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| ZUSAMMENFASSUNG

Chemokine sind eine Gruppe von kleinen, chemotaktisch wirksamen Proteinen, die als
Mediatoren von vielen unterschiedlichen Gewebetypen wie Endothelzellen, Fibroblasten,
Lymphozyten etc. ausgeschiittet werden kénnen und bei den Prozessen der Embryogenese,
der Homeostase, der Angiogenese und der Rekrutierung und Migration von Leukozyten eine
Rolle spielen. Diese Eigenschaft kann in der Therapie maligner Erkrankungen genutzt
werden: Durch die gezielte lokale Beeinflussung des Chemokin-Milieus soll ein gerichteter
Einstrom von Leukozytenuntergruppen (sogenannte ,,subsets”) und somit eine gegen die
entarteten Zellen gerichtete Entziindungsreaktion induziert werden. Die Bedeutung des
korpereigenen Immunsystems in der Entstehung und Abwehr von malignen Tumoren ist dabei
schon von Virchow 1858 erkannt worden (,,Die Cellularpathologie in ihrer Begriindung auf
physiologische und pathologische Gewebelehre®); wiahrend dieser jedoch in dem
L~lymphoretikuldren Infiltrat“ chronischer Entziindungsprozesse die Ursache spéterer
Entartung sah, mehren sich heute Untersuchungen, die die anti-tumordse Wirkung der
Leukozyten betonen. Epidemiologische Studien mit immunsupprimierten
Transplantatempfangern zeigen eine deutlich erhéhte Malignominzidenz in dieser
Populationsgruppe.

Von besonderem Interesse in der Tumorbiologie ist das spezielle Mikromilieu
(,, microenvironment), das sich der entartete Zellklon durch Ausschittung parakrin
wirksamer Faktoren oder Verdnderung seiner an der Zelloberflache exprimierten Marker
schafft. Eine groe Anzahl verschiedener biologisch aktiver Mediatoren wie
Metallomatrixproteasen (MMP) oder Interleukine ist beschrieben worden. Eine gezielte
Beeinflussung dieses speziellen tumoreigenen Milieus erscheint daher sinnvoll, um auf das
Tumorwachstum einzuwirken und gleichzeitig das Immunsystem in seiner Abwehrfunktion
zu stimulieren. Wichtig ist hierbei die Vorgabe, lokal begrenzt einzugreifen.

Ziel der vorliegenden Arbeit war somit die Herstellung eines neuen rekombinanten Proteins,
das als (lokal begrenzt wirksames) Adjuvans des Immunsystems eine Rolle in der
Tumortherapie spielen kénnte. Zu diesem Zweck wurde das proinflammatorische Chemokin
CXCL10 (IP 10) auf DNA-Ebene mit einem Glykosylphosphatidylinositol- (GPI) Anker
fusioniert und anschlieBend in eukaryotischen Zellen (Chinese Hamster Ovary [CHQY]) stabil
exprimiert.

IP 10, das jetzt vor allem als CXCL10 bekannt ist, ist ein entziindungsférderndes Chemokin
mit einem Molekulargewicht von ca. 9 kDa, das pro-migratorische Effekte auf TH1-Helfer-,
CD8-Killer- und NK-Zellen ausubt. Des Weiteren sind die im gegebenen Kontext besonders
interessanten Effekte der Angiostase (Strieter et al., 1995) und der verminderten
Metastasierung (Arenberg et al., 1997; Luan et al., 1997) beschrieben worden. Das Protein
bt somit anti-tumordse Wirkung auf verschiedenen Wegen aus.



Der GPI-Anker ist in der Lage, das Chemokin in jedwede Zellmembran zu reinkorporieren;
somit ist die Kreierung eines lokalen Konzentrationsgradienten, der seinerseits als
Migrationssignal fir spezifische Leukozytenuntergruppen wirkt, moglich.

Als Erweiterung dieses Modells wurde das Chemokin-GPI-Fusionsprotein weiterhin mit der
,mucin-like domain“ des bisher in seiner Struktur einzigartigen Chemokins CX3CL1
(Fractalkine) versehen. Dieses Konstrukt bietet die Mdglichkeit, sich bei der erwiinschten
Leukozytenrekrutierung vom endothelialen Besatz sonstiger adh&sionsvermittelnder
Rezeptoren wie Integrinen emanzipieren zu konnen. Es ertffnet so die Mdglichkeiten des im
Englischen sogenannten ,,tissue engineering®; der Veranderung der Oberflachenstruktur von
Zellen und Geweben, ohne dabei in das jeweilige Genom eingreifen zu missen.

Die Expression der Konstrukte auf der Zelloberflache der transfizierten Zellen wurde mittels
FACS-Analyse nachgewiesen, ebenso die GPI-Verankerung.

Nach schonender Auslosung der Fusionsproteine aus den Zellmembranen wurde eine
Aufreinigung durch Einsatz von Methoden der Chromatographie (FPLC) erzielt.

Die strukturelle und funktionelle Unversehrtheit der gewonnenen Konstrukte wurde mit Hilfe
zweier Versuche uberprift: Die Re-Inkorporierung der aufgereinigten Proteine in die
Zellmembranen von humanen dermalen Endothelzellen (HDBEC) bewies die Funktionalitét
des GPI-Ankers; die Durchfiihrung eines sogenannten ,,flow adhesion assays® sollte der
Untersuchung der Funktionalitdt der Chemokin-Domane dienen.

Da sich hier zundchst bei der Verwendung der aufgereinigten Konstrukte aufgrund zu niedrig
eingesetzter Proteinmengen kein wesentlicher Effekt der Chemokine zeigte, wurden parallel
zu den Aufreinigungsbemihungen mikrovaskuldre Endothelzellen (HMEC) mit den
jeweiligen Konstrukten CXCL10-GPl sowie mucin CXCL10-GPI transient mittels
Elektroporation transfiziert. Nach Methodenoptimierung sowie Auswahl einer geeigneten
Lymphozytenzelllinie wurde der Adhé&sionsversuch wiederholt. Unter Scherkréaften von 0,4
dyn/cm? konnten fiir beide Chemokine (mucin CXCL10-GPI > CXCL10-GPI) mehrere
Adhasionsereignisse detektiert werden, was fiir die Richtigkeit der der Arbeit zugrunde
liegenden Hypothese bezlglich der Steuerbarkeit der Leukozytenmigration durch Chemokine
und der Moglichkeiten des sogenannten ,,cell surface engineering* spricht.

Nachdem zwischenzeitlich ein neues Aufreinigungsprotokoll fir beide Proteinkonstrukte
(mittels eines sogenannten ,,myc-tags“ [fiir Einzelheiten siehe die Dissertation von Fr. S.
Bdcker]) entwickelt worden war, konnte auch fir die isolierten Proteine ein starker Trend zur
gesteigerten Adhé&sion von Leukozyten nachgewiesen werden.

Zusatzlich wurde die antiangiogenetische Potenz von CXCL10 in einem Proliferationsversuch
mit mikrovaskul&ren Endothelzellen nachgewiesen.

Somit konnte durch die Verwendung der aufgereinigten Proteinkonstrukte (mucin) CXCL10-
GPI eine zweifache adjuvante Strategie in der Onkologie verfolgt werden:
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Chemotaktische Anlockung von Effektor-T-Zellen sowie zusatzlich Inhibition der
Angioneogenese des Tumors.



Il EINLEITUNG

ENTZUNDUNG

Entzindungsprozesse gehdren zu den zentralen Schutzmechanismen des Korpers.
Entziindungen haben eine essentielle Funktion bei der Abwehr von Krankheitserregern,
entarteten Zellen und Fremdkorpern.

Andererseits spielen sie eine Rolle in der Pathogenese vieler Erkrankungen, bei denen eine
fehlgeleitete Entziindungsreaktion das eigentliche Krankheitsbild hervorruft.

Bei jeder Entzundung findet ein in vielen komplexen Schritten ablaufender VVorgang statt.
Dieser wird zunéchst durch spezifische oder unspezifische Reize, wie das Vorhandensein von
Krankheitserregern, ihrer spezifischen bakteriellen oder viralen Produkte, oder die Erkennung
korperfremder oder entarteter Zellen durch das Immunsystem ausgeldst. Uber die Produktion
verschiedener Mediatoren durch ortsstdndige oder einwandernde Zellen kommt es zur
chemotaktischen Anlockung spezifischer Effektorzellen aus dem peripheren Blutstrom. Durch
Mediatoren wird ebenfalls die Expression verschiedener Oberflachenantigene, wie Integrine
oder VCAM (,,vascular cell adhesion molecules), am Endothel und auf den Effektorzellen
angeregt, was in einem ersten Schritt zu Anheftung und Extravasation dieser Zellen und
schlieBlich zur ihrer Aktivierung fuhrt. Eine Schliisselrolle kommt hierbei der Regulation der
Immunantwort durch ein komplexes Netzwerk von Cytokinen zu. Diese konnen auf
unterschiedlichen Ebenen immunregulatorisch, d.h. aktivierend, supprimierend oder
modulierend eingreifen. Dabei kommt es phasenabhdangig durch die Freisetzung
unterschiedlicher Entziindungsmediatoren zu einer gesteigerten Durchblutung des betroffenen
Gewebes, um einen erhohten Zustrom der korpereigenen Abwehrzellen oder einen
verbesserten Abtransport eventueller Toxine zu ermdglichen. Dieser ersten Phase folgt eine
Permeabilitatserhdhung der GefélRe mit einer anschlieBenden Leukozytentransmigration aus
dem Blutstrom ins entzindete Stroma.

Neben dem Kininsystem und den Arachidonsdurederivaten spielt die Proteinfamilie der
Chemokine eine wichtige Rolle in diesen Prozessen, sorgen diese doch fur die Rekrutierung
der ,,passenden* Leukozyten. Die Bedeutung der Chemokine fiir die Entziindungsreaktion
wird durch die verheerenden Wirkungen einer tberschieend fehlgeleiteten Bildung dieser
Botenstoffe im Rahmen der Artherosklerose (Heller et al, 2006), eines
Autoimmungeschehens wie z.B. der rheumatoiden Arthritis, dem Asthma bronchiale und der
Multiplen Sklerose (Liu et al., 2001) oder auch im Rahmen von chronisch verlaufenden
TransplantatabstolRungsprozessen (Nelson und Krensky, 2001) verdeutlicht und fuhrte zu der
Entwicklung bestimmter Antagonisten zur therapeutischen Verhinderung dieser deletéren
Effekte.



Andererseits kann die gesteuerte Erzeugung einer lokal begrenzten inflammatorischen
Reaktion des Korpers unter anderen Umstanden gewdinscht und sinnvoll sein. Im Rahmen
eines Tumorleidens ware die forcierte korpereigene Auseinandersetzung mit dem entarteten
Zellklon als Unterstiitzung der standardmé&lig verabreichten zytostatischen Therapie
vorteilhaft.

Dieser Ansatz soll im Folgenden genauer vorgestellt werden, zunéchst soll aber ein kurzer
Abriss der Tumorigenese und des Wechselspiels zwischen Tumor und Immunsystem
erfolgen:

TUMORIGENESE

Damit sich eine Zelle strukturell und funktionell in einen Organismus integrieren kann, muss
sie ihre Wachstumsvorgange, ihre Differenzierung und ihre Beziehung zu den Nachbarzellen
unter Kontrolle haben und dem Gesamten anpassen. Zu diesem Zweck besitzt jede Zelle eine
Vielzahl von unterschiedlichen Genen, die diese Prozesse kontrollieren und das
Zusammenspiel der unzahligen einzelnen Zellen gewdhrleisten. Diese Gene betreffen
bevorzugt Vorgénge wie Neubildung, Ausreifung oder Absterben.

Im Laufe des Lebenszyklus einer Zelle hdaufen sich Mutationen in diesen Genen an. Die
uberwaltigende Mehrzahl kann jedoch entweder repariert werden oder die gesamte Zelle tritt
bei irreparablem Schaden in den Prozess des programmierten Zelltodes, die Apoptose, ein.

Manchmal kdnnen die entstandenen Schéden nicht ausgebessert werden und es kommt zu
einer Akkumulation verschiedener Mutationen. Bei einer Anzahl von sechs Veranderungen
des Genoms ist eine kritische Grenze erreicht: Die betroffene Zelle wandelt sich Schritt fiir
Schritt in eine Tumorzelle um. Diese besitzt im Vergleich zu den unverdnderten Zellen
folgende Charakteristika:

- Storung der Genomintegritat wegen defekter DNA-Reparatur

- Deregulierung des Zellwachstums durch Uberproduktion von Wachstumsstimulatoren
oder Resistenz gegenuber Wachstumsinhibitoren

- Storungen der Zellzykluskontrolle
- Unabhéngigkeit von der Zell-Zell-Interaktion
- Stérung der Apoptose, Angiogenese, Invasion und Metastasierung
Der Prozess der Tumorigenese selbst 1auft formal betrachtet in vier Stadien ab:
- Initiation
- Promotion

- Progression



- Metastasierung

Die Initiation ist der erste Schritt in der Tumorigenese. Er besteht darin, dass ein genetischer
Schaden gesetzt wird.

In der Phase der Promotion kommt es zur Proliferation der initiierten Zellen, so dass der
primar auf eine einzelne Zelle begrenzte Schaden auf viele Tochterzellen tibertragen wird.

In der anschlieRenden Progressionsphase vollzieht sich der endgiltige Ubergang zur
neoplastischen Zelle, von der letztlich die klonale maligne Proliferation ausgeht. Diese Phase
der Tumorigenese ist am ungenauesten definiert, da teilweise mehrere Jahrzehnte zwischen
dem Initiationsprozess und der klinischen Manifestation eines Tumors liegen kdnnen.

Mit  zunehmender Progression verlieren die maligne entarteten Zellen ihre
Differenzierungsmerkmale und damit ihre Zell-Zell-Interaktionen, was schlussendlich in der
Streuung von  Tochterzellen im Organismus und dem Heranwachsen von
Tochtergeschwulsten gipfelt.

Als cancerogene Promotoren sind dabei eine Menge chemischer Substanzen, physikalischer
Kréfte wie ionisierende Strahlung oder aber Viren bekannt. All diesen unterschiedlichen
Bedrohungen des Genoms muss der Organismus eine Abwehr gegentiberstellen; dabei spielen
die Reparaturmechanismen und, bei schon eingetretener Entartung, die Antitumor-
Effektormechanismen des humoralen und zellularen Immunsystems eine herausragende Rolle.
Dabei geht es vor allem darum, die verdnderten Zellen zu erkennen und effektiv
auszuschalten.

TUMOR UND IMMUNSYSTEM

Die ersten Gedanken, dass das Immunsystem die ansonsten berschieende Frequenz von
Carcinomen einddmmen konnte, gehen bereits auf Paul Ehrlich (,,Ueber den jetzigen Stand
der Karzinomforschung®, 1909) zuriick; seine Ideen wurden allerdings bis zur Mitte des 20.
Jahrhunderts nicht weiter verfolgt. Es dauerte bis zur Entwicklung der Immunologie und den
Arbeiten Medawars in den 50er Jahren, bis die kritische Rolle des Immunsystems bei der
Abwehr von korperfremden Zellen in  Form der Abstoungsreaktion von
Allografttransplantaten erkannt wurde. Weitere Arbeiten entwickelten das Konzept von
korperfremden und tumor-spezifischen Antigenen, gegen die sich die Immunreaktion richten
kann (Old et al., 1964; Klein, 1966).

Alle diese und die nachfolgenden Erkenntnisse gipfelten in der Theorie der
Immuniberwachung von Burnet, die eine Funktion des Immunsystems in der Erkennung und
Eliminierung maligne entarteter Zellen postulierte (Burnet, 1970).



Nach Veroffentlichung der neuen Hypothese wurden zahlreiche Experimente zur Veri- oder
Falsifizierung derselben unternommen: Eine Immunsuppression sollte demnach zu einer
erhdhten Inzidenz an Tumoren fihren. Wé&hrend manche Gruppen frihzeitig eine
Thymektomie an Versuchstieren zur Kompromittierung des T-Zell-Systems durchfiihrten,
verwandten andere  Anti-Lymphozyten-Sera: die  Ergebnisse  waren bei allen
Forschungsgruppen uneinheitlich (Stutman, 1975; Grant und Miller, 1965; Trainin et al.,
1967; Burstein, 1971; Klein, 1973). Es wurden lediglich eine erhohte Anfalligkeit flr virale
Prozesse und die Bildung von Lymphomen beobachtet: Beide Effekte wurden der
verminderten Abwehr viraler Krankheitserreger und der damit verbundenen konsekutiven
dauernden Stimulation des lymphozytdren Systems zugeschrieben. Letztere sollte eine
gesteigerte Proliferation, Rate an somatischen Mutationen und schlie8lich auch Lymphomen
nach sich ziehen (Klein, 1973).

Letztendlich waren aber die Ergebnisse insgesamt zu uneinheitlich, um die von Burnet
vorgeschlagene Hypothese zu beweisen oder zu entkraftigen.

Im Laufe der folgenden Jahre verminderte sich, auch aufgrund der Arbeiten O. Stutmans, der
in seinen Experimenten an athymischen nackten Mausen keine hdhere Inzidenz an soliden
Tumoren im Vergleich zur Wildtypgruppe feststellen konnte (Stutman,1973 und 1974), das
Interesse an der Theorie der immuneigenen Tumoriiberwachung, so dass die gesamte Theorie
1978 fur tot erklart wurde.

Diese Einstellung zeigt sich auch noch in einer Ubersichtsarbeit Hanahans (Hanahan und
Weinberg, 2000), die die entscheidenden Hirden in der Tumorentwicklung auflistete und
dabei die Umgehung der Eliminierung durch das menschliche Immunsystem ausliel3.

Ab Mitte der 90er Jahre jedoch sollten zwei Entdeckungen zur Renaissance der These der
Tumorimmuniiberwachung fihren: Zum einen konnte von mehreren Arbeitsgruppen die
carcinoprotektive Wirkung von endogenem Interferon-y (IFN-y) gezeigt werden (Dighe et al.,
1994; Kaplan et al., 1998; Street et al., 2001), zum anderen wurde ein &hnlicher Effekt fiir
Perforin, einem Bestandteil der zytotoxischen Granula von NK- und CD8-Zellen, der eine
Rolle in der T-Zell vermittelten Zytotoxizitat spielt, gefunden (Russell und Ley, 2002).

Zusammengefasst legten alle diese Beobachtungen eine Rolle des Immunsystems in dem
Prozess der Kontrolle der Tumorentstehung und —ausbreitung nahe. Diese Ergebnisse wurden
durch unzéhlige neuere Forschungsergebnisse mit Versuchen an M&dusen mit nun definierten
Immundefekten unterstutzt.

Auch beim Menschen zeigt sich eine hohere Inzidenz an Malignomen, wenn das
Immunsystem geschwécht wird: Studien aus Skandinavien, Neuseeland und Australien
zeigten eine groBere Anzahl sowohl an ,,fliissigen* (NHL, Mb. Hodgkin) als auch an soliden
Tumoren (anorektal, genitourinal, Melanom) bei Transplantatempfangern (Penn, 1999;
Birkeland et al., 1995; Sheil, 2001). Wahrend man das gesteigerte VVorkommen der



Lymphome oder analen Carcinome aufgrund ihrer Verbindung zu viralen Infektionen mit z.B.
Epstein-Barr- oder HP-Viren mit der gegenulber infektiosen Organismen geschwéchten
Immunabwehr erkléren kann, untermauern vor allem das nach einer Organtransplantation z.T.
um das 4fache erhohte Auftreten maligner Melanome oder die erhohte Inzidenz an
Bronchialcarcinomen die Funktion des Immunsystems auch fiir solide Tumore (Penn, 1996;
Pham et al., 1995; Sheil, 2001).

Zusétzlich zeigte eine Untersuchung von 5692 nierentransplantierten Patienten in Finnland,
Déanemark, Norwegen und Schweden ein hoheres Risiko dieser Gruppe fir eine Vielzahl
solider Tumore wie Colon-Ca, Bronchial-Ca, Nieren-Ca, urotheliales und endokrines Ca
(Birkeland et al., 1995).

Neben diesen epidemiologischen Studien existieren Beobachtungen, dass die Anzahl der
einen Tumor infiltrierenden Lymphozyten ein prognostischer Faktor fiir das Uberleben des
Patienten ist: Die iberzeugendsten Ergebnisse stammen hierbei aus Studien mit Patienten, die
an einem malignen Melanom erkrankt sind. Es wurde gezeigt, dass Patienten mit einer
deutlichen lymphozytéren Infiltration des Tumors eine bis zu 1,5fach verléngerte
Uberlebenszeit hatten (Clark et al. 1989; Clemente et al., 1996).

Eine ahnlich positive Korrelation konnte fur viele andere Tumorentitaten gefunden (Mamma,
Blase, Colon, Prostata, Rektum) und teilweise fur die Infiltration des Tumors mit CD8
positiven Zellen spezifiziert werden (Wahlin et al., 2007).

So effektiv und wichtig die protektiven Funktionen des Immunsystems auch sein mdgen, sie
sind nicht perfekt, kommt es doch auch bei immunkompetenten Personen zum spontanen
Auftreten maligner Erkrankungen.

Es wird hierbei angenommen, dass durch den vom Immunsystem auf den Tumor ausgetibten
Selektionsdruck diejenigen Klone selektioniert werden, die eine geringere Immunogenitét
besitzen und so den Abwehrzellen entkommen kdnnen. Da diese Anhdufung von Mutationen
durch die Angriffe des Immunsystems geférdert wird, wurde die urspriingliche These der
Immuniberwachung zur Theorie der Immuneditierung erweitert. Dunn et al. schlagen hierbei
ein Modell mit drei Phasen vor, welche die Elimination des Tumors, ein folgendes
Equilibrium von (Uberlebenden Tumorzellen und Immunsystem und ein anschlieendes
»escape“-Phanomen des nun relativ wenig immunogenen Zellklons beinhalten (Dunn et al.,
2002).



Elimination Equilibrium

Genetic instability/tumor heterogeneity

Immune selection

Abb.1: Die drei ,E*“ der Tumorimmuneditierung. Die Tumorimmuneditierung umfasst drei Prozesse: a)
Elimination durch Immuniberwachung, b) Die Phase des Equilibriums stellt den Prozess der Auslese
derjenigen Tumorzellklone dar, die eine gesteigerte Féhigkeit besitzen, die Angriffe des Immunsystems zu
uberleben. c) ,,Escape“ beschreibt die unkontrollierte Expansion des zuvor selektionierten Tumors im
immunkompetenten Organismus. In den Abschnitten a) und b) sind die sich entwickelnden Tumorzellen in blau,
fertige* Tumorklone in rot und die untransformierten, normalen Stromazellen in grau dargestellt, in c) wird
zusétzlich in orange die Tumorzellvariante gezeigt, die sich aufgrund des Prozesses des Equilibriums
herausgebildet hat. Die einzelnen Lymphozytenpopulationen sind jeweils direkt markiert, die kleinen orangenen
Kreise in a) stellen Cytokine, die weiRen Blitze die antitumorale zytotoxische Aktivitat der Lymphozyten dar.
(Mit freundlicher Genehmigung von Macmillan Publishers Ltd: Nature, Dunn et al., 2002)

Wahrend der priméaren Eliminations-Phase spielen Chemokine im Rahmen der
Leukozytenrekrutierung und Angiogenese bzw. -stase eine bedeutende Rolle. Dabei beginnt
der gesamte Prozess durch das Erkennen transformierter Zellen durch Naturliche Killer- oder

T-Zellen und die darauf folgende Produktion von Cytokinen wie Interferon-y.

Dies fiihrt zur weiteren Stimulation des Immunsystems und einer Induktion von angiostatisch
wirksamen Chemokinen wie z.B. CXCL10 (IP10), CXCL9 oder CXCL11l. Diese
Effektormolekile hemmen zum einen die tumoreigene Neovaskularisation und beeinflussen
dariiberhinaus die Rekrutierung und Aktivierung immunokompetenter Zellen wie NK- Zellen
(Naturliche Killerzellen) oder Makrophagen, die ihrerseits zytotoxisch auf den entarteten
Zellklon wirken. Im Rahmen der Auseinandersetzung mit dem Immunsystem gehen einige
entartete Zellen zugrunde, deren Zelldebris mit den Makrophagen oder dendritischen Zellen
in die drainierenden Lymphknoten gelangt. Dort entwickelt sich nun die spezifische
Immunantwort in Form von CD4- und CD8- Zellen, die in der Lage sind, Zellen, die
Tumorantigene auf ihrer Oberflache exprimieren, zu erkennen und zu zerstoren.

Die Wanderung dieser Zellen in das Gebiet des Tumors wird hierbei durch einen Gradienten
von Chemokinen (chemotaktische Cytokine) gesteuert.



Abb.2: Modell der Eliminationsphase im Prozess der Tumorimmuneditierung

a) Mitglieder des angeborenen Immunsystems erkennen transformierte Zellen und schitten IFNy aus. b) IFNy
startet die Abwehrkaskade und fiihrt zur Sekretion von CXCL9 oder CXCL11, die die Neovaskularisation des
Tumors hemmen und gleichzeitig weitere immunkompetente Zellen (weitere NK-Zellen, Makrophagen)
anlocken und aktivieren. Antigene abgettteter Zellen werden durch Antigen-préasentierende Zellen in die
drainierenden Lymphknoten abtransportiert. Dort kommt es zu c) der Aushildung einer spezifischen
Immunantwort in Form von CD4- und CD8- Zellen. d) Das Wachstum des Tumors wird durch die Aktivitat der
NK-Zellen, der aktivierten Makrophagen sowie der Lymphozyten kontrolliert Die tumorspezifischen
Abwehrzellen wandern entlang eines Chemokingradienten in das Gebiet des entarteten Klons und zerstdren
maligne Zellen, die die Tumorantigene auf ihrer Oberflache exprimieren. (Mit freundlicher Genehmigung von
Macmillan Publishers Ltd: Nature, Dunn et al., 2002)

Chemokine spielen somit durch die Rekrutierung und Aktivierung von Zellen des
angeborenen, unspezifischen Immunsystems und die angiostatischen Effekte sowohl in der
Initilerung der korpereigenen Tumorzellabwehr als auch durch die migrationssteuernde
Wirkung auf CD4- und CD8- Zellen in den spateren, tumorspezifischen immunologischen
Prozessen eine wichtige Rolle. Daher soll diese Proteingruppe genauer vorgestellt werden.

CHEMOKINE

Chemotaktische Zytokine (Chemokine) sind eine schnell wachsende Gruppe von Mediatoren
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mit einem geringen Molekulargewicht von 8 bis 11 kDa, die in vielen biologischen Prozessen
wie der Embryo-, Angio- und Hamatogenese eine Rolle spielen (Luster et al., 1998). Sie
kénnen  weiterhin  die  Wanderung  von  Leukozyten  entsprechend ihres
Konzentrationsgradienten steuern und die Extravasation der Abwehrzellen sowie deren
Aktivierung und Proliferation hervorrufen. Chemokine werden nach ihrer chemischen
Struktur je nach Lage ihrer Doppelbindungen in C, CC, CXC und nach neuesten
Forschungsergebnissen CX3C Chemokine eingeteilt, wobei der Buchstabe ,,C* fiir den Rest
der schwefelhaltigen Aminosdure Cystein und der Buchstabe ,, X fiir einen beliebigen Rest
stehen (s.u.). Durch Bindung an Chemokinrezeptoren, G-Protein-assoziierte Rezeptoren aus
der Klasse der Sieben-Trans-Domanen-Rezeptoren, werden die Signale transduziert und ins
Innere der Zelle weitergegeben, wo sie eine Vielzahl unterschiedlicher Reaktionen ausldsen
konnen.

Chemokine konnen einerseits von verschiedenen Zell- und Gewebearten wie z.B.
Fibroblasten oder Endothelzellen in Antwort auf einen pro-inflammatorischen Reiz hergestellt
und sezerniert werden (Taub, 1996; v. Luettichau et al., 1996); andererseits sind sie in
bestimmten Umgebungen (Embryo-, Angio- und H&matogenese) dauerhaft exprimiert (Rossi
und Zlotnik, 2000; Nelson und Krensky, 2001).

Chemokine Uben eine chemotaktische Wirkung auf bestimmte Leukozyten-Subpopulationen
aus und induzieren somit tber ihren lokalen Gradienten eine Migration der Abwehrzellen aus
dem Blutstrom in das z.B. entziindete Gewebe (Springer, 1994; Kunkel und Godessart, 2002).
Die Interaktion der Leukozyten mit dem jeweiligen Gefdlendothel ist hierbei von dem
Zelloberflachenbesatz an Adhésion-vermittelnden Rezeptoren wie Selektinen und Integrinen
und natdrlich der Expression des jeweiligen Chemokin-Rezeptors abhéngig. Nur ein
koordiniertes Zusammenspiel all dieser Elemente kann eine Diapedese der Leukozyten in das
Gewebe ermdglichen.

Bis zum heutigen Tag sind mehr als 50 verschiedene Chemokine und 21 Rezeptoren
beschrieben worden (Murphy et al., 2000; Rossi und Zlotnik, 2000; Segerer et al., 2000),
wobei die Mediatoren in vier ,,Familien® eingeteilt werden: Die Gruppierung erfolgt, wie
bereits oben erwahnt, unter strukturellen Gesichtspunkten: Alle Chemokine besitzen am
Amino-Terminal ihrer Primérstruktur ein Motiv von vier Cysteinyl-Resten. Die Lage der
ersten beiden Reste dieses Motivs und eine eventuelle Trennung durch eingeschobene
Aminosauren-Reste, die mit ,, X“ bezeichnet werden, ergibt folgende Gruppen: C- (y-
Chemokine), CC- (3-Chemokine), CXC- (zuerst beschrieben und deshalb auch a-Chemokine)
und CX3C- (5-Chemokine).

Eine Untergruppe der CXC- Chemokine besitzt zusétzlich ein aus den Aminosduren E-L-R
(Glutamat-Leucin-Arginin) bestehendes, der CXC-Doméne vorangehendes Motiv, das Zellen,
die Proteine dieser Familie auf ihrer Oberflache présentieren, fur eine Wirkung auf neutrophi-
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le Granulozyten pradisponiert und mit angiogenetischen Effekten assoziiert ist. Chemokine
der CXC-Familie ohne das genannte Motiv hingegen Uben ihre Effekte bevorzugt auf
Lymphozyten aus und besitzen eine angiostatische Wirkung.

Wéhrend die meisten der bisher bekannten Vertreter der Chemokine der CC- und der CXC-
Familie angehoren, bestehen die anderen beiden Gruppen aus einer wesentlich leichter
uberschaubaren Anzahl von Mitgliedern: Die C- Gruppe besteht aus Lymphotactin-alpha und
-beta; beide besitzen nur zwei Cysteinyl-Reste (Kelner et al., 1994). Von den CX3C-
Chemokinen ist bis zum heutigen Tag als einziger Vertreter lediglich Fractalkine/CX3CL1
beschrieben worden. Dieses Protein ist insofern interessant, da es, Uber eine
Transmembrandomane direkt in die Zellmembran gebunden, durch eine in ihrer Funktion mit
Adhasionsmolekiilen vergleichbare Mucin-ahnliche Domane relativ unabhdngig von den
sonst notwendigen Co-Stimuli wie Selektinen und Integrinen v.a. T-Lymphozyten und
Monozyten mittels seiner Chemokin-Doméne rekrutieren kann (Umehara et al., 2004).

REZEPTOREN

Alle Rezeptoren fir Chemokine gehoren der Gruppe der G-Protein gekoppelten, sieben
Transmembrandomanen besitzenden Rezeptoren an (Murphy et al., 2000; Rossi und Zlotnik,
2000; Sallusto et al., 2000). Dabei wird jeder Rezeptor spezifisch von einer verschiedenen Art
und Anzahl von Leukozyten exprimiert und interagiert seinerseits auch nur mit einer

bestimmten, ,,passenden* Untergruppe von Chemokinen.

Allerdings existiert eine bestimmte Kreuz-Spezifitat eines Rezeptors fur mehrere Mediatoren
und vice versa, wobei man hier generell sagen kann, dass die Rezeptoren der pro-
inflammatorisch wirksamen Chemokine eher zu einer mehrfach gearteten Interaktion neigen,
wéhrend diejenigen Rezeptoren, die das normale Extravasationsverhalten der Leukozyten im
Sinne der Homoostase beeinflussen, eher weniger bis nur einen einzigen Liganden besitzen
(Nelson und Krensky, 2001). Insgesamt kann man aber von einer gewissen Redundanz im
gesamten System der Chemokin-vermittelten Signaltransduktion sprechen.

Die zur Beschreibung und Einordnung der verschiedenen Rezeptoren gebrduchliche
Nomenklatur basiert auf der Klasse von Chemokinen, die mit dem jeweiligen Rezeptor
interagiert: So werden C-, CC-, CXC- und CX3C-Rezeptoren unterschieden (Murphy et al.,
2000; Rossi und Zlotnik, 2000, Baggiolini, 2001).

Als Uberblick tiber das bisher Gesagte dient Abbildung 3, die die jeweiligen Rezeptoren mit
ihren Liganden darstellt und dabei die Rezeptoren nach Spezifitéat (spezifisch/nicht-spezifisch)
oder Herkunft (viral) einteilt. Ubrig bleibt eine letzte Gruppe zweier Rezeptoren, die keine
Signalkaskade aktivieren kénnen (non-signalling).
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Abb.3: Familie der Chemokine mit zugehdrigen Rezeptoren. Diese Abbildung teilt die jeweiligen Rezeptoren
mit ihren zugehorigen Chemokinen nach Spezifitit in ,,spezifisch® und ,nicht-spezifisch* (specific vs. shared)
sowie der Herkunft entsprechend in ,,viral* (viral) ein; Ubrig bleiben zwei Rezeptoren, die keine Signalkaskade
aktivieren kénnen (non-signalling) und ebenfalls eine eigene Gruppe bilden. Abkirzungen siehe Erlduterung zu
Abbildung 4.

Durch die Bindung eines Liganden an den passenden Rezeptor wird G-Protein-vermittelt eine
Signaltransduktionskaskade angestofen, die zu einer Aktivierung der Phospholipasen C al
and o2 mit der konsekutiven Generierung von Inositoltrisphosphat und Diacylglycerol (DAG)
fiihrt. Dies wiederum zieht einen Anstieg der intrazellularen Calciumionenkonzentration mit
daran gekoppelter Aktivierung der Phosphokinase C nach sich. Im weiteren Verlauf der
Signalkaskade sind verschiedene Kinasen, wie z. B. Serin/Threonin- und Tyrosin-Kinasen
involviert. (Murphy et al., 2000; Segerer et al., 2000).

