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1. Einleitung

1.1.  Einfihrung

Von entscheidender Bedeutung fiir die Abwehr von Krankheitserregern ist die Mobilitdt der
Zellen des Immunsystems. Ein komplexes Signalnetzwerk ist erforderlich, um zu gewéhrleisten,
dass die unterschiedlichen Zellen des Immunsystems zur richtigen Zeit an den richtigen Ort
geleitet werden. Dieses Netzwerk wird im wesentlichen aus Zelloberflichenmolekiilen und
l16slichen Botenstoffen, den Zytokinen (z.B. Chemokine, Interferone, Interleukine, Kolonie-
stimulierende Faktoren, 16sliche Zytokinrezeptoren) gebildet. Die Proteinfamilie der Chemokine
spielt dabei eine Schliisselrolle: Chemokine gelten als die wichtigsten Regulatoren fiir die
Positionierung der unterschiedlichen Zellen des Immunsystems. Durch die komplexe Interaktion
zwischen Chemokinen und ihren Rezeptoren wird die Migration von zahlreichen Zelltypen
zwischen Blutbahn, Lymphgefdf3system, Inflammationsorten sowie den sekundiren
lymphatischen Organen reguliert.

Dariliber hinaus sind sie auch fiir homeostatische Funktionen des Immunsystems, wie
beispielsweise fiir die Etablierung der komplexen Architektur der sekundédren lymphatischen
Organe und fiir die Zielortbestimmung (,,homing®) von Leukozyten essentiell notwendig
(Butcher & Picker 1996; Cyster 1999; Baggiolini 2001; Kunkel & Butcher 2002).

Chemokine sind einerseits filir die selektive Rekrutierung von Effektorzellen an den
Infektionsherd verantwortlich — ein Prozess, der von wesentlicher Bedeutung fiir den Erfolg
einer Immunantwort und damit fiir die Uberwindung einer Infektion ist. Auf der anderen Seite
konnen Chemokine jedoch auch fiir die fehlgesteuerte Rekrutierung von Leukozyten
verantwortlich sein und dadurch eine entscheidende Rolle in der Pathogenese verschiedener
Erkrankungen spielen (z.B. rheumatoide Arthritis, Arteriosklerose, chronisch entziindliche
Darmerkrankungen, Multiple Sklerose, allergische Erkrankungen wie Asthma, atopische
Dermatitis) (Luster 1998; Homey & Zlotnik 1999; Gerard & Rollins 2001; Baggiolini 2001).

Die Chemokine besitzen dariiber hinaus noch eine Vielzahl weiterer Funktionen, auf die noch

ndher eingegangen wird.



1.2.  Struktur der Chemokine, Einordnung von ATAC

Die zur Gruppe der Zytokine gehdrende Chemokin-Superfamilie stellt eine groBe Klasse von
chemotaktischen Zytokinen dar mit mittlerweile mehr als 50 Vertretern. Chemokine sind
strukturell verwandte (Homologie auf AS-Ebene 20-90%; Fernandez & Lolis 2002), kleine
(Molekulargewicht 6-14 kDa bzw. 68-130 AS), sezernierte, basische, Heparin-bindende
Proteine, zu deren wesentlichen Aufgaben die (chemotaktische) Anlockung von Zellen an den
Ort einer inflammatorischen Reaktion gehort (Baggiolini et al. 1994).

Die Chemokine werden auf der Basis der Anzahl und Anordnung von konservierten
Cysteinresten in vier Gruppen unterteilt: CXC-, CC-, CX3C- und C-Familie (Rollins 1997;
Zlotnik & Yoshie 2000). Die CXC- und die CC-Chemokine, also die beiden Hauptgruppen,
sowie das Fractalkine als einziger Vertreter der CX3;C-Chemokine, besitzen jeweils vier
konservierte Cysteinreste, die zwei essentielle Disulfidbriicken ausbilden (Cys1-Cys3 und Cys2-
Cys4), wobei bei den CXC-Chemokinen die beiden Cysteinreste durch eine nicht konservierte
AS voneinander getrennt sind, wihrend sie bei den CC-Chemokinen direkt benachbart liegen.
Das strukturell ungewohnliche Chemokin Fractalkine/Neurotactin weist nur an seinem
Aminoterminus Ahnlichkeit zu den klassischen Chemokinen auf. Es kann als einziges der
bislang bekannten Chemokine membrangebunden vorliegen und besitzt neben einer
chemokindhnlichen Region eine Transmembran- und eine zytoplasmatische Region sowie eine
mucindhnliche Doméne. Da die ersten beiden Cysteine durch drei AS getrennt sind und weil es
strukturelle Besonderheiten aufweist, bildet Fractalkine den ersten und bislang einzigen Vertreter
einer neuen Subklasse (CX3C-Familie) (Bazan et al. 1997; Pan et al. 1997; Rossi et al. 1998).

Als bislang einziges Mitglied der C-Chemokine wurde ATAC (Activation-induced, T cell
derived And Chemokine related cytokine) 1995 sowohl in unserer Arbeitsgruppe (Miiller et al.
1995) als auch zeitgleich und unabhingig von mehreren anderen Gruppen im murinen (Kelner et
al. 1994; muLtn) und im humanen System als Lymphotactin (Kennedy et al. 1995; huLtn) bzw.
als SCM-1 (single cysteine motif-1) (Yoshida et al. 1995) identifiziert. ATAC ist ein
sezerniertes, aus 114 AS bestehendes Protein mit einem MG von ca. 12,52 kDa, das aufgrund
struktureller Gemeinsamkeiten in die Superfamilie der Chemokine eingeordnet wird (Homologie
zu den CC-Chemokinen auf AS Ebene 33-37% bzw. zu den CXC-Chemokinen 25-27% [Miiller
et al. 1995]). ATAC enthidlt jedoch nur das zweite und vierte von den insgesamt vier
konservierten Cysteinen, so dass die Tertidrstruktur des Molekiils lediglich durch eine einzige
Disulfidbriicke (Cys32 und Cys69) stabilisiert wird (Dorner et al. 1997), im Gegensatz zu den

sonst fiir Chemokine typischen zwei Disulfidbriicken.
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Aufgrund dieser strukturellen Besonderheiten, die eine Zuordnung weder zur CC- noch zur
CXC-Familie ermdglichen, bildet ATAC innerhalb der Superfamilie der Chemokine eine eigene
Untergruppe, die C-Familie. ATAC ist bislang der einzige Vertreter dieser neuen Chemokin-
Subklasse. Die funktionelle Einordnung von ATAC in die Chemokinfamilie ist allerdings
umstritten — die Zuordnung erfolgt lediglich aufgrund struktureller Ahnlichkeiten: Die initial
publizierten Daten zur chemotaktischen Wirkung von ATAC auf T-Zellen konnten in der Folge
durch unsere Arbeitsgruppe und eine Reihe anderer Arbeitsgruppen nicht bestétigt werden, die
exakte Funktion ist immer noch unklar (Bleul et al. 1996; Dorner et al. 1997; Yoshida et al.
1998).

Eine Vielzahl von Zellen, nicht nur des Immunsystems, ist in der Lage, Chemokine zu
produzieren, wobei die meisten Chemokine jeweils von mehreren unterschiedlichen Zelltypen
synthetisiert und sezerniert werden. Im Gegensatz dazu weist ATAC ein sehr spezifisches
Expressionsspektrum auf: ATAC wird sowohl im murinen als auch im humanen System
hauptsichlich von aktivierten CD8" T-Lymphozyten sowie aktivierten NK-Zellen synthetisiert
und sezerniert (Kelner et al. 1994; Kennedy et al. 1995; Hedrick et al. 1997; Miiller 1998).
AuBerdem wurde eine Expression in einer kleinen Subpopulation von aktivierten CD4" T-Zellen
(Kennedy et al. 1995; Miiller 1998), murinen (aktivierten) intestinalen intraepithelialen y/0 T-
Zellen (Boismenu et al. 1996) und in aktivierten Mastzellen (Rumsaeng et al. 1997) gezeigt.
Dariiber hinaus wird ATAC von murinen aktivierten CD4" NK1.1" T-Zellen (Kelner et al. 1994)
sezerniert. Keine Expression konnte in ruhenden T-Zellen, B-Zellen, Monozyten, Fibroblasten
oder in mit PMA oder Calcium-Ionophore stimulierten Zellen gefunden werden (Miiller et al.
1995).

