereich der Zelle festgestellt. Die Farbung von B-Catenin hingegen
erstreckte sich iiber den vollstindigen Zellkontaktbereich. Zusammenfassend kann man
sagen, dass ESAM ein Tight Junction Protein ist.

4.1.12 Die Expression von ESAM in stabil transfizierten MDCK
C7 ist konfluenzabhangig

Bei der Untersuchung der zelluldren Lokalisation von ESAM in stabil transfizierten
MDCK C7 Zellen wurden subkonfluente Monolayer verwendet, weil die Expression von
ESAM mit zunehmender Konfluenz der Zellen abnahm, obwohl der verwendete eukaryoti-
sche Expressionsvektor pcDNA3 den konstitutiv aktiven CMV Promoter enthilt. Dabei
war unklar, ob dies durch Degradation der mRNA oder Proteolyse des Proteins hervorge-
rufen wird. Um dieses Phidnomen ndher zu untersuchen, wurden MDCK C7 Zellen, die
stabil mit ESAM-pcDNA3, der Mutante ESAMAS-pcDNA3 oder pcDNA3 transfiziert
waren, ausgesit und in verschiedenen Konfluenzstadien direkt auf der Platte mit einem
Harnstoff-SDS Puffer lysiert. Zur Kontrolle wurde ein konfluenter Monolayer mit der En-
dotheliomazelllinie bEnd3, bei dem die ESAM Expression konstitutiv ist, auf die gleiche
Weise behandelt. Die Proteinkonzentration der Proben wurde mit Hilfe eines BCA-Tests
tiberpriift und Aquivalente Proteinmengen gelelektrophoretisch aufgetrennt. Nach dem
Transfer der Proteine auf eine Nitrocellulosemembran wurden die Blots mit Antikdrpern
gegen ESAM oder B-Catenin inkubiert (Abbildung 22). Dabei war das Signal fiir B-Catenin
bei allen Proben identisch. ESAM konnte in den bEnd3 Lysaten, aber nicht in den Lysaten
der mit Leervektor transfizierten Epithelzellen detektiert werden. Bei den MDCK C7 Zel-
len, die ESAM oder ESAMAS exprimierten, verringerte sich die Proteinmenge mit zuneh-
mender Konfluenz und war nach spétestens vier Tagen im Immunoblot nicht mehr nach-
weisbar. Dies entsprach einem Zeitpunkt, als die Zellen nach mikroskopischer Beurteilung
bereits Konfluenz erreicht hatten. Die Untersuchung dieser Ergebnisse wurde nicht weiter-
verfolgt, weil zum einen die biologische Relevanz fraglich war, denn die ESAM Expressi-
on in bEnd3 Zellen ist konstitutiv. Zum anderen hatte man in der Arbeitsgruppe von Prof.
Beat Imhof (Centre Medical Universitaire, Genf, Schweiz) bei einer dhnlichen Situation
zeigen konnen, dass nach Umklonierung eines Konstrukts mit CMV-Promotor in einen
Vektor mit B-Actin Promotor das Phinomen der konfluenzabhingigen Expression nicht
mehr auftrat.
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Abb. 22: Die ektopische Expression von ESAM in transfizierten MDCK C7 ist kon-
fluenzabhangig. Die mit ESAM stabil transfizierte Epithelzelllinie MDCK C7
wurde zu den angegebenen Zeitpunkten nach dem Aussden der Zellen mit SDS-
Harnstoff Puffer lysiert, die Proteinkonzentration mittels BCA-Test bestimmit,
dquivalente Proteinmengen gelelektrophoretisch aufgetrennt und auf Nitrocellulose
geblottet. Als Positivkontrolle wurde ein konfluenter bEnd3 Monolayer eingesetzt
und unter denselben Bedingungen lysiert. Die Lokalisation von ESAM erfolgte
mittels affinititsgereinigtem VE19 pAb, von B-Catenin mit kommerziell erhaltli-
chem Antikdrper.

4.1.13 Charakterisierung der ESAM Expression in stabil trans-
fizierten MDCK 11 Zellen

Fiir funktionelle Analysen wurde das Tet-Off Zellexpressionsssytem der Firma Clontech
verwendet. Dazu wurden MDCK II Tet-Off Zellen mit dem rekombinanten Plasmid
ESAM-pTRE2hyg stabil transfiziert. Die Genexpression wird durch das Entfernen von
Doxycyclin (Dox) aus dem Kulturmedium induziert. Selbst bei 10 ng/ml Dox ist die Ex-
pression von ESAM noch vollstindig unterdriickt, zur Sicherheit wurden standardméaBig
50 ng/ml Doxycyclin eingesetzt. ESAM kann 6 h nach Entfernen von Dox in den Zellkon-
takten nachgewiesen werden; die Expression nimmt iiber mehrere Stunden kontinuierlich
zu. Mit Hilfe der Durchflusszytometrie und Immunoblots wurde die Expression von
ESAM bei verschiedenen Konfluenzstadien untersucht. In Abbildung 23 ist die FACS-
Analyse derjenigen Klone dargestellt, welche fiir weitere Experimente oder zur Subklonie-
rung verwendet wurden. Diese zeigen keine oder eine nur schwach konfluenzabhéngige
Verschiebung des ESAM-spezifischen Fluoreszenzsignals.
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Abb. 23: Charakterisierung der stabil transfizierten MDCK Il Klone. Die Expression
von ESAM in den stabil transfizierten MDCK II Tet-Off Zellen wurde mit Hilfe
der Durchflusszytometrie bestimmt. Schwarz: pTRE2hyg Klon II als Negativkon-
trolle (V1G8.2), griin: subkonfluente Zellen (V1G8.2), rot: konfluente Zellen
(V1G8.2).

Zum Vergleich wurden MDCK C7 Zellen eingesetzt, die nur im subkonfluenten Zustand
ESAMAS produzieren. Als Negativkontrolle diente Klon 14, der kein ESAM exprimiert.
Im Immunoblot (Abbildung 24) sind ebenfalls keine Unterschiede der ESAM-Expression
bei verschiedenen Konfluenzstadien festzustellen und bei Anwesenheit von Doxycyclin ist
die Expression vollstindig unterdriickt. Allerdings unterscheiden sich die Proteinmengen
von Klon 7 und Klon 37, was im Gegensatz zu den Ergebnissen der Durchflusszytometrie
steht.
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Abb. 24: ESAM Expression in MDCK Il Transfektanten in Abhangigkeit von der Kon-
fluenz. Bei den angegebenen Konfluenzstadien wurden stabil mit ESAM transfi-
zierte MDCK II Tet-off Klone mit Harnstoff-SDS Puffer lysiert. Gleiche Protein-
mengen wurden nach SDS-PAGE und Transfer auf eine Nitrocellulosemembran
mit dem affinitétsgereinigten ESAM Antikorper VE20 analysiert. Als Negativkon-
trolle wurden Zellen verwendet, bei denen die ESAM-Expression durch Doxycy-
clin (Dox) unterdriickt wurde.
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4.1.14 Konstitutive Expression von ESAM in der Endothelio-
mazelllinie bEnd5

Die Expression von ESAM wurde durch Immunfluoreszenz in konfluenten Monolayern
von bEnd5 Zellen untersucht (Abbildung 25). Es konnte weder in der Negativkontrolle
ohne Primérantikorper, noch bei Verwendung des MCAR Antiserums ein spezifisches
Signal detektiert werden. Sowohl ESAM als auch JAM-A sind in den Zellkontakten vor-
handen und ihre Expression sowie ihre Lokalisation sind nach einer Stimulation fiir 16 h
mit 5SnM TNF-a nicht verdndert.

unst. TNF-o TNF-o

ESAM MCAR

ohne Ab

Abb. 25: Konstitutive Expression von ESAM in bEnd5. Es wurden 4*10* Zellen pro
Transwell Filter ausgesit, die Zellen fiir 2 Tage kultiviert und teilweise fiir 16 h mit
5 nM TNF-a stimuliert. Nach einer PFA-Fixierung wurden die Zellen mit den affi-
nitdtsgereinigten Antiseren VE19 (ESAM), VE15 (MCAR) oder anti-JAM-A und
anschlieBend mit Cy3 Esel anti-Kaninchen Antikodrper inkubiert. Die Analyse er-
folgte mit dem Konfokalen Laser Scanning Mikroskop.
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4.2 Funktionelle Analysen von ESAM

In verschiedenen funktionellen Experimenten sollte untersucht werden, ob durch ektopi-
sche Expression des Tight Junction Molekiils ESAM oder durch den Einsatz von gegen
ESAM gerichteten Antikdrpern die Ausbildung oder die Integritit der Tight Junctions be-
eintrachtigt werden kann.

4.2.1 Die ektopische Expression von ESAM hat keinen repro-
duzierbaren Einfluss auf die Permeabilitat bei in vitro

Experimenten

Permeabilitatsassays mit CHO Transfektanten

Hierbei wurde die Diffusion von 40 kDa FITC-Dextran durch einen Monolayer von stabil
transfizierten CHO Zellen gemessen, die auf Transwell Filtern mit 0,4 pm Porengrdfe kul-
tiviert wurden. Mit dem CHO Mutterklon ESAM 3 und dem Subklon ESAM 3.3 konnte
keine signifikante Verringerung der Permeabilitét detektiert werden, wie sie in der Positiv-
kontrolle, mit VE-Cadherin transfizierten CHO Zellen, gemessen wurde (Abbildung 26).
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Abb. 26: Einfluss von Zelladhasionsmolekulen auf die Permeabilitat von stabil transfi-
zierten CHO Zellen. CHO Transfektanten wurden auf Transwell Filter ausgesét
und bis zum Erreichen der Konfluenz kultiviert. AnschlieBend wurde die Diffusion
von 40 kDa FITC-Dextran durch den intakten Monolayer bestimmt. Der Einfluss
von Antikorpern auf die Zellkontakte wurde durch Inhibition mit spezifischen An-
tikdrpern fiir 30 Min vor Zugabe von FITC-Dextran gemessen. Die Standardab-
weichung bezieht sich auf n = 3 Messwerte. Es ist eines von 3 vergleichbaren Ex-
perimenten dargestellt. Student T-Test: *p< 0,01.
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Der Einsatz des VE-Cadherin Antikorpers 11D4.1 bewirkte eine Erhhung der Diffusion
bis auf das Niveau der untransfizierten Zellen. Die anti-ESAM Antikérper V1GS8.2 und
V4C10.10 konnten bis zu einer Konzentration von 50 ug/ml die Permeabilitdt der ESAM
Transfektanten nicht erhéhen und der Einsatz von mAb bei untransfizierten CHO Zellen
bewirkte nur einen leichten, nicht signifikanten Anstieg der Diffusion. Allerdings gab es
grof3e klonale Unterschiede bei diesem Experiment. Wihrend VE-Cadherin eine reprodu-
zierbare Verringerung der Permeabilitdt um 25-45% im Vergleich zu untransfizierten Zel-
len zeigte, gab es ESAM Subklone, welche die Permeabilitdt um 35-55% erniedrigten und
andere, die diese um denselben Faktor erhohten. Dasselbe Phidnomen der klonalen Varianz
wurde mit MCAR-transfizierten Zellen beobachtet (nicht dargestellt). Es kann somit fest-
gehalten werden, dass ESAM ein im Vergleich zu VE-Cadherin schwaches Zelladhisi-
onsmolekiil ist, das wenn iiberhaupt nur einen sehr geringen Einfluss auf die Integritét der
Zellkontakte ausiiben kann.