Um die Anzahl der verschiedenen Mdglichkeiten eines Chemokin-Signals noch weiter

hervorzuheben, seien an dieser Stelle nur die unterschiedlichen ,,cross-talk“- Moglichkeiten

13



differenter Signalwege, das Vorkommen posttranslationeller Modifikationen und die Bildung
von Heterodimeren erwahnt (Murphy et al., 2000; Nelson et al., 2001). All diese Variablen
sorgen flr die grofle Komplexizitat des menschlichen Immunsystems und erklaren damit
gleichzeitig die Schwierigkeiten, durch die Beeinflussung eines Faktors einen gewinschten
Effekt erzielen zu wollen, da immer eine Vielzahl unterschiedlicher Signalwege betroffen ist.

Abbildung 4 zeigt zusammenfassend die unterschiedlichen Strukturmerkmale der
verschiedenen Chemokinsubfamilien, die entsprechenden Rezeptoren und in einer dritten
Spalte diejenige Leukozytenpopulation, die vom jeweiligen Chemokin bevorzugt aktiviert
wird.

Chemokine Receptor Cell Type
Chemokine ﬁgﬂ
receptor
MCP-3,-4; MIP-1a; RANTES CCR1 Eosinophil
MCP-3,-4; eotaxin-1,-2: RANTES CCR3 o
MCP-1,-2,-3,-4,-5 CCR2
MCP-3, -4; eotaxin-1,-2; RANTES CCR3 Basophl
ce MCP-3,-4; MIP-1a; RANTES CCR1
c MCP-1,-2,-3,-4,-5 CCR2
(T MIP1a, MIP-13, RANTES CCRS £
7
—CC 309 CCR8 Monocyte 'g{’:“%
\D MDC, HCC-1, TECK ? A2
c ; [ini g
Fractalkine CX,CR1
SDF1 CXCR4
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MIR-38 (ELC) CCR7
PARC, SLC, 6CKine (Exodus-2) ?
Fractalkine CX,CR1
IP-10, MIG, FTAC CXCR3
c C = PARC, DC-CK1 ?
SDF1 CXCR4
MCP-3,-4; MIP-1a; RANTES CCR1
MCP-1,-2,-3,-4,-5 CCR2
MCP-3, -4; eotaxin-1,-2; RANTES CCR3
TARC CCR4 Den dritic
—C MIP-1a, MIP-18, RANTES CCRs el
MIP-3a {LARC, Exodus-1) CCRé
~C MDC, TECK ?
SDF1 CXCR4
Glutamic acid- Interieukin-8, GCP-2 CXCR1 Q
leucine- Interlevkin-8, GCP-2; GRO-a, -B, -y; ENA-78; CXCR2 Neutrophil ,‘2,
scginiae NAP-2; LIX o
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domain dnmnn mlh
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Abb.4: Chemokine und ihre Rezeptoren. Chemokine sind homologe Proteine, die entsprechend der relativen
Position von Cysteinyl-Resten in der Aminosauresequenz in Subfamilien eingeteilt werden. Bei den {alpha}-
Chemokinen werden die ersten beiden Cysteinyl-Reste von einer einzigen Aminoséure getrennt, wahrend bei
den {beta}-Chemokinen die beiden Reste direkt nebeneinander liegen (CC). Die {alpha}-Chemokine, die die
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Sequenz Glutamat -Leucin-Arginin vor der CXC Sequenz enthalten, wirken auf Neutrophile chemotaktisch,
diejenigen ohne das Motiv Uben ihren Effekt auf Lymphozyten aus. Das C Chemokin Lymphotactin besitzt
lediglich zwei Cysteine, bei dem CXXXC-Chemokin Fractalkine trennen drei Aminosauren die ersten beiden
Cysteine. Chemokinrezeptoren sind G-Protein-gekoppelte Proteine, die auf verschiedenen Leukoztensubgruppen
exprimiert werden. Vier humane CXC-Chemokinrezeptoren (CXCR1 bis CXCR4), acht humane CC-
Chemokinrezeptoren (CCR1 bis CCRS8), und ein humaner CXXXC-Chemokinrezeptor (CX3CR1) sind bisher
identifiziert worden. MCP: monocyte chemoattractant protein, MIP: macrophage inflammatory protein,
RANTES: regulated upon activation normal T-cell expressed and secreted, MDC: macrophage-derived
chemokine, HCC-1: hemofiltrate CC-chemokine, TECK: thymus-expressed chemokine, SDF-1: stromal-cell-
derived factor 1, TARC: thymus and activation-regulated chemokine, ELC EBI1: (Epstein-Barr virus-induced
gene 1)-ligand chemokine, PARC: pulmonary and activation-regulated chemokine, SLC: secondary lymphoid-
tissue chemokine, 6Ckine: 6-cysteine chemokine, IP-10: interferon-inducible protein 10, MIG: monokine
induced by interferon-{gamma}, I-TAC: interferon-inducible T-cell alpha chemoattractant, DC-CKZ1: dendritic-
cell chemokine 1, LARC: liver and activation-regulated chemokine, GCP: granulocyte chemotactic protein,
GRO: growth-regulated oncogene, ENA-78: epithelial-cell-derived neutrophil-activating peptide 78, NAP-2:
neutrophil-activating peptide 2, LIX: lipopolysaccharide-induced CXC chemokine (aus: Luster, A.D. ,
Chemokines — chemotactic cytokines that mediate inflammation. N. Engl. J. Med. 338, 436-445. Mit
freundlicher Genehmigung des New England Journal of Medicine).

INTERAKTIONEN VON CHEMOKINEN UND GLYKOSAMINOGLYKANEN

Zusatzlich zu der oben skizzierten Interaktion von Chemokinen mit ihren Rezeptoren ist eine
weitere Wechselwirkung von Relevanz: Um von dem auf dem entsprechenden Leukozyten
exprimierten Rezeptor erkannt zu werden, bedarf es von Seiten des Chemokins der
Préasentation durch Glykosaminoglykane (GAG). Diese sollen die Diffusion der kleinen
Proteine von ihrem Bildungsort verhindern und somit zur Bildung eines wirkungsvollen
,Lockgradienten” beitragen. Dabei spielt die negative Ladung der GAG im Sinne der
Bindung mit dem mehrheitlich positiv geladenen Chemokins eine fordernde Rolle. Die
Glykosaminoglykane sind lange, lineare Proteine, die mit diversen Sulfatresten konjugiert
sind und mit Ausnahme der l6slichen Vertreter Hyaluronsdure und Heparin entweder eng mit
der Zellmembran assoziiert oder in diese inkorporiert sind (Salmivirta et al., 1996; Turnbull et
al.; 2001). Neben der bekannten Rolle dieser Proteine in den Prozessen der
Signaltransduktion, Zelladh&sion und des Lipidmetabolismus (Sasisekharan und
Venkataraman, 2000; Tumova et al., 2000) liegt eine weitere Bedeutung in der Bindung von
Chemokinen (Kuschert et al., 1999). Diese Interaktion stellt eine absolut notwendige
Bedingung fur die Rekrutierung von Leukozyten im Rahmen einer Entzindungsreaktion dar
(Proudfoot et al., 2003), d.h., ohne die ,,richtige” Prisentation des jeweiligen Chemokins auf
der z.B. endothelialen Zelloberflache durch ein entsprechendes GAG bleibt die
Mediatorenausschittung aufgrund der mangelnden Etablierung eines lokalen Gradienten
folgenlos; die notwendige feste Adhasion der Abwehrzellen als erster notwendiger Schritt der
nachfolgenden gewiinschten Diapedese kann nicht stattfinden.

Die Bindung des Chemokins erfolgt hierbei bevorzugt iiber das ,,BBXB-Motiv*, wobei ,,B*
fur eine basische Aminoséure (Arginin, Lysin und —selten- Histidin) steht und ,,.X“ jede
beliebige Aminoséure bezeichnen kann (Goger et al., 2002; Proudfoot et al., 2001). Die
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Bindung erlaubt im weiteren Verlauf eine Oligomerisierung der Botenstoffe, was fiir die in
vivo Funktionalitat der Proteine von wesentlicher Bedeutung ist (Proudfoot et al., 2003).

CHEMOTAXIS, HAPTOTAXIS, CHEMOKINESE

Die durch einen chemoattraktiv wirkenden Botenstoff ausgeltste leukozytére Migration kann
durch dessen chemotaktische, haptotaktische und chemokinetische Effekte verursacht sein.
Der Begriff der Chemotaxis ist hierbei als die unidirektionale Bewegung von Zellen in
Richtung eines l6slichen Gradienten einer chemischen Substanz definiert.

Haptotaxis beschreibt dahingegen eine durch einen an eine Oberflaiche gebundenen Stoff
hervorgerufene Bewegung. Diese beiden unidirektionalen Prozesse kdnnen in einem néchsten
Schritt gegen die Chemokinese, eine zuféllige, multidirektionale Migration einer stimulierten
Zellpopulation, abgegrenzt werden. Untersuchungen ergaben, dass der hauptsachliche Effekt
der Chemokine ursachlich auf den Phanomenen der Chemo- und Haptokinese beruht. Dabeli
ist der Vorgang der Adhésion von Leukozyten von besonderer Bedeutung:

ROLLE DER ADHASION IM PROZESS DER LEUKOZYTAREN MIGRATION

Die Lokomotion von Leukozyten erfordert neben einer Aktin-abhangigen Anderung der
Zellform die Formation von Pseudopodien sowie ein Wechselspiel von Kontraktion und
Adhésions- und De-Adhésionsprozessen. Die Bindung an ein Substrat ist fir die
Fortbewegung von Leukozyten essentiell und steht damit im krassen Gegensatz zu der eher
frei schwimmenden Aktion von Bakterien.

Waéhrend eines Lokomotions-Zyklus einer Abwehrzelle kdnnen verschiedene Phasen erkannt
werden: Induktionsschritt, Membranprotusion am vorderen Pol (,,Front) der Zelle mit
Adhasion, gefolgt von Kontraktion und anschlieender Ablosung am hinteren Pol (,,Heck®).
Die Membranproteingruppe der Integrine soll in der Adhdsionsphase dabei die entscheidende
Rolle spielen. Fir eine optimale Lokomotion wird eine optimale Bindung verlangt: Eine zu
starke Bindung wirde das Weiterkommen verhindern, wahrend eine zu schwache nicht
gentigend Traktion aufbringen konnte. Der fir den jeweiligen Zweck ,,perfekte* Besatz der
Zellen mit Integrinen ist somit VVoraussetzung fir eine gelingende Migration.

Chemokine kdnnen den Besatz von Zelladhdasionsmolekiilen von Leukozyten hochregulieren
und somit den Adhdsionsprozess fordern. Dieser wird durch mindestens zwei sequentiell
ablaufende Schritte beschrieben: der erste, das lockere ,,tethering“ der Abwehrzellen an das
Endothelium, wird durch die endotheliale Selectin-Familie und ihre Gegenstiicke auf den
Leukozyten, den Carbohydraten, mediiert. Aufgrund der im Blutfluss auftretenden
Scherkrafte imponiert diese lockere Bindung als Rollen (rolling) der Leukozyten an der
Gefallwand.
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Der zweite Schritt des Adhé&sionsvorganges wird auf leukozytarer Seite durch die zuvor
erwéhnten Integrine, auf endothelialer Seite durch die Immunglobulin-Superfamilie der
Zelladhésionsmolekiile (,JCAM®) ermoglicht. Hierbei resultiert eine feste Bindung. Es
mussen jedoch die Integrine zuvor aktiviert werden, was durch die Ausschittung von
Chemokinen erreicht wird.

Die feste Adhé&sion der Leukozyten ist fur die anschlielende Diapedese essentiell und kann
erst nach Durchlaufen des ersten, Selectin-mediierten, Schrittes erreicht werden. Eine
Aktivierung vor Erreichung des Stadiums des Rollens (rolling) fiihrt zu einem Verlust der
Migrationsfahigkeit.

Folglich bringt eine intravendse Injektion von Chemokinen keine Induktion, sondern vielmehr
eine Inhibition des Emigrationsprozesses mit sich, da eine generelle friihzeitige Aktivierung
der Integrine erfolgt.

Die friher postulierte Hypothese eines sich im Blut befindlichen Igslichen Chemokin-
Gradienten, der seine Zielzellen zundchst an die Gefalwand und anschlielend durch
dieselbige leiten soll, erscheint folglich als falsch: Bei Existenz eines loslichen Gradienten
wirden die Leukozyten bereits vor Erreichen der Zellwénde stimuliert und somit unféhig, in
das umgebene Gewebe zu emigrieren. Ein juxtakriner Mechanismus der Présentation von
Chemokinen auf den Endothelmembranen, die sich nahe des entzlindeten Gewebes befinden,
und der folglich nur auf bereits an der Zellmembran rollende Leukozyten ausgetbte Einfluss
der ausgeschitteten Mediatoren erscheint vielmehr sinnvoll und wiirde die experimentell
bewiesene haptochemische Wirkung der Chemokine bestétigen.

ROLLE DER CHEMOKINE BEI DER REKRUTIERUNG VON LEUKOZYTEN

Gemeinsames Charakteristikum von physiologischer Zirkulation naiver Lymphozyten, akuten
Entzindungsreaktionen und der Immunantwort zur Bekdmpfung eines entarteten
Zellverbandes ist die entscheidende Rolle von Chemokinen in dem aus den vier Phasen:
,rolling”, tethering®, ,firm adhesion“ und ,diapedesis“ bestehenden Prozesses der
Leukozytenrekrutierung an den Ort des akuten Geschehens. Wahrend fir den ersten Schritt
des ,rolling* -wie beschrieben- die Familie der Selectine, namentlich P- und E-Selectin,
unentbehrlich ist und auf den pro-inflammatorischen Effekt von IL-1 hin zur mdglichen
Interaktion mit leukozytaren Kohlenhydratresten auf der Zelloberflache exprimiert wird, sind
fir die ,firm adhesion* die Integrine und Mitglieder der Immunglobulin-Superfamilie
unverzichtbar.

Integrine  sind aus zwei non-covalent gebundenen Untereinheiten bestehende
Adhésionsmolekile; die freie Kombination verschiedener  Untereinheiten  kann
unterschiedliche Spezifitaten generieren.
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Alle Integrine interagieren mit Molekilen der Immunglobulin-Superfamilie, deren Expression
im Verlauf einer Entziindungsreaktion von den involvierten Endothelien hochreguliert wird
und somit eine verbesserte Bindung von Leukozyten an das Endothel mit allen daraus
resultierenden Konsequenzen wie der Diapedese garantiert. Wie bereits im vorangehenden
Abschnitt beschrieben, ist dazu jedoch die Aktivierung der Leukozyten vonnéten, da die
Integrine im Ruhezustand eine zu geringe Affinitdt zu ihrem Liganden aufweisen. Die
Aktivierung kommt durch die Effekte der Chemokin-Chemokinrezeptor-Interaktion zustande
und besteht in einer Konformationsanderung der Integrine mit sukzessiver drastischer
Affinitatssteigerung (Detmers et al., 1990). Zur optimalen Ausubung ihrer Funktion ist, wie
oben erwahnt, die Prasentation der Chemokine durch Bindung an die Extrazellulare Matrix
der Endothelzellen, namentlich an Proteoglykane wie Heparansulfat, essentiell. Die
Interaktion zwischen Glykosaminoglykan und Chemokin verlduft hierbei Chemokin-C-
terminal-vermittelt und ist in ihren Grundziigen bereits beschrieben worden.

Hinsichtlich der Herkunft der so wichtigen chemotaktisch wirksamen Mediatoren lassen sich
zwei mogliche Hypothesen darlegen: Einerseits konnen die Chemokine von den
Endothelzellen selbst als Reaktion auf pro-inflammatorische Stimuli produziert und
prasentiert werden (Kaplanski et al., 1994), andererseits ist eine leukozytare Herkunft der
Chemokine mdglich (Middleton et al., 2002).

Nach der festen Adhésion an das Endothel (firm adhesion) kann es zum finalen Schritt der
Diapedese, der Durchwanderung des Endothels durch Leukozyten, kommen. Auch dieser
Prozess ist Chemokin-vermittelt, da die Wanderung der Abwehrzellen entlang des
Mediatorkonzentrationsgradienten erfolgt. Die folgende Abbildung soll die gesamten
ablaufenden Prozesse verdeutlichen:
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Abb.5: Chemokin-vermittelte Regulation der Leukozytenmigration. Chemokine werden in Gebieten von
Entziindungsvorgangen von ortsstandigen Gewebezellen oder Cytokin-aktivierten Endothelien sezerniert.
Chemokine werden lokal an die Zellmatrix und Proteoglykane gebunden. Dies erzeugt einen Chemokin-
Konzentrationsgradienten im Umkreis des inflammatorischen Stimulus. Leukozyten, die bisher selectin-
vermittelt locker auf dem Endothelium rollten, kommen so mit den gebundenen Chemokinen in Kontakt. Deren
rezeptorvermittelte Wirkung aktiviert leukozytare Integrine, was zu den Prozssen der festen Endotheladhé&sion
und Extravasion fihrt. (Aus: Luster, A.D., Chemokines — chemotactic cytokines that mediate inflammation. N.
Engl. J. Med. 338, 436-445. Mit freundlicher Genehmigung des New England Journal of Medicine).

ROLLE DER CHEMOKINE IN DER TUMORIGENESE (INCL. ANGIOGENESE)

Aufgrund der induzierenden Wirkung auf die Zellmigration sollen Chemokine eine Teilhabe
an der Entstehung von malignen Tumoren haben, da eine prolongierte Entziindungsreaktion
gunstige Voraussetzungen fur eine mdgliche Carcinogenese bieten soll. Andererseits stellen
gerade die Leukozytenrekrutierung und die damit verbundene immunologische
Auseinandersetzung des Organismus mit dem entarteten Zellklon wichtige Bedingungen fir
die Prozesse der Tumorimmuniiberwachung dar. Beide Konzepte wurden mittlerweile in der
Hypothese der Tumorimmuneditierung verschmolzen, die von drei unterschiedlichen
Komponenten der gesamten Tumor-Immunsystem-Interaktion ausgeht (siehe oben).
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Chemokine beeinflussen dartiber hinaus durch ihre Effekte auf die Angiogenese, Tumor-
Leukozyt-Interaktion, Invasion und Metastasierung weitere wichtige Variable. Ihre Rolle ist
dabei aufgrund verschiedener Wirkungen unterschiedlicher Chemokine komplex, da einige
Vertreter z.B. die fur die Tumorigenese wichtige Angiogenese fordern, andere hingegen einen
angiostatischen und damit tumorinhibitorischen Effekt ausuben.

Allgemein gesprochen wird der Prozess der Angiogenese durch die Neubildung von
Blutgeféssen gekennzeichnet. Dies ist flr viele verschiedene physiologische Prozesse wie die
Embryonalentwicklung und Wundheilung, aber auch einige pathologische Vorgange
(chronische Entzlindungen, Wachstum von malignen Tumoren) von Bedeutung. Im Hinblick
auf die Angiogenese werden die Chemokine in zwei Gruppen unterteilt. Die Einteilung richtet
sich nach dem Vorhandensein oder Fehlen eines sogenannten ,,ELR“-Motivs. Hierbei handelt
es sich um ein Motiv von drei N-terminalen Aminosauren (Glu-Leu-Arg), die in der
Primarstruktur vor dem ersten Cysteinrest dieser Chemokine vorkommen (Romagnani et al.,
2004).

Diejenigen Chemokine, die dieses Motiv besitzen, Uben eine proangiogenetische Wirkung aus
(z.B. CXCL1, CXCL2, CXCL3, CXCL5, CXCL6 [GCP-2], CXCLS8 [IL-8]), diejenigen, die
es nicht besitzen, im Gegenteil eine angiostatische (z.B. CXCL9 [MIG], CXCL10, CXCL11,
PF4). Fur die angiogenetische bzw. -statische Wirkung der Chemokine werden sowohl
Rezeptor-abhéngige als auch Rezeptor-unabhéngige Mechanismen postuliert: CXCL10 z.B.
soll — neben den Signalwegen, die durch die Bindung an eine Spleillvariante seines Reptors
(CXCR3-B) vermitteltet werden- auch tber die direkte Interaktion (Bindung. Verhinderung
der Formierung von Homodimeren) mit Wachstumfaktoren (bFGF-2, VEGF) die
Angiogenese hemmen (Romagnani et al., 2004).

Da die Bildung neuer Blutgefalie fir den wachsenden Tumor aufgrund des erhohten Sauer-
sowie Nahrstoffbedarfs essentiell ist und gleichzeitig eine Fernmetastasierung stimulieren
kann, ist eine anti-tumordse Wirkung ELR-negativer Chemokine denkbar. In der Tat konnten
Arenberg et al. eine Inhibition des Tumorwachstums von nicht-kleinzelligen
Lungencarcinomen durch CXCL10 zeigen (Arenberg et al., 1996).

Davon abgesehen spielt auch die Art der rekrutierten Leukozyten eine Rolle in der
Tumorigenese: Neutrophile Granulozyten und Makrophagen sollen durch Ausschiittung von
die Zellmatrix verdauenden Enzymen die Zellaussaat fordern (Mantovani et al., 2004,
Opdenakker et al., 2004), wéhrend NK- und zytotoxische T-Zellen eine antitumorale Wirkung
entfalten (Wallace et al., 2005).
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Abbildung 6 zeigt alle in der Tumorigenese durch Chemokine mediierten VVorgéange.
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Abb.6: Rolle der Chemokine und ihrer Rezeptoren im Tumormilieu. Solide Tumore enthalten verschiedene
Typen von Stromazellen, wie z.B. Fibroblasten oder Endothelzellen. All diese Zellen sind in der Lage,
Chemokine zu sezernieren und somit die Migration von Leukozyten zu regulieren. Diese stellt einen hochgradig
koordinierten mehrstufigen Prozess dar, der Uber die Stadien des Rollens am Endothelium und der Chemokin-
vermittelten festen Adhésion in den Mediatorgradienten-abhéngigen Vorgang der Diapedese ins Interstitium
miindet. Der Tumor wird so von Neutrophilen, T-Lymphozyten, und dendritischen Zellen infiltriert. ELR+ CXC
Chemokine locken dabei CXCR2 exprimierende pro-tumorale Neutrophile an, die durch ihre Proteasen Gewebe
zerstdren und die Tumorausbreitung erleichtern kénnen. Im Gegensatz dazu locken einige ELR negative CXC
Chemokine, wie die CXCR3 Liganden CXCL9/Mig, CXCL10/IP-10 und CXCL11/I-TAC, aktivierte CXCR3 T
Lymphozyten und NK Zellen an, die eine tumorbek&mpfende, zytotoxische Wirkung austiben. Die Produktion
von Chemokinen hat zusatzlich einen Einfluss auf die VVorgange der Angiogenese (durch die CXCR2 Liganden
CXCL1,2,3/GRO-,a,b,c CXCL5/ENA-78, CXCL6/GCP-2, CXCL7/ NAP-2, CXCLS8/IL-8 und den CXCR4
Agonisten CXCL12/SDF vermittelt) oder Angiostase (CXCL4/PF-4, CXCL4L1/PF-4var, CXCL9/Mig,
CXCL10/IP-10, CXCL11/I1-TAC). Die Bildung neuer BlutgeféRe ist fur den wachsenden Tumor aufgrund des
Bedarfs an Sauer- und Nahrstoffen von groRer Bedeutung und stimuliert gleichzeitig die Metastasierung. Die
CXCR4-CXCL12/SDF-1 Rezeptor-Liganden Achse ist dazu an der direkten Migration verschleppter
Tumorzellen beteiligt. (Aus: Vandercappellen et al., The role of CXC chemokines and their receptors in cancer,
Cancer Letters, 2008. Mit freundlicher Genehmigung von Elsevier Ltd).

CXCL10/1P 10/,,INTERFERON-GAMMA INDUCIBLE PROTEIN OF 10 KDA*

IP 10 steht als Abkiirzung fir ein kleines Protein von einer ungeféahren Gréf3e von 10 kDa (8,7
kDa), das von verschiedenen humanen Zellarten, wie z.B. Endothelien, Monozyten,
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Fibroblasten und Keratinozyten sezerniert werden kann (Luster et al., 1987). Aufgrund seiner
Aminosaurestruktur kann es der Gruppe der CXC-Chemokine (a-Chemokine) zugeordnet
werden. Es handelt sich hierbei um ein durch Entziindungssignale wie Interferone (IFN)
hdchstgradig induzierbares Gen, das in einigen Geweben (Leber, Milz, Niere) jedoch auch
konstitutiv exprimiert wird (Liang et al., 1994; Wang et al., 1996; Gattass et al., 1994).

Bezlglich seiner biologischen Wirkungen kann man es als Modulator der TH1-Typ
Immunantwort mit Wirkungen auf die Chemotaxis von T-Lymphozyten, Monozyten,
Natdrlichen Killer (NK-) Zellen und auch neutrophilen Granulozyten beschrieben. Dabei ist
es wichtig zu beachten, dass die chemotaktischen Effekte nur auf aktivierte Leukozyten
ausgeubt werden (Roth et al., 1995; Loetscher et al., 1996).

Des Weiteren besteht eine Hauptrolle des Chemokins in der Regulation der T-Zell-Adhéasion
und Emigration vom vaskuldren Kompartiment in den Bereich einer floriden Entziindung
mittels spezifischer endothelialer Liganden wie Integrinen und Selektinen und Komponenten
der extrazellularen Matrix (Taub et al.,1993; Lloyd et al.,1996), ebenso sind eine Verstarkung
der NK- (natural killer) Zellen- Aktivitat (Pobertson und Ritz, 1990) als auch eine anti-
angiogenetische Aktivitat (Strieter et al.,1995; Angiolillo et al.,1995) beschrieben worden.
CXCL10 soll hierbei die Interaktion von VEGF sowie bFGF mit dem jeweiligen Rezeptor
durch Stérung der GAG-Bindung behindern und damit auch konsekutiv die notwendige
Dimerisierung verhindern (Luster et al., 1995; Perollet et al., 1998).

Besonderes Augenmerk soll an dieser Stelle auf die anti-tumordse Potenz des Proteins
gerichtet werden. IP10 oder auch CXCL10 kann durch Rekrutierung aktivierter Monozyten,
T-Lymphozyten und polymorphkerniger Zellen das Tumorwachstum muriner mammarer
Adenocarcinome sowie von Plasmozytomen signifikant einddmmen (Luster und Leder, 1993).

Neuere Arbeiten zeigten einen supprimierenden Effekt von IP10/CXCL10 auf
Hé&mangiosarkome (Giese et al., 2002). Alle Effekte werden durch die Interaktion mit dem
Rezeptor CXCR3 erzielt. Dieser bindet neben seinem Hauptliganden ebenfalls CXCL9 und
CXCL11 und findet sich auf Monozyten, TH1-, glatten Muskel- und mesangialen Zellen.

Es existieren mindestens drei Varianten von CXCR3, die durch alternatives Splicen entstehen
und CXCR3-A, CXCR3-B und CXCR3-alt genannt werden (Strieter et al., 2005). CXCR3-A
spielt in den Prozessen der Rekrutierung von NK- und aktivierten T-Lymphozyten eine Rolle
und ist damit mit anti-tumoralen Wirkungen verkniipft (Luster et al., 1993; Wenzel et al.,
2005).

Fur CXCR3-B wird die angiostatische Wirkung CXCL10s postuliert (Lasagni et al., 2003;
Yang et al., 2004).

Die Expression beider Rezeptoren auf der Zelloberflache variiert zwischen den verschiedenen
Gewebetypen wie Leber, Herz, Niere (Expression beider Rezptortypen) einer- und Placenta
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(nur CXCR3-A) und mikrovaskuldren Endothelzellen (nur CXCR3-B) andererseits und ist
dabei vom Zellzyklus abhangig und auf die S/G2-M Phase limitiert (Romagnani et al., 2001).

Die physiologische Rolle der Variante CXCR3-alt ist noch nicht abschlie3end gekléart.

DIE STRUKTUR VON IP10/CXCL10

Alle Mitglieder der o- und B-Chemokin-Familie bestehen aus einer Polypeptid-Kette einer
GroRe von ungefahr 8-10 kDa, die hinsichtlich ihrer Struktur eine Ubereinstimmung von 25%
bis 70% zeigt.

IP10 besteht aus 78 Aminosauren und besitzt in der sezernierten Form ein molekulares
Gewicht von 8,7 kDa. Die Primérstruktur lautet nach Power und Wells (1996):

VPLSRTVRCTCISISNQPVNPRSLEKLEIIPASQFFCPRVEJJIATMKKKGEKRCL
NPESKAIKNLLKAVSKEMSKRSP

Die Anzahl basischer Aminosauren der Primarstruktur sorgt daflr, dass sich das
Gesamtprotein wie ein hochgradig basisches Polypeptid verhélt. Dies konnte die hohe
Bindungsaffinitat zu den negativ geladenen GefalRendothelien allgemein und den sauren
Glycosaminoglykanen im Besonderen erklaren.

SEKUNDARSTRUKTUR

Die Primarstruktur jedes Chemokins enthélt vier Cysteinyl-Reste, die sich in hochgradig
konservierten Positionen befinden. Dieses Merkmal wurde in der Vergangenheit fur die
Identifikation und Definition der einzelnen Chemokin-Klassen genutzt: Die R-Familie
zeichnet sich durch das direkte Aufeinanderfolgen der ersten beiden Cysteinyl-Reste aus,
wihrend in der a-, oder auch C-X-C-, Familie eine Aminosdure diese beiden trennt. Die
physiologische Rolle der Cysteinyl-Reste ist nicht zu unterschdtzen; sorgen doch die
Disulfidbricken zwischen dem ersten und dritten sowie dem zweiten und vierten Rest fiir eine
charakteristische Schleifenstruktur, die fir die in vivo Funktionalitdt des gesamten Proteins
von enormer Bedeutung ist: Dies zeigt sich daran, dass durch Zugeben reduzierender
Agenzien wie R-Mercaptoethanol die biologische Aktivitat des Chemokins vollig aufgehoben
werden kann.

In der Familie der CXC-Chemokine spielt des Weiteren noch die Unterscheidung in ELR-
Motiv-positive oder -negative Proteine eine Rolle, wobei CXCL10 zur letzteren Gruppe
gehort.
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Abb.7: Sekundarstruktur von CXCL10

B1OLOGISCHE EIGENSCHAFTEN VON IP10/ CXCL10

Das zentrale Ereignis einer inflammatorischen Antwort eines Organismus liegt in der
Emigration von Leukozyten aus dem Blut und deren Akkumulation im entziindeten Gewebe.
Wéhrend dieses Prozesses adhérieren die Abwehrzellen zundchst am Endothelium
postkapillarer Venolen und kleiner Venen, migrieren anschlieBend durch die Zellschicht und
die angrenzende Basalmembran und bewegen sich schlieBlich im Gewebe bis zum Fokus des
Entzindungsgeschehens. Wahrend dabei die VVorgange der Adhésion strikt durch das genaue
Zusammenspiel verschiedener Rezeptor-Ligand-Paare von Zelladhdasionsmolekiilen zwischen
Leukozyt und Zellmembran geregelt werden, wird fur die transendotheliale Migration ein
entscheidender Einfluss verschiedener chemoattraktiver Botenstoffe angenommen. Neben den
klassischen Vertretern dieser Gruppe wie dem Komplementfaktor C5a oder bakteriellen
Peptiden spielt auch die Gruppe der chemoattraktiven Cytokine, auch Chemokine genannt,
eine Rolle: In Kontrast zu allen anderen klassischen Botenstoffen, die auf alle Arten von
Leukozyten wirken, zeigen die Chemokine eine scharf begrenzte Zellspezifitat: Das pro-
inflammatorische Chemokin ,,RANTES* z.B. entfaltet seine Wirkung nur auf Eosino- und
Basophile, T-Lympho- sowie Monozyten, wéhrend Neutrophile nicht durch die Ausschiittung
des Proteins beeinflusst werden. CXCL10 dagegen erweist sich als besonders wirksam in der
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Rekrutierung von TH1-Leukozyten sowie NK- (natural killer) Zellen, was auch durch die
Proteinstruktur mit Fehlen des ELR-Aminoséduremotivs unterstiitzt wird. Folglich ist das
Protein mit Anti-Tumor- und angiostatischen Effekten assoziiert.

FRACTALKINE (CX3CL1)

CX3CL1 oder Fractalkine ist einzigartig: Es ist bis zum heutigen Tage der einzige Vertreter
der Gruppe der CX3C-Chemokine und unterscheidet sich aufgrund seiner Struktur deutlich
von den ansonsten bekannten chemoattraktiven Cytokinen. Neben der aus 76 Aminoséuren
bestehenden = Chemokin-Doméne, die bezlglich der die Gruppenzugehdrigkeit
determinierenden Komposition der Cysteinyl-Reste die einzigartige Anordnung CXXXC
besitzt, fallt eine sich daran anschlieRende, Mucin-artige Domane auf, die in &hnlicher Form
sonst nur bei CXCL16, dem sogenannten ,,Bonzo- Liganden® gefunden werden kann. Diese
Doméne besteht in Form eines langen Stiels aus 241 Aminosdauren und ist hochgradig
glykolysiert. Des Weiteren finden sich eine transmembrandse und eine intrazellulare Region
mit 37 Aminoséduren (Bazan et al., 1997; Pan et al., 1997).

Die Expression des Proteins kann durch Ausschittung pro-inflammatorischer Mediatoren wie
Tumor-Nekrose-Faktor-a (TNF-a), Interleukin-1 (IL-1) und Interferon-y (IFN-y) signifikant
induziert werden (Bazan et al., 1997).

Auffallig ist hierbei die fast vollig fehlende Expression des Proteins durch Leukozyten; sie
wird fast zum kompletten Prozentsatz von Endothelzellen ibernommen.

Neben einer —wie fur ein entziindungsférderndes Chemokin zu erwartenden und tber einen
spezifischen Rezeptor der Gruppe der Rezeptoren mit sieben Transmembrandoménen namens
CX3CL1 (ebenfalls 1997 entdeckt) vermittelten— chemotaktischen Wirkung auf Monozyten,
Natirliche Killer (NK-) und T-Zellen ist eine weitere Eigenschaft von besonderem Interesse:
Wie allseits bekannt regulieren Chemokine in Zusammenarbeit mit diversen
Adhasionsmolekilen der endothelialen Zellmembran die Prozesse der korrekten Zirkulation
der verschiedenen Leukozytensubtypen zwischen den unterschiedlichen Kompartimenten des
Korpers (Kunkel und Butcher, 2002). Dabei spielt fir den ersten Schritt der
Leukozytenmigration in das Gewebe die Interaktion zwischen den am Rande des Blutstroms
rollenden weiRen Blutkérperchen und dem Selectinbesatz des Endothels eine wichtige Rolle.
Diese Interaktion fihrt zu einer ersten Bindung, die durch die Chemokin-vermittelte
Aktivierung von Integrinen auf den Leukozyten in eine feste Gbergeht (firm adhesion) und so
letztlich zu einer Extravasation durch das Endothel in das umgebende Bindegewebe flihrt
(Cines et al., 1998; Middleton et al., 2002; Moser und Loetscher, 2001; Worthylake und
Burridge, 2001).
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Die Diapedese ist dabei von dem Integrinbesatz der Endothelzellen und der Prasentation der
lokal produzierten Chemokine durch Glykoysaminoglykane abhangig.