ATAC wird im humanen System vor allem in lymphatischen Geweben wie Milz, Thymus und
PBMCs exprimiert, wiahrend die Expression in Lunge, Ovarien, Testis, Kolon und Diinndarm
zwar detektierbar, aber deutlich niedriger als in den lymphatischen Organen ist (Yoshida et al.
1995). Im murinen System ist die Expression auf Milz und Thymus beschrinkt (Kelner et al.
1994). Die ATAC-mRNA ist sehr schnell (30 min.) nach Aktivierung mit den Mitogenen PMA
und Ionomycin nachweisbar, wobei ein Maximum nach 4 h erreicht wird (ein Signal ist noch bei
48 h nachweisbar) (Miiller et al. 1995). Die Untersuchungen von Dorner (1997) konnten zeigen,
dass es sich bei ATAC um ein l6sliches Molekiil handelt, das innerhalb von 30-40 min. nach
seiner Synthese durch CD8" T-Zellen in drei Proteinformen sezerniert wird: 60% werden in
unmodifizierter, kationischer Form von 93 AS sezerniert, widhrend ca. 40% in zwei
verschiedenen, O-glykosylierten Formen mit einem apparenten MG von 15 und 17-19 kDa

sezerniert werden.
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In CD8" T-Zellen fiihrte eine Kreuzvernetzung des T-Zellrezeptors durch anti-CD3 mAk zur
ATAC Sekretion. Durch eine Kostimulation durch anti-CD3 und anti-CD28 mAk wird die
ATAC Sekretion noch weiter verstirkt (Miiller 1998). ATAC gehort zu den sogenannten 2-
Signalgenen, fiir die neben ihrer Induzierbarkeit durch PMA und Ionomycin eine Inhibition
durch CyclosporinA charakteristisch ist. Die Induktion des ATAC-Gens ist unabhidngig von
einer de novo Proteinsynthese (Miiller et al. 1995)

Die Identitdt zwischen dem mu und huATAC-Molekiil betrdgt auf AS-Ebene 61% und ist damit
ungewohnlich niedrig (Miiller et al. 1995).

1.3.  Funktionen der Chemokine im allgemeinen und von ATAC im besonderen

Chemokine spielen nicht nur bei der Rekrutierung von Effektorzellen an den Ort einer
inflammatorischen Reaktion eine Rolle, sondern sind auch — wie bereits erwdhnt — von
entscheidender Bedeutung fiir die physiologische Migration von Leukozyten in die
verschiedenen Subkompartimente der lymphatischen Organe und somit fiir homeostatische
Funktionen des Immunsystems (Cyster 1999). Die Chemokinfamilie kann daher nicht nur
anhand struktureller Eigenschaften, sondern auch anhand funktioneller Charakteristika unterteilt
werden in die Gruppe der inflammatorischen oder induzierbaren Chemokine, die durch pro-
inflammatorische Stimuli wie TNF, IL-1, IFN-y, virale Infektionen oder das E.coli-Endotoxin
LPS induziert werden, sowie in die Gruppe der homeostatischen oder konstitutiven Chemokine
(z.B. SDF-1, MDC, HCC-1), die sogenannte ,,Housekeeping“-Funktionen erfiillen und die
konstitutiv in lymphatischen Organen exprimiert werden und zusammen mit ihren Rezeptoren
eine Rolle bei der Etablierung der komplexen Architektur der sekundéren lymphatischen Organe
spielen. Aufgrund der Aktivierungsabhingigkeit gehort ATAC am ehesten in die Gruppe der
inflammatorischen Chemokine (Forster et al. 1996; Baggiolini 1998; Zlotnik & Yoshie 2000;
Moser & Loetscher 2001). Die Wirkungsweise der Chemokine ist pleiotrop und redundant
zugleich, d.h. die meisten Chemokine 16sen in vitro unterschiedliche funktionelle Effekte einer
Zielzelle aus, wihrend ein bestimmter Effekt auf der anderen Seite durch verschiedene
Chemokine erzielt werden kann (Baggiolini 1994).

Die biologischen Wirkungen der Chemokine sind &duBlerst vielfdltig und nicht nur auf die
chemotaktische Anlockung von Zellen beschrinkt: Zu den Funktionen der Chemokine gehoren
die T-Zell-Kostimulation, Regulation von Adhédsionsmolekiilen, Leukozyten-Aktivierung,

Zytokin-Expression, T-Zell-Differenzierung, Freisetzung von Histamin oder anderen
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Entziindungsmediatoren aus Basophilen und Eosinophilen, Exozytose von Proteasen und
anderen Enzymen aus den intrazelluliren Speichergranula der Neutrophilen, Schutz vor
Apoptose, Forderung von Proliferation, Immunglobulinproduktion, Produktion von
Sauerstoffradikalen (Generierung der respiratorischen Entladung) und bioaktiven Lipiden,
Calcium-Einstrom und Zell-Polarisation (Baggiolini et al. 1994; Ben-Baruch et al. 1995; Taub et
al. 1996; Newton et al. 1997; Baggiolini 1998). In NK-Zellen fiihren Chemokine zu einer
Freisetzung enzymhaltiger Granula und zu einer Steigerung der Zytotoxizitdt und Proliferation
(Taub et al. 1995; Loetscher et al. 1996; Maghazachi et al. 1996).

Chemokine konnen die verstirkte Expression und Aktivierung von Integrinen induzieren,
wodurch es der Zelle ermoglicht wird, sich an Endothelzellen der GefaBwiande anzuheften, um
dann durch die GefdBBwand hindurch in das umliegende Gewebe zu wandern. Hierbei kdnnen
drei aufeinanderfolgende Schritte unterschieden werden: transiente Adhésion, aktivierungs-
abhingige Adhidsion und Transmigration (Springer 1994; Butcher & Picker 1996). AuBlerdem
spielen sie bei der Angiogenese (sowohl Stimulation als auch Inhibition), der
Kollagenproduktion und der Proliferation und Mobilisation von himatopoietischen
Vorlduferzellen eine Rolle. In einigen nicht-leukozytiren Zellpopulationen (Endothelzellen,
vaskuldre glatte Muskelzellen, Keratinozyten und Melanozyten) induzieren Chemokine die
Proliferation und Migration (Baggiolini 1994; Rollins 1997; Olson & Ley 2002).

Eine Reihe von Publikationen zeigte, dass Chemokine und ihre Rezeptoren neben ihren
vielfdltigen anderen Funktionen auch an der Regulation der HIV-Infektion beteiligt sind (Berger
et al. 1999): die CC-Chemokine RANTES, MIP-1a,, MIP-1f3 sind in der Lage, die Vermehrung
des HIV zu inhibieren (Cocchi et al. 1995). Feng und Kollegen konnten 1996 zeigen, dass fiir die
HIV-Infektion einer Zelle auBBer dem CD4-Molekiil noch der Chemokinrezeptor CXCR4 als
Korezeptor erforderlich ist. Ungeféhr zeitgleich wurde von mehreren Gruppen demonstriert, dass
CCRS5 als Korezeptor fiir Makrophagen-trope HIV-1 Stamme dient (Deng et al. 1996; Choe et al.
1996; Doranz et al. 1996; Alkhatib et al. 1996). Die Zahl der HIV-Korezeptoren ist in der
Zwischenzeit schnell angewachsen und umfasst mittlerweile 15 Chemokinrezeptoren und
verwandte 7TMR. Die genauen Mechanismen, durch den die Chemokine ihren HIV-1-

inhibitorischen Effekt ausiiben, sind komplex und noch nicht vollstindig geklért.

Die Funktion von ATAC ist im Gegensatz zum Expressionsmuster noch immer nicht gut
definiert und die funktionelle Einordnung von ATAC in die Familie der Chemokine noch immer
umstritten, da die bislang publizierten Daten zur chemotaktischen Wirkung von ATAC auf T-

Zellen widerspriichliche Ergebnisse zeigen. Es konnte von Dorner et al. in keiner der
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untersuchten Zellpopulationen (primire Lymphozyten gesamt, CD4 - und CDS8"-Lymphozyten,
T-Zell-Klone, Monozyten) eine chemotaktische Aktivitit von ATAC nachgewiesen werden,
wodurch sich das ATAC-Molekiil funktionell von den anderen Chemokinen unterscheidet. Es
konnte lediglich gezeigt werden, dass natives ATAC in der Lage ist, die Chemokinese
(ungerichtete Bewegung, im Gegensatz zur Chemotaxis, der zielgerichteten Bewegung von
Zellen entlang des Konzentrationsgradienten eines 18slichen Mediators) von CD4" und CD8" T-
Zellen zu induzieren (Dorner et al. 1997). Bleul (Bleul et al. 1996) und Yoshida (Yoshida et al.
1998) konnten ebenfalls keine chemotaktische Aktivitit von ATAC auf primire humane T-
Zellen nachweisen. Ein Teil der publizierten Experimente steht im Widerspruch zu diesen
Ergebnissen, was mdglicherweise auf unterschiedliche experimentelle Bedingungen
zurlickzufiihren ist: Kelner et al. (1994) publizierten im murinen System eine chemotaktische
Aktivitit von muLtn auf CD8"-Zellen sowie auf CD4" T-Zellen. Kennedy und Kollegen (1995)
konnten im humanen System in Anwesenheit von huLtn ebenfalls Chemotaxis, nicht jedoch
Chemokinese von CD4" und CD8" T-Zellen nachweisen. Von verschiedenen Arbeitsgruppen
wurde auBlerdem im humanen und murinen System eine chemotaktische Aktivitit von
ATAC/muLtn auf NK-Zellen publiziert (Bianchi et al. 1996; Giancarlo et al. 1996; Hedrick et al.
1997). Huang et al. (2001) beschrieben dariiber hinaus eine chemotaktische Wirkung von muLtn
auf B-Lymphozyten und dosisabhéngig auch auf Neutrophile (neben der chemotaktischen
Wirkung auf T-Zellen).

