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1. Einleitung

1.1 Allgemeine Grundlagen der Adhasion

Die spezifische Adhasion von Zellen untereinander oder deren Anheftung an die
extrazellulare Matrix ist eine grundlegende Voraussetzung fur die Zellerkennung
und Prozesse der Zellmigration. Neben der Funktion bei morphologischen
Ereignissen wahrend der Entwicklung wird dadurch auch bei Adulti die normale
Organisation von Geweben bestimmt. Sie ist Grundlage fir so vielfaltige Prozesse
wie das Uberleben von Zellen, Apoptose, Zelldifferenzierung, Proliferation,
Homoostase oder Wundheilung. Bei diesen Phanomenen zeichnet sich die
Adhasion durch Spezifitat (Interaktionen von Rezeptoren mit ihren Liganden),
Dynamik (Veranderung der Expression und / oder der Affinitdt wvon
Adhasionsmolektilen) und Informationsgehalt (Veranderung von Phanotyp,

Zellform, Stadium der Zelldifferenzierung oder Position im Zellzyklus) aus.

Zell / Zell-Interaktionen und die Adhasion von Zellen an die extrazellulare Matrix
spielen neben wichtigen physiologischen Phanomenen aber auch eine
Schlusselrolle bei vielen pathologischen Veréanderungen wie
Tumormetastasierung, Organabstof3ungen nach Transplantationen, Ischamie und
Autoimmunkrankheiten (Springer, 1990; Frenette & Wagner, 1996a;b). Viele
dieser Krankheiten werden durch Inflammation charakterisiert, einem Ph&nomen,
welches die Anhaufung von Leukozyten in dem entsprechenden Gewebe
beinhaltet und in unterschiedlichem Ausmal} in Zellschdden, Ablésung von der
extrazellularen Matrix und Organdysfunktion resultiert. Obwohl die Entztindung in
erster Linie eine Abwehrreaktion des Organismus darstellt, weitet sich dieses
Phanomen oft genug zu unerwinschten Krankheiten aus. Die dabei zu
beobachtende chronische Adhéasion von inflammatorischen Leukozyten an das
vaskulare Endothel und ihre Rekrutierung in die GefalBwand bedirfen einer
Therapie. In diesem Zusammenhang ist besonders die Entstehung und das

Fortschreiten der Atherosklerose hervorzuheben, die in den USA, Europa und
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grof3en Teilen Asiens die Haupttodesursache darstellt (Breslow, 1997; Braunwald,
1997).

1.2 Atherosklerose

Bei der Atherosklerose liegt eine komplexe, chronisch entzundliche Krankheit vor,
die als Antwort auf eine Dysfunktion des Endothels entsteht (Ross, 1999). Neben
den bekannten Risikofaktoren wie ménnlichem Geschlecht, erhéhtem Alter,
Ubergewicht oder hohem Blutdruck (Dawber & Kannel, 1966) scheinen eine

Vielzahl weiterer Faktoren ursachlich zu der Dysfunktion beizutragen:

* Verzweigungen und Krimmungen der Gefal3e stellen lokale Risikofaktoren
dar, da sie die ansonsten uniformen laminaren Scherkrafte stéren und
Turbulenzen verursachen, wodurch eine Aktivierung des Endothels
hervorgerufen wird (Davies & Tripathi, 1993; Gimbrone et al., 1997)

* erhohte Cholesterol-Plasmakonzentrationen von Lipoproteinen mit einem
geringen spezifischen Gewicht (low density lipoproteins, LDL) (National
Cholesterol Education Program, 1993)

* Modifikation der LDL durch Oxidation, da so die Entstehung von Lipidperoxiden
beginstigt, und die Anhaufung von Cholesterolestern ermdglicht wird, was in
der Bildung von Schaumzellen resultiert (Steinberg, 1997; Griendling & Alex-
ander, 1997)

e Bildung von freien Sauerstoffradikalen durch Rauchen (Cross et al., 1998)

» Diabetes mellitus (Wang et al., 1993)

* Hypercholesterinamie (Kullo et al., 2000)

» erhbéhte Homocystein-Plasmakonzentrationen, die prothrombotische Wirkung
haben (Nehler et al., 1997)

* erhbhte Angiotensin Il-Konzentrationen, da das Wachstum von glatten
Muskelzellen stimuliert wird (Chobanian & Dzau, 1996)

» infektiose Mikroorganismen wie Chlamydia pneumoniae (Libby et al., 1997)
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e Herpesviren (Jackson et al., 1997).

Die endotheliale Dysfunktion wiederum zieht kompensatorische Antworten nach
sich, durch die sich die gegebenen homdostatischen Eigenschaften des Endothels
verandern. Zum einen wird die deutliche Zunahme von adharenten Leukozyten
und Thrombozyten von einer erhdhten Durchlassigkeit fur diese Zellen begleitet.
Ferner zeigen die Endothelzellen nun prokoagulante anstelle antikoagulanter
Fahigkeiten und  produzieren vasoaktive  Molekile, Zytokine und
Wachstumsfaktoren. Bei einem ungehinderten Fortschreiten der
Entzindungsreaktion werden im fortgeschrittenen Stadium der Krankheit glatte
Muskelzellen zur Migration und Proliferation angeregt (Ross & Glomset, 1973). Sie
geben ihren kontraktilen differenzierten Zelltyp auf und wandern aus der Media
durch die interne elastische Lamina in die Intima. Als dedifferenzierte Muskelzellen
bilden sie dort die Neointima. Die Arterienwand verdickt sich dadurch zunehmend,
wodurch das Gefald versucht, das Lumen durch graduelle Dilatation (remodeling)
konstant zu halten (Glakov et al., 1987). Wahrend aller beschriebenen Vorgange
wandern weiter vermehrt Leukozyten in die Gefallwand ein, wobei neben
spezifischen T-Zellen vor allem die Anzahl der Monozyten zunimmt, die zu
Gewebemakrophagen differenzieren. Die Aktivierung der Makrophagen bedingt
die Ausschittung von hydrolytischen Enzymen, Zytokinen, Chemokinen und
Wachstumsfaktoren (Libby & Ross, 1996; Raines et al.,, 1996), die weitere
Schadigungen induzieren und zu fokalen Nekrosen flihren kénnen. Die genannten
Phdnomene resultieren in der Bildung eines fibrosen Gewebes, des
atherosklerotischen Plaques, der im fortgeschrittenen Stadium einrei3en kann
(Falk et al., 1996) und durch einen Thrombus abgedeckt wird. An einem
bestimmten Punkt ist das Gefal3 zudem nicht mehr in der Lage, die zunehmende
Verdickung durch Dilatation zu kompensieren, woraus eine zunehmende
Verengung resultiert, die u.U. bis zum vdlligen Verschluss des Geféal3es fiihren

kann.

Die Adhasion von Leukozyten an das vaskulare Endothel und ihre darauffolgende
Diapedese ist eines der ersten Phanomene, die bei akuten Entziindungen oder
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chronisch entzundlichen Krankheiten wie der Atherosklerose beobachtet werden
kénnen. Da die vorliegende Arbeit die Phanomene der Entstehung und des
Fortschreitens der Atherosklerose behandelt, zu denen vor allem die Adhasion
und Transmigration von Monozyten beitragen, wird hier im weiteren Verlauf
ausschlie8lich von diesen Immunzellen die Rede sein. lhre Rekrutierung wird
-analog zu anderen Leukozyten - ermdglicht durch die Interaktion von

verschiedenen endothelialen Oberflachenmolekilen mit ihren Liganden.

1.3 Einteilung der Adhasionsmolekile

Die beteiligten Zelladh&sionsmolekiile lassen sich unterschiedlichen Familien von
Zelloberflachen-Rezeptoren zuordnen:

» Selektine

e Immunglobulin-Superfamilie

* Integrine

Es sei erwahnt, dass neben den o.a. Familien auerdem Cadherine und
verschiedene, nicht miteinander verwandte Oberflachenmolekile mit adhasiven
Fahigkeiten existieren. In der vorliegenden Arbeit waren diese jedoch nicht

relevant und werden hier nicht erlautert.

1.3.1 Selektine

Selektine sind Ca®*-abhangige transmembrane Glykoproteine, deren Vertreter
eine Lektin-ahnliche aminoterminale Doméne besitzen, der eine variierende Zahl
von sich wiederholenden Einheiten mit Homologie zu regulatorischen Proteinen
der Komplementkaskade folgt (Gearing & Newman, 1993). Ferner sind sie durch
das Auftreten eines EGF-repeats (endothelial growth factor) gekennzeichnet
(Bevilacqua, 1993). Trotz ihrer kurzen intrazellularen Doméane (Bevilacqua &
Nelson, 1993) sind sie in der Lage, nach der Interaktion mit ihren Liganden
kostimulatorische Signale zu generieren, die zu der Aktivierung von Leukozyten
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beitragen (Brenner et al., 1996; Lo et al., 1997). Sie spielen u.a. eine wichtige
Rolle bei der Schmerzkontrolle wahrend inflammatorischer Prozesse (Machelska
et al., 1998). Die Vertreter der Selektine vermitteln dartiber hinaus die schwache,
reversible Bindung von Leukozyten an die Gefallwand (Gearing & Newman,
1993). L-Selektin (LAM-1; CD62L) kommt auf Leukozyten vor (Gearing &
Newman, 1993) und wird dort konstitutiv exprimiert (Bevilacqua & Nelson 1993).
P-Selektin (PADGEM; GMP-140; CD62P) wird vorgebildet und in den a-Granula
von Blutplattchen oder den Weibel-Palade Koérperchen von Endothelzellen
gespeichert (Gearing & Newman, 1993). Es kann durch Thrombin, Histamin,
terminale Komplement-Faktoren, Endotoxine, TNF, Virusinfektionen und H;O-
aktiviert werden und wird innerhalb von Sekunden an die Zelloberflache befdrdert
(Bevilacqua, 1993). E-Selektin (ELAM-1; CD62E) wird ausschlief3lich von
Endothelzellen nach der Aktivierung durch Zytokine wie IL-1 oder TNF gebildet
(Gearing & Newman, 1993; Bevilacqua, 1993). Das humane E-Selektin enthalt
Sequenzen, die mit Bindungsstellen von NFkB und AP-1 (bereinstimmen
(Bevilacqua, 1993). Wie L-Selektin auf der leukozytaren Seite, stellt E-Selektin auf
endothelialer Seite einen der Hauptvermittler des rolling der Leukozyten auf dem
Endothel dar.

Als unspezifische Liganden finden sich bei allen Vertretern der Selektine
Kohlenhydrate wie Sialyl-Lewis X- (sLe*-) verwandte Strukturen (Bevilacqua &
Nelson, 1993), sulfatisierte Polysaccharide (Heparin, Fucoidan) und Mannose-6-
Phosphat (Rosen & Bertozzi, 1994). Fur P- und E-Selektin sind dartber hinaus
spezifische Liganden wie PSGL-1 (Sako et al., 1993) und ESL-1 (Steegmaier et
al., 1995) beschrieben worden. E-Selektin spielt des weiteren wahrscheinlich eine
wichtige Rolle bei der Entstehung der Atherosklerose, da es in atherosklerotischen

Plaques in erhbhtem Mal3 exprimiert wird (Abe et al., 1998).

1.3.2 Immunglobulin-Superfamilie (Ig-Superfamilie)

Die Mitglieder der Ig-Superfamilie sind ebenfalls transmembrane Glykoproteine,

welche die Membran einmal durchspannen (single-pass-Glykoproteine) und



1. Einleitung 6

vornehmlich eine Ca®-unabh&ngige Adhasion vermitteln (Sluiter et al., 1993;
Springer, 1994). Sie kommen im Organismus auf verschiedenen Organen und
Geweben vor und besitzen mindestens eine Ig-ahnliche Domane, die auch fur
Antikdrper charakteristisch ist (Springer, 1990). Die vermittelte Zell / Zell-Adh&sion
erfolgt sowohl Uber einen homophilen als auch heterophilen Mechanismus
(Gonzalez-Amaro et al., 1998). Den Adhasionsmolekilen dieser Familie wird u.a.
eine groRe Bedeutung bei der Entwicklung von Wirbeltieren zugeschrieben. So
konnte gezeigt werden, dass Mause, denen VCAM-1 bei der Entwicklung fehlt,
entweder anormale Herzen entwickeln, vor der Geburt sterben oder bei
Trachtigkeit eine Fehlentwicklung der Plazenta zeigen, da die Allantois nicht mit
dem Chorion fusionieren kann (Kwee et al., 1995; Gurtner et al., 1995).

Zu den wichtigsten Vertretern zahlen neben PECAM (CD31; auf Endothelzellen,
Blutplattchen, Neutrophilen und Monozyten) und NCAM (CD56; auf Nervenzellen)
vor allem interzellulares Adhasionsmolekil-1 (ICAM-1) und vaskulares
Adhasionsmolekil-1 (VCAM-1). Letztere werden nach Aktivierung wahrend
inflammatorischer Prozesse verstarkt exprimiert und sind wichtig fur die Adhasion
und transendotheliale Migration von Leukozyten (Gearing & Newman, 1993;
Carlos & Harlan, 1994). Das Zusammenspiel von ICAM-1 und VCAM-1 ist in der
Vergangenheit als eines der wichtigsten Ereignisse bei der Bindung von
Leukozyten an Endothelzellen beschrieben worden (Kaplanski et al., 1998).
Daraus ergibt sich auch ihre Bedeutung fur die Ausbildung der Atherosklerose: In
vivo-Tierstudien und immunhistochemische Studien von humanen Geweben
zeigten, dass die Expression von ICAM-1 und VCAM-1 in atherosklerotischen

Plaques stark erhéht ist (Davies et al., 1993).

1.3.2.1 Interzellulares Adhasionsmolektl-1 (ICAM-1)

ICAM-1 (CD54) wird auf Fibroblasten, Leukozyten, Endothel-, Epithel- und vielen
Tumorzellen exprimiert (Gearing & Newman, 1993; Van de Stolpe & van der Saag,
1996). Als Liganden sind sowohl [,-Integrine (LFA-1; Mac-1) auf Leukozyten

(Rothlein et al., 1986; Staunton et al., 1988), als auch Rhinoviren (Staunton et al.,
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1988; Greve et al.,, 1989) und Plasmodium falciparum-infizierte Erythrozyten
beschrieben worden (Hynes & Lander, 1992; Ockenhouse et al., 1992a; 1992hb).
Dartiber hinaus konnte gezeigt werden, dass ICAM-1 direkt Fibrinogen binden
kann (Altieri et al., 1993; Languino et al., 1995). Auf Endothelzellen wird es in
geringen Mengen konstitutiv exprimiert und kann dort nach Stimulation mit TNF,
IFN-y und IL-1 verstarkt nachgewiesen werden (Dustin et al., 1986, 1988; Rothlein
et al., 1988). Durch Antikorper-Blockade liel3 sich in vitro die ICAM-1 vermittelte
Transmigration von Neutrophilen inhibieren (Furie et al., 1991).

1.3.2.2 Vaskulares Adhasionsmolektl-1 (VCAM-1)

VCAM-1 (CD106) kommt auf endothelialen, epithelialen, dendritischen Zellen und
Makrophagen vor (Gearing & Newman, 1993). Das Transmembranprotein ist
ursprunglich als ein induzierbares Molekil auf humanen Endothelzellen entdeckt
worden, das in der Lage ist, sowohl Lymph- als auch Tumorzelllinien zu binden
(Osborn et al., 1989; Rice & Bevilacqua, 1989). Die DNA-Sequenzanalyse zeigte,
dass VCAM-1 zur Familie der Ig-Superfamilie gehort. Innerhalb der Ig-Super-
familie ist es am engsten mit ICAM-1 (Rothlein et al., 1986; Staunton et al., 1988),
ICAM-2 (Staunton et al., 1989), ICAM-3 (Fawcett et al., 1992) und MadCAM
(Briskin et al., 1993) verwandt. Es weist sowohl beim Menschen als auch bei
Mausen am haufigsten sieben Ig-artige Domanen auf (Osborn et al., 1989;
Cybulsky & Gimbrone, 1991). Im humanen Organismus existiert au3erdem eine
alternative Form mit sechs Doménen (Cybulsky et al., 1991a), dartiber hinaus sind
in Kaninchen sieben und acht Domanen beschrieben worden (Cybulsky et al.,
1991Db).

Die Adhéasion wird durch Bindung des Hauptliganden VLA-4 vermittelt (Sluiter et
al., 1993; Peter et al., 1999) und erfolgt Uber die erste und vierte Ig-artige Doméane
(Osborn et al., 1992, 1994; Vonderheide et al., 1994). Die endotheliale VCAM-1
Expression kann durch die Zytokine IL-1la bzw. -1B, TNF-a und IL-4 induziert
werden (Neish et al., 1992; lademarco et al., 1992, 1993; Couffinal et al., 1994),

wodurch es die darauffolgende starkere Adhasion (Masinovsky et al., 1990;
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Thornhill et al., 1991) und Migration (Briscoe et al., 1992; Meerschaert & Furie,
1994) von Monozyten und Lymphozyten mitbestimmt. Neben der Stimulation
durch Zytokine ist unter pathologischen Bedingungen (systemischer Lupus
erythematodes, rheumatoide Arthritis (Carter & Wicks, 2001), Atherosklerose-
Modelle wie apoE/ - (Nakashima et al., 1998) und LDL Rezeptor (LDLRY)
defizienten-Mausen, atherogenetisch ernahrten Kaninchen (Li et al., 1993; liyama
et al.,, 1999), Abstoungsreaktionen nach Transplantationen) ebenfalls eine
vermehrte Synthese dieses Oberflachenrezeptors auf Endothelzellen zu
beobachten (Springer, 1994). Die VCAM-1 Expression, die mit Entzindungen
assoziiert ist, kann sowohl auf dem Endothel groRer wie auch kleiner Gefal3e aus
den unterschiedlichsten Geweben detektiert werden. Auf dem Endothel des
Knochenmarks wird es konstitutiv in hohen Mengen exprimiert, da es an der
Leitung von hamatopoetischen Vorlauferzellen in das Knochenmark beteiligt ist
(Mazo et al., 1998). Eine konstitutiv hohe Expression ist ebenfalls bei
dendritischen Zellen in lymphoidalen Geweben (Freedman et al., 1990; Koopman
et al, 1991), Epithelzellen des Thymus (Salomon et al, 1997),
Gewebemakrophagen (Rice et al., 1991), Stromazellen des Knochenmarks
(Miyake et al., 1991), Perizyten der neuronalen Gewebe (Verbeek et al., 1995)
oder Chondrozyten (Kienzle & Kempis, 1998) gegeben. Es ist unbekannt,
inwiefern VCAM-1 im Menschen als viraler Rezeptor fungieren kann, obwohl der
Spirochate Borrelia burgdorferi die VCAM-1 Expression auf Endothelzellen
induzieren soll (Ebnet et al., 1997). Daruber hinaus belegten in vitro-Studien, dass
der endotheliale Rezeptor ebenfalls als Ligand fir Plasmodium falciparum
infizierte Erythrozyten fungiert (Ockenhouse et al., 1992a). Murines VCAM-1
konnte als Rezeptor fur Encephalomyocarditis-Virus detektiert werden (Huber,
1994).

Ferner sind im humanen Serum l6sliche Formen von VCAM-1 (sVCAM-1)
entdeckt worden. Die Mechanismen, die zur Absonderung von sVCAM-1 fuhren,
sind bisher ungeklart, ebenso ihre Funktion. Méglicherweise wird dadurch die
Zelladhasion reguliert (Pigott et al., 1992). Des weiteren kénnte sVCAM-1 als
chemotaktischer Gradient fur T-Lymphozyten (Kitani et al., 1998) und Monozyten
(Tokuhira et al., 2000) dienen oder Angiogenese begtinstigen (Koch et al., 1995).
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Die Rolle von sVCAM-1 als potentieller Marker der Atherosklerose sollte daher
uberlegt werden (Peter et al., 1999; Blankenberg et al., 2001).

Unter den endothelialen Adhasionsmolektlen muss VCAM-1 eine besondere Rolle
bei der Leukozytenadhé&sion zugeschrieben werden, da es vermutlich sowohl die
primare Adhasion (rolling) als auch die finale Phase der Adhasion (spreading und
tethering) vermitteln kann (Alon et al., 1995; Berlin et al., 1995).

1.3.3 Integrine

Die  Mitglieder der Integrin-Familie  z&hlen zu den  wichtigsten
Oberflachenrezeptoren, die Adhasion von Zellen untereinander und / oder an die
extrazellulare Matrix vermitteln. Im folgenden soll nur eine kurze Charakterisierung
gegeben werden, da sie hier vornehmlich in ihrer Funktion als Liganden fur die Ig-
Superfamilie auftreten. Die Erkenntnisse uber die Funktionsweise der Integrine
liefern allerdings Aspekte, die zur Aufklarung der Rolle anderer
Oberflachenrezeptoren beitragen kdnnten.

Integrine sind Zelloberflachenrezeptoren, die Interaktionen zwischen Zellinnerem
und Zellumgebung ermdglichen (Hynes, 1992). Es handelt sich um afp-hetero-
dimere, transmembranare Glykoproteine (Corbi, 1996), die neben Zell / Substrat-
Interaktionen auch Zell / Zell-Adh&sion vermitteln, indem sie die zellularen
Adhéasionsmolekiile der Ig-Superfamilie binden. Viele Integrine werden konstitutiv
an der Zelloberflache exprimiert, sind aber inaktiv und mussen erst durch ihren
Agonisten aktiviert werden (Sanchez-Mateos et al., 1996). Sie Ubernehmen
wichtige Funktionen sowohl bei der hamatopoetischen Zellentwicklung, bei der
Zellmigration als Antwort auf Verletzungen, der Angiogenese und fur den
extrazellularen Matrixkontakt. Die Angehérigen dieser Familie sind ubiquitar und
ubernehmen Signalwirkung (outside-in-signaling), wobei Liganden-besetzte und
angehéaufte (clustered) Integrine sowohl Zellform als auch Organisation des
Zytoskeletts kontrollieren und eine Vielzahl von biochemischen Signalen
generieren (Juliano & Haskill, 1993; Clark & Brugge, 1995). Im Gegensatz zu

klassischen Rezeptoren I6sen sie auRerdem extrazellulare Effektorantworten aus
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(inside-out-signal) (Shattil & Ginsberg, 1997). Als wichtige Vertreter seien hier die
Liganden fur die lg-Superfamilien-Molekille ICAM-1 und VCAM-1 erwahnt. o3,
(LFA-1; CD11a/CD18) ist einer der Hauptvermittler der Adhasion von
Lymphozyten, Monozyten und Granulozyten an das Endothel und wird von
ICAM-1 gebunden. a4B1 (VLA-4; CD49d/CD29) kommt auf Neutrophilen,
Monozyten, Lymphozyten und naturlichen Killerzellen vor und ist der Ligand fur
VCAM-1 (Postigo et al., 1993).

Alle Familien tragen mit spezifischen Vertretern zu der Adhasion und
Transmigration von Monozyten bei der Atherosklerose bei. Erst das
Zusammenspiel der verschiedenen Zelladhdsionsmolekiile gewéhrleistet die
Rekrutierung der inflammatorischen Zellen (Springer, 1990; Kansas, 1996). Dabei
konnen unterschiedliche Prozesse unterschiedlichen Rezeptoren zugeordnet

werden.

1.4 Monozytenadhasion und -transmigration: Das Zusammenspiel
von E-Selektin, ICAM-1 und VCAM-1

Die Bindung der Monozyten erfolgt durch eine Kaskade von Adhasionsschritten
(Springer, 1990; Frenette & Wagner, 1996b), die durch aufeinanderfolgende
Interaktionen von spezifischen Adhasionsrezeptoren mit spezifischen Liganden
oder Gegenrezeptoren bestimmt wird (Springer & Cybulsky, 1996; Silverstein,
1998). Dabei erfolgt die Rekrutierung der Monozyten bei chronischen
Entzindungen wie der Atherosklerose - soweit bekannt - nach einem &hnlichen
Mechanismus wie bei akuter Inflammation.

Die Adhasion wird zunachst durch die Aktivierung des Endothels durch
inflammatorische Zytokine wie TNF-a, IL-1 und —4 (Raines & Ross, 1996) oder
Thrombin (Kaplanski et al., 1998) signifikant erhoht. Daraufhin wird auf der
Endothelzelle die Expression der verschiedenen Oberflachen-Adhasionsmolekile

induziert, die als Rezeptoren fur monozytare Liganden fungieren (Carlos & Harlan,
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1994). Die Oberflachenrezeptoren agieren im Verbund mit chemotaktischen
Molekulen wie MCP-1 (monocyte chemotactic protein-1) oder Osteopontin und
ermdglichen die Anlagerung der Monozyten.