Im Falle von Fractalkine hingegen wird das Chemokin direkt am Ende der
membrangebundenen, Mucin-artigen Doméne gebunden und so den Leukozyten présentiert.
Dabei wirkt es selbst als Adhdsionsmolekil (Imai et al., 1997), was den gesamten
nachfolgenden Prozess der Zellrekrutierung unabhéngig von einer wie auch immer gearteten
Interaktion mit Proteoglykanen oder anderen Adhasionsmolekilen macht (Umehara et al.,
2001).

Dies konnte auch in einem eleganten in vitro Versuch demonstriert werden, der im Folgenden
kurz skizziert werden soll: In der Versuchsanordnung wurde die Chemokindoméne des
Proteins gegen das CC-Chemokin TARC /CCL 17 ausgetauscht und das neue Konstrukt auf
einer Glasplatte immobilisiert. Nur Zellen mit dem fur TARC passenden Rezeptor (CCR4)
waren im Anschluss daran in der Lage, fest an das verénderte Fractalkine zu binden; die
Selektivitat der Interaktion hing also von der Chemokindomane ab.

Veranderte man darauf in einem zweiten Schritt das Konstrukt durch Deletion des Mucin-
artigen Anteils, waren keine Zellen mehr zur Bindung beféhigt. Dies wurde als Beweis der
Abhéngigkeit der Adhésion von dem Zusammenspiel zwischen Zelle und Mucindomane des
Chemokins gewertet. (Imai et al., 1997)

Auch unter physiologischen Bedingungen mit entsprechenden Flussraten und daraus
resultierenden Scherkraften kann die alleinige Prasentation von Fractalkine auf der
Zelloberflache eine feste Bindung vermitteln; die wichtigsten Unterschiede zwischen dem
klassischen und in Gegensatz dazu durch Fractalkine vermittelten Rekrutierungsvorgang soll
Abbildung 8 verdeutlichen:

26



a [Tethering| ~ [Triggering | [ Adhesion | [ Migration |

Integrin

Abb.8: Schematische Darstellung der Prozesse bei der Rekrutierung von Leukozyten aus dem Blutstrom.
a) klassische Abfolge: Selectine, die auf dem Endothel exprimiert werden, fangen die Leukozyten ein.
AnschlieRend werden durch auf dem Endothel immobilisierte Chemokine die Integrine der Leukozyten aktiviert
und binden an Molekdle der Immunglobulin-Superfamilie auf den Endothelzellen. Die folgende Diapedese durch
das Endothel wird ebenso durch Chemokine koordiniert. b) Schema unter der Beriicksichtigung der Fahigkeiten
des CX3CL1-Molekils und des zugehdrigen Rezeptors auf den Leukozyten. CX3CL1 im Zusammenspiel mit
dem Rezeptor CX3CRL1 kann alle Schritte der Rekrutierung ohne weitere Adhdsionsmolekile oder Chemokine
koordinieren. (Abbildung modifiziert nach Umehara et al., 2004).

GLYKOSYLPHOSPHATIDYLINOSITOL - ANKER (GPI-ANKER)

Der Umstand, dass viele Proteine durch eine kovalente Bindung mit Lipiden an der
Oberflache der Zellmembran prasentiert werden konnen, ist seit den 70er Jahren allgemein
bekannt. Als mdgliche Bindungspartner sind dabei Fettsdauren (Schmidt et al., 1979),
Isoprenoide (Glomset et al., 1990), Diacylglycerole (Hantke und Braun, 1973) und
Glycosylphosphatidylinositole (GPI) (Ferguson et al., 1985) beschrieben worden, wobei sich
diese aufgrund ihrer einzigartigen Struktur aus Ethanolaminphosphat, Trimannosid,
Glucosamin und Inositolphospholipid von den anderen abheben (Ferguson und Williams,
1988).
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Abb.9: Schematische Darstellungen der Struktur eines Glykosylphosphatidylinositol-(GPI)-Ankers.

a) und b) GPI-Anker sind amphiphatische Strukturen, die aus einer Phosphatidylinositol-Kopfgruppe,
verschiedenen Kohlenhydratresten und Phosphoethanolamin bestehen. Sie sind mit dem C-Terminus des
jeweiligen Proteins verbunden und verankern selbiges durch die hydrophoben Fettsauren des Phospholipids in
der duReren Schicht der Lipiddoppelmembran. (Mit freundlicher Genehmigung von lkezawa , 2002)

GPI-Anker werden posttranslational an die jeweiligen Proteine angefiigt. Sie bestehen
prinzipiell aus einem Uber drei Mannose- und ein Glukosamin-Molekil glykosidisch mit
Phosphatidylinositol verbundenen Phosphoethanolaminrest. Durch das Phospholipid erfolgt
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die Verankerung in der Zellmembran, welche hdufig an Cholesterol- und Sphingolipidreichen
Mikrodomanen, den sogenannten ,,lipid rafts“, erfolgt. Diese Tatsache birgt das Problem der
erschwerten lIsolation in sich, da man zur schonenden Ldsung des verankerten Proteins auf
schwache Detergentien angewiesen ist. Diese konnen allerdings die ,,/ipid rafts“ nur mit
Schwierigkeiten solubilisieren (Sevlever et al., 1999).

GPI-verankerte Proteine sind ubiquitdr verbreitet (z.B. Alkalische Phosphatase, decay
accelerating factor). Die Présentation des zu verankernden Proteins geschieht Uber eine
kovalente Bindung des C-Terminus des Proteins mit einem Ethanolamin des Ankers, welcher
sich auch nach Isolierung in Zellmembranen reinkorporieren lasst (Medof et al., 1996) und
dabei dem gekoppelten Protein die volle Funktionalitat erlaubt (Premkumar et al., 2001).
Durch den Einsatz molekularbiologischer Methoden ist es mdglich geworden, heutzutage fast
jedes beliebige Protein mit einem GPI-Anker zu versehen. Dieser Vorgang ist unter den
Synonymen ,,cell painting* oder ,,cell surface engineering® bekannt geworden, da er den
willkiirlichen Besatz von Zellmembranen mit Oberflachenmolekilen ermdglicht. Auf diese
Weise kann man Zellen oder Gewebe nach personlichen Interessen unter Umgehung einer
Veranderung der DNA-Information gestalten. Gerade die verhinderte Manipulation des
Erbguts der Zielzelle macht diese Methode flr wissenschaftliche Zwecke sehr interessant.
Hinzu kommt die Einfachheit des Prozesses, den man schon in der Vergangenheit in
Experimenten zur Entwicklung neuer Angriffspunkte in der Tumorbehandlung benutzt hat: Li
et al. koppelten 2004 IL-2 und IL-12 mit dem Membrananker und fixierten das Konstrukt auf
Tumorzellen, Cimino et al. verfolgten in demselben Jahr einen Ansatz tber die Verwendung
des die Effektor-Leukozyten aktivierenden co-stimulatorischen Molekiils B7.1.

Der Grundgedanke dieses Projekts soll im folgenden Abschnitt kurz dargelegt werden:

FRAGESTELLUNG UND DAS ZIEL DER ARBEIT

HINTERGRUND

Um die Funktion des Gesamtorganismus zu gewahrleisten, muss die einzelne Zelle ihre
Wachstumsvorgénge, ihre Differenzierung, ihre Beziehung zu Nachbarzellen und auch ihren
Verbleib im Gewebsverband unter Kontrolle haben. Daflir existiert eine Reihe von Genen, die
diese Vorgéange regulieren. Es handelt sich hierbei im Wesentlichen um Gene, welche die
Integritdt des Genoms uUberwachen oder Vorgange wie Neubildung, Ausreifung und
Absterben kontrollieren. Wenn sechs dieser Gene verandert sind, ohne repariert worden zu
sein, kann die einzelne Zelle zu einer Tumorzelle entarten. An ihrer Entstehung sind
zahlreiche Faktoren beteiligt, die auch bei der Embryogenese und der Regeneration
Proliferations- und Differenzierungsvorgange steuern. Folglich bringt eine Stérung im
diffizilen Zusammenspiel dieser Vorginge folgende, allen Tumorzellen gemeinsame
zellbiologischen Stoérungen hervor: Verlust der Genom-Integritat, Stérung der Apoptose,
Angioneogenese, Invasion und Metastasierung bei (berschielender Wachstumsstimulation,
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fehlendes Ansprechen auf wachstuminhibitorisch wirksame Stimuli und schlieBlich eine
Stérung der Tumorimmunologie. Letzteres dient dem Entkommen der kdrpereigenen
Tumorkontrolle und liegt einerseits an Faktoren wie der mangelnden Immunogenitat der
neugebildeten Tumorantigene, tumortser Expression des Fas-Liganden mit konsekutiver
Apoptose des spezifischen anti-tumoreffektiven T-Zell Klons, andererseits aber auch an der
aktiven Sezernierung inhibitorischer Zytokine wie 1L-10, was die Aktivierung und
Differenzierung CD4-positiver T-Zellen unterdriickt (Leen et al., 2007).

Ein Ungleichgewicht von immunsupprimierenden und —aktivierenden Chemokinen wird im
Serum vieler Tumorpatienten gefunden (Shurin et al., 1999; Moss et al., 2004). In der
Pleuraflussigkeit von NSCLC-Patienten werden immunsupprimierende Interleukine wie zum
Beispiel IL-4, IL-10 oder TGF-B1 in wesentlich hoherem Maf3e als ihre proinflammatorischen
Gegenspieler IL-2 oder 1L-8 gefunden (Li et al., 2003).

All diese Faktoren filhren zum Versagen des korpereigenen Tumoriberwachungssystem
zytotoxischer CD8-Zellen oder NK- (natural killer) Zellen und ermdéglichen den malignen
transformierten Zellen weiteres Wachstum. Andererseits konnte durch das tumorspezifische
Umfeld ein Milieu erzeugt werden, das aufgrund des immunologischen Druckes Mutationen
und die Selektion mdglichst resistenter Tumorklone fordert.

Die Bedeutung der korpereigenen Tumorabwehr wird besonders durch Studien an
transplantierten und folglich -iatrogen gewiinscht- immunsupprimierten Patienten
hervorgehoben: Ein transplantiertes Kollektiv zeigte eine drei- bis funffach hohere Inzidenz
an epithelialen Tumoren wie z.B. colorektales, Bronchial- oder Prostata-Ca, wobei die
Inzidenz mit dem laufendem Beobachtungszeitraum linear korrelierte (Buell et al., 2005).

Versuche der immunologischen Tumortherapie, mittels tumorspezifischer T-Zellen eine
starkere und somit effektivere Entzindungsreaktion des Organismus gegen die entarteten
Zellen herbeizufuhren, scheiterten nicht zuletzt auch an der unzureichenden Infiltration des
malignen Gewebes (Okada, 2005).

Die vorliegende Arbeit mdchte die proinflammatorisch-chemotaktische Aktivitat von
CXCL10 unter dem Gesichtspunkt eines mdglichen Nutzens des modifizierten Proteins im
Rahmen einer adjuvanten Therapie bestimmter maligner Erkrankungen betrachten.

Von besonderer Bedeutung ist hierbei, dass es sich um ein artifiziell hergestelltes Konstrukt
handelt, das alle Vorstellungen des ,,Oberflichen-Engineering®“ erfiillt: Die funktionelle
Doméne eines Chemokin-Analogons wird auf der Zelloberfliche in einer definierten
Konzentration mithilfe eines GPI-Membranankers fixiert.

Grundsatzlich sollte das mit einem GPI-Anker versehene Protein —lokal an die Stelle
entarteter Zellen injiziert— durch die Erzeugung eines raumlich beschrankt vorhandenen
Gradienten in der Lage sein, Effektor-T-Zellen in die Tumorregion zu locken und somit die
natlrliche biologische Kdrperabwehr gegen maligne entartete Zellen zu unterstiitzen.

30



Das fur den Prozess der Leukozytenrekrutierung notwendige co-stimulatorische Signal der
Hochregulierung verschiedener endothelialer Adhé&sionsmolekiile wird hierbei jedoch
spezifisch durch die an das CXCL10 gekoppelte Mucin-artige Domane geliefert. Die vom
Chemokin Fractalkine gewonnene Domane ermoglicht eine vom Rezeptorenbesatz der
Endothel- und Abwehrzellen unabhdngige Adhé&sion und Diapedese ins Interstitium, in
welchem die Anti-Tumor-Aktivitat der korpereigenen Zellen zum Tragen kommt.

Die folgende Abbildung soll das Konzept der von Co-Stimuli unabhangigen Présentation von
Chemokinen noch einmal zusammenfassen:
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Abb.10: Mdglichkeiten der Prasentation von Chemokinen auf der Zelloberflache. Wéahrend normalerweise
die Présentation eines Chemokins an der Zellmembran von der Interaktion mit Glykosaminoglykanen (GAG)
abhdngt (zweites Szenario von links), gelingt es, sich durch die Bindung des Mediators an einen
Glykosylphosphatidylinositol (GPI) -Anker vom Besatz der Zelle mit GAG zu emanzipieren (ganz links). Durch
Einflhrung der Mucin-dhnlichen Doméne des Chemokins ,,Fractalkine/CX3CL1* gelingt es, die Adhdsion der
Leukozyten unabhdngig von ansonst notwendigen adh&sionsvermitteltenden Faktoren wie Integrinen zu
erreichen. Dieses Konzept ermdglicht alle Chancen des sogenannten ,.cell paintings“. (Mit freundlicher
Genehmigung von Peter J. Nelson, Miinchen)
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ZIELE DER ARBEIT

Zuvorderste Aufgabe der Bemiihungen war es, das zuvor beschriebene Fusionsprotein
CXCL10-GPI sowie dessen Erweiterung mucin CXCL10-GPI herzustellen, stabil exprimieren
und schliellich proteinchemisch in einem ausreichenden Reinheitsgrad isolieren zu kénnen.
Zur Herstellung der Konstrukte mussten die DNA-Sequenzen von CXCL10 und des ,,mucin-
like stalks* Fractalkines aus einem Plasmid (CXCL10) bzw. einer cDNA-Probe
(Mucindoméne) amplifiziert, in einem zweiten Schritt zusammen mit der Sequenz des GPI-
Membranankers in einen Vektor kloniert, anschlieBend moglichst stabil transfiziert und an der

Oberflache eukaryotischer Zellen exprimiert werden.
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Abb.11: Darstellung des Prinzips der GPI-Verankerung von Proteinen und mdglicher zusétzlicher
Modifikation Durch Klonierung der kodierenden Sequenz eines Chemokins und des GPI-Membranankers
entfalten sich die Moglichkeiten des sog. ,,cell paintings®. Durch weitere Hinzufiigung anderer kodierender
DNA-Abschnitte (blau) wie z.B. fiir die Mucin-artige Domane des Chemokins CX3CL1 ergeben sich weitere
Modifikationen des Prinzips. (Abbildung mit freundlicher Genehmigung von Peter J. Nelson.)

Nach Erreichen dieses primaren Zieles schloss sich die Isolation der neugebildeten Konstrukte
mit moglichst schonender Aufreinigung mittels proteinchemischer Methoden der FPLC (fast
protein liquid chromatography) an. Um die Funktionalitdt der gewonnenen Isolate zu
Uberprufen, wurde zunéchst das GPI-Anker-Prinzip durch Reinkorporierungsversuche der
Konstrukte in Zellmembranen humaner dermaler Endothelzellen (HDBEC) Uberprift.
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Um die funktionelle  Unversehrtheit der Proteine  nachzuweisen  wurden
Flussadhé&sionsversuche durchgefiihrt, um bei positivem Nachweis eines Effektes der
Konstrukte auf die Interaktion zwischen Leukozyt und mit Chemokinkonstrukt transfiziertem
Endothel einen Schritt weiterzugehen und die Ergebnisse im in vivo Mausversuch zu
uberprufen.
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111 MATERIAL UND METHODEN:

MATERIAL

MEDIEN UND ZUSATZE

Medien:

D-MEM Medium Invitrogen, Carlsbad
Endothelial Cell Growth Medium MV Promocell, Heidelberg
Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium (I-MDM) Invitrogen, Carlsbad
MEM Alpha Medium Invitrogen, Carlsbad
RPMI 1640 Invitrogen, Carlsbad
Zusatze:

dialysiertes fetales Kalberserum (dFBS) Invitrogen, Carlsbad
fetales Kélberserum (FBS) Biochrom AG, Berlin
HT Supplement 50 x Invitrogen, Carlsbad
Penicillin/Streptomycin (P/S) PAA Laboratories, Pasching
Supplement Mix for Endothelial Cells MV Gibco, Carlsbad

Sonstige Reagenzien:

Dimethylsulfoxid (DMSO) Merck, Mannheim

EDTA Biochrom AG, Berlin

PBS (1x, 10x) PAA Laboratories, Pasching
Trypanblau Sigma-Aldrich, Taufkirchen

MIKROBIOLOGIE

Genotyp des verwendeten Stammes von E. coli DH5a: supE44, AlacU169 (®80 lacZAM15)
hsdR17 recAl endAl gyrA96 thi-1 relAl
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Lysogeny broth (LB)-Medium

1% Bacto-Trypton
0,5% Hefeextrakt
85 mM NaCl

10 mM MgSO4 X7 Hzo

Super optimal broth with glucose (SOC)-Medium

2% Bacto-Trypton
0,5% Hefeextrakt
10 mM NaCl

2,5 mM KCI

10 mM MgCl,

10 mM MgSQOq,

20 mM Glucose

ZELLEN

BD Biosciences, San Jose
BD Biosciences, San Jose
Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Merck, Darmstadt

BD Biosciences, San Jose
BD Biosciences, San Jose
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Zelllinie/Wachstum | Beschreibung Herkunft Medium Zuséatze

CHO (transfiziert Ovarzellen aus chi- | ATCC, USA MEM Alpha 10% dFBS,

mit CXCL10-GPIl) [ nesischem Hamster Transfektion: Medium 1% P/S

adharent Labor P.J. Nelson

HDBEC Humane dermale PromoCell, Endothelial Cell 5% Supplement Mix
; Endothelzellline Heidelberg Growth Medium fur MV

adhéarent MV 1%P/S

HMEC Humane PromoCell, D- MEM Medium | 10% FBS,

mikrovaskulare Heidelberg 1% P/S

adharent Endothelzellline
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Zelllinie/Wachstum | Beschreibung Herkunft Medium Zusatze
THP-1 Monozyten-Zelllinie, | ATCC, USA RPMI 1640 5% FBS,
(Supensionszellen) | gewonnen aus einer 1% P/S
akuten mono-
zytischen Leuké&mie
HUT 78 T-Zelllinie, ATCC, USA RPMI 1640 10% FBS,
(Suspensionszellen) | gewonnen aus einem 1% P/S
kutanen T-Zell-
Lymphom
YT- Zellen NK- (Naturliche ATCC, USA IMEM 20% FBS,
i 0,
(Suspensionszellen) Kllle.rz.ellen) 1% NaPyruvat
Zelllinie, gewonnen
aus einem NK-Zell-
Lymphom
REKOMBINANTE PROTEINE
Protein Spezies Verwendung Firma
rh CXCL10 Human Alle Versuche R&D Systems, Minneapolis
rh IL-113 Human Adhésionsversuch R&D Systems, Minneapolis
ANTIKORPER
Priméare Antikorper
Epitop Wirt Typ Isotyp Hersteller/Ort | Konj
hCXCL10 Kaninchen polyklonal [e]€] Abcam, Cambridge
hCXCL10 Ziege polyklonal 19G R&D Systems,
Minneapolis
hCXCR1 Maus monoklonal 19G2a BD Pharmingen, San
Diego
hCXCR2 Maus monoklonal 1gG1 BD Pharmingen, San
Diego
hCXCR3 Maus monoklonal 1gG1 BD Pharmingen, San
Diego
hCXCR4 Maus monoklonal 1gG2a BD Pharmingen, San
Diego
hCCR1 Maus monoklonal 1gG2b R&D Systems,
Minneapolis
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Isotyp-Kontrollen

- Kaninchen [o[€] Jackson Immunoresearch,
Newmarket

-- Maus IgG2a Sigma-Aldrich,
Taufkirchen

-- Maus IgG1 Sigma-Aldrich,
Taufkirchen

-- Maus 1gG2b Sigma-Aldrich,
Taufkirchen

Sekundéare Antikorper

Maus IgG Kaninchen polyklonal Dako Cytomation, | PE
Glostrup

Kaninchen 1gG Schwein polyklonal Dako Cytomation, | FITC
Glostrup

Ziege 1gG Esel polyklonal Acris, Heidelberg | PE

PUFFERLOSUNGEN

Saulenchromatographie:

Alle bei der Sdulenchromatographie verwendeten Puffer wurden, wenn nicht anders

angegeben, mit Injektionswasser hergestellt und auf einen pH-Wert von 7,4 eingestellt.

Hypertonischer Lysepuffer:
5 mM Tris/HCI

0,1 mM EDTA

2 mM Magnesiumchlorid

1 Proteinase-Inhibitor-Tablette/20 ml,

Extraktionspuffer:

100 mM Natriumchlorid

1% Triton X-100H

50 mM Tris/HCI

5mM EDTA

1 Proteinase-Inhibitor-Tablette/20 ml

Heparin-Aquilibrierpuffer:
100 mM NacCl
20 mM Natriumphosphat

pH 75
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Invitrogen, Carlsbad
Biochrom AG, Berlin
Merck, Darmstadt

Roche, Basel

Merck, Darmstadt
Calbiochem, San Diego
Invitrogen, Carlsbad
Biochrom AG, Berlin

Roche, Basel

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt




0,05% Triton X-100H

Heparin-Elutionspuffer:
1M NaCl

20 mM Natriumphosphat
0,05% Triton X-100H

Heparin-Regenerierpuffer:
2 M NaCl

20 mM Natriumphosphat
1% Triton X-100

SP- Aquilibrierpuffer:
100 mM NaCl

20 mM Natriumphosphat
0,05% Triton X-100H

SP-Elutionspuffer:

750 mM (mucin CXCL10-GPlI)
bzw. 1M (CXCL10-GPI) NaCl
20 mM Natriumphosphat
0,05% TritonX-100H

SP-Regenerierpuffer:

2 M NaCl

20 mM Natriumphosphat
1% Triton X-100

TSK-Puffer:
0,025% Triton X-100H
in 1x PBS
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Calbiochem, San Diego

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Calbiochem, San Diego

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Fluka Biochemika, Buchs

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Calbiochem, San Diego

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Calbiochem, San Diego

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Fluka Biochemika, Buchs

Calbiochem, San Diego

PAA Laboratories, Pasching



Puffer fir Adhdsionsversuche:

50 mM HEPES 0,5% w/v

BSA Fraction V

1 mM CaCl,

1 mM MgCl; in

Hank’s balanced salt solution (HBSS) ohne Phenolrot
pH 7,2

SDS-PAGE

Anodenpuffer (10x):
1 M Tris/HCI in Wasser, pH 8,3

Kathodenpuffer (10x):

1 M Tris/HCI

1 M Tricin

1% SDS in Wasser, pH 8,3

SILBERFARBUNG

Alle Lésungen wurden, wenn nicht anders beschrieben, auf 125 ml mit Wasser aufgefullt.

Fixierbad:

50% Methanol
10% Essigséure
40% Wasser

Inkubationsldsung:

12,65 mM Natriumthiosulfat
0,5 M Natriumacetat

0,5 % Glutaraldehyd (20%)
30% Ethanol

Silberlésung:
0,5 mM Silbernitrat

0,06% Formaldehyd (37%)
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AppliChem, Darmstadt
Gibco, Carlsbad

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Invitrogen, Carlsbad

Invitrogen, Carlsbad
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Braun, Melsungen

Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Taufkirchen



Entwicklerldsung:
235,9 mM Natriumcarbonat
0,03% Formaldehyd (37%)

Stoppldsung:
800 mM EDTA

in Wasser

SONSTIGE LOSUNGEN

Auftragspuffer fur Agarosegele:

0,25% Bromphenolblau 0,25%

Xylen Cyanol 30%

Glycerol in Wasser
Deoxynucleotidtriphosphat (ANTP)-Mix
TagMan® Universal Mastermix

First Strained Buffer (5x)
Tris-Glycin-SDS-Auftragspuffer
NuPAGE®LDS Sample Buffer (4x)
NuPAGE®Transfer Buffer (20x)

GRORENSTANDARD

MagicMark™ Western Standard (Western Blot)
SeaBlue (Silberfarbung)
1kb- DNA-Ladder (Agarosegele)

SAULENCHROMATOGRAPHIE

Akta FPLC-System

Heparin Hi-Trap, 10 ml

SP Sepharose Fast Flow, 12 ml
TSK-Gelséule, 15 ml
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Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Biochrom AG, Berlin

Braun, Melsungen

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Amersham Pharmacia, Piscataway
Applied Biosystems, Foster City
Invitrogen, Carlsbad

Invitrogen, Carlsbad

Invitrogen, Carlsbad

Invitrogen, Carlsbad

Invitrogen, Carlsbad
Invitrogen, Carlsbad

Invitrogen, Carlsbad

GE Healthcare, Miinchen
GE Healthcare, Miinchen
GE Healthcare, Miinchen

Tosoh Bioscience, Stuttgart



Umsalzung (HiTrap Desalting-Saulen, 2x 5 ml)

REAGENZIENPAKETE

DuoSet human IP-10 ELISA Development Kit
Endofree Plasmid Maxi Kit
Luciferase Assay Kit

Magnetplatte und MATra A Reagenz
QiaPrep Plasmid Midi Kit

QiaPrep Spin Miniprep Kit

Qiaquick Gel Extraction Kit
Quant-iT dsDNA BR Assay Kit
Quant-iT dsDNA HS Assay Kit
RNase-freies DNase Set (50)
RNeasy Mini Kit (50)

Western Breeze® Chemiluminescent Detection Kit

ENzYME

Alkalische Phosphatase

Bsal Restriktionsenzym

EcoRI Restriktionsenzym

Nhel Restriktionsenzym

Pfx-DNA-Polymerase
Phosphatidylinositol-spezifische Phospholipase C
Sall Restriktionsenzym

Superscript® Reverse Transkriptase
T4-DNA-Ligase

Tag-DNA-Polymerase

Xbal Restriktionsenzym
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GE Healthcare, Miinchen

R&D Systems, Minneapolis
Qiagen, Hilden
Promega, Mannheim
Promocell, Heidelberg
Qiagen, Hilden
Qiagen, Hilden
Qiagen, Hilden
Invitrogen, Carlsbad
Invitrogen, Carlsbad
Qiagen, Hilden
Qiagen, Hilden

Invitrogen, Carlsbad

Roche, Basel

New England Biolabs, Beverly
New England Biolabs, Beverly
Roche, Basel

New England Biolabs, Beverly
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Roche, Basel

Invitrogen, Carlsbad

New England Biolabs, Beverly
New England Biolabs, Beverly
New England Biolabs, Beverly



CHEMIKALIEN

Acrylamid

BD OptEIA Substrate Reagent A

BD OptEIA Substrate Reagent B
BioRad-Reagenz

Complete Protease Inhibitor Cocktail Tablets
Hank’s balanced salt solution (HBSS)

MTT

Proteinase-Inhibitor-Tabletten Complete
TritonX-100

TritonX-100, hydrogenisiert
GERATE

Cycler GeneAmp PCR-System 9700
Entwickler fur Rontgenfilme Curix 60
Elektroporationsgerét E. coli Pulser
Elektroporationsgeradt Gene Pulser
ELISA-Lesegerdat GENiosPlus
Flachbodenmikrotiterplatte, 96-Loch
Fluorescence Activated Cell Scanner FACSCalibur
Qubit Fluorometer
Schwarz/Weiss-CCD-Camera
Spritzenpumpe SP210WZ

TagMan® 7700

Umkehrmikroskop
Video-to-FireWire-Converter

Western Blot Tankblot-Gerat XCell-11 Blot Module
SOFTWARE
AbiPrism (RT-PCR)
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Roth, Karlsruhe

BD Biosciences, San Jose
BD Biosciences, San Jose
BioRad, Hercules

Roche, Basel
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Roche, Mannheim

Fluka Biochemika, Buchs

Calbiochem, San Diego

Applied Biosciences, Foster City
Agfa, Koln

BioRad, Hercules

BioRad, Hercules

Tecan, Crailsheim

Costar, Corning

BD Biosciences, San Jose
Invitrogen, Carlsbad

Horn Imaging, Aalen

WPI, Sarasota

Applied Biosystems, Foster City
Leica, Wetzlar

Horn Imaging, Aalen

Novex, San Diego

Applied Biosystems, Foster City



CellQuest (FACS-Analyse) BD Biosciences, Bedford

IC Capture 2.0.0.293 (Videoaufnahme) The Imaging Source, Bremen
Unicorn 5.11 (FPLC) Amersham Biosciences, Uppsala
XFluor 4 (ELISA, Migration, Proliferation) Tecan, Crailsheim

SONSTIGE MATERIALIEN

Elektropotationskuvetten, 4mm Elektrodenabstand peqglab, Erlangen
FACS-Analysen-Rohrchen 5ml, Rundboden BD Biosciences, Bedford
p-slide 1 %4 Luer ibidi, Martinsried

Millex Syringe Driven Filter Unit (0,1um/ 0,22 pm) Millipore, Bedford
Rundboden-Mikrotiter-Platte (96-Loch) Greiner Bio-One, Frickenhausen
Sprizenpumpenleitung ,,Injectomat line* Fresenius, Bad Homburg
METHODEN

ZELLKULTUR

Alle Arbeitsschritte wurden unter sterilen Bedingungen und ausschlieRlich mit sterilen
Reagenzien durchgefuhrt, um Kontaminationen mit Pilzen oder Bakterien zu vermeiden.
Verwendete Medien und Ldsungen wurden vor der Zugabe zu Zellen im Wasserbad auf 37°C
erwarmt. Die Zellen wurden bei 37°C und 5% CO; im Brutschrank kultiviert.

Alle adhérenten Zelllinien (mikrovaskulare Endothelzellen (HMEC sowie HDBEC) und CHO
(Chinese Hamster Ovary) —Zellen) wurden bis zu einer Konfluenz von 80-90% kultiviert. Das
Medium wurde alle zwei bis drei Tage gewechselt. CHO-Zellen wurden im Verhéltnis 1:5 bis
1:10 gesplittet, HMEC sowie HDBEC-Zellen 1:2. Zum Splitten wurden die Zellen mit PBS
gewaschen, durch Inkubation in EDTA-Losung (1,5 mM EDTA in PBS, 0,1 ml/cm?)
abgelost, fur 3 Minuten bei 220 x g zentrifugiert und in entsprechender Verdiinnung neu
ausgesat.

Die Suspensionszelllinien wurden im jeweils entsprechenden Medium bis zu einer Dichte von
1-3 x 10° Zellen pro ml kultiviert, wobei alle 2-3 Tage nach Abzentrifugation (s.0.) und
Resuspension der Zellen das alte durch frisches Medium ersetzt wurde. Bei einer
ausreichenden Dichte wurden die Zellen durch Verdinnen der Zellsuspension in frischem
Medium 1:10 gesplittet.
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Die Zellen wurden in dem fir die jeweilige Zelllinie optimalen Medium kultiviert. (siehe
Tabelle oben).

Far alle Versuche wurden ausschlieBlich Lésungen mit pyrogenfreien Materialien hergestellt,
um gleiche Bedingungen fir in vitro und in vivo Versuche zu schaffen.

ERNTEN VON ZELLEN

Nach einmaligem Waschen mit 1x PBS wurden die geziichteten Zellen mit 0,1 ml/cm? PBS-
EDTA (1,5 mM) von der Flasche gelost und die Zellen bei 220 x g fur vier Minuten
zentrifugiert.

Fiir die Proteinisolierung wurden je 12 x 10" mit CXCL10-GPI transfizierte CHO-Zellen
verwendet. Die Zellen wurden mit PBS gewaschen und von den 150 cm? Kulturflaschen durch
Zugabe von 1,5 mM EDTA in PBS fiir 20 Minuten bei 37°C geltst. Die Zellsuspensionen
wurden in Kulturréhrchen Gberfuhrt und fir vier Minuten bei 220 x g zentrifugiert. Die Zellen
wurden in 20 ml hypertonischem Lysepuffer fur 1h bei 4°C rotiert. AnschlieBend wurden
durch Zentrifugation fir 20 Minuten bei 800 x g und 4°C Zellmembranfragmente abgetrennt
und der Uberstand verworfen. Das im Sediment verbleibende Membranprotein wurde bei -
80°C bis zur Weiterverarbeitung eingefroren.

EINFRIEREN UND AUFTAUEN VON ZELLEN

Die Zellen wurden im jeweiligen Vollmedium bei einem Zusatz von 10% Dimethylsulfoxid
als Kryoprotektans in einem Isopropanolbehalter fir 24 Stunden bei -80°C und anschlieRend
bis zur weiteren Verwendung in fliissigem Stickstoff bei -180°C eingefroren.

Die Zellen wurden im Wasserbad bei 37°C aufgetaut, in Kulturflaschen mit entsprechendem
Vollmedium Gberfiihrt und bei 37°C und 5% CO, inkubiert. Nach 24 h wurde das Medium
gewechselt, um verbliebene DMSO-Reste zu entfernen.

BESTIMMUNG DER ZELLZAHL

Die Zellzahl wurde mit einer Neubauer-Z&hlkammer bestimmt. Hierfir wurden 50 pl der
Zellsuspension 1:1 mit Trypanblau verdinnt und in die Z&hlkammer pipettiert. ES wurden nur
Trypanblau-negative, d.h. lebendige, Zellen von vier GroRquadraten fur einen Versuch
ausgezahlt. AnschlieRend wurde die Zellzahl pro ml mittels folgender Formel ermittelt:

Zellzahl | ml = gezdihite Zellen

. 4
- x Verdiinnung x 10
Anzahl der Grofiquadrate
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PROTEINCHEMISCHE METHODEN

AUFREINIGUNG VON (MUCIN) CXCL10-GPI bURCH SAULENCHROMATOGRAPHIE
ALLGEMEINE THEORIE DER PROTEINAUFREINIGUNG MITTELS SAULENCHROMATOGRAPHIE

Die Methode der Chromatographie wird zur mdglichst selektiven Isolierung eines Proteins
aus einem Gemisch benutzt. Es existieren verschiedene Mdoglichkeiten der Aufreinigung, die
auf den unterschiedlichen Eigenschaften der einzelnen, im zu analysierenden Gemisch

enthaltenen, Proteine (z.B. Ladung) beruhen.

Die Affinitatschromatographie nutzt z.B. einen spezifischen Liganden des gesuchten Proteins
und bedient sich dabei der temporaren Interaktion zwischen beiden. Einige typische, oft

genutzte Mdglichkeiten der Interaktion umschliel3en:

Hormone Rezeptor

Nukleinsaure komplementére Basensequenz
Enzyme Inhibitor, Cofaktor
Antikorper Antigen, Virus, Zelle

Um die Bindung wieder aufzuheben, kann man sich spezifischer kompetitiver Liganden
bedienen oder die Interaktion mittels Veranderungen des ph-Wertes oder der lonenstérke
beenden.