Aufgrund der spezifischen Eigenschaften von ATAC (schnelle Expressionskinetik, spezifisches
Expressionsmuster [Produktion durch NK-Zellen, Mastzellen, intraepitheliale y3- Zellen, CD8"
T-Zellen]) kann die Hypothese aufgestellt werden, dass ATAC in der frithen Phase der
Immunantwort sowie bei der Tumorbekdmpfung eine Rolle spielt (Hedrick & Zlotnik 1998),
worauf auch die bislang publizierten Ergebnisse hindeuten:

Durch mehrere Experimente im Mausmodell konnte gezeigt werden, dass ATAC als ein
immunologisches Adjuvans fungieren kann, das die Tumorbekdmpfung unterstiitzt,
moglicherweise iiber eine CD8" T-Zell-vermittelte zytotoxische Aktivitit sowie eine CD4" T-
Zell-Proliferation und Zytokin-Produktion. Dilloo et al. (1996) konnten in einem Tumormodell
der Maus eine Inhibition des Tumorwachstums durch ATAC und IL-2 demonstrieren: Durch die
Kotransfektion von ATAC und IL-2 (zusammen mit nicht-immunogenen Tumorzellen) in
syngene Miuse konnte das Tumorwachstum signifikant verzogert werden (im Vergleich zum
Transfer von ATAC oder IL-2 alleine) und ein protektiver Effekt bei einem bereits bestehenden

Tumor erzielt werden. Durch histologische Untersuchungen des Tumorinfiltrates und Zell-
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Depletionsstudien konnte gezeigt werden, dass fiir den protektiven Effekt sowohl CD8" T-Zellen
als auch CD4" T-Zellen notwendig sind.

Inzwischen konnte bereits in mehreren Gentransfer-Experimenten im murinen System der
inhibierende Effekt von ATAC auf das Tumorwachstum bestétigt werden bzw. gezeigt werden,
dass ein intratumoraler ATAC-Gentransfer in der Lage ist, die therapeutische Effizienz einer
Immuntherapie (z.B. adoptive T-Zell-Therapie) von malignen Tumoren zu verbessern (Cao et al.
1998; Zhang et al. 1999; Cairns et al. 2001; Wang et al. 2002; Huang et al. 2002; Xia et al. 2002;
Rousseau et al. 2003).

ATAC scheint aulerdem in der Pathogenese verschiedener Erkrankungen eine Rolle zu spielen.
So konnte beispielsweise bei der rheumatoiden Arthritis, beim M. Crohn oder bei der IgA-
Nephropathie eine vermehrte ATAC-Expression im Vergleich zu gesunden Geweben

nachgewiesen werden (Middel et al. 2001; Ou et al. 2002; Blaschke et al. 2003).

1.4.  Chemokinrezeptoren

Genau wie alle Chemokine eine dhnliche Struktur besitzen, sind auch die Rezeptoren einander
sehr dhnlich. Alle bislang identifizierten 19 Chemokinrezeptoren gehdren zur Superfamilie der
Siebentransmembran-Rezeptoren (7TMR), die mit heterotrimeren GTP-bindenden G-Proteinen
interagieren. Diese Rezeptorfamilie umfasst eine grole Anzahl strukturell verwandter,
funktionell sehr diverser, Pertussistoxin-sensitiver, G-Protein-gekoppelter Rezeptoren, zu denen
beispielsweise das Rhodopsin, die adrenergen Rezeptoren, Histamin-Rezeptoren, Dopamin-
Rezeptoren sowie Rezeptoren fiir Wachstumsfaktoren und Hormone gehdren. Alle Rezeptoren
sind Glykoproteine mit einer einzelnen Polypeptidkette, die in die Lipid-Doppelschicht der
Zelloberfliche eingebettet und nach einem gemeinsamen Strukturprinzip aufgebaut sind:
charakteristisch sind sieben hydrophobe Bereiche aus 19-24 AS, die Transmembran-alpha-
Helices bilden und die durch drei extra- und drei intrazelluldre Schleifen (je ca. 12-14 AS)
verbunden sind. Die Rezeptoren weisen eine extrazelluldre aminoterminale Doméne, die haufig
glykosyliert ist sowie einen zytoplasmatischen Carboxyterminus auf. Die extrazellulire Doméane
besteht somit aus dem N-Terminus und drei extrazelluldren Schleifen, die gemeinsam als
Bindungsstelle fiir den Liganden dienen. Die intrazelluldre Region setzt sich aus drei Schleifen
und dem C-Terminus zusammen, die zusammen die Signaltransduktion bewirken (Gudermann et
al. 1995; Sallusto et al. 2000; Murphy et al. 2000; Horuk 2001; Olson & Ley 2002;). Alle

Chemokinrezeptoren bestehen aus ca. 340-370 AS mit einer Ubereinstimmung auf AS-Ebene
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zwischen 25-80% (Murphy et al. 2000) und besitzen ein MG von ca. 40 kDa (Mellado et al.
2001).

Weitere strukturelle Gemeinsamkeiten zwischen den Chemokinrezeptoren beinhalten (1) einen
azidischen NH,-Terminus, (2) eine konservierte Sequenz (die Sequenz DRYLAI oder eine
Variation davon) in der zweiten intrazelluldren Schleife, die gemeinsam mit anderen
intrazelluliren Dominen eine Rolle bei der Interaktion mit den G-Proteinen sowie bei der
Signalauslosung spielen soll, (3) eine kurze basische dritte intrazelluldre Schleife und (4)
Cysteinreste in jeder der vier extrazelluliren Doménen und im N-Terminus, die {iber die Bildung
von Disulfidbriicken die Konformation des Rezeptors zu stabilisieren scheinen. Konservierte
Strukturen finden sich auBlerdem in der siebten TM-Region und in der dritten TM-Region, von
der man weil3, dass sie fiir die Signaltransduktion essentiell ist sowie in der zweiten und dritten
intrazelluldren Schleife. Die sieben, sich durch die Membran windenden Doménen sind
hochkonserviert zwischen den Chemokinrezeptoren und auch zwischen Chemokinrezeptoren
und anderen 7TM, G-Protein-gekoppelten Rezeptoren. Chemokinrezeptoren haben aulerdem im
Vergleich zu anderen 7TMR einen relativ kurzen zytoplasmatischen Carboxyterminus (40-50
AS), der neben einer Anzahl von Serin- und Threoninresten, die phosphoryliert sein konnen,
typischerweise Sequenzen enthélt, die fiir die Interaktion mit G-Proteinen notwendig sind (neben
der zweiten und dritten intrazelluldren Schleife) (Gudermann et al. 1995; Murphy et al. 2000).
Chemokinrezeptoren besitzen sehr komplexe Bindungsstellen fiir den Liganden, die sich aus
mehreren Doménen und mindestens zwei unterschiedlichen Untereinheiten zusammensetzen:
eine fiir das Andocken des Liganden und die andere fiir die Auslosung der funktionellen
Aktivitdt (Murphy et al. 2000).

Die Aktivierung des Rezeptors stellt man sich mit einem Zwei-Schritt-Modell vor: Im ersten
Schritt kommt es zur spezifischen Erkennung des Chemokin-Agonisten und zur Bindung des
Rezeptors. Dies ist gefolgt von einer Konformationsdnderung, die es dem N-Terminus des
Chemokins erlaubt, die notwendige Interaktion mit dem Rezeptor, die dann zur Aktivierung des
Rezeptors fiithrt, durchzufiihren (Fernandez & Lolis 2002). Der N-Terminus weist eine hohe
Variabilitdt auf und scheint eine wichtige Rolle fiir die Determinierung der Liganden-Spezifitét
zu spielen. Daneben wird auch der dritten extrazelluliren Doméne eine Bedeutung fiir die
Liganden-Bindung zugeschrieben (Premack & Schall 1996).

Die Interaktion der Chemokine mit ihren Rezeptoren ist iiberaus komplex, da die meisten der
bekannten Rezeptoren mit mehreren Chemokinliganden interagieren (bei jedoch stetig
wachsender Zahl der monospezifischen Rezeptoren) und die meisten Chemokine mit mehr als

nur einem Rezeptor reagieren (Promiskuitdt). Da ein bestimmter Rezeptor immer nur mit
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Chemokinen derselben Subfamilie interagiert (abgesehen vom Duffy-Antigen, das sowohl CC-
als auch CXC-Chemokine bindet) erfolgt die Einteilung der Chemokinrezeptoren auf der
Grundlage ihrer jeweiligen Ligandenspezifitit in CC-, CXC-, C- und CX;C-Chemokinrezeptoren
(CXCRI1 bis 6; CCRI1 bis 11; XCR1 und CX3CR1), auch wenn keine strukturellen Unterschiede
identifiziert werden konnten, die die Rezeptor-Subfamilien voneinander unterscheiden (Murphy
et al. 2000).