Permeabilitatsassays mit MDCK Il Transfektanten

Aufgrund der starken Schwankungen beim Permeabilititsassay mit CHO Transfektanten
und weil diese keine Adherens und Tight Junctions ausbilden, wurden MDCK II Tet-Off
Transfektanten verwendet. Es konnte kein Unterschied zwischen ESAM exprimierenden
und mit Leervektor transfizierten Zellen festgestellt werden, weder bei Verwendung von
10 kDa noch bei 40 kDa FITC-Dextran, selbst wenn die Diffusionszeit auf 4 h verlangert
wurde.

Permeabilitatsassays mit bEnd3 Zellen

Fiir diese Experimente wurde die Endotheliomazelllinie bEnd3 verwendet, die endogen
ESAM exprimiert. Auch hier konnte die Inhibition mit Antikdrpern fiir 30 Min oder lange-
re Zeit keine reproduzierbare Anderung der Permeabilitit hervorrufen. Problematisch war
bei diesem Zellsystem die hohe Standardabweichung, die geringe Reproduzierbarkeit der
Ergebnisse bei Verwendung der Positivkontrolle 11D4.1 (anti-VE-Cadherin mAk) und die
unspezifischen Effekte von Isotypkontrollen, weshalb die Experimente beendet wurden.
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4.2.2 Die ektopische Expression von ESAM hat keinen Einfluss
auf den transepithelialen elektrischen Widerstand von
CHO Transfektanten

Im Folgenden wurde der Einfluss der ektopischen Expression von ESAM in CHO Zellen
auf den transepithelialen elektrischen Widerstand (TER) bestimmt. Dazu wurden CHO
Transfektanten auf electric cell-substrate impedance sensing (ECIS) Elektroden Arrays
ausgesit und bis zur Ausbildung eines Monolayers kultiviert. In einem Frequenzbereich
zwischen 10 und 10° Hz wurde die Impedanz bestimmt und durch Anpassen eines mathe-
matischen Modells an die erhaltenen Messwerte wurde der Parameter Ry, bestimmt, der ein
Mal fiir den Widerstand des Zell-Zell Kontakts ist.

Tabelle 7: ECIS-Messung von CHO Transfektanten

CHO dhftr” Zellen Ry [Qem?]

untransfiziert 1,1 -1,60
ESAM Subklon 3.2 1,3-24
ESAM Subklon3.3 0,5-2,5
ESAM Subklon 12.6 0,6 -2.4
VE-Cadherin 2,2-50

Zwischen untransfizierten und mit ESAM transfizierten CHO Subklonen ist kein signifi-
kanter Unterschied zu detektieren (Tabelle 7). Die Expression von VE-Cadherin in CHO
Zellen verursacht eine deutliche Erhohung des Ry,-Wertes.

4.2.3 ESAM hat keinen Einfluss auf den Aufbau des trans-
epithelialen elektrischen Widerstandes bei transfizierten
MDCK 11

Stabil mit ESAM transfizierte MDCK II Tet-Off Zellen wurden in so hoher Zellzahl aus-
gesit, dass die Zellen nach dem Abflachen auf der Oberfliche Zellkontakte zum Aufbau
eines konfluenten Monolayers eingehen konnten, ohne dass dafiir noch eine weitere Zell-
teilung notwendig war, da ein Unterschied in der Proliferationsrate bei verschiedenen Klo-
nen die Messung beeinflusst hitte. Es wurde der Widerstand bei 400 Hz in Abhédngigkeit
von der Zeit als MaB fiir den Aufbau der Tight Junctions betrachtet (Abbildung 27).
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Beim Vergleich zwischen induzierten und nicht induzierten Subklonen zum einen und mit
Leervektor und ESAM-pTRE2hyg stabil transtizierten MDCK II Tet-off Zellen zum ande-
ren konnte kein Unterschied in der Steigung der Grafen als MaB fiir den Aufbau der Tight
Junctions und dem Maximalwert als MaB fiir den TER der etablierten Tight Junction fest-
gestellt werden. Die erhaltenen Daten gelten sowohl fiir die ESAM Klone 7, 13 und 14 als
auch die hier gezeigten ESAM Subklone 7.1, 13.4 und 37.1.
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Abb. 27: Ektopisch exprimiertes ESAM hat keinen Einfluss auf den Aufbau von Tight
Junctions in transfizierten MDCK Il Zellen. Stabil mit ESAM transfizierte
MDCK II Tet-Off Zellen wurden fiir mehr als 14 Tage mit oder ohne 50 ng/ml Dox
kultiviert, in der Zelldichte von 5*10° Zellen/cm® auf Goldelektroden ausgesit und
bei 2% CO, kultiviert. Es wurde der Widerstand bei 400 Hz in Abhéngigkeit von
der Zeit als MaB fiir den Aufbau der Tight Junctions betrachtet.

4.2.4 ESAM hat keinen Effekt beim Schliel3en von Zellkontak-
ten in transfizierten MDCK 11

Der Einfluss von ESAM auf den Wiederaufbau bestehender Zellkontakte wurde mit Hilfe
der Impedanzmessung bei einem Calcium-switch Experiment bestimmt. Die Inkubation
eines konfluenten Monolayers mit Medium, das nur 5 uM Ca”" enthielt, fithrte zum Offnen
von Tight und Adherens Junctions und somit zum Einbruch des TER, aber noch nicht zum
Ablosen der Zellen von der Goldelektrode. AnschlieBend wurde durch Wechsel des Medi-
ums eine Erh6hung der Ca’"-Konzentration auf 1,8 mM bewirkt, was zum Schliefen der
Zellkontakte und zum Aufbau des TER fiihrte. Dabei ist sowohl die Kinetik beim Wieder-
herstellen der Tight Junction, abzulesen an der Steigung der Graphen, als auch die Integri-
tat der Tight Junction, zu erkennen an dem Maximalwert von Ry, nicht signifikant ver-
schieden (Abbildung 28).
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Abb. 28: ESAM hat keinen Effekt beim Schliefen von Zellkontakten nach einem
Calcium-switch in MDCK Il Tet-Off Zellen. MDCK 1I Tet-Off Transfektanten
wurden auf Goldelektroden bis zum Erreichen eines konfluenten Monolayers kulti-
viert, mit PBS gewaschen und iiber Nacht in Medium mit 5 uM Ca®" inkubiert. An-
schlieBend wurde durch Wechsel des Mediums eine Erhohung der Ca®'-

Konzentration auf 1,8 mM bewirkt und der zeitliche Verlauf der Impedanz gemes-
sen.
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4.2.5 Antikorper gegen ESAM kdnnen die transendotheliale
Migration von neutrophilen Granulozyten in vitro nicht
inhibieren

Aufgrund der zelluldren Lokalisation von ESAM bestand die Moglichkeit, da3 es am letz-
ten Schritt der Leukozyten-Adhédsionskaskade, der Transmigration durch das Endothel,
beteiligt ist. Deshalb wurde der Effekt verschiedener anti-ESAM Antikorper auf die Extra-
vasation von Leukozyten bei in vitro Transmigrationsexperimenten analysiert.

4.25.1 Durch Kultivierung neutrophiler Granulozyten in WEHI-3B
konditioniertem Medium wird die spontane Migration durch
bEnd5 Monolayer erhoht
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Abb. 29: Vergleich der spontanen Transmigration bei frisch isolierten und Gber Nacht
in WEHI-3B konditioniertem Medium kultivierten PMNs. Es wurden 4*10*
bEnd5 Zellen pro Filter ausgesit und 2 Tage kultiviert. Der Monolayer wurde teil-
weise fiir 16 h mit 5 nM TNF-a stimuliert. Vor der Zugabe der PMNs wurden die
Zellen fiir 30 Min mit 20 pg/ml YNI1.1 (ICAM-1) inkubiert. Der Antikérper blieb
wihrend des Experiments auf den Zellen. Die Transmigration dauerte 1 h und die
Zahl der durch den Monolayer und den Filter in das untere Kompartiment migrier-
ten Zellen wurde mit einem CASY Cell Counter bestimmt. Jeder Balken entspricht
dem Mittelwert von drei Proben mit der dazugehorigen Standardabweichung.

Die Endotheliomazelllinie bEndS wurde auf Transwell Filtern mit 5 uM Porengrofe kulti-
viert und fiir 16 h mit 5 nM TNF-a stimuliert. Im Zelloberflichen-ELISA (Daten nicht
gezeigt) wurde konstitutiv ESAM und eine erhdhte Expression von ICAM-1 nach 16 h
Stimulation mit TNF-o nachgewiesen. Bei frisch aus dem Knochenmark von NMRI Mau-
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sen isolierten Polymorphkernigen Neutrophilen (PMNs) lag die Migrationsrate nach 1 h
bei 7,4% (Abbildung 29). Durch die Kultivierung der PMNs iiber Nacht in WEHI-3B kon-
ditioniertem Medium wurde die Transmigrationsrate auf 15,5% erhoht. In beiden Féllen
konnte mit dem monoklonalen Antikérper YNI.1, der an die mit LFA-1 interagierende
erste Immunglobulin-Doméne von ICAM-1 bindet, die transendotheliale Migration um
mehr als 60% inhibiert werden. Da die absoluten Zellzahlen bei den iiber Nacht kultivier-
ten PMNs deutlicher {iber dem Hintergrundwert beim CASY Cell Counter waren, wurden
diese Zellen in den folgenden Experimenten eingesetzt.