Neben diesem Prinzip kann auch die Ladung des gesuchten Proteins in einer
lonenaustauschersaule zur Trennung genutzt werden. Die Separation hangt hier von der
reversiblen Absorption des geladenen, gelésten Molekils an die immobilisierte
lonaustauschergruppe der entgegengesetzten Ladung ab. Durch Anwendung eines
Elutionspuffers mit anwachsender lonenstarke werden nach und nach die gebundenen
Molekile ausgewaschen; dabei werden schwach geladene Teilchen aufgrund der Intensitat
der Bindung zur Séule friher als stark geladene wiedergewonnen.

Als weiteres Prinzip der Aufreinigung wird oft die Auftrennung nach Molekilgroiie
angewandt: Hierbei durchlduft das verbliebene Substanzgemisch aus kleinen und groReren
Molekulen ein Gel aus Dextran oder Polyacrylamid. Die kleinen Molekule diffundieren dabeli
in die Hohlrdume der Gelpartikel, wahrend die grof3en sich nur im Ldsungsmittel zwischen
den Gelpartikeln aufhalten und die S&ule deshalb schneller passieren kénnen
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1. Aquilibrierung in dem passenden Bindungspuffer

2. Probe wird appliziert. Dabei wird die spezifische, aber
Molekils
beglinstigt. Alle anderen Molekile binden nicht und werden

prinzipiell reversible Bindung des gesuchten

ausgewaschen.

3. Zielmolekidl  wird  durch der

Bindungsverhéltnisse wiedergewonnen; dies geschieht entweder

Das Anderung
durch eine Anderung des pH-Wertes, der lonenstarke oder durch
die Applikation eines kompetetiven Liganden. Das Zielmolekiil
wird gereinigt erhalten.

4. Es erfolgt die Re-Aquilibrierung

Abb.12: Schematische Darstellung der
Amersham Biosciences, Uppsala

Vorgénge der Affinitdtschromatographie. Modifiziert nach

Matrix P . Low lonic Negatively
° strength s
. / buffer charged
proteins
. .
Positively
charged »
ionic groups = - Neutral or
® o positively
. charged ~—
proteins

Abb.13: Schematische Darstellung der Vorgdnge der

lonenaustauscherchromatographie. Nach

Aquilibrierung der Saule in einen Puffer mit nur geringer lonenstirke erfolgt die Applikation des
Proteingemisches. Dabei werden Molekiile, die eine zu der sich auf der S&ule befindenden entgegengesetzte
Ladung tragen, gebunden und so ankonzentriert. Ungeladene und gleichartig geladene Molekile hingegen
werden ausgewaschen. Durch Anwendung eines Elutionspuffers mit anwachsender lonenstarke werden nach und
nach die gebundenen Molekiile ausgewaschen; dabei werden schwach geladene Teilchen aufgrund der Intensitét
der Bindung zur Séule friiher als stark geladene wiedergewonnen.

Vor der Re-Aquilibrierung erfolgt noch eine Auslésung samtlich gebundener Strukturen durch die Anwendung
eines Puffers mit sehr hoher lonenstérke. Modifiziert nach Amersham Biosciences. Uppsala
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Abb.14: Schematische Darstellung der Vorgange der Gelfiltrationschromatographie Das Prinzip der
Gelfiltration beruht auf der Verwendung eines Gels aus Dextran und Polyacrylamid. Dieses Gel besteht aus
kleinen Kugeln, die sowohl zwischen sich Freirdume als auch selbst aufgrund ihrer Porositdt Hohlrdume fur
Diffusionsvorgénge lassen. Bei Applikation der Probe diffundieren die Molekile in diese Poren und wieder
heraus und bewegen sich mit dem Puffer (mobile Phase) durch die Saule. Kleine Molekile diffundieren tiefer in
die Poren der Kugeln hinein (Interaktion mit der stationéren Phase) und verbleiben so langer in der S&ule. GroRe
Molekile hingegen konnen nicht in die kleinen Poren hineindiffundieren und werden so eher aus der Sdule
herausgewaschen; es erfolgt eine Auftrennung nach MolekilgroRe. Modifiziert nach Amersham Biosciences,
Uppsala
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VERSUCHSDURCHFUHRUNG

1,2 x 10% stabil mit CXCL10-GPI bzw. mucin CXCL10-GP!I transfizierte CHO-Zellen wurden
fiir eine 1 h bei 4°C nach Zugabe von Extraktionspuffer Gber Kopf rotiert, wobei sich die
membrangebundenen Proteine 16sen sollten. Nach Zentrifugation fur 20 min bei 2750 x g in
4°C wurde der Uberstand, in dem sich unter anderem das gesuchte Protein befand, durch
einen Filter der PorengrofRe 0,22 um von groRerem Zellschrott abgetrennt und anschlielRend
auf Eis gelagert oder direkt zur Aufreinigung auf die Chromatographiesaule aufgetragen.
Dazu wurde das Proteingemisch in die Auftragsschleife eines Akta FPLC-System (GE
Healthcare, Miinchen) injiziert und dann mit dem jeweiligen Aquilibrierpuffer auf die Saule
gespult.

Das FPLC-Gerit war mit einem Computer verbunden, an dem iiber die Software ,,Unicorn
5.11* alle Schritte und Parameter wie Flussrate, Puffermischung etc. gesteuert werden
konnten. Daruiber hinaus konnte am Bildschirm der Verlauf der Chromatographie selbst sowie
aller wichtigen Parameter (z.B. elektrische Leitfahigkeit als MaR flr die Salzkonzentration,
UV-Absorption bei 280 nm als MalR der Proteinkonzentration) verfolgt werden. Die Daten
wurden durch die Software aufgezeichnet und zur Auswertung graphisch dargestellt.

Die Sammlung der einzelnen Fraktionen erfolgte ebenfalls computergesteuert tber einen
angeschlossenen Fraktionensammler, die jeweilige GroRe betrug, wenn nicht anders
angegeben, 1 ml.

Das Photo auf der folgenden Seite zeigt ein Akta FPLC-System, wobei sich links im Bild das
eigentliche System, in der Mitte die Chromatographiesaule und rechts der Fraktionensammler
befinden.
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Abb.15: Photographie eines Akta FPLC-Systems

Bei sdmtlichen Arbeitsschritten wurde so pyrogenfrei und steril wie moglich gearbeitet; fur
alle Puffer wurde z.B. Aqua ad iniectabilia bzw. pyrogenfreies PBS als Basis verwandt. Alle
maoglicherweise unsterilen Puffer wurden vor ihrem Gebrauch ebenso wie die Proteinproben
vor Auftrag sterilfiltriert. Alle Sdulen lagerten bis zu ihrer Benutzung in 20%igem Ethanol.
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HEPARINAFFINITATSCHROMATOGRAPHIE

Hintergrund der Heparin-Affinitatschromatographie ist eine hohe, (ber die GAG-
Bindungsstellen vermittelte Affinitdt von CXCL10 zu diesem polysulfatiertem, spezifisch
Chemokine bindendem Polyanion. Aufgrund der hohen negativen Ladung sind allerdings
weitere Effekte des Glykosaminoglykans als lonenausauscher und der damit verbundene
Selektivitatsverlust in Betracht zu ziehen.

Es wurde eine 10 ml Heparin-Sepharose Sdule (GE Healthcare, Miinchen) verwendet. Nach
Aquilibrierung der Séaule mit dem zehnfachen Saulenvolumen wurden 7,5 ml des
Proteinextrakts aufgetragen. Fir beide Konstrukte erfolgte nach zwei Waschschritten (1.
Waschschritt: 100 mM NaCl, 20 mM NaszPO,4 und 0,05% Triton X-100 H; 2. Waschschritt:
400 mM NaCl, sonst idem) die Elution mit 1000 mM NaCl. Die jeweiligen UV-
absorbierenden Fraktionen wurden gesammelt und mittels western blot und Silberfarbung auf
das Vorhandensein von CXCL10-GPI bzw. mucin CXCL10-GPI untersucht.

Die CXCL10-GPI-Protein enthaltenden Fraktionen des Eluats wurden daraufhin vereinigt. Da
der Elutionspuffer hyperosmolar war, wurde dieser mit zwei 5 ml Entsalzungssdaulen gegen
Kationenaustauschaquilibrierungspuffer ausgetauscht. Es wurden zwei 5 ml HiTrap Desalting
Saulen (Amersham Biosciences, Uppsala) verwendet.

KATIONENAUSTAUSCHCHROMATOGRAPHIE

Rationale der Kationenaustausch-Chromatographie ist die stark positive Ladung von
CXCL10. Es wurde eine SP Sepharose Saule (Amersham Biosciences, Uppsala) benutzt.
Diese wurde vor dem eigentlichen Chromatographielauf ebenfalls mit 2000mM NaCl, 20mM
NaszPO, und 0,1% X-100 H (pH 7,4) mit 10 Saulenvolumina &quilibriert.

Nach einem ersten Waschschritt mit 300 mM NaCl, 20 mM NazPO,4 und 0,05% Triton X-100
H wurde zur Elution die NaCl-Konzentration fir CXCL10-GPI in einer Stufe auf 1 M, fur
mucin CXCL10-GPI auf 750 mM erhoht. Wiederum wurden samtliche Fraktionen des
Chomatographielaufes gesammelt und mittels western blot und Silberfarbung auf das
Vorhandensein von CXCL10-GPI bzw. mucin CXCL10-GPI analysiert. Die das jeweilige
Protein enthaltenden Fraktionen wurden vereinigt. Fir mucin CXCL10-GPI wurde nun, um
die Konzentration des Detergens Triton X-100 H zu vermindern, der Puffer mittels der
Desalting-Saulen gegen 1x PBS ausgetauscht und das isolierte Protein mit einem Filter der
Porengrofe 0,1 um sterilfiltriert.

CXCL10-GPI wurde noch einem weiteren Reinigungsschritt unterzogen.
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GELFILTRATIONSCHROMATOGRAPHIE

Hintergrund der Gelfiltrationschromatographie ist die Auftrennung eines Proteingemisches
nach MolekilgroRe. Kurz zusammengefasst werden Proteine, die klein genug sind, um in die
Poren der Kugeln der stationare Phase der S&ule hineinzudiffundieren, retiniert und verlassen
so bei der Elution als letztes die Sdule, wéhrend grofie Molekiile, die nicht in die Poren
passen, in der mobilen Phase bleiben und so die S&ule zuerst verlassen.

Nur im Rahmen der Isolierung von CXCL10-GPl wurde das Eluat durch eine TSK
Gelfiltrationssaule (Tosoh, Biosciences, Stuttgart) weiter aufgereinigt. Nach Aquilibrierung
mit zwei Sdaulenvolumina TSK-Puffers wurden pro Chromatographielauf jeweils 700 pl der
vereinigten Proteinfraktionen aufgetragen. Zuvor wurden die bislang gesammelten Fraktionen
mit einem Amicon Centricon Concentrator Ultra mit einer Porengrofie von 10.000 MWCO
ankonzentriert.

Alle Fraktionen der Laufe wurden gesammelt und mittels western blot und Silberfarbung
analysiert. Die CXCL10-GPI enthaltenden Fraktionen wurden vereinigt. Als letzter Schritt
wurde, um die Konzentration des verwendeten Detergenz Triton X-100 H zu reduzieren, ein
Pufferwechsel mit Hilfe einer Umsalzungssaule durchgefihrt und das Protein in reinem PBS
verdunnt. Das Protein wurde mit einem Filter der PorengréRe 0,1 um sterilfiltriert und bei
4°C gelagert.

BESTIMMUNG DER PROTEINKONZENTRATION NACH BRADFORD

Die Bestimmung der Konzentration von (mucin) CXCL10-GPI erfolgte nach der Methode
von Bradford (1976). Der Assay beruht auf der Verschiebung des Absorptionsmaximums
einer sauren Losung des Farbstoffs Coomassie Brilliant Blue G-250 von 465 nm nach 595 nm
durch die Bindung von Proteinen. Die Absorption einer Ldsung des Farbstoff-Protein-
Komplexes bei 595 nm ist dabei in weiten Bereichen proportional zur Proteinkonzentration.
Nach Erstellen einer entsprechenden Kalibrationsreihe mit bovinem Serumalbumin (BSA)
wurde der Assay nach den Herstellerangaben durchgefiihrt (Bio-Rad 500-0002).

BESTIMMUNG DER PROTEINKONZENTRATION MITTELS ELISA

Als weitere Bestimmungsmethode der Proteinkonzentration wurde die Methode des ELISA
verwendet. ELISA ist die Abkiirzung fiir ,,Enzyme-linked Immunosorband Assay .

Ein Antikorper gegen das zu bestimmende Antigen wird auf einem Trager (Cellulose,
Polystyrol, usw.) gebunden. Die nicht mit Antikorpern bedeckte Trageroberfliche wird
geblockt, (z.B. mit Rinderserum-Albumin), um eine unspezifische Bindung des Antigens an
der Oberflache zu vermeiden. Dann wird die unbekannte Menge Antigen hinzugegeben und
nicht gebundenes Antigen durch Waschen entfernt. In einem zweiten Reaktionsschritt wird
nun ein Antikorper gegen das Antigen hinzugegeben, der mit einem Enzym markiert ist.
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Dieser markierte Antikorper bindet nun an die Antigene, die bereits von dem an der Festphase
absorbierten Antikérper gebunden sind. Durch einen weiteren Waschschritt werden die
ungebundenen Antikorper entfernt. Zum Schluss wird das Substrat fur das Enzym
hinzugesetzt. Durch die von dem Enzym katalysierte Reaktion wird das farblose Substrat in
ein geféarbtes Produkt umgewandelt. Um die Enzymreaktion moglichst einfach nachweisen zu
kdnnen, bevorzugt man Enzyme und Substrate, die bei der Reaktion zu einem Farbumschlag
fuhren und daher photometrisch nachgewiesen werden kénnen. Die am hdufigsten benutzten
Enzyme sind die Meerrettich-Peroxidase (horse radish peroxidase) und die Alkalische
Phosphatase.

Nach Abstoppen der Reaktion erfolgt die Bestimmung der Konzentration des Produkts in
einem speziellen Photometer, wobei die Menge an umgesetztem Substrat proportional zur
Menge an gebundenem Erstantikdrper ist. Zur Quantifizierung wird ein paralleler Testansatz
mit einer bekannten Menge Antigen angesetzt.

Der CXCL10-spezifische ELISA wurde nach dem Protokoll des Herstellers RnD
durchgefuhrt.

SDS - PAGE

Die SDS-PAGE dient der Auftrennung von Proteinen nach ihrem Molekulargewicht. Nach
Laemmli (1970) werden Proteine zun&chst in einem weitmaschigen Sammelgel aufgrund sich
ausbildender Ladungsgradienten zu einer schmalen Bande fokussiert, bevor sie im
engmaschigen Trenngel je nach MolekilgroRe unterschiedlich retardiert und dadurch
voneinander separiert werden. Das anionische Detergens SDS lagert sich durch Ausbildung
hydrophober Wechselwirkungen an Proteine an. Es maskiert die Eigenladung der Proteine
und garantiert eine massenproportionale negative Nettoladung. Durch Unterbinden
intramolekularer Wechselwirkungen gehen Sekundar- und Tertiérstruktur des Proteins
verloren (Denaturierung), so dass die folgende Auftrennung der Proteine nicht mehr nach
Form, sondern allein nach ihrer GroRe erfolgt. Zum Optimieren der Trennleistung wird zur
Separation niedermolekularer Proteingemische ein engmaschiges Trenngel mit hohem
Acrylamidanteil ausgewéhlt und umgekehrt.

Nach GieRen des Trenn- und des Sammelgels und vollstdndigem Auspolymerisieren in einer
Minigel-Apparatur (Mighty Small, Hoefer Scientific) wurden 60 pl der Proben mit 2 pl Anti-
Proteasen-Gemisch und 20 pl 3fach konzentrierten Auftragspuffer versetzt und fir 15
Minuten bei 50°C denaturiert. Diese niedrige Temperatur und langere Erhitzungsdauer wurde
zum Schutz des GPI-Ankers gewéhlt. Des Weiteren sollte einer mit der Denaturierung der
Proteine verbundenen Aggregation derselben entgegengewirkt werden, da dies in der Literatur
fir Membranproteine bei zu starker Erhitzung beschrieben worden ist (Hunte et al, 2003). Je
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30 pl Probe und 2 pl GroRenstandard wurden auf das Gel aufgetragen. Die Elektrophorese
erfolgte fir 10 Minuten bei 80 V (Sammelgel) und fiir 60 Minuten bei 120 V (Trenngel).

ELECTROTRANSFER UND BLOT - ANALYSE

Der western blot (Name in Anlehnung an die von Southern entwickelte Methode zum
Nachweis von DNA-Fragmenten) ist eine Methode, bei der zuvor elektrophoretisch
aufgetrennte Proteine aus dem Trenngel auf einen geeigneten Trager (z.B. Nitrocellulose)
uberfuhrt werden. Das urspringlich im Gel vorhandene Trennmuster der Proteine bleibt bei
der Erstellung dieser ,Kopie“ erhalten und ist somit weiteren analytischen Schritten
zuganglich, so dass die Proteine nach dem Transfer einfach identifiziert werden kénnen. Ein
spezifischer Antikorper kann nach Bindung an das immobilisierte Protein auf verschiedene
Weise nachgewiesen werden. Bei der direkten Nachweismethode werden Antikorper
eingesetzt, die mit Enzymen (Peroxidase, Alkalische Phosphatase..) konjugiert, oder in
anderer Weise, (z.B. mit Biotin) markiert sind. Beim indirekten Nachweis wird der gebundene
primére Antikorper durch einen seinerseits geeigneten markierten Sekundarantikdrper
detektiert.

Die mittels Blotting-Technik hergestellten Membranen mussen vor den Nachweismethoden
mit Blockierlosungen behandelt werden (z.B. Casein, Ovalbumin, BSA), um alle auf der
Membran vorhandenen unbesetzten Bindungsstellen zu maskieren.

Die in der SDS-PAGE aufgetrennten Proteine wurden mit Hilfe einer Tankblot-Apparatur
nach Standardmethoden auf eine PVDF-Membran transferiert. Der Transfer erfolgte fur eine
Stunde bei 30 Volt (Towbin, 1979).

Der immunochemische Nachweis von (mucin) CXCL10-GPI auf der PVDF-Membran wurde
mit einem Chemilumineszenz-Reagenzienpaket nach dem vorgegebenen Protokoll des
Herstellers (Invitrogen, Carlsbad) durchgefuihrt, wobei die Blockierung uber Nacht erfolgte.
Die bei der Enzym-Substrat-Reaktion entstehende Lichtemission wurde im Dunkelraum auf
einem Rontgenfilm dargestellt.

SILBERFARBUNG

Eine sensitive Methode, Proteine anzuférben, ist die Silberfarbung. Deren Prinzip ist die
Komplexbildung der Ag’-lonen mit den Asparagin-, Glutamin- und Cysteinresten der
Proteine. Die Detektion erfolgt iiber reduzierende Agenzien, welche die Reduktion der Ag*—
lonen zu metallischen Silber bewirken.

Das Proteingemisch wurde mittels SDS-PAGE aufgetrennt, Proteine im Gel fir 30 Minuten
im Fixierbad fixiert und anschlieRend ber Nacht in der Inkubationslésung inkubiert. Nach
dreimaligem Waschen mit Wasser flr je zehn Minuten wurde das Gel fiir 30 Minuten in der
Silberlésung inkubiert. Nach kurzem Waschen mit Wasser wurden die Banden mit der
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Entwicklerlésung sichtbar gemacht und bei ausreichendem Farbungsgrad der Vorgang mit
EDTA-Stopplosung fur mindestens 15 Minuten gestoppt. Anschlielend wurde die
Stopplésung durch deionisiertes Wasser ersetzt.

IN VITRO VERSUCHE

FACS — ANALYSE

PRrRINZIP

Die Abkiirzung FACS steht fiir ,,Fluorescence Activated Cell Sorting® und bezeichnet ein
Verfahren zur quantitativen Bestimmung von Oberflachenmolekilen und intrazelluldren
Proteinen. Grundlage ist die Antigen-Antikérper-Reaktion, wobei Fluoreszenzfarbstoff-
markierte Antikdrper benutzt werden.

Zur Analyse werden in einer Suspension vorhandene Zellen durch hydrodynamische
Fokussierung an einem gebindelten Laserstrahl vorbeigeleitet. Bei Anregung der Elektronen
des Fluorenszenzfarbstoffes durch den Laserstrahl werden diese auf ein hoheres
Energieniveau gehoben. Nach dem Bruchteil von Sekunden fallen die Elektronen unter
Abgabe von Energie in Form von Photonen auf ihr urspriingliches Niveau zuriick. Die
verwendete Laserwellenlange von 488nm entspricht der Wellenldnge der geldaufigen
fluoreszierenden Farbstoffe Fluoreszeinisothiocyanat (FITC, grin, Emissionswellenldnge von
530 nm) und Phycoerythrin (PE, rot, Emissionswellenlange von 585 nm). Die emittierte
Photonenkonzentration verhélt sich proportional zur Menge an gebundenem Antikdrper pro
Zelle. Zusatzlich kann man durch die Lichtbeugung und —streuung Informationen Uber die
ZellgroRe und die Binnenstruktur wie Granularitat oder Grofl3e des Zellkerns gewinnen,

Eine gleichzeitige FACS-Messung mit verschiedenen Farbstoffen ist mdglich, da sich die
eingesetzten Farbstoffe zwar bei einer gemeinsamen Wellenlédnge anregen lassen, jedoch tber
spezifische, unterschiedliche Emissionsspektren verfiigen. Dabei wird die Intensitat der
Fluoreszenz der Probe im Vergleich zu einem unspezifischen Isotyp des entsprechenden
Antikdrpers gemessen.
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Abb.16: Prinzip des ,,Fluorescence Activated Cell Sorting* (FACS). Zur Analyse werden in einer Suspension
vorhandene Zellen durch hydrodynamische Fokussierung an einem gebiindelten Laserstrahl vorbeigeleitet. Bei
Anregung der Elektronen des Fluorenszenzfarbstoffes durch den Laserstrahl werden diese auf ein hoheres
Energieniveau gehoben. Nach dem Bruchteil von Sekunden fallen die Elektronen unter Abgabe von Energie in
Form von Photonen auf ihr urspriingliches Niveau zuriick. Die verwendete Laserwellenldnge von 488nm
entspricht der Wellenlange der geldufigen fluoreszierenden Farbstoffe Fluoreszeinisothiocyanat (FITC, grln,
Emissionswellenldange von 530 nm) und Phycoerythrin (PE, rot, Emissionswellenlange von 585 nm). Die
emittierte Photonenkonzentration verhélt sich proportional zur Menge an gebundenem Antikdrper pro Zelle.
Zusétzlich kann man durch die Lichtbeugung und —streuung Informationen Uber die ZellgréRe und die
Binnenstruktur wie Granularitdt oder GroRe des Zellkerns gewinnen.

VERSUCHSDURCHFUHRUNG

Pro Probe wurden 2 x 10° Zellen in 100 pl PBS verwendet und in 96er Rundboden-
Mikrotiterplatte pipettiert. Zum Waschen wurden die Proben fir jeweils 2 Minuten bei 2000
rpm abzentrifugiert und der Puffer ausgetauscht. Die Proben wurden fiir eine Stunde in 100 pl
FBS-freiem Medium mit 10 pg/ml Antikorper gegen das jeweilige Antigen und der jeweils
zweite Ansatz in 100 pl FBS-freiem Medium mit 10 pg/ml Isotypkontrolle bei 4°C inkubiert.
Nach dreimaligem Waschen mit PBS wurde mit 100 pl FBS-freiem Medium mit 10 pg/ml
vom PE-konjugierten sekundéren Antikorper fur 40 Minuten bei 4°C inkubiert. Um ein
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vorzeitiges Ausbleichen des Farbstoffs zu verhindern, erfolgte die Inkubation mit dem
zweiten Antikorper bei Dunkelheit.

Nach Inkubation wurden die Proben erneut zweimal gewaschen und mit 200 pl PBS in
FACS-Analysenrohrchen Gberfuhrt.

Zusétzlich wurde jede Probe mit 1pl Propidiumiodid (PI) angeféarbt, um tote Zellen aus der
Analyse auszuschlielen, da Propidiumiodid Zellen mit erhaltener Membranintegritat nicht
anfarben kann.

Die Auswertung erfolgte mit einem BD FACS Calibur Gerat. Pro Ansatz wurden 5 x 10*
Zellen mit Hilfe der CellQuest Software auf einem Apple I-Mac untersucht.

NACHWEIS DER INKORPORIERUNG VON CXCL 10 - GPI INDIE ZELLMEMBRAN

2x 10° HBDEC-Zellen wurden mit 1,5 mM EDTA in PBS von der Flasche geldst, bei 220 x g
fur vier Minuten zentrifugiert und in 3 ml Medium aufgenommen. Die Zellen wurden auf
zwoOIf Locher einer Rundboden-Mikrotiterplatte verteilt. Je zwei Ansdtze wurden mit
Medium, (mucin) CXCL10-GPI oder rhIP-10 in einem Gesamtvolumen von 200 pl bei 37°C
im Brutschrank flr eine Stunde inkubiert.

AnschlieRend wurde zu je einem der parallelen Ansatze 100 pl PBS zugegeben und bei 220 x
g fur vier Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen, zu den gewaschenen
Zellen wurden 120 ng/ml Phospholipase-C (PLC) gegeben und fiir eine weitere Stunde bei
37°C inkubiert. Anschliefend wurden die Zellen nochmals mit 1 ml PBS gewaschen. Dieser
Ansatz diente dem Beweis der wirklich Uber den GPI-Anker stattfindenden Fixierung des
Chemokins in der Zellmembran. Hier macht man sich die Tatsache zu Nutze, dass die
Phosphatidylinositol-spezifische Phospholipase C den Anker zwischen dem Phosphatrest des
Inositols und dem Diglyceridrest spalten kann und somit zu einer Losldsung des zuvor
gebundenen Proteins fuhrt (Slein und Logan 1985).

Die ohne PLC inkubierten Zellen wurden ebenfalls mit 100 ul PBS gewaschen und bei 220 x
g fur vier Minuten zentrifugiert. Ab diesem Arbeitsschritt wurde auf Eis gearbeitet. Die
Ansatze zur Isotypkontrolle wurden mit 1 pg/ul migG1l, die Ansédtze zur Bestimmung von
(mucin) CXCL10-GPI mit 1 pg/ul anti-hnCXCL10 fir 45 Minuten inkubiert. AnschlieRend
wurden die Zellen je einmal mit 50 pl kaltem Medium und mit 100 pl kaltem PBS gewaschen
und flr jeweils zwei Minuten bei 440 x g zentrifugiert. 100 pl des Sekundarantikdrpers anti-
mlgG1-FITC wurden zugegeben und fur 30 Minuten bei 4°C im Dunkeln inkubiert.
AnschlieBend wurden die Zellen bei 440 x g zentrifugiert, einmal mit 100 pl PBS gewaschen
und erneut zentrifugiert. Die Ansédtze wurden in 150 pl PBS aufgenommen und in FACS-
Réhrchen tiberfihrt. 3x 10* Zellen pro Versuchsansatz wurden am FACS-Gerét ausgewertet.
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UNTERSUCHUNG DER EXPRESSION VERSCHIEDENER CHEMOKINREZEPTOREN AUF THP-1-:
HUT78- UND YT-ZELLEN

Um die Zelloberflache der verschiedenen Leukozyten-Zelllinien auf das Vorhandensein
verschiedener ausgewéhlter Chemokinrezeptoren zu untersuchen und somit eine geeignete
Linie fur die geplanten in vitro Adhésionsversuche auswahlen zu konnen, wurden diese
mittels FACS analysiert.

Dafiir wurden je 2 x 10° Zellen fiir 3 Minuten bei 220 x g zentrifugiert, im jeweiligen FBS-
freiem Medium aufgenommen und auf eine 96-Loch-Platte verteilt. AnschlieBend wurden die
Zellen fiir 2 Minuten bei 220 x g und 4°C zentrifugiert, die Uberstande abgenommen und in je
100 pl des jeweiligen FBS-freiem Mediums mit 10 pg/ml Antikorpern gegen CXCR1, -2, -3
oder -4 sowie CCR1 aufgenommen. Die anderen Ansatze wurden in je 100 pl FBS-freiem
Medium mit 10 pg/ml der jeweils zugehorigen Isotypkontrolle resuspendiert. Anschlie3end
wurden alle Ansétze flr eine Stunde auf Eis inkubiert, sodann wurden die Zellen einmal (wie
oben beschrieben) mit kaltem PBS gewaschen. Nun erfolgte die Resuspension in 100 pl FBS-
freiem Medium mit 10 pg/ml eines PE-konjugierten Antikdrpers gegen Maus-
Immunglobuline. Nach einer weiteren 30mindtigen Inkubation auf Eis im Dunklen wurden
die Zellen noch zweimal mit kaltem PBS gewaschen, in 150 pl kaltem PBS pro Ansatz
aufgenommen und am FACS-Gerét analysiert.

NACHWEIS DER CHEMOKIN-KONSTRUKT VERMITTELTEN LYMPHOZYTAREN ADHASION AN
ENDOTHELIEN UNTER DURCHFLUSSBEDINGUNGEN (FLOW ADHESION ASSAY)

GRUNDGEDANKE DES VERSUCHS UND ALLGEMEINER VERSUCHSAUFBAU

Um den Einfluss des Chemokins auf die Adhasion sich im Blutfluss befindlicher
Lymphozyten zu tberprifen, wurde ein im Wesentlichen auf dem von Hochmuth et al 1973
entwickelten System der Durchflusskammer basierender Versuchsaufbau verwendet, bei dem
sich in einem erzeugten Fluss befindliche Lymphozyten durch die Zugabe von (mucin)
CXCL10-GPI zur festen Adhéasion an immortalisierte Endothelzellen bringen lassen sollten.

Als Ort der Leukozyt-Endothel-Interaktion wurde der kommerziell erhéltliche ,,u-Slide | 04
Luer“ der Firma ,,ibidi*“ verwendet, in dem 24h vor dem Versuch die zuvor transfizierten
Endothelzellen ausplattiert worden waren. Der slide besitzt Luer-Adapter an seinen beiden
Enden und kann so problemlos mit anderen Systemen wie Spritzen oder Pumpen verbunden
werden. Beim Adhésionsversuch wurden an diese Perfusorschlduche (,,Injectomat line®,
Fresenius) angeschlossen. Der eine Perfusorschlauch wurde mit einer 50 ml Perfusorspritze
verbunden, die in einer elektrischen Spritzenpumpe eingespannt den entstehenden Fluss und
somit die entsprechenden Scherkrafte regulieren sollte. Der zweite Perfusorschlauch an der
anderen Seite des slides endete in einer konstant bei 37°C temperierten Zellsuspension, um
die Leukozyten anzusaugen.
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Durch Variation der Sauggeschwindigkeit der Perfusorpumpe konnten verschiedene
Flussgeschwindigkeiten generiert werden. Samtliche Vorgange wurden mittels eines
Umkehrmikroskops und angeschlossener CCSD-Kamera fur spatere Analysen aufgenommen.

Der Versuchsaufbau ist in der folgenden Abbildung skizziert:

Miktroskop
HUT 78/ YT HUT 78/ ¥
o
HMEC / HDBEC Py
/A
ibidi-Slide
CCSD Kamera
© o% g
o’o 4—-‘2?
Spritzenpumpe

Abb.17: Schematischer Versuchsaufbau des Adhésionsversuchs. HUT78 bzw. YT-Zellen werden durch den
mittels der Spritzenpumpe erzeugten Fluss (ber einen Endothelrasen mit HMEC bzw. HDBEC-Zellen geleitet
(ibidi-slide). Die Interaktionen zwischen Leukozyten und Endothel kdnnen mittels Umkehrmikroskop und
angeschlossener CCSD-Kamera am Computerbildschirm in Echtzeit verfolgt und fiir spétere Analysen
aufgezeichnet werden.

Zur Berechnung der im Kanal entstehenden Scherkréfte soll zunéchst das den Berechnungen
zugrunde liegende Gesetz fur laminare Flussverhaltnisse vorgestellt werden, um anschlieRend
die einzelnen GroRen auf das Experiment bezogen erldutern zu kdnnen. Ein laminarer Fluss
wird fur die mittleren Bereiche des Kanals angenommen, zumal man aufgrund der gunstigen
Langen-, Breiten- und Tiefenverhéltnisse im Kanal von unendlichen, parallelen Platten
ausgegangen werden kann. Die wirkenden Scherkréfte berechnen sich in dem Fall nach der
Formel
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Dabei stent 7 fir die Scherkraft |n [dyn/cm] n fur die dynamische Viskositdt des
Versuchspuffers in [(dyn x sec) cm ] und @ fir die volumetrische Flussrate in [ml/min].
Haut Donahue et al., (2003) bestimmten die exakte Viskositdt von Hank’s balanced salt
solution (HBSS) mit 0,01 (dyn x sec) cm_z.

Mit Hilfe dieser Angabe konnte (iber die oben genannte Formel fur jede beliebige Flussrate
die entsprechende, auf die Zellen wirkende Scherkraft berechnet werden.

Die Flussrate wurde auf 0,30 ml/min festgelegt, was bei den benutzten slides einer Scherkraft
von ca. 0,4 dyn/cm? entspricht. Somit befand man sich nicht im Bereich physiologischer
Krafte, die in einer GroRenordnung ab 1-2 dyn/cm? (Abbassi et al., 1993; House und
Lipowsky 1988) beschrieben wurden, konnte jedoch auch empfindlichere Zell-Zell-
Interaktionen detektieren.

VERSUCHSDURCHFUHRUNG

Etwa 24 h vor den geplanten Versuchen wurden HMEC-Zellen mit dem jeweiligen
Chemokin-Konstrukt bzw. der Negativkontolle transfiziert und mit 200 pl Vollmedium in die
slides ausplattiert. Dabei wurden 5x 10° Zellen ausgesét, sodass das Endothel am nachsten
Tag zu ca. 95% konfluent war. Nach 12h Inkubation bei 37° C und 5 % CO, wurden die
slides mit PBS gewaschen und das Medium ausgetauscht. AnschlieRend wurde fiir weitere
12h inkubiert.

Bei den Versuchsansitzen mit zuvor isoliertem CXCL10 wurden 5x 10° mikrovaskulare
dermale Endothelzellen (HDBEC) ausgesat. Sollte der zusatzliche Einfluss einer
Endothelstimulation mit IL-1 untersucht werden, wurde 8 h vor Versuchsbeginn das
Medium gegen ein das Cytokin in einer Konzentration von 1 ng/ml enthaltenes ausgetauscht.

1h vor Versuchsbeginn wurde der jeweilige Endothelrasen mit 27 ng/ml CXCL10-GPI bzw.
43 ng/ml mucin CXCL10-GPI (jeweils 15% nach 18facher Ankonzentration) versehen.