Die Bindungsaffinitdt der Chemokine zu ihren Rezeptoren betridgt zwischen Kd = 500 pM und
10 nM (McFadden & Kelvin 1997) bei einer Chemokinrezeptor-Dichte auf T-Zellen von ca.
1000-4000 pro T-Zelle (Mackay 1996). Chemokinrezeptoren kénnen nicht nur von Leukozyten
exprimiert werden, sondern auch von anderen Zelltypen wie beispielsweise Endothelzellen,
Neuronen, Epithelzellen und Mikrogliazellen (Murphy et al. 2000).

Bei der Analyse der Chemokinrezeptoren ist zu beachten, dass die Chemokinrezeptorexpression
auf der Zelloberfliache als hochst variabel gilt: das bedeutet, dass der Nachweis von mRNA nicht
unweigerlich mit einer funktionellen Rezeptorexpression korrespondiert, sondern auch mit einem
internen Pool korrelieren kann (Mellado et al. 2001). Posttranslationale Modifikationen kénnen

die Rezeptoraktivitit beeinflussen (Fernandez & Lolis 2002).

1.4.1. hATAC-Rezeptor/XCR1/GPR5

Der Rezeptor GPRS5 (Heiber et al. 1995) wurde 1998 von Yoshida et al. als ATAC-spezifischer
Rezeptor identifiziert und nach der systematischen Nomenklatur als XCR1 bezeichnet. 1999
gelang es, auch einen monospezifischen Rezeptor fiir das murine SCM-1/Lymphotactin zu
charakterisieren (muXCR1; Yoshida et al. 1999). Die Homologie auf AS-Ebene zwischen dem
murinen und humanen XCR1 betriagt 71% (Yoshida et al. 1999). Neben ATAC wurde das virale
Chemokin-Homolog vMIP II als einziger weiterer Ligand (mit antagonistischer Wirkung)
beschrieben (Shan et al. 2000). Der Rezeptor besitzt 20-40% Sequenzhomologie zu anderen
Chemokinrezeptoren; das kodierende Gen ist auf dem Chromosom 3p21.3-3p21.1 lokalisiert und
damit den CC-Chemokinrezeptor-Genen nahe benachbart (die auf dem Chromosomen 3p21
lokalisiert sind), zu denen auch die groflite Verwandtschaft besteht. Das DRYLAIV-Motiv in der
zweiten intrazelluldiren Doméne, das innerhalb anderer Chemokinrezeptoren hochkonserviert ist
und das am G-Protein Andocken beteiligt ist, ist sowohl beim muXCR1 als auch beim huXCR1
verdndert zu HRYLSVV (Yoshida et al. 1999).

Uber das Expressionsmuster des Rezeptors ist noch wenig bekannt.
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1.4.2. Regulation der Chemokinrezeptorexpression

Auf Lymphozyten und anderen Zellen des Immunsystems kénnen die Chemokinrezeptoren zum
Teil erst nach entsprechender Aktivierung nachgewiesen werden (Baggiolini et al. 1994; Bacon
& Schall 1996; Loetscher et al. 1996; Mackay 1996; Bleul et al. 1997). Neben der Produktion
von Chemokinen spielt somit die Regulation der Chemokinrezeptorexpression eine ebenso
entscheidende Rolle bei der Kontrolle des Chemokinsystems.

T-Lymphozyten und DCs durchlaufen wéhrend ihrer Entwicklung und Differenzierung oder
Aktivierung eine hochdynamische Regulation ihrer Chemokinrezeptorexpression, was es ihnen
erlaubt, ihre Umgebung zu verlassen und in unterschiedliche Regionen zu wandern, in denen sie
mit anderen Zellen interagieren (Sallusto et al. 1998). Durch das spezifische Muster der
Chemokinrezeptorexpression kann somit die Qualitdit und das Ausmall einer Immunantwort
mitbestimmt werden. Naive T-Zellen z.B. regulieren nach Aktivierung und Differenzierung zu
Gedichtnis/Effektorzellen Rezeptoren fiir konstitutive Chemokine wie CXCR4 und CCR7
herunter, wahrend die Expression von inflammatorischen Rezeptoren induziert wird (CCR3,
CCRS, CXCR3). Eine Thl-Differenzierung ist mit der Expression von CXCR3 und CCRS5
assoziiert, wiahrend Th2-Zellen bevorzugt CCR3, CCR4 und CCRS8 exprimieren. CXCR4 und
CCR2 werden von beiden Subpopulationen gleichermallen exprimiert. Manche Rezeptoren wie
z.B. CXCR3 werden ausschlielich von aktivierten T-Zellen exprimiert, wihrend andere (z.B.
CXCR4, CCR7) hauptsichlich von naiven CD45RA" T-Zellen exprimiert werden. CCR5
wiederum wird im wesentlichen von CD45RO" Gedichtnis-T-Zellen exprimiert. Die Expression
von vielen Rezeptoren (CCR1, CCR2, CCR3, CCRS, CCR7, CXCR3, CXCR4, CX3CR1) wird
nach mitogener Stimulation und/oder durch IL-2 heraufreguliert, wihrend durch anti-CD3
und/oder anti-CD28 einige dieser Rezeptoren herunterreguliert werden (Sallusto et al. 1998;
Bonecchi et al. 1998; Ward et al. 1998; Kim & Broxmeyer 1999).

Auch die Reifung von DCs nach Antigenkontakt ist mit einem Wechsel der Expression von
inflammatorischen Rezeptoren (CCR1,2,5,6 und CXCR1) zu homeostatischen Rezeptoren
(CCR7, CCR4, CXCR4) assoziiert. Durch diese Verdnderungen im Expressionsmuster wird
sichergestellt, dass unreife DCs an Inflammationsorte gelangen, wo sie Antigenkontakt
bekommen sowie nach der Reifung zur Stimulation von T-Zellen zuriick in die Lymphknoten
geleitet werden (Sallusto et al. 1998).

Mechanismen, durch die die Rezeptorexpression reguliert werden kann, beinhalten intrazellulire

Chemokinrezeptor-Speicher, die die rasche Heraufregulation in Antwort auf eine Aktivierung
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erlauben, die Rezeptor-Endozytose nach Bindung des Liganden sowie Regulation auf der Ebene

der Genexpression und Translation.

1.5.  Problemstellung

Ziel der Arbeit war die Charakterisierung eines neuen 7TM Rezeptors, des XCR1/GPRS, der
1998 als ATAC-spezifischer Rezeptor identifiziert wurde. Uber die Funktion des
Chemokinliganden ATAC ist bislang nur wenig bekannt.

Uber die Analyse des Expressionsmusters des hATACR/XCR1/GPRS und damit der Definition
der Zielzellen von ATAC sollte die biologische Aktivitit von ATAC néher charakterisiert

werden.

1. Etablierung von hATAC-Rezeptor-spezifischen Transfektanten
Generierung von Transfektanten, die als Hilfsmittel zur Bestimmung der mAk-Spezifitit dienen

sollten.

2. Generierung von hATAC-Rezeptor-spezifischen mAks
Zur Analyse der Rezeptorexpression sollte ein monoklonaler hATACR-spezifischer Antikorper

generiert und charakterisiert werden.

3. Charakterisierung des hATAC-Rezeptors

Mit Hilfe des mAks sollten Zellpopulationen, die den Rezeptor exprimieren, identifiziert werden.
Hierbei sollten verschiedene Techniken angewandt werden (Durchflusszytometrie,
Immunhistochemie, Immunprézipitation und Western Blot-Analyse). AuBlerdem sollten die

Expressionskinetik und die Induktionsbedingungen des Rezeptors analysiert werden.
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2. Material und Methoden

2.1. Herkunft der verwendeten Materialien und Chemikalien

2.1.1. Chemikalien

Acrylamid

Avidx

Blutpriparate (buffy coats)
BSA

CDP-Star

Coomassie Brilliant Blue
Endobulin

FCS

Ficoll

G418 (Geneticin)
Interleukin-2 (IL-2)
Ionomycin
Mikrotiterplatten fiir ELISA
Natriumazid

Penicillin, Streptomycin
Phythdmagglutinin (PHA)
PMA

Protein G Sepharose 4 Fast Flow
Rontgenfilme XOMatAR, BiomaxMS
RPMI 1640

Saponin

SDS

Trypanblau

Biorad (Miinchen)

Tropix (Bedford, Mass., USA)
Blutbank Krankenhaus Moabit
Serva (Heidelberg)

Tropix (Bedford, Mass., USA)
BioRad (Miinchen)

Immuno (Heidelberg)
Biochrom (Berlin)

Biochrom (Berlin)

GibcoBRL (Gaithersburg, Md., USA)
Sandoz, Basel

Sigma (Deisenhofen)

Nunc (Roskilde, DK)

Serva (Heidelberg)

GibcoBRL (Gaithersburg, Md., USA)
Sigma (Deisenhofen)

Sigma (Deisenhofen)
Pharmacia/LKB (Freiburg)
Kodak (New York, USA)
Biochrom (Berlin)

Sigma (Deisenhofen)

BioRad (Miinchen)

Serva, Heidelberg

2.1.2. Sekundarreagenzien und Antiseren

Kaninchenantiserum anti hATACR

Aus unserem Labor (Dr. B. Dorner)
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Kaninchen anti-Maus Ig Fraktion

Ziege anti-Maus IgG, FITC-konjugiert

Ziege anti-Maus F(ab')2-Fragmente,

FITC konjugiert

2.1.3. Antikorper

Sigma (Deisenhofen)
Caltag (San Francisco, USA)

Jackson Immuno Research Lab., USA

Spezifitat Markierung | Isotyp Klon Herkunft

CDla - MCA 650 | Hybridom?