In der ersten Phase adhérieren die Zellen durch eine reversible Bindung, die
seitens der GefalRwand durch P- und E-Selektin vermittelt wird (rolling). Im
weiteren Verlauf interagieren nun die endothelialen Oberflachenrezeptoren
ICAM-1 und VCAM-1 mit ihren monozytaren Liganden. Die anfanglich lockere
Bindung Uber E-Selektin wird dadurch nunmehr durch das irreversible sticking
abgelost, so dass die Monozyten fest an der GefaBwand haften und sich
ausbreiten koénnen (spreading). VCAM-1 und ICAM-1 ermoéglichen neben
B2-Integrinen die darauffolgende Transmigration der Leukozyten. Aufgrund des
chemotaktischen Gradienten, der von Entziindungsherden ausgeht, wandern die
Monozyten dann zwischen angrenzenden Endothelzellen zum Ort der

Inflammation.
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Abb. 1.1: Monozytenrekrutierung bei der Atherosklerose. In der Abbildung sind nur die in der
vorliegenden Arbeit untersuchten Oberflachenrezeptoren und ihre Interaktion mit dem jeweiligen

Liganden wiedergegeben. Erklarung s. Text.

Die beteiligten Adhasionsmolekile Ubernehmen bei diesem Prozess mehrere
Funktionen. Zum einen vermitteln sie die Bindung der Monozyten an
Endothelzellen, zum anderen vermogen sie uber freigesetzte Zytokine die
Expression von weiteren Adhasionsmolekilen zu stimulieren. Dies bedingt
seinerseits eine Verstarkung der Monozytenadhasion und infolgedessen eine
erhdhte Einwanderung ins Gewebe. Darliber hinaus kann durch die Bindung des
Liganden an seinen Zelloberflachen-Rezeptor ein Signal generiert werden, das
intrazellulare Veranderungen bewirkt. Nicht zuletzt missen Oberflachenrezeptoren
auch Verbindungen zum Zytoskelett aufweisen, um ihre Funktion austben zu

kdnnen.
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1.5 Zytoskelettverankerung der Oberflachenrezeptoren

Eine Verankerung des zytoplasmatischen Anteils des Oberflachenrezeptors ist
erforderlich, damit Zellen an andere Zellen oder die extrazellulare Matrix
adharieren konnen. Fehlt diese Voraussetzung, konnen Zellen nicht an der
Unterlage ziehen oder sich zu einheitlichen Geweben zusammenlagern. Die
Interaktion zwischen intrazellularen Anteilen der Oberflachenrezeptoren und dem
Zytoskelett der Zelle ist ausgiebig untersucht worden, um sowohl Aufschluss tber
inter- bzw. extrazellulare Kontakte, als auch Uber die Aktivierung von Rezeptoren
zu erhalten. Das Modell, durch das die Assoziation von integralen
Membranproteinen mit dem Zytoskelett wohl am besten charakterisiert wird, ist die
fokale Adhéasion, wie sie bei der Integrin-vermittelten Zelladhasion von
Gewebekultur-Fibroblasten an die extrazellulare Matrix vorkommt (Burridge &
Chrzanowska-Wodnicka, 1996; Hemler, 1998). Die aufere Doméne bindet dabei
an einen Bestandteil der extrazellularen Matrix, wahrend der zytoplasmatische
Anteil an die Actinflamente von Stressfasern gekoppelt wird. Dabei liegt eine
indirekte Verbindung vor, die auf mehreren Anheftungsproteinen beruht. Der in
das Zytoplasma ragende Teil bindet an Talin, das sich seinerseits an Vinculin
heftet. Dieses Strukturprotein wiederum lagert sich mit a-Actinin zusammen und
wird so an ein Actinfilament gekoppelt.

Den zytoplasmatischen Doméanen der beiden Untereinheiten kommen bei der
Integrin-vermittelten Adhasion wahrscheinlich noch andere wichtige Funktionen
zu, da sie dem intrazellularen Signalapparat direkt zugénglich sind. Eine
hierarchische Organisation kann vermutet werden. In Versuchen mit mutierten
oder trunkierten (-Untereinheiten konnte gezeigt werden, dass dadurch sowohl
Integrin-verstarkte Signale als auch die Organisation des Zytoskeletts
unterbrochen wurden (Peter & O'Toole, 1995). Die Uberexpression von [3-
Untereinheiten konnte sowohl inside-out als auch outside-in-signaling
unterdricken (O'Toole, 1990). Die Zerstorung von Zytoskelettfasern durch
Cytochalasin D hatte auf3erdem in Versuchen mit LFA-1 gezeigt, dass sich die

dadurch vermittelte Leukozytenadhasion veranderte (Peter & O'Toole, 1995).
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Inwiefern Oberflachenrezeptoren der Selektine und der Ig-Superfamilie eine
Bindung an das Zytoskelett benétigen, um ihre Funktion austiben zu kénnen, ist
ungeklart. Fir VCAM-1 finden sich bisher keine richtungsweisenden Ergebnisse,
die es ermdglichen wirden, diese Fragestellung zu klaren. Sowohl fir E-Selektin
als auch fur ICAM-1 sind in der Vergangenheit zwar Assoziationen zum
Actinskelett nachgewiesen worden (Carpén et al., 1992; Federici et al., 1996),

aber auch hier liegen keine weiterfihrenden Untersuchungen vor.

Aufgrund der Untersuchungsergebnisse, die bislang fast ausschliel3lich fur
Integrine  vorliegen, erscheint es daher sinnvoll, die Rolle der
Zytoskelettverankerung weiterer Oberflachenrezeptoren aufzuklaren, die wéahrend
entzuindlicher Reaktionen wichtige Funktionen Ubernehmen. Dabei sollte
hinsichtlich der Atherosklerose zunéchst ein besonderer Augenmerk auf den
Oberflachenrezeptor VCAM-1 gerichtet werden, da er sowohl die Anheftung als
auch die darauffolgende Diapedese von Monozyten vermittelt. Durch eine
funktionelle Blockade von VCAM-1 wére es somit eventuell moglich, zwei
unerwiunschte Prozesse der chronischen Rekrutierung von Monozyten gemeinsam

zu inhibieren.

1.6 Hemmung der Monozytenadhasion

Die genannten  Adhasionsmolekile sind transmembranar lokalisierte
Glykoproteine, die einerseits in der Zelle verankert sind und andererseits
extrazellular spezifische Liganden binden. Wie bereits fur Integrine gezeigt, ist die
Vermittlung der Zelladh&sion von ihrer Zytoskelettverankerung abhéngig (Kaapa et
al.,, 1999). Die Hemmung der Verankerung bietet somit einen maoglichen
therapeutischen Ansatz, um die Adh&sion von Monozyten an das vaskulare
Endothel zu inhibieren. Ein Oberflachenrezeptor, der ohne Kontakt zum
Zytoskelett vorliegt, kénnte eventuell nicht in der Lage sein, seine adhdasive

Funktion auszuiben.
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Ein experimenteller Zugang zur Hemmung der Zytoskelettverankerung besteht in
der Expression von Fusionsproteinen nach entsprechender Transfektion. Dadurch
ergeben sich vollig neue Maoglichkeiten, die chronische Rekrutierung von
Monozyten zu inhibieren. Im Falle der Atherosklerose lie3e sich dadurch
maoglicherweise ein Fortschreiten der Plaquebildung verhindern. Fur den Integrin-
Rezeptor o33 (CD41; GPIIb/llla) konnte mit diesem Ansatz bereits eine dominant
negative Hemmung der GPIIb/llla-vermittelten Adh&sion erzielt werden (Lee,
1997).

Das Fusionsmolekul, das hierzu entwickelt worden war, setzte sich aus CD7 und
Bs zusammen. Die intrazellulare B3 —Domane konnte in dieser Arbeit erfolgreich
mit dem intakten Rezeptor um dessen Bindungsstellen zum Zytoskelett
konkurrieren. Der Kklonierte CD7-Anteil, der die transmembranare und
extrazellulare Domane umfasste, diente als extrazellularer Marker, der daneben

den Vorteil bot, keine spezifischen Liganden zu binden.
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Abb. 1.2: Hemmung der Zytoskelettverankerung von VCAM-1 durch CD7/VCAM. Die
gleichzeitige Expression von CD7/\VCAM und VCAM-1 fihrt zu einer Konkurrenz um die Bindung
der intrazellularen VCAM-1 Doméane an das Zytoskelett. Aus der erfolgreichen Verdrangung von

VCAM-1 durch das Fusionsprotein CD7/VCAM resultiert ein funktionsloser nativer Rezeptor.

1.7 Zielsetzung

In der vorliegenden Arbeit sollte die Funktion von VCAM-1 bei der Rekrutierung
von Monozyten untersucht, und diese selektiv durch die Transfektion eines
Fusionsmolekils blockiert werden. Da VCAM-1 mit zu den wichtigsten
endothelialen Rezeptoren zahlt, die bei chronisch entzindlichen Prozessen
Leukozyten rekrutieren, konnte ein inhibierender Effekt des transfizierten
Fusionsmolekils auf die Zelladh&sion zukiinftige gentherapeutische Méglichkeiten
der Unterdriickung chronisch entztindlicher vaskularer Prozesse einschliel3lich der

Atherosklerose erdéffnen.

Um eine Wechselwirkung mit anderen Oberflachenrezeptoren weitgehend

ausschlie3en zu kénnen, war zunachst ein transgenes Zellmodell zu entwickeln,
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das ausschlie3lich VCAM-1 exprimieren sollte. Die Zelllinie war funktionellen Tests
zu unterziehen, um sowohl die VCAM-1 vermittelte Adhasion als auch

Transmigration von Monozyten aufzuklaren.

Zur Untersuchung der Zytoskelettverankerung waren die transgenen Zellen mit
einem Fusionsprotein zu transfizieren. Zu diesem Zweck sollte ein Fusionsmolekdil
aus Anteilen von CD7 und VCAM-1 entwickelt werden. Zweck des intrazellularen
Sequenzanteils aus VCAM-1 bestiinde in der Interaktion mit dem Zytoskelett und
der selektiven Kompetition mit zellularem VCAM-1 um dessen Bindungsstellen.

Daruiber hinaus sollte erarbeitet werden, inwiefern die Blockade fir VCAM-1
spezifizierbar ist. Da die Adhasion und Transmigration von Monozyten
vornehmlich auf das Zusammenspiel der drei Oberflachenrezeptoren E-Selektin,
ICAM-1 und VCAM-1 zurtickgefuhrt wird, waren die o.a. Untersuchungen auf die

beiden Oberflachenmoleklle auszuweiten.

Die Ergebnisse der transgenen Zelllinien sollten des weiteren Grundlage fir
Untersuchungen am humanen endothelialen Zellmodell sein. Humane
Endothelzellen exprimieren die drei untersuchten Oberflachenrezeptoren in
geringen Mengen konstitutiv an ihrer Oberflache, so dass die Wechselwirkung mit
Monozyten zwischen unstimuliertem (nicht-inflammatorischer Situation) und
stimuliertem (inflammatorischer Situation) Endothel verglichen werden sollte. Die
funktionelle Blockade von VCAM-1 durch die Transfektion von cd7/vcam war

ebenfalls zu untersuchen.
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2. Material und Methoden

Die Untersuchung der endothelialen Oberflachenrezeptoren E-Selektin, ICAM-1
und VCAM-1 erfolgte zunachst im Zellmodell. Dazu wurden CHO-Zellen mit dem
entsprechenden Gen transfiziert und anschlieRend das Fusionsprotein CD7/VCAM
eingebracht.

Die transgene Zelllinie CHO/E-Selektin lag im Labor von PD Dr. K. Peter an der
Universitatsklinik Freiburg bereits vor. CHO/ICAM-1 wurden von Dr. A. Duperray,
Laboratoire de Migration Cellulaire et Infiltration Tumorale, Institut Albert Bonniot,
Domaine de la Merci, La Tronche Cedex, Frankreich, zur Verfligung gestellt. Bei
diesen Zelllinien musste folglich nur das Fusionsprotein CD7/VCAM transfiziert
werden.

Fur die Untersuchungen an VCAM-1 wurde das Tet Off"™M-System (Clontech
Heidelberg, Deutschland) verwendet. Das Fusionsprotein wurde hierzu in den
Vektor pTRE kloniert und zusammen mit dem Selektionsvektor pTKHyg in die
Zelllinie CHO-AAS8 transfiziert, die bereits den Regulationsvektor pTet Off™ stabil
exprimierte. In einer weiteren Transfektion wurde VCAM-1 in pZeoSV(+) stabil in
die Zellen eingebracht. Als Kontrolle wurde ausserdem die Zelllinie CHO/VCAM-1
eingesetzt, um einen moglicherweise existierenden Einfluss des Tet Off™-
Systems detektieren zu kénnen. Sie wurde von Y. Takada entwickelt, The Scripps

Institute, La Jolla, Kalifornien, USA.

Weiterfihrende Untersuchungen wurden an primaren humanen
Endothelzellkulturen aus Nabelschnurvenen (human umbilical vein endothelial
cells, HUVECSs) durchgefiihrt. Zur Einschleusung von cd7/vcam wurde auf das
System der Adenovirus-assoziierten-(AAV)-Transfektion zurlickgegriffen. Zu

diesem Zweck war das Fusionsmolekul in den Vektor pTR-UF5 zu klonieren.
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2.1 Klonierungen

2.1.1 CD7/NCAM

cd7 und vcam-1 lagen bereits in dem Vektor pcDNA1 (Invitrogen) im Labor von Dr.
C. Bode an der Ludolf-Krehl-Klinik der Albert-Ludwigs-Universitat Heidelberg,
Abteilung fiur Herzinfarktforschung, vor. Fur die Fusion der beiden Gene waren
zunachst einige Umklonierungen erforderlich.

cd7 wurde mit Xho | geschnitten, so dass anschliel3end die kodierende Sequenz
fur die extrazellulare und transmembrandre Domane vorlag. Um eine kompatible
Schnittstelle zum vcam-1 zu erhalten, die eine Fusion der beiden Sequenzen
ermdglichte, wurde das Gen mit EcoR | verdaut.

vcam-1 wurde mit EcoR | und Xho | geschnitten, so dass nur noch der kodierende
Anteil fur die zytoplasmatische Domane des Gens vorlag. Anschlie3end erfolgte
die Ligation der beiden Teilsticke in dem Vektor pcDNA1l. Das somit fertig
vorliegende Fusionsmolekil cd7/vcam wurde mittels Xho | erneut geschnitten.
Uber die Polymeraseketten-Reaktion unter Zugabe der erforderlichen Primer
wurden die Schnittstellen Hind 1lI- bzw. Mlu I- erganzt, die eine Klonierung in den
Vektor pZeoSV (Invitrogen) ermoglichten.

Um adaquate Schnittstellen fur den AAV-Vektor pTR-UF5 und das Tet Off™-

System zu erhalten, musste das Molekul folgendermalRen umkloniert werden:

Cd7/vcam in pZeoSV

!

Klonieruni in iBS Il SK |+[
Bam HI OBcl I O Hind 11

!

verlangert ausgeschnitten

1

O Bell O Sacll




2. Material und Methoden 20

Klonierung in pTR-UF5

Hind Il1 O O Sacll

<_I

verlangert ausgeschnitten
Xba 1 O Hind I EI_EI Sacll O Xbal
l
Klonierung in pTRE
Xba | O _ O Xbal

Der Vektor pTR-UF5 wurde von Dr. M. Gawaz, Deutsches Herzzentrum Minchen,
Experimentelle Kardiologie, zur Verfigung gestellt. Dabei handelt es sich um den
modifizierten Vektor pBS Il (+) (Stratagene), der von J.A. Kleinschmidt, Deutsches
Krebsforschungszentrum, Abteilung fiir angewandte Tumorvirologie, Heidelberg,

Deutschland, entwickelt wurde.

2.1.2 VCAM-1

vcam-1 wurde fur die stabile Transfektion in pZeoSV2(+) (Invitrogen) umkloniert,
welches eine Selektion Uber Zeocin™ ermoglichte. Zu diesem Zweck wurden Gen
und Vektor mittels Pst | und Xho | geschnitten and anschliel3end ligiert.

2.2 Heterologe Expression in Saugerzellen durch stabile
Transfektion

2.2.1 Zelllinien

Alle Arbeiten erfolgten mit CHO-K1 (Deutsche Sammlung fir Mikroorganismen
und Zellkulturen (DSMZ), Braunschweig, Deutschland). Bei der adhéarenten Zell-
linie liegt die Subkultur einer parenteralen CHO-Zelllinie vor, die 1957 durch

Biopsie aus gesundem Gewebe des Ovariums eines adulten chinesischen
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Hamsters (chinese hamster ovary) gewonnen worden war. Die diploiden Zellen
zeigen eine fibroblastenartige Morphologie und weisen als Charakteristikum einen
einfachen Karyotyp auf (Puck et al., 1958).

Fur die Untersuchungen an VCAM-1 unter Verwendung des Tet Off™M-Systems
wurde die Zelllinie CHO-AAS8 eingesetzt. Dabei handelt es sich um Zellen der Linie
CHO-K1, die kommerziell mit bereits integriertem Regulationsplasmid pTet Off™

zu erhalten sind (Clontech, Heidelberg, Deutschland).

Die Zellen wurden in 175 cm? Zellkulturflaschen (Nunc) in Zellkulturschréanken
(Thermoquest, Nunc) bei 37 °C mit 95 % iger Luftfeuchtigkeit unter 5 % iger CO,-
Begasung gehalten. Die bendétigten Medien zur Kultivierung der Zellen sind in
2.17.1 erlautert. Alle Arbeiten wurden unter den sterilen Bedingungen der
Werkbank (Heraeus) durchgefuhrt.

2.2.2 Regulation der Transgenexpression durch das Tet Off ™-

System

Das Tet-Off ™M-System basiert auf negativ kontrollierter Genexpression, bei der
durch die Bindung des Repressors an seinen Operator die Transkription eines
benachbarten Gens inhibiert wird. Die Bindung des Repressors an den Operator
wird durch einen Liganden reguliert und kann nur erfolgen, wenn der Ligand zuvor
vom Repressor gebunden wurde.

Das Prinzip dieses genetischen ,Ein- und Ausschalters® wird von vielen
Organismen genutzt wie beim Tryptophan-Repressor von E. coli. Dem gleichen
Mechanismus unterliegen auch die Gene des Tetracyclinresistenz-Operons der
Bakterien, auf dem das Tet-Off™M-System beruht (Gossen & Bujard, 1992; Gossen
et al., 1995).
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Abb. 2.1: Funktionsweise des Tet Off M-Systems.
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Der Wildtyp des Tet-Repressors (TetR) wurde in diesem System mit der VP16-
Doméane des Herpes simplex Virus fusioniert. VP16 agiert in Séugetierzellen als
Transkriptions-Aktivator (Triezenberg et al., 1988), so dass TetR nunmehr als
Aktivator fungiert. Das Hybridprotein aus Repressor und Aktivator wird auch als
Tetracyclin-regulierter Transaktivator (tTA) bezeichnet und ist durch eine Region
auf dem Regulationsplasmid pTet-Off codiert (s. Vektorkarte).

Als ,Operator” dient ein weiterer Vektor, der sich u.a. aus mehreren Kopien der E.
coli tet-Operatorsequenz zusammensetzt und als pTRE (tet-responsive element)
bezeichnet wird. Der Operator liegt oberhalb des CMV Promotors (Pmincmyv), @an den
die multiple Klonierungsstelle des Vektors angrenzt.

Die Bindung des tTA an pTRE erfolgt im Tet-Off™-System nur bei fehlendem
Liganden, woraufhin das klonierte Gen transkribiert wird und exprimiert werden
kann. Als Ligand dient Tetracyclin bzw. dessen Derivat Doxycyclin. Die
Transkription ist abhangig von der zugefugten oder entfernten Menge des
Antibiotikums, so dass die Expression des klonierten Gens runter- bzw.

hochreguliert werden kann.
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In dieser Arbeit wurde fur die Untersuchungen an VCAM-1 das Fusionsmolekl
cd7/vcam in den pTRE-Vektor kloniert und eine doppelt stabile Zelllinie entwickelt,
die es ermdglichte, zunachst das Tet Off™-System zu untersuchen. Erst in einer
weiteren Transfektion wurde vcam-1 eingebracht und Funktionsanalysen

durchgefuhrt.

2.2.3 Vorversuche fir die Etablierung einer stabilen Zelllinie:

Bestimmung des Selektionsdrucks und der Zelldichte

Um eine stabile Zelllinie zu entwickeln, muss gewabhrleistet sein, dass Gen-
positive Zellen nicht von untransfizierten Zellen tUberwachsen werden. Daher
waren vor Beginn der Arbeiten sowohl die Antibiotika-Konzentration als auch die
Zelldichte fur die jeweilige transgene Zelllinie zu bestimmen.

Zur Bestimmung des Selektionsdrucks wurden 2 010° Zellen in Zellkulturschalen
ausgesat (010 cm; Nunc), die 10 ml Vollmedium mit unterschiedlichen
Konzentrationen (100, 200, ..., 1000 pg / ml) des jeweiligen Antibiotikums
enthielten. Die Platten wurden 14 Tage inkubiert, wobei das Medium jeden
zweiten Tag gewechselt, und die Anzahl der lebenden Zellen lichtmikroskopisch
bestimmt wurde. Um stabile Transformanten zu selektionieren, war diejenige
Konzentration zu wahlen, bei der nach finf Tagen massiver Zelltod zu beobachten
war und nach 14 Tagen keine lebenden Zellen im Mikroskop ausgemacht werden

konnten.

Demnach ergaben sich folgende Antibiotika-Konzentrationen:

CHO-CD7/VCAM im Tet Off™M-System: 100 pg / ml Geneticin (Gibco)
600 ug / ml Hygromycin (Roche)
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CHO-CD7/VCAM&VCAM-1 (Tet Off ™): 100 pg / ml Geneticin
600 pug / ml Hygromycin
600 pg / ml Zeocin™ (Invitrogen)

CHO/E-Selektin: 750 pg / ml Geneticin
CHO/E-Selektin&CD7/VCAM: 750 pug / ml Geneticin

600 pg / ml Zeocin™
CHO/ICAM-1.: 500 pg / ml Geneticin
CHO/ICAM-1&CD7/VCAM: 500 pg / ml Geneticin

600 pug / ml Zeocin™

Um die Zelldichte zu bestimmen, waren dartber hinaus unterschiedlich grol3e
Zellpopulationen (5 010°% 1 010° 5 010° 2 010° 1 010° 5 010* Zellen) in
Zellkulturschalen (10 cm 0) zu kultivieren, die 10 ml Vollmedium mit der
ermittelten Antibiotika-Konzentration enthielten. Es war diejenige Zelldichte zu
wahlen, bei der die Zellen nach funf Tagen zu 80 % konfluent waren.

Bei allen zu etablierenden Zelllinien konnte demnach mit 2 0 10° Zellen / ml

gearbeitet werden.

2.2.4 Transfektion

Die Einschleusung der DNA in die Zellen erfolgte mittels Elektroporation, bei der
durch einen kurzen elektrischen Impuls temporére Poren in der Zytoplasmamem-
bran erzeugt werden (Neumann et al., 1982; Potter, 1988), Uiber die DNA aus dem
Medium sowohl passiv durch Diffusion, als auch elektrophoretisch in die Zelle
gelangen kann (Sukharev et al., 1994).

Die Zellen wurden unter normalen Bedingungen bis zu ca. 80 % Konfluenz
kultiviert. Zur Transfektion wurden 20 - 60 ug DNA fir 1 0107 Zellen eingesetzt.
Das Gesamtvolumen von 1 ml (Zellen + DNA) wurde in 4 mm Einwegkulvetten
(Biorad) in Medium (ohne Zusétze) vorgelegt und zehn Minuten auf Eis inkubiert.

Als Kontrolle wurden Zellen ohne DNA elektroporiert. Die notwendigen
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Geratevorgaben wurden nach Empfehlungen des Herstellers (BTX)

vorgenommen.

Gerateeinstellung: Kapazitat 970 pF
Spannung 370V
Widerstand R 3

Anschlieend wurden die Zellen in 9 ml Vollmedium ohne Selektionsdruck
aufgenommen und im Brutschrank kultiviert. Nach 48 h wurden die Kulturen 1 : 10
aufgeteilt und die ermittelten Antibiotika-Konzentrationen zugesetzt. Die Kolonien,
die sich ca. 14 Tage spater im Mikroskop zeigten, wurden mittels
Klonierungsringen vereinzelt und in Costar® 6-Loch-Platten (Corning Incorporated)
Uberfuhrt. Ungeféahr drei Wochen nach der Transfektion konnten die Mischklone in
der Durchflusszytometrie auf die jeweilige Expression untersucht werden.

Um Nachkommen eines Klons zu erhalten, wurden Mischklone mit besonders
hoher Expression subkloniert. Dazu wurde die Zellzahl auf 1 Zelle / 100 ul
eingestellt und die Zellsuspension auf 96-Loch-Platten (Nunc) ausgesat. Durch
anschlieBende Betrachtung im Lichtmikroskop konnten alle Lécher mit zwei oder

mehr Zellen ausgeschlossen werden.