Der Versuchspuffer wurde am Versuchstag selbst unmittelbar frisch hergestellt. AnschlieRend
wurden in diesen Puffer HUT78 bzw. YT-Zellen suspendiert, so dass sich eine gewiinschte
Zellkonzentration in diesem Gemisch von 200 Zellen pro pl einstellte. Es wurde eine der
Anzahl der Endothelslides entsprechende Anzahl von Zellsuspensionen mit jeweils 10 ml
Volumen hergestellt. Bei konstant gehaltener Temperatur von 37°C wurden die Suspensionen
maximal eine Stunde lang zur Verwendung aufbewahrt.
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Zur Versuchsdurchfihrung wurde zundchst die zuvor beschriebene Apparatur aufgebaut.
AnschlieBend wurde der Endothelrasen bei einer Flussrate von 2,0 ml/min mit dem
Versuchspuffer gespilt.

Nun wurde mit dem Mikroskop ein représentativer Abschnitt des Endothels gesucht und
scharf eingestellt, um dann mit der HUT78 bzw. YT-Zell-Infusion beginnen zu kénnen. Nach
Erreichen stabiler Flussverhaltnisse bei einer Geschwindigkeit von 0,3 ml/min konnte mit der
Aufnahme bei  175facher  VergroRerung begonnen werden. Es wurde eine
Aufzeichnungsdauer von fiinf Minuten pro Ansatz festgelegt.

Zur quantitativen Analyse der gewonnen Daten wurde das Blickfeld in acht Quadranten
unterteilt und fir jeden einzelnen die Zahl der im Laufe des flow assays entweder a) fest
adhé&rierenden oder b) zumindest eine rollende Adhasion eingehenden Leukozyten bestimmt.
Zur Definition der festen Adhé&sion wurde ein einzuhaltender Mindestzeitraum einer 30
Sekunden andauernden Interaktion zwischen Endothel und Leukozyt festgelegt. Analog dazu
war zur Erfiillung des Charakteristikums der rollenden Adhésion eine signifikante Anderung
des zunachst schnellen Flusses der HUT78 bzw. YT-Zellen im Sinne einer Verlangsamung
und Abweichung aus dem zentral laminaren Strom in N&he des Endothels gefordert, ohne
dabei jedoch die Kriterien der festen Adhasion erfullen zu konnen. Die Summe der
detektierten Ereignisse aller acht Sektoren des Blickfeldes wurde anschlieRend addiert, wobei
ein komplettes Sichtfeld bei der gewahlten VergroRerung einer endothelialen Fl&dche von
0,625 mm? entsprach.

Nach Aufnahme einer Probe wurde ein neuer Endothelslide verwendet. Dazu wurde der
wegfuhrende Perfusorschlauch abgeklemmt, dann wurden die Perfusorschlauche vom slide
getrennt, der slide ausgetauscht und ein neuer Perfusorschlauch mit einer neuen, zuvor
resuspendierten HUT78 / YT-Zellsuspension verwendet.

FLUORESZENZMIKROSKOPIE

PRrRINZIP

Das Prinzip der Fluoreszenzmikroskopie beruht darauf, dass sich im zu untersuchenden
Préparat fluoreszierende Stoffe (Fluorochrome) befinden, die mit Licht einer bestimmten
Wellenldénge zum Leuchten angeregt werden. Dabei werden Elektronen durch
Photonenabsorption auf ein hoheres Energieniveau gehoben (Excitation). Die so angeregten
Fluorochrome emittieren bei der Ruickkehr auf das urspriingliche Niveau Licht, welches durch
die Stokesverschiebung in der Regel langwelliger als das anregende Licht ist. Anregungs- und
Emissionslicht kénnen so im selben Strahlengang optisch getrennt werden. Die Grof3e der zu
untersuchenden Objekte kann aufgrund ihres Eigenleuchtens bei ausreichend hohem Kontrast
weit unter der Auflésungsgrenze eines Lichtmikroskopes liegen.
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Der Aufbau eines Fluoreszenzmikroskops entspricht im Wesentlichen dem eines
Auflichtmikroskopes. Das zu beobachtende Objekt wird dabei nicht durchstrahlt, sondern
durch das Objektiv beleuchtet. Als Lichtquellen werden in der Regel
Quecksilberdampflampen oder Laser eingesetzt. Quecksilberdampflampen emittieren Licht
uber das gesamte sichtbare Spektrum sowie im ultravioletten Bereich. Die fur die Anregung
des Fluoreszenzfarbstoffes notwendige Wellenlange wird mit optischen Filtern isoliert und
das einfarbige Licht auf das Objekt geleitet, worauf dieses zu fluoreszieren beginnt. Das
emittierte, in der Regel langerwellige Fluoreszenzlicht wird durch das Objektiv gesammelt.
Im Strahlengang befindliche Farbteiler trennen anschliefend das Fluoreszenzlicht vom
anregenden Licht und leiten es in das Okular des Mikroskops, auf eine Fotokamera (analog
oder digital) oder auf einen elektronischen Verstérker.

Als gebrauchlichstes Fluochrom wird derzeit das eGFP (enhanced Green Fluorescent
Protein) benutzt. Dabei handelt es sich um ein 25-30 kDa groRes Polypeptid, das durch blaues
Licht einer Wellenlange von 396 nm und 475 nm anregt werden kann und griines Licht mit
einem Maximum bei der Wellenldnge 508 nm emittiert.. Das eigentliche Chromophor bildet
die Tripeptidsequenz Ser65-Tyr66-Gly67. Sollen andere, nicht natirlich fluoreszierende
Zielstrukturen dargestellt werden, konnen diese mittels Einsatz Chromophor-konjugierter
Antikorper detektiert werden (Immunfluoreszenz). Hier wurde R-phycoerythrin (PE)
verwandt. PE wird in der Natur in roten Algen gefunden, es dient physiologischer Weise dort
dem Lichtenergietransfer wéahrend der Photosynthese. Es ist 240 kDa schwer und besitzt 34
phycoerythrobilin-Fluorochrome pro Molekdl; diese hohe Anzahl macht es zu einem idealen
Pigment. Das Excitationsmaximum liegt bei 488 nm, das Emissionsmaximum bei 575 nm
(rot-orange).

Fluoreszenzfarbstoff

. l <——— Antigen

Abb. 18: Prinzip der Immunfluoreszenz. Das Antigen wird mit einem Primdr-Antikorper fixiert. Zur
Detektion wird ein Chromophor-konjugierter, gegen den Erstantikdrper gerichteter Zweiantikdrper
hinzugegeben, der im Fluoreszenzmikroskop mit Licht geeigneter Wellenlédnge angeregt und beobachtet werden
kann.
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VERSUCHSDURCHFUHRUNG

Um sich der Funktionalitat der verwandten Antikorper fur die Immunfluoreszenz sicher zu
sein, wurden in einem Vorversuch zundchst stabil mit mucin CXCL10-GPI transfizierte
CHO-Zellen gegen CXCL10 nach unten erlautertem Protokoll gefarbt.

Um einen visuellen Eindruck der Transfektionseffizienz zu erhalten, wurden nach
Transfektion von HMEC-Zellen mit CXCL10 sowie GPI-verankertem Ovalbumins (OVA-
GPI) als Negativkontrolle 1 x 10* Zellen in kleine Schalchen ausplattiert. Zusatzlich wurden
nicht transfizierte HMEC-Zellen ausplattiert. Nach 24h wurden die Zellen spezifisch gegen
CXCL10 gefarbt und beobachtet. Zunéchst wurde dreimal mit PBS gewaschen, dann erfolgte
eine 45mindtige Inkubation mit spezifisch gegen CXCL10 gerichtetem Antikorper in einer
Konzentration von 1 pg/ml (in 100 pl FBS-freiem Medium). Nach erneutem dreimaligen
Waschen in PBS wurde der PE-konjugierte Detektionsantikorper in einer Konzentration von
1 pg/ml (in 100 ul FBS-freiem Medium) fir 45 Minuten hinzugegeben, nach Ablauf dieser
Zeit und einem erneuten Waschvorgang erfolgte die Mikroskopie unter Verwendung der
jeweils geeigneten Filter.

LUCIFERASE-ESSAY

Luciferasen sind Enzyme, in deren Anwesenheit Luciferine mit Sauerstoff zu energiereichen,
instabilen Dioxetanen oder Dioxetanonen reagieren (Oxidation). Beim Zerfall dieser
Substanzen kommt es zur Biolumineszenz. Unterschieden werden unter anderem Firefly-
Luciferasen (aus dem Leuchtkéfer), bei denen Luciferin, ATP und Sauerstoff zu
Kohlendioxid, AMP und Licht reagieren und Renilla-Luciferasen, die nur Luciferin und
Sauerstoff (kein ATP) zur Reaktion bendtigen.

Firefly-Luciferase katalysierte Reaktion:

Luciferin + ATP - Luciferyladenylat + PPi
Luciferyladenylat + O, = Oxyluciferin + AMP + CO, + Licht

Renilla-Luciferase katalysierte Reaktion:

Luciferin + O, = Oxyluciferin + CO, + Licht

Die Lichtemission wird dann in einem Luminometer gemessen, wobei die Lichtemission
proportional zur Luciferasemenge ist. Somit st eine relative Beurteilung der
Transfektionseffizienz moglich. Im Versuch wurden die transient transfizierten Zellen in eine
6-Loch-Platte  Uberfuhrt. Nach 24h wurde mit PBS gewaschen. Die gesamte
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Versuchsdurchfuhrung richtete sich nach dem Protokoll des Luciferase Reporter Assay
System Kits der Firma Promega (Madison, USA).

MOLEKULARBIOLOGISCHE METHODEN

ALLGEMEINE METHODEN

AUFTRENNUNG VON DNA-FRAGMENTEN IM AGAROSEGEL

Fur eine analytische oder praparative Auftrennung von DNA-Fragmenten im Agarosegel
wurden Gele mit einer Agarosekonzentration von 0,6 % bis 2 % Agarose verwendet. Alle
Gele wurden hierbei mit 0,5fachen TBE-Puffer angesetzt, in der Mikrowelle erhitzt, mit 2 pl
Ethidiumbromid pro 100 ml Gelflussigkeit versehen und in Gelkammern gegossen. Zum
Auftragen wurden die Proben mit 6 x Auftragspuffer (Endkonzentration 1 x) versetzt. Als
Laufpuffer wurde 0,5 x TBE, versetzt mit 2 pl Ethidiumbromid pro 100 ml Puffer, verwendet,
die Auftrennung erfolgte bei 120 V. AnschlieRend wurden die Gele zur Dokumentation unter
UV-Licht photographiert bzw. die entsprechenden Banden aus den Gelen ausgeschnitten.

RESTRIKTIONSVERDAU VON DNA

Fur die gezielte Spaltung von DNA-Strangen wurden, je nach zu verdauender DNA-Menge,
Ansatze mit einem Gesamtvolumen zwischen 10 und 120 pl verwendet. Dabei wurde pro pg
DNA und Stunde Inkubation eine Unit des jeweiligen Enzyms eingesetzt. Fur jeden Verdau
wurde der vom Hersteller fir das jeweilige Enzym empfohlene und mitgelieferte 10 x
konzentrierte Puffer verwendet, das bis zum gewiinschten Gesamtvolumen fehlende VVolumen
wurde mit Injektionswasser aufgefullt. Die Inkubationstemperatur wurde ebenfalls nach den
Empfehlungen des Herstellers fir das jeweilige Enzym gewdhlt (bei allen verwendeten
Enzymen 37°C). Nach dem Verdau wurden die Proben entweder zunéchst bei -20°C
zwischengelagert oder direkt auf ein Agarosegel aufgetragen.

EXTRAKTION VON DNA AUS AGAROSEGELEN

Fur die Extraktion von DNA aus Agarosegelen wurde ein kommerziell erhéltliches
Reagenzienpaket verwendet (Qiaquick Gel Extraction Kit). Die VVorgehensweise entsprach
dem Protokoll des Herstellers.

DEPHOSPHORYLIERUNG DER 5 -ENDEN VON DNA-STRANGEN

Um eine Religation des gedffneten Vektors zu verhindern, wurden die 5 -Enden des Vektors
nach der Restriktionsspaltung dephosphoryliert. Dazu wurde nach erfolgtem
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Restriktionsverdau eine Einheit (,,Unit*) alkalische Phosphatase pro 50 pmol 5 -Enden zum
Restriktionsansatz zugegeben. Nach einer einstiindigen Inkubation bei 37°C wurde die
Reaktion durch Zugabe von EDTA in einer Endkonzentration von 20 mM und eine 10
mindtige Erhitzung auf 65°C gestoppt.

LIGATION VON DNA-FRAGMENTEN

Fur die Ligation wurden Verhéltnisse von Vektor- zu Insert-DNA von 1:3 bis 1:10 eingesetzt,
immer bezogen auf die Zahl der Basenpaare. Die Reaktionen wurden in der Regel in Ansétzen
mit 20 pl Gesamtvolumen durchgefuhrt, in denen 1 pl T4-DNA-Ligase (50 Units pro ml) und
2 Ml des entsprechenden 10 x Puffers verwendet wurden. Das fehlende VVolumen wurde mit
Injektionswasser aufgefillt und die Ansdtze anschlieBend fiir eine Stunde bei
Raumtemperatur inkubiert.

HERSTELLUNG ELEKTROKOMPETENTER E. coLI DH5A-BAKTERIEN

Von einer 50 ml Uber-Nacht-Kultur von E. coli DH5a in LB-Medium wurde 1 ml
abgenommen und damit 1 | LB-Medium beimpft. Bei einer optischen Dichte von 0,7 bei 600
nm wurde die Kultur auf Eis abgekuhlt und fur 25 Minuten bei 1300 x g und 4°C
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und die Bakterien in 1 pl eiskaltem
Injektionswasser resuspendiert. Dieser Wasch-Vorgang wurde zweimal wiederholt und das
Bakterienpellet anschlieBend in 50 ml 10% Glycerin aufgenommen. Nach einer weiteren
Zentrifugation fir 20 Minuten bei 1300 x g und 4°C wurden die pelletierten Bakterienzellen
in 4 ml 10% Glycerin aufgenommen, in Aliquots zu je 50 pl auf Eppendorf-Reaktionsgefalie
verteilt und in einem Ethanol-Trockeneis-Bad schockgefroren. Die Lagerung erfolgte
anschlieend bei -80°C.

TRANSFORMATION VON E. coLl DH5A DURCH ELEKTROPORATION

Fir die Transformation von Ligationsansdtzen wurden 450-550 ng DNA eingesetzt, fiir die
Transformation von reiner Plasmid-DNA nur 75 ng. Die entsprechende DNA-Menge (in
Injektionswasser verdinnt) wurde zu 50 ul kalter Suspension elektrokompetenter E. coli
DH5a-Bakterien in 10% Glycerin gegeben. Die anschlielende Elektroporation erfolgte bei
1,8 V. Sofort danach wurden die Bakterien in 1 ml SOC-Medium aufgenommen und fir 45
Minuten bei 37°C geschittelt. Nach dieser Zeit wurde die gesamte Bakteriensuspension auf
LB-Agar-Platten ausplattiert, die das zur Selektion positiver Klone nétige Antibiotikum (50
pg/ml far Ampicillin, 30 pg/ml fir Kanamycin) enthielten und iber Nacht bei 37°C inkubiert.
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PRAPARATION VON PLASMID-DNA AuUS E. coLl DH5A

Die Préaparation von Plasmid-DNA aus transformierten E.coli DH5a-Bakterien erfolgte mit
kommerziell erhdltlichen Reagenzienpaketen und nach den Vorgaben des Herstellers. Fur
praparative Ansétze wurden das QiaPrep Plasmid Mini bzw. Midi Kit und fiir die Gewinnung
von Plasmiden fir die Transfektion eukaryontischer Zellen das Endofree Plasmid Maxi Kit
verwendet.

POLYMERASE-KETTENREAKTION (PCR)

Um spezifische DNA-Fragmente zu amplifizieren, wurde die Polymerase-Kettenreaktion nach
Maniatis et al. (1982) angewendet.

Im Rahmen der PCR-Programme wurde die Anlagerungstemperatur fiir die Primer immer 4
bis 5°C unter deren Schmelztemperatur (Tm) gewahlt. Die Konzentrationen der Primer sowie
der Deoxynukleotidtriphosphate (dNTP) richteten sich nach den Empfehlungen der Hersteller
der verwendeten Polymerasen. Die folgende Tabelle soll die verwendeten Ansétze darstellen,
anschlieRend folgt eine tabellarische Ubersicht des benutzten Programms:

Mucin-Domane CXCL10
cDNA 300 ng 600 ng
Puffer (10x) 10% Pfx-Puffer 10% Taq-Puffer
dNTPs 0,4 mM 0,2 mM
\orwértsprimer 0,4 uM 0,4 uM
Ruckwartsprimer 0,4 uM 0,4 uM
MgSO, 2mM -
Polymerase 1 pul Pfx 0,2 ul Taq
H.O ad injec. ad 25 ul ad 25 pl
Programm
Mucin-Domane CXCL10
5min. 94° C 5min. 94° C
30sec94° C 30sec94° C
1 min60° C 1 min64°C
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2,5min 68° C 25min72°C
40 Zyklen 30 Zyklen

7 min. 72° C 7 min. 72° C

(1)
RNA-ISOLATION AUS CHO-DHFR  -ZELLEN UND REVERSE TRANSKRIPTION

Zur Kontrolle der Transfektion wurde das Gen mittels RNA-Isolation und reverser
Transkription wieder aus den Zellen isoliert und die DNA sequenziert. Dadurch wurde
gewahrleistet, dass die kodierende Sequenz vollstandig erhalten blieb.

Zur Isolation der RNA wurden nach Transfektion und Selektion die CHO-dhfr(-/_)-ZeIIen mit
EDTA-L6sung (1,5 mM EDTA in PBS, 0,1 mI/cmZ) inkubiert und anschlieBend 3 Minuten
lang bei 220 x g zentrifugiert. Das Pellet wurde entweder sofort weiter bearbeitet oder bis zur
RNA-Isolation bei -20°C gelagert. Anschlielend wurde die Gesamt-RNA mittels des
kommerziell erhéltlichen Reagenzienpakets RNeasy Mini Kit (Qiagen) nach den Vorgaben
des Herstellers isoliert. Dabei wurde zusétzlich die eventuell noch vorhandene DNA mittels
DNase abgebaut. Am Ende der Prozedur wurde die RNA in 33 pl RNase-freiem Wasser
eluiert. Fir die reverse Transkription wurden zunéchst von den 33 pl des Saulen-Eluats 3 pl
fir eine Negativkontrolle ohne reverse Transkriptase (RT-mmus-Ansétze) abgenommen.
AnschlieRend wurde folgende Gebrauchslésung, die fur samtliche Ansétze verwendet werden
konnte, hergestellt:

Substanz/Ldsung Konzentration
First Strand Buffer (5x) 60,4 %
DTT 13,4 mM
dNTP 1,5mM
RNasin 2,5 U/ul
Acrylamid 0,7 uM
Hexamernukleotide (10x) 3,4 %

Die RT_mmus-Ansatze der Negativkontrolle wurden mit RNase-freiem Wasser auf 30 pl
aufgefillt (entspricht einer RNA-Verdiunnung von 1:10). AnschlieBend wurde zu jedem
Versuchsansatz 13,9 ul Gebrauchslosung zugegeben. Zu allen anderen Proben (RT+-Ansétze)
wurde zusdtzlich noch je 1 pl Superscript™ Reverse Transkriptase pipettiert. Alle Ansétze
inkubierten fur eine Stunde bei 42°C unter leichtem Rutteln in einem schittelfahigen
Heizblock. Danach erfolgte die Lagerung bei -20°C.
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SPEZIELLE METHODEN

KLONIERUNG VON CXCL10-GPI UND MUCIN CXCL10-GPI

Bei der Generierung der CXCL10-GPI-Konstrukte standen fur die Amplifikation der
kodierenden Sequenz des Chemokins das ,,(p)human IP10“-Plasmid [Luckow], sowie fur die
Amplifikation der fir die Mucin-Domane des CX3CL1-Molekils kodierenden Sequenz eine
cDNA Probe aus einer Biopsie einer entziindeten humanen Niere zur Verfugung:

Kodierende Sequenz von CXCL10:

ccagtctcagcaccatgaatcaaactgcgattctgatttgctgeccttatctttctgacte
1 - o Fo—— Fo—— Fom fmm e ——— + 60
ggtcagagtcgtggtacttagtttgacgctaagactaaacgacggaatagaaagactgag

s L.s T M N Q T A I L I C C L I F L T L

Xbal

|
taagtggcattcaaggagtacctctctctagaaccgtacgctgtacctgcatcagcatta

6l ————————- - te——————— te——————— o ——————— o + 120
attcaccgtaagttcctcatggagagagatcttggcatgcgacatggacgtagtcgtaat

s 6 I 9 G v P L S R T V R C T C I s I S
gtaatcaacctgttaatccaaggtctttagaaaaacttgaaattattcctgcaagccaat

121 —-———————- tm——————— Fmm—————— Fmm—————— fo————— Fmm—————— + 180
cattagttggacaattaggttccagaaatctttttgaactttaataaggacgttcggtta
N QO P V N P R S L E K L E I I P A S O F
tttgtccacgtgttgagatcattgctacaatgaaaaagaagggtgagaagagatgtctga

181 ———=————- tm——————— tm——————— tm——————— tm——————— tm——————— + 240
aaacaggtgcacaactctagtaacgatgttactttttcttcccactcttctctacagact
c p R V E I I A T M K K K G E K R C L N
atccagaatcgaaggccatcaagaatttactgaaagcagttagcaaggaaatgtctaaaa

241 ——=——————- - Fmm——————— Fmm——————— Fmm——————— o + 300
taggtcttagcttccggtagttcttaaatgactttcgtcaatcgttecctttacagatttt

p E S K A I K N L L K A V S K E M S K R

gatctcct
301 —-=—==———- 308
ctagagga

S P
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Kodierende Sequenz der Mucindoméne von CX3CL1:

61

121

181

241

301

361

421

481

541

GGCGGCACCTTCGAGAAGCAGATCGGCGAGGTGAAGCCCAGGACCACCCCTGCCGCCGGE

CCGCCGTGGAAGCTCTTCGTCTAGCCGCTCCACTTCGGGTCCTGGTGGGGACGGCGGLCCC

G G T F E K 0 I 6 £E v K Pp R T T P A A G

GGAATGGACGAGTCTGTGGTCCTGGAGCCCGAAGCCACAGGCGAAAGCAGTAGCCTGGAG

CCTTACCTGCTCAGACACCAGGACCTCGGGCTTCGGTGTCCGCTTTCGTCATCGGACCTC

G M D E SV VL E P E AT G E S S S L E

CCGACTCCTTCTTCCCAGGAAGCACAGAGGGCCCTGGGGACCTCCCCAGAGCTGCCGACG

GGCTGAGGAAGAAGGGTCCTTCGTGTCTCCCGGGACCCCTGGAGGGGTCTCGACGGCTGC

p T P S S Q E A Q R AL G T S P E L P T

GGCGTGACTGGTTCCTCAGGGACCAGGCTCCCCCCGACGCCAAAGGCTCAGGATGGAGGG

CCGCACTGACCAAGGAGTCCCTGGTCCGAGGGGGGCTGCGGTTTCCGAGTCCTACCTCCC

G v T GG S s 6 T R L P P T P K A Q D G G

CCTGTGGGCACGGAGCTTTTCCGAGTGCCTCCCGTCTCCACTGCCGCCACGTGGCAGAGT

GGACACCCGTGCCTCGAAAAGGCTCACGGAGGGCAGAGGTGACGGCGGTGCACCGTCTCA

p v G T EL F R V P P V. S T A A T W Q S

TCTGCTCCCCACCAACCTGGGCCCAGCCTCTGGGCTGAGGCAAAGACCTCTGAGGCCCCG

AGACGAGGGGTGGTTGGACCCGGGTCGGAGACCCGACTCCGTTTCTGGAGACTCCGGGGL

S AP H Q P G P S L W A E A K T S E A P

TCCACCCAGGACCCCTCCACCCAGGCCTCCACTGCGTCCTCCCCAGCCCCAGAGGAGAAT

AGGTGGGTCCTGGGGAGGTGGGTCCGGAGGTGACGCAGGAGGGGTCGGGGTCTCCTCTTA

s T ¢ b P s T Q A S T A S S P A P E E N

GCTCCGTCTGAAGGCCAGCGTGTGTGGGGTCAGGGACAGAGCCCCAGGCCAGAGAACTCT

CGAGGCAGACTTCCGGTCGCACACACCCCAGTCCCTGTCTCGGGGTCCGGTCTCTTGAGA

AP S E G Q RV W G QO G Q S P R P E N S

CTGGAGCGGGAGGAGATGGGTCCCGTGCCAGCGCACACGGATGCCTTCCAGGACTGGGGEG

GACCTCGCCCTCCTCTACCCAGGGCACGGTCGCGTGTGCCTACGGAAGGTCCTGACCCCC

L ¥ R E E M G P V P A H T D A F Q D W G

CCTGGCAGCATGGCCCACGTCTCTGTGGTCCCTGTCTCCTCAGAAGGGACCCCCAGCAGG

GGACCGTCGTACCGGGTGCAGAGACACCAGGGACAGAGGAGTCTTCCCTGGGGGTCGTCC
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P G S MAUHUV SV VPV S SEGTP S R
GAGCCAGTGGCTTCAGGCAGCTGGACCCCTAAGGCTGAGGAACCCATCCATGCCACCATG

601 ————————- e ER - ER - TR ——— e + 660
CTCGGTCACCGAAGTCCGTCGACCTGGGGATTCCGACTCCTTGGGTAGGTACGGTGGTAC
E P VA S G S WTUPE KA ATETET®PTIHAT M
GACCCCCAGAGGCTGGGCGTCCTTATCACTCCTGTCCCTGACGCCCAGGCTGCCACCCGE

661 ————————- e ER - ER - TR ——— e + 720
CTGGGGGTCTCCGACCCGCAGGAATAGTGAGGACAGGGACTGCGGGTCCGACGGTGGGCC
D P QR L GV L I TZPV PDA AT GOQH AA AT R
AGGCAG

TCCGTC

Beide Sequenzen wurden mittels PCR amplifiziert, wozu die folgenden Oligonukleotide als
Primer benutzt wurden.

[.) CXCL10:
Vorwaértsprimer IP10 FW long:

5’- GAG GAACCT GAATTC CCAGTCTCAGCACC -3’
Ruckwartsprimer 1IP10 RV long:
5’-CCCCTC TGG TGC TAG CAG AGATCTTTT AG -3’

Als Schmelztemperatur ergab sich fir beide Primer eine Temperatur von 69,5° C, so dass in
der PCR eine Temperatur von 64° C gewéhlt wurde.

Uber die Primer am 5°-Ende wurden unmittelbar an die kodierende Sequenz angrenzend eine
EcoRI-Schnittstelle und am 3°-Ende eine Nhel-Schnittstelle angefligt. Aufgrund einer in der
kodierenden Sequenz von CXCL10 enthaltenen Schnittstelle fir das Restriktionsenzym Xbal
wurde hier auf die Verwendung von Nhel zuriickgegriffen, was einen sicheren Verdau und
anschlieBend auch eine Ligation gewahrleistete, da Xbal und Nhel kompatible Enzyme sind,
d.h. man kann mit Xbal und Nhel geschnittene DNA wieder ligieren, wobei die Schnittstelle
dabei allerdings verloren geht. Es entstand ein 320 bp grof3es Fragment.

11.) Mucin-ahnliche Doméne von CX3CL1 (Fractalkine):

Vorwartsprimer Fractalkine fw:

5’-CGG CGG GCG TCT AGA GGC GGCACCTTCG -3’
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Ruckwartsprimer Fractalkine rv:

5’-CGT GTC GGC GCT AGC CTG CCT CCG GG -3’

Als Schmelztemperatur ergab sich hier fir beide Primer eine Temperatur von ca. 64° C, so
dass in der PCR eine Temperatur von 60° C gewéhlt wurde.

Bei der Amplifikation des DNA-Fragments wurde tber die Primer (analog zu CXCL10)
unmittelbar an die kodierende Sequenz angrenzend am 5°-Ende eine Xbal- und am 3"-Ende
eine Nhel-Schnittstelle angeftigt. Das so entstandene Fragment war 766 bp lang.

Nach der Amplifikation wurden die DNA-Fragmente in einem Agarosegel aufgetrennt, die
entsprechenden Banden ausgeschnitten und die DNA aus den Gelstliicken extrahiert.
AnschlieRend wurde mittels DNA-Sequenzierung auf Richtigkeit bzw. eventuelle Mutationen
uberprift. Als Referenzen dienten hierbei die GenBank-Eintrdge NM_001565.1 fur CXCL10
bzw. NM_002996 (bp 365-1092) fir die mucin-&hnliche Doméne. Fir die zundchst
anschlieBende Klonierung von CXCL10-GPI stand ein pEF-dhfr-Vektor zur Verfugung, in
den vorher bereits der fir die GPI-Signalsequenz kodierende Bereich der mRNA des GPI-
verankerten Zelladh&sionsmolekils LFA-3 sowie das Chemokin RANTES (fir andere
Experimente) kloniert worden waren.

Xbal

EcoRI

RANTES

pEF-RANTES-GPI

dhfr Ampicillin-Resistenz

Abb. 19: Vereinfachte schematische Darstellung des pEF-RANTES-GPI-Vektors. Dargestellt sind die fur
die Klonierung von (mucin) CXCL10-GPI wichtigen Schnittstellen der Restriktionsenzyme, die sich im Vektor
befindenden klonierenden Sequenzen fiir das Chemokin RANTES sowie den Membrananker GPI sowie die fur
die Selektion transfizierter Bakterien bedeutender Ampicillinresistenz sowie das Gen fir die
Dihydrofolatreduktase (dhfr), was bei der Selektion transfizierter CHO-Zellen zur Selektion diente.
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Vollstandigkeitshalber zusatzlich die kodierende Sequenz von GPI:

Xbal
\

tctagaacaacctgtatcccaagcagcggtcattcaagacacagatatgcacttataccc
1 —————- - - - - to——————— + 60
agatcttgttggacatagggttcgtcgccagtaagttctgtgtctatacgtgaatatggg

s R T T Cc I p S S G H S R H R Y A L I P

Sall

|
ataccattagcagtaattacaacatgtattgtgctgtatatgaatgtattatagtcgac

61 ————————- Fm——————— Fmm—————— Fmm—————— Fom———— Fm——————— 119
tatggtaatcgtcattaatgttgtacataacacgacatatacttacataatatcagctg

I p L. AV I T T C I V L Y M N V L * S

Dieser Vektor wurde mit EcoRI und Xbal verdaut, durch eine Agarosegelelektrophorese von
dem vorher einklonierten Gen fur das Chemokin RANTES getrennt und zundchst das
ebenfalls mit EcoRIl und mit Nhel geschnittene und im Agarosegel gereinigte CXCL10-
Amplikon ligiert. Aufgrund der in der kodierenden Sequenz von CXCL10 enthaltenen
Schnittstelle fiir das ansonst benutzte Restriktionsenzym Xbal wurde hier auf das
komplementdre Enzym Nhel zurickgegriffen. Fur den Prozess der Ligation wurde der
beschriebene Ansatz mit der T4-Ligase verwendet.

Um eine ausreichende Menge des Plasmids fiir die anstehenden Versuche zur Verfligung zu
haben, wurde es mittels Elektroporation zunachst in E. coli DH5a transformiert. Uber eine im
Vektor enthaltene Ampicillin-Resistenz wurden verschiedene Klone selektiert und vermehrt
und daraus wiederum Plasmid-DNA isoliert. Durch einen analytischen Restriktionsverdau mit
EcoRI, Nhel und/oder Sall wurden die gewinschten, d.h. die das entsprechende
Restriktionsmuster exprimierenden Klone identifiziert.

Einer der so selektionierten positiven Klone wurde nun vermehrt, die Plasmid-DNA isoliert
und nach einer erneuten Sequenzierung mittels eines Verdaus mit Ndel linearisiert und in
CHO-dhfr(-/-)-Zellen transfiziert. ,,dhfr* steht hierbei fiir ,,Dihydrofolatreduktase®. Die Zellen
sind fur dieses Enzym defizient, d.h. sie konnen das Schlisselenzym des Thymin-
Biosynthese-Weges nicht exprimieren und sind daher fir ihr Wachstum und Uberleben auf
ein Medium angewiesen, dem Nukleotide zugesetzt wurden (in Form von HT-supplement,
einer Mischung aus Hypoxanthin und Thymidin). Dieses macht man sich insofern zu Nutze,
dass der pEF-dhfr-Vektor das Gen fiir die Dihydrofolatreduktase tragt und somit elegant zur
Selektion von erfolgreich transfizierten und nicht-transfizierten Zellen beitragt. Indem die
transfizierten Zellen fiir 24-36 Stunden im Vollmedium, danach aber in einem Medium ohne
Nukleotide inkubiert wurden, konnten nur solche Zellen uberleben, die das Plasmid
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aufgenommen hatten und aufgrund der darauf befindlichen Gene in der Lage waren, die
Dihydroflatdehydrogenase zu exprimieren.

Zur Klonierung des mucin CXCL10-GPI-Konstrukts wurde zunéchst der pEF-dhfr-Vektor mit
dem RANTES-GPI-Konstrukt durch einen Restriktionsverdau mit Xbal zwischen der
Chemokin-Sequenz und dem fiur die GPI-Signalsequenz kodierenden Bereich gedffnet.
AnschlieRend wurde das mit Xbal und Nhel geschnittene Amplikon der CX3CL1-cDNA
hineinligiert. Aufgrund der verwandten Restriktionsenzyme ergibt sich bei der Ligation der
mucin-ahnlichen Doméne Fractalkines mit dem das Chemokin und den Membrananker
enthaltenden Vektor sowohl die Mdoglichkeit der 5 - 3°, als auch der 3’ — 5’ Insertion. Um
diejenigen Vektoren mit der gewiinschten 5’ — 3’ Insertion ausfindig zu machen, wurde zur
Kontrolle ein analytischer Verdau mit Xbal und Sall durchgefiihrt und die entstehenden
Fragmente ihrer GroRRe nach untersucht. Die Methode bedient sich des Umstandes, dass von
Nhel und Xbal geschnittene DNA zwar wieder ligiert werden kann, die Enzymschnittstelle
nach erfolgter Ligation jedoch verloren ist. Folglich entstehen je nach unterschiedlicher
Insertion der Fractalkine-Sequenz Fragmente verschiedener Lange. Bei der inkorrekten
Insertion sollte nur eine dem GPI-Anker entsprechende Bande von 120 bp nachgewiesen
werden, in anderen Fall entstiinde eine 842 bp grofle, dem Mucindoméane-GPI-Komplex
entsprechende Bande. Anschlielend wurde wie bei der oben beschriebenen Klonierung
RANTES gegen CXCL10 ersetzt.