CD3 FITC IgG1 UCHT1 | Serotec, England

CD3 PE IgG1 UCHT!1 |Pharmingen, Hamburg
CD3 - IgG2a OKT3 Hybridom, ATCC

CD4 FITC IgG2a SK3 Becton Dickinson, Heidelberg
CDh4 PE IgG2a S3.5 Medac, Hamburg

CD4 - IgG1 30F16H5 |Hybridom, ATCC

CD8 FITC IgG1 SK1 Becton Dickinson, Heidelberg
CD8 PE IgG1 B9.11 Immunotech, Hamburg
CD8 - IgG2a OKT8 Hybridom, ATCC
CD14 - IgG1 63D3 Hybridom, ATCC
CDI19 FITC IgGl 4G7 Hybridom, ATCC
CDI19 - IgG1 BUI12 Hybridom, ATCC
CD25 FITC IgG2a B1.49.9 |Immunotech, Hamburg
CD25 - IgGl1 2A3A1H |Hybridom, ATCC
CD69 FITC IgG1 FN50 Pharmingen, Hamburg
CD71 FITC IgG1 SE9C11 |Hybridom, ATCC
MHCII PE IgG2a L243 Hybridom, ATCC
TRAP/CD40L | FITC IgG1 TRAP-1 |Hybridom

8F4 FITC IgG1 8F4 Hybridom

Isotyp - IgG1 MOPC 21 | Sigma, Deisenhofen
Isotyp - IgG1 2A11 Hybridom

Isotyp FITC IgG1 2A11 Hybridom

Isotyp - IgG1 3Gl11 Hybridom

Isotyp PE IgG1 3Gl11 Hybridom
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Alle nicht aufgefiihrten Reagenzien wurden in p.a.-Qualitit bei folgenden Firmen bestellt: Merck
(Darmstadt); Roth (Karlsruhe); Sigma (Deisenhofen); Fluka (Buchs, CH); Serva (Heidelberg).
Sterile KulturgefdBe fiir die Zellkultur wurden von den Firmen Nunc (Roskilde, DK), Greiner

(Frickenhausen) und Sarstedt (Niimbrecht) bezogen.

2.2.  Zellbiologische Methoden

Alle Arbeiten (bis auf 2.2.2.) wurden steril durchgefiihrt.

2.2.1. Kryokonservierung von Zellen

Die Zellsuspension wurde fiir ca. 30 min. bei 4°C in komplettem Medium inkubiert und
abschlieBend zentrifugiert (350 g, 10 min., 4°C; Varifuge 3.2 RS Heraeus, Berlin). Das Zellpellet
wurde in kaltem kompletten Medium resuspendiert und jeweils 70 ul der Zellsuspension und 70
ul Einfriermedium in ein 1,4 ml Einfrierrohrchen (Nunc, Roskilde, DK) iiberfiihrt, auf -70°C
heruntergekiihlt und nach 24-48 h in einen Stickstoff Lagerbehilter gebracht. Bei Bedarf wurden
die eingefrorenen Zellen aufgetaut. Der Auftauvorgang wurde so schnell wie moglich in einem
37°C warmen Wasserbad durchgefiihrt. Nach dem Auftauen wurde die DMSO-haltige
Zellsuspension langsam unter Schiitteln mit kaltem kompletten Zellkulturmedium 1:20
ausverdiinnt und anschlieBend zentrifugiert (10 min., 350 g, 4°C). Das Zellpellet wurde in

warmem kompletten Medium resuspendiert und die Vitalitit der Zellen wurde bestimmt.

2.2.2. Quantifizierung vitaler Zellen

Die Bestimmung der Zahl und Vitalitdit von Zellen wurde mit dem Trypanblau-Test nach
Freshney (1987) durchgefiihrt. Dazu wird ein Aliquot der Zellsuspension mit 0,001% (w/v)
Trypanblau in PBS gemischt und in einer Neubauer Zihlkammer unter dem Mikroskop
ausgezdhlt. Da sich nur die toten Zellen mit Trypanblau farben, kdnnen sie so von lebenden

Zellen unterschieden werden.
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2.2.3. Isolierung von humanen mononukledren Zellen durch

Dichtegradientenzentrifugation

Als Ausgangsmaterial fiir die Isolierung von peripheren mononukledren Zellen (PBMC) durch
Dichtegradientenzentrifugation iiber eine Ficoll-Trennlésung nach der Methode von Boyum
(1964) und Ting et al. (1971) dienten ,,buffy coats* (heparinisiertes Blutspendematerial nach
Entzug eines Grofiteils des Plasmas). Fiir die Gewinnung eines ,,buffy coats® werden 500 ml
Vollblut eines gesunden Spenders zentrifugiert und anschlieBend die leukozytenreiche Bande
zwischen Plasma und Erythrozyten (der sogenannte ,,buffy coat) abgenommen.

Der buffy coat wurde 1:2 mit PBS verdiinnt und jeweils 15 ml Ficoll-Lésung (Biochrom, Berlin)
mit je 35 ml der Zellsuspension iiberschichtet. Da die Dichte von Ficoll mit 1,077 g/ml héher ist
als die von Lymphozyten, NK-Zellen und Monozyten, kdnnen die mononukledren Zellen durch
Zentrifugation (400 g, 25 min., 18°C, ohne Bremse) in der Grenzschicht zwischen Ficoll und
PBS/Blutplasma angereichert werden, wihrend sich die Erythrozyten, Granulozyten und
Thrombozyten am Boden absetzen. Diese als weiller Ring sichtbare Interphase wurde vorsichtig
abgenommen und mit kalter PBS auf 50 ml aufgefiillt und erneut zentrifugiert (400 g, 18°C, 10
min.). Das so gewonnene Zellsediment wurde ein weiteres Mal mit 50 ml PBS gewaschen und
zentrifugiert (160 g, 10 min., 18°C), um die Thrombozyten moglichst weitgehend zu entfernen.
AnschlieBend wurden die mononukledren Zellen in RPMI 1640/10% FCS Medium
aufgenommen, ihre Zahl und Vitalitit bestimmt und dann entweder sofort weiterverarbeitet oder

eingefroren. Ein buffy coat enthielt ca. 6-8x10° mononukleére Zellen.

2.2.4. Anreicherung von T-Zellen Gber Nylonwolle

Die Anreicherung der T-Zellen aus den PBMCs wurde nach der von Eisen et al. (1972)
beschriebenen Methode durchgefiihrt: Auf eine mit PBS gespiilte und mit 100 ml Medium
dquilibrierte Nylonwollsdule werden maximal 5x10° PBMCs in 12 ml Medium gegeben (3
Gramm Nylonwolle in einer 50 ml Einwegspritze) und zur Anheftung der adhirenten Zellen 1 h
bei 37°C und 5% CO, inkubiert. Dabei adhdrieren B-Zellen und Monozyten an der Nylonwolle,
wihrend die nichtgebundenen T-Zellen und NK-Zellen nach 1 h mit 50 ml warmem Medium
eluiert werden konnen und ihre Vitalitdt und Zahl in einer Neubauer-Kammer bestimmt werden

kann. Die Reinheit der Zellen betrug typischerweise 80-95% (durchflusszytometrisch bestimmt
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anhand des prozentualen Anteils an CD3'-Zellen) bei einer Ausbeute von ca. 70% der

eingesetzten Zellmenge.

2.2.5. Isolierung von Monozyten aus PBMCs durch Adhéarenz

Zur Isolierung der Monozytenpopulation wurden zundchst PBMCs aus einem buffy coat
aufgereinigt. Die Trennung der Monozyten von den Lymphozyten erfolgte durch Adhérenz an
die Zellkulturflasche. Hierzu wurden die PBMCs (je 100-150x10° PBMC in 40 ml R10F") fiir 1
h bei 37°C und 5% CO; in einer 200 ml Zellkulturflasche (Greiner) inkubiert. Nach einer Stunde
wurden durch sanftes Schiitteln der Zellkulturflasche die nicht adhdrenten (sowie die wenig
adhirenten Zellen) vom Boden gelost, das Medium mit den nicht-adhdrenten Zellen abgesaugt
und anschlieBend mehrmals der Boden der Zellkulturflasche mit Medium abgespiilt, so dass der
Grofteil der nicht-adhdrenten Zellen entfernt wurde. Die Zellkulturflasche wurde wieder mit 40
ml Medium gefiillt und bis zur Verwendung weiter im Brutschrank inkubiert.