2.3 Expressionsbestimmung in der Durchflusszytometrie

Bei der Durchflusszytometrie im FACScan™ (fluorescence activated cell scanning,
BD, Heidelberg, Deutschland) wurden antikorpermarkierte Zellen mit der
Anregungswellenlange 488 nm eines 15 Watt Argon-Lasers bestrahlt. Die
markierten Zellen emittieren das Licht bei einer charakteristischen Wellenlange.
Die Daten der folgenden Parameter wurden aufgenommen:

Vorwartsstreulicht (Maf3 fur die Zellgrole)

Seitwartsstreulicht (MalR fur die Granularitét einer Zelle)

Grin-Fluoreszenz  Fluorescein-Isothiocyanat-(FITC) gekoppelter  Zellen,

emittieren Licht bei 525 nm und 575 nm.
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Rot-Fluoreszenz Phycoerythrin-(PE) gekoppelter Zellen, emittieren Licht bei
545 nm und 576 nm.
Die aufgenommenen Daten wurden Uber das Analyseprogramm FACScan
Research (BD, Heidelberg, Deutschland) ausgewertet. Tote Zellen und
Zelltrummer wurden anhand des Streulichts identifiziert und von der Analyse

ausgeschlossen.

2.3.1 Titration der Antikorper fur die Durchflusszytometrie

Zur Bestimmung der optimalen Antikdrperkonzentration wurde eine Zellsuspen-
sion unter standardisierten Bedingungen (Zellzahl, Volumen, Inkubationszeit) mit
verschiedenen Antikérperkonzentrationen inkubiert und durchflusszytometrisch
analysiert. Jeder Antikorper wurde sorgfaltig austitriert. Die geeignete
Konzentration wurde so definiert, dass eine spezifische Anfarbung der positiven
Zellen und keine unspezifische Anfarbung der negativen Zellen erreicht wird.
Markierte und unmarkierte Zellen missen dabei als zwei gut zu unterscheidende

Populationen sichtbar sein (Radbruch, 1992).

2.3.2 Zellfarbung mit fluoreszenzmarkierten Antikdrpern

Fir die durchflusszytometrische Analyse wurden 3 0 10° Zellen pelletiert und in
50 ul Tyrode‘s Losung zur Abséttigung der Fc-Rezeptoren 15 min auf Eis
inkubiert. Die Zellen wurden mit jeweils 10 pl des titrierten Antikorpers fir 20 min
auf Eis gefarbt. Die Ansatze wurden zentrifugiert und das Pellet in CellFix (BD)
aufgenommen. Die Daten von 1 0J10° Zellen wurden im FACScan aufgenommen
und mit dem FACScan Research Programm analysiert. Bei allen Versuchen
wurden Isotypenkontrollen mitgefihrt, d.h. ein weiteres Aliquot wurde mit einem
Antikdrper gleichen Isotypes ohne Spezifitdt fir das Antigen in der gleichen
Verdiunnung gefarbt und dadurch das Ausmald der unspezifischen Markierung

bestimmt.
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Tyrode's Losuna: 150 mM NacCl
2,5mM KCI
1M CaCl,
1M MgCl, 06H,0
1,2 mM NaHCO;
1 % (w/v) Glucose
1 % (w/v) BSA

Verwendete Antikdrper:

Isotypen-Kontrolle: 1gG1 Maus anti-Human FITC (PE) Klon 679.1Mc7 (Coulter
Immunotech)

CD7-Expression: 1gG3 Maus anti-Human FITC Klon WM31 (Cymbus Biotech-
nology LTD)

CD54-Expression: IgG1l Maus anti-Human FITC Klon15.2 (Cymbus Biotech-
nology LTD)

CD62E-Expression: IgG1 Maus anti-Human FITC Klon BBIG-E5 (R&D Systems)

CD106-Expression: lgG1Maus anti-Human R-PE Klon 51-10C9 (BD)

2.4 Kontrolle des Tet Off™M-Systems durch Doxycyclin

Aufgrund der hoheren Wirksamkeit bei geringeren Mengen wurden alle Versuche
mit dem Antibiotikum Doxycyclin (Sigma) anstelle Tetracyclins durchgefiihrt. Bei
diesen Untersuchungen wurde ermittelt, ab welcher Dosis bzw. ab welchem
Zeitpunkt eine maximale Induktion oder Repression des transfizierten Gens zu

verzeichnen war.

Doxycyclin-Stammiésung: 1 mg / ml aqua dest, steril filtrieren
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Es wurden zunachst 1 010° Zellen in 5ml Medium (2 010* Zellen / ml) auf
Costar® 6-Loch-Platten verteilt. Zur Repression wurden unterschiedliche Doxy-
cyclin-Konzentrationen (0; 0,001;...; 1000 ng / ml) pipettiert und die Zellen 48 h
unter diesen Bedingungen kultiviert. Zur Auswertung wurden die Zellen trypsiniert
und die CD7-Expression mit 0.a. Antikorper in der Durchflusszytometrie ermittelt.

Nach der Bestimmung der maximal inhibierenden Antibiotika-Konzentration
wurden sowohl Induktion als auch Repression in Abhangigkeit von der Zeit
ermittelt. Dabei wurde den Zellen Gber einen Zeitraum von null bis 48 Stunden in
sechsstindigem Abstand Doxycyclin zugesetzt oder entfernt. Die Transgen-

Expression wurde auch hier in der Durchflusszytometrie bestimmt.

2.5 Adhasionsversuche

Im Anschluss an die Etablierung der transgenen Zelllinien war die Interaktion

zwischen dem jeweiligen Oberflachenrezeptor und Monozyten zu untersuchen.

2.5.1 Aufreinigung der Monozyten

Citrat-Vollblut wurde 1 : 2 mit PBS verdinnt. Fur die Gewinnung der
Monozytenfraktion aus Buffy Coat wurde nach einer 1 : 5 Verdinnung analog
verfahren.

Jeweils 20 ml der Suspension wurden tber 15 ml eines Ficoll-Gradienten mit einer
Dichte von 1,077 (Biochrom KG) in einem 50 ml Réhrchen (Falcon) geschichtet
und 20 min bei 2700 rpm zentrifugiert (Heraeus). Die Leukozyten-Fraktion wurde
isoliert, wiederum 1 : 2 mit PBS verdinnt und erneut 20 min bei 2700 rpm
zentrifugiert, um Ficollriickstande vollstandig zu entfernen. Der Uberstand wurde
verworfen, das Pellet in 5 ml Medium resuspendiert und in weiteren 25 ml Medium
aufgenommen. Wahrend der darauffolgenden zweistiindigen Inkubation im
Brutschrank konnten die Monozyten adhérieren und so von den Ubrigen, nicht

adharenten Leukozyten getrennt werden. Die Monozyten wurden zweimal mit PBS
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gewaschen und direkt flir Versuche eingesetzt. Die Aufreinigung ergab einen
Monozyten-Anteil von ca. 90 %. Andere Leukozyten wurden in den Versuchen

durch Antikorperfarbung von der Analyse ausgeschlossen.

PBS: 140 mM NaCl
2,5 mM KClI
8,0 mM NaxHPO,4
1,5 mM KH2PO4

2.5.2 Vorbereitung der Zellkultur

Die Zellen wurden 48 Stunden vor dem Versuch in 24-Loch-Platten (Nunc)
ausgesat und mit 1,5 ml Vollmedium unter normalen Bedingungen inkubiert. Um
einen konfluenten Monolayer zu garantieren, wurde die Zellzahl auf 1 0O 10°
Zellen / ml eingestellt und 0,2 ml / Loch pipettiert. Vor Versuchsbeginn wurden die
Zellen unter dem Lichtmikroskop Uberprift und zweimal mit 0,5 ml PBS
gewaschen.

Beim Tet Off M-System wurde in den erforderlichen Ansatzen bei Aussaat der

Zellen die ermittelte Konzentration von Doxycyclin zugesetzt.

2.5.3 Vorbereitung der Monozyten

Der Uberstand der Monozytenkulturen wurde verworfen. Die Zellen wurden mit
10 ml PBS uberschichtet und mit einem Zellschaber (Nunc) vorsichtig von ihrer
Unterlage gel6st. Die Suspension wurde in ein 50 ml Falcon pipettiert, 13 min bei
900 rpm zentrifugiert und in Tyrode’s Lésung resuspendiert. Die Zellzahl wurde

auf 2 010° Zellen / ml eingestellt.
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2.5.4 Versuchsansatz

Die Versuche wurden nach der Methode von Zapolska-Downar et al. (2000)
durchgefuhrt. Bei dieser Versuchsanordnung werden die Aggregate zwischen
Monozyten und Zellen indirekt bestimmit.

Fur die Ausbildung von Aggregaten wurde 0,5 ml Monozytensuspension zu den
Zellen pipettiert und die Ansatze eine Stunde im Brutschrank inkubiert. Danach
wurden die einzelnen Locher jeweils zweimal mit 0,5 ml PBS gewaschen, um
ungebundene Monozyten zu entfernen. Die verbliebenen Aggregate aus
Monozyten und Zellen wurden mit 0,5 ml Trypsin von der Unterlage geldst und in
FACS-ROhrchen (BD) uberfuhrt, in denen 1 ml serumhaltiges Medium vorgelegt
worden war, um die enzymatische Wirkung des Trypsins zu inhibieren. Nach
achtminutiger Zentrifugation (900 rpm) wurde das Pellet in 50 ul Tyrode’s Lésung
resuspendiert.

Um die Monozyten von den Ubrigen Leukozyten differenzieren zu kdnnen, erfolgte
eine Doppelfarbung der Anséatze mit jeweils 10 ul IgG1 CD45 FITC Maus anti-
Human Klon HI30 (BD) und IgG2a Maus anti-Human CD14 PE Klon RMO52
(Coulter Immunotech). Als Isotypenkontrolle wurde neben der bereits erwahnten
IgG1 Kontrolle IgG2a Maus anti-Human FITC (PE) Klon U7.27 (Coulter
Immunotech) mitgefuhrt. CD45 markierte alle Leukozyten, wohingegen CD14 als
Monozyten-spezifischer Antikérper fungierte. Die transgenen CHO-Zellen liel3en
sich mit keinem der beiden Antikdrper anfarben, so dass die Ansatze in der
anschlielenden durchflusszytometrischen Messung als eindeutig voneinander zu
trennende Populationen aufgezeichnet werden konnten. Die Titration der
Antikdrper sowie Zellfarbung als auch Analyse der Proben mit dem Programm

FACScan Research erfolgte wie bereits unter 2.3 erlautert.

2.6 Blockade der beteiligten Adhasionsmolekdle

Zur  Spezifizierung der  Wechselwirkung  zwischen dem  jeweiligen
Oberflachenrezeptor und Monozyten wurden die CHO-Zellen durch vorherige
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Inkubation mit dem erforderlichen Antikdrper blockiert. In einer weiteren

Versuchsreihe erfolgte die Blockade des jeweiligen Liganden auf Monozytenseite.

Die CHO-Zellen wurden vor Versuchsbeginn zweimal mit 0,5 ml PBS gewaschen.
Anschlieend wurden 0,2 ml Antikdrper-PBS-Lésung zu den Zellen pipettiert
(10 ng/ ml) und 15 min bei RT inkubiert. Nach erneutem Waschen wurden die
eingestellten Monozyten dazugegeben und es wurde wie bereits erwahnt
verfahren.

Bei Ansétzen, in denen monozytare Liganden zu blockieren waren, wurde der
jeweilige Antikorper direkt zu den eingestellten Zellen pipettiert (10 ng / ml). Im
Anschluss an die Inkubation (s.0.) wurde Uberschuissiger Antikérper durch erneute
Zentrifugation entfernt. Die Monozyten wurden erneut in dem erforderlichen

Volumen geldst und zu den CHO-Zellen gegeben.

Blockierende Antikorper:

CD106: Klon 51-10C9 IgG1 Maus anti-Human (Pharmingen)

CD49d: Klon HP2/1 1gG1 Maus anti-Human (Coulter Immunotech)
CD54: Klon 84H10 IgG1 Maus anti-Human (Coulter Immunotech)
CD62E: Klon BBIG-E4(5D11) IgG1 Maus anti-Human (R&D Systems)

2.7 Transmigrationsversuche

Neben der Adhasion von Monozyten an E-Selektin, ICAM-1 und VCAM-1, war es
Gegenstand  der vorliegenden  Untersuchungen, die Rolle dieser
Oberflachenrezeptoren bei der anschlieRenden Transmigration der Leukozyten zu

untersuchen.

Die transgenen Zellen wurden auf die Membraneinsétze einer Costar® 24 Loch-
Transwell-Platte (5 um Porengrol3e; Polycarbonat-Membran) pipettiert und diese

zur Kultivierung der Zellen in Lécher mit 1,5 ml Medium gestellt. Nach 48 h wurden



2. Material und Methoden 32

die Zellen in unbenutzte Locher mit 0,5 ml frischem Medium umgesetzt und dazu
0,2 ml Monozytensuspension (1 0 10° Zellen / ml) pipettiert. Die Transmigration
wurde fur drei Stunden ermdoglicht und unter dem Lichtmikroskop verfolgt. Zur
Attraktion der Monozyten waren dem Medium zuvor 50 ng/ ml MCP-1
(R&D Systems) als chemotaktischer Gradient zugesetzt worden. Im Anschluss an
den Versuch wurden die Filtereinsdtze mit den CHO-Zellen und verbliebenen
Monozyten entfernt. Die migrierten Monozyten wurden mittels Wright's Farbung

(Sigma) visualisiert und im Lichtmikroskop ausgezahlt.

MCP-1 Stammldsung: 10 ug / ml PBS

2.8 Inhibition der Zytoskelettverankerung durch Cytochalasin D

In weiterfihrenden Versuchen wurde die Rolle der Zytoskelettverankerung der
Oberflachenrezeptoren untersucht. Um den moglicherweise existierenden Kontakt
zu unterbrechen, waren die Zellen mit Cytochalasin D zu behandeln. Das
Ausscheidungsprodukt von Pilzen verhindert die Polymerisation von
Actinfilamenten und somit eine intakte Ausbildung des Zytoskeletts. Dies konnte
Einfluss auf die Verankerung der untersuchten Oberflachenrezeptoren haben.

Der Einfluss der Inhibition durch Cytochalasin D wurde sowohl in Adh&sions- als
auch in Transmigrationsversuchen untersucht. Die CHO-Zellen und Monozyten
wurden dafur wie bereits beschrieben fir die Versuche vorbereitet. Die transgenen
CHO-Zellen wurden vor Versuchsbeginn vier Stunden mit 50 ng / ml Cytochalasin
D inkubiert.

Cytochalasin D Stammlésung: 100 pg / ml Chloroform




2. Material und Methoden 33

2.9 Die Arbeit an humanen primaren Endothelzellen (HUVECS)

Zur Verifikation der Ergebnisse, die durch das CHO-Zellmodell erlangt wurden,
waren weiterhin Versuche an humanen Endothelzellen durchzufihren. Dieses
Modell zeichnet sich durch ein Zusammenspiel multipler Oberflachenrezeptoren

und ihrer Liganden aus.

2.10 Préaparation der Zellen aus Nabelschnurvenen

Die Endothelzellkulturen wurden durch Collagenaseperfusion von menschlichen
Nabelschnurvenen nach der Methode von Jaffe et al. (1973) und Gimbrone et al.
(1974) angelegt. Als Nachweis dienten Untersuchungen der Expression
endothelspezifischer Zelloberflachenantigene wie CD31 (Parks et al., 1985). Da
nicht immer genugend Material zur Verfigung stand, wurde alternativ auf
kommerziell erhéltiche HUVECs (PromoCell, Heidelberg, Deutschland)
zuruckgegriffen. Es wurden ausschlie3lich HUVECs aus der zweiten Passage fir
Versuche eingesetzt, um ein verandertes Verhalten von unterschiedlich oft
passagierten Kulturen ausschlief3en zu kdnnen.

Um Asepsis zu gewadhrleisten, wurden die Nabelschnurstiicke zunéchst 30 s in
70 % igen Ethanol gelegt. AnschlieRend wurde das Ende eines ca. 10 cm langen
Stuckes an eine 5 ml Plastikspritze gebunden und das GefaR mit 20 ml PBS
gespult, um Blutreste zu entfernen. Die Collagenaselosung (Sigma) wurde
solange eingefillt, bis sie am offenen Ende wieder austrat, woraufhin die Offnung
mit einer Klammer verschlossen wurde. Nach zehn Minuten Inkubationszeit bei RT
wurde die Klammer abgeschnitten und die Losung mit den darin befindlichen
Endothelzellen in einer Petrischale aufgefangen. Das Blutgefald wurde nochmals
mit 10 ml PBS durchspilt und das gesamte Volumen der Petrischale anschlieRend
funf Minuten bei 100 g zentrifugiert. Das Pellet wurde in Medium resuspendiert
und erneut zentrifugiert. Nach nochmaligem Waschen wurden die Zellen mit 10 ml
Medium in 75 cm? Zellkulturflaschen (Nunc) mit 0,5 % iger Gelatine-Beschichtung
bei 95 % Luftfeuchtigkeit und 5 % CO, im 37 °C Brutschrank inkubiert.
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Medium: ECGM 500 ml
ECGS/H 0,4 %
FKS 2%
EGF 0,1 ng/ ml
Hydrocortison 1pg/ml
Basic Fibroblast Factor 1ng/ml
Amphotericin B 50 ng/ ml
Gentamicin 50 pug / ml

2.11 Stimulation der HUVECs

Die Zellen wurden zur Stimulation mit 30 ng / ml IL-13 (R&D Systems) inkubiert.
Die Kinetiken der erwahnten Adhasionsmolekile wurden tber einen Zeitraum von
12 h in zweistindigem Abstand vermerkt und in der Durchflusszytometrie mit den

bereits erwdhnten Antikdrpern detektiert.

IL-13 Stammldsung: 1pg/mll% (w/v) BSA-PBS-Lésung

2.12 Adhasionsversuche: HUVECs + Monozyten

Die HUVECs wurden fiir Experimente in gelatinierte Costar® 24 Loch-Platten
pipettiert. Versuche fanden statt, wenn unter dem Mikroskop ein vollstandiger
Monolayer erkennbar war (48 - 72 h nach Aussaat), um eine Adhéasion der
Monozyten auf der Plastikoberflache auszuschlieRen. Die Aufbereitung der
Monozyten sowie die Versuchsanordnung bzw. —auswertung entsprachen den
Adhasionsversuchen zwischen stabilen CHO-Zelllinien und Monozyten. Im
Gegensatz dazu wurde die Mdoglichkeit zur Bildung von Aggregaten fur 15 min

gegeben.
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2.13 Transmigration von Monozyten durch eine HUVECs-
Zellschicht

Die Untersuchungen stimmten mit den Versuchen an transgenen CHO-K1 Zellen
Uberein. Die Endothelzellen wurden auf die Membraneinsatze einer
Costar® 24 Loch-Transwell-Platte pipettiert und bis zum Erreichen der Konfluenz
im Brutschrank inkubiert. Zu den HUVECs wurden 0,2 ml
Monozytensuspension (1 O 10° Zellen / ml) pipettiert und zur Attraktion der
Monozyten MCP-1 (R&D Systems) dazugegeben. Nach dreistiindiger
Transmigration wurden die migrierten Monozyten gefarbt und ihre Anzahl unter

dem Lichtmikroskop in einer Neubauer-Zahlkammer bestimmt.

2.14 Transfektion der Endothelzellen

HUVECs wurden in gelatinierten 24-Loch-Platten (Nunc) bzw. Costar® 24 Loch-
Transwell-Platten ausgesat und bis ca. 80 % Konfluenz inkubiert. Zu diesem
Zeitpunkt erfolgte die Einbringung von cd7/vcam mittels Adenovirus-assoziierter
Transfektion. Das Fusionsprotein, das zu diesem Zweck in den Vektor pTR-UF5
kloniert worden war, war zuvor zur Fertigstellung an die Firma Procorde, Planegg-
Martinsried, Deutschland, weitergeleitet worden, die infektiose Viren

synthetisierten.

Die Zellen wurden zunéchst mit PBS gewaschen, um Mediumrickstdnde und
Debris zu entfernen. Anschliel3end wurden die Endothelzellen zwei Stunden unter
normalen Zellkulturbedingungen mit 1 0 10° pfu / Loch inkubiert. Die Viruslésung
wurde entfernt und die Zellen nach Waschen mit PBS in 1,5 ml Medium / Loch fur
48 h kultiviert. Die erfolgreiche Infektion der Zellen erfolgte zum einem im
Fluoreszenzmikroskop, da der Vektor fur die Virusproduktion ebenfalls fir das
Gen gfp (green fluorescence protein) kodierte, und zum anderen durch Kontrolle
der CD7 Expression in der Durchflusszytometrie. Die darauffolgenden

Experimente wurden analog zu den Adhasions- und Transmigrationsversuchen
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unter 2.6 — 2.8 durchgefuhrt. Bei allen durchflusszytometrischen Versuchen
wurden CD7 und Isotypenkontrollen mitgefuhrt. Als interne Kontrolle dienten
Endothelzellen, die nur mit dem Originalvektor (incl. gfp) infiziert worden waren.

Damit konnten unspezifische Effekte durch die Infektion ausgeschlossen werden.

2.15 Nachweis der GFP-Expression in der Immunfluoreszenz

Bei allen Versuchen, die mit transfizierten HUVECs durchzufihren waren, wurden
zusatzlich Expressionskontrollen durchgefuhrt. Daflir wurden Glasplattchen in die
Vertiefungen von 24-Loch-Platten gelegt und anschlielend Endothelzellen wie
unter 2.14 beschrieben ausgesat und transfiziert.

Fur die Detektion der grinen Fluoreszenz wurden die Glasplattchen auf
Objekttrager gelegt, auf denen sich ein Tropfen Vectashield-Einbettungsmedium
fur die Immunfluoreszenz (Vector Laboratories) befand. Die Betrachtung erfolgte
unter dem Zeiss Axioplan Il Imaging und wurde anschlie3end mit dem Programm

AxioVision 3.0 ausgewertet.

2.16 Statistische Auswertung

Alle Experimente wurden dreimal in drei Parallelen durchgefihrt, wodurch die
Reproduzierbarkeit der Versuche sichergestellt wurde. Die Daten wurden als
arithmetische Mittelwerte plus Standardabweichung (+SD) dargestellt. Die Analyse
der Varianzen erfolgte mit ANOVA. Signifikanzen wurden mit dem zweiseitigen

Student’s t-Test berechnet.
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2.17 Allgemeine Techniken der Zellkultur

2.17.1 Zusammensetzung der Medien

Mit Ausnahme von a-MEM (Sigma) wurden alle Medien und Zusatze von Bio

Whittaker bezogen.

CHO-K1 | CHO-AAS8 | Monozyten
Medium DMEM |a-MEM |RPMI1640

Pen/Strep| 1% 1% 1%
L-Glutamin 1% 1% 1%
FCS 10 % 10 % 10 %
NEAA 1% | - | -

2.17.2 Beschichtung von Kulturgefal3en

Fur die Kultivierung der HUVECs mussten die ZellkulturgefaBe mit Gelatine

beschichtet werden.

1 % (w/v) Gelatineldsung: 1 g Gelatine / 100 ml Milli-Q-H,0O, autoklavieren

Der Boden der ZellkulturgefalRe wurde mit der sterilen Gelatinelosung bedeckt und
mindestens eine Stunde im Brutschrank inkubiert. Nach Entfernung der Losung

wurden die Gefal3e mit PBS gewaschen und bei 4 °C gelagert.

2.17.3 Zellzahlung durch den Trypanblau-Ausschlusstest

Zur Bestimmung der Zellzahl sowie zur Unterscheidung lebender und toter Zellen

wurden diese mit Trypanblau inkubiert. Wahrend vitale Zellen in der Lage sind,
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den Farbstoff auszuschlieBen und im mikroskopischen Bild hell erscheinen,
nehmen tote Zellen Trypanblau auf und sind tiefblau gefarbt.

Die Farbung wurde beim Aufteilen der Zellen durchgefuhrt. Dazu wurden 10 pl
Zellsuspension mit 10 ul 0,5 % (v/v) Trypanblaulésung (Sigma) gemischt und
5min bei RT inkubiert. AnschlieBend wurde die Losung in eine Neubauer-
Zahlkammer gegeben und unter dem Lichtmikroskop (Zeiss) ausgezahlt. Der

Prozentsatz an lebenden Zellen ergibt sich nach:

ungefarbte Zellen

% lebende Zellen = ungefarbte Zellen + gefarbte Zellen [ 100

2.17.4 Mycoplasmen-Test

Um eine Verfalschung der Ergebnisse durch Mycoplasmen-Kontamination
auszuschlieBen, wurden in regelmafRigen Abstanden Kontrollen durchgefuhrt
(Myco-plasma Detection Kit; Boehringer Mannheim). Das Testprinzip basierte auf
der ELISA-Technik und beinhaltete polyclonale Antikdrper zum Nachweis der am
meisten verbreiteten Mycoplasmen / Acholeplasmen-Spezies in der Zellkultur (M.
arginini, M. hyorhinis, M. laidlawii, M. orale). Fur alle im Rahmen dieser Arbeit
durchgefuihrten Versuche wurden ausschlie3lich Mycoplasmen-freie Kulturen

eingesetzt.