/-
Das pEF-dhfr-mucin CXCL10-GPI-Plasmid wurde in CHO-dhfr( )-Zellen transfiziert. Der
Erfolg der Transfektion wurde wiederum mittels mRNA-Isolierung, reverser Transkription
und anschlie}ender Sequenzierung tberprift.

SUBKLONIERUNG VON (MUCIN) CXCL10-GPI

Um die Richtigkeit des Prinzips der CXCL10-GPI bzw. mucin CXCL10-GPI vermittelten
Adhasion von Leukozyten an Endothelzellen beweisen zu kdnnen, sollten mikrovaskulare
Endothelzellen (HMEC) transient transfiziert werden, um dann im Adhasionsversuch getestet
zu werden. Als Plasmid wurde hierbei pIRES2-eGFP verwendet. Der Expressionsvektor
PIRES2-eGFP enthilt in unmittelbarer Nachbarschaft zur ,,multiple cloning site” (MCS), in
die das jeweilig interessierende Gen hineinkloniert werden kann, eine interne
Ribosomenbindestelle (IRES, internal ribosome binding site) des Encephalomyocarditis virus
(EMCYV), gefolgt vom Gen fur das verbesserte griin fluoreszierende Protein (eGFP, enhanced
green fluorescent protein). Aufgrund dieser internen Ribosombindungsstelle kénnen sowohl
das eingefugte Gen als auch eGFP als Kontrolle separat von einer mRNA translatiert werden.
Durch die Translation von eGFP kann die Transfektionseffizienz uberpruft und ggf. einfach
eine Unterscheidung der transfizierten von nicht-transfizierten Zellen erfolgen (z.B. mittels
FACS). Zur Subklonierung der CXCL10-Konstrukte wurden diese mittels eines
Restriktionsverdaus mit EcoRI und Sall aus dem jeweiligen pEF-dhfr-Vektor ausgeschnitten.
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Nachdem die entsprechenden DNA-Fragmente durch Auftrennung im Agarosegel und
anschlieBende Aufreinigung der jeweiligen Banden isoliert worden waren, wurden diese in
den ebenfalls mit EcoRI und Sall geschnittenen pIRES2-EGFP-Vektor ligiert. AnschlieRend
wurden mit dem Plasmid E. coli DH5a-Zellen transformiert und auf Kanamycin-haltigen
Platten ausplattiert. Dies diente der Selektion transformierter und nicht-transformierter
Bakterien, da der Vektor eine Kanamycin-Resistenz beinhaltet. Verschiedene Klone wurden
vermehrt, die Plasmid-DNA isoliert und durch einen analytischen Restriktionsverdau
untersucht. Ein Plasmid, welches das zu erwartende Bandenmuster zeigte, wurde ausgewahlt
und die DNA-Sequenz des einklonierten Gens bestimmt.

STABILE TRANSFEKTION VON EUKARYONTISCHEN ZELLEN

Um in eukaryontischen Zellen ein gewilinschtes Gen exprimieren zu konnen, muss es
gelingen, die entsprechende Sequenz stabil in die chromosomale DNA der Zielzellen zu
integrieren. Dazu wird linearisierte DNA in die Zielzellen eingebracht (Transfektion). Danach
erfolgt mittels geeigneter Methoden eine Selektion derjenigen Zellen, welche das gewinschte
Gen exprimieren.

Um die CXCL10-Konstrukte stabil in CHO-dhfr-Zellen zu exprimieren, wurden die
Plasmide zun&chst durch einen Restriktionsverdau mit Ndel (fir pEF-dhfr) linearisiert, da
lineare DNA leichter Giber Rekombination in chromosomale DNA integriert werden kann als
zirkulare.

Die zu transfizierenden Zellen wurden am Vortag 1:2 gesplittet, sodass am Tag der
eigentlichen Transfektion ein zu etwa 80% konfluenter Zellrasen verwendet werden konnte.
Die Zellen wurden dann mit 1,5 mM EDTA in PBS (0,1 mI/cmZ) abgelost, fir 3 Minuten bei
220 x g zentrifugiert und zweimal mit PBS gewaschen. 1 x 1O7Zellen pro Transfektionsansatz
wurden in 400 ul PBS aufgenommen und 30 pg der linearisierten DNA in 90 pl PBS
zugegeben. Nach einer 10mindtigen Inkubation auf Eis wurden die Zellen in der Suspension
bei 960 pF und 260 V elektroporiert und danach erneut fir 10 Minuten auf Eis inkubiert.
AnschlieRend wurden die transformierten Zellen mit entsprechendem Kulturmedium in eine
Zellkulturflasche gegeben und fir 24 Stunden bei 37°C und 5% CO, inkubiert. Nach 24
Stunden wurde das Kulturmedium gegen ein entsprechendes Selektionsmedium ausgetauscht.

TRANSIENTE TRANSFEKTION VON MIKROVASKULAREN ENDOTHELZELLEN

MAGNETOFECTION

Die Magnetofection ist eine einfache und hoch effiziente Transfektionsmethode, die
Magnetfelder benutzt, um Partikel, die Nukleinséduren enthalten, in Zellen einzuschleusen.
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Dabei wird DNA mit kationischen Nanopartikeln assoziiert und tber das Anlegen eines
geeigneten Magnetfeldes in die Zelle eingebracht.

Die Nanopartikel bestehen aus Eisenoxid, die mit einem kationischen Uberzug versehen sind,
ihre Assoziation mit den Vektoren verldauft Uber elektrostatische Wechselwirkungen. Durch
Anlegen eines &duReren Magnetfeldes erfolgt die Einschleusung in die Zielzellen, die
Aufnahme geschieht hierbei tber den Prozess der Endo- bzw. Pinocytose, wodurch die
Zellmembran unversehrt bleibt. Die Ausschleusung aus dem Endosom geschieht im
Anschluss tber osmotische Schwellung aufgrund der eingebrachten Kationen.

Folgende Abbildung stellt das Konzept der Magnetofection noch einmal vereinfacht dar:

Zellen

l \» Iagnetplatte

Abb.20: Prinzip der Magnetofection. DNA wird mit magnetischen Nanopartikeln assoziiert und Uber das
Anlegen eines &uBeren Magnetfeldes in die Zellen eingebracht.

Es wurde das kommerziell erwerbliche Kit der Firma Promocell verwendet, die
Versuchsdurchfiihrung richtete sich nach dem mitgelieferten Protokoll. 30-60% konfluente
mikrovaskulére Endothelzellen (HMEC) wurden verwendet.

Um die optimalen Transfektionsbedingungen zu ermitteln, wurden in mehreren
Vorversuchsreihen unterschiedliche DNA-Mengen eines renilla-Luciferase-Plasmids
eingesetzt, wobei die eingesetzte Menge der Nanopartikel der DNA-Menge angepasst wurde
(1 pl ,,MATra-A* Reagenz zu 1 pg DNA). In den Hauptversuchen wurden die subklonierten
PIRES-eGFP-(mucin) CXCL10-GPI-Plasmide verwendet.

Die Transfektionseffizienz wurde fur die VVorversuche anhand der Luciferaseaktivitat, fur die
Chemokinkonstrukte anhand der GFP-Expression und mittels FACS-Analyse untersucht,
dafur wurden die Zellen entweder in eine 6-Loch-Platte (Luciferase), eine kleine
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Zellkulturschale (Fluoreszenzmikroskopie) oder in eine Zellkulturflasche (FACS-Analyse)
ausplattiert.

ELEKTROPORATION

Die Elektroporation ist eine Transfektionsmethode, die sich der Elektrizitdt bedient,
Zellmembranen permeabel zu machen, um so DNA in Zellen einzuschleusen. Durch ein
elektrisches Feld, das in der Regel durch einen schnell entladenden Kondensator innerhalb
eines Elektroporators erzeugt wird, werden in der Zellmembran mikroskopisch kleine Locher
erzeugt, die sich innerhalb von Millisekunden wieder schlieBen. Die Poreninduktion bedingt
einen Verlust der Semipermeabilitat der Zellmembran und die Freisetzung intrazellulérer
Bestandteile. Figt man dem Umgebungsmedium vorher aber freie DNA hinzu, kann diese
von den Zellen aufgenommen und in den Zellkern transportiert werden. Der Versuchsansatz
richtete sich nach der von Hernandez et al. (2004) beschriebenen Methode:

Fur die transiente Transfektion von immortalisierten mikrovaskuldren Endothelzellen
(HMEC) wurde fir den anschlieBenden Versuch RPMI 1640—Medium mit einem Serumanteil
von 30% versehen. In dieses wurden jeweils pro Ansatz 2 x 10° Endothelzellen gegeben.
Dann wurden unterschiedliche DNA-Mengen von 30 bis 70 ug DNA zugegeben, so dass sich
pro Transfektionskivette ein Gesamtvolumen von 400 pl ergab. Der gesamte Ansatz wurde
fir 10 Minuten auf Eis inkubiert, bevor der eigentliche Transfektionsschritt mittels
Elektroporation erfolgte. VVorversuche zeigten optimale Ergebnisse bei einer Spannung von
200V und einer Kapazitdt von 960 pF. Nach weiteren 10 Minuten Inkubation bei
Raumtemperatur wurden die nun transfizierten Endothelzellen in Kulturflaschen und zu
einem geringeren Anteil in die spéter bei den Zelladh&sionsversuchen verwandten slides
sowie kleine Kulturschalchen fir die Immunfluoreszenz ausplattiert.

Die Analyse der Transfektionseffizienz erfolgte nach 24h mittels FACS-Analyse.

PROLIFERATIONSVERSUCH

CXCL10 hat zusatzlich zur Leukozyten rekrutierenden eine proliferationshemmende
Wirkung, so dass diese Eigenschaft in der anti-tumoralen Therapie ausgenutzt werden koénnte.
Tumorzellen kdnnten so an der Ausbildung neuer Blutgefalie gehindert werden.

Fir die quantitative Bestimmung zelluldrer Proliferation bzw. Aktivierung kann 3-(4,5-
Dimethylthiazolyl-2)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid (MTT) genutzt werden. Der Nachweis
basiert darauf, dass das gelbe Tetrazoliumsalz MTT in metabolisch aktiven Zellen in
purpurfarbenes Formazan umgewandelt wird. Dieser Vorgang wird durch Succinat-
Dehydrogenasen, die Teil der Atmungskette in aktiven Mitochondrien sind, bewerkstelligt. In
wassriger Umgebung sind die Formazankristalle nicht 16slich und fallen aus, kénnen jedoch
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mit Isopropanol geldst und am ELISA-Lesegerat bei 550 nm photometrisch quantifiziert
werden. Eine Zu- oder Abnahme proliferierender Zellen resultiert in einer Zu- oder Abnahme
der metabolischen Aktivitdt, was sich auf die Farbbildung durch die entstandenen
Formazankristalle auswirkt.

Am Vortag des Versuches wurden 5x10° HDBEC-Zellen in 100 ul Medium in
Flachbodenplatten ausgesat. Nach 12h wurden die Zellen in zusatzfreiem Medium kultiviert.
Nach weiteren 12h wurde das jeweilige Proliferationsmedium (1% Supplement MV)
hergestellt und mit den jeweiligen Zusatzen auf jeweils 200 pl angesetzt:

reines Proliferationsmedium

Medium mit TSK-S&aulenpuffer

Medium mit P/S

Medium mit 30% denaturiertem CXCL10-GPI bzw. mucin CXCL10-GPI

Medium mit rh CXCL10

o o & w noE

Medium mit (mucin) CXCL10-GPI

Es erfolgte ein Mediumwechsel gegen das den jeweiligen Zusatz enthaltendes
Proliferationsmedium. Nach einer Inkubationszeit von 24h, 48h bzw. 72h wurden je 50 pl
einer 1 mg/ml MTT-L06sung hinzugegeben. Es wurde 3 h bei 37 °C inkubiert, daran
anschlieBend erfolgte fiir 5 min eine Zentrifugation bei 2000g. Nun wurde der Uberstand
verworfen, die entstandenen Formazankristalle mit je 100 ul Isopropanol und 0,4 N HCL
geldst und die Lichtabsorption bei 550 nm am ELISA-Lesegerat gemessen.
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IV ERGEBNISSE

KLONIERUNG UND EXPRESSION VON CXCL10 — GPI uND MuciN CXCL10 - GPI IN CHO-

ZELLEN

Durch die beschriebene Klonierung wurde ein Konstrukt generiert, welches fir CXCL10
kodiert und am 3'-Ende, d.h. am C-Terminus des Proteins, eine Signalsequenz zur GPI-
Verankerung enthélt, was alle Moglichkeiten des sogenannten ,,cell surface engineering® oder

,.cell paintings* eroftnet.

Folgende Abbildung stellt den Klonierungsgang noch einmal dar:

hCXCL10 Plasmid

PCR

EcoRI Nhel

GPI-Anker-
Signalsequenz

- -

EcoRI Xbal Sall

PEF-dhfr mit GPI-Anker-
Signalsequenz aus LFA-3

EcoRl Sall
pPEF-dhfr mit CXCL10-GPI-Konstrukt

in CHO-dhfr(-/-)
— 100 bp

Abb.21a): Schematische Darstellung der Klonierung von CXCL10-GPl.
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Das Plasmid wurde in E.coli DH5a-Zellen vermehrt. Daraus wiederum konnte die Plasmid-
DNA isoliert werden. Zur Uberpriifung der Klonierungsergebnisse wurde ein analytischer
DNA-—Verdau mit den Restriktionsenzymen Ecol und Sall durchgefihrt.
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Abb. 21b): Analytischer DNA-Verdau von CXCL10-GPI mit den Restriktionsenzymen Ecol und Sall
Dargestellt ist auf der ganz linken Spur der GréRenstandard, auf allen weiteren Spuren DNA —Proben der
transfizierten E.coli DH5a-Zellklonlinien (1915-1925). Die Analyse erfolgte auf einem 2% Agarose-Gel.

Die in allen Bahnen erkennbare Bande entspricht CXCL10 — GPI in einer Grofze von ca. 430 Basenpaaren (bp).

Alle ausgewéhlten Klone zeigten die fir CXCL10-GPI erwartete Bande in einer GroRe von
430 bp, so dass anschlieRend die DNA isoliert und durch Elektroporation in
Dihydrofolatreduktase-negative Ovarzellen des chinesischen Hamsters (CHO-dhfr(_/_)-ZeIIen)
transfiziert werden konnte.

Es ergab sich ein analoges Vorgehen fiir mucin CXCL10-GPI: Der pEF-dhfr-Vektor enthielt
am Ende ein Konstrukt, das in direkter Folge fir CXCL10, die Mucin-artige Doméne von
CX3CL1 und die GPI-Anker-Signalsequenz kodierte. Auch hier zunéchst die Klonierung
noch einmal Ubersichtlich dargestellt:
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cDNA aus hum. entziindeter Niere

- I Fractalkine Muzin-Domane IR
r—
Muc_fw Muc_rv
lPCR pEF-dhfr mit CCL5 und der GPI-
Anker-Signalsequenz aus LFA-3
Il Fractalkine Muzin-Doméne Il - CCL5
Xbal Nhel EcoRIl Xbal |Sall

GPI-Anker-
Signalsequenz
CCL5
- | F
EcoRl Xbal Sall

v

hCXCL10 Plasmid
GeLs — - EEECxCLONEE

EcoRl Xbal Sall IP10_fw IP10_rv
PCR
EcoRlI Nhel
v

EcoRl Xbal Sall F

EcoRI Sall
PEF-dhfr mit CXCL10-Muzin-GPI-Konstrukt

|

=100 bp in CHO-dhfr(-/-)

Nach Vermehrung der Plasmid-DNA in E. coli DH5a, analytischem Verdau mit Ecol und
Sall, der die erwartete Bande fir mucin CXCL10-GPI in einer GroRe von ca. 1150 bp bei
allen ausgewahlten Klonen nachwies (siehe Abbildung 22) und folgender Aufreinigung der
DNA erfolgte die Transfektion in CHO-dhfr(_/_)-ZeIIen. Vorher wurde die korrekte Sequenz
der Chemokinkonstrukte mittels DNA-Sequenzierung kontrolliert.
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Abb. 22: Analytischer DNA-Verdau von mucin CXCL10 — GPI mit den Restriktionsenzymen Ecol und
Sall. Dargestellt ist auf der ganz linken Spur der GroRenstandard, auf allen weiteren Spuren DNA —Proben der
transfizierten E.coli DH5a-Zellklonlinien (1937-1946). Die Analyse erfolgte auf einem 0,6 % Agarose-Gel.

Die in allen Bahnen erkennbare Bande entspricht mucin CXCL10-GPI in einer GréRRe von ca. 1150 Basenpaaren

(bp).

NACHWEIS DER EXPRESSION DER CXCL10-KONSTRUKTE AUF DER OBERFLACHE DER
TRANSFIZIERTEN ZELLEN

Um die Expression der generierten Konstrukte an der Zelloberflache nachweisen zu kénnen,
wurden jeweils 5 x 10* der zuvor stabil transfizierten CHO-Zellen gegen hCXCL10 geférbt
und mithilfe der FACS-Technik analysiert. Als Negativkontrolle dienten nicht transfizierte
CHO-Zellen. Es zeigten sich folgende Ergebnisse:
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Abb.23: FACS-Analyse der Expression von CXCL10 - GPI und mucin CXCL10 - GPI auf der
Zellmembran von CHO-Zellen. Extrazellulire Farbung von jeweils 5 x 10* Zellen mit einem gegen CXCL10
gerichteten Antikorper bzw. dem entsprechenden Isotypen sowie einem sekunddren, FITC-konjugierten anti-
rabbit 1gG Antikorper. Dargestellt ist jeweils auf der Abszisse die detektierbare Fluoreszenz, die proportional
zur Menge des an die jeweilige Zielstruktur gebundenen Antikorpers ist. Die Ordinate zeigt die Anzahl der
gemessenen Ereignisse. Die rote Kurve beschreibt die Bindung des Antikorpers an die Zellmembran, die
schwarze die des Isotypen.

a) Als Negativkontrolle wurden nicht transfizierte CHO-Zellen untersucht (oben), hier ist keine spezifische
Bindung des Antikdrpers zu beobachten.

b) CXCL10-GPI zeigt eine deutliche Oberflachenexpression.

¢) Auch mucin CXCL10-GPI wird in ausreichender Anzahl auf der Oberflache von CHO-Zellen exprimiert.

Die Histogramme zeigen flr beide Konstrukte eine deutliche Verschiebung des Maximums
der Antikorperkurve zu Werten hoherer Fluoreszenzintensitat hin. Da sich diese direkt
proportional zur gebundenen Menge Antikdrper am Zielantigen CXCL10 verhélt, beweist das
Versuchsergebnis die Expression des gesuchten Proteins auf der Zellmembran. In der
Negativkontrolle findet man hingegen keinen Unterschied im Bindungsverhalten von
Antikorper und Isotyp, so dass die Spezifitat des Experiments nachgewiesen werden kann.

Weiterhin kann man aufgrund des eingipfeligen Kurvenverlaufs auf die Existenz einer
homogenen Zellpopulation schlielen, die in ihrer Gesamtheit das identische Konstrukt
exprimiert.
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AUFREINIGUNG VON CXCL10-GprI MITTELS FPLC

Zur Aufreinigung der beiden Proteinkonstrukte wurde die Methode der Chromatographie
benutzt. Aufgrund der durch Einfligung der Mucin-Domane veranderten Eigenschaften von
mucin  CXCL10-GPl wurde zur Isolierung dieses Proteins ein gesondertes
Reinigungsprotokoll entwickelt und benutzt.

Zunéchst sollen die Ergebnisse des fir die Gewinnung von CXCL10-GPI verwandten
Reinigungsregimes vorgestellt werden:

AUFREINIGUNG VON CXCL10 - GPI DURCH HEPARIN -AFFINITATSCHROMATOGRAPHIE

Als erster Reinigungs- und Ankonzentrierungsschritt wurde die Affinitat des basischen
Proteins zu dem Polykation Heparin ausgenutzt.

Nach Inkubation in einem hypertonischen Puffer wurden 12 x 10’ mit CXCL10-GPI
transfizierte Zellen (CHO-CXCL10-GPI) mit 10 ml Extraktionspuffer (s.0.) lysiert. Grol3er
Zelldetritus wurde mittels Zentrifugation sedimentiert; der das Proteinkonstrukt enthaltene
Uberstand auf eine zuvor aquilibrierte Heparin HiTrap—Saule aufgetragen.

Aufgrund der hohen Affinitat und der daraus resultierenden starken Bindung des Chemokins
an die stationdare Phase der S&ule wurde eine Elution von CXCL10-GPI bei relativ hoher
Salzkonzentration erwartet. Flr eine mdoglichst scharfe und verlustfreie Trennung des
gewinschten Molekuls von restlichen Proteinen wurde (ber den Schritt eines linearen
Konzentrationsgradienten ein Schema mit zwei Konzentrationsstufen entwickelt: Bis zu einer
Salzkonzentration von 400 mM NaCl zeigte sich eine stabile Bindung von CXCL10-GPI an
Heparin, so dass sich an den initialen Waschvorgang ein erster Auftrennungsschritt mit einer
Salzkonzentration von 400 mM NaCl und der abschlieBende Elutionsschritt mit 1 M NaCl
anschlossen.

Die Abbildungen 24, 25 und 26 zeigen zur Illustration das von der Software Unicorn aus den
gemessenen UV-Absorptionen (Einheit: milli absorbtion units, mAU) der gesammelten
Fraktionen erstellte Chromatogramm eines reprasentativen Laufes mit den verschiedenen
Elutionspeaks sowie die analytische Auswertung dieses ersten Reinigungsschrittes mittels
Silberfarbung bzw. western blot:
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Abb.24: Chromatogramm der Heparinaffinitaitschromatographie als erstem Reinigungsschritt in der
Isolierung von CXCL10 — GPI. Auf der Abszisse ist das Volumen des mittels FPLC gewonnenen Eluats in ml
aufgetragen, die Ordinate stellt dessen UV-Absorption bei einer Wellenldnge von 280 nm als Mal} fir den
Proteingehalt dar. Aufgetragen wurden 10 ml des Proteinextrakts. Nach initialem Durchlauf und erstem
Wachschritt und einem Trennungsvorgang bei einer Salzkonzentration von 400 mM NaCl (Waschschritt 2), ist
das gesuchte Proteinkonstrukt in der mit 1 M NaCl eluierten Fraktion (Elution) zu finden. Die Fraktionen des
Eluats wurden gesammelt.

—Waschschritt 2 — — Elution—

Fraktion

25 kDa —

Abb.25: Analytischer western blot der Fraktionen der Heparinaffinitdtschromatographie. Im Laufe der
Chromatographie werden Einzelfraktionen mit einem Volumen von jeweils 1 ml gewonnen. Aufgetragen wurden
jeweils 5 pl der einzelnen Fraktionen des ,,Waschschritt2“- sowie des ,,Elution“-Peaks. Der dargestellte Blot
zeigt den immunologischen Nachweis von CXCL10-GPI in jeder der aufgetragenen Fraktionen. Somit erfolgt
bereits im ersten Schritt der Aufreinigung ein Verlust von CXCL10-GPI in der Waschfraktion.
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Fraktion

25 kDa—

Abb.26: Silberfarbung der durch Heparinaffinitatsfiltration gewonnenen Einzelfraktionen. Aufgetragen
wurden jeweils 5 ul Einzelfraktionen des Chromatographielaufes. Dabei wurden zur Korrelation der Ergebnisse
dieselben Einzelfraktionen wie beim in Abb. 25 gezeigten western blot verwendet. Die markierte Bande mit ca.
25 kDa entspricht dem CXCL10-GPI-Dimer. Konkordant zum Ergebnis der western blot-Analyse zeigt sich eine
Nachweisbarkeit in allen Einzelfraktionen, bei allerdings geringerem Anteil von begleitenden Proteinen in den
Eluatfraktionen.

CXCL10-GPl ist in allen untersuchten Fraktionen immunologisch in einer GroRe von 25 KDA
detektierbar, es ist somit im Verlauf der Heparinchromatographie zu einer Dimerisierung des
Chemokins gekommen. In anderen L&ufen konnten sowohl das Mono- und das Dimer als
auch nur das Monomer nachgewiesen werden. Die Dimerisierung ist ein physiologisch
vorkommender Prozess in der Chemokinchemie, in der Literatur oft beschrieben und ohne
negativen Einfluss auf die Funktionalitat des Proteins.

In der Silberfarbung zeigen sich in samtlichen Fraktionen neben CXCL10-GPI (Bande bei ca.
25 kDa) noch zahlreiche weitere Banden als Ausdruck der Anwesenheit anderer Proteine,
wobei in den Fraktionen des Waschpeaks in Relation zu den Eluatfraktionen wesentlich
zahlreichere Verunreinigungen nachzuweisen sind. Dies korreliert mit der hoheren UV-
Absorption im Chromatogramm als Ausdruck des Proteingehalts der Fraktionen. Die
Reinigung ist qualitativ noch nicht ausreichend. Die Fraktionen des Waschpeaks wurden
verworfen, die des Eluats weiterverwendet. Durch den ersten Schritt des Reinigungsprotokolls
wird eine erste Purifikation von CXCL10-GPI erreicht, allerdings ist dies auch bereits mit
einem Verlust des Proteins verbunden. Dem ist insofern Rechnung zu tragen, dass jeder
weitere eingefluigte Schritt zu einer zuséatzlichen Verminderung der Proteinmenge fiihren kann.

84



AUFREINIGUNG VON CXCL10-GPI DURCH KATIONENAUSTAUSCHCHROMATOGRAPHIE

Die GAG-Bindungsstellen des Proteins sind stark positiv geladen und besitzen daher eine
starke Affinitat gegeniber der stationdren Phase einer Kationenaustauschsaule bzw. eine
geringe Affinitdt gegenuber der stationdren Phase einer Anionenaustauschséule. Da der
hochmolare Elutionspuffer der Heparinaffinitdtschromatographie eine Bindung an die
stationdre Phase dieser Saule erschweren wirde, wurde er gegen einen niedermolaren
Aquilibrierungspuffer (100mM NaCl) ausgetauscht. Die Fraktionen des Eluats der
Heparinaffinitdtschromatographie wurden auf die Kationenaustauschsdule geladen. Das
Protein konnte bei 800 mM NaCl eluiert werden. Die Fraktionen wurden mittels
Silberfarbung und western blot analysiert.

Die folgende Abbildung zeigt die Ergebnisse:

a)

mAU Elution

60

40

Waschschritt
20

O 10 20 30 40 50 60 70 ml

25 kDa—

Abb.27: Chromatogramm (a, oben), western blot und Silberfarbung (b, wunten) der
Kationenaustauscherchromatographie von CXCL10-GPI.
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a) Chromatogramm eines reprasentativen Reinigungslaufes. Aufgetragen auf die Chromatographiesaule wurden
nach einem Umpufferungsschritt die als ,,Elution® gekennzeichneten Fraktionen der Heparinchromatographie.
Nach einem ersten Reinigungsschritt mit einer Salzkonzentration von 300 mM (Waschschritt) befindet sich in
der anschlieBenden Elutionsstufe mit 800 mM NaCl das gesuchte Proteinkonstrukt CXCL10-GPl.

b) Die Fraktionen des Eluats wurden gesammelt. Der western blot zeigt den immunologischen Nachweis des
CXCL10-GPI-Dimers, die Silberfarbung die dazu korrelierende Bande bei 25 kDa.

Immunologisch kann CXCL10-GPI als Dimer in allen Eluatfraktionen nachgewiesen werden,
in der Silberfarbung zeigt sich eine deutliche Aufreinigung: In allen Fraktionen sind eindeutig
weniger Nebenbanden als Korrelat begleitender unerwiinschter Proteine nachweisbar.

AUFREINIGUNG VON CXCL10-GPI DURCH GELFILTRATIONSCHROMATOGRAPHIE

Nachdem die ersten beiden Reinigungsmethoden vor allem ladungsbedingte
Affinitatsunterschiede der verschiedenen Proteine ausnutzten, wurde im dritten Schritt der
Aufreinigung von CXCL10-GPI eine Trennung aufgrund unterschiedlicher geometrischer
Grolken der restlichen verbliebenen Proteine durchgefiihrt. Pro Lauf wurden hierbei 700 pl
des gesammelten Eluats der SP-Sepharose-Séaule auf die Gelfiltrationssdule aufgetragen und
uber eine isokratische Elution mit entsprechendem Puffer aufgetrennt. Als Fraktionen wurden
hier Volumina von 250 pl aufgefangen und mittels western blot und Silberfarbung
hinsichtlich ihres CXCL10-GPI-Gehaltes untersucht.

Das Chromatogramm eines représentativen Laufes zeigt Teil a) der folgenden Abbildung, im
Teil b) sind erneut die Ergebnisse von western blot und Silberfarbung dargestellt.

a)
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Abb.28: Chromatogramm (a, oben), western blot und Silberfarbung (b, unten) einer
Gelfiltrationschromatographie von CXCL10-GPl.

a) Chromatogramm eines représentativen Reinigungslaufes Dargestellt ist auf der Abszisse das elutierte
Volumen. Auf der Ordinate ist die UV-Absorption von Licht einer Wellenldnge von 280 nm aufgetragen. Nach
Auftrag von jeweils 700 pl des Kationenaustauschersaulen-Eluats befindet sich CXCL10-GPI in dem grofRen
Peak.

b) Wiederum wurden die Fraktionen des Eluats gesammelt. Der western blot zeigt den immunologischen
Nachweis des CXCL10-GPI-Dimers, die Silberfarbung die dazu korrelierende Bande bei 25 kDa.

Zusétzlich wurden nach Ablauf des gesamten Reinigungsprotokolls reprasentative
Einzelfraktionen der einzelnen Reinigungsschritte zum Nachweis von CXCL10-GPI sowie
zur Darstellung des Reinigungsprozesses mittels western blot und Silberfarbung analysiert.

Dabei war im western blot in allen Fraktionen CXCL10-GPI detektierbar. Die in manchen
Isolierungsvorgéngen zu beobachtende —und auch unter physiologischen Bedingungen
ablaufende- Dimerisierung des Proteins spielte dabei keine Rolle und beeintrachtigte die
Funktion des Chemokins nicht (Abbildung 29).

Wie man in der Silberfarbung erkennen kann, befinden sich nach dem finalen
Reinigungsschritt zwar noch geringgradige Verunreinigungen in den isolierten
Proteinfraktionen, die Reinheit und —davon abhéngig- wirklich eingesetzte Menge humanen
CXCL10-GPIs sollten jedoch fir die folgenden in vitro Versuche ausreichen (Abbildung 30).
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Abb. 29: Analytischer western blot zum Nachweis von CXCL10 GPI. Zur Korrelation mit der in Abb. 30
gezeigten Silberfarbung wurden 5 pul derselben Fraktionen des Isolierprozesses zum immunologischen Nachweis
aufgetragen. Abgesehen vom Heparin-Durchlauf ist in allen Fraktionen das CXCL10-Monomer detektierbar.
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Abb. 30: Silberfarbung repréasentativer Einzelfraktionen verschiedener Reinigungsschritte von CXCL10-
GPI. Aufgetragen wurden jeweils 5 pl von den Proteinfraktionen aus dem initialen Extrakt (zuvor 1/1000
verdiinnt), der Heparinchromatographie sowie der TSK-Gelfiltration. Humanes CXCL10 ist in den Fraktionen
der TSK-Chromatographie (rechts) sowohl als Monomer (12kDa) als auch als Dimer (25kDa) relativ rein
nachweisbar.
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AbschlieRend soll der gesamte bisher beschriebene Prozess in einer Tabelle dargestellt
werden:

12x107 Zellen

v
Membran-Proteinextraction

100 mM NaCl, 10 mau  Waschschritt 2
1 % Triton X-100 H 800
Puffer: 20 mM Phosphat
0,05% TX-100-H, pH 7,4 600
v 400 [PUrchlauf+ Elution [W - 25kDa
Heparin sepharose fast flow Wasch 1
200 I!l - 12 kDa

00 10 20 30 40 50 60 70 ml

mAU
160

120

A 80
Desalting-Saule
40

0

0 5 10 15 ml

mAU Elution

60

Kationenaustauschersaule (SP)

v

Waschschritt
20

0O 10 20 30 40 50 60 70 ml

SF_ WB
v mAU Elution

Gelsaule 30
Agquilibrieren und 20 i
eluieren mit PBS und 10
0,025% TX-100-H \—
0 5 10 15 20 ml

v

|®® - 25kDa

CXCL10- GPI || - 12kDa

Abb. 31: Ubersichtstabelle der Aufreinigung von CXCL10-GPIl. Der gesamte Aufreinigungsprozess vom
CXCL10-GPI mittels der Methoden der Chromatographie in einer tabellarischen Zusammenschau. 12 x 10’
Zellen wurden mit 7,5 ml Membranextraktionspuffer lysiert. Der Uberstand wurde dann auf die Heparin-Séule
aufgetragen. Die Fraktionen wurden mittels western blot und Silberfarbung untersucht, die CXCL10-GPI
enthaltenden Fraktionen des Elutionspools wurden nach Umpufferung (Desalting-Séule) auf die
Kationenaustauscherséule aufgetragen. Die gewonnenen Fraktionen wurden wiederum mittels Silberfarbung und
western blot analysiert und die als Elution bezeichneten Fraktionen auf eine Gelfiltrationsséule aufgetragen, um
eine weitere Aufreinigung zu erreichen. Wie im western blot und in der Silberfdrbung zu sehen, findet wéahrend
des Reinigungsprozesses eine Dimerisierung des Proteins statt, so dass sowohl Monomer (ca. 12 kDa) als auch
Dimer (ca. 25 kDa) nachzuweisen sind.



BESTIMMUNG DER PROTEINKONZENTRATION UND DER AUSBEUTE

Um die Konzentration von CXCL10-GPI zu ermitteln, wurde, nachdem Detektionsprobleme
bei der Methode nach Bradford aufgetreten waren, ein ELISA durchgefihrt.

Als Negativkontrollen dienten dabei Fraktionen, in denen per western blot kein CXCL10-GPlI
nachgewiesen werden konnte, als Positivkontrolle wurde rekombinantes humanes CXCL10
benutzt. Von der urspringlich eingesetzten Menge von CXCL10 konnten 10 % isoliert
werden. In absoluten Zahlen sind dies ca. 8 ng (Addition der gesammelten TSK-Fraktionen,
Konzentration: 2,2 ng/ml) gereinigtes Protein aus 78,3 ng, die sich zu Beginn im
Proteinextrakt befanden. Wahrend nach Affinitatschromatographie 82% (64 ng) und nach
Kationenaustauschchromatographie 45% (35,5 ng) der urspriinglich eingesetzten
Proteinmenge nachzuweisen sind, wird ein groRer Verlust an Protein durch die Gelfiltration
hervorgerufen: Wahrend nach Kationenaustauschchromatographie noch 35,5 ng CXCL10-
GPI vorhanden sind, gehen 78% dieser Proteinmenge wahrend des anschlielenden
Reinigungsschrittes verloren. Als Ursache kommt am ehesten eine Oligomerisierung des
Proteins in Frage, die die Elution von der Saule verhindert.