Der Anteil an Monozyten in den PBMC-Adhirenz-Kulturen wurde durchflusszytometrisch
anhand des Prozentsatzes an CD14"-Zellen an der Gesamtpopulation ermittelt und lag in der
Regel zwischen 90 und 95% (genaue Prozentzahl von CD14"-Zellen ist bei den jeweiligen
Experimenten angegeben). Die Ausbeute an Monozyten aus 100-150x10° eingesetzten PBMCs
betrug typischerweise ca. 10x10° Zellen (nach 2-3 Tagen Inkubation).

Die Monozyten-angereicherten Kulturen wurden jeweils zur Halfte mit LPS stimuliert und zur

Hafte ohne Stimulation belassen.

2.2.6. Invitro-Stimulation humaner Zellen

Die Inkubation der Zellen erfolgte in den Kavitdten von Flachboden-Mikrotiterplatten bei 37°C
in einem mit 5% CO, begasten Brutschrank. Die Inkubationszeiten fiir die jeweiligen

Experimente sind im Ergebnisteil aufgefiihrt. Als Kulturmedium wurde fiir alle Stimulationen

R10F" verwendet.
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2.2.6.1. Stimulation mit PMA/lonomycin

Zur Stimulation hatten die Zellen eine Dichte von 1-2x10° Zellen/ml. Die Zellen (NTCs oder
PBMCs aus dem peripheren Blut) wurden mit PMA (Endkonzentration 33 ng/ml) und
Ionomycin (Endkonzentration 200 ng/ml) in Kombination stimuliert. Um eine gute Losung der
hydrophoben Substanzen zu erzielen, wurden die Reagenzien unmittelbar vor ihrem Einsatz
zunidchst in einem kleinen Volumen RPMI 1640 ohne Serum (um eine Bindung der lipophilen
Substanzen an FCS zu verhindern) gelost, bevor sie der Zellsuspension zugegeben wurden. Die
Inkubation der Zellen erfolgte in den Kavitdten von Flachboden-Mikrotiterplatten bei 37°C in
einem mit 5% CO, begasten Feuchtbrutschrank. Nach der Stimulation wurden die Zellen
entweder sofort durchflusszytometrisch analysiert bzw. zytozentrifugiert oder aber im Falle einer
spéiteren Verwendung in der Immunprézipitation abzentrifugiert (350 g, 10 min., 18°C) und das

Zellsediment bei -70°C gelagert. Die maximale Stimulationsdauer betrug 48 h.

2.2.6.2. Stimulation mit PHA und IL-2

Zur Stimulation hatten die Zellen (PBMCs oder NTCs) eine Dichte von 1-2x10%ml.

Die erforderliche Endkonzentration des PHA P (Difco, Detroit, MI, USA) war in
Vorexperimenten austitriert worden und betrug 1,25 pg/ml. Am dritten Tag wurde der Kultur
jeweils 50 U/ml IL-2 zugegeben. Eine Restimulation mit PHA und IL-2 erfolgte nach 7 sowie

nach 10 Tagen. Die maximale Stimulationsdauer betrug 14 Tage.

2.2.6.3. Stimulation von Monozyten mit LPS
Die Stimulation der Monozyten-angereicherten Kulturen erfolgte in Zellkulturflaschen (37°C,

5% CO,), wobei die Zellen eine Dichte von 2x10%ml hatten. Die Zellen wurden mit LPS in einer

Endkonzentration von 1 pg/ml stimuliert.
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2.2.7. Expression des hATAC-Rezeptors in eukaryontischen Zellen

Als Hilfsmittel fiir die Generierung und Charakterisierung des hATACR-spezifischen
monoklonalen Antikorpers wurden verschiedene Transfektanten etabliert, die den hATACR
iiberexprimieren. In den transfizierten Zelllinien ist das hATACR-Molekiil am 3'- bzw. 5'-Ende
jeweils mit einem c-myc Epitop fusioniert, wodurch die unabhéngige Detektion des Molekiils
ermoglicht wird.
Folgende Transfektanten wurden in der murinen Myelomzelllinie P3x63Ag8.653 sowie in einer
L-Zelllinie generiert:

hATACR in P3x, 3'c-myc (intrazelluldres c-myc-Epitop)

hATACR in P3x, 5'c-myc (extrazelluldres c-myc-Epitop)

hATACR in L-Zellen, 3'c-myc (intrazelluldres c-myc-Epitop)
Vom Theodor Kocher-Institut, Bern (B. Moser), wurde mir freundlicherweise die hATACR-
Transfektante ,,GPR5/300-19% mit den dazugehorigen 300-19 Wildtypzellen (murine pre-B-Zell-
Linie) iiberlassen. Diese Transfektante war funktionell auf ihre ATAC-Rezeptor-Expression
getestet worden (Kalzium-Einstrom-Messungen).
Weitere Transfektanten, die im Labor bereits vorhanden waren und die in den Experimenten als
Kontrollen dienten, waren die murine ATAC-Transfektante B11 (muATAC/P3x-Zellen) und die
Transfektante TRAP/P3x.
Die Sequenz des humanen ATAC-Rezeptors wurde mit Hilfe der PCR mit geeigneten
Restriktionsschnittstellen versehen und in den eukaryontischen Expressionsvektor BCMGS,,
(Karasuyama et  al. 1989)  einkloniert. = Der  Vektor  kodiert fiir eine
Aminoglykosidphosphotransferase, das Neomycin-Gen (neo®), welches eukaryontischen Zellen
eine Resistenz gegen das die Translation inhibierende Aminoglykosidantibiotikum G418
(Geneticin) verleiht (Colbere-Garapin et al. 1981). Der Vektor wurde unter folgenden
Bedingungen durch Elektroporation in die Myelomzelllinie P3x63Ag8.653 (ATCC) transfiziert:
1x107 Zellen in 1 ml RPMI 1640 Medium, 30 pg DNA, 1700 V, 25 uF (GenePulser, BioRad).
Die Klonierung des Konstruktes und die Transfektion wurde von Dr. H.-W. Mages aus unserem
Labor durchgefiihrt.
Die Zellen wurden nach der Transfektion in 7 ml R10F" aufgenommen und 24 h ohne
Selektionsmedium bei 37°C und 5% CO, inkubiert. Die Zellen wurden anschliefBend in 18 ml
RIOF" mit 1 mg/ml G418 aufgenommen (bzw. 0,5 mg/ml fiir die L-Zellen) und auf eine
Mikrotiterplatte mit 96 Kavitdten ausplattiert (200 pl/Kavitit). Alle 4-7 d wurden 50% des

Selektionsmediums gewechselt. Antibiotikaresistente Zellen wurden durchflusszytometrisch und
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histologisch mit Hilfe eines gegen das c-myc-Epitop gerichteten mAk (in einer Konzentration
von 10 pg/ml) auf ihre ATAC-Rezeptor-Expression analysiert. Positive Klone wurden im

nachsten Schritt subkloniert.

2.2.7.1. Subklonierung von Transfektanten

Fiir die Subklonierung der Transfektanten-Zellen wurden die Zellen zunéchst auf bestimmte
Zelldichten (verdiinnt in R10F") eingestellt, um gemiB der Poisson-Verteilung nach der Aussaat
Kavitéten zu erhalten, in denen sich statistisch nur hdchstens eine einzelne Zelle befindet (Coller
& Coller 1983). Dazu wurden folgende Zellverdiinnungen hergestellt, die auf Mikrotiterplatten
mit 96 Kavititen (Flachboden, Nunc) ausplattiert wurden: 12,8 Zellen/Kavitdt (1 Reihe der
Mikrotiterplatte), 6,4 Zellen/Kavitit (2 Reihen), 3,2 Zellen/Kavitit (4 Reihen), 1,6
Zellen/Kavitét (6 Reihen), 0,8 Zellen/Kavitit (6 Reihen). Das Volumen pro Kavitét betrug 200
ul und setzte sich aus 100 ul der jeweiligen Zellverdiinnung in R10F" und 100 pl des 2fachen
Selektionsmediums zusammen (2x Selektionsmedium, fiir 100 pl: 30.000 P3x Wildtyp-Zellen, 2
mg/ml G418, 40% konditioniertes Medium von P3x-Zellen in R10F").

2.2.7.2. Kultur von humanen ATAC-Rezeptor Transfektanten

Alle Transfektanten wurden mit einer Dichte von 2-5x10° Zellen/ml unter stindigem
Selektionsdruck kultiviert (Selektionsmedium: RI10F"™ mit 1 mg/ml G418 fiir die P3x
Transfektanten bzw. 0,5 mg/ml G418 fiir die L-Zell-Transfektanten). Die Transfektanten wurden
wihrend der Dauer der Kultivierung regelmafig mit dem c-myc-spezifischen mAk angefarbt, um

durchflusszytometrisch die Oberflichen-ATAC-Rezeptor-Expression zu bestitigen.