2.17.5 Aufteilung adharenter Zellen

CHO-Zellen wurden in 48-stiindigen Abstanden (80 - 90 % Konfluenz) aufgeteilt.
Die Zellen wurden hierfur zur Entfernung von Serumrickstanden mit 10 ml PBS
gewaschen und anschlie3end 1-5 min mit Trypsin-EDTA (Bio Whittaker) bei 37 °C
inkubiert. Nach Betrachtung der Zellen unter dem Mikroskop wurde die enzyma-

tische Wirkung des Trypsins durch Zugabe von serumhaltigem Medium inhibiert.
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Ein Teil des Volumens wurde weiterkultiviert (1 : 20 — 1 : 25), der Zelliberschuss
fur Versuche eingesetzt.

HUVECs wurden nach der Kultivierung bis ca. 90 % Konfluenz inkubiert und dann
fur die durchzufihrenden Versuche entsprechend ausgesat, so dass

ausschlief3lich Kulturen aus der zweiten Passage fur Versuche eingesetzt wurden.

2.17.6 Auftauen und Einfrieren von Saugerzellen

Von allen CHO-Zelllinien wurden Dauerkulturen angelegt, die bei Bedarf wieder
kultiviert werden konnten.

Zum Einfrieren wurden die Zellen nach dem Ablosen zentrifugiert und mit
2 010° Zellen / ml in DMSO-Einfriermedium (Gibco) resuspendiert. Jeweils 1 ml
wurde in Kryoréhrchen (Greiner) pipettiert und in Einfrierboxen bei —80°C
eingefroren. Nach 24 h konnten sie zur dauerhaften Lagerung in der Gasphase
Uber flussigem Stickstoff umgesetzt werden.

Das Auftauen erfolgte im 37°C Wasserbad. Das Volumen der Kryorohrchen wurde
anschlieBend in 50 ml Falcons mit 15 ml Auftaumedium (20 % FKS) Uberfihrt und
5 min mit 900 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, die Zellen in
15 ml Medium resuspendiert und in 75 cm? Zellkulturflaschen ausgeséat. Bei
Zellen, die unter Selektionsdruck gehalten wurden, konnte das entsprechende
Antibiotikum nach zwei Tagen zugesetzt werden. Ab diesem Zeitpunkt wurden alle
Zellen unter Wachstumsbedingungen mit 10 % FKS gehalten.

Bei allen Zelllinien wurde bei diesen Arbeiten und auf3erdem in regelméafiigen
Abstédnden die Expression des Transgens mit dem entsprechenden Antikorper
kontrolliert.
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2.18 Allgemeine Techniken der Bakterienkultur

2.18.1 Transformation

Kompetente E. coli wurden auf Eis aufgetaut und Aliquots von 100 pl in
vorgekuhlten 1,5 ml Reaktionsgefalen vorgelegt. Die Bakterien wurden mit 50 -
100 ng DNA fur 30 min auf Eis inkubiert. Anschliel3end erfolgte fur 60 s ein
Hitzeschock im Heizblock (Eppendorf) bei 42 °C, woraufhin die Bakterien zwei
Minuten auf Eis gelagert wurden. Die Ansatze wurden mit 0,9 ml SOC-Medium
(RT) versehen und eine Stunde bei 37 °C unter Schitteln mit 200 rpm inkubiert.
Jeweils 100 pl einer Verdiinnungsreihe (1072, 103, 10*) der Bakteriensuspension
wurden auf LB-Selektiv-Agarplatten ausgestrichen und tGber Nacht bei 37 °C im
Brutschrank inkubiert.

Bei allen Transformationen liefen Positiv- und Negativkontrollen mit. Fir
Positivkontrollen wurden Kontrollplasmide wie pUC 18 in die Zellen eingebracht,

wohingegen die Negativkontrollen nur aus dem jeweiligen E. coli-Stamm

bestanden.

SOC-Medium: Trypton 20g
Hefeextrakt 59
NacCl 0,59
0,25 M KCI 10 ml
2 M MgCl, 5ml
1 M Glucose 20 ml
agua dest ad 1000 ml

mit NaOH pH 7,0 einstellen, autoklavieren

LB-Agar: LB-Medium + 1,5 % (w / v) Agar, autoklavieren
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Antibiotika-Konzentrationen:

Antibiotikum Arbeitskonzentration (ug / ml) | Stammlésung (mg / ml)
Ampicillin (Amp) |50 50 in H,0O

Tetracyclin (Tet) |12,5 12,5 in Ethanol
Zeocin® 25 100 in H2O

2.18.2 Anzucht von Bakterien

Fur die Anzucht von E.coli wurden 5 ml LB-Selektiv-Medium mit einer einzelnen

Kolonie von einer frischen selektiven Agarplatte beimpft und acht bis zehn

Stunden unter Schiitteln (270 rpm) bei 37 °C inkubiert. Im nachsten Schritt wurden
100 ml LB-Selektiv-Medium mit 50 — 100 pl der Vorkultur beimpft und die Kultur
12 — 16 h bis zum Erreichen der frihen stationaren Phase unter Schutteln bei

37°C inkubiert.

mit NaOH auf pH 7,5 einstellen, autoklavieren

LB-Medium: Trypton 109
Hefeextrakt 59
NaCl 10q
agua dest ad 1000 ml

Low Salt" LB-Medium:  Trypton 109

Hefeextrakt 59
NaCl 59
aqua dest ad 1000 ml

mit NaOH auf pH 7,5 einstellen, autoklavieren
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2.18.3 Isolierung und Aufreinigung von Plasmid-DNA

Alle Arbeiten wurden mit Produkten der Firma Qiagen (Mini- bzw. EndoFree-Maxi-
Kit) durchgefuhrt, wobei die Herstellerprotokolle ohne Modifikation Gbernommen
werden konnten. Die Isolierung der Plasmid-DNA erfolgt durch alkalische Lyse der

Bakterien und basiert auf dem Verfahren von Birnboim & Doly (1979).

Nach Anzucht der Kulturen (s. 2.18.2) wurden die Bakterien in ein JA-10-Zentri-
fugenbecher (Nalgene) Uberfihrt und im entsprechenden Rotor (Beckman) bei
6000 x g fur 15 min bei 4 °C abzentrifugiert. Das Bakteriensediment wurde in
Resuspensionspuffer gelést und mit alkalischem Lysepuffer versetzt. Nach
funfmindtiger Inkubation bei Raumtemperatur wurde Neutralisierungspuffer zum
Lysat pipettiert, wodurch genomische DNA, Proteine und Zelltrimmer ausgefallt
wurden.  Zur  Aufreinigung wurde das  Bakterienlysat auf eine
Anionenaustauschersaule aufgetragen, die vorab mit Aquilibrierungspuffer
vorbereitet worden war. Die Plasmid-DNA band in diesem Schritt an die Matrix der
Saule, wahrend RNA, Proteine oder andere Kontaminationen die Saule
passierten. Anschlie3end wurde die DNA mittels Waschpuffer gereinigt und durch
Elutionspuffer von der Saule gelost. Das Eluat mit der Plasmid-DNA wurde mit 0,7
Volumen Isopropanol versetzt und sofort fir 30 min mit 15.000 x g bei 4 °C gefallt.
Nach Entfernung des Uberstands wurde das Eluat mit 5 ml 70 % igem Ethanol
gewaschen und erneut zehn Minuten zentrifugiert. Das Sediment mit der
Plasmid-DNA wurde daraufhin zehn Minuten an der Luft getrocknet und
abschlieRend in 50 — 200 pl TE-Puffer (pH 8) resuspendiert.

Resuspensionspuffer (P1): 50 mM Tris/HCI, pH 8,0
10 mM EDTA
1 pg/ml RNAse

Lysepuffer (P2): 200 mM NaOH
1% (w/v) SDS
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Neutralisierungspuffer (P3): 2,55 M KAc, pH 4,8

Aquilibrierungspuffer (QBT): 750 mM NaCl
50 mM MOPS, pH 7,0
15 % (v/v) Ethanol

Waschpuffer (QC): 1M NacCl
50 mM MOPS, pH 7,0
15 % (v/v) Ethanol

Elutionspuffer (QF): 12M NacCl
50 mM MOPS, pH 8,0
15 % (v/v) Ethanol

2.19 Konzentrationsbestimmung von Nucleinsaurelésungen

Die Konzentrationsbestimmung erfolgte in der Regel Uber die Messung der
optischen Dichte, da vorwiegend groBe Mengen Nucleinsédurelésungen
(mindestens 50 pg / ml) zur Verfugung standen. Die Konzentration errechnet sich

nach:

C [ug / mI] = ODyeo OV OF

¢ := Konzentration der Ausgangslosung

ODygp := optische Dichte bei 260 nm Wellenlange

V := Verdinnungsfaktor

F := Multiplikationsfaktor
(50; 40; 37; 20 bei dsDNA; RNA; ssDNA,; einzelstrangige
Oligonucleotide)
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Das Verhéltnis ODys : ODyg wurde ebenfalls ermittelt, um
Proteinverunreinigungen auszuschliel3en. Eine proteinfreie Nucleinsaurelésung
sollte ein Verhaltnis zwischen 1,8 und 2 aufweisen.

Um geringe Mengen quantifizieren zu kdnnen, wurde die Konzentration Uber ein
Agarosegel bestimmt. Ein Aliquot der Nucleinsaureldsung wurde gemeinsam mit
einer Verdunnungsreihe eines DNA-GroRenmarkers aufgetragen, von dem sowohl
Fragmentlange als auch Menge bekannt waren, so dass der optische Vergleich

eine Abschatzung der zu quantifizierenden Probe ermdglichte.

2.20 Restriktionsanalyse

Fur die Restriktion wurden 0,3 pg DNA mit 3 pl des erforderlichen Enzyms und
3 ul 10 ORestriktionspuffer (Roche) in 1,5 ml ReaktionsgefalRen gemischt und mit
H.O auf ein Volumen von 30 pl eingestellt. Der Verdau erfolgte fir 60 min bei der
erforderlichen Temperatur im Heizblock. Die linearen DNA-Fragmente wurden

anschlieBend in Agarosegelen analysiert.

2.21 Native Agarose-Gelelektrophorese fir DNA

Zur Herstellung eines 1 %igen Agarosegels wurde 1 g Agarose (Biorad) in 100 ml
1 OTAE-Puffer (Tris-Acetat-EDTA-Puffer) suspendiert und aufgekocht. Nachdem
die Losung auf 50 — 60 °C abgekuhlt war, wurde sie luftblasenfrei in die
Gelkammer gegossen (4 mm  Schichtdicke) und anschlielend die
Taschenschablone an der Kathodenseite eingesetzt. Ungefahr 30 — 60 min spater
war das Gel erstarrt und konnte fur die Elektrophorese eingesetzt werden.

Dazu wurde das Gel in die Elektrophoresekammer (Eurogentec) gelegt und mit
1 OTAE-Elektrophoresepuffer tiberschichtet. Jeweils 10 pl der Restriktionsansatze
plus 2 pl Farbmarker (Blue / Orange 6 [Loading Dye, Promega) wurden in die
Probentaschen eingebracht. Der DNA-Grol3enstandard (@X-174-RF DNA Hae lli

Digest bzw. Lambda DNA-Hind Ill Digest, Amersham Parmacia Biotech) wurde
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ebenfalls mit Farbmarker versetzt, mit H,O auf ein Gesamtvolumen von 12 pl
eingestellt und in die Probentaschen pipettiert. AnschlieBend wurde die
Elektrophorese solange durchgefuhrt, bis der Marker die erforderliche Strecke
zurtckgelegt hatte (ca. 30 min bei 100 V). Das Gel wurde daraufhin gefarbt und

dokumentiert.

50 OTAE-Elektrophoresepuffer: 2 M Tris-Base 242 g
1 M Essigsaure 57,1 ml
0,1 MEDTA pH 8,3 100 ml
aqua dest ad 1000 mi

2.22 Anfarbung von Nucleinsauren in Gelen mit Ethidiumbromid

und ihre Dokumentation

Die Agarosegele wurden nach der Elektrophorese kurz mit H,O abgespilt und
anschlieBend unter gelegentlichem Schitteln in Ethidiumbromid-Losung fur
10 - 15 min gefarbt.

Ethidiumbromid-Férbeldsung: 0,4 ml Ethidiumbromid-Stammlésung
(0,5 mg / ml) ad 400 ml H,O (finale Konzentra-
tion: 50 pug / ml)

Zur Dokumentation wurden die Gele bei durchscheinendem UV-Licht (302 nm) auf
einem Transilluminator (Vilber Lourmat) mit einer MP4-Polaroidkamera fotografiert
(Polaroid Schwarz-Weil3-Sofortbildfilm Type 667; ASA 3000).

2.23 Ligation

Vektor und Donor-DNA-Fragment wurden mit den  erforderlichen
Restriktionsenzymen geschnitten, elektrophoretisch aufgetrennt, gefarbt und
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dokumentiert. AnschlieRend wurden die gewlnschten Fragmente mit einem
Skalpell ausgeschnitten und nach Hersteller-Protokoll aufgereinigt (Qiagen Gel
Extraction Kit). Ein Teil der eluierten DNA (5 pl Insert-, bzw. 1 pl Vektor-DNA)
wurde erneut auf ein 1 % iges Agarose-Gel aufgetragen, um die Konzentration der
Fragmente abschéatzen zu kdénnen.

Vektor und Insert wurden im Verhdltnis 1 : 3 fur die Ligation eingesetzt. Die

erforderliche DNA-Menge des Inserts wurde nach folgender Formel ermittelt:

ng Vektor Okb GréRRe Insert Insert

kb GroRRe Vektor O molares Verhaltnis Vektor - ng Insert

Um eine Religation der Klonierungsvektoren auszuschlie3en, wurden sie vor der
Ligation mittels alkalischer Phosphatase aus Kalberdarm  (Roche)

dephosphoryliert.

Ligationsansatz:  Vektor DNA X ng (s.0.)
Insert DNA y ng (s.0.)
T4 Ligase (Weiss Units) lu (Roche)
Ligase 10 [JPuffer 1yl
agua dest ad 10 ul 16 h; 4 °C

Als Religationskontrolle wurden Ansétze pipettiert, die nur vektorielle,
dephosphorylierte DNA enthielten.

Die Plasmide wurden in die erforderlichen E.coli-Stamme (s. 2.25) transformiert
und auf LB-Selektiv-Platten ausgestrichen. Durch anschlieRende Mini- bzw.
Maxipraparation der Plasmid-DNA wurden ausreichende Mengen flr
Transfektionen und Sequenzanalysen synthetisiert.
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2.24 DNA-Sequenzanalyse

Alle im Rahmen dieser Arbeit durchgefthrten Klonierungen wurden durch
Sequenzanalysen auf Mutationen und ihre korrekte Klonierungsposition in
Vektoren untersucht. Die notwendigen Reaktionen wurden von MediGenomix
GmbH, DNA Analytics and Genomics, Planegg-Martinsried, Deutschland,
durchgefiihrt. Die Sequenzen wurden anschlielend mit verschiedenen Gen-
Datenbanken (NCBI, DKFZ, EMBL) mittels der udblichen Analyseprogramme
(FASTA, BLAST, etc.) verglichen.

2.25 Bakterienstamme

Stratagene:
» SCS 110 (Amplifikation von CD7/VCAM in pZeoSV): rpsL (Str) thr leu endA

thi-1 lacY galK galT ara tonA tsx dam dcm supE44 A(lac-proAB) [F' traD36
proAB lacl? ZAM15]

* XL1-Blue MRF* (pBS Il SK (+)): A(mcrA) 183 A(mcr-hsdSMR-mrr)173 endAl
SUpPE44 thi-1 recAl gyrA96 relAl lac /F’ proAB lacl? ZAM15 Tn10 (Tet)]

« Epicurian Coli® SURE® (CD7/VCAM in pTRE; pTet Off; pTRE; pTKHyg;
CD7/VCAM in pTR-UF5): e14 (McrA") A(mcrCB-hsdSMR-mrr)171 endAl
SUpE44 thi-1 gyrA96 relAl lac recB recJ sbcC umuC::Tn5 (Kan') uvrC [F’
proAB lacl? ZAM15 Tn10 (Tet")]

Invitrogen:
+ MC 1061/P3 (VCAM-1 in pcDNAI): F~ hsdR (r,”, mi') araD139 A(ara ABC

leu)7679 galU galK AlacX74 rpsL thi merB [P3: Kan® AmpR (am) Tet® (am)]
e Topl0 (pZeo SV2(+)): F mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) @80lacZAM15 AlacX74
deoR recAl araD139 A(ara-leu)7697 galU galK rpsL (Str) endAl nupG
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Clontech:
+ Dh5a (pDG; pTR-UF5): deoR, endAl, gyrA96, hsdR17(rk’, mk™), recAl, relAl,
SUpE44, thi-1, A(lacZYA-argFV169), @80dlacZAM15, F, A

2.26 Vektorkarten
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3. Ergebnisse

3.1 Bestimmung der Transgen-Expression von E-Selektin, ICAM-
1, VCAM-1 und CD7/VCAM in der Durchflusszytometrie

Die erfolgreiche Transfektion der CHO-Zellen mit vcam-1, icam-1, e-selektin und
cd7/vcam wurde in der Durchflusszytometrie ermittelt. Als Kontrolle dienten CHO-
K1 (CHO) bzw. CHO-AAS8 Zellen, die mit dem entsprechenden Antikérper gefarbt
worden waren, um eine unspezifische Bindung ausschlielRen zu kdnnen. Dariber
hinaus wurden Isotypen-Kontrollen fur den jeweiligen detektierenden Antikorper
eingesetzt, die ebenfalls dazu beitrugen, falsch-positive Klone nicht zu

berticksichtigen.

Bei allen Transfektionen konnten zahlreiche positive Klone ermittelt werden. Die
hier abgebildeten Histogramme der Transgen-Expression stehen daher nur

vertretend fur viele gen-positive Klone.

Isotypen-Kontrolle Isotypen-Kontrolle

30

CD7 FITC (Klon
WM31)

anti-VCAM-1 R-PE (Klon
51-10C9)

ol
AL

-

2ol i’ e 10 ' 0= 1 W
P lgreal FITG Biouia 151 PE



3. Ergebnisse 51

Isotypen-Kontrolle 3 &3 Isotypen-Kontrolle 4

CD7 FITC (Klon
WM31)

anti-ICAM-1
(Klon 15.2)

CD7 FITC (Klon WM31)
anti-E-Selektin (Klon BBIG-
i E5)

Sl

i 0= 1!
Houre kglal FITS Meuse glal G

7] 7]
i w

Abb. 3.1-4: Expression von CD7, VCAM-1, ICAM-1 und E-Selektin. Die
Oberflachenrezeptoren wurden mit FITC- und PE-gekoppelten Antikdrpern markiert und in
der Durchflusszytometrie detektiert.

Wie aus den Abb. 3.1-4 ersichtlich, war die jeweilige Transgen-Expression deutlich
von den Histogrammen der untransfizierten Zellen abgesetzt und somit
zweifelsfrei nachweisbar. Nur Klone, die dieses Kriterium erfillten, wurden fur die
weiteren Versuche eingesetzt. Darlber hinaus wurden alle Proteine durch

Western-Blotting nachgewiesen (nicht dargestellt).

3.2 Uberprifung des Tet Off M-Systems

Bei den Untersuchungen an VCAM-1 wurde das Tet-Off™ verwendet, das es
erlaubte, die Transkription des zu untersuchenden Gens cd7/vcam durch Zugabe
oder Entfernung des Antibiotikums Doxycyclin je nach Belieben an- und
auszuschalten. Zu Beginn der Arbeiten wurde dieses System daher zunachst auf
seine Funktionalitat untersucht. Es war zu ermitteln, ab welcher Konzentration
eine maximale Hemmung der Transkription erreicht werden konnte. Mit der

ermittelten Konzentration konnten weiterfihrende Untersuchungen durchgefuhrt
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werden, in denen die Zeitabhangigkeit der Transkriptionshemmung bestimmt

wurde.

3.2.1 Bestimmung der maximal hemmenden Doxycyclin-

Konzentration

Wie aus Abb. 3.5 ersichtlich, wurde die Zelllinie CHO-CD7/VCAM zunéchst Uber
einen Zeitraum von 48 h mit Konzentrationen zwischen null und 1000 ng / ml
Doxycyclin inkubiert und anschlieBend die Transgen-Expression in der FACS-
Analyse ausgewertet. Dabei zeigte sich, dass die CD7-Expression, die hier als
mittlere  Fluoreszenz wiedergegeben wurde, bereits bei Inkubation mit
0,001 ng / ml Doxycyclin gegenuber der Kontrolle (0 ng / ml) abnahm. Mit
steigender Konzentration des Antibiotikums liel3 sich die Transkription des Gens
zunehmend inhibieren, bis die maximale Hemmung bei einer Konzentration von

1 ng / ml Doxycyclin erreicht wurde.

Die Abhangigkeit der Genexpression von der zugesetzten Menge des
Antibiotikums war somit nachgewiesen. Demnach war eine Kontrolle der

cd7/vcam-Transkription durch das Tet Off M-System gegeben.

Alle darauffolgenden Versuche, die die Zeitabhangigkeit der
Transkriptionshemmung bzw. -induktion untersuchten, wie auch alle
Funktionsanalysen, bei denen eine Hemmung der Transkription von cd7/vcam

gefragt war, wurden fortan mit 1 pg / ml Doxycyclin durchgefihrt.
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Abb. 3.5: Kontrolle des Tet Off M-Systems durch Doxycyclin. Die Zelllinie CHO-CD7/VCAM
wurde 48 h mit unterschiedlichen Konzentrationen Doxycyclin inkubiert und anschlieend in der

Durchflusszytometrie auf CD7-Expression untersucht. Vertikale Balken: Standardfehler

3.2.2 Induktion und Hemmung der Transgen-Expression durch
Doxycyclin im Tet Off™M-System

Im folgenden wurde zunéchst die Induktion der Transgen-Transkription ermittelt.
Die Abb 3.6 zeigt, dass die CD7-Expression bereits 24 h nach Entfernung des
Antibiotikums wieder signifikant zunahm. Aus dem weiteren Verlauf der Kurve

lasst sich ablesen, dass die Transkription immer weniger reprimiert wurde und sich
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der maximalen CD7-Expression naherte. Nach 48 h war wieder die maximale

CD7-Expression erreicht.

600 =

500 +
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300
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Inkubationsdauer nach Entfernung von Doxycyclin [h]

Abb. 3.6: Zeitliche Abnahme der Doxycyclin-Wirkung im Tet Off ™M-System: Induktion der
CD7-Transkription. Die Zelllinie CHO-CD7/VCAM wurde mit 1 pg / ml Doxycyclin inkubiert, das 0

bis 48 h vor dem Messzeitpunkt entfernt wurde. Die CD7-Expression wurde

Durchflusszytometrie ermittelt. Vertikale Balken: Standardfehler

in der

Die Untersuchungen uber die zeitliche Abhéngigkeit der Transkriptionshemmung

fuhrten zu vergleichbaren Ergebnissen (Abb. 3.7). Auch hier konnte gezeigt

werden, dass ein Zusammenhang zwischen der Inkubationsdauer mit Doxycyclin
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und der CD7-Expression bestand. Bereits nach 12-stiindiger Inkubation mit
Doxycyclin ging die Expression deutlich zurick und erreichte nach 30 h ihre

maximale Inhibition.
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Abb. 3.7: Kontrolle des Tet Off™-Systems durch Doxycyclin: Hemmung der CD7
Transkription. Die Zelllinie CHO-CD7/VCAM wurde mit 1 ug / ml Doxycyclin inkubiert, das 0 bis
48 h vor dem Messzeitpunkt zugesetzt wurde. Die CD7-Expression wurde in der

Durchflusszytometrie ermittelt. Vertikale Balken: Standardfehler

Aufgrund der in dieser Versuchsreihe erlangten Ergebnisse wurden fortan alle

Untersuchungen, die unter Verwendung des Tet Off’™M-Systems stattfanden und
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eine  Hemmung der Transgen-Transkription erforderten, nach 48-stiindiger

Inkubation mit Doxycyclin durchgefihrt.

3.2.3 Uberprufung des Tet Off ™-Systems bei der doppelt
transgenen Zelllinie CHO-CD7/VCAM&VCAM-1

Nachdem die Zelllinie CHO-CD7/VCAM mit vcam-1 transfiziert worden war, wurde
zunachst untersucht, ob das Tet Off M-System anschlie3end noch funktionsfahig
war. Die Zellen wurden hierzu wie bereits beschrieben inkubiert und die CD7 bzw.
VCAM-1 Expression durchflusszytometrisch bestimmt. Als Kontrollen wurden
unbehandelte CHO-CD7/VCAM&VCAM-1, CHO-AA8 bzw. CHO/VCAM-1

eingesetzt.