4.25.2 Kinetik der spontanen Migration von Polymorphkernigen
Neutrophilen durch bEnd5 Monolayer

Zur Abschitzung des optimalen Zeitpunkts bei den in vitro Transmigrationsassays von aus
Knochenmark isolierten neutrophilen Granulozyten durch bEnd5 Monolayer wurde das
Experiment zu verschiedenen Zeitpunkten abgebrochen (Abbildung 30). Eine Zeitdauer
von 1 h fiir die Migration war optimal, weil die Zellzahlen bei der Bestimmung mittels
CASY Cell Counter deutlich iiber dem Hintergrund lagen und die Inhibition mit YNI1.1
klar erkennbar war. Nach 90 Min war die Migrationsrate nicht mehr im linearen Bereich
und auch die relative Inhibition mit dem ICAM-1 Antikdrper YN1.1 geringer.
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Abb. 30: Kinetik eines in vitro Transmigrationsexperiments von PMNs durch bEnd5
Monolayer. Unstimulierte oder mit TNF-o stimulierte bEnd5 Monolayer wurden
eingesetzt. Zum Teil wurden die Zellen fiir 30 Min mit 20 ug/ml YN1.1 inkubiert,
die Antikorper wurden nicht ausgewaschen. Durch Zugabe von iiber Nacht in
WEHI-3B konditioniertem Medium kultivierten PMNs wurde die Migration ge-
startet. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurde das Experiment beendet und die
Zellzahl im unteren Kompartiment des Transwell Filtersystems mittels CASY Cell
Counter bestimmt. Die Integritit des Monolayers wurde anschlieBend iiber eine Fi-
lipin-Férbung kontrolliert. Pro Versuchsbedingung wurden 3 Proben eingesetzt,
von denen Mittelwert und Standardabweichung bestimmt wurden.
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4.25.3 ESAM-Antikorper kdénnen die transendotheliale Migration von
Polymorphkernigen Neutrophilen nicht inhibieren

In diesem Experiment wurde der Einfluss von anti-ESAM Antikorpern auf die Migration
der tiber Nacht in WEHI-3B konditioniertem Medium kultivierten neutrophilen Granulozy-
ten untersucht. Dabei wurden 20 pg/ml Antikorper eingesetzt, die wahrend der eigentli-
chen Transmigration anwesend waren. Dabei konnte mit dem anti-ICAM-1 Antikorper
YNI.1 eine signifikante Inhibition von 42% erzielt werden, mit den monoklonalen ESAM
Antikorpern V1G8.2 und V4C10.10 hingegen nicht (Abbildung 31). Mit diesen Antikor-
pern konnte bis zu einer Konzentration von 60 pg/ml nur eine Inhibition von 15% erreicht
werden, die allerdings statistisch nicht signifikant war und auch mit Isotypkontrollen er-
zielt wurde.
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Abb. 31: Monoklonale anti-ESAM Antikorper kénnen die transendotheliale Migration
von in vitro differenzierten Granulozyten nicht inhibieren. Nach dem Aussden
der bEnd5 Zellen auf Transwell Filtern mit 5 um PorengroB3e wurden die Zellen fiir
2 Tage unter Standardbedingungen kultiviert. Bis auf Kontrollfilter wurden die
Zellen fiir 16 h mit 5 nM TNF-a stimuliert und fiir 30 Min mit 20 pg/ml monoklo-
nalen Antikorpern inkubiert. Anschlieend wurden PMNs zugegeben und nach 1 h
Migration die Zahl der im unteren Kompartiment vorhandenen Zellen bestimmt. Es
ist eines von drei representativen Experimenten dargestellt. Jeder Balken entspricht
dem Mittelwert von drei Proben mit der dazugehdrigen Standardabweichung (Stu-
dent T-Test: * P<0,05).

Auch mit den polyklonalen ESAM Antikérpern VE19 und VE20 konnte kein signifikanter
Effekt bei der transendothelialen Migration der PMNs beobachtet werden (Abbildung 32).
Die polyklonalen ESAM Antikorper verringerten selbst bei 60 pg/ml die Migration um
nicht mehr als 15%, was auch mit der Isotypkontrolle Praserum erzielt werden konnte und
somit auf einen unspezifischen Effekt zuriickgefiihrt werden konnte.



110

16%
é 12% —I—
@©
| .
2 0
E 8%) T *
e
IS
|: 4% 1+
0% T T T
N & 9 D &
&&@?’ @ov& K ARy .},&6@
Q Q &{b'" &@m \Q‘bﬂ Q’&
& & Q'Q}Q Q,‘I}Q Q,‘&Q &
é"b &é X &é &é{{m

Abb. 32: Bei der transendothelialen Migration von Granulozyten zeigen polyklonale
ESAM Antikorper keinen Effekt. Die bEnd5 Zellen wurden 2 Tage auf Trans-
well Filtern mit 5 um PorengréBe kultiviert, bis auf Kontrollfilter fiir 16 h mit
5nM TNF-a stimuliert und fiir 30 Min mit 60 pg/ml monoklonalen Antikérpern
inkubiert. AnschlieBend wurden PMNs zugegeben und nach 1 h Migration die Zahl
der im unteren Kompartiment vorhandenen Zellen bestimmt. Es ist eines von drei
representativen Experimenten dargestellt. Pro Versuchsbedingung wurden 3 Pro-
ben eingesetzt, von denen Mittelwert und Standardabweichung bestimmt wurden
(Student T-Test: * P< 0,05).
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4.25.4 ESAM-Antikorper kénnen die transendotheliale Migration von
PLP3 T-Zellen nicht inhibieren

Es wurden encephalitogene PLP3 T-Zellen eingesetzt, die bei dem Mausmodell fiir Multi-
ple Sklerose, experimentelle autoimmune Encephalomyelitis (EAE), verwendet werden.
Auch bei diesen in vitro Transmigrationsexperimenten zeigten weder die monoklonalen
noch die polyklonalen anti-ESAM Antikdrper selbst bei Verwendung von bis zu 40 pg/ml
Antikorper signifikante Effekte (Abbildung 33).
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Abb. 33: Bei der transendothelialen Migration von autoreaktiven PLP3 T-Zellen zeigen
weder monoklonale noch polyklonale ESAM Antikdrper einen Effekt. bEnd5
Zellen wurden 2 Tage auf Transwell Filtern mit 5 um PorengrofBe kultiviert, bis auf
Kontrollfilter fiir 16 h mit 5 nM TNF-a stimuliert und fiir 30 Min mit 60 pg/ml
monoklonalen Antikdrpern inkubiert. AnschlieBend wurden PMNs zugegeben und
nach 1 h Migration die Zahl der im unteren Kompartiment vorhandenen Zellen be-
stimmt. Eines von zwei reprisentativen Experimenten ist dargestellt. Jeder Balken
entspricht dem Mittelwert von drei Proben mit der dazugehorigen Standardabwei-
chung (Student T-Test: ** P<0,01).
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4.25.5 Die transendotheliale Migrationsrate naiver T-Zellen kann
durch anti-ESAM Antikdrper nicht verringert werden

Die Préparation naiver T-Zellen erfolgte durch Homogenisierung von Lymphknoten, einen
Histopaque Stufengradienten und eine Depletion von B-Zellen mit Hilfe von CD19 gekop-
pelten Dynabeads. Die so erhaltene Zellpopulation wurde mittels FACS-Analyse unter-
sucht (Abbildung 34). Die CD19 positive Zellen wurde durch die B-Zell Depletion voll-
stindig entfernt, wihrend die restlichen Populationen nicht verdndert wurden. Das von
Monozyten und Granulozyten stark exprimiert CD11b konnte nicht nachgewiesen werden,
wodurch gezeigt wurde, dass die Préparation einen sehr hohen Prozentsatz an T-Zellen
enthielt.
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Abb. 34: Kontrolle der B-Zell Depletion nach Aufreinigung von Lymphozyten aus
Lymphknoten. Einzelne Zellpopulationen wurden durch FACS-Analyse unter-
sucht. Dabei wurden direkt gekoppelte Antikdrper verwendet. Schwarz: Isotyp-
kontrolle (FITC-IgG2a), rot: Zellen vor der B-Zell Depletion, griin: Zellen nach der
B-Zell Depletion.
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Bei der spontanen Migration von naiven T-Zellen ist die Migrationsrate nur sehr gering.
Deshalb wurde SDF-1a als chemotaktischer Faktor eingesetzt. Die Migrationsrate der na-
iven T-Zellen ist dabei von der Konzentration des im unteren Kompartiment vorgelegten
Chemokins abhédngig (Abbildung 35). Fiir die nachfolgenden Experimente wurden
100 ng/ml SDF-1a eingesetzt, weil bei dieser Konzentration deutliche Migrationsraten zu
messen waren.
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Abb. 35: Konzentrationsabhéngigkeit der SDF-1a induzierten transendothelialen Mi-
gration von naiven T-Zellen. Migration von naiven T-Zellen durch einen mit
TNF-a stimulierten bEnd5 Monolayer. In das untere Kompartiment wurde SDF-1a
in den angegebenen Konzentrationen gegeben. Nach 4 h wurde die Zellzahl im un-
teren Kompartiment mittels CASY Cell Counter bestimmt. Pro Versuchsbedingung
wurden 3 Proben eingesetzt, von denen Mittelwert und Standardabweichung be-
stimmt wurden.
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Der Einfluss der polyklonalen anti-ESAM Antikorper auf die transendotheliale Migration
von naiven T-Zellen wurde in drei unabhidngigen Experimenten untersucht. Mit dem affini-
titsgereinigten pAk VE19 wurde keine signifikante Verringerung der Transmigration er-
reicht (Abbildung 36).
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Abb. 36: Polyklonale anti-ESAM Antikdrper koénnen die Migration von naiven
T-Zellen nicht inhibieren. bEnd5 Zellen wurden 2 Tage auf Transwell Filtern mit
5 wm Porengrofie kultiviert, fiir 16 h mit 5 nM TNF-a stimuliert und fiir 30 Min
mit 20 pg/ml Antikdrper inkubiert. Anschlieend wurden naive T-Zellen auf den
Filter und 100 ng/ml SDF-1a in das untere Kompartiment gegeben. Nach 4 h Mig-
ration wurde die Zahl der im unteren Kompartiment vorhandenen Zellen bestimmt.
Es ist eines von drei representativen Experimenten dargestellt. Jeder Balken ent-
spricht dem Mittelwert von drei Proben mit der dazugehorigen Standardabwei-
chung (Student T-Test: ** P<0,01).

Aufgrund der vorliegenden Ergebnisse der in vitro Transmigrationsexperimente scheint
ESAM keine Funktion bei der transendothelialen Migration von neutrophilen Granulozy-
ten oder T-Zellen, im Entziindungsmodell und beim lymphocyte homing zu haben. Es be-
steht zwar die Mdoglichkeit, dass die verwendeten anti-ESAM Antikorper keine funktionel-
le Doméne binden. Allerdings ist dies eher unwahrscheinlich, weil auch polyklonale Anti-
korper keine Effekte gezeigt haben.
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4.3 Funktionelle Analyse von mJAM-A

In der Literatur gibt es widerspriichliche Angaben dariiber, ob JAM-A an der transendothe-
lialen Migration von Leukozyten beteiligt ist. Deshalb wurden die schon bei der Untersu-
chung homo- und heterophiler Interaktionen verwendeten polyklonalen JAM-A Antikpdr-
per, die freundlicherweise von Dr. Klaus Ebnet zur Verfiigung gestellt wurden, fiir in vitro
Transmigrationsassays eingesetzt. Diese Experimente wurden analog zu den Versuchen
mit anti-ESAM Antikorpern durchgefiihrt.