Als generelles Problem ist die bereits initial geringe Proteinmenge zu nennen.

INCORPORIERUNG VON CXCL10-GPI IN DIE ZELLMEMBRAN

In der klinischen Anwendung soll das isolierte Chemokinkonstrukt tber den GPI-Anker in die
Membran von GeféaRendothelzellen integriert werden. Ein reines Protein ohne auch nach der
Isolierung unveréndert bestehende Funktionalitdt des Membranankers ist schlussendlich
wertlos.

Daher wurde zur Uberprifung die in vitro Reinkorporierung von CXCL10-GPI Protein in
Zellmembranen von mikrovaskuldaren Endothelzellen (HDBEC) simuliert. Die Zellen wurden
mit 50 pl des Heparin- (800 pg CXCL10-GPI), Desalting- (450 pg CXCL10-GPI) sowie 100
pl des TSK-Pools (250 pg CXCL10-GPI) fur 30 Minuten bei 37°C inkubiert, gegen CXCL10
gefarbt und in der FACS-Analyse untersucht. Zusatzlich wurden eine reine Pufferkontrolle
ohne Protein sowie als Negativkontrolle 50 ng rekombinantes hCXCL10 in 50 pl Puffer
analysiert. In parallelen Ansatzen wurde nach Inkubation mit dem jeweiligen Chemokin 120
ng/ml Phospholipase-C (PLC) zu den Zellen gegeben und fiir eine weitere Stunde bei 37°C
inkubiert. Dann wurde auch hier gegen CXCL10 geféarbt. Es wurde als priméarer Antikorper
ein polyklonaler Antikdrper gegen CXCL10 verwendet, da ein monoklonaler in
entsprechenden Vorversuchen kein Signal gezeigt hatte.

Abbildung 32 zeigt die entsprechenden Versuchsergebnisse.

90



o} [}
% i
MCF=3,08 E b) MCF=5,09
8 Pufferkontrolle 2 - Kontrolle + PLC
= = ]
o 5 3
W g et 1 10
FL1H
i
-;C) MCF=4,49
B3 thCXCL10
Z 3
S
o
w o' e w® nd
FL1-H
= =F
- 1d) MCF=16,40 ie) MCF=7,17
wo ] Heparin-Pool M3 Desalting-Pool
T2 :
A S
w? ' ot d T T LT T AT s
FL1H FL1-H
[ } =
T S
) MCF=27,88 MCF=3,96
2 TSK-Pool b TSK-Pool + PLC
z z
L] L
= =
w? ' o wt d w? o' wd wt nd
FL1-H FL1-H

Abb.32: FACS-Analyse der Reinkorporierung von CXCL10-GPI in HDBEC-Zellen. HDBEC-Zellen in 50
pl Medium ohne FBS pro Ansatz wurden mit 50 pl Puffer, Heparin-, Desalting- sowie 100 pl TSK-Pool oder 50
ng rekombinanten CXCL10 in 50 pl TSK-Puffer inkubiert. In parallelen Ansédtzen wurde dann 120 ng/ml
Phospholipase-C (PLC) zu den Zellen gegeben und fiir eine weitere Stunde bei 37°C inkubiert. AnschlieRend
wurden die Zellen mit Antikdrpern gegen CXCL10 oder der entsprechenden Isotypkontrolle sowie einem FITC-
konjugierten sekundaren Antikorper gefarbt und mittels FACS analysiert. 5 x 10* Zellen wurden ausgewertet.
Die vom Programm CellQuest erstellten Diagramme aus Isotypkontrollfarbung (grau hinterlegt) und anti-
hCXCL10-Féarbung (schwarze Linie) wurden Ubereinander gelegt.

a) und b) Pufferkontrolle a) ohne und b) mit Zugabe von Phospholipase-C

c) Rekombinantes humanes CXCL10

d) Heparinpool (1. Aufreinigungsschritt)

e) Desalting-Pool (Zwischenschritt)
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f) und g) TSK-Pool (finaler Reinigungsschritt) f) ohne und g) mit Zugabe von Phospholipase-C. Wahrend nach
Inkubation von HBEC-Zellen mit 100 pl des TSK-Pools eine Oberflachenexpression von CXCL10 detektierbar
ist, kann man nach Zugabe von PLC-C kein Signal mehr erkennen. Dies spricht fiir a) das Vorhandensein von
CXCL10-GPI im TSK-Pool, welches durch den GPI-Anker in die Zellmembranen inkorporiert wird und b) die
Unversehrtheit des Membran-Ankers. Durch Zugabe der Lipase wird der Anker geschnitten, die Bindung von
CXCL10 ist nicht mehr nachweisbar.

Bei den lediglich mit Versuchspuffer oder rekombinantem humanen CXCL10 inkubierten
HDBEC-Zellen ist kein Unterschied zwischen dem Kurvenverlauf der Isotypkontrolle und
dem des Ansatzes mit dem spezifischen Antikdrper gegen CXCL10 zu erkennen.
Erwartungsgemal? kann in diesen Versuchsansatzen auf der Oberflache der Endothelzellen
aufgrund mangelnden Proteins (im Falle des nur den Puffer enthaltenden Ansatzes) oder
mangelnder Membranverankerung (im Falle des rekombinanten CXCL10) kein CXCL10
nachgewiesen werden. Bei Einsatz der Eluate der unterschiedlichen Chromatographieschritte
hingegen zeigt sich eine Oberflachenexpression von CXCL10-GPI, die bei Inkubation der
Endothelzellen mit den Heparin-Fraktionen ausgepragter als bei Verwendung der Desalting-
Fraktionen ist. Dies lasst sich am ehesten mit der bei der Inkubation mit dem Heparin-Eluaten
grolleren Menge eingesetzten CXCL10-GPI erklaren. Der deutlichste Effekt bei Inkubation
mit den gesammelten Fraktionen der Gelfiltration dagegen ist - trotz der geringsten CXCL10-
GPI-Menge - am ehesten durch den groReren Reinheitsgrad des Proteins und der damit
verbundenen geringeren Anzahl von Interaktionen von CXCL10-GPI mit anderen
Begleitproteinen zu erkléaren. Zusétzlich kommt es wegen geringerer Interferenzen dieser mit
den Antikorpern zu einer weniger erschwerten Bindung an das eigentliche Zielepitop.

Nach Behandlung mit 120 ng/ml Phospholipase-C verschwindet die in allen Proben
nachweisbare Oberflachenverankerung des Chemokinkonstrukts fast vollstdndig. Da
Phosphatidylinositol-spezifische Phospholipase C den Membrananker zwischen dem
Phosphatrest des Inositols und dem Diglyceridrest spalten kann und somit zu einer Loslésung
des zuvor gebundenen Proteins fuhrt, kann durch die Reduktion des Fluoreszenzsignals die
Intaktheit des GPI-Ankers angenommen werden.

AUFREINIGUNG VON MUCIN CxcL10 — GpI MITTELS FPLC

Nachdem die Isolierung des GPI-verankerten CXCL10-Konstruktes gelungen und die in vitro
Wirksamkeit der Verankerung im Rahmen der Reinkorporierungsversuche demonstriert
werden konnte, wurde ein Reinigungsprotokoll fir mucin CXCL10-GPI erarbeitet. Aufgrund
der auch hier zu erwartenden Bindung an eine Heparin - Affinitatssaule stellte diese das erste
Mittel im Reinigungsverfahren dar:
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AUFREINIGUNG VON MucIN CxcL10 - GPI DURCH HEPARIN-AFFINITATSCHROMATO-
GRAPHIE

Auch hier wurden 12 x 10" mit mucin CXCL10-GPI transfizierte Zellen (CHO-mucin 1P10-
GPI) nach Inkubation in einem hypertonischen Puffer mit 10 ml Extraktionspuffer lysiert.
GroRer Zelldetritus wurde wiederum mittels Zentrifugation sediert; der gewonnene, das
Proteinkontrukt enthaltene Uberstand nach Filtration auf eine zuvor aquilibrierte Heparin
HiTrap-Saule aufgetragen. Uber den Zwischenschritt eines linearen Elutionsgradienten wurde
ein Zwei-Stufen—Elutions-Protokoll entwickelt, wobei nach einem initialen Waschschritt mit
100 mM NaCl und einem ersten Reinigungsschritt mit 400 mM Salzkonzentration die
eigentliche Elution mit 1 M NaCl erfolgte. Sdmtliche Fraktionen wurden mittels western blot
und Silberfarbung analysiert. Das folgende Chromatogramm stellt zun&chst einen
reprasentativen Lauf graphisch dar:

mAU _ Elution
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|
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1500
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Abb.33a): Chromatogramm der Heparinaffinitdtschromatographie von mucin CXCL10 — GPI. Auf der
Abszisse ist das Volumen des mittels der FPLC gewonnenen Eluats in ml aufgetragen, die Ordinate stellt dessen
UV-Absorption bei einer Wellenldnge von 280 nm als Mal flr den Proteingehalt dar. Aufgetragen wurden 10 ml
Proteinextrakt. Nach initialem Wachschritt und einem Trennungsvorgang bei einer Salzkonzentration von
400mM NaCl, ist das gesuchte Proteinkonstrukt in der mit 1 M NacCl eluierten Fraktion zu finden (mit ,,Elution*
markierter Peak).

In Analogie zu dem bereits erarbeiteten Reinigungsprotokoll wurden die Waschfraktionen
verworfen und die als Eluat bezeichneten Fraktionen vereinigt. Man entschied sich auch hier
fiir die Kationenaustauschchromatographie als zweiten Schritt.
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AUFREINIGUNG VON MUCIN CXCL10-GPlI DURCH KATIONENAUSTAUSCHERCHROMATO-
GRAPHIE

Wiederum wurde dem eigentlichen Auftrennungsprozess eine Umsalzung der zuvor gepoolten
Fraktionen vorangestellt. Uber den Zwischenschritt eines linearen Elutionsgradienten wurde
ein Zwei-Stufen—Elutions-Protokoll entwickelt, wobei nach einem initialen Waschschritt mit
100 mM NaCl und einem ersten Reinigungsschritt mit 400 mM Salzkonzentration die
eigentliche Elution mit 650 mM NaCl erfolgte. Sdmtliche Fraktionen wurden mittels western
blot und Silberfarbung analysiert. Abbildung 33b illustriert den Reinigungsschritt:
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Abb.33b): Chromatogramm der SP-Kationenaustauschchromatographie von mucin CXCL10-GPI.
Aufgetragen wurde das gesammelte Eluat der Heparinchromatographie nach Umpufferung. Nach einem initialen
Waschschritt mit einer Konzentration von 100 mM NaCl (Durchlauf) erfolgt ein erster Reinigungsschritt mit
einer Salzkonzentration von 300 mM (Wachschritt). In der anschlieBenden Elutionsstufe mit 650 mM NaCl
befindet sich das gesuchte Proteinkonstrukt mucin CXCL10 — GPI (Elution).
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Nach diesen primdren Reinigungsschritten wurde initial auch eine weitere Aufreinigung unter
Verwendung der Gelfiltrationschromatographie versucht. Allerdings konnte nach den
jeweiligen L&ufen mucin CXCL10-GPI nicht mehr nachgewiesen werden, so dass im
Folgenden auf diesen Protokollschritt verzichtet wurde. Die analytischen Daten, die nach den
jeweiligen Reinigungsschritten mit der Kationenaustauschchromatographie gewonnen werden
konnten, sollen die folgenden Abbildungen illustrieren:
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Abb.34: Analyse des Reinigungsprozesses von mucin CXCL10-GPI mittels western blot (a, oben) und
Silberfarbung (b, unten) Zur Analyse des Reinigungsprozesses sowie zum immunologischen Nachweis von
mucin CXCL10-GPI wurden nach sdmtlichen Einzelschritten die jeweiligen Proteinpoole mittels Silberfarbung
und western blot analysiert.

a) Fur den western blot wurden je Fraktion 5 pl des jeweiligen Pools verwandt. Auch hier ergibt sich fir dieselbe
MolekulargroRe ein deutliches Signal.



b) Fiir die Silberfarbung wurden jeweils 5 ul des jeweiligen Pools eingesetzt, wobei der Proteinextrakt zuvor um
den Faktor 1000 mit PBS-Puffer verdiinnt wurde. Die detektierbare Bande bei 120 kDa entspricht dem mucin
CXCL10-GPI-Dimer.

In allen analysierten Fraktionen ist mucin CXCL10-GPIl immunologisch als Dimer in einer
Grolke von ca. 120 kDa nachweisbar. Wie bei der Isolierung von CXCL10-GPI ist es im
Rahmen des Reinigungsprotokolls zu einer Oligomerisierung gekommen, diese ist
hinsichtlich der Funktionalitdt des Proteins auch hier ohne Relevanz. Die Bildung noch
groRerer Oligomere auf der Gelfiltrationssaule konnte in Analogie zu CXCL10-GPI jedoch
den volligen Verlust des Mucin-Konstruktes im Rahmen dieses Reinigungsschrittes erklaren.

In der Silberfarbung ist konkordant zum western blot eine Proteinbande bei 120 kDa
erkennbar. Im Vergleich zum initialen Proteingemisch kann eine deutliche Aufreinigung von
mucin CXCL10-GPI dargestellt werden, auch wenn aufgrund nur zweier durchgefihrter
Schritte der Reinheitsgrad geringer als bei CXCL10-GPI ist. Dies ist bei der Interpretation der
folgenden Experimente zu bertcksichtigen, da ein moglicher Effekt der Nebenproteine nicht
mit endgultiger Sicherheit ausgeschlossen werden kann.

Auch hier die gesamte Aufreinigung noch einmal in einer Ubersichtsdarstellung:
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Abb.35: Aufreinigungstabelle von mucin CXCL10-GPIl. Der gesamte Aufreinigungsprozess von mucin
CXCL10-GPI mittels der Methoden der Chromatographie in einer tabellarischen Zusammenschau. 12 x 10’
Zellen wurden mit 7,5 ml Membranextraktionspuffer lysiert, der Uberstand dann auf die Heparin-Séule
aufgetragen. Die Fraktionen wurden mittels western blot und Silberfarbung untersucht, die mucin CXCL10-GPI

enthaltenden Fraktionen des

Elutionspools wurden

nach Umpufferung (Desalting-Saule) auf die

Kationenaustauschersaule aufgetragen. Samtliche Fraktionen wurden wiederum mittels Silberfarbung und
western blot analysiert und die als Elution bezeichneten Fraktionen erneut umgepuffert, um fiir weitere Versuche
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zur Verfiigung zu stehen. Wie im western blot und in der Silberfarbung zu sehen, polymerisiert mucin CXCL10-
GPI wéhrend des Reinigungsprozesses und ist in einer ungefahren GroRe von 120 kDa nachzuweisen.

BESTIMMUNG DER PROTEINKONZENTRATION UND DER AUSBEUTE

Aufgrund sehr geringer Mengen des aufgereinigten Proteins konnte eine valide Bestimmung
der Konzentration sowie der Ausbeute nicht durchgefiihrt werden.

INCORPORIERUNG VON MUCIN CXCL10-GPI IN DIE ZELLMEMBRAN MIKROVASKULARER
ENDOTHELZELLEN

Obwohl man nur von sehr geringen Mengen isolierten Proteins ausgehen konnte, sollte
dennoch auch fir dieses Konstrukt die in vitro Reinkorporierungsféahigkeit in Zellmembranen
von mikrovaskuldren Endothelzellen (HDBEC) Uberprift werden. Aufgrund des schwierigen
biologischen Verhaltens der HDBEC-Zellen unter Kulturbedingungen wurde nur das Protein
nach dem finalen Reinigungsschritt untersucht und mit einer Pufferkontrolle verglichen. Die
Zellen wurden analog dem Vorgehen bei CXCL10-GPI mit jeweils 100 pl des SP-Pools oder
Puffer fur 30 Minuten bei 37°C inkubiert, anschliefend gegen CXCL10 gefarbt und in der
FACS-Analyse untersucht. Auf eine Analyse mittels PLC-Verdau wurde hier aufgrund des
schon bewiesenen Prinzips verzichtet.

a) ° vcr=346] D) ®: MCF=7,46
p Pufferkontrolle W mucin CXCL10-GPI
CXCL10 — CXCL10 —

Abb.36: FACS-Analyse der Reinkorporierung von mucin CXCL10-GPI in HDBEC-Zellen. HDBEC-Zellen
in 50 ul Medium ohne FBS pro Ansatz wurden mit 100 pl Puffer oder SP-Pool inkubiert. Anschliefend wurden
die Zellen mit Antikorpern gegen CXCL10 oder der entsprechenden Isotypkontrolle sowie einem FITC-
konjugierten sekundéren Antikérper gefarbt und mittels FACS analysiert. 5 x 10* Zellen wurden ausgewertet.
Die vom Programm CellQuest erstellten Diagramme aus Isotypkontrollfarbung (grau hinterlegt) und anti-
hCXCL10-Férbung (schwarze Linie) wurden ubereinander gelegt.

a) Pufferkontrolle

b) mucin CXCL10-GPI

Auch wenn keine genaue Proteinbestimmung fir die eingesetzte Menge von mucin CXCL10-
GPI erfolgen konnte, zeigt sich doch auch hier eine Oberflachenexpression von CXCL10. Die

98



Chemokin-Doméne wurde durch den Isolierungsprozess nicht zerstort, die Mucin-Domane
scheint die Bindung des Antikdrpers nicht negativ zu beeinflussen.

ANALYSE DER CHEMOKINREZEPTOREXPRESSION AUF DER ZELLMEMBRAN VERSCHIEDENER
LEUKOZYTENZELLLINIEN

Um fir die geplanten Zelladhasionsversuche eine Leukozytenzelllinie mit einem geeigneten
Chemokinrezeptorprofil, d.h. mit einer moglichst hohen Oberflachenexpression des CXCL10-
Rezeptors CXCR3, verwenden zu kénnen, wurden 5 x 10* Zellen einer Monozyten- (THP-1),
CD4+-T-Zell-Lymphozyten- (HUT78) sowie NK-Zelllinie (YT-Zellen) mittels FACS
analysiert. Untersucht wurde das Vorhandensein der Rezeptoren CXCR1, CXCR2, CXCR3,
CXCR4 und CCR1, um in Zukunft fur Versuche mit anderen Chemokinen wie IL-8, SDF-1
oder CCL5 eine Ubersicht tiber das Rezeptorprofil zu haben. Fir diese Arbeit stand wie
erwahnt CXCR3 im Vordergrund. Es zeigten sich folgende Ergebnisse:
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Abb.37: Expression verschiedener Chemokinrezeptoren auf der Zelloberflache von HUT78- (T-Zell-
Lymphozytenzelllinie), THP-1 (Monozyten) sowie YT-Zellen (NK-Zellen). Die Expression der
Chemokinrezeptoren an der Zelloberflache wurde mittels FACS analysiert. HDBEC-Zellen wurden mit priméaren
Antikorpern gegen CXCR1-4 sowie CCR1 und CCR5 bzw. der jeweilig entsprechenden Isotypkontrolle geférbt.
Zur Detektion wurde ein PE-konjugierter sekundérer Antikérper verwendet. 5 x 10* Zellen wurden mittels FACS
analysiert. Die vom Programm CellQuest erstellten Diagramme aus Isotypkontrollfarbung (grau hinterlegt) und
Antikorper-Farbung (schwarze Linie) wurden tbereinander gelegt Der fiir CXCL10 relevante Rezeptor CXCR3
findet sich in besonders deutlicher Auspragung auf der Oberflache der Lymphozyten-Zelllinie HUT78.

In Hinblick auf die verwandten CXCL10-Konstrukte l&sst sich eine Oberflachenexpression
von CXCR3 fir jede untersuchte Zelllinie darstellen, besonders ausgepragt fir die
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Monozyten-Linie THP-1 sowie die T-Zell-Linie HUT78, wahrend fur die Naturliche Killer-
Zelllinie YT ein nur geringer Rezeptorenbesatz dargestellt werden kann.

YT-Zellen missten jedoch den Rezeptor eindeutig exprimieren und sind in der Literatur als
CXCR3-positiv beschrieben worden, weshalb diese neben der HUT78-T-Zelllinie fur die
geplanten Adhasionsversuche ausgewéhlt wurden.

TRANSIENTE TRANSFEKTION MIKROVASKULARER ENDOTHELZELLEN

Wahrscheinlich aufgrund der geringen Proteinmenge sowie der mangelnden Reinheit des
isolierten mucin CXCL10-GPI-Konstrukts verliefen die anschlieBenden in vitro Versuche
(Migrations-, Proliferations-, Zelladhasionsassay) wenig erfolgreich. Um jedoch die
Richtigkeit des Konzeptes zu bestatigen, entschied man sich frihzeitig, parallel zu den
Anstrengungen der Proteinisolierung unter Verwendung eines neuartigen Protokolls (siehe
Doktorarbeit von S. Bdcker sowie unten) den Zelladhasionsversuch mit - mit den jeweiligen
Konstrukten (CXCL10-GPI und mucin CXCL10-GPI) transient transfizierten -
mikrovaskuldren  Endothelzellen  (HMEC)  durchzufiihren.  Vor  Beginn  der
Transfektionsbemiihungen sollten zunachst beide Chemokinkonstrukte aus dem pEF-dhfr-
Vektor in einen unter einem CMV-Promoter stehenden, hocheffizienten pIRES2-eGFP-
Vektor subkloniert werden.

SUBKLONIERUNG VON (MUCIN) CXCL10-GPI

Zur transienten Tranfektion von mikrovaskuldren Endothelzellen (HMEC) mit den beiden
Konstrukten wurden die entsprechenden DNA-Fragmente aus dem fir die Transfektion der
CHO-dhfr™)-Zellen verwendeten pEF-dhfr-Vektor ausgeschnitten und in den pIRES2-EGFP-
Vektor ligiert. Vor der Transfektion wurde fur beide Konstrukte durch eine DNA-
Sequenzierung sichergestellt, dass keine Mutationen stattgefunden hatten.

Folgende Abbildung stellt den Klonierungsgang noch einmal dar:
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Abb.38: Subklonierung von (mucin) CXCL10-GPI. Oben dargestellt ist der fur die Subklonierung verwendete
Vektor pIRES2-EGFP, der die interne Ribosomenbindestelle (internal ribosome binding site [IRES]) zwischen
der ,,multiple cloning site* (MCS), in welche das jeweilig interessierende Gen hineinkloniert werden kann, und
dem Gen fiir das verbesserte grun fluoreszierende Protein (eGFP, enhanced green fluorescent protein) enthalt.
Aufgrund dieser internen Ribosombindungsstelle kénnen sowohl das eingefiigte Gen als auch eGFP als
Kontrolle separat von einer mRNA translatiert werden.

Unten findet sich eine Darstellung der MCS mit den Schnittstellen fiir Restriktionsenzyme. Nach Offnung des
Vektors mit EcoRI und Sall konnten die zuvor aufgereinigten Chemokinkonstrukte in den Vektor ligiert werden.

A) MAGNETOFECTION

Um die biologische Wirksamkeit der klonierten Proteine genauer untersuchen zu kénnen,
sollte ein Leukozyten-Adhdsions-Versuch (flow adhesion assay) angeschlossen werden. Bei
diesem werden Leukozyten (ber einen Endothelrasen geleitet und mittels Mikroskopie
maogliche Interaktionen wvon Leukozyt und Endothel beobachtet. Aufgrund von
Schwierigkeiten bei der Inkorporation exogen zugefuhrten CXCL10 entschied man sich
zugunsten einer transienten Tansfektion in humane mikrovaskulére Zellen. Zundchst wurde
der methodisch einfache und fir die Zellen schonende Ansatz mittels Magnetofection
angewandt. Die Transfektionsmethode richtete sich, wie oben beschrieben, nach dem
Protokoll der Firma Promocell. Um optimale Transfektionsbedingungen gewahrleisten zu
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kénnen, wurde in einer Vorversuchsreihe ein renilla-Luciferase enthaltendes Plasmid in
wechselnder DNA-Menge (von 1 pg bis 9 pg) in HMEC-Zellen transfiziert und nach 24h
nach vorhergehender Lyse im Luminometer mittels Messung der Luciferase-Aktivitat
analysiert. Als Negativkontrolle diente hier pIRES-eGFP-CXCL10-GPIl. Pro DNA-Menge
wurden 3 x 10° Zellen ausgewertet:
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Abb. 39: Bestimmung der Luciferase-Aktivitat als Mal? der Transfektionseffizienz mittels Magnetofection.
HMEC-Zellen wurden transient mit 1 bis 9 pg DNA eines CMV-renilla-Plasmids transient transfiziert. 24h nach
Transfektion erfolgte nach vorhergehender Zelllyse die Bestimmung der Luciferaseaktivitat im Luminometer. 3
x 10° Zellen wurden analysiert. Auf der Ordinate ist die Lumineszenz als Ausdruck der Luciferase- Aktivitat,
gemessen in relativen Lichteinheiten (relative light units [RLU]), auf der Abszisse die jeweils eingesetzte DNA-
Menge. Dargestellt sind die Mittelwerte aus drei unabh&ngigen Versuchen. Die dargestellten Balken geben die
Standardabweichung an.

Um die relativen Werte der Lumineszenz miteinander vergleichen zu kénnen, wurde fir jede
eingesetzte DNA-Menge die gleiche Anzahl Zellen analysiert. Fiir Werte von 3ug DNA pro 3
x 10° Zellen zeigt sich die héchste Lumineszenz und somit auch gréRte Transfektionsrate,
eine weitere Erhohung der eingesetzten DNA zeigt keine Verbesserung der Ergebnisse, im
Gegenteil ist hier ein deutlicher Abfall der Luciferase-Aktivitat zu erkennen, so dass von einer
geringeren Anzahl transfizierter Endothelzellen ausgegangen werden kann.

Fir die folgenden Transfektionen mit pIRES-eGFP-(mucin)-CXCL10-GPI wurden folglich 3
g DNA pro 300.000 HMEC-Zellen eingesetzt und der Erfolg 24 h nach Transfektion durch
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FACS-Analyse von 3 x 10 Zellen sowie zur visuellen Korrelation mittels
Fluoreszenzmikroskopie untersucht.

Negativkontrolle Transfizierte HMEC

CXCL10 positiv
CXCL10 positiv

CXCL10-Expression —»
CXCL10-Expression —»

Zellgroke —

Abb.40: Transiente Transfektion von HMEC mit pIRES2-eGFP-(mucin)-CXCL10-GPI mittels
Magnetofection. Auswertung der Effizienz durch FACS-Analyse (oben) sowie visueller Korrelation in der
Fluoreszenzmikroskopie (unten).

a) und b) In Vorversuchen mit CMV-renilla-Plasmid wurde bei einer eingesetzten DNA-Menge von 3 pg die
hochste Luciferase-Aktivitat bestimmt (oben), so dass die DNA-Menge auch anschlieend fiir die transiente
Transfektion mit pIRES-eGFP-(mucin)-CXCL10-GPI benutzt wurde. Die transfizierten Zellen wurden 24h nach
Magnetofection gegen CXCL10 gefarbt und mittels FACS analysiert. Die Primarantikdrper wurden mit PE-
konjugiertem anti-goat-1gG nachgewiesen, 3 x 10* Zellen wurden untersucht. Auf der Ordinate befindet sich die
Fluoreszenz als Ausdruck der Antikdrperbindung und somit CXCL10-Oberflachenexpression auf den HMEC-
Zellen, auf der Abszisse ist der ,,forward scatter als Mal} der ZellgroBe eingetragen. Links die Analyse fiir die
Isotypkontrollfarbung, rechts fir CXCL10.

c) und d) Zur visuellen Korrelation wurde eine geringere Anzahl von transfizierten Zellen zeitgleich mittels
Fluoreszenzmikroskopie auf ihre eGFP-Expression kontrolliert. Dargestellt sind ein représentativer
Bildausschnitt im Hellfeld c) sowie in der Fluoreszenz d) (VergréBRerung 175fach).

Wie man an dem exemplarisch gezeigten Diagramm fiir mucin CXCL10-GPI erkennen kann,
zeigen nur 3,2 % der untersuchten Zellen eine Expression von CXCL10 auf ihrer
Zellmembran, d.h. es kann nur von dieser geringen Anzahl erfolgreich transfizierter Zellen
ausgegangen werden. Dies wurde auch visuell in der Fluoreszenzmikroskopie untermauert.
Fur den Adhasionsversuch sollten jedoch mindestens 10-20% des Endothels das
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Chemokinkonstrukt auf ihrer Oberflache exprimieren, um mogliche Effekte auf die Endothel-
Leukozyten-Interaktion sinnvoll untersuchen zu kénnen.

Der Versuch wurde zu Zwecken der Reproduzierbarkeit wiederholt. Es konnte jeweils eine
nur ungeniigende Transfektionseffizienz von unter 5% erreicht werden, so dass im Anschluss
dieser Ansatz verlassen und die Methode der Elektroporation angewandt wurde.

B) ELEKTROPORATION

Die Transfektionsmethode richtete sich, wie oben beschrieben, nach dem von Hernandez et
al. publizierten VVorgehen. Zur Ermittlung der optimalen Transfektionsbedingungen wurden
systematisch die Variabeln Puffer und eingesetzte DNA-Menge untersucht. Vorversuche
hatten ein optimales Uberleben der transfizierten Zellen bei einer FBS-Konzentration im
Versuchspuffer von 30% ergeben. Zur Bestimmung der optimalen DNA-Menge wurden je 2 X
10° HMEC-Zellen mit 30 pg — 70 pg pIRES2-EGFP-(mucin)-CXCL10-GPI-Plasmid
transfiziert. Zu einem Zeitpunkt von 24h nach Transfektion erfolgte die Analyse der
detektierbaren CXCL10-Oberflachenexpression mittels FACS.

3 x 10° HMEC-Zellen wurden pro Ansatz untersucht, zusétzlich erfolge eine visuelle
Korrelation der Ergebnisse mit der Fluoreszenzmikroskopie.

a)

25

CXCL10 positive Zellen in %
H
o

5
Isotyp 50 30 40 50 60 70
Negativ- mucin CXCL10-GPI
kontrolle

Lg DNA
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Abb.41: Transiente Transfektion von HMEC mit pIRES2-eGFP-mucin-CXCL10-GPI mittels
Elektroporation. Die Auswertung der Effizienz erfolgte mittels FACS-Analyse. Pro Ansatz wurden jeweils 2 x
10° Zellen verwendet. Diese wurden in insgesamt 400 pl Versuchsmedium (RPMI 1640 mit 30% FCS) und der
jeweiligen DNA-Menge inkubiert und elektroporiert. Als Negativkontrolle wurde ein ebenfalls GPI-verankertes
Protein (pEF-OVA-GPI) transient transfiziert.

a) Das Histogramm zeigt den Anteil transfizierter Zellen in Prozent.

b) und c) Visuelle Bestdtigung der Daten mittels Hellfeld- b) sowie Fluoreszenzmikroskopie c) (175fache
Vergrofierung).

Ab einer eingesetzten DNA-Menge von 50 pg kdénnen reproduzierbar Transfektionsraten von
uber 20% erzielt werden. Dies ist auch visuell in der Fluoreszenzmikroskopie zu bestétigen.
Eine weitere Steigerung der eingesetzten Menge bedeutet keine verbesserte Effizienz, so dass
fiir alle folgenden Transfektionen 50 pg Plasmid pro Versuchsansatz verwandt wurden. Dies
bedeutet eine Anderung des von Hernandez et al. publizierten Protokolls, das eine DNA-
Menge von 30 pg fiir 2 x 10° Zellen postuliert.

FLow ADHESION ASSAY

Nachdem sich fur den Einsatz von 50 pg DNA fiir die Transfektion von 2 x 10°
Endothelzellen die besten Ergebnisse gezeigt hatten, wurde diese Menge eingesetzt, um die in
vivo Funktionalitdt der CXCL10-Konstrukte unter physiologischen Flussbedingungen zu
uberprufen. Der Versuchsablauf ist oben beschrieben, als Negativkontrolle wurde pIRES2-
EGFP-GPI transfiziert, wahrend des Versuches wurde eine Scherkraft von 0,4 dyn/cm?
erzeugt. Als Erinnerung sollen hier noch einmal die Auswertungskriterien genannt werden.
Als feste Adhésion wurde eine Leukozyt-Endothel-Interaktion von 30 sec, als rollende
Adhasion eine signifikante Anderung des zunachst schnellen Flusses der HUT78-Zellen im
Sinne einer Verlangsamung und Abweichung aus dem zentral laminaren Strom in Nahe des
Endothels definiert. Die Summe der detektierten Interaktionen wird als Ereignisse pro mm?
Endothel ausgedruckt.

Folgende Ergebnisse konnten generiert werden:
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Abb.42: ,Flow Adhesion Assay“ mit HUT78 und mit pIRES-eGFP-CXCL10-GPl und pIRES-eGFP-
mucin-CXCL10-GPI transient transfizierten mikrovaskularen Endothelzellen (HMEC)
a) Fluoreszenzmikroskopie nach Farbung gegen eGFP, darunter mit der Kamera aufgenommene Bilder zum

visuellen Eindruck stattgehabter Leukozyten-Endothelkontakte
b) Quantifizierung der Leukozyten-Endothel-Kontakte in Form von Rolling und fester Adhasion fur reinen

Puffer (), rekombinantes CXCL10 (rhCXCL10), eine GPI-verankerte Kontrolle sowie CXL10-GPI und mucin
CXCL10-GPI.
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Wie prinzipiell erwartet zeigten sich (wenn auch sehr geringe) Effekte auf das ,,rolling* sowie
die feste Adh&sion von HUT78-Zellen an das Endothel fir das CXCL10-Konstrukt, das
zusétzlich zur Membranverankerung die Mucindoméne tragt. Fur CXCL10-GPI war im
Vergleich zur GPI-verankerten Negativkontrolle (GFP-GPI), reinem Puffer sowie
rekombinanten CXCL10 ein schwacherer Effekt nachweisbar. Dies ist damit zu erkléren, dass
die Versuche mit einem unstimulierten Endothel durchgefiihrt wurden und somit keine
Hochregulation der endothelialen Zelladhdsionsmolekiile erfolgt war. Fir CXCL10-GPI ist
ein endothelialer Oberflachenbesatz mit ICAM und Selektinen Bedingung fur eine effektive
Leukozytenadh&sion. Das mit der Mucin-Domdne des Chemokins Fractalkine versehene
Konstrukt mucin CXCL10-GPI hingegen ist, wie erwartet, davon unabh&ngig. Fur den
beobachteten geringen Effekt auf die Leukozytenadhasion ist in diesen Versuchen nicht eine
vorherige Aktivierung der Endothelzellen und die damit verbundene Hochregulierung von
ICAM und Selektinen notwendig.