Auch nach der Transfektion mit vcam-1 unterlag die cd7-Transkription der
Kontrolle durch das Tet Offi™M-System (Abb. 3.8). Ferner zeigten die
Untersuchungen, dass das Antibiotikum keinen Einfluss auf die VCAM-1
Expression ausubte. Damit war sichergestellt, dass die Transfektion mit vcam-1
oder die Inkubation mit dem Antibiotikum keine unerwinschten Nebeneffekte

ausulbten.
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Abb. 3.8: Uberpriifung des Tet Off M-Systems in CHO-CD7/VCAM&VCAM-1. Die Zellen wurden
48 h mit 1 pg / ml Doxycyclin inkubiert. Die CD7 und VCAM-1 Expression wurden in der
Durchflusszytometrie bestimmt. Untersuchte Zelllinien: V&V: CHO-CD7/VCAM&VCAM-1; V&V
Dox: Inkubation von CHO-CD7/VCAM&VCAM-1 mit Doxycyclin. Vertikale Balken: Standardfehler
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3.3 Untersuchungen an dem Oberflachenrezeptor VCAM-1

3.3.1 Adhé&sion der Monozyten an VCAM-1

Der Einfluss von CD7/VCAM auf die VCAM-1 vermittelte Monozytenadhasion
konnte durch das Tet Off™-System direkt untersucht werden. Als Kontrolle wurde
neben CHO-AA8 aulRerdem eine Zelllinie mit stabil integriertem VCAM-1
untersucht (CHO/VCAM-1), um dadurch einen moglicherweise bestehenden
unspezifischen Effekt des Tet OffT™M-Systems auf die Monozytenadhasion

aufdecken zu kénnen.

Die Auswertung der FACS-Analysen zeigte, dass bei den Zellen der Linie
CHO-AA8 im Mittel 5,35 % Monozyten adhariert waren (Abb. 3.9). Vergleichbare
prozentuale Anteile von Monozyten wurden fir CHO-CD7/VCAM verzeichnet.
Diese Zelllinie, die sowohl mit als auch ohne exprimiertem Fusionsmolekul
untersucht wurde, wies mit durchschnittlich 2,88 (ohne Doxycyclin) bzw. 3,71 %
(mit Doxycyclin) gebundenen Monozyten Kkeine statistisch signifikanten
Unterschiede zu der CHO-AA8 Kontrolle auf. Dadurch konnte ausgeschlossen
werden, dass die Transfektion von CHO-AA8 mit cd7/vcam einen unspezifischen
Effekt auf die Leukozytenadh&sion austbte. Ein Einfluss des Doxycyclin konnte
ebenfalls nicht festgestellt werden.

Die Adhasion von Monozyten an Doxycyclin-behandelte Zellen von CHO-
CD7/VCAM&VCAM-1 war demgegeniuber um ein Vielfaches erhoht. Aufgrund der
Kontrollen kann dies dem Oberflachenrezeptor VCAM-1 zugeschrieben werden.
Bei diesen Zellen war die Transkription von cd7/vcam durch das Antibiotikum
inhibiert. Im Gegensatz zu dem prozentualen Anteil von durchschnittlich 6,97 %
adharenten Monozyten bei CD7/VCAM-exprimierenden Zellen dieser Zelllinie
wurden von CHO-CD7/VCAM&VCAM-1 Dox im Mittel 32,2 % gebunden. Die
statistische Analyse bestatigte diesen Unterschied mit hoher Signifikanz
(p <0,001).

Durch den Vergleich mit CHO/VCAM-1 wurde diese Beobachtung weiter belegt.
Mit durchschnittlich 27,18 % adharierenden Monozyten wies CHO/VCAM-1 in der
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statistischen Analyse ebenfalls hochsignifikante Differenzen (p < 0,001) zu den

Kontrollen auf, aber keine Unterschiede gegenuber CHO-CD7/VCAM&VCAM-1

Dox.
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Abb. 3.9: Adhéasion von Monozyten an CHO-AA8, CHO-CD7/VCAM, CHO-CD7/VCAM&VCAM-
1 bzw. CHO/VCAM-1. Der Prozentsatz der gebundenen Monozyten wurde in der
Durchflusszytometrie ermittelt. Untersuchte Zelllinien: CD7/VCAM: CHO-CD7/VCAM; CD7/VCAM
Dox: Inkubation von CHO-CD7/VCAM mit Doxycyclin; V&V: CHO-CD7/VCAM&VCAM-1; V&V Dox:
Inkubation von CHO-CD7/VCAM&VCAM-1 mit Doxycyclin. Vertikale Balken: Standardfehler
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Demnach konnte der Oberflachenrezeptor VCAM-1 nur dann die Adhasion von
Monozyten vermitteln, wenn das Fusionsprotein nicht exprimiert wurde. Die
Bindung von Monozyten, die ansonsten Uber VCAM-1 erfolgte, konnte somit
erfolgreich durch CD7/VCAM gehemmt werden.

3.3.2 Hemmung der Monozytenadhéasion durch anti-VCAM-1

Die Bindung der Monozyten an VCAM-1 war weiter zu spezifizieren. Dafur wurde

der Rezeptor vor Zugabe der Monozyten mit anti-VCAM-1 blockiert.

Die Kontrollansatze bestanden aus CHO-CD7/VCAM, die mit Doxycyclin inkubiert
worden waren. Unblockierte und VCAM-1-blockierte Ansétze dieser Zelllinie
wiesen im Mittel 8,27 (unblockiert) bzw. 6,05 % (anti-VCAM-1) adharente
Monozyten auf (Abb. 3.10). Die Inkubation mit dem Antikdrper konnte in diesen
Ansétzen demnach keine Abnahme der aggregierten Monozyten bewirken.
Ahnliche prozentuale Anteile adharierender Monozyten zeigten sich bei Zellen von
CHO-CD7/VCAM&VCAM-1, die ohne Doxycyclin-Inkubation fir die Versuche
eingesetzt worden waren und somit das Fusionsmolekll exprimieren konnten.
Gegenuber den unblockierten Ansétzen mit durchschnittlich 6,7 % Monozyten
hatten hier die blockierten Zellen im Mittel zwar 8,12 % Monozyten gebunden,
aber bei der Analyse mit dem Student's t-Test lieBen sich ebenfalls keine
statistisch signifikanten Unterschiede ermitteln.

Anders verhielt es sich mit CHO-CD7/VCAM&VCAM-1, die aufgrund der
Inkubation mit dem Antibiotikum nicht in der Lage waren, CD7/VCAM zu
exprimieren. An unblockierten Zellen wurden hier im Mittel 33,85 % Monozyten
gebunden, ein deutlicher Unterschied zu allen anderen Ansatzen. Diese
Beobachtung wurde mit 0,1 % iger Irrtumswahrscheinlichkeit in der statistischen
Analyse belegt. Auf gleichem Signifikanzniveau konnten fur diese Zelllinie
Aussagen Uber den Unterschied zwischen unblockierten und blockierten Ansatzen
getroffen werden. Bei vorheriger Blockade durch anti-VCAM-1 sank der

Prozentsatz der adharenten Monozyten auf durchschnittlich 9,28 %.
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Demnach konnte gezeigt werden, dass die Bindung der Monozyten an die
transgenen CHO-Zellen, die in dieser Versuchsreihe verzeichnet wurde, Uber den
Oberflachenrezeptor VCAM-1 erfolgte. Die Blockade mit anti-VCAM-1 und der
damit einhergehende Rickgang der gebundenen Monozyten bekraftigten somit

die Ergebnisse der vorhergehenden Versuchsreihe.
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Abb. 3.10: Adhasion von Monozyten an CHO-CD7/VCAM und CHO-CD7/VCAM&VCAM-1. Vor
Zugabe der Monozyten waren die Ansatze im entsprechenden Experiment mit anti-VCAM-1
inkubiert worden. Der Prozentsatz der gebundenen Monozyten wurde in der Durchflusszytometrie
ermittelt. Untersuchte Zelllinien: CD7/VCAM Dox: Inkubation von CHO-CD7/VCAM mit Doxycyclin;
V&V: CHO-CD7/VCAM&VCAM-1; V&V Dox: Inkubation von CHO-CD7/VCAM&VCAM-1 mit
Doxycyclin. Vertikale Balken: Standardfehler
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3.3.3 Hemmung der VCAM-1 vermittelten Monozytenadhdasion auf

leukozytarer Seite

Zur weiteren Spezifizierung wurde der Ligand VLA-4 (CD49d/CD29) von VCAM-1
vor Zugabe der Monozyten mit anti-CD49d blockiert.

Durch diese Versuchsreihe konnte die Bindung Uber VCAM-1 weiter belegt
werden, zeigten sich doch vergleichbare Ergebnisse wie bei vorheriger Blockade
der Zellen mit anti-VCAM-1 (Abb. 3.11). Die Kontrollansatze aus CHO-
CD7/VCAM, die mit Doxycyclin inkubiert worden waren, wiesen im Mittel
unblockiert 5,55 %, bzw. blockiert 4,63 % Monozyten auf. Die Werte fur CHO-
CD7/VCAM&VCAM-1, die ohne Antibiotika-Behandlung eingesetzt wurden,
unterschieden sich davon nicht (unblockiert: 8,2 % bzw. blockiert 9,22 %
adharente Monozyten). Auch blockierte Ansatze von CHO-CD7/VCAM&VCAM-1
mit transkribiertem Fusionsmolekil wichen mit 8,64 % Monozyten nicht von den
bereits beschriebenen Kombinationen ab.

Alleinige Expression von VCAM-1 bei CHO-CD7/VCAM&VCAM-1 unter Doxy-
cyclin fihrten zu abweichenden Ergebnissen. Die unblockierten Zellen dieser Linie
zeigten mit durchschnittich 36,97 % adharenten Monozyten deutliche
Unterschiede, die in der statistischen Analyse mit hoher Signifikanz (p < 0,001)
bestétigt wurden. Die Blockade des Liganden mit anti-CD49d erzielte eine ebenso
effektive Verminderung der Monozytenadhéasion wie die Inkubation der Zelllinie
CHO-CD7/VCAM&VCAM-1 Dox mit anti-VCAM-1.
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Abb. 3.11: Adhasion von Monozyten an CHO-CD7/VCAM und CHO-CD7/VCAM&VCAM-1. Vor
Zugabe der Monozyten waren die Ansatze im entsprechenden Experiment mit anti-CD49d inkubiert
worden. Der Prozentsatz der gebundenen Monozyten wurde in der Durchflusszytometrie ermittelt.
Untersuchte Zelllinien: CD7/VCAM Dox: Inkubation von CHO-CD7/VCAM mit Doxycyclin; V&V:
CHO-CD7/VCAM&VCAM-1; V&V Dox: Inkubation von CHO-CD7/VCAM&VCAM-1 mit Doxycyclin.
Vertikale Balken: Standardfehler
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3.3.4 Adhasion von Monozyten an den Oberflachenrezeptor
VCAM-1 nach Cytochalasin D Behandlung

Der Oberflachenrezeptor VCAM-1 sollte in der vorliegenden Arbeit weiterhin auf
seine Verankerung im Zytoskelett der Zelle untersucht werden. Zu diesem Zweck
waren die Zellen mit Cytochalasin D zu behandeln, wodurch die Polymerisation
von Actinfilamenten und somit die Ausbildung eines intakten Zytoskeletts
verhindert wurde. Es sollte die Hypothese geprift werden, ob eine fehlende

Bindung des Rezeptors an diese Strukturen seine Funktionalitat beeintrachtigt.

Die Behandlung der Kontroll-Ansatze (CHO-AA8, CHO-CD7/VCAM [Dox]) mit
Cytochalasin D hatte keinen Einfluss auf den Prozentsatz der gebundenen
Monozyten (Abb. 3.12). Die Anteile bewegten sich bei CHO-AA8 und CD7/VCAM
(eweils mit und ohne vorherige Behandlung mit Cytochalasin D) im Mittel
zwischen 5,10 und 7,11 % gebundenen Monozyten. Zellen von CHO-
CD7/VCAM&VCAM-1, die ohne Doxycyclin-Inkubation CD7/VCAM exprimieren
konnten, hatten unbehandelt durchschnittlich 7,08 %, bzw. Cytochalasin D
behandelt 6,47 % Monozyten gebunden. Auch hier ergab sich kein signifikanter
Unterschied.

Die VCAM-1 Zelllinie, die mit Doxycyclin inkubiert worden war, zeigte jedoch
gegenuber allen anderen Ansatzen hochsignifikante Unterschiede (p < 0,001). Die
Cytochalasin D Behandlung bewirkte hier eine Abnahme der gebundenen
Monozyten von durchschnittlich 26,17 % auf 6,2 % und glich sich dadurch den

prozentualen Werten der Kontrollen an.

Es konnte demnach gezeigt werden, dass VCAM-1 nach Cytochalasin D
Behandlung nicht mehr in der Lage war, die Monozytenadhasion zu vermitteln. Fur
einen funktionsfahigen VCAM-1 Rezeptor scheint die Verankerung im Zytoskelett
unabkémmlich zu sein. Die Behandlung von CHO-CD7/VCAM&VCAM-1 Zellen mit
Cytochalasin D, die nur den nativen Oberflachenrezeptor exprimierten, hatte
demnach einen vergleichbaren Effekt wie die Expression des Fusionsproteins
CD7/VCAM (Abb. 3.9): In beiden Fallen ging die Monozytenadh&sion mit stati-
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stisch hoher Signifikanz zurtick. Demzufolge konkurrierte CD7/VCAM mit VCAM-1
um Bindungsstellen zum Actinskelett und verhinderte dadurch die Adhasion von

Monozyten, die ansonsten Uber den Oberflachenrezeptor erfolgte.
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Abb. 3.12: Aggregate von Monozyten und CHO-AA8, CHO-CD7/VCAM bzw. CHO-
CD7/VCAM&VCAM-1. Die Zellen wurden in den erforderlichen Ansatzen vor Zugabe der
Monozyten mit Cytochalasin D inkubiert. Der Prozentsatz der gebundenen Monozyten wurde in der
Durchflusszytometrie ermittelt. Untersuchte Zelllinien: CD7/VCAM: CHO-CD7/VCAM; CD7/VCAM
Dox: Inkubation von CHO-CD7/VCAM mit Doxycyclin; V&V: CHO-CD7/VCAM&VCAM-1; V&V Dox:
Inkubation von CHO-CD7/VCAM&VCAM-1 mit Doxycyclin. Vertikale Balken: Standardfehler
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3.3.5 VCAM-1 vermittelte Transmigration von Monozyten

Neben der Adh&sion war zu untersuchen, inwieweit der Oberflachenrezeptor
VCAM-1 an der Transmigration von Monozyten beteiligt ist. Durch Antikérper-
Blockade wurde die Spezifitdit weiter aufgeklart. Des weiteren wurde durch
Behandlung der VCAM-1 exprimierenden Zellen mit Cytochalasin D ermittelt,
inwieweit die Verankerung des Rezeptors an actinhaltige Strukturen bei diesem
Prozess eine Rolle spielte.

Zunachst wurde die Transmigration durch eine VCAM-1 exprimierende Zellschicht
untersucht. Wie aus Abb. 3.13 ersichtlich, konnten bei den Kontrollansatzen aus
CHO-AAS lediglich 4,17 % der eingesetzten Monozyten die Zellschicht passieren.
Die weiterhin zur Kontrolle und Spezifizierung eingesetzte Zelllinie CHO-
CD7/VCAM, die mit und ohne Doxycyclin-Inkubation untersucht wurde, wies in
den unbehandelten Ansatzen 2,71 %, und in den Doxycyclin-Ansatzen 3,26 %
migrierte Monozyten auf. Die statistische Auswertung zeigte, dass zwischen den
drei genannten Kontrollen keine Unterschiede auf statistisch signifikantem Niveau
erkennbar waren und bestatigte, dass die Transfektion mit dem Konstrukt
cd7/vcam bzw. die Inkubation mit Doxycyclin keinen Einfluss auf die
Penetrierbarkeit der Zellschicht oder die Transmigration der Monozyten ausubte.

Die Ansatze der Zelllinie CHO-CD7/VCAM&VCAM-1, die mit Doxycyclin inkubiert
wurden und somit das Fusionsprotein nicht exprimieren konnten, zeigten
demgegenuber mit durchschnittich 17,61 %  migrierten  Monozyten
hochsignifikante Unterschiede zu den Kontrollen (p < 0,001). Mit den
unbehandelten Ansatzen dieser Zelllinie, die im Mittel 3,07 % Monozyten
penetrieren lieRen, konnte gezeigt werden, dass CD7/VCAM die VCAM-1

vermittelte Transmigration von Monozyten verhinderte.
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Abb. 3.13: Transmigration der Monozyten durch Zellschichten von CHO-AA8, CHO-
CD7/VCAM und CHO-CD7/VCAM&VCAM-1. Der Prozentsatz der migrierten Monozyten wurde
mikroskopisch in einer Neubauer-Zahlkammer ermittelt. Untersuchte Zelllinien: CD7/VCAM: CHO-
CD7/VCAM; CD7/VCAM Dox: Inkubation von CHO-CD7/VCAM mit Doxycyclin; V&V: CHO-
CD7/VCAM&VCAM-1; V&V Dox: Inkubation von CHO-CD7/VCAM&VCAM-1 mit Doxycyclin.
Vertikale Balken: Standardfehler
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3.3.6 Blockade des Rezeptors mit anti-VCAM-1 in

Transmigrationsversuchen

Um die Aufgaben des endothelialen Oberflachenrezeptors weiter aufzuklaren,
wurden Transmigrationsversuche durchgefuhrt, bei denen VCAM-1 durch
vorherige Inkubation mit anti-VCAM-1 blockiert worden war.

Bei den Kontrollen ([blockierte] CHO-AA8 bzw. CHO-CD7/VCAM&VCAM-1)
konnten durchschnittlich nur zwischen 3,06 und 3,54 % der eingesetzten
Monozyten durch die Zellschicht migrieren (Abb. 3.14). Im Gegensatz dazu
wurden ohne Blockade bei CHO-CD7/VCAM&VCAM-1 Dox im Mittel 17,71 %
migrierte Monozyten ermittelt. In denjenigen Ansatzen, bei denen diese Zelllinie
zuvor mit anti-VCAM-1 behandelt worden war, lie sich der Prozentsatz der
Monozyten auf 3,75 % senken, ein Wert, der sich von den Kontrollen nicht
signifikant unterschied. Die prozentualen Anteile an migrierten Monozyten bei
unblockierten, Doxycyclin-inkubierten CHO-CD7/VCAM&VCAM-1 Zellen
unterschieden sich in der statistischen Analyse auf hochsignifikantem Niveau von
allen Ubrigen Ansatzen (p < 0,001). Somit war die VCAM-1 vermittelte

Transmigration von Monozyten weiter belegt und spezifiziert worden.
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Abb. 3.14: Transmigration der Monozyten durch Zellschichten von CHO-AA8 und
CD7/VCAM&VCAM-1. Vor Zugabe der Monozyten waren die erforderlichen Anséatze mit anti-
VCAM-1 inkubiert worden. Der Prozentsatz der migrierten Monozyten wurde in einer Neubauer-
Zadhlkammer ermittelt. Untersuchte Zelllinien: V&V: CHO-CD7/VCAM&VCAM-1; V&V Dox:
Inkubation von CHO-CD7/VCAM&VCAM-1 mit Doxycyclin. Vertikale Balken: Standardfehler
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3.3.7 Hemmung der VCAM-1 vermittelten Transmigration von

Monozyten durch Cytochalasin D

Es war des weiteren aufzuklaren, inwieweit die Zytoskelettverankerung von
VCAM-1 auch bei der Transmigration eine Rolle spielt.

Konnten in Abwesenheit von Cytochalasin D bei Zellen der Linie CHO-CD7/VCAM
&VCAM-1 Dox noch 18,06 % der eingesetzten Monozyten die Zellschicht
passieren, so waren es bei den mit dem Inhibitor behandelten Ansatzen im Mittel
nur noch 4,45 % (Abb. 3.15). Die Inkubation mit Cytochalasin D verminderte somit
den Prozentsatz der migrierten Monozyten auf vergleichbare Werte der Kontrollen
CHO-AA8 und CHO-CD7/VCAM&VCAM-1 (jeweils etwa 3 % Monozyten). Die
statistische Analyse bestétigte, dass zwischen den drei letztgenannten Ansatzen
keine signifikanten Unterschiede vorlagen. Dartber hinaus konnten keine
Unterschiede zwischen den unbehandelten bzw. Cytochalasin D inkubierten
Kontrollen festgestellt werden, so dass ein unspezifischer Effekt des Cytochalasin
D ausgeschlossen werden konnte. Der Oberflachenrezeptor VCAM-1 bendtigte
demzufolge auch fir die Vermittlung der Transmigration von Monozyten die

Verankerung an actinhaltigen Zytoskelettstrukturen.

Mit den Ergebnissen, die unter 3.3 wiedergegeben sind, konnte gezeigt werden,
dass VCAM-1 fur die Vermittlung der Adhasion und der Transmigration von
Monozyten eine Verankerung im actinhaltigen Zytoskelett bendétigte. Diese
Bindung wurde durch Einschleusung des Fusionsproteins verhindert, so dass der
Oberflachenrezeptor VCAM-1 seine Aufgaben bei der Monozytenrekrutierung
nicht mehr wahrnehmen konnte. Die Zerstérung des Actinskeletts durch
Cytochalasin D fuhrte somit letztlich zur selben Konsequenz wie die Verdrangung
von VCAM-1 durch das Fusionsprotein CD7/VCAM.
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Abb. 3.15: Transmigration der Monozyten durch Zellschichten von CHO und CHO-
CD7/VCAM&VCAM-1. Vor Zugabe der Monozyten waren die erforderlichen Ansétze mit
Cytochalasin D inkubiert worden. Der Prozentsatz der migrierten Monozyten wurde mikroskopisch
in einer Neubauer-Zahlkammer ermittelt. Untersuchte Zelllinien: V&V: CHO-CD7/VCAM&VCAM-1;

V&V Dox: Inkubation von CHO-CD7/VCAM&VCAM-1 mit Doxycyclin. Vertikale Balken:
Standardfehler
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3.4 Untersuchungen an dem Oberflachenrezeptor ICAM-1

3.4.1 ICAM-1 vermittelte Adhasion von Monozyten

Die transgene Zelllinie CHO/ICAM-1 wies bei Aggregationsversuchen im Mittel
54,23 % gebundene Monozyten auf (Abb. 3.16). Gegenuber der Kontrolle, bei der
durchschnittlich 9,14 % Monozyten aggregierten, liegt mit einer Irrtumswahr-
scheinlichkeit von 0,1 % ein deutlicher Unterschied vor. Die Bindung der
Leukozyten durch den endothelialen Oberflachenrezeptor ICAM-1 (CD54) konnte
des weiteren durch Blockade mit anti-ICAM-1 naher belegt werden. In diesen
Ansatzen war es mdoglich, den Prozentsatz der gebundenen Monozyten auf
durchschnittlich 11,07 % zu senken. Die statistische Analyse bestatigte den Effekt
der Blockade bei dieser Zelllinie (p < 0,001) und belegte des weiteren, dass keine
Unterschiede zwischen untransfizierten CHO-Zellen und Antikdrper-blockierten
CHO/ICAM-1 vorlagen. Hiermit wurde eine ICAM-1 vermittelte Bindung von
Monozyten nachgewiesen.
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Abb. 3.16: Adhasion von Monozyten an CHO und CHO/ICAM-1. Vor Zugabe der Monozyten
waren die Ansatze im entsprechenden Experiment mit anti-ICAM-1 inkubiert worden. Der
Prozentsatz der gebundenen Monozyten wurde in der Durchflusszytometrie ermittelt. Untersuchte
Zelllinien: CHO/ICAM-1 CD54: anti-ICAM-1 blockierte CHO/ICAM-1. Vertikale Balken:
Standardfehler
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3.4.2 Vergleich der Monozytenadhasion an die transgenen
Zelllinien CHO/ICAM-1 und CHO/ICAM-1&CD7/VCAM

Im weiteren Verlauf war zu untersuchen, ob das Fusionsprotein die ICAM-1

vermittelte Adhasion von Monozyten beeinflusste.

CHO/ICAM-1 hatten in dieser Versuchsreihe im Mittel 29,95 % Monozyten
gebunden (Abb. 3.17). Die Zellen, die zusatzlich das Fusionsmolekul exprimierten,
wiesen durchschnittlich 27,3 % Monozyten auf, so dass die statistische Analyse
der Daten wie zu erwarten keine Unterschiede zwischen den Zelllinien nachwies.
Gegenuber der Kontrolle (7,14 % Monozyten) wiesen beide hochsignifikante
Unterschiede auf (p < 0,001). Das Fusionsprotein CD7/VCAM bedingte demnach
bei CHO/ICAM-1 keine Abnahme der gebundenen Monozyten.
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3.4.3 Inhibition der ICAM-1 Zytoskelettverankerung durch
Cytochalasin D

Die folgenden Untersuchungen sollten die Zytoskelettverankerung von ICAM-1
aufklaren. Zunachst wurde hierzu der Prozentsatz der gebundenen Monozyten an
CHO/ICAM-1 ermittelt, die mit und ohne Cytochalasin D Behandlung eingesetzt
wurden. In einer weiterfihrenden Versuchsreihe wurden CHO/ICAM-1&
CD7/VCAM damit verglichen.