4.3.1 Polyklonale Antikérper gegen JAM-A inhibieren die
transendotheliale Migration von neutrophilen Granulo-
zyten durch bEnd5 Monolayer in vitro

Wie in Abbildung 37 gezeigt, konnte mit den polyklonalen JAM-A Antikdrpern eine Inhi-
bition der transendothelialen Migration von neutrophilen Granulozyten um 34% detektiert
werden. Der Effekt war konzentrationsabhéngig und bereits bei Verwendung von 20 pg/ml
polyklonalem Antikdrper maximal. Als Negativkontrolle wurde Préserum verwendet, das
im Vergleich zu Proben ohne Antikdrper keinen Unterschied zeigte.

Als weiteren Beweis fiir die Beteiligung von murinem JAM-A an der transendothelialen
Migration von neutrophilen Granulozyten in vitro wurden der Endothelzellmonolayer zur
Entfernung der pAk vor Zugabe der PMNs gewaschen. Auch unter diesen Umstdnden
konnte eine signifikante Inhibition nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 37: Polyklonale JAM-A Antikorper inhibieren konzentrationsabhéngig die trans-
endotheliale Migration von PMNs. Konfluente bEnd5 Monolayer auf Polycarbo-
nat Filtern mit 5 pm Porengréfe wurde fiir 16 h mit 5 nM TNF-a stimuliert und fiir
30 Min mit Antikoérpern inkubiert. Anschliefend wurden ohne vorheriges Entfer-
nen der pAk PMNs auf den Monolayer gegeben und fiir 1 h inkubiert. Die Zahl der
transmigrierten Zellen wurde mit dem CASY Cell Counter bestimmt und der Mo-
nolayer mit Filipin angefarbt. Die Standardabweichung bezieht sich auf Dreifach-
werte (Student T-Test: ** p <0,01; * p <0,05).
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4.3.2 JAM-A hat keinen Einfluss auf die transendotheliale
Migration von PLP3 T-Zellen in vitro

AnschlieBend wurde tiberpriift, ob die polyklonalen JAM-A Antikorper auch die Migration
von T-Zellen, im Entziindungsmodell mit encephalitogenen PLP3 T-Zellen oder mit nai-
ven T-Zellen beim in vitro Modell fiir lymphocyte homing, beeinflussen konnen. Bei Ver-
wendung von autoreaktiven PLP3 T-Zellen konnte keine signifikante Inhibition mit dem
polyklonalen JAM-A Antikorper detektiert werden (Abbildung 38). Es gab zwar geringfii-
gige Unterschiede zur Probe ohne Antikorper, die aber auch mit Praserum erzeugt werden
konnten und somit unspezifisch waren. Der als Positivkontrolle eingesetzte anti-ICAM-1
Antikérper YN1.1 konnte die transendotheliale Migration statistisch signifikant inhibieren.
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Abb. 38: Der polyklonale JAM-A Antikorper zeigt keinen Effekt bei der transendothe-
lialen Migration autoreaktiver PLP3 T-Zellen in vitro. Ein konfluenter bEnd5
Monolayer auf Transwell Filtern wurde fiir 16 h mit 5 nM TNF-a stimuliert und
fiir 30 Min mit Antikérpern inkubiert. AnschlieBend wurden ohne vorheriges Ent-
fernen der pAk PLP3 T-Zellen auf den Monolayer gegeben und fiir 3,5 h inkubiert.
Die Zahl der transmigrierten Zellen wurde mit dem CASY Cell Counter bestimmt
und der Monolayer mit Filipin angefdrbt. Es ist eines von zwei reprisentativen Ex-
perimenten gezeigt. Die Standardabweichung bezieht sich auf Dreifachwerte (Stu-
dent T-Test: ** p <0,01).
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4.3.3 Polyklonale JAM-A Antikorper konnen die transendo-
theliale Migration von naiven T-Zellen nicht beeinflussen

Fiir die Experimente mit naiven T-Zellen wurden diese wie schon zuvor bei Uberpriifung
der Funktionalitit der anti-ESAM Antikdrper aus Lymphknoten préipariert, aufgereinigt
und mittels Durchflusszytometrie analysiert. Auch bei diesen Versuchen konnte keine In-
hibition mit dem JAM-A Antikdrper nachgewiesen werden (Abbildung 39). Als weitere
Kontrolle wurden parallel zu diesen Experimenten in vitro Transmigrationsassays mit
PMNs durchgefiihrt, bei denen der anti-JAM-A Antikorper die Migration signifikant inhi-
bieren konnte.
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Abb. 39: Der polyklonale JAM-A Antikorper zeigt keinen Effekt bei der transendothe-
lialen Migration naiver T-Zellen in vitro. Ein konfluenter bEnd5 Monolayer
wurde bis auf die Stimulationskontrolle fiir 16 h mit 5 nM TNF-a stimuliert und
fir 30 Min mit 20 pg/ml Antikorpern inkubiert. AnschlieBend wurden 10° naive
T-Zellen pro Filter zugegeben, 100 ng/ml SDF-1a ins untere Kompartiment vorge-
legt und fiir 4 h inkubiert. Die Zahl der transmigrierten Zellen wurde mit dem
CASY Cell Counter bestimmt und der Monolayer mit Filipin angeférbt. Es ist eines
von drei representativen Experimenten gezeigt. Pro Versuchsbedingung wurden
3 Proben eingesetzt, von denen Mittelwert und Standardabweichung bestimmt
wurden (Student T-Test: ** p <0,01).
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Somit kann festgehalten werden, dass JAM-A vermutlich nicht an der Transmigration von
murinen T-Zellen beteiligt ist. Allerdings besteht die Moglichkeit, dass T-Zellen ein ande-
res Epitop von JAM-A fiir die transendotheliale Migration bendtigen als neutrophile Gra-
nulozyten, das von den polyklonalen Antikorpern nicht erkannt wird.

4.3.4 Murines JAM-A wird auf einer Subpopulation von
Neutrophilen des peripheren Blutes exprimiert

Humanes JAM-A wird von mehreren Leukozyten Subpopulationen exprimiert (Liu et al.,
2000). Mit monoklonalen Antikérpern gegen murines JAM-A konnte bisher nur eine
schwache Expression auf MHC II positiven Antigen prisentierenden Zellen festgestellt
werden (Malergue et al., 1998; Martin-Padura et al., 1998). Es sollte im Rahmen dieser
Arbeit iiberpriift werden, ob sich diese Ergebnisse mit dem polyklonalen JAM-A Antikor-
per bestitigen lassen. Aus dem peripheren Blut von NMRI Méusen wurden Leukozyten
tiber einen Histopaque-Stufengradienten isoliert und durch Doppel- und Dreifachfarbungen
markiert. Wie in Abbildung 40 zu sehen, wird JAM-A weder von T-Zellen (CD3e) noch
B-Zellen (CD19) exprimiert. Da bei der hier angewandten Priparation die Zahl der
Neutrophilen und Monozyten relativ gering ist, wurden zur Abgrenzung voneinander Drei-
fachmarkierungen durchgefiihrt. Die Ly-6G™¢" 7/4 Antigen "&" exprimierende Population
entspricht den neutrophile Granulozyten, aber Monozyten (Ly-6G™ 7/4 Antigen "¢") konn-
ten - wenn iiberhaupt - nur wenige identifiziert werden, weshalb hier keine Aussage iliber
sie getroffen werden kann. Bei den neutrophilen Granulozyten konnte mit dem polyklona-
len Antikorper eine schwache Expression von JAM-A auf dieser Zellpopulation nachge-
wiesen werden.
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Abb. 40: JAM-A wird schwach von murinen Granulozyten exprimiert. FACS-Analyse
von Leukozyten aus dem peripheren Blut. Nach einem Histopaque-
Stufengradienten wurden die verschiedenen Zellpopulationen durch Doppel- und
Dreifachmarkierungen auf die Expression von murinem JAM-A analysiert. A:
B-Zellen, B: T-Zellen, C: neutrophile Granulozyten.
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4.3.5 Keine Expression von murinem JAM-A auf neutrophilen
Granulozyten aus dem Knochenmark

Nach der Identifizierung von murinem JAM-A auf Neutrophilen aus dem peripheren Blut
sollte festgestellt werden, ob der polyklonale Antikdrper eine homophile oder heterophile
Interaktion zwischen Endothelzellen und neutrophilen Granulozyten beeinflusst. Bei einer
FACS-Analyse der Polymorphkernigen Neutrophilen aus dem Knochenmark, die iiber
Nacht in WEHI-3B konditioniertem Medium kultivierten wurden und Ly-6G"™¢"
7/4 Antigen™®" exprimierten, konnte allerdings kein JAM-A detektiert werden (Abbildung
41). Als Positivkontrolle fiir die FACS-Féarbung dienten stabil mit JAM-A transfizierte
CHO Zellen.
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Abb. 41: JAM-A wird nicht auf neutrophilen Granulozyten aus dem Knochenmark
exprimiert. Analyse der fiir die in vitro Transmigrationsassays eingesetzten PMNs
mittels Durchflusszytometrie. A-C: PMNs, D: JAM-A transfizierte CHO Zellen, C
und D: schwarz: Praserum, griin: anti-JAM-A pAk
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4.3.6 Polyklonale Antikorper gegen JAM-A inhibieren den
Aufbau des transepithelialen elektrischen Widerstandes

Zur weiteren Charakterisierung der polyklonalen JAM-A Antikorper wurde ihr Einfluss
auf den Aufbau von Zellkontakten untersucht. Fiir diese Untersuchungen wurde die murine
Epithelzelllinie CMT eingesetzt, bei der endogenes JAM-A im Zellkontaktbereich mittels
Immunfluoreszenz nachgewiesen wurde (Abbildung 42).

Priserum

Abb. 42: Endogenes JAM-A in der murinen Epithelzelllinie CMT. Der konfluente CMT
Monolayer wurde nach PFA-Fixierung mit polyklonalen Antikérpern gegen
JAM-A gefirbt. Die Antikérper wurden durch Cy2 Esel anti-Ratten Antikorper de-
tektiert und mit dem Konfokalen Laser Scanning Mikroskop analysiert.