2.2.8. Herstellung eines ATAC-Rezeptor-spezifischen polyklonalen Antiserums
Zur Generierung eines ATAC-Rezeptor-spezifischen Antiserums (nach Harlow et al. 1988)

wurden Kaninchen mit 250 pg des hATACR-Peptids (MESSGNPEST TFFYYDLQSQ
PCENQAWVFA T) in kompletten Freundschen Adjuvans immunisiert. Die Immunisierung

27



wurde 3 mal im Abstand von 3 Wochen jeweils in inkompletten Freundschen Adjuvans
wiederholt. 10-12 Tage nach der letzten Immunisierung wurde jeweils ca. 50 ml Blut aus der
Halsvene entnommen und zur Gerinnung 30 min. bei 37°C, anschlieBend iiber Nacht bei 4°C
inkubiert. Nach Abtrennung des geronnenen Blutkuchens durch Zentrifugation (10.000 g, 15
min., 4°C) wurde das Serum bei -20°C bis zur weiteren Verwendung gelagert. Zur Uberpriifung
der Sensitivitdt und Spezifitit des Antiserums diente der Western Blot, in dem als Antigen das
chemisch synthetisierte ATAC-Rezeptor-Peptid verwendet wurde. Das Kaninchen-Antiserum
wurde ebenso wie das Maus-Antiserum fiir durchflusszytometrische Untersuchungen in einer

Konzentration von 1:100 eingesetzt.

2.2.9. Herstellung monoklonaler Antikérper gegen den humanen ATAC-Rezeptor

2.2.9.1. Immunisierung

Als Antigen fir die Immunisierung wurde ein N-terminales hATACR-Peptid (31mer,
entsprechend den ersten 31 N-terminalen Aminosduren der Rezeptor-Molekiil-Sequenz, das {iber
KLH gekoppelt war), verwendet. Es wurden insgesamt 6 Méuse (BALB/c, weiblich, 8 Wochen
alt), die unter SPF-Bedingungen gehalten wurden, nach folgendem Immunisierungsschema
immunisiert:

Bei der ersten Immunisierung wurden pro Maus 60 ng an KLH gekoppeltes hATACR-Peptid in
400 pl PBS mit komplettem Freundschen Adjuvans injiziert, und zwar jeweils 30 pg
intraperitoneal und 2x15 pg subkutan (an zwei unterschiedlichen Regionen). Beim ersten und
zweiten Boost wurden jeweils ca. 50 ug hATACR-Peptid-KLH in 400 pl PBS mit inkompletten
Freundschen Adjuvans intraperitoneal injiziert.

Fiir den letzten Boost vor der Fusion (3 Tage vor der Fusion, 6 Wochen nach dem zweiten
Boost) wurde das an BSA gekoppelte hATACR-Peptid verwendet, das intravends injiziert wurde
(50 pg in 100 ul PBS ohne Freundsches Adjuvans). Vor der Fusion wurden die fiinf Antiseren
der immunisierten Méuse auf ihre Reaktivitdt im ELISA getestet. Fiir den ELISA zum Test der
Immunseren wurden die ELISA-Platten sowohl mit 2 png/ml ungekoppeltem hATACR-Peptid als
auch mit dem BSA-gekoppelten hATACR-Peptid (10 pg/ml) beschichtet. Alle fiinf Antiseren
zeigten in allen getesteten Verdiinnungen (1:500 bis 1:2000) ein deutliches Signal im ELISA.

(Das Antiserum der fiir die Fusion verwendeten Maus zeigte in einem spéter durchgefiihrten

28



ELISA-Experiment ein positives Signal bis zu einer Verdiinnung von 1:64.000) Es war kein
Unterschied detektierbar in der Signalintensitit zwischen dem ungekoppelten hATACR-Peptid
und dem an BSA gekoppelten Peptid.

2.2.9.2. Fusion mit Polyethylenglycol (PEG)

Die Milz sowie der Thymus der immunisierten Maus wurden steril entnommen, die Organe
durch ein feinporiges Gewebesieb gedriickt und in PBS+Pen/Strep resuspendiert. Die
Thymozyten und Splenozyten sowie die Myelomzellen wurden zentrifugiert und die
Myelomzellen zweimal mit serumfreien RPMI 1640 gewaschen (200 g, 5 min., RT). Da Protein
mit der PEG-Wirkung interferiert, ist es unbedingt erforderlich, das FCS vollstindig zu
entfernen. Zur Lyse der Erythrozyten in der Milzzell-Suspension wurden die Splenozyten in 4 ml
Lysepuffer resuspendiert, unter sorgfiltigem Uberwachen der Reaktion ca. 6 min. inkubiert und
anschlieBend einmal mit PBS+Pen/Strep gewaschen. Die Splenozyten und Myelomzellen
wurden in 20 bzw. 30 ml RPMI1640 ohne Serum, die Thymozyten in 20 ml R10F" resuspendiert
und in einer Neubauer-Zihlkammer gezihlt. Die Zellausbeute betrug 121x10° Splenozyten und
12,5x10° Thymozyten. Die Milzzellen wurden mit den gewaschenen Myelomzellen
(P3x63Ag8.653) im Verhiltnis 2,4:1 (121x10° Splenozyten und 50x10° P3x) vorsichtig gemischt
und zentrifugiert (200 g, 5 min., RT). Die Fusion mit PEG erfolgte nach dem Protokoll von
Boehringer Mannheim mit 1 ml 50% PEG 1500. AnschlieBend wurden 12,5 ml fusionierte
Milzzellen (insg. 25x10° Zellen, Zelldichte: 2x10%/ml) und die Thymozyten (12,5x10°) vorsichtig
in insgesamt 125 ml Selektionsmedium (mit Azaserin-Hypoxanthin) mit mulL-6 (Konzentration:
50 U/ml) resuspendiert und je 200 pl pro Kavitdt in Mikrotiter-Flachbodenplatten ausgesdt und
bei 37°C und 5% CO, in einem Brutschrank inkubiert. Der Rest der fusionierten Zellen wurde
kryokonserviert (in R20F " mit 10% DMSO).

5 Tage nach der Fusion waren die ersten Klone mikroskopisch sichtbar. Nach 8 Tagen wurde 80-
90% des Medium ausgetauscht. Dieser weitgehend vollstindige Mediumwechsel ist ndtig, um
spezifische Antikorper, die von nicht-fusionierten B-Zellblasten sezerniert werden, zu entfernen.
Diese  Antikorper wiirden bei der Untersuchung der hATACR-Sperzifitit von
Hybridomzelliiberstanden mittels ELISA ein deutliches, falsch positives Signal ergeben. Nach 2
Wochen wurde R20F" anstelle des Selektionsmediums als Kulturmedium verwendet. Ab dem

zehnten Tag nach der Fusion waren die Hybridome grof3 genug, um im ELISA auf ihre ATAC-
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Rezeptorspezifitit hin untersucht werden zu kdnnen. Hybridomzellen, deren Uberstinde im

ELISA mehrfach positiv waren, wurden kryokonserviert und subkloniert.

2.2.9.3. Subklonierung und Kultivierung von Hybridomzellen

Da es nicht auszuschlief3en ist, dass als einzelne Klone erscheinende Zellkolonien nicht doch aus
verschiedenen Klonen bestehen, wird mit Hilfe der Limiting Dilution-Subklonierung versucht,
diejenigen Zellen aus einem Zellgemisch zu isolieren, die den gewiinschten Antikdrper
produzieren. Alle Hybridomzellen, deren Uberstinde im ELISA mehrfach ein positives Signal
ergaben und die in der Durchflusszytometrie spezifisch die 3'c-myc/hATACR/P3x-Transfektante
erkannten, wurden subkloniert, um dadurch einzelne Klone mit einer guten
Immunglobulinsynthese zu erhalten.

Dazu wurden verschiedene Zellverdiinnungen (in R10F" mit 50 U/ml mulL-6) hergestellt,
zwischen 10 Zellen/Kavitit (hohe Wahrscheinlichkeit fiir das Anwachsen einzelner Klone) und
1,25 Zellen/Kavitit (hohe Wahrscheinlichkeit fiir Monoklonalitdt, wenn ein Klon heranwéchst).
AnschlieBend wurden die verschiedenen Verdiinnungen der Zellsuspensionen (10, 5, 2, 5 und
1,25 Zellen/Kavitit) auf Zellkulturplatten ausplattiert (200 pl pro Kavitét, jeweils eine Platte pro
Verdiinnung, bzw. 2 Platten fiir die hochste Verdiinnung [1,25 Zellen/Kavitét]). Nach 7 Tagen
wurden 50% des Medium durch neues ersetzt. Nach ca. 2-3 Wochen konnten die Klone im
ELISA oder durchflusszytometrisch auf ihre hATACR-Spezifitit analysiert werden.
Hybridomzellen, deren Uberstiinde ein positives Signal gaben, wurden mit einer Zelldichte von
2-5x10° Zellen/ml weiterkultiviert und an R10F" ohne Zusatz von IL-6 adaptiert.

In der gleichen Weise wurde ein Teil der Transfektanten subkloniert.