Die Behandlung von CHO/ICAM-1 mit Cytochalasin D bewirkte, dass gegenuber
unbehandelten Zellen der Prozentsatz der adharenten Monozyten von im Mittel
51,91 % auf 9,96 % zuriickging (Abb. 3.18). Vergleichbare prozentuale Anteile von
Monozyten fanden sich bei den untransfizierten CHO-Zellen (durchschnittlich 7,87
bzw. 6,43 % Monozyten nach Cytochalasin D Behandlung). Die Analyse im
Student's t-Test bestatigte, dass zwischen CHO und CHO/ICAM-1
hochsignifikante Unterschiede vorlagen (p < 0,001) und belegte mit einer
Irrtumswabhrscheinlichkeit von 0,1 %, dass die Cytochalasin D Behandlung die
ICAM-1 vermittelte Adh&asion von Monozyten verhinderte. Demnach benotigte der
Oberflachenrezeptor ICAM-1, um seine Funktion bei der Leukozytenadh&sion
ausuben zu kdnnen, ebenso wie VCAM-1 eine Bindung an actinhaltige Strukturen
des Zytoskeletts.

Die prozentualen Anteile von Monozyten, die an die Zelllinie CHO/ICAM-1&
CD7/VCAM gebunden hatten (durchschnittlich 36,52 % Monozyten), wichen nicht
von CHO/ICAM-1 (im Mittel 35,06 % Monozyten) ab (Abb. 3.19). Die Behandlung
beider Zelllinien mit Cytochalasin D bewirkte eine Abnahme der Monozyten
(CHO/ICAM-1&CD7/VCAM: durchschnittlich 5,56 % bzw. CHO/ICAM-1: 5,84 %
Monozyten) auf vergleichbare Anteile, die bei CHO Ansatzen registriert wurden
(im Mittel 6,06 % bzw. 5,78 % Monozyten fir Cytochalasin D Ansatze).
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Abb. 3.18: Adhasion von Monozyten an CHO und CHO/ICAM-1. Vor Zugabe der Monozyten
waren die erforderlichen Ansadtze mit Cytochalasin D inkubiert worden. Der Prozentsatz der
gebundenen Monozyten wurde in der Durchflusszytometrie ermittelt. Vertikale Balken:
Standardfehler
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Abb. 3.19: Adhéasion von Monozyten an CHO, CHO/ICAM-1 und CHO/ICAM-1&CD7/VCAM.
Vor Zugabe der Monozyten waren die Ansatze im erforderlichen Experiment mit Cytochalasin D
inkubiert worden. Der Prozentsatz der gebundenen Monozyten wurde in der Durchflusszytometrie
ermittelt. Untersuchte Zelllinien: ICAM-1&CD7/VCAM: CHO/ICAM-1&CD7/VCAM. Vertikale Balken:
Standardfehler

Die Untersuchungen, die in 3.4.2 und 3.4.3 dargestellt sind, belegten somit, dass
das CD7/VCAM den Oberflachenrezeptor VCAM-1 selektiv blockieren konnte. Die
Transfektion mit cd7/vcam bewirkte nur bei dem vaskuldren Rezeptor eine

signifikante Abnahme der gebundenen Monozyten.
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ICAM-1 bendétigt ebenfalls eine Verankerung am Actinskelett, um seine Aufgaben
wahrnehmen zu kénnen. Die Einschleusung des Fusionsproteins konnte dies nicht
verhindern und konkurrierte demzufolge offensichtlich selektiv mit VCAM-1 um
Bindungsstellen zum Zytoskelett.

3.4.4 ICAM-1 vermittelte Transmigration

Der Oberflachenrezeptor ICAM-1 soll ebenfalls an der Vermittlung der Monozyten-

transmigration beteiligt sein (Languino et al., 1995).

In Ansdtzen mit transgenen Zellen migrierten im Mittel 22,05 % Monozyten,
wohingegen CHO/ICAM-1 mit blockiertem Rezeptor nur durchschnittlich 3,4 %
aufwiesen (Abb. 3.20). Diese Ergebnisse korrelierten mit den prozentualen
Anteilen der Kontrollansatze (im Mittel 2,99 % Monozyten). Die statistische
Analyse bestéatigte zum einen die Unterschiede zwischen Kontrollen und
CHO/ICAM-1 (p < 0,001) und zum anderen die Vergleichbarkeit von anti-ICAM-1
blockierten CHO/ICAM-1 und CHO-Zellen. Die Transmigration von Monozyten
durch ICAM-1 war somit nachgewiesen.

Die Einschleusung von cd7/vcam bedingte keine Veranderung der ICAM-1
vermittelten Transmigration. Bei der CHO-Kontrolle konnten im Mittel 3,75 %
Monozyten durch die Zellschicht wandern (Abb. 3.21). Demgegenuber waren bei
CHO/ICAM-1 durchschnittlich 23,75 % Monozyten migriert, ein prozentualer Anteil,
der auch bei der Zelllinie, die das Fusionsprotein exprimierte, ermittelt wurde
(durchschnittlich 23,82 % Monozyten). Demnach hatte die Transfektion mit

cd7/vcam keinen Einfluss auf die Funktion von ICAM-1.
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Abb. 3.20: Transmigration der Monozyten durch Zellschichten von CHO und CHO/ICAM-1.
Vor Zugabe der Monozyten waren die Ansatze im entsprechenden Experiment mit anti-ICAM-1
blockiert worden. Der Prozentsatz der migrierten Monozyten wurde mikroskopisch in einer
Neubauer-Zahlkammer ermittelt. Vertikale Balken: Standardfehler
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3.4.5 Hemmung der ICAM-1 vermittelten Monozytenmigration

durch Cytochalasin D

Bei Zellen der Linie CHO/ICAM-1 konnten durchschnittlich 24,38 % der einge-
setzten Monozyten durch die Zellschicht migrieren (Abb. 3.22). Nach Behandlung
mit Cytochalasin D wiesen sie im Mittel nur 3,75 % der Monozyten auf, was dem
Niveau der Kontrollansatze von CHO-Zellen entsprach (durchschnittlich 2,85 %
bzw. 3,75 % Monozyten ohne bzw. nach Cytochalasin D Behandlung). Demnach
ist auch fur den Oberflachenrezeptor ICAM-1 eine Verankerung an das Zytoskelett

unverzichtbar, um die Transmigration von Monozyten vermitteln zu kbnnen.

Die Untersuchungen an CHO/ICAM-1&CD7/VCAM zeigten, dass hier durch-
schnittlich 22,01 % Monozyten durch die Zellschicht wanderten (Abb. 3.23). Ahn-
liche Resultate konnten fir CHO/ICAM-1 beobachtet werden (im Mittel 22,09 %).
Demgegeniber liel3 die CHO-Kontrolle durchschnittlich nur 2,78 % Monozyten
migrieren. Im letzteren Fall hatte die Behandlung mit Cytochalasin D keinen
Einfluss auf die Transmigration (im Mittel 3,2 % Monozyten). Fur CHO/ICAM-1 und
CHO/ICAM-1&CD7/VCAM hingegen nahmen die prozentualen Anteile bis zu
3,13 % (CHO/ICAM-1) bzw. 2,43 % Monozyten (CHO/ICAM-1&CD7/VCAM) ab.

Demnach Ubte die Transfektion mit cd7/vcam keinen Einfluss auf die ICAM-1

vermittelte Transmigration von Monozyten aus.
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Abb. 3.22: Transmigration der Monozyten durch Zellschichten von CHO bzw. CHO/ICAM-1.
Vor Zugabe der Monozyten waren die Ansatze in entsprechenden Experimenten mit Cytochalasin
D behandelt worden. Der Prozentsatz der migrierten Monozyten wurde mikroskopisch in einer
Neubauer-Zahlkammer ermittelt. Vertikale Balken: Standardfehler
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Abb. 3.23: Transmigration der Monozyten durch Zellschichten von CHO, CHO/ICAM-1 und
CHO/ICAM-1&CD7/VCAM. Vor Zugabe der Monozyten wurden die Ansétze in entsprechenden
Experimenten mit Cytochalasin D behandelt. Der Prozentsatz der migrierten Monozyten wurde
mikroskopisch in einer Neubauer-Zahlkammer ermittelt. Untersuchte Zelllinien: ICAM-1&
CD7/VCAM: CHO/ICAM-1&CD7/VCAM. Vertikale Balken: Standardfehler
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3.5 Untersuchungen an E-Selektin

3.5.1 E-Selektin-vermittelte Adhasion der Monozyten

Die CHOJ/E-Selektin-Zellen zeigten gegenuber der Kontrolle, bei der
durchschnittlich 8,06 % Monozyten adharent waren, eine deutliche Bindung der
Monozyten mit 40,3 % (Abb. 3.24). Um die Bindung zu spezifizieren, wurde ferner
der Prozentsatz der Aggregate ermittelt, die vorlagen, nachdem der
Oberflachenrezeptor (CD62E) vor Zugabe der Monozyten durch anti-E-Selektin
blockiert worden war. Gegeniber den unblockierten Anséatzen waren hier im Mittel
16,88 % der Monozyten adhéarent.

Der statistische Vergleich der Daten belegte, dass zwischen unblockierten und
CD62E-blockierten CHO/E-Selektin hochsignifikante Unterschiede vorlagen
(p <0,001). Demnach war die Bildung der Aggregate durch den Rezeptor E-
Selektin spezifizierbar.

Allerdings lieBen sich auch zwischen CHO und CDG62E-blockierten CHO/E-
Selektin hochsignifikante Unterschiede nachweisen (p < 0,001). In Vorversuchen
war eine genaue Titration der Antikorper erfolgt, so dass von einer vollkommenen
Blockade des Rezeptors in der Funktionsanalyse ausgegangen werden musste.
Demnach konnte nicht eindeutig erwiesen werden, dass die Summe der
vorliegenden Aggregate ausschlie3lich Uber E-Selektin vermittelt wurde. Eine
Hintergrundbindung durch andere, hier nicht relevante Oberflachenrezeptoren

oder unspezifische Adhésion muss daher angenommen werden.
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Abb. 3.24: Adhéasion von Monozyten an CHO/E-Selektin. Vor Zugabe der Monozyten war der
Rezeptor in entsprechenden Experimenten mit anti-E-Selektin blockiert worden. Der Prozentsatz
der gebundenen Monozyten wurde in der Durchflusszytometrie ermittelt. Untersuchte Zelllinien: E-
Selektin CD62E: anti-E-Selektin blockierte CHO/E-Selektin. Vertikale Balken: Standardfehler
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3.5.2 Monozytenadhésion an die Zelllinien CHO/E-Selektin und
CHO/E-Selektin&CD7/VCAM

Die Zelllinie CHO/E-Selektin wurde mit cd7/vcam transfiziert, um bei gezielter
Hemmung von VCAM-1 durch Einschleusung des Fusionsmolekils mdogliche

Interaktionen mit E-Selektin zu erfassen.

Bei den CHO/E-Selektin-Zellen wurden gegentber 7,56 % bei untransfizierten
CHO-Kontrollen im Mittel 25,88 % Monozyten gebunden (Abb. 3.25). CHO/E-Se-
lektin&CD7/VCAM wiesen durchschnittlich 29,37 % aggregierte Monozyten auf.
Bei beiden transgenen Zelllinien konnte die E-Selektin-vermittelte Adhasion durch
anti-E-Selektin blockiert werden (CHO/E-Selektin: 16,15 % bzw. CHO/E-Selek-
tin&CD7/VCAM: 15,28 % Monozyten). In der statistischen Analyse zeigte sich,
dass zwischen den transfizierten CHO/E-Selektin- und den CHO/E-Selektin-Zellen
keine Unterschiede vorlagen. Die Blockade mit anti-CD62E bewirkte bei beiden
Zelllinien eine hochsignifikante Abnahme der gebundenen Monozyten (p < 0,001).
Somit hatte die Transfektion des Fusionsmolekils keinen Einfluss auf die E-Selek-

tin-vermittelte Adh&asion von Monozyten.
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Abb. 3.25: Adhasion von Monozyten an CHO, CHO/E-Selektin und CHO/E-Selektin&
CD7/VCAM. Der Prozentsatz der gebundenen Monozyten wurde in der Durchflusszytometrie
ermittelt. Untersuchte Zelllinien: E-Selektin&CD7/VCAM: CHO/E-Selektin&CD7/ VCAM. Vertikale
Balken: Standardfehler

3.5.3 Monozytenadhésion an die Zelllinien CHO/E-Selektin und
CHO/E-Selektin&CD7/VCAM nach Behandlung mit Cytochalasin D

Zur weiteren Aufklarung wurden die transgenen E-Selektin-Zelllinien auf ihre
Bindung an das Actinskelett untersucht. Die Kontrollen (CHO) wiesen mit und

ohne Cytochalasin D Behandlung durchschnittlich etwa 6 % Monozyten auf (Abb.
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3.26). Demgegeniber konnten an unbehandelte Zellen der Linien CHO/E-Selektin
bzw. CHO/E-Selektin&CD7/VCAM im Mittel 28,55 % bzw. 28,36 % Monozyten
aggregieren. Beide Zelllinien zeigten durch die Behandlung mit Cytochalasin D
keine Verédnderungen der prozentualen Anteile von Monozyten (CHO/E-Selektin:
im Mittel 29,14 % bzw. CHO/E-Selektin&CD7/VCAM: 29,52 % Monozyten).

Die Bindung von Monozyten an E-Selektin verlangte demnach keine Verankerung

des Oberflachenrezeptors an Komponenten des Actinzytoskeletts.
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Abb. 3.26: Adhasion von Monozyten an CHO, CHO/E-Selektin und CHO/E-Selektin&
CD7/VCAM. Vor Zugabe der Monozyten waren die Ansétze in entsprechenden Experimenten mit
Cytochalasin D inkubiert worden. Der Prozentsatz der gebundenen Monozyten wurde in der
Durchflusszytometrie ermittelt. Untersuchte Zelllinien: E-Selektin&CD7/VCAM: CHO/E-
Selektin&CD7/VCAM. Vertikale Balken: Standardfehler
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3.5.4 E-Selektin vermittelt keine Transmigration

Bei der Kontrolle waren nach drei Stunden durchschnittlich 3,83 % der einge-
setzten Monozyten durch die CHO-Zellschicht gewandert (Abb. 3.27). Die Ansatze
der E-Selektin-Zelllinie wiesen im Mittel 4,53 % migrierte Monozyten auf, ein
Ergebnis, das sich mit &ahnlichen prozentualen Anteilen bei CHO/E-Selek-
tin&CD7/VCAM wiederholte (durchschnittlich 4,76 % Monozyten). Die statistische
Auswertung der Versuchanordnung bestatigte, dass zwischen den untransfizierten
und transgenen Ansatzen keine Unterschiede vorlagen. Der endotheliale
Oberflachenrezeptor E-Selektin ist demzufolge nicht an der Transmigration von
Monozyten beteiligt. Die Einschleusung des Fusionsproteins CD7/VCAM konnte
somit keinen Einfluss auf die durch diesen Rezeptor vermittelte Penetrierbarkeit

ausuben.
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Abb. 3.27: Transmigration der Monozyten durch Zellschichten von CHO, CHO/E-Selektin
und CHOJ/E-Selektin&CD7/VCAM. Der Prozentsatz der migrierten Monozyten wurde
mikroskopisch in  einer Neubauer-Zahlkammer ermittelt. Untersuchte  Zelllinien: E-
Selektin&CD7/VCAM: CHO/E-Selektin&CD7/VCAM. Vertikale Balken: Standardfehler
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3.6 Untersuchungen an HUVECs

3.6.1 Expression der Oberflachenrezeptoren E-Selektin, ICAM-1
und VCAM-1 durch Stimulation der HUVECs mit IL-1f3

An den humanen Primarzellen wurde zundchst untersucht, inwieweit die
Expression der untersuchten Oberflachenrezeptoren stimulierbar war. Als Zytokin
wurde IL-1( eingesetzt, das laut Literatur in der Lage ist, die Transkription von
sowohl E-Selektin, als auch ICAM-1 und VCAM-1 zu induzieren (Carlos & Harlan,
1994; Scholz et al., 1996).

Die Abb. 3.28 gibt die Expressionskinetiken der drei Oberflachenrezeptoren tber
einen Zeitraum von zwolf Stunden wieder. ICAM-1 zeigte bereits nach zwei
Stunden seine maximale Expression. Uber den Zeitraum von zwei bis zwolf
Stunden variierte die Expression kaum und hielt sich auf diesem Niveau. Im
Gegensatz dazu nahm die Expression von E-Selektin deutlich zu. Bereits nach 2 h
war die maximale Transkription dieses Gens erreicht, die bis zum Ende der
Messung auch nicht mehr signifikant gesteigert wurde. Die Expression von VCAM-
1 erreichte nach sechs Stunden ihr Maximum. Ziel dieser Untersuchungen war es,
die Stimulation der untersuchten Oberflachenrezeptoren nachzuweisen, um eine
inflammatorische Situation des Endothels simulieren zu kdnnen. Da die VCAM-1
vermittelte Leukozytenadh&sion bzw. -transmigration und ihre Hemmbarkeit durch
Transfektion mit cd7/vcam Hauptgegenstand der vorliegenden Arbeit war, wurden
alle weiteren Untersuchungen an HUVECs zum Zeitpunkt der maximalen
Expression dieses Rezeptors (sechs Stunden) im Vergleich zu unstimulierten
Endothelzellen durchgefuhrt.
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wurde in der Durchflusszytometrie ermittelt. Vertikale Balken: Standardfehler
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3.6.2 Adenovirus-assoziierte (AAV)-Transfektion der HUVECs

Die erfolgreiche Transfektion der HUVECs wurde sowohl in der
Durchflusszytometrie als auch in der Immunfluoreszenz ermittelt.

Die Detektion der CD7 Expression erfolgte mit Hilfe des spezifischen Antikdrpers
in der Durchflusszytometrie (Abb. 3.29). Die hier exemplarisch dargestellten CD7
Expressionen geben die minimalen und maximalen Transfektionsraten wieder, die
in den einzelnen Versuchen zu verzeichnen waren. Der Prozentsatz der CD7
positiven Zellen variierte somit zwischen 23,06 und 61,96 % (im Mittel 41,88 *
12,90 % CD7 positive HUVECs). Um eine falsch positive Detektion der FITC-
Emission zu vermeiden, wurde die CD7 Expression gegeniber den gfp

transfizierten Kontrollen wiedergegeben.

n A GFP ] B GFP
L
anti-Human CD7 FITC anti-Human CD7 FITC
E (Klon WM31) = (Klon WM31)
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Abb. 3.29: CD7/VCAM transfizierte HUVECs. Der Oberflachenrezeptor wurde mit FITC-
gekoppeltem anti-CD7 markiert und in der Durchflusszytometrie detektiert. A) minimale CD7-

Expression; B) maximale CD7-Expression.

Zusatzlich konnte die erfolgreiche Transfektion des Vektors nachgewiesen werden
(Abb. 3.30). Der Vektor pTR-UF5, in den cd7/vcam fir die AAV-Transfektion der

HUVECs Kkloniert worden war, kodierte zuséatzlich fur das Gen gfp, dessen
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Expression in der Immunfluoreszenz durch seine grine Emission gut zu
detektieren war. Gegenuber untransfizierten Zellen konnte dabei ein deutlicher
Unterschied zwischen GFP exprimierenden und untransfizierten HUVECs sichtbar
gemacht werden.

Abb. 3.30: Nachweis der AAV-Transfektion von HUVECs. Die Expression des GFP wurde im

Fluoreszenzmikroskop Uberprift. A-C) Kontrolle: untransfizierte HUVECSs; D-) transfizierte Zellen.
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3.6.3 Adhasion von Monozyten an CD7/VCAM exprimierende
HUVECs

Zur Verifikation der Ergebnisse, die in den Untersuchungen an transgenen CHO-
Zellen erlangt wurden, war der Einfluss der Transfektion von cd7/vcam auf die
Adhasion von Monozyten an Endothelzellen zu erfassen.

Die Abb. 3.31 stellt die Ergebnisse dar. Um ausschliel3lich die VCAM-1 vermittelte
Adhasion zu ermitteln, wurden in den einzelnen Versuchen jeweils Ansatze
mitgefuhrt, in denen der Oberflachenrezeptor zuvor mit anti-VCAM-1 blockiert
worden war. Die Differenz der prozentual gebundenen Monozyten zwischen
unblockierten und Antikorper-blockierten Zellen stellte somit die VCAM-1

vermittelte Adhasion dar und wird hier wiedergegeben.

Somit konnten an endothelialen Zellen, die vor dem Versuch stimuliert worden
waren, deutlich mehr Monozyten adharieren als an unstimulierten HUVECSs.
Gegeniuber unbehandelten Zellen, bei denen im Mittel 4,43 % Monozyten Uber
VCAM-1 gebunden wurden, =zeigten sich bei IL-1B stimulierten Zellen
durchschnittlich 9,19 %. Die Transfektion mit cd7/vcam verringerte die Zahl der
Monozyten in beiden Fallen signifikant (p < 0,01): Bei unstimulierten, transfizierten
Zellen wurden im Mittel nur 2,52 % Monozyten gebunden, bei stimulierten
HUVECSs ging der Prozentsatz auf 1,93 % zurtick. Mittels der Kontrolle, die aus gfp
transfizierten Endothelzellen bestand, konnte die Spezifitat der Inhibition des
weiteren belegt werden, da hier keine Unterschiede zu untransfizierten Zellen zu
beobachten waren (durchschnittlich 4,97 bzw. 8,15 % adharierte Monozyten).

Es konnte auch im endothelialen Zellmodell eine VCAM-1 vermittelte Adhasion
von Monozyten nachgewiesen werden. Dartber hinaus gelang es, sowohl bei
unstimulierten als auch stimulierten HUVECs durch Transfektion von cd/vcam die
Uber VCAM-1 vermittelte Bindung von Monozyten signifikant (p < 0,01) zu
verringern. Die Expression des Fusionsproteins drangte unter inflammatorischen
Bedingungen die Adhasion der Monozyten auf vergleichbare Anteile zuriick, wie

sie ansonsten im unstimulierten Zustand zu beobachten waren.
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3.6.4 Transmigration von Monozyten durch eine Zellschicht

transgener HUVECs

Bei den unstimulierten Ansatzen (HUVECs, GFP- und CD7/VCAM-HUVECS)
konnten keine Unterschiede zwischen den VCAM-1 vermittelten Prozentsatzen an
migrierten Monozyten ausgemacht werden (Abb. 3.32). Durch die Stimulation mit
IL-1B stieg bei untransfizierten Kontrollen der prozentuale Anteil der Monozyten
jedoch von durchschnittlich 0,97 auf 7,43 % an. Vergleichbare Werte lieferten die
gfp transfizierten Kontrollansatze (im Mittel 0,70 bzw. 7,29 % migrierte
Monozyten).

Die transgenen Zellen, die cd7/vcam exprimierten, lieen demgegeniber auch
nach Stimulation nur durchschnittlich 3,34 % Monozyten passieren. Eine
signifikante Verringerung der VCAM-1 vermittelten Transmigration durch
CD7/VCAM war somit moglich (p < 0,01).



...........
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4. Diskussion

In der vorliegenden Arbeit sollte untersucht werden, ob durch die funktionelle
Blockade eines endothelialen Oberflachenrezeptors die chronische Rekrutierung
von Monozyten an das vaskulare Endothel, wie es bei der Atherosklerose zu be-

obachten ist, zurlickgedrangt werden kann.

Da zahlreiche Untersuchungen VCAM-1 als einen der wichtigsten endothelialen
Mediatoren bei der Adhasion und Transmigration von Monozyten bei diesem
Phanomen beschreiben, versprach seine Blockade den effektivsten Riickgang der
Immunantwort. VCAM-1 wurde daher zunachst auf seine Interaktion mit
Monozyten untersucht. Die Analysen zeigten, dass der Rezeptor sowohl Adhasion
als auch Transmigration der Monozyten vermittelte. Basierend auf diesen
Erkenntnissen sollte die Funktion von VCAM-1 durch Transfektion des
Fusionsproteins CD7/VCAM bei den genannten Prozessen inhibiert werden.
Ausschlaggebend fur einen solchen Ansatz waren vorangehende Versuche uber
die Inhibition der Integrin-vermittelten Zelladh&sion durch Einschleusung von
Fusionsproteinen. Bei dem Fibrinogenrezeptor o33 (CD41; GPIlIb/llla), der von
Thrombozyten  exprimiert wird, konnte durch verschiedene CD7/@3s-
Fusionsmolekille je nach Konstrukt die Verankerung des Rezeptors am
Zytoskelett kompetitiv bzw. dominant negativ gehemmt werden. Die Bindung von
GPIlIb/llla exprimierenden CHO-Zellen an Fibrinogen ging daraufhin entsprechend
zuruck (Lee, 1997).