CMT Zellen wurden bis zum Erreichen eines konfluenten Monolayers auf ECIS Elektro-
den Arrays kultiviert und dann fiir 3 h mit 3 pM Ca®" inkubiert. Diese Zeitspanne war aus-
reichend, um den Zell-Zell Widerstand einbrechen zu lassen, aber kurz genug, damit die
Zellen sich nicht von der Goldelektrode ablésen. Durch Zugabe von 1,8 mM Ca*" im Me-
dium schlieBen sich die interepithelialen Zellkontakte wieder. Wie in Abbildung 43 darge-
stellt, verzogern polyklonale JAM-A Antikorper den Anstieg des Widerstandes, was auf
einen verzogerten Aufbau der Zellkontakte schlieBen ldsst. Zudem wird der Maximalwert
des Parameters Ry, im Vergleich zum Priserum verringert, was auf eine Storung der Integ-
ritdt der Tight Junction zuriickzufiihren ist.
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Abb. 43: JAM-A Antikorper verzégern den Aufbau des transepithelialen elektrischen
Widerstandes und stdren die Integritat der Tight Junction. CMT Zellen wur-
den auf ECIS Elektroden Arrays ausgesét und bis zum Erreichen eines konfluenten
Monolayers kultiviert. Dann wurden die Zellen mit PBS/SmM EDTA gewaschen
und fiir 3 h in Medium mit 3 pM Ca*" kultiviert. Im Anschlu wurde die Kultur-
fliissigkeit gegen Medium mit 1,8 mM Ca®" ausgetauscht und der Verlauf der Im-
pedanz mit der Zeit bestimmt. AnschlieBend wurde ein mathematisches Modell an
die Messergebnisse angepasst.

Es konnte zudem festgestellt werden, dass dieser Effekt konzentrationsabhingig ist, was
fiir seine Spezifitét spricht (Abbildung 44). Bis zu einer Konzentration von 1 pug/ml anti-
JAM-A Antiképer war der Aufbau der Zellkontakte verlangsamt und der Maximalwert von
Ry geringer im Vergleich zur Isotypkontrolle. Der Effekt war bei Einsatz von 10 pg/ml
Antikorper maximal.

Mit einem JAM-A hlgG; Fusionsprotein, das analog zu ESAM-hlgG; aus der extrazelluli-
ren Doméne von JAM-A und der hinge, Cy; und Cy; Doméne von humanem IgG, besteht,
konnte der Aufbau und die Integritdt der CMT Zellkontakte nicht gestort werden (Abbil-
dung 45).
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Abb. 44: Konzentrationsabhéngiger Effekt der anti-JAM-A pAk beim Calcium-switch
Experiment. CMT Zellen wurden auf ECIS Elektroden Arrays ausgesit und bis
zum Erreichen eines konfluenten Monolayers kultiviert. Dann wurden die Zellen
mit PBS/5SmM EDTA gewaschen und fiir 3 h in Medium mit 3 uM Ca®" kultiviert.
Im Anschluss wurde die Kulturfliissigkeit gegen Medium mit 1,8 mM Ca”" ausge-
tauscht und der Verlauf der Impedanz mit der Zeit bestimmt. AnschlieBend wurde
ein mathematisches Modell an die Messergebnisse angepasst.
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Abb. 45: Das JAM-A-hlgG; Fusionsprotein hat keinen Effekt beim Calcium-switch
Experiment. CMT Zellen wurden auf ECIS Elektroden Arrays ausgesit und bis
zum Erreichen eines konfluenten Monolayers kultiviert. Dann wurden die Zellen
mit PBS/5SmM EDTA gewaschen und fiir 3 h in Medium mit 3 pM Ca®" kultiviert.
Im Anschluss wurde die Kulturfliissigkeit gegen Medium mit 1,8 mM Ca”" ausge-
tauscht und der Verlauf der Impedanz mit der Zeit bestimmt. AnschlieBend wurde
ein mathematisches Modell an die Messergebnisse angepasst.
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5 Diskussion

Die Kontrolle endothelialer Zellkontakte ist fiir verschiedene physiologische Prozesse von
entscheidender Bedeutung. So ist die Extravasation von Leukozyten im Rahmen des
lymphocyte homing oder einer Entziindung ein ebenso streng regulierter Prozess wie die
Kontrolle der parazelluliren Permeabilitit oder das Offnen und SchlieBen von Zellkontak-
ten bei den zelluldren Vorgidngen der Angiogenese. Die Suche nach neuen Proteinen und
die Charakterisierung bekannter Proteine im endothelialen Zellkontaktbereich tragen zum
Verstindnis der zugrunde liegenden molekularen Mechanismen bei.

Zu Beginn dieser Arbeit war in dieser Arbeitsgruppe bereits mit Hilfe des mAk V1GS8 aus
Triton-Lysaten der Endotheliomazelllinie bEnd3 ein Protein mit einem Molekulargewicht
von 55 kDa immunprézipitiert worden. Eine mittels MALDI-TOF erhaltene Peptid-
Sequenz fiihrte nach einem Vergleich mit NCBI Datenbanken zur Identifizierung eines
ESTs, das fiir ein zu diesem Zeitpunkt unbekanntes Proteins codiert und hohe Homologie
zu MCAR aufweist.

Zunichst wurde im Rahmen dieser Arbeit das von dem mAk V1G8 erkannte 55 kDa Prote-
in kloniert sowie dessen Expressionsmuster und zelluldre Lokalisation untersucht. Im wei-
teren Verlauf wurden funktionelle Analysen durchgefiihrt. AuBerdem wurden pAk gegen
das Tight Junction-assoziierte murine JAM-A getestet, um sowohl deren Einfluss auf die
transendotheliale Migration von Leukozyten als auch auf den Aufbau von Zellkontakten zu
untersuchen.

5.1 Klonierung eines durch den monoklonalen Anti-

korper V1G8 erkannten Antigens

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde ein neues endothelspezifisches Trans-
membranprotein kloniert und charakterisiert, das von dem mAk V1GS8 erkannt wird. Die
Sequenz umfasst einen ORF von 1185 bp und codiert fiir ein Protein mit 394 Aminosiuren
mit einem abgeleiteten Molekulargewicht von 45,7 kDa. Da mit dem mAk VIG8 ein
55 kDa Protein aus Triton-Lysaten von bEnd3 Zellen prézipitiert wurde, kann von einer
posttranslationalen Modifikation ausgegangen werden. Sequenzanalysen sagen ein Signal-
peptid mit 29 Aminosduren und ein putatives Typ I Transmembranprotein mit einer
Transmembrandoméne zwischen Vs, und Y,74 voraus. Die Extrazellulirdoméne enthilt
4 potentielle N-Glykosylierungsmotive, aulerdem sind 7 mdgliche O-Glykosylierungs-
und 21 potentielle Phosphorylierungsstellen identifiziert worden, welche das Molekular-
gewicht von 55 kDa erkldren konnten. Die cytoplasmatische Region umfasst 120 Amino-
sduren. Wéhrend der Charakterisierung des 1G8 Antigens wurde von der Arbeitsgruppe
Quertermous das endothelial cell-selective adhesion molecule (ESAM) identifiziert (Hirata
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et al., 2001), dessen Sequenz mit dem hier charakterisierten 1G8 Antigen iibereinstimmt.
Um unnétige Verwirrungen zu vermeiden, wird in dieser Arbeit die Bezeichnung ESAM
verwendet.

5.2 ESAM ist Mitglied der CTX Genfamilie

ESAM konnte als neues Mitglied der CTX Genfamilie identifiziert werden, die eine Unter-
familie der Immunglobulin Superfamilie darstellt (Chretien et al., 1998). Charakteristisch
fiir die CTX Genfamilie sind zwei Immunglobulin-Doménen, Membran-distal eine variab-
le V und Membran-proximal eine konstante C2-Doméne. Ein besonderes Kennzeichen von
ESAM ist, dass dem Molekiil verglichen mit anderen Proteinen der CTX Genfamilie in der
variablen V-Domine die Disulfidbriicke fehlt. Die Sequenzhomologie zwischen ESAM
sowie CAR, BT-IgSF und JAM4 ist hoher als zu den JAMs. Zudem besitzen die Proteine
einen cytoplasmatischen Teil von 107-166 Aminosduren und C-terminal ein PDZ-Doma-
nen Bindungsmotiv Typ I. Somit konnte gezeigt werden, dass ESAM zusammen mit CAR,
BT-IgSF und JAM4 eine Unterfamilie innerhalb der CTX Genfamilie bildet. JAM-A,
JAM-B und JAM-C bilden eine weitere Unterfamilie innerhalb der CTX Genfamilie. Thre
cytoplasmatischen Doménen sind mit 39-43 Aminosduren deutlich kiirzer im Vergleich zu
ESAM und enden in einem PDZ-Doménen Bindungsmotiv Typ II. Die drei JAM Proteine
binden PDZ-Dominen der cytoplasmatischen Proteine ZO-1, ZO-2, ZO-3 sowie AF-6 und
ASIP/PAR-3 (Bazzoni et al., 2000; Ebnet et al., 2000; Ebnet et al., 2001; Itoh et al., 2001;
Ebnet et al., 2003). Fiir ESAM konnte in GST pull-down Experimenten die Bindung zu
keinem dieser cytoplasmatischen Proteine nachgewiesen werden (Ebnet et al., 2003; Nas-
dala et al., 2002). Durch unterschiedliche PDZ-Dominen Bindungsmotive werden ver-
schiedene cytoplasmatische Proteinkomplexe gebunden, womit voraussichtlich fiir ESAM
eine andere physiologische Funktion als fiir JAM-A verbunden ist.

Fiir das zu ESAM homologe CAR ist eine PDZ-Doménen abhingige Bindung an ligand-of
numb protein X (LNX) gezeigt worden (Sollerbrant et al., 2003). LNX wiederum bindet
und reguliert das Expressionsniveau von Numb, das am Schicksal von Zellen wéhrend der
Entwicklung beteiligt ist (Dho et al., 1998; Knoblich et al., 1997). Deshalb konnte CAR an
der Bildung eines funktionellen Komplexes mit LNX und Numb beteiligt sein. Aufgrund
desselben PDZ-Dominen Bindungsmotivs wie CAR besteht die Moglichkeit, dass ESAM
im Endothel die Funktion des iiberwiegend epithelial und neuronal exprimierten CAR
tibernimmt, an LNX bindet und eine entwicklungsphysiologisch wichtige Rolle spielt.