2.2.9.4. Produktion von Hybridomkulturtberstand in gréReren Mengen

Die subklonierten Hybridomzellen wurden zur Herstellung von 1-2 Litern Zellkulturiiberstand,
der fiir die Aufreinigung von monoklonalen Antikdrpern benétigt wird, in groerem Maf3stab
kultiviert. Dazu wurden die Hybridomzellen in einer Zellkulturflasche bis zu einem Volumen
von 100 ml expandiert und mit einer Dichte von 0,5-0,75x10° Zellen/ml in eine 2 Liter
Rollerflasche iiberfiihrt (Schott). Danach wurden die Rollerflaschen mit geéffnetem Deckel fiir

eine Stunde in einem Brutschrank bei 37°C mit 5% CO, begast und anschlieBend mit
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geschlossenem Deckel bei 1-2 Umdrehungen pro Minute (UpM) und 37°C kultiviert
(Rollkultur). Sobald die maximale Zelldichte erreicht war und das Medium einen leicht
gelblichen Farbton hatte, wurden die Zellen mit neuem Zellkulturmedium 1:3 verdiinnt und
weiter bei 37°C inkubiert. Nach Erreichen des bendtigten Volumens (ca. 1200 ml pro
Rollerflasche) wurden die Zellen solange weiter inkubiert, bis 50-80% der Zellen tot waren.
Anschliefend wurden die Zellen mit 1000 g, 15 min. bei 4°C abzentrifugiert und zur Entfernung
von Zell-Debris ein zweites Mal mit 14.000 g, 15 min.,, 4°C zentrifugiert. Der
Hybridomzelliiberstand wurde abgenommen, mit 2 M Tris, pH 8,0 neutralisiert, durch Zugabe
von Natriumazid (Endkonzentration 0,02%) konserviert und bis zur Aufreinigung bei 4°C

gelagert.

2.2.9.5. Aufreinigung monoklonaler Antikdérper aus Zellkulturiberstanden

Die Aufreinigung der monoklonalen Antikorper aus dem Hybridomzelliiberstand, der ca. 20-50
ug/ml mAk enthdlt (Harlow & Lane 1988), erfolgte iiber eine Protein G Sdule (Pharmacia
XK16) mit Hilfe einer peristaltischen Pumpe (BioRad EP-1 Econo Pump). Als Sdulenmatrix
wurde Pharmacia GammaBind Plus Sepharose (5 ml) verwendet. Alle Arbeiten wurden bei 4°C
durchgefiihrt und erfolgten nach Anweisung des Herstellers (Pharmacia). Die Sadule wurde
zundchst mit mindestens 25 ml PBS &quilibriert bevor sie mit dem Zellkulturiiberstand beschickt
wurde. Die FlieBgeschwindigkeit des Kulturiiberstandes iiber die Sdulenmatrix betrug 2-3
ml/min. AnschlieBend wurde die Matrix mit PBS gewaschen bis zur vollstindigen Entfernung
kontaminierender Proteine. Zur Elution wurde 100 mM Glycin pH 2,7 verwendet. Der eluierte
Antikdrper wurde mit 1 M Tris pH 9,0 neutralisiert (zur Vermeidung eines Aktivitdtsverlustes
der mAk). Die Antikorper-Losung wurde danach in Dialyse-Schlduche (32 mm, Sigma)
transferiert und gegen 1500 ml PBS dialysiert (4°C, Magnetriihrer), wobei PBS 2x in 48h
gewechselt wurde. Nachdem die Antikdrper-Losung zentrifugiert worden war (zur Entfernung
jeglichen tibriggebliebenen Debris), konnte die Proteinkonzentration durch Messung der

optischen Dichte (OD) bei 280 nm bestimmt werden (1 ODygp entsprechen ca. 0,8 mg/ml).
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2.2.9.6. Bestimmung des Isotyps und Subtyps der monoklonalen Mausantikorper

Die Bestimmung des Isotyps der monoklonalen Maus-Antikorper gegen das
hATACR/XCR1/GPR5-Protein erfolgte mit Hilfe des Maus-Isotyp-Kits von GibcoBRL. Der
Kulturiiberstand der Hybridomzellen wurde auf ein Indikatorstibchen gegeben, das mit Subtyp
(IgG1, IgG2a, IgG2b, 1gG3, IgM, IgA, IgE)- und kappa/lambda Ketten-spezifischen Ratte anti-
Maus monoklonalen Antikorpern beschichtet war. Die Detektion von Isotyp, Subtyp sowie Art
der leichten Kette des mAk erfolgte durch Zugabe eines markierten Ratte anti-Maus kappa oder
lambda mAKks.

2.2.10. Enzymimmunoassay (ELISA) zum Nachweis monoklonaler Antikdrper gegen das

humane ATAC-Rezeptor-Protein

Fiir die Detektion monoklonaler Antikorper gegen das hATAC-Rezeptor/XCR1/GPRS5-Peptid
mit Hilfe des ELISA wurden die ELISA-Platten (MaxiSorp Immuno-Platten, Nunc, Wiesbaden)
mit 50 pl/Kavitdt ungekoppeltem synthetischen hATACR-Peptid (Konzentration 2 pg/ml) in 0,1
M NaHCOs;, pH 8,2 beschichtet und iiber Nacht bei 4°C inkubiert. Nach zweimaligem Waschen
mit 300 ul PBS, wurden die Platten zum Absittigen unspezifischer Bindungsstellen 2 Stunden
bei 37°C mit 200 ul Blockadepuffer (PBS/3% (w/v) BSA) (BSA: Sigma, St. Louis, MS; USA)
inkubiert. AnschlieBend wurden die Platten dreimal mit 300 pl PBS+0,05% TWEEN 20
(TWEEN 20: Sigma, St. Louis, MS, USA) gewaschen und dann mit jeweils 50 pl der
Hybridomiiberstinde, einer Positivkontrolle (Mausantiserum, 1:3000 in kompletten Medium
verdiinnt) und einer Negativkontrolle (Uberstand einer Kavitit ohne Hybridom) inkubiert. Nach
2 Stunden bei 37°C wurde erneut gewaschen (9x mit 300 ul PBS/0,05% Tween) und dann die
gebundenen Antikorper 1 Stunde bei 37°C mit 100 pl anti-Maus-Ig-POD (1:5000 in PBS/5%
FCS) markiert. Nach siebenmaligem Waschen mit 300 pul PBS/0,05% Tween wurde fiir die
Entwicklung des ELISA in jede Kavitdt 100 ul TMB-Substratlosung, zu der 2 ul 30% H,O;
gegeben wurden (TMB-Losung: 1 Tablette TMB (Sigma, St. Louis, MS, USA) in 10 ml
Substratpuffer (80,05 M Phosphat-Citrat-Puffer, pH 5,0) gelost, pipettiert und nach ca. 5-10
miniitiger Inkubation bei RT die Enzymaktivitdt durch Zugabe von 100 pl/Kavitdt 1 M H,;SO4
gestoppt und die Extinktion im ELISA-Messgerit (Dynatech Laboratories, Denkendorf ) bei 450
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nm Wellenldnge (Referenzwellenldnge 630 nm) bestimmt. Die Auswertung des ELISA erfolgte
mit Hilfe des Computerprogramms Revelation 2.0 (Dynatech).

2.2.11. Durchflusszytometrie

Mit Hilfe der Durchflusszytometrie, die die Messung physikalischer, biologischer und
biochemischer Eigenschaften von Zellen erlaubt, wurde die Expression von intrazelluldren und
Oberflichen-Antigenen untersucht. Dabei werden die Zellen, nachdem sie mit
Fluoreszenzfarbstoffen markiert worden sind, im Durchflusszytometriegerét durch eine Kapillare
gedriickt, so dass eine Einzelzellsuspension erzeugt wird, die dann von einem Laserstrahl erfasst
wird. Der Fluoreszenzfarbstoff wird durch den Laserstrahl angeregt und die Emission mit einem
wellenldngenspezifischen Photodetektor (Photomultiplier) gemessen. Durch die von den
Fluoreszenzfarbstoffen ausgesendeten Strahlen unterschiedlicher Wellenldnge kénnen anhand
der mittleren Fluoreszenzintensitdt (MFI) Aussagen iiber die Expressionsdichte des angeférbten
Antigens und die prozentuale Verteilung innerhalb der untersuchten Population gemacht werden.
AuBerdem wird die Lichtstreuung, die ein Mal fiir die Zellgrofle und -granularitit ist, von den
Photodetektoren erfasst. Alle Messungen werden gleichzeitig durchgefiihrt, so dass jede
Fluoreszenz einer bestimmten Zelle zugeordnet werden kann.

Die Markierung der Zellen kann entweder direkt erfolgen unter Verwendung eines
monoklonalen Antikorpers, der an einen Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt ist oder indirekt durch
einen Fluoreszenz-gekoppelten Sekundir-Antikoérper (anti-Immunglobulin-Reagenz), der den
Primir-Antikorper, der das untersuchte Antigen bindet, detektiert. Eine dritte Mdglichkeit stellt
die Markierung des