In Bezug auf VCAM-1 lieBen sich durch Transfektion von CD7/VCAM
vergleichbare Ergebnisse erzielen. Es wurde nachgewiesen, dass die VCAM-1
vermittelte Adhé&sion und Transmigration von Monozyten durch CD7/VCAM
signifikant verringert werden konnte. Durch Inkubation der transgenen Zellen mit
Cytochalasin D konnte der gleiche Effekt erzielt werden, so dass des weiteren
nachgewiesen war, dass die funktionelle Inhibition von VCAM-1 Uber eine

verhinderte Anlagerung an das Zytoskelett erfolgte.
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Darlber hinaus konnte die funktionelle Blockade von VCAM-1 spezifiziert werden.
Die Untersuchungen wurden auf die endothelialen Oberflachenrezeptoren ICAM-1
und E-Selektin ausgeweitet, da sie neben VCAM-1 zu den wichtigsten Molekulen
zahlen, die zu entzindlichen Reaktionen und somit auch zu der Entstehung und
dem Fortschreiten der Atherosklerose beitragen. Die Ergebnisse belegten, dass
das Fusionsprotein CD7/VCAM den nativen Rezeptor VCAM-1 spezifisch
blockierte und keinen Einfluss auf die Funktionen von ICAM-1 und E-Selektin bei

der Monozytenrekrutierung ausubte.

Alle im ersten Abschnitt der vorliegenden Arbeit durchgefihrten Experimente
wurden mit Zellen durchgefiihrt, die zuvor mit dem erforderlichen Gen stabil
transfiziert worden waren. Da die Aufgaben des jeweiligen Rezeptors ohne
Einfluss weiterer Faktoren zu untersuchen war, sollte eine Wechselwirkung mit
anderen Oberflachenrezeptoren moglichst ausgeschlossen werden kdénnen. Aus

diesem Grund wurde die Zelllinie CHO-K1 verwendet.

4.1 Das CHO-Zellmodell

Die epitheliale Zelllinie CHO-K1 stellt neben HelLa, Cos, Jurkat oder U937
sicherlich eines der etabliertesten Zellmodelle fir immunologische und
zellbiologische Fragestellungen dar. Neben der hohen Vermehrungsrate und den
relativ.  anspruchslosen Kulturbedingungen ist nicht zuletzt die hohe
Transfektionseffizienz ein Grund, warum sie immer wieder eingesetzt wird.

Ein Nachteil bei der Subkultivierung ist sicherlich immer durch die Gefahr des
Uberwachsens gegeben und die daraus resultierende Notwendigkeit, die
gewiinschte Population Zu selektionieren. Weiterhin kénnen
Differenzierungsmerkmale verloren gehen oder die Populationen kdnnen bei der
Dissoziation enzymatische oder mechanische Schadigungen erleiden.

Im Gegensatz zu heterogenen Primarkulturen, die oftmals viele der im
Originalgewebe enthaltenen Zelltypen umfassen, liegt bei der Subkultur allerdings

immer eine homogene Zelllinie vor. Durch den potentiellen Anstieg der Zellzahl



4. Diskussion 102

und die Einheitlichkeit der Zellen wird ein viel groR3erer Bereich experimenteller
Moglichkeiten er6ffnet. Weiterhin wird eine wissenschaftliche Auswertung erst
durch die Vergleichbarkeit von Parallelproben und die Reproduktion eines
Experiments moglich. Eine Propagation ist ebenfalls nur bei kontinuierlichen
Zelllinien gegeben. Darlber hinaus konnte gegentuber den oftmals verwendeten
Priméarzellkulturen die Funktion eines Oberflachenmolekuls isoliert untersucht

werden.

Die Uberlegung, die Rezeptoren in einer immortalen endothelialen Zelllinie zu
untersuchen, musste leider zu Beginn der Arbeiten verworfen werden. Die einzige
gut etablierte Zelllinie ECV 304, die bis Mitte 1998 zu solcherlei Untersuchungen
herangezogen worden war, stellte sich aufgrund eines DNA-Fingerprints des
DSMZ als epitheliale Harnblasenzelllinie heraus und stand somit nicht mehr zur
Verfiigung. DarUber hinaus hatten erste Versuche gezeigt, dass die Zellen dieser
Linie nur schlecht zu transfizieren waren (max. 10 % positive Zellen), was eine

Unterscheidung zwischen nativen und transgenen Zellen schwierig gemacht hétte.

4.2 Die Rolle von CD7 als extrazellularer Marker

Die Verwendung von CD7 als extrazellularer inerter Marker ist gut etabliert (Aruffo
& Seed, 1987; Lee, 1997). Humanes CD?7 ist ein relativ kleines Membranmolekdl
(40 kDa) und gehort zu der Familie der Ig-Superfamilie (Eisenbarth et al., 1980).
Neben reifen T-Zellen und natirlichen Killerzellen (Barcena et al., 1993;
Rabinowich et al., 1994) wird es sowohl von diesen als auch von B-Zellen oder
myeloiden Vorlauferzelllinien vor deren Eindringen in den Thymus wéhrend der
embryonalen Entwicklung exprimiert (Haynes et al., 1980; Vodinelich et al., 1983)
und in der klinischen Diagnose haufig als Marker fur lymphatische T-Zell Leukamie
eingesetzt (Haynes et al., 1981). Obwohl eine Bindung an die Fc-Region des IgM
berichtet wurde (Sandrin et al., 1987), sind bisher keine Liganden klar definiert
worden. Die Rolle, die das Membranmolekil im Immunsystem Ubernimmt, ist

bisher ungeklart. Vormalige Uberlegungen, dass CD7 eine wichtige Rolle bei der
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Thymozytenreifung dbernimmt (Haynes et al., 1995), sind Uberholt. Stattdessen
wird angenommen, dass es die Zytokinproduktion dieser Zellen reguliert (Heinly et
al., 2001).

Aufgrund der hier zusammengestellten Eigenschaften von CD7 war eine
Interaktion mit anderen Oberflichenmolekilen nicht zu erwarten. Eine
Missinterpretation in der Durchflusszytometrie konnte ausgeschlossen werden, da
native CHO-Zellen und Monozyten nicht in der Lage waren, anti-CD7 zu binden.
Induzierende Eigenschaften oder outside-in-signaling werden dem Molekul
ebenfalls nicht zugeschrieben und waren in dieser Arbeit im CHO-Modell nicht zu
erwarten oder zu beobachten. Demnach konnte CD7 seiner Rolle als inerter

Marker gerecht werden.

4.3 Die VCAM-1 vermittelte Adhasion von Monozyten im CHO-

Zellmodell

Bisherige Untersuchungen implizierten eine VCAM-1 vermittelte
Monozytenadhasion. So wird beschrieben, dass VCAM-1 in humanen
atherosklerotischen Lasionen nachgewiesen wurde und mit der Akkumulation von
Monozyten korreliert zu sein schien (O’Brien et al., 1996). In einfachen in vitro
Versuchen konnte gezeigt werden, dass VCAM-1, welches von glatten
Muskelzellen oder Endothelzellen exprimiert wird, die Adh&asion von Monozyten
und Lymphozyten unterstitzte (Carlos et al., 1990; Cybulsky & Gimbrone, 1991;
Henseleit et al., 1994). Bei Ratten bedingte die erhdhte VCAM-1 Expression nach
der Verletzung von Arterien die Adh&sion von Monozyten und Makrophagen
(Landry et al., 1997). Ferner bewirkte die Blockade des Rezeptors mit anti-VCAM-
1 in Durchflussexperimenten, bei denen die Arteria carotis aus ApoE-defizienten
Mausen mit Monozyten durchspilt wurde, eine Abnahme der gebundenen
Monozyten um 75 £ 12 % (Huo et al., 2000). Auch unstimulierte HUVECSs, die mit

dem Gen vcam-1 von Kaninchen transfiziert worden waren, zeigten bei laminaren
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Durchflussversuchen gegentiber nativen Zellen eine signifikante Erh6hung von

gebundenen Monozyten (Gerszten et al., 1998).

Allen Untersuchungen ist jedoch gemeinsam, dass VCAM-1 immer im Verbund mit
weiteren endothelialen Oberflachenrezeptoren exprimiert wurde. Noch dazu sollte
vor allem Aufschluss Uber die Rolle des Oberflachenmolekils bei der
Atherosklerose erhalten werden, so dass von einer inflammatorischen Situation
ausgegangen wurde. Unter solchen Umstanden werden neben VCAM-1 aber auch
E-Selektin und ICAM-1 verstarkt exprimiert (Carlos & Harlan, 1994), so dass nicht
zweifelsfrei geklart werden konnte, inwieweit die Rekrutierung von Monozyten
tatsachlich VCAM-1 zugeschrieben werden kann. So ware es doch méglich, dass
erst die lockere Bindung, die durch E-Selektin vermittelt wird, die Ausbildung einer
festen Bindung von Monozyten an VCAM-1 ermoéglicht oder dass vor allem
ICAM-1 die Adhasion der Monozyten vermittelte. Derlei Signalfunktion wurde
schon in friheren Untersuchungen vermutet (Yoshida et al., 1996). Die
Koexpression von E-Selektin und ICAM-1 kdnnte demnach bei den erwdhnten
Experimenten zu Fehlschlissen gefuhrt haben.

Auch die Spezifizierung der vermittelten Leukozytenrekrutierung durch gezielte
Blockade von VCAM-1 mit anti-VCAM-1 oder die verstarkte Expression von
VCAM-1 gegenuber anderen Rezeptoren, die Gerszten et al. (1998) erzielten,
erlaubten den Schluss einer Beteiligung. Inwiefern aber durch die gleichzeitige
Expression verschiedener Rezeptoren moglicherweise intrazellular Signale
generiert wurden, die wiederum die bereits erwahnten oder noch weitere

Rezeptoren (in)aktivierten, blieb bisher ungeklart.

Eine mogliche Funktion von VCAM-1 als Signalrezeptor sollte jedoch nicht aul3er
acht gelassen werden. Versuche zur Interaktion zwischen VCAM-1 und VLA-4
zeigten, dass dadurch auch die Bindung von LFA-1 exprimierenden T-Zellen an
immobilisiertes ICAM-1 induziert wurde (Porter & Hogg, 1997; Chan et al., 2000).
Eine andere Untersuchung belegte, dass die Blockade des Oberflachenmolekiils
mit anti-VCAM-1 Veranderungen im intrazelluldaren Ca**-Spiegel und die

Ausbildung von Stressfasern bedingte (Lorenzon et al., 1998). Solche
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Interaktionen kdnnten demzufolge mit in die zu untersuchende Rolle von VCAM-1
hineinspielen und Aussagen Uber die dem Rezeptor innewohnende Funktion

verfalschen.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Funktion von VCAM-1 daher unabhéngig von
anderen Oberflachenrezeptoren untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass der
Rezeptor ohne Interaktion mit anderen Oberflachenmolekilen in der Lage war, die
Adhasion von Monozyten zu vermitteln. Der prozentuale Anteil von adharenten

Monozyten kann hier demzufolge ausschlie3lich VCAM-1 zugeschrieben werden.

4.4 Die VCAM-1 vermittelte Transmigration von Monozyten

Vergleichbare Resultate lieferten die Untersuchungen lber die Beteiligung von
VCAM-1 an der Transmigration von Monozyten. Es gelang in der vorliegenden
Arbeit, eine Beteiligung des Rezeptors an diesem Prozess ohne Hilfe weiterer
Oberflachenrezeptoren nachzuweisen. Dariber hinaus konnte die VCAM-1
vermittelte Transmigration von Monozyten durch Blockade des Rezeptors mit

anti-VCAM-1 weiter spezifiziert werden.

Auch Uber die Beteiligung an dem Vorgang der Transmigration liegen bisher
ausschlief3lich Ergebnisse aus Untersuchungen vor, in denen VCAM-1 immer mit
weiteren Oberflachenrezeptoren koexprimiert wurde und die daher die
Aussagekraft der Erkenntnisse moglicherweise verringern.

So gelang es im atherosklerotischen Tiermodell, bei dem hypercholesterolamische
Mause untersucht wurden, durch Antikorper-Blockade von VCAM-1 die
Entstehung der Neointima zu inhibieren (Slepian et al., 1998; Oguchi et al., 2000).
Diese Beobachtung wird infolgedessen auf die blockierte Transmigration von
glatten Muskelzellen zuriickgefiihrt, die in diesem Modell ansonsten nach einer
Verletzung der Arteria carotis auftritt und von VCAM-1 vermittelt wird. In
Versuchen, welche die Interaktion von VLA-4 und VCAM-1 an HUVECs

analysierten, konnte gezeigt werden, dass VCAM-1 die laterale Migration von
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Monozyten ermdglichte (Weber & Springer, 1998). Koch et al. (1995) gelang es zu
zeigen, dass VCAM-1 die Chemotaxis von Endothelzellen stimulierte. In der
gleichen Studie wurde nachgewiesen, dass die corneale Angiogenese und die
damit einhergehende Wanderung von Endothelzellen durch VCAM-1 bestimmt
wurde. Ahnliche Beobachtungen wurden bei der Transmigration von humanen
Melanoma-Zelllinien gemacht (Mould et al.,, 1994). Auch Gerszten et al. (1998)
wiesen darauf hin, dass bei ihren Untersuchungen VCAM-1 offensichtlich an allen
vier Schritten der Leukozytenrekrutierung beteiligt war. Die transendotheliale
Migration von Monozyten durch HUVECs konnte durch anti-VCAM-1 ebenfalls
komplett geblockt werden (Shang et al., 1998).

Natirlich darf nicht auRer acht gelassen werden, dass erst die Interaktion mit
anderen, bei der Atherosklerose involvierten Oberflachenrezeptoren die zu
beobachtende Immunantwort ausmacht. Um einen Rezeptor allerdings gezielt
inhibieren zu kdnnen, ist es unabdingbar, seine Funktion zu kennen. Erst wenn ein
fundiertes Wissen dartiber erlangt worden ist, kann an die Ubertragbarkeit der
Befunde auf Tierversuche oder gar der Entwicklung von Medikamenten gedacht
werden. Aus diesem Grund stellte die Klarung des zugrunde liegenden
Mechanismus eine so wichtige Untersuchung dar. Dartber hinaus bildeten die
Erkenntnisse das Fundament fur die Versuche mit CD7/VCAM transfizierten

Zellen, wovon sich mdglicherweise gentherapeutische Strategien ableiten lassen.

4.5 Die Auswirkung von CD7/VCAM auf die VCAM-1 vermittelten

Prozesse der Leukozytenrekrutierung

Durch die Transfektion des Fusionsproteins CD7/VCAM wurde die VCAM-1
vermittelte Monozytenadhésion inhibiert. Zu gleichen Resultaten fuhrten die
Versuche, in denen darauffolgend die Transmigration von Monozyten beobachtet
wurde. Damit gelang es, eine direkte Hemmung von VCAM-1 durch die
Expression von CD7/VCAM nachzuweisen.
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In der Literatur sucht man vergeblich nach vergleichbaren experimentellen
Anséatzen. Die bisherigen Untersuchungen beschranken sich klassischerweise auf
die Blockade des Rezeptors mit anti-VCAM-1, um eine Beteiligung des
Oberflachenrezeptors an den Vorgangen der Adh&sion und Transmigration
nachzuweisen. Eine gezielter Hemmung durch Einschleusung eines
Fusionsproteins ist bisher noch nicht beschrieben worden. Fir den Rezeptor
finden sind nicht einmal Untersuchungen mit trunkiertem oder deletiertem
VCAM-1.

Derlei Studien sind aber von besonderem Interesse: Die Blockade von
endothelialem VCAM-1 mit anti-VCAM-1 bewirkte die bereits erwahnte Erhéhung
des intrazellularen Ca**-Spiegels, infolgedessen die Ausbildung von Stressfasern
induziert wurde (Lorenzon et al., 1998). Somit Ubernehmen die
Oberflachenmolekile der lg-Superfamilie eventuell ebenfalls Signalfunktion, die
bisher meist den Mitgliedern der Integrine zugesprochen wurde. Zudem besteht
der zytoplasmatische Anteil von VCAM-1 aus einer Reihe sich wiederholender
Sequenzen, an denen eine Serin / Threonin-Phosphorylierung mdglich erscheint
(Kishimoto et al., 1985; Woodgett et al., 1986). Dartber hinaus soll VCAM-1 durch
die Aktivierung von endothelialer NADPH-Oxidase auch zur Anderung der Zellform
beitragen, welche die Transmigration von Lymphozyten erst ermoglichte (Matheny
et al., 2000). Fur das Oberflachenmolekul ICAM-1, das innerhalb der Ig-
Superfamilie zu den engsten Verwandten von VCAM-1 gezéhlt wird, wurde
nachgewiesen, dass es nach Trunkierung der zytoplasmatischen Domane nicht
mehr die Transmigration von Neutrophilen vermitteln konnte (Sans et al., 2001).
Demnach kommt der zytoplasmatischen Domé&ne von Mitgliedern der Ig-
Superfamilie ebenfalls eine essentielle Rolle bei der jeweils ausgetbten Funktion

ZU.

Aufgrund dieser Uberlegungen und der in der vorliegenden Arbeit erlangten
Resultate waren weitere Untersuchungen durchzufiihren, die eine Bindung des
Rezeptors an das Zytoskelett als Voraussetzung fir seine Funktion belegen

sollten.
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4.6 Behandlung der VCAM-1 exprimierenden Zelllinie mit
Cytochalasin D

Die Beobachtung, dass die doppelt transgene Zelllinie CHO-CD7/VCAM&VCAM-1
nicht in der Lage war, die VCAM-1 abhangige Adhasion und Transmigration von
Monozyten bei gleichzeitiger Expression von CD7/VCAM zu vermitteln, implizierte
eine Bindung von VCAM-1 an Strukturen des Zytoskeletts. Um dies jedoch zu
belegen, waren Versuche durchzufihren, in denen die Bindung an
Zytoskelettstrukturen verhindert wurde, um einen direkten Zusammenhang
zwischen ,intaktem“ Rezeptor und der notwendigen Verankerung an derlei
Strukturen nachzuweisen.

Es wurden Adhdasions- und Transmigrationsversuche durchgefiihrt, denen eine
Inkubation der Zelllinie mit Cytochalasin D vorausging, welches die Ausbildung
eines intakten Actinskeletts (Cooper, 1987) - und somit unter Umstanden auch die
Verankerung von VCAM-1 - verhinderte. Neben der Behandlung von Zellen mit
Phalloidin zur Stabilisierung von Zytoskelettstrukturen ist dies eine der klassischen
zellbiologischen Methoden, um die Anlagerung von Monomeren an Actinfilamente
zu verhindern. So konnte durch Cytochalasin D neben zahlreichen anderen
Untersuchungen auch die Integrin-vermittelte Adh&sion von transgenen CHO-
Zellen, die LFA-1 exprimierten, inhibiert werden (Peter & O’Toole, 1995).

In den vorliegenden Untersuchungen bewirkte Cytochalasin D ebenfalls eine
signifikante Abnahme sowohl der durch VCAM-1 vermittelten adharenten als auch
migrierten Monozyten. Demnach muss eine Bindung von VCAM-1 an actinhaltige
Strukturen der Zelle vorliegen, damit der Rezeptor seine Funktion austiben kann.

Des weiteren konnte bei VCAM-1 exprimierenden Zellen mittels Cytochalasin D
der gleiche Effekt erzielt werden wie bei gleichzeitiger Expression von CD7/VCAM.
Diese Beobachtungen bestétigen die Inhibition von VCAM-1 durch die verhinderte

Bindung des Rezeptors an das Actinskelett.

Uber die Verankerung am Zytoskelett ist fir die Mitglieder der Ig-Superfamilie

- und somit auch fur VCAM-1 - bisher wenig bekannt. Die Interaktionen zwischen
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intrazellularen Zytoskelettanteilen und Zelloberflachen-Adhasionsmolekilen sind
ausgiebig untersucht worden, da sie Einfluss nehmen sowohl auf Zell / Zell- bzw.
Zell / Matrix-Adhasion als auch auf die Internalisierung von Rezeptoren (Pavalko &
Otey, 1994). Dabei sind bisher aber vor allem Integrine untersucht worden. Fir die

Ig-Superfamilie stehen derlei Untersuchungen noch aus.

In der Literatur findet sich bezuglich VCAM-1 eine Untersuchung an stimulierten
HDMECs (human dermal microvascular endothelial cells). Dabei wird die Inhibition
der VCAM-1 Expression, die nach Behandlung der Zellen mit Colchicin zu beob-
achten ist, in einen unmittelbaren Zusammenhang mit der (verhinderten) Tubulin-
Polymerisation gesetzt (Asahina et al., 2001). Funktionelle Untersuchungen liegen
jedoch nicht vor, so dass dieser indirekte Zusammenhang mit Zurtickhaltung
bewertet werden sollte. Die Befunde von Wajciak-Stothard et al. (1999) wiesen
demgegenuber eine durch Cytochalasin D inhibierte Bindung von VCAM-1 an das

Actinskelett nach, was mit der hier vorliegenden Untersuchung in Einklang steht.

4.7 Die Adhasion und Transmigration von Monozyten unter der
Vermittlung von ICAM-1 und E-Selektin

Nachdem die Inhibition von VCAM-1 durch CD7/VCAM nachgewiesen worden
war, wurde auch mit Blick auf einen moglichen therapeutischen Einsatz
untersucht, wie spezifisch die Hemmung durch das Fusionsprotein war. Aus
diesem Grund wurden die Funktionen von E-Selektin und ICAM-1 analysiert, da
ihnen bei der Entstehung und dem Fortschreiten der Atherosklerose neben
VCAM-1 ebenfalls eine wichtige Bedeutung zugeschrieben wird.

Die Expression von E-Selektin, ICAM-1 und VCAM-1 wird bei inflammatorischen
Reaktionen, die eine Aktivierung des Endothels bedingen, parallel induziert
(Carlos & Harlan, 1994). E-Selektin wird durch Stimulation oder Aktivierung von
Endothelzellen als Antwort auf inflammatorische Zytokine verstarkt exprimiert und
ermdglicht dadurch in vitro die Vermittlung des rolling von Leukozyten (Bevilacqua
et al., 1987; Lawrence & Springer, 1991; Hogg & Landis, 1993). ICAM-1 ist neben
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VCAM-1 fir die stabile Adhasion der Monozyten (Marlin & Springer, 1987;
Makgoba et al., 1988), die Ausbreitung und die Diapedese notwendig (Bevilacqua
& Nelson, 1993; Languino et al., 1995; Luscinskas et al., 1996).

Wie VCAM-1 sind die beiden Rezeptoren bisher meist im Zusammenhang mit
anderen Oberflachenmolekiilen unter inflammatorischen Bedingungen untersucht
worden. Demzufolge war die ihnen innewohnende Funktion und der Einfluss von
CD7/VCAM zunachst ebenfalls ohne mdgliche Interaktionen mit anderen
Oberflachenmolekilen am transgenen CHO-Zellmodell aufzuklaren. Die
vorliegende Arbeit zeigt, dass E-Selektin und ICAM-1 allein bereits die Adhasion
von Monozyten gewahrleisteten. Diese Beobachtung liel3 sich weiter spezifizieren,
da die vermittelte Adhasion des jeweiligen Oberflachenmolekiils durch Antikorper-

Blockade signifikant gehemmt werden konnte.

Gegeniuber ICAM-1 war bei E-Selektin jedoch keine vollstandige Inhibition der
Monozytenadhasion mdglich. Die Ursache hierfir ist nur schwer zu lokalisieren.
Wie im Fall von VCAM-1 kann aber auch fir E-Selektin eine Signalfunktion
angenommen werden. Die Blockade des Oberflachenmolekils mit anti-E-Selektin
oder die Bindung von Monozyten an stimulierte HUVECs bewirkte laut Literatur
ebenfalls eine Erhéhung des intrazellularen Ca?*-Spiegels der Endothelzellen und
die Entstehung von Stressfasern (Lorenzon et al., 1998). Den Signalen, die
wahrend des clustering von E-Selektin generiert und intrazellular weitergeleitet
werden, werden dariber hinaus Einflisse auf andere endotheliale
Adhasionsmolekile wie ICAM-1 und VCAM-1 zugeschrieben (Yoshida et al.,
1996). Mdglicherweise werden durch E-Selektin aufgrund der Bindung seines
Liganden auch auf monozytadrer Seite Signale erzeugt, die sich von der
Signalwirkung des Rezeptors VCAM-1 unterscheiden. Daraus koénnte eine
umfassendere Aktivierung monozytarer Liganden und somit die beobachtete
starkere Bindung resultieren.

Die Auswirkung des Effekts, der durch die Bindung von Monozyten an E-Selektin
hervorgerufen wurde, war jedoch nicht Gegenstand der hier durchgefihrten

Analysen und hatte keinerlei Relevanz fir die hier separat untersuchte Funktion
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von E-Selektin bei der Adhasion von Monozyten, so dass dieses Phanomen nicht

weiter verfolgt wurde.