Durch die Entwicklung eines modifizierten Isolierungsprotokolls fur (mucin) CXCL10-GPI
wurde in der Zwischenzeit eine Aufreinigung der Chemokine in ausreichender Quali- sowie
Quantitat erreicht, so dass der Adhdasionsversuch mit exogen zugefiihrtem Protein wiederholt
werden konnte.

Rationale der neuen Methode ist hierbei die Verwendung eines Protein-Affinitats-tags (c-
myc), mit dem die Chemokinkonstrukte fusioniert wurden. Die Aufreinigung erfolgt in einem
Affinitatschromatographieschritt tiber die Bindung des Proteins an einen Antikdrper und die
anschlieBende Elution durch Verénderung des pH-Wertes zum Sauren. (Fir genaue
Informationen zur Methode siehe die Dissertation von Sophia Bocker.)

Fur die sich nun anschlieBenden Adhéasionsversuche wurden als Endothelzellen humane
dermale Endothelzellen (HDBEC) sowie als Leukozyten Nattrliche Killerzellen (YT-Zellen)
verwandt. Der Versuchsaufbau entsprach dem oben skizzierten, zusétzlich erfolgte bei der
Hélfte der Versuchsansétze eine Stimulation des Endothels mit 1 ng/ml IL-1(3. Dabei zeigten
sich folgende Ergebnisse:
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Abb.43: Flow adhesion assay mit YT-Zellen (Natirliche Killerzellen) sowie dermalen mikrovaskuléren
Endothelzellen (HDBEC) Quantifizierung der Leukozyten-Endothel-Kontakte in Form von Rolling und fester
Adhésion fur die verschiedenen Versuchsbedingungen. Wéhrend fir sdmtliche Kontrollbedingungen keine
nennenswerte Zell-Zell-Interaktion beobachtet werden kann, zeigen beide Chemokinkonstrukte sowohl mit
unstimuliertem als auch mit IL-1R vorbehandeltem Endothel deutliche Effekte. Die hohe Anzahl des Rollens
unter Einsatz von CXCL10-GPI (trotz nicht exogen stimulierten Endothels) lasst eine gewisse endogene
Aktivierung der Zellen vermuten.

Waéhrend bei Einsatz von Medium bzw. Vehikel (Puffer) keine nennenswerte Anzahl von
rollender bzw. fester Adhdsion zu beobachten ist, kann nach Gabe von 5ng/ml rekombinanten
CXCL10 ein zumindest geringflgiger Effekt beobachtet werden. Die Versuchsergebnisse
zeigen eine deutlich hohere Anzahl an Interaktionen flr beide Chemokinkonstrukte.

Erwartungsgemé&B sind hierbei sowohl fir das Rollen als auch die feste Adhdasion der
Natdrlichen Killerzellen an das Endothel nach Stimulation der HDBEC-Zellen mit 1I-1 und
konsekutiver Produktion von Selektinen und Integrinen wie z.B. E-Selectin und ICAM1 die
meisten Ereignisse zu konstatieren. Konkordant mit den theoretischen Uberlegungen ist
hierbei ein Effekt fir beide Proteine zu beobachten. Wahrend CXCL10-GPI mittels der
Chemokindomane nur eine bereits bestehende rollende Adhé&sion in eine feste tberfuhren
kann, ist mucin CXCL10-GPI dank der zusatzlich eingefugten mucin-&hnlichen Domane
Fractalkines in der Lage, unabhangig von der endothelialen Stimulation selbst eine rollende
Interaktion hervorzurufen. Dies zeigt sich in der héheren Anzahl der festen Adhdsionen im
Vergleich zu CXCL10-GPI.

Die Versuchsbedingungen mit stimuliertem Endothel kdnnen durchaus mit physiologischen
verglichen werden, da im peritumoralen Gewebe h&ufig ein inflammatorisches Milieu und
somit Ausschiittung von IL-18 vorliegt.
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Idee des Projektes war es jedoch, eine von Begleitumstdnden wie vorheriger
Endothelaktivierung weitgehend unabh&ngige Maoglichkeit der Rekrutierung von Leukozyten
zu demonstrieren. Wie bei den Versuchen mit dem transient transfizierten Endothel lassen
sich auch ohne vorherige Stimulation Zell-Zell-Interaktionen fur hier beide Proteinkonstrukte
beobachten. Dabei lassen sich fir mucin CXCL10-GPI im Vergleich zu CXCL10-GPIl mehr
Ereignisse detektieren. Dies untermauert die Funktionalitat der vom Chemokin Fractalkine
ubernommenen Mucin-Doméne, die ein Ligand fir auf Leukozyten exprimiertes L-Selectin
ist. Auch CXCL10-GPI zeigt unter den nicht-stimulierten Versuchsbedingungen eine im
Vergleich zu den Kontrollbedingungen erstaunlich hohe Zahl an rollenden Adhé&sionen, zumal
das Protein allein nicht in der Lage sein sollte, eine rollende Adhdsion zu vermitteln. Diese
Beobachtung kann durch eine geringgradige Stimulierung des Endothels unter in vitro
Bedingungen erklart werden, so dass die Endothelzellen einen gewissen Satz an
oberflachlichen Adhasionsmolekiilen exprimieren.

PROLIFERATION

Zusétzlich zu der chemotaktischen Wirkung sind fiir CXCL10 in der Literatur angiostatische
Effekte beschrieben worden (Strieter et al., 1995; Angiolillo et al., 1995), was auch in einem
humanen Tumormodell bestatigt werden konnte (Arenberg et al., 1996).

Sollte dies auch fir die Konstrukte (mucin) CXCL10-GPI gelten, ware eine zweifache
Wirkung der Proteine denkbar: Nach peritumoraler Injektion wirde a) die kdrpereigene
Immunabwehr stimuliert und b) das Tumorwachstum sowie die Metastasierungspotenz durch
Hemmung der Ausbildung neuer BlutgefaBe vermindert. Um den Effekt der
Chemokinkonstrukte darzustellen, koénnen mikrovaskulare Endothelzellen (als Vorlaufer
neuer BlutgefdRe) mit dem jeweiligen Protein versehen werden. Nach bestimmten
Zeitintervallen kann dann die Zellzahl pro Versuchsansatz als Marker fir die
angiogenetischen Prozesse bestimmt und verglichen werden.

Auch die Proliferationsversuche wurden mit dem nach neuem Protokoll isolierten CXCL10
durchgefuhrt. Um den konzentrations- und zeitabhangigen Einfluss von CXCL10-GPI und
mucin CXCL10-GPI auf die Proliferation von Endothelzellen und somit die Angiogenese zu
bestimmen, wurden HDBEC-Zellen wie oben beschrieben fiir 24h, 48h oder 72h mit
verschiedenen Konzentrationen der beiden Proteinkonstrukte inkubiert und anschlielend
analysiert. Abbildung 44 zeigt die Ergebnisse graphisch:
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Abb.44: CXCL10-GPI und mucin CXCL10-GPI hemmen die Proliferationsaktivitat von HDBEC-Zellen
5x10* HDBEC-Zellen wurden am Vortag des Versuches in 100 pl Medium in Flachbodenplatten ausgesat. Nach
12h wurden die Zellen in zusatzfreiem Medium kultiviert. Nach weiteren 12h wurde das jeweilige
Proliferationsmedium (1% Supplement MV) hergestellt, mit den jeweiligen Zusatzen auf jeweils 200 pl
angesetzt und gegen das zusatzfreie Medium ausgetauscht. Nach einer Inkubationszeit von 24h, 48h bzw. 72h
wurden je 50 pl einer 1 mg/ml MTT-L6sung hinzugegeben. Es wurde 3 h bei 37 °C inkubiert, daran
anschlieBend erfolgte fur 5 min eine Zentrifugation bei 2000g. Nun wurde der Uberstand verworfen, die
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entstandenen Formazankristalle mit je 100 pl Isopropanol und 0,4 N HCL gel6st und die Lichtabsorption bei 550
nm am ELISA-Lesegerat gemessen.

Wéhrend nach Inkubation der mikrovaskularen dermalen Endothelzellen mit denaturiertem
Protein sowie rekombinanten CXCL10 in verschiedenen Konzentrationen kein eindeutiger
Effekt auf die Proliferation in Vergleich zu einem Versuchsansatz mit reinem Medium zu
konstatieren ist, lasst sich sowohl fur CXCL10-GPI als auch fir mucin CXCL10-GPI ein
deutlicher Effekt darstellen. Auch wenn die Proliferation nicht vollstandig gestoppt werden
kann, wird durch beide Proteine zeit- und konzentrationsabhangig die Zellteilung in ihrer
Kinetik deutlich verlangsamt.

Fir das rekombinante Protein wurden im Vergleich zu den Konstrukten viel hthere Mengen
an Protein eingesetzt. Dies ist damit zu erkldren, dass nicht-modifiziertes CXCL10 als
l6sliches Protein in nicht gentigender Menge an den Endothelzellen zur Verfiigung steht. Im
Gegensatz dazu werden die beiden rekombinanten Konstrukte mit Hilfe ihres GPI-
Membranankers effizient in die Zellmembran inkorporiert. Durch die so fixierte Wirkung in
lokal hoherer Konzentration scheint (mucin-) CXCL10-GPI noch deutlich wirksamer als die
rekombinante Kontrolle zu sein. Der angiostatische Effekt konnte durch eine bessere
Interaktion des Chemokins mit seinem Rezeptor CXCR3 als auch durch nicht-Rezeptor-
vermittelte Wirkungen wie die direkte Bindung von Wachstumsfaktoren wie VEGF oder
bFGF-2 oder Inhibition derer Rezeptorinteraktionen geschehen.

Dies ist v.a. fur den Einsatz in einem in vivo Experiment von Bedeutung, da hier —mehr noch
als unter in vitro Versuchsbedingungen- Verdiunnungseffekte eine Rolle spielen kdnnen.
Durch die Verankerung konnten schon geringe Mengen eines exogen zugefiihrten Adjuvans
einen angiostatischen Effekt hervorrufen.
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V DISKUSSION

Nach den Kkardiovaskularen Erkrankungen stellen Malignome in Deutschland die
zweithaufigste Todesursache dar. Zur Charakterisierung der entarteten Zellen kénnen hierbei
vor allem zwei Eigenschaften angeflihrt werden: Zum Einen die Zellvermehrung, die
unabhéngig von externen Signalen ablauft und zum Anderen die Fahigkeit, in Gewebe
einzudringen und somit auch in weit entfernten Arealen des Kdérpers Kolonien zu bilden
(Metastasierung). Beide Eigenschaften werden durch genetische Alterationen vermittelt. Die
meisten Mutationen entstehen durch intrinsische Fehler der DNA-Replikation, wobei eine
einzelne genetische Lasion meistens nicht fir die Entstehung einer malignen Neoplasie
ausreicht; der maligne Phénotyp wird nur erreicht, wenn mehrere, in der Regel flinf bis zehn,
Mutationen zur Fehlsteuerung einiger Genprodukte fihren. Die héaufigsten genetischen
Anderungen sind hierbei die Aktivierung von Protoonko- oder die Inaktivierung von
Tumorsuppressorgenen. Als direkte Folge werden Signalprozesse ihrer Regulierung von
aullen entzogen und somit eine ungehemmte Abfolge des Zellteilungszyklus, eine
Loskopplung der Kontaktinhibition und eine veranderte Expression von membrangebundenen
als auch sezernierten Proteinen erreicht. Neoplastische Zellen zeichnen sich z.B. durch eine
gesteigerte Angioneogenese, aber auch durch ein verdndertes Membranproteinprofil aus.

Die Anstrengungen in der Tumortherapie stitzten sich bisher vornehmlich auf die groRen
Saulen Chirurgie, Chemotherapie, Strahlentherapie und Immuntherapie, wobei unter
kurativen Gesichtspunkten eindeutig der Chirurgie der grote Stellenwert eingeraumt werden
muss. Das vorrangige Ziel der Malignombehandlung besteht in der Beseitigung der entarteten
Zellen, wobei hier die chirurgische, mdglichst vollstandige Resektion im Vordergrund steht.

Die Chemotherapie kommt vor allem bei der Behandlung bereits generalisierter Leiden mit
entsprechend palliativer Zielsetzung zur Anwendung. Als Teil multimodaler Bemihungen
wird sie aber auch neoadjuvant, d.h. vor der Operation mit dem Ziel -einer
Tumormassenverkleinerung, oder adjuvant, d.h. nach einer Operation mit dem Ziel einer
vollstdndigen Vernichtung operativ nicht fassbarer Mikrometastasen eingesetzt. Je nach
eingesetztem Chemotherapeutikum ist die Behandlung mit mehr oder weniger Toxizitat und
Nebenwirkungen versehen und zudem auch psychisch mit erheblichen Belastungen fiir die
Betroffenen verbunden.

Die Strahlentherapie ist nur fur eine kleine Anzahl verschiedener Entitaten sinnvoll, wobei die
jeweilige Krankheit in einem lokalisierten Stadium erfasst werden muss. Bereits grol3e lokale
Strahlenfelder wie z.B. das friiher in der Therapie des Mb. Hodgkin oft benutzte Mantelfeld,
das eine Bestrahlung des fast gesamten Thorax vorsah, sind mit einer betrachtlichen
Nebenwirkungsrate verbunden. Neben den akuten Schéden sei auch die wesentlich erhéhte
Inzidenz von leukdmischen Folgeproblemen erwahnt.
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Vor diesem Hintergrund erscheint die Entwicklung neuer Behandlungsstrategien als
sinnvolles Unterfangen. Mit den steigenden Kenntnissen Uber Akteure, Vorgénge und
gegenseitige Interaktionen der verschiedenen Komponenten des menschlichen Immunsystems
versucht man auch im Rahmen der Tumortherapie neue Wege zu betreten. Verschiedene
Ansatze werden hierbei verfolgt.

Allogene und autologe Stammzelltransfusionen werden genauso wie mogliche Tumorvakzine
oder die Stimulation Antigen-prasentierender dendritischer Zellen experimentell auf ihre
Effizienz untersucht. Allen diesen Konzepten ist der Gedanke der Uberragenden Bedeutung
der T-Zell-vermittelten Immunitdt gemeinsam: Das Wissen um die Vorgange, die bei der
allogenen Knochenmarkstransplantation, dem damit verbundenen adoptiven T-Zell-Transfer
und einer sich anschlieBenden Fremderkennung des Malignoms durch Spenderleukocyten
beobachtet werden kdnnen, gilt hierbei als Beweis der Fahigkeit von T-Zellen, Tumorzellen
abzutdten. Hauptproblem der praktischen Verwendbarkeit aller theoretischen Uberlegungen
liegt momentan jedoch in einer oftmals mangelnden Akkumulation der Effektorzellen im
entarteten Gewebe (Okada, 2006).

Daher erscheinen Chemokine aufgrund ihrer chemotaktischen Eigenschaften als mogliche
Losung dieses Problems. Eine lokale Modulierung der Mediatorkonzentrationen kénnte zu der
erhofften gezielten Rekrutierung einer ausreichenden Anzahl von Effektor-T-Zellen mit
konsekutivem Anti-Tumor-Effekt flihren. Als bisherige Strategien wurden eine direkte
Applikation von Chemokinen sowie ein retroviral vermittelter Transfer der entsprechenden
Gene in die maligne entarteten Zellen verfolgt (Homey et al., 2002; Okada, 2005). Der
mangelnde Erfolg beider Methoden beruht zum Einen auf der schnellen systemischen
Verdinnung bei direkter Injektion sowie der bereits beschriebenen verhinderten Extravasation
aufgrund einer zu friihzeitig einsetzenden Aktivierung der Abwehrzellen. Zum Anderen ist
ein Einschleusen von Genen Uber Vektoren mit einer groBen Ungewissheit beziiglich
Effizienz und anschlielender Expression verbunden (Liu et al., 2007).

Der hier verfolgte Ansatz, in Zellmembranen verankerbare Proteine zu benutzen, umgeht
diese Problematik: Da Proteine benutzt werden, ist man von moglichen Expressions- und
Translationsniveaus unabhéngig; die Membranverankerung verhindert eine fruhzeitige
Aktivierung der Leukozyten, erzeugt den gewiinschten lokalen chemotaktisch wirksamen
Gradienten und ist somit nah an der physiologisch beobachtbaren Wirklichkeit.

., Interferon-inducible protein of 10 kDa* (IP-10 / CXCL10) entfaltet seine pro-
inflammatorische Wirkung aufgrund chemotaktischer Effekte auf Naturliche Killer— und
TH1- Zellen. Eine anti-tumordse Wirksamkeit ist bereits vor geraumer Zeit beschrieben
worden. Es konnte durch Rekrutierung aktivierter Monozyten, T-Lymphozyten und
polymorphkernigen Zellen das Tumorwachstum von murinen mammaren Adenocarcinomen
sowie Plasmozytomen signifikant eindammen.
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In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass ein Fusionsprotein aus Membrananker
und Chemokin (CXCL10-GPI) in Zellen des chinesischen Hamsters stabil exprimiert werden
kann. Dies wurde durch Fusion der cDNA von CXCL10 mit der Signalsequenz zur
Verankerung des Zelladhasionsproteins LFA-3 erreicht. In einem zweiten Schritt wurde
dieses Modell um die Mucin-ahnliche Doméne von CX3CL1 erweitert, was eine leukocytare
Diapedese ohne Abhéangigkeit von Adhésionsmolekilen ermdglichen sollte.

All diese erhofften Effekte setzten zundchst eine quantitativ als auch qualitativ ausreichende
Isolierung aus den Chinesischen Hamsterzellen und die biologische Funktionalitat der
Konstrukte voraus. Die genaue Kenntnis der in allen folgenden Versuchen benutzten
Proteinkonzentrationen ist fur die wissenschaftliche Interpretation und Verwertbarkeit aller
erhaltenen Ergebnisse essentiell. Daher ist der Arbeitsschritt der Entwicklung eines
standardisierten, sicher reproduzierbaren Aufreinigungsprotokolls von gréfiter Bedeutung.

Als Problem erwies sich die geringe Ausbeute des Proteins unter Einsatz der konventionellen
proteinchemischen Methoden. Dabei erschien bereits die initiale Solubilisierung des
menbranverankerten Proteins mit Triton X-100 als nicht optimal. Nur eine bereits initial
geringe Menge der Proteine konnte mittels des Detergens extrahiert werden. Diese
Beobachtung stimmt gut mit friiheren Studien Uberein, die zeigten, dass GPI-verankerte
Proteine in Sphingolipid- und Cholesterol-reichen Mikrodoméanen der Zellmembran
akkumulieren und sogenannte LipidfloRe (lipid rafts) bilden. Durch diesen Prozess werden
die Proteine unempfindlich gegenuber einer Solubilisierung mit Triton X-100 bei 4°C
(Schroeder et al., 1998). Diese Eigenschaft wurde friiher sogar zur ldentifikation von GPI-
verankerten Proteinen verwendet (Hooper und Turner, 1988).

Die Proteinbestimmungsmethode nach Bradford konnte keine Konzentration des
Proteinkonstruktes ermitteln. Dies gelang fir CXCL10-GPI mit Hilfe der Methoden eines
spezifischen ,,enzyme linked immunosorbent assay*“ (ELISA), die Konzentrationen befanden
sich jedoch stets im unbefriedigenden Nanogrammbereich, wobei hier noch einmal auf die
bereits initial geringe Proteinmenge hingewiesen werden soll. Fir mucin CXCL10-GPI
konnte auch mittels ELISA keine Proteinkonzentration des Isolats bestimmt werden.

Eine Analyse der jeweiligen Chromatographieschritte ergab, dass als groRtes Problem neben
den Verlusten aufgrund unzureichender Bindung des Proteins v.a. in der Polymerisierung von
CXCL10 liegt, was die Elution von der Sdule erschwert und vor allem wahrend des letzten
Schrittes der Gelfiltration beobachtet wird. Diese Polymerisierung ist ein unter
physiologischen Bedingungen stattfindender VVorgang, der fir die Funktion der Chemokine in
vivo von Bedeutung ist (Proudfoot et al., 2003); im Rahmen der Aufreinigung schien es
jedoch zur Ausbildung grof3er Oligo- bis Polymere zu kommen, was eine héhere Ausbeute
verhinderte.

Neben dem quantitativen Problem muss die nicht perfekte Qualitat des Isolats auch nach allen
Reinigungsschritten Kkritisch erwéhnt werden. Die Ergebnisse der Silberfarbung zeigten stets

115



eine gewisse Anzahl verunreinigender Nebenproteine, die ihrerseits eine Interaktion mit
CXCL10 eingehen und so einen gewissen Effekt auf die VVersuchsergebnisse ausuben kénnen.
Wéhrend CXCL10-GPI nach den Chromatographieschritten relativ rein isoliert werden
konnte, zeigte sich fir mucin CXCL10-GPI aufgrund der Polymerisations-Problematik bei
Einsatz der Gelfiltration und dem damit verbundenen Verwerfen dieser Isolierungsmethode
konsequenterweise ein groRerer Anteil verunreinigender Nebenproteine.

Unter dem primdr verfolgten Aufreinigungsschema scheiterten sdmtliche nachfolgenden
funktionellen Versuche an der zu geringen eingesetzten Proteinmenge. Trotzdem sollte die
Fahigkeit besonders von mucin CXCL10-GPIl, Leukozytensubpopulationen aus dem
Blutstrom zu rekrutieren, nachgewiesen werden.

Zu diesem Zweck wurden mikrovaskulére Endothelzellen transient mit CXCL10-GPI bzw.
mucin CXCL10-GPI transfiziert. Dabei zeigte die - fur die Zellen als schonender erachtete -
Magnetofection auch nach Modifizierung der Versuchsparameter keine ausreichende
Effizienz, so dass dieser Ansatz verlassen und die Methode der Elektroporation versucht
wurde. Hier konnten nach geringfiigiger Modifizierung des von Hernandez et al. 2004
beschriebenen Protokolls unter Einsatz von 50 g anstatt der in der Publikation empfohlenen
30 pg Plasmid-DNA konstant ausreichende Transfektionsraten von >20% erreicht werden.
Somit konnte der bislang - unter Verwendung der Isolate - nicht auswertbare
Zelladhasionsversuch wiederholt werden.

Die Experimente konnten zeigen, dass bei Scherkraften von 0,4 dyn/cm2 sowohl rollende als
auch feste Adhasionsereignisse detektiert und quantifiziert werden konnen. Im Vergleich zur
Negativkontrolle war fir (mucin) CXCL10-GPI zumindest einen Trend zu einer gesteigerten
Anzahl sowohl von ,,rolling* als auch von ,,firm adhesion* erkennbar.

Dies entspricht dem erwarteten Einfluss von (mucin) CXCL10-GPlI auf die
Lymphozytenpopulation und beweist die Richtigkeit des Konzeptes der durch die
Chemokinkonstrukte  beeinflussbaren ~ Migration und  Diapedese = menschlicher
Abwehrzellensubsets. Besonders erwéhnenswert ist die Tatsache, dass der Versuch auch ohne
vorherige Stimulierung des Endothels mittels IL-1} durchgefiihrt werden konnte. Der Trend
zur vermehrten Adhdsion der HUT78-Lymphozyten an das Endothel ist somit nicht einer
Hochregulierung von Zelladh&sionsmolekilen, sondern vielmehr dem Chemokinkonstrukt
zuzuschreiben.

Als Nachteil des Versuchsaufbaus muss allerdings die schwierige Auswertung der Ergebnisse
genannt werden: Die Quantifizierung der Ereignisse unterliegt methodenbedingt (rein visuelle
Auswertung) einer nicht unerheblichen Subjektivitat des jeweiligen Beobachters. Des
Weiteren kénnen bei vielen simultan ablaufenden Vorgangen einige der Aufmerksamkeit des
Auswertenden entgehen.
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Anstrengungen zur besseren Standardisierung des Auswertungsvorganges und der damit
verbundenen besseren Reproduzierbarkeit des jeweiligen Ergebnisses umfassten eine
Aufteilung des Sichtfeldes in mehrere kleine Felder und eine anschlieRende getrennte
Auswertung der einzelnen Bereiche. Dadurch konnte die Varianz in einem gewissen Rahmen
reduziert werden. Dennoch konnte nur durch eine vollig automatisierte Z&hlung der
Ereignisse fur eine unabhangige und zuverlassig jederzeit reproduzierbare Interpretation der
einzelnen Versuche gesorgt werden.

Wahrend dieser Versuche gelang es, parallel eine neue Methode der CXCL10-Aufreinigung
zu entwickeln. Fur Einzelheiten wird auf die Dissertation von Frau Sophia Bocker verwiesen.
Im Folgenden soll hier nur das zugrunde liegende Konzept der Aufreinigung der
Proteinkonstrukte ber eine einstufige Affinitatschromatographie nach vorheriger Fusion mit
dem kleinen ,,c-myc “-tag erwéhnt werden. C-myc interagiert dabei mit dem Immunglobulin
9E10, die Reinigung erfolgt Gber eine Elution mit pH-Verschiebung ins Saure.

Als weiterer Schritt auf dem Weg zum in vivo Experiment konnte nun der Adhé&sionsversuch
unter Einsatz der aufgereinigten Proteine, diesmal unter Verwendung einer NK (Nattrlichen
Killer) —Zelllinie und dermalen mikrovaskularen Endothelzellen (HDBEC) durchgefiihrt
werden. Dieser bestdtigte die prinzipielle Unversehrtheit des GPI-Ankers sowie die
Maoglichkeit der Zellrekrutierung v.a. durch mucin CXCL10-GPI, wobei auch hier ohne
vorherige Stimulation des Endothels mit Interleukinen ein guter Effekt konstatiert werden
konnte. Auch wenn fur CXCL10-GPI ohne vorherige Zugabe von IL-18 Rollen sowie feste
Adhésionen beobachtet werden konnten und somit auf eine gewisse endogene Stimulation des
Endothels wahrend des Versuches geschlossen werden muss, spricht die héhere Anzahl der
detektierten Ereignisse, vor allem des Rollens, fir die Richtigkeit des Konzeptes. Aufgrund
der vom Chemokin Fractalkine Ubernommenen Mucin-artigen Doméne besitzt mucin
CXCL10-GPI intrinsisch die Mdoglichkeit der Vermittlung des von weiteren Faktoren
unabhdngigen Rollens mit konsekutiver fester Adhdsion von Leukozyten an das Endothel.

Zusétzlich wurde die angiostatische Potenz beider Proteinkonstrukte untersucht.

CXCL10 hemmt die Ausbildung neuer BlutgefaRe, ein wachstumshemmender Effekt auf
humane Tumorzellen (Arenberg et al., 1996) ist ebenfalls bereits in der Literatur beschrieben
worden. Die Frage war nun, ob die Proteinkonstrukte diese Fahigkeit ebenfalls besitzen oder
im Zuge der Modifikation verloren haben.

Im Versuch mit mikrovaskuldren dermalen Zellen zeigte sich nicht nur eine verbliebene
Funktion von (mucin) CXCL10-GPI, im Vergleich zu der rekombinanten Kontrolle waren
- aufgrund der lokalen Verankerung- deutlich geringere Mengen eingesetzten Proteins sogar
starker wirksam.

Somit bestétigt sich ein zweiter vielversprechender Mechanismus von CXCL10 fur die anti-
tumorale Therapie:
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Neben Anlockung der ,,passenden* (gegen den Tumor gerichteten) Leukozytenuntergruppen
wird zusétzlich eine Verminderung der Wachstumspotenz des Tumors durch den
angiostatischen Effekt erzielt. Dies kann wiederum eine geringere Metastasierungspotenz des
Primarius zur Folge haben, da weniger neue GeféalRe ausgebildet werden und somit die
h&matogene Aussaat erschwert wird.

Noch einmal zusammengefasst waren die konventionellen Methoden der Proteinisolierung
(Heparin-Affinitats-, Kationenaustauscher- sowie Gelfiltrationschromatographie) nicht in der
Lage, die beiden CXCL10-Konstrukte in ausreichender Quanti- sowie Qualitat zu generieren.
Die Richtigkeit der Grundthese der angiostatischen (Proliferationsversuch) sowie migration-
sowie Diapedese-fordernden Wirkung (Leukozytenadhadsionsversuch mit einem transient die
Chemokinkonstrukte exprimierenden Endothel) von CXCL10 konnte jedoch belegt werden,
so dass weitere Modifikationen des Isolierungsprotokolls entwickelt wurden. Kurz vor dem
Ende dieser Arbeit gelang unter Verwendung einer neuen Methode (c-myc) der Durchbruch,
dies wird in der Dissertation von Frau Sophia Bdcker ausfihrlich behandelt. In Zukunft kann
somit der bislang nicht realisierte Mausversuch (Modell des kutanen T-Zell-Lymphoms) zur
Uberpriifung der Funktionalitat des Konstruktes in vivo geplant werden. Sollte dieser positive
Ereignisse zeigen, ware auch der kombinierte Ansatz von Chemokinen mit anderen
adjuvanten Methoden denkbar.

So ist eine Kombination des Chemokin-Konstrukts mit Inhibitoren der Matrixproteasen, die in
der Invasion sowie Metastasierung von Tumorzellen eine wichtige Rolle spielen, moglich.
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VI AUSBLICK

Der Adhésionsversuch erbrachte wichtige Hinweise zur Richtigkeit des Prinzips der
Funktionalitdat der Konstrukte. Mithilfe des mucin CXCL10-GPI-Produkts kann auch an
unstimuliertem Endothel eine Leukozytenadhasion erreicht werden.

Im Proliferationsversuch konnte die bekannte angiostatische Funktion von CXCL10 auch fur
beide Konstrukte in einer gréReren Potenz, verglichen mit rekombinantem Protein, gezeigt
werden.

Die Madglichkeiten der therapeutischen Nutzung sind bereits in der Einleitung dargelegt
worden, sollen hier aber noch einmal unterstrichen werden:

Durch die Anwendung des modifizierten Chemokins direkt in der peritumoralen Region kann
die Voraussetzung fir die Rekrutierung eines spezifischen Leukozytensubsets geschaffen und
so die Immunantwort lokal stimuliert werden.

Durch die Verwendung der von dem Chemokin ,Fractalkine* (CX3CL1) gewonnenen
Mucin-dhnlichen Domaéne ist ein Umgehen der ersten beiden Schritte des ansonsten
schematisch ablaufenden Diapedese-Prozesses der Leukozyten mdglich. Die Vorgange des
initialen Rollens (rolling) und der anschliefenden Triggerung der Leukozyt-Endothel-
Interaktion (triggering) werden tbersprungen und somit die Extravasation der Effektorzellen
vereinfacht. Zusatzlich kann durch den GPI-Membrananker das Konzept des ,,cell paintings*
verwirklicht werden.

Des Weiteren sind beide Konstrukte angiostatisch wirksam und kdnnen sowohl das
Wachstum des Primartumors als auch seine Metastasierungspotenz vermindern.

Zusétzlich  kann die Wirksamkeit der Therapie durch die Kombination mit
Metallmatrixproteasen-Inhibitoren noch weiter gesteigert werden. Die Bedeutung von
(Metallo-)Matrixproteasen (MMP) fiir Tumorinvasion und —metastasierung ist seit geraumer
Zeit bekannt (Bode und Maskos, 2003). Die Aktivitdt der MMP kann jedoch durch
entsprechende Inhibitoren, die ,,tissue inhibitors of matrix metalloproteinases* (TIMP)
gebremst werden (Bode et al., 1999: Brew et al., 2000).

Ferner scheint diese Proteingruppe auch die Prozesse der Empfindlichkeit gegenlber
apoptotisch wirksamen Signalen beeinflussen zu kénnen (Krammer et al., 2000; Li-Weber
und Krammer, 2003). Tumore, die sonst gegenuber der zytotoxischen Aktivitdt CD8- oder
Naturlicher Killerzellen resistent waren, kdnnen durch die Behandlung mit TIMP wieder
resensitiviert werden (Strand et al., 2004). Auch hier erdffnet die Verknlipfung mit einem
Membrananker (GPI) neue Mdglichkeiten (Djafarzadeh et al., 2004).
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Besonders interessant erscheint so die Anlockung der ,,passenden* Abwehrzellen durch
CXCL10-basierte Proteinkonstrukte und die nachfolgend erhohte Wirksamkeit der
zytotoxischen T-lymphozytaren Immunabwehr durch TIMP-vermittelte Wirkungen.

Verbesserte Anti-
Tumor-Aktivitat
durch Kombination
beider Ansatze

TIMP-GPI

Abb.45: Mdglichkeiten der Interaktion und gegenseitigen Verstarkung der anti-tumor-Aktivitat zweier
Anséatze

a) Zunachst steht die Optimierung der Rekrutierung zytotoxischer T-Zellen durch mithilfe von GPI-Ankern in
der Zellmembran inkorporierten Chemokinen im Vordergrund: Das GefalRendothel wird durch Zugabe des
Mediators in einen Status gebracht, der mit dem einer Entziindung vergleichbar ist. b) Der Effekt des GPI-
Chemokins soll zu einer Verstarkung der zytotoxischen Aktivitat der T-Zellen flhren. ¢) Durch Zugabe GPI-

verankerten TIMP wird die Sensitivitat der Tumorzellen gegentber den T-Zellen gesteigert. (Mit freundlicher
Genehmigung von Peter J. Nelson)

Allerdings sind vor Testung dieses kombinierten Ansatzes noch weitere Versuche notwendig.
Né&chstes Ziel sollte primadr ein positives in vivo Experiment der aufgereinigten Proteine sein.
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VIl ABKURZUNGSVERZEICHNIS

BSA bovines Serumalbumin
CD cluster of differentiation

copy-DNA , DNA-Kopie von mRNA-
cDNA Molekdilen

chinese hamster ovary Zellen, Ovarzellen aus
CHO-Zellen chinesischem Hamster

critical micelle concentration, kritische
CMC Mizellenkonzentration
ConA Concavalin A
DAF decay accelerating factor
DEAE Diethylaminoethyl
dFBS dialysiertes fotales Rinderserum
dhfr Dihydrofolatreduktase
D-MEM Dullbecco’s Modified eagle’s Medium
DMSO Dimethylsulfoxid
dNTP Deoxynukleotidtriphosphat
E. coli Escherichia coli
EGF epidermal growth factor
EGFP enhanced green fluorescent protein
ELISA enyzme linked immunosorbent assay
ER endoplasmatisches Reticulum
FACS fluorescence activated cell scanning
FBS fotales Kalberserum
FITC Fluorescein-Isothiocyanat
FPLC fast protein liquid chromatography
G418 Geneticidinsulfat
GPI Glykosylphosphatidylinositol
G-Protein Guaninnukleotid-bindendes Protein
HBSS Hank’s balanced salt solution
HDBEC Human dermal blood endothelial cells
HMEC humane mikrovaskulére Endothelzellen

HT-Supplement Mischung aus Hypoxanthin und Thymidin

ICAM-1 intercellular adhesion molecule 1
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polymerase chain reaction,
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Phycoerythrin
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Polyvinylindenfluorid
rekombinantes humanes CXCL10
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Park Memorial Institute

reverse Transkriptase
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transforming growth factor B,
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Tissue inhibitor of metalloproteinasen
Triton X-100, hydrogenisiert
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