JAM4 besitzt ebenfalls ein PDZ-Doménen Bindungsmotiv Typ I und bindet an die Memb-
ran-assoziierte Guanylatkinase MAGI-1 (Hirabayashi et al., 2003). Durch einen Yeast-Two
Hybrid Screen wurde in dieser Arbeitsgruppe bereits eine Bindung von ESAM an MAGI-1
gezeigt (Wegmann et al., Manuskript zur Veroffentlichung eingereicht). Eine Interaktion
von MAGI-1 mit den Aktin-biindelnden Proteinen Synaptodopin und a—Actinin-4 deutet
auf eine Beteiligung von MAGI-1 an der Dynamik des Aktin-Cytoskeletts in polarisierten
Epithelzellen hin (Patrie et al., 2002). Die Bindung von humanem MAGI-1 an den brain
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angiogenesis inhibitor 1 (BAIl) impliziert eine Beteiligung von ESAM an der Angiogene-
se. ESAM knock-out Méause sind lebensfdhig, phénotypisch normal und haben keine of-
fenkundigen morphologischen Defekte im GefaBsystem (Ishida et al., 2003). Allerdings
zeigen sie ein reduziertes Tumorwachstum und eine verminderte Tumorangiogenese. So-
mit hat ESAM eine redundante Funktion bei der physiologischen Angiogenese, jedoch eine
essentielle Rolle bei der pathologischen Angiogenese.

5.3 ESAM wird spezifisch von Endothelzellen und

aktivierten Thrombozyten exprimiert

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte ESAM mit verschiedenen Antikorpern aus
Triton-Lysaten der Endotheliomazelllinien bEnd3, bEnd5 (nicht gezeigt), MyEnd und
1G11 als 55 kDa Protein prazipitiert werden. In der Epithelzelllinie CMT wurde das Anti-
gen hingegen nicht detektiert.

In der Arbeitsgruppe von Quertermous wurde durch Analysen endothelialer Zelllinien und
in situ Hybridisierung an Maus-Embryo Schnitten eine endothelspezifische Expression von
ESAM festgestellt (Hirata et al., 2001). Im adulten Gewebe hingegen wurde bei in situ
Hybridisierungen kein spezifisches Signal detektiert. Durch immunhistochemische Unter-
suchungen konnte ESAM auf vaskuldren Endothelien in allen untersuchten adulten Gewe-
ben der Maus (Zunge, Herz, Niere, Gehirn, Darm und Lymphknoten) auf Proteinebene
nachgewiesen werden (Nasdala et al., 2002). ESAM ist auf Arteriolen, Venolen, Kapilla-
ren, zudem auf Endocard, Kapillaren der Nierenglomeruli und HEVs lokalisiert, wo Lym-
phozyten in die Lymphknoten auswandern. ESAM ist auf Epithelien nicht vorhanden, und
die endothelspezifische Gewebeverteilung wurde durch gegen die cytoplasmatische oder
die extrazellulire Domidne von ESAM gerichtete pAk bestitigt, um eine Maskierung von
ESAM durch post-translationale Modifikationen auszuschlief3en.

Auch fiir JAM-B und JAM-C ist eine Lokalisation auf Endothelien in verschiedenen Orga-
nen und HEVs beschrieben worden (Cunningham et al., 2000; Palmeri et al., 2000;
Aurrand-Lions et al., 2001; Arrate et al., 2001; Liang et al., 2002). JAM-A hingegen ist auf
Endothel und Epithel vorhanden (Martin-Padura et al., 1998). Das zu ESAM homologe
CAR ist auf neuronalen sowie epithelialen Zellen (Tomko et al., 2000) und HCAR zudem
auf HUVECs vorhanden (Carson et al., 1999). JAM4 hingegen ist auf Nierenglomeruli und
Epithelzellen des Diinndarms lokalisiert (Hirabayashi et al., 2003). Fiir JAM-A, JAM-B
und JAM-C, die alle auf Endothel exprimiert werden, gibt es Hinweise, dass die Molekiile
an der Diapedese von Leukozyten beteiligt sind (Martin-Padura et al., 1998; Del Maschio
et al., 1999; Ostermann et al., 2002; Cunningham et al., 2002). Aufgrund der endothelspe-
zifischen Expression von ESAM wurde im Rahmen dieser Arbeit eine Funktion bei der
Extravasation von Leukozyten oder der Kontrolle der parazelluldren Permeabilitdt unter-
sucht. Es gibt aber keine Hinweise auf eine Beteiligung von ESAM bei diesen Prozessen,
worauf im Folgenden nédher eingegangen wird (Kapitel 5.6, 5.7 und 5.8).
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Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass ESAM im interendothelialen Zell-
kontaktbereich von Endotheliomazelllinien wie bEnd5 lokalisiert ist und sich seine Expres-
sion durch TNF-a und in Abhdngigkeit von der Konfluenz nicht veréndert. Die Expression
von HCAR nimmt in HUVECs hingegen mit zunehmender Konfluenz zu (Carson et al.,
1999). Die physiologische Relevanz dafiir ist bisher nicht klar.

Bei FACS-Analysen von Leukozyten konnte auf keiner Leukozyten-Population aus dem
peripheren Blut von Méusen eine ESAM-Expression detektiert werden (Nasdala et al.,
2002). Allerdings wurde sowohl auf aktivierten Thrombozyten als auch auf Megakaryozy-
ten ein starkes ESAM Signal detektiert. Das schnelle Erscheinen von ESAM auf der Ober-
fliche von Thrombozyten nach einer Aktivierung mit Thrombin spricht fiir eine Speiche-
rung des Proteins in Granula dhnlich wie bei P-Selektin (Hsu-Lin et al., 1984; McEver &
Martin, 1984). Allerdings ist P-Selektin in Endothelzellen in Weibel-Palade Korperchen
gespeichert und dort nicht wie ESAM konstitutiv exprimiert. Aufgrund seiner Fahigkeit
zur homophilen Adhésion (Kapitel 5.4) konnte ESAM an der Aggregation von Pléttchen
beteiligt sein. Humanes JAM-A wird konstitutiv auf Neutrophilen, Monozyten, einer Sub-
population von Lymphozyten, Erythrozyten und Thrombozyten exprimiert (Williams et al.,
1999; Liu et al.,, 2000; Sobocka et al.,, 2000), murines JAM-A konnte nur auf
Thrombozyten und dendritischen Zellen detektiert werden (Martin-Padura et al., 1998;
Malergue et al., 1998). Eine Expression von humanem ESAM auf Leukozyten ist somit
nicht auszuschlieen. JAM-A wird im Gegensatz zu murinem ESAM konstitutiv auf Platt-
chen exprimiert (Malergue et al., 1998; Naik et al., 1995; Sobocka et al., 2000). Die phy-
siologische Funktion von JAM-A auf Thrombozyten ist unklar, aber durch den F11 Anti-
korper wird eine Aktivierung ausgelost (Naik et al., 1995; Sobocka et al., 2000), die zur
Phosphorylierung von JAM-A fiihrt (Ozaki et al., 2000). JAM-A scheint im Zellkontaktbe-
reich von aggregierten Thrombozyten Cluster zu bilden (Ozaki et al., 2000). Moglicher-
weise wird JAM-A direkt durch die Protein Kinase C phosphoryliert, und diese Phosphory-
lierung konnte an der Aktivierung von Pldttchen beteiligt sein. Fiir ESAM sind mit Hilfe
von Net Phos verschiedene Phosphorylierungsstellen vorausgesagt worden. ESAM konnte
eine Funktion bei der Aggregation von Thrombozyten haben.

5.4 ESAM ist ein Zelladhasionsmolekul

Proteine der CTX Genfamilie wie JAM-A, JAM-B und JAM-C kénnen homophile Interak-
tionen in trans eingehen, was durch ektopische Expression dieser Molekiile in CHO und
MDCK Zellen gezeigt werden konnte (Aurrand-Lions et al., 2001; Aurrand-Lions et al.,
2001; Cunningham et al., 2000; Ebnet et al., 2003; Ebnet et al., 2001; Martin-Padura et al.,
1998). Zudem spricht eine Proteininteraktion zwischen JAM-B und JAM-C fiir eine mogli-
che Beteiligung der Molekiile an der transendothelialen Migration von Leukozyten (Arrate
et al.,, 2001; Liang et al., 2002). Im Verlauf dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass
ESAM in stabil transfizierten CHO Zellen homophile Bindung in trans vermittelt. Es wur-
de jedoch keine heterophile Interaktion mit MCAR, JAM-A, JAM-B oder JAM-C, die ek-
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topisch auf CHO Zellen exprimiert wurden und Proteine der CTX Genfamilie sind, nach-
gewiesen. Somit konnte keine weitere heterophile Interaktion zwischen den untersuchten
Mitgliedern der CTX Genfamilie nachgewiesen werden. Diese wére beispielsweise zwi-
schen Endothelzellen und zwischen Endothelzellen und Leukozyten denkbar gewesen.

Aufgrund seiner Sequenzhomologie zu JAM-A kann vermutet werden, dass ESAM cis-
Dimere bildet, bevor es eine homophile trans-Bindung eingeht (Bazzoni et al., 2000;
Kostrewa et al., 2001). AuBBerdem unterstiitzt die Transfektion von CHO Zellen mit ESAM
eine Ca”" unabhingige Zellaggregation (Hirata et al., 2001; Nasdala et al., 2002). Auch
MCAR kann die Bildung von CHO Zellaggregaten unterstiitzen (Honda et al., 2000). Ek-
topisch exprimiertes JAM-A auf CHO Zellen kann hingegen nicht an JAM-A-Fc Konstrukt
binden, weil vermutlich die homotypische Interaktion eine geringe Affinitdt besitzt und
durch die Cluster-Bildung von JAM-A an Tight Junctions die Aviditit erhoht wird
(Cunningham et al., 2000).

5.5 ESAM ist ein Tight Junction-assoziiertes Molekdil

Ektopisch exprimiertes ESAM mit einem C-terminalen Flag-tag kolokalisiert in caninen
epithelialen MDCK II Zellen mit dem iiber den gesamten Zellkontaktbereich verteilten
3-Catenin, und war deshalb zunéchst als Adherens Junction-assoziiertes Molekiil identifi-
ziert worden (Hirata et al., 2001). Dies stand im Widerspruch zu den subzelluldren Lokali-
sationsdaten, die wir in Kooperation mit Hartwig Wolburg erhielten (Nasdala et al., 2002).
Auf Ultradiinnschnitten konnte durch Immunogoldmarkierung gezeigt werden, dass ESAM
in Blutkapillaren von Muskel und Gehirn mit den Tight Junction-assoziierten Proteinen
Z0-1, Claudin-5 und Occludin kolokalisiert. Aullerdem wurde ESAM nicht in Bereichen
gefunden, die negativ fiir diese Tight Junction Proteine sind.