Bei den anschlieRenden Untersuchungen uber die Rolle von ICAM-1 und E-Se-
lektin bei der Transmigration von Monozyten konnten die Beobachtungen, die in
der genannten Literatur beschrieben worden sind, bestatigt werden. ICAM-1 war
auch im transgenen CHO-Zellmodell ohne Hilfe anderer relevanter
Oberflachenmolekile in der Lage, die Transmigration von Monozyten zu
gewahrleisten. Demgegentber scheint E-Selektin nur am rolling oder der hier
verzeichneten Adhasion von Monozyten beteiligt zu sein, da keine dariber

vermittelte Transmigration nachgewiesen werden konnte.

4.8 Die Auswirkung von Cytochalasin D auf die Funktion von
ICAM-1 und E-Selektin

Die vorliegende Arbeit zeigt, dass ICAM-1 ebenfalls mit actinhaltigen
Zytoskelettstrukturen assoziiert sein muss, um seine Funktion wahrnehmen zu
konnen, da eine Behandlung der Zellen der Linie CHO/ICAM-1 mit Cytochalasin D
eine signifikante Abnahme der adharenten Monozyten bewirkte. In der Literatur
wurde eine Bindung an actinhaltige Zytoskelettstrukturen mehrfach beschrieben
(Vogetseder & Dierich, 1991; Carpén et al., 1992; Heiska et al., 1998). Das
clustering von ICAM-1 konnte ebenfalls in HUVECs durch Cytochalasin D und C3-
Transferase inhibiert werden. In einer anderen Studie liel3 sich mittels C3-
Transferase im CHO/ICAM-1 Zellmodell die ICAM-1 vermittelte Adh&sion und
Transmigration von Neutrophilen verhindern (Sans et al., 2001) und bestatigt die
hier erlangten Ergebnisse.

Allen bisherigen Untersuchungen ist jedoch gemeinsam, dass sie sich fast
ausschliel3lich um einen Nachweis der Assoziation bemuht haben; selten wurden
funktionelle Tests durchgefuhrt (Sans et al.,, 2001). Die Resultate dieser Arbeit
zeigen daher umso eindringlicher, wie wichtig die Assoziation zum Actinskelett

auch far Mitglieder der Ig-Superfamilie ist, um ihre Funktion ausiben zu kénnen.
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Die Behandlung von E-Selektin exprimierenden Zellen mit Cytochalasin D hatte
demgegenuber keinen Effekt auf die Funktion dieses Rezeptors. Fiur die zyto-
plasmatische Doméane von E-Selektin wird aber angenommen, dass sie nicht
konstitutiv mit dem Actinskelett assoziiert ist, sondern erst durch Bindung von
Leukozyten an das vaskulare Endothel induziert wird (Yoshida et al., 1996). Damit
deckt sich auch die weitere Beobachtung, dass E-Selektin ohne Kopplung an a-
Actinin die Adhasion von Leukozyten vermitteln kann (Kansas & Pavalko, 1996),
mit den hier erlangten Resultaten und unterstreicht nochmals, warum die
Behandlung mit Cytochalasin D in Bezug auf die Selektin-vermittelte

Monozytenadhasion wirkungslos war.

4.9 CD7/VCAM hat keinen Einfluss auf ICAM-1 und E-Selektin

Die Transfektion des Fusionsmolekiils CD7/VCAM in stabil exprimierende ICAM-1
und E-Selektin Zelllinien belegte, dass die Inhibition von VCAM-1 spezifisch war.
Die Expression von CD7/VCAM ubte weder einen Einfluss auf die E-Selektin oder
ICAM-1 vermittelte Adhasion noch auf die ICAM-1 abhangige Transmigration von
Monozyten aus.

Diese Beobachtung verwundert nicht, wenn wie bei E-Selektin keine konstitutive
Bindung an das Zytoskelett Voraussetzung ist, um die Adh&asion von Monozyten
vermitteln zu kénnen. Fur ICAM-1 ware aber eventuell ein gleicher Effekt von
CD7/VCAM auf die ausgelibte Funktion zu erwarten gewesen wie fur VCAM-1.

Eine mdgliche Erklarung konnte in der Art der Bindung an das Actinskelett liegen.
Selbst in Bezug auf einen der Rezeptoren liefert die Literatur dabei bisher kein
ganz eindeutiges Bild. So wird die zytoplasmatische Domane von E-Selektin zum
einen in Zusammenhang mit den Actin-assoziierten Proteinen a-Actinin, Vinculin,
Filamin, Paxillin und fokaler Adhasionskinase beschrieben (Yoshida et al., 1996),
zum anderen konnten Wajciak-Stothard et al. (1999) jedoch nachweisen, dass die
cluster von E-Selektin mit Ezrin, Radixin und Moesin (ERM-Proteine) kolokalisiert

waren. Auch fir ICAM-1 liegen unterschiedliche Ergebnisse vor: Einerseits konnte
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es mit seiner zytoplasmatischen Domane mit a-Actinin assoziieren (Vogetseder &
Dierich, 1991; Carpén et al., 1992), andererseits wurde es Uber Ezrin gebunden
(Heiska et al., 1998). Wojciak-Stothard et al. (1999) wiesen neben E-Selektin auch
die cluster von ICAM-1 und VCAM-1, die aufgrund von Monozytenadhasion oder
Antikdrper-Inkubation entstanden, in Assoziation mit den bereits genannten ERM-

Proteinen nach.

Moglicherweise spielt bei der Bindung an actinhaltige Strukturen neben den
vermittelnden Bindungsproteinen, Uber die bisher noch nicht einmal Einigkeit
herrscht oder die eventuell bei unterschiedlichen Prozessen involviert sind, auch
die Existenz einer bestimmten Sequenz innerhalb der intrazellularen Doméane des
jeweiligen Rezeptors eine Rolle, die es jedem einzelnen von ihnen ganz spezifisch
erlaubt, mit dem Actinskelett zu assoziieren. Offensichtlich wurde dadurch die
gezielte Blockade von VCAM-1 durch CD7/VCAM ermoglicht. Diese wichtige
Fragestellung sollte aber Gegenstand zuklnftiger Untersuchungen sein. In der
vorliegenden Arbeit sollte und konnte die Spezifitat der Inhibition nachgewiesen

werden.

4.10 Die Expression von CD7/VCAM in HUVECs verringerte die

VCAM-1 vermittelte Adhasion und Transmigration von Monozyten

Mit der Transfektion von cd7/vcam konnte der Prozentsatz von adharenten oder
migrierten Monozyten an bzw. durch humane Endothelzellen signifikant verringert
werden. Durch die Untersuchungsergebnisse, die in der vorliegenden Arbeit zuvor
im transgenen Zellmodell erlangt wurden, kann ein Einfluss von CD7/VCAM auf
andere endotheliale Oberflachenrezeptoren wie E-Selektin oder ICAM-1, die
ebenfalls an der Etablierung chronisch entzindlicher Krankheiten wie der
Atherosklerose beteiligt sind, ausgeschlossen werden.

Der durch CD7/VCAM erzielte Rickgang von adhérenten bzw. migrierten
Monozyten erscheint dabei auf den ersten Blick trotz der Signifikanz, die hierdurch

erzielt werden konnte, nur relativ gering. Es ist aber zu beachten, dass selbst
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durch die Technik der AAV-Transfektion im Mittel nur knapp 42 % der Zellen das
Fusionsmolekil in ihr Genom integrierten und CD7 positiv erschienen.
Mdoglicherweise lie3e sich in einem anderen, besser transfizierbaren Modell ein
hoherer Wirkungsgrad erzielen, der den Prozentsatz der Monozyten womoglich
auf die Halfte des hier verzeichneten Rickgangs zuruckdrangen konnte. Die Wahl
des humanen Endothelmodells war aber in Hinblick auf diese grundlegenden
Untersuchungen richtig, da hier die Interaktionen der relevanten
Oberflachenmolekile, wie sie im humanen Organismus zu beobachten sind, am
besten etabliert und somit am aussagekraftigsten sind. Fur weitere
Untersuchungen ist aber in Zukunft zundchst vom Tiermodell auszugehen, um

weiteren Aufschluss zu erlangen.

Weitere Analysen sollten vor allem nicht versaumen aufzuklaren, inwiefern durch
die Expression von CD7/VCAM eventuell auch andere Prozesse der
Monozytenrekrutierung beeinflusst werden. Dabei sollte sich ein Augenmerk vor
allem auf die mdoglicherweise existierende Signalfunktion von VCAM-1 richten.
Aufgrund der durch CD7/VCAM fehlenden oder unterbrochenen Signalkaskade
werden u.U. andere Rezeptor-Liganden-Interaktionen ebenfalls verringert. Dies
kobnnte zum einen positiv fir die Hemmung der Monozytenadhasion und
-transmigration bei chronisch entziindlichen Prozessen sein, zum anderen ware
aber zu untersuchen, inwiefern das Fusionsmolekul Einfluss auf andere, durchaus
notwendige Interaktionen zwischen Endothel und Monozyten bei der normalen,

akuten Immunabwehr ausubt.

4.11 Zukunftsperspektive

In der Vergangenheit sind die verschiedensten Methoden entwickelt worden, um
die unerwinschte Leukozytenrekrutierung bei chronisch-inflammatorischen
Phanomenen zu verhindern. Oftmals werden dazu Medikamente eingesetzt, die
eigentlich nicht anti-inflammatorisch wirken, die aber als Nebenwirkung sowohl

Expression als auch Funktion von zellularen Adhasionsmolekilen verandern. So
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kénnen durch antioxidativ wirksame Medikamente auch die Expressionen von
Oberflachenrezeptoren wie ICAM-1 und VCAM-1 reprimiert werden (Cominacini et
al., 1997). Andere Therapien bekdmpfen die Rekrutierung auf indirektem Weg,
indem sie entweder die Aktivierung von Leukozyten, oder aber die Aktivitat pro-
inflammatorischer Zytokine verhindern. Die Expression und Aktivierung der
zellularen Adhasionsmolekile (Dibasio & LoBuglio, 1996) oder ihre Funktion
(Sekido et al., 1993; Eigler et al., 1997) werden dadurch allerdings nur sekundar
bekampft.

Eleganter erscheint der Einsatz von Medikamenten, welche die zellularen
Adhéasionsmolekile direkt Dbetreffen: Nichtsteroidale anti-inflammatorische
Medikamente wie Acetylsalicylsdaure, Indomethacin oder Aceclofenac sind an der
Regulierung der Expression von Oberflachenmolekiillen wie L-Selektin beteiligt
und verhindern dadurch Prozesse wie das rolling von Leukozyten. Weiter hemmen
sie die Aktivierung der [y-Untereinheiten von LFA-1 oder Mac-1 und kdnnen
dadurch mitunter alle Vorgange der Leukozytenrekrutierung inhibieren (Gonzéalez-
Alvaro et al., 1996; Garcia-Vicufia et al., 1997).

DarlUber hinaus bietet auch die Blockade der Adh&sionsmolekile einen moglichen
Angriffspunkt. Die Funktion einiger Integrine, die Bindemotive wie die Sequenzen
RGD und LDV enthalten, lasst sich effektiv durch monoklonale Antikdrper oder
Peptide hemmen (Buckley & Simmons, 1997; Archelos & Hartung, 1997), und
auch die Blockade von Selektinen durch synthetische sLe* oder sLe*-Analoga
belegen in zahlreichen in vivo Studien, dass dadurch das Ausmal} eines Infarkts
oder die Anhaufung von Neutrophilen bei Okklusion/Reperfusions-Versuchen an
koronaren Arterien verringert werden konnten (Buerke et al., 1994; Birnbaum et
al., 1997). Ahnliche Beobachtungen lassen sich auch fiir ICAM-1 beschreiben, das
hinsichtlich Gewebeschaden untersucht wurde, die mit Ischamie-Reperfusion
assoziiert sind (Zhao et al., 1997).

Die in letzter Zeit propagierte Strategie, mittels antisense-Oligonucleotiden die
Translation von mRNA zu verhindern und somit eine spezifische Inhibition der
Protein-Expression zu ermoglichen (Agrawal, 1996), konnte in Tierstudien
ebenfalls inflammatorische Krankheiten zurtckdrdngen. So wurde durch eine

Inhibition der ICAM-1 Translation bei Mausen die Entwicklung einer Kolitis
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(Bennett et al., 1997), und in Ratten die Abstol3ung von transplantierten Herzen
verhindert (Stepkowski et al., 1994). Nicht zuletzt sei auf die Entwicklung
synthetischer dsDNA-Molekule hingewiesen, die spezifische Konsensus-
Sequenzen enthalten und um die Bindung von Transkriptionsfaktoren
konkurrieren, die fur die Expression eines bestimmten Gens erforderlich ist. Fir
NFkB konnten damit sowohl in vitro als auch in vivo positive Effekte erzielt werden
(Morishita et al., 1997).

Alle Therapien greifen jedoch erst auf der Ebene der Genexpression ein. Mit dem
in dieser Arbeit beschriebenen gentherapeutischen Ansatz ware es im Rahmen
der Atherosklerose jedoch mdoglich, durch die funktionelle Blockade von
Adhasionsmolekilen, bei der die Bindung an Zytoskelettstrukturen verhindert wird,
direkt die Funktion eines betroffenen Gens zu inhibieren und die Rekrutierung von

Monozyten zu verhindern.

Das Ziel einer Gentherapie ist immer, die Funktion von (mutierten) Genen zu
ergdnzen oder zu ersetzen. Hiermit kann theoretisch mit der Modifikation
spezifischer Gene die Ursache einer Krankheit direkt korrigiert werden, im
Gegensatz zu den genannten Therapieformen, bei denen der Phéanotyp einer
Krankheit durch den Einsatz von Medikamenten verandert werden soll, die mit den
Genprodukten interagieren oder selbst welche darstellen.

Urspringlich war die genetische Therapie zur Behandlung von Erbkrankheiten
gedacht, bei denen die Expression eines schon bei der Geburt defekten Gens in
kurzer Zeit zu einer Vielzahl pathologischer Begleitumstadnde flhrte. Die
Gentherapie sollte hier das defekte Gen lebenslang ersetzen und vor den
pathologischen Konsequenzen schitzen. Grundlage dafur ist allerdings, dass
Vektoren zur Verfiigung stehen, die eine robuste Genexpression in einer grol3en
Population von Zielzellen oder sogar Organen fir einen sehr langen, wenn nicht

sogar lebenslangen Zeitraum garantieren kénnen.

Es verwundert nicht, dass solche Ansétze bei der Verflugbarkeit der bisherigen
Vektoren zu geringen Ergebnissen fihrten (Knowles et al., 1995; Meddell et al.,
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1995), denn eine der Hurden bei der Gentherapie ist die ausreichende
Verfugbarkeit der Gene, da sie nur fur kurze Zeit im Organismus haltbar, und dem
Abbau durch Lysosomen oder Proteinserum ausgesetzt sind. Darliber hinaus ist
oftmals die Effizienz der einzelnen Transfektionsmethoden zu gering. Die
verschiedensten Systeme sind entwickelt worden, um Zellen zu penetrieren und
DNA einzuschleusen. Dazu zahlen sowohl replikationsdefiziente virale Vektoren
wie Adenovirus (Ko et al.,, 1996), Retrovirus (Wiznerowicz et al., 1997),
adenoassoziierter Virus (Braun-Falco et al., 1999) und Herpes simplex Virus
(Blasberg & Tjuvajev, 1999) als auch synthetische, nicht-virale Vektoren wie
Liposomen, Polylysin oder Dendrimere (Smaglik, 1998), des weiteren die
Transfektion nackter DNA (Yang & Huang, 1996) oder die Kombination der
verschiedenen Methoden (Wagner et al., 1992). Sie alle haben ihre Vor- und
Nachteile. Virale Systeme sind derzeit am haufigsten in Gebrauch, da sie eine
ausreichende Genmenge in die Zelle schleusen kénnen. Allerdings kdnnen sie
sich teilweise nur in teilenden Zellen vermehren, sind sehr kompliziert gebaut oder
kostspielig in der Produktion und rufen nicht zuletzt eine Immunreaktion hervor.
Die nicht-viralen Systeme haben oftmals den Nachteil, dass sie nur wenig effizient
sind, ein Hindernis, dass bei der Einschleusung von DNA in Priméarzellen wie

HUVECSs oder gar in vivo-Therapie nicht zu unterschatzen ist.

Bei der Atherosklerose liegt eine Krankheit vor, die sich meist erst im Laufe des
Lebens ausbildet. Oftmals ist eine Etablierung allein deswegen mdglich, da zu
einem bestimmten Zeitpunkt die vermehrte Expression eines relevanten Gens,
das als Antwort auf einen bestimmten Stimulus erforderlich ist, unzureichend war
und somit lokal die Entstehung oder das Fortschreiten der Atherosklerose
begilnstigt wurde. Die transiente Ersetzung des defekten Gens durch ein
eingeschleustes, intaktes Gen, das in der Lage ist, die notwendige biologische
Antwort zum richtigen Zeitpunkt zu generieren, kann demnach vor pathologischen
Konsequenzen schitzen.

Dies kann u.U. ein enormer Vorteil sein. Die Therapien, die nur eine lokalisierte
kurzzeitige Expression von eingeschleusten Genen erfordern, bendtigen sehr viel

einfacher konstruierte Vektoren. Aus diesem Grund liegen gerade auf dem Sektor
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der Herz- und GefalZkrankheiten mit fast 50 % sehr viele Untersuchungen vor, bei
denen auch nicht-virale Vektoren bemerkenswerte Ergebnisse erzielten (Isner et
al., 2001) und somit den Vorteil bieten, eine unkontrollierbare Immunreaktion, die
durch virale Vektoren u. U. hervorgerufen werden kénnte, zu umgehen. Dartber
hinaus zeigten Studien an VEGF, dass eine zwei- bis dreiwdchige Expression

ausreichte, um die Neovaskularisation zu unterstutzen (Isner et al., 2001).

Klinische Untersuchungen von gentherapeutischen Ansétzen, die kardiovaskulare
Krankheiten betreffen, haben in der ersten klinischen Phase durchaus

hoffnungsvolle Ergebnisse geliefert. Dazu zahlen:

* Rettung von GliedmalRen bei Patienten, bei denen aufgrund Ischamie eine
Amputation der unteren Extremitaten unvermeidbar schien (Baumgartner et al.,
1998; Isner et al., 1998)

* Beseitigung von sensorischen Defiziten bei Patienten mit isch&mischer
peripheraler Neuropathie (Simovic et al., 2001)

* Rickgang von Angina pectoris bei koronarer Herzkrankheit (Losordo et al.,
1998)

* Erhodhte myocardiale Durchblutung bei Patienten mit koronarer Herzkrankheit
(Vale et al., 2001)

» Verringerte AbstoRung von Bypass-Transplantaten (Mann et al., 1999)

Naturlich darf nicht vergessen werden, dass Studien der ersten klinischen Phase
dazu dienen sollen, Wissen uber die Sicherheit und Toxizitdt zu sammeln. Es
muss sicherlich noch viel Gberpruft werden wie Spezifitat, in vivo-Stabilitat und der
Abbau der Stoffwechselprodukte. Die Daten, die hier ermittelt werden, legen
jedoch das Fundament fir das Sicherheitsprofil und sind somit die grundsatzliche
Dominante, die festlegt, ob eine Studie weitergefiihrt wird und die dritte Phase

erreicht.
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Fur VCAM-1 sind noch keine klinischen Studien durchgefiihrt worden. Allerdings
stellt der Oberflachenrezeptor durch seine Beteiligung an den Prozessen der
Monozytenrekrutierung ein potentielles Ziel dar. Eine erst kirzlich veréffentlichte
Untersuchung zeigt, wie bei Mausen mit einer reduzierten VCAM-1 Expression der
Ruckgang von adhéarenten Monozyten resultierte (Dansky et al., 2001). M&use, die
homozygot defizient fur die vierte VCAM-1 Doméne waren, Uber die der
monozytare Ligand VLA-4 gebunden wird, wurden mit ApoE-/- Mausen gekreuzt
und bewirkten neben dem Rickgang der gebundenen Monozyten aufgrund der
verringerten VCAM-1 Expression eine 84 % ige Abnahme von Lasionen an der

Aortenwurzel.

Der in der vorliegenden Arbeit beschriebene Ansatz, die VCAM-1 vermittelte Re-
krutierung von Monozyten zu verhindern, indem die Zytoskelettverankerung des
nativen Rezeptors blockiert wird, koénnte ebenfalls dazu beitragen, die
Atherosklerose mit neuen Mitteln zu bek&dmpfen. Durch die Einschleusung von
cd7/vcam lieRe sich moglicherweise Uber einen absehbaren Zeitraum die
Monozytenrekrutierung bei diesem chronisch-inflammatorischen Ph&nomen
zurickdrangen, wodurch wieder eine nicht-inflammatorische Situation des
Endothels, und somit seine Rehabilitation erzielt werden kdnnte. Die hier erlangten
Erkenntnisse lassen weitere Analysen zum Einsatz des Fusionsproteins
CD7/VCAM als Mittel der gentherapeutischen Therapie durchaus sinnvoll

erscheinen.
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5. Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde der endotheliale Oberflachenrezeptor VCAM-1
hinsichtlich seiner Funktion bei der Monozytenrekrutierung wahrend chronisch-
entztindlicher Prozesse untersucht. Basierend auf diesen Ergebnissen folgten
Versuche zur funktionellen Blockade des Rezeptors durch Transfektion des
Fusionsmolekils cd7/vcam, das mit dem nativen Rezeptor selektiv um
Bindungsstellen zum Zytoskelett konkurrieren sollte. Um die Spezifitat der
Hemmung nachzuweisen, waren die Analysen auf ICAM-1 und E-Selektin
auszudehnen, die neben VCAM-1 ebenfalls mal3geblich inflammatorische
Prozesse auf endothelialer Seite vermitteln sollen. Die Funktion der einzelnen
Zelladhasionsmolekile wurde isoliert am CHO-Zellmodell untersucht, wodurch
eine  Beteiligung anderer endothelialer Oberflachenmolekile per se

ausgeschlossen wurde.

Alle drei Oberflachenrezeptoren vermittelten die Adh&sion von Monozyten.
ICAM-1 und VCAM-1 waren dartber hinaus an dem Vorgang der Transmigration

beteiligt. Demgegeniber war E-Selektin bei diesem Prozess nicht involviert.

Sowohl ICAM-1 als auch VCAM-1 bendgtigten fur die Vermittlung der Prozesse
eine Bindung an das Actinskelett. Durch die Behandlung mit Cytochalasin D
konnte gezeigt werden, dass die transgenen Zellen anschlie3end nicht mehr in der
Lage waren, ihre Funktion bei der Monozytenrekrutierung auszutben. Das
Oberflachenmolekil E-Selektin  zeigte demgegentuber keine funktionelle
Beeintrachtigung durch Cytochalasin D.

Die Transfektion des Fusionsmolekils cd7/vcam bedingte eine Abnahme von
Monozyten bei den VCAM-1 vermittelten Prozessen der Adhasion und
Transmigration. Die Funktionen von ICAM-1 oder E-Selektin wurden dadurch nicht
beeinflusst, so dass die Koexpression von CD7/VCAM und VCAM-1 eine

spezifische und funktionelle Blockade des zellularen Rezeptors erzielte.
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Die gleichzeitige Expression von VCAM-1 und CD7/VCAM bedingte eine
Abnahme der Monozyten, der dem Effekt der Cytochalasin D Behandlung
entsprach. Das Konstrukt CD7/VCAM konkurrierte demzufolge erfolgreich mit dem
nativen Rezeptor um die Bindung an das Actinskelett und verhinderte so die

VCAM-1 vermittelte Monozytenrekrutierung.

Da die Einschleusung des Fusionsproteins in ICAM-1 exprimierende Zellen im
Gegensatz zur Cytochalasin D Behandlung keinen Einfluss auf gebundene oder
migrierte Monozyten zur Folge hatte, kann eine unterschiedliche Bindung der
intrazellularen Komponenten von VCAM-1 und ICAM-1 an das Actinskelett

angenommen werden, die es erméglichte, VCAM-1 selektiv zu blockieren.

Mit Blick auf eine mdgliche gentherapeutische Anwendung des Fusionsmolekiils
CD7/VCAM wurden Versuche mit humanen Primarzellkulturen durchgefihrt,
wobei durch Stimulation der Zellen eine chronisch-inflammatorische Situation mit

erhohter Expression der drei Oberflachenrezeptoren simuliert wurde.

Die VCAM-1 vermittelte Adhasion und Transmigration von Monozyten konnte auch
in diesem Zellmodell nachgewiesen werden. Dabei unterschied sich der
Prozentsatz der Monozyten bei beiden Vorgdngen der Monozytenrekrutierung

unter inflammatorischen Bedingungen von unstimulierten Kontrollansatzen.

Das Fusionsmolekil CD7/VCAM verminderte sowohl beim unstimulierten als auch
stimulierten Endothel den Prozentsatz der tiber VCAM-1 gebundenen Monozyten.
Die VCAM-1 vermittelte Transmigration der Monozyten liel3 sich unter
inflammatorischen Bedingungen durch die Einschleusung von CD7/VCAM
ebenfalls  zurlckdrangen, so dass eine Weiterentwicklung dieses
gentherapeutischen Ansatzes durchaus positive Resultate bei der Bekampfung

chronisch entziindlicher Prozesse erzielen kdnnte.
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