Um diesen offensichtlichen Widerspruch zu kliaren, wurden MDCK C7 Zellen mit ESAM
oder ESAM A5, das C-terminal um 5 Aminosduren verkiirzt ist, transfiziert. Die caninen
epithelialen MDCK C7 Zellen wurden auf die Ausbildung eines hohen transepithelialen
Widerstandes selektiert und sind mit MDCK I Zellen vergleichbar (Gekle et al., 1994;
Wunsch et al., 1995). Sowohl ESAM als auch ESAM A5 kolokalisieren im apikalen Be-
reich der MDCK C7 Zellen mit dem Tight Junction-assoziierten ZO-1 und nicht mit dem
Adherens Junction Protein B-Catenin. Somit scheint das PDZ-Doménen Bindungsmotiv,
das bei ESAMAS fehlt und bei Verwendung eines C-terminalen Flag-Tags maskiert wird,
in MDCK C7 Zellen nicht zur Rekrutierung von ESAM an die epithelialen Tight Junction
benoétigt zu werden. Auch in MDCK II Tet-Off Zellen, die einen sehr viel geringeren TER
aufbauen als MDCK 1 Zellen, kolokalisiert ESAM mit ZO-1 und nicht mit B-Catenin.
MDCK I Zellen exprimieren im Gegensatz zu MDCK II Zellen kein Claudin 2, dennoch
unterscheiden sich die Tight Junction Strange morphologisch nicht (Furuse et al., 2001).
Somit ist die Tight Junction Lokalisation von ESAM weder endothelspezifisch, noch ab-
hingig vom PDZ-Dominen Bindungsmotiv, und sie wird auch nicht vom verwendeten
MDCK Typ beeinflusst.



130

CAR wurde durch Immunogoldmarkierung als Tight Junction-assoziiertes Protein in Epi-
thelzellen identifiziert (Cohen et al., 2001). Im Epithel der Atemwege hingegen ist CAR
kurz unterhalb von ZO-1 und mit B-Catenin {iberlappend lokalisiert (Walters et al., 2002).
Auch JAM-A konnte durch Immunogoldmarkierung als Tight Junction Molekiil in epithe-
lialem Gewebe identifiziert werden (Martin-Padura et al., 1998). Aulerdem wurde JAM-A
in Epithelzellen direkt neben Tight Junction Stringen nachgewiesen (Itoh et al., 2001).
JAM-C hingegen ist nach ektopischer Expression in MDCK Zellen im apikalen Bereich
angereichert (Aurrand-Lions et al., 2001), im Darmepithel jedoch deutlich basolateral und
dort nicht mit Tight Junctions, sondern mit Desmosomen assoziiert (Zen et al., 2004).
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Abb. 46: Ausgewahlte Molekiile endothelialer Zellkontakte
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Stabil mit ESAM transfizierte MDCK II Tet-Off Zellen mussten nach einer PFA-Fixierung
mit Triton-X 100 permeabilisiert werden, um ESAM in der Immunfluoreszenz sichtbar zu
machen. Die Zugénglichkeit extrazelluldrer Epitope von ESAM fiir Antikorper wurde
vermutlich durch Tight Junction Strange, die von Occludin und Claudinen gebildet wer-
den, erschwert. Moglicherweise wird ESAM wie JAM-A ebenfalls nicht in diese Protein-
strange eingebunden (Itoh et al., 2001), sondern liegt wie CAR im Epithel der Atemwege
direkt unterhalb der Proteinstrdnge, aber dennoch mit Tight Junctions assoziiert, vor
(Walters et al., 2002).

5.6 Einfluss von ESAM auf die Barriereeigenschaften

von Tight Junctions

Die Assoziation von ESAM mit endothelialen Tight Junctions und seine Féhigkeit, ho-
mophile Adhésion zwischen transfizierten CHO Zellen zu unterstiitzen, weisen auf eine
mogliche Funktion von ESAM bei der Kontrolle interendothelialer Zellkontakte hin.

Ektopisch in CHO Zellen exprimiertes ESAM verursacht keine reproduzierbare Verringe-
rung der Permeabilitit von 40 kDa FITC-Dextran im Vergleich zu untransfizierten Zellen.
Allerdings kommt es bei der Verwendung verschiedener Subklone zu kontraren Ergebnis-
sen. ECIS-Messungen der CHO Transfektanten zeigen keinen Unterschied zwischen
ESAM exprimierenden und untransfizierten CHO Zellen, ektopisch exprimiertes VE-
Cadherin jedoch erhoht den Ry-Wert signifikant. Da CHO Zellen weder Tight noch Adhe-
rens Junctions ausbilden, kann die Erh6hung des Parameters Ry, mit der Barriereeigenschaft
von VE-Cadherin erklart werden. ESAM ist somit nicht in der Lage, in CHO Zellen eine
Diffusionsbarriere zu bilden, obwohl es ein Zelladhdsionsmolekiil ist und Aggregation von
CHO Transfektanten vermitteln kann.

Auch bei Verwendung von MDCK II Tet-Off Zellen konnte die Expression von ESAM die
Permeabilitdt und den TER des Monolayers nicht verdndern, was ebenfalls gegen eine Be-
teiligung von ESAM an einer parazelluldren Diffusionsbarriere spricht.

Ektopisch exprimiertes JAM-A verringert die Permeabilitit eines CHO Monolayers
(Martin-Padura et al., 1998), wihrend exogenes JAM-A in MDCK Zellen keine Anderung
hervorruft (Aurrand-Lions et al., 2001). Fiir JAM-C sind die Ergebnisse kontrdr, da die
Permeabilitidt in CHO Transfektanten verringert, in MDCK Transfektanten jedoch erhoht
wird (Aurrand-Lions et al., 2001). Auch CAR verringert die parazellulire Permeabilitét in
stabil transfizierten CHO Zellen , wihrend ektopisch exprimiertes HCAR in MDCK Zellen
den TER erhoht (Cohen et al., 2001). Diese Unterschiede sind vermutlich auf die verschie-
denen Zellsysteme zurlickzufiihren.
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5.7 Einfluss von ESAM auf die Zellkontaktbildung

Ein moglicher Einfluss von ESAM auf die Ausbildung von Zellkontakten wurde durch
zwei unterschiedliche experimentelle Ansdtze untersucht. Bei dem Aussaat-Experiment
wurden stabil mit ESAM transfizierte MDCK II Tet-Off Zellen in hoher Zellzahl ausgesiit,
damit sie sofort nach dem Spreiten auf der Goldelektrode des ECIS Arrays Zellkontakte
aufbauen, ohne dass die normale Zellproliferation dies beeinflussen kann. Die Expression
von ESAM hatte keinen Einflu auf die Geschwindigkeit der Zellkontaktbildung und
konnte auch die Integritdt der Zellkontakte nicht beeinflussen. In einem anderen Ver-
suchsaufbau wurden bestehende Zellkontakte durch einen Calcium-switch gedffnet und der
zeitliche Verlauf der Zellkontaktbildung beobachtet. Auch hier konnte ektopisch expri-
miertes ESAM weder die Geschwindigkeit des Zellkontaktaufbaus noch die Barriereeigen-
schaft des Monolayers verindern. Da ESAM im Gegensatz zu JAM-A weder an ZO-1,
70-2, ZO-3 noch an AF-6 und ASIP/PAR-3 bindet (Bazzoni et al., 2000; Ebnet et al.,
2000; Ebnet et al., 2001; Itoh et al., 2001; Ebnet et al., 2003; Nasdala et al., 2002), konnte
dies ein weiterer Hinweis darauf sein, dass ESAM am Aufbau der Zellpolaritit nicht
beteiligt ist.

5.8 Funktion von ESAM bei der Offnung endothelialer
Zellkontakte wahrend der transendothelialen

Migration von Leukozyten

Aufgrund seiner Lokalisation im endothelialen Zellkontakt konnte ESAM an der Regulati-
on der transendothelialen Migration von Leukozyten beteiligt sein. In transendothelialen
Migrationsstudien mit verschiedenen Leukozyten-Populationen wurde in vitro der Einfluss
monoklonaler und polyklonaler Antikdrper, die gegen die extrazellulire Domédne von mu-
rinem ESAM gerichtet sind, untersucht. Weder bei neutrophilen Granulozyten, noch bei
naiven T-Zellen, noch bei autoreaktiven PLP3 T-Zellen konnte eine Inhibition der Migrati-
on festgestellt werden. Bei der Verwendung polyklonaler Antikdrper ist es wahrscheinlich,
dass mogliche funktionelle Epitope gebunden werden. Somit scheint ESAM nicht an der
Kontrolle der transendothelialen Migration beteiligt zu sein. Fiir JAM-A hingegen gibt es
widerspriichliche Angaben zu einer Beteiligung. Darauf wird in Kapitel 5.10 niher einge-
gangen.

Die Bedeutung von ESAM bei der transendothelialen Migration konnte in Abhdngigkeit
des GefdBabschnitts oder der Leukozyten-Population variieren. Auch der Entziindungssti-
mulus konnte eine Rolle spielen, wie die Verwendung des anti-JAM-A mAk BV11 in Me-
ningitismodellen zeigt. Wihrend nach Induktion mit TNF-o und IL-1f ein inhibitorischer
Effekt festgestellt werden kann (Del Maschio et al., 1999), trifft dies fiir bakteriell oder
viral ausgeldste Meningitis nicht zu (Lechner et al., 2000). Bei PECAM-knock-out Mause
ist die Diapedese nach Injektion von TNF-o normal, aber nach Injektion des Cytokins
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IL-18 ist die Migration durch die subendotheliale Basalmembran blockiert (Thompson et
al., 2001). Die bisherigen Ergebnisse der in vitro Transmigrationsexperimente sprechen
nicht fiir eine Beteiligung von ESAM an der Diapedese.

5.9 Ausblick fur ESAM Studien

Transmembranproteine der Tight Junctions ragen in den parazelluldren Spalt. Dies legt die
Vermutung nahe, dass diese Proteine eine wichtige Funktion bei der Ausbildung der para-
zelluldren Permeabilitdt und der Regulation der Leukozytenextravasation haben. Cy-
toplasmatische, Tight Junction-assoziierte Proteine sind am Aufbau und der Regulation der
Zellkontakte beteiligt, an der Verankerung an das Cytoskelett und der Signaltransduktion.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte keine Beteiligung von ESAM an der Kontrolle
der Diapedese von Leukozyten oder der vaskuldren Permeabilitét festgestellt werden. In-
zwischen gibt es Hinweise fiir eine physiologische Bedeutung von ESAM bei der Angio-
genese (Ishida et al., 2003) ESAM-knock-out Méuse sind lebensfahig, phanotypisch nor-
mal und haben keinen offenkundigen morphologischen Defekt im Gefal3system. Allerdings
zeigen sie ein reduziertes Tumorwachstum und verminderte Tumorangiogenese. Deshalb
scheint ESAM an der pathologischen, aber nicht an der physiologischen Angiogenese be-
teiligt zu sein.

Fir die weitere Aufklarung der physiologischen Funktion des integralen Trans-
membranproteins ESAM miissen extra- und intrazellulire Bindungspartner identifiziert
werden. Moglicherweise ist ESAM wie andere Adhisionsmolekiile an der Signaltransduk-
tion beteiligt.
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5.10 JAM-A Antikorper inhibieren die transendotheliale

Migration von Granulozyten

Das Tight Junction-assoziierte JAM-A wird in Epithelzellen und Endothelzellen exprimiert
(Martin-Padura et al., 1998). Wihrend das humane JAM-A zudem konstitutiv auf
Neutrophilen, Monozyten, einer Subpopulation von Lymphozyten, Erythrozyten und
Thrombozyten vorhanden ist (Williams et al., 1999; Liu et al., 2000; Sobocka et al., 2000),
konnte murines JAM-A zwar auf Thrombozyten und dendritischen Zellen, aber bisher auf
keiner Leukozytenpopulation detektiert werden (Martin-Padura et al., 1998; Malergue et
al., 1998). Das Expressionsprofil deutet auf einen Einfluss von JAM-A bei der transen-
dothelialen Migration hin, wozu es widerspriichliche Publikationen gibt. Um die Frage zu
klaren, ob JAM-A tatsdchlich eine Rolle bei der Extravasation spielt, wurden pAk gegen
die Extrazellulirdomidne von murinem JAM-A auf ihren EinfluB} bei der Transmigration
von Leukozyten untersucht.

In der vorliegenden Arbeit konnte die transendotheliale Migration von Granulozyten mit
einem affinitatsgereinigten pAk gegen murines JAM-A in einem in vitro Experiment statis-
tisch signifikant um 34% inhibiert werden. Die Konzentrationsabhéingigkeit und eine Blo-
ckierung auch nach Entfernung ungebundener Antikorper aus dem Versuchsaufbau spre-
chen fiir einen spezifischen Effekt. Die Inhibition der transendothelialen Migration von
Granulozyten war nicht vollstandig. Somit kann JAM-A nicht ausschlieBlich fiir die Kon-
trolle der Diapedese von murinen Granulozyten verantwortlich sein. Mit demselben anti-
JAM-A pAk konnte weder die Transmigration von naiven T-Zellen noch von autoreakti-
ven PLP3-T-Zellen blockiert werden. JAM-A ist somit spezifisch an der transendothelialen
Migration von Granulozyten, aber nicht von T-Zellen beteiligt.

Der erste Hinweis fiir eine Beteiligung von murinem JAM-A an der transendothelialen
Migration von Leukozyten wurde durch die Blockierung der Migration von humanen Mo-
nozyten durch einen konfluenten murinen Endothelzellrasen mit dem mAk BV11 in vitro
erbracht (Martin-Padura et al., 1998). Dies wurde in vivo durch die Inhibition der Monozy-
teninfiltration in subkutane Luftpolster nach Chemokingabe und eine reduzierte Extravasa-
tion von Leukozyten in die Cerebrospinalfliissigkeit und ins Gehirnparenchym von Méu-
sen, bei denen durch kombinierte Gabe von TNF-a und IL-1( eine Meningitis ausgelOst
wurde, untermauert (Martin-Padura et al., 1998; Del Maschio et al., 1999). Ein Einfluss
von Fc-Rezeptoren auf Leukozyten konnte durch Verwendung von Fab-Fragmenten und
einer Isotypkontrolle ausgeschlossen werden. Dieser Effekt konnte in einem durch das
lymphozytire Choriomeningitis Virus oder das Bakterium Listeria monocytogenes indu-
zierten murinen Menigitismodell nicht bestétigt werden (Lechner et al., 2000). Die wider-
spriichlichen Ergebnisse konnten auf unterschiedliche Mechanismen bei der transendothe-
lialen Migration zuriickzufiihren sein. So werden bei einer infektiosen Meningitis die Cy-
tokine TNF-o und IFN-y exprimiert, welche in HUVECs zu einer Umverteilung von hu-
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manem JAM-A auf die apikale Oberfliche und zur Reduzierung der Transmigration von
Neutrophilen fiihren (Ozaki et al., 1999). Somit wire ein moglicher adhasiver Effekt von
JAM-A, der zu einer Stabilisierung interendothelialer Zellkontakte fiihrt, nur im experi-
mentellen Meningitismodell vorhanden, wo er mit dem mAk aufgehoben werden kénnte.

Zwar induziert die Stimulation mit TNF-o und IFN-y eine Umverteilung von PECAM-1
und JAM-A aus dem lateralen Zellkontakbereich, aber per se ist keine negative Regulation
der transendothelialen Migration von Neutrophilen und Monozyten unter Stromungsbedin-
gungen in vitro festzustellen (Shaw et al., 2001). Verschiedene mAk gegen humanes
JAM-A zeigten im Gegensatz zu anti-PECAM-1 mAk keinen Effekt bei der Diapedese
unter diesen experimentellen Voraussetzungen. Dies konnte an der Verwendung von mAk
liegen, die moglicherweise das funktionelle Epitop, das fiir Adhdsion und Transmigration
von Leukozyten verantwortlich ist, nicht erkennen. Der mAk BV11, der gegen murines
JAM-A gerichtet ist, blockiert die Bildung von Dimeren zwischen rekombinantem 16sli-
chen JAM-A (Bazzoni et al., 2000).

Bei der transepithelialen und transendothelialen Migration von humanen Neutrophilen auf
Filtern in vitro konnte mit verschiedenen mAk und einem pAk gegen humanes JAM-A
keine Inhibition erzielt werden (Liu et al., 2000). Es konnte aber gezeigt werden, dass unter
statischen und physiologischen Stromungsbedingungen humanes JAM-A zur LFA-1 ab-
hingigen transendothelialen Migration von T-Zellen und Neutrophilen beitragen kann
(Ostermann et al., 2002). An der Interaktion zwischen humanem JAM-A mit dem Leuko-
zyten-Integrin LFA-1 ist die Membran-proximale Domine von JAM-A beteiligt, die nicht
an der Dimer-Bildung beteiligt ist.

Die in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten in vitro Experimente bestdtigen eine Betei-
ligung von murinem JAM-A an der transendothelialen Migration von Granulozyten. Bei
naiven und autoreaktiven murinen PLP3 T-Zellen hatte derselbe pAk keinen Einfluss. We-
gen der vorliegenden in vitro Daten scheint murines JAM-A spezifisch an der Diapedese
von Granulozyten beteiligt zu sein.

Aufgrund der Ergebnisse mit dem mAk BV11 wird von einer Stérung der homophilen In-
teraktion zwischen leukozytdrem und endothelialem JAM-A ausgegangen. Allerdings
konnte mit den bisher verwendeten mAk murines JAM-A auf keiner Leukozyten-
Population detektiert werden. Um die Frage zu klédren, ob es sich um eine homophile oder
um eine heterophile Interaktion handelt, wurden Leukozyten auf die Expression von
JAM-A hin untersucht.

5.11 Expression von murinem JAM-A auf Granulozyten

Mit den bisher verwendeten mAk gegen murines JAM-A konnte keine Expression auf
Leukozyten detektiert werden (Martin-Padura et al., 1998; Malergue et al., 1998). In der
vorliegenden Arbeit konnte mit einem pAk die Expression von murinem JAM-A auf Gra-
nulozyten aus dem periphiaren Blut detektiert werden. Diese Diskrepanz zu den vorherigen
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Untersuchungen konnte dadurch erkliart werden, dass die verwendeten mAk an Epitope
von murinem JAM-A binden, die auf Granulozyten verdeckt sind. So kann beispielsweise
Endomucin auf den HEVs lymphatischer Organe nicht mit mAk, sondern nur mit pAk de-
tektiert werden (Samulowitz et al., 2002). Es ist auch nicht auszuschlieen, dass die Ex-
pression von JAM-A auf Granulozyten eine Kontamination von Thrombozyten darstellt,
auf denen JAM-A exprimiert wird (Malergue et al., 1998; Martin-Padura et al., 1998). Al-
lerdings ist dies unwahrscheinlich, weil die Expression von JAM-A auf Thrombozyten sehr
viel stirker ist als auf Granulozyten (Daten nicht gezeigt).

Interessanterweise konnte auf den in vitro differenzierten Granulozyten aus dem Kno-
chenmark keine JAM-A Expression detektiert werden. Mdglicherweise fehlen den Granu-
lozyten fiir die Differenzierung Signale, die unter physiologischen Umstdnden zur Expres-
sion von murinem JAM-A fithren. Da Granulozyten aus dem Knochenmark fiir den in vitro
Transmigrationsassay eingesetzt wurden, kann nur eine heterophile Interaktion von JAM-A
an der Kontrolle der transendothelialen Migration beteiligt sein. Moglicherweise ist der
heterophile Ligand auf Leukozyten das Integrin LFA-1, fiir das eine Interaktion mit huma-
nem JAM-A nachgewiesen wurde (Ostermann et al., 2002). Ob auch in vivo eine hete-
rophile Interaktion von murinem JAM-A fiir die Kontrolle der transendothelialen Migrati-
on verantwortlich ist, muss noch getestet werden. Auch die Beteiligung von Fc-Rezeptoren
muss durch Verwendung von Fab-Fragmenten ausgeschlossen werden.

5.12 Einfluss von JAM-A auf den Wiederaufbau der
Zellkontakte und die Integritat der Tight Junction

In einem Calcium-switch Experiment konnte mit demselben pAk gegen murines JAM-A
der Aufbau des transepithelialen elektrischen Widerstandes (TER) nicht nur verlangsamt,
sondern auch die Integritit des Zellkontakts gestort werden. Liu et al. konnte mit mAk ge-
gen humanes JAM-A ebenfalls einen verzogerten Aufbau des TER messen, allerdings
wurde mit demselben mAk keine Inhibition bei transendothelialer und transepithelialer
Migration in vitro festgestellt (Liu et al., 2000). Interessanterweise konnte weder von Liu
(Liu et al., 2000) noch im Rahmen dieser Arbeit mit rekombinantem loslichem JAM-A
Fusionsprotein eine Blockierung gezeigt werden. Eine mogliche Ursache wére eine nicht
korrekte Faltung des Fusionsproteins. Es bleibt unklar, weshalb der Parameter Ry, der ein
Mal fiir die Zell-Zell Interaktion ist, bei Verwendung des anti- JAM-A pAk nicht den Ma-
ximalwert erreicht. Die gestorte Integritdt der Tight Junction ist durch eine sterische Hin-
derung durch die pAk, Endozytose von JAM-A oder durch einer Quervernetzung von
JAM-A auf der Oberfliche, die zu einem outside-in signaling fiihrt, erklérbar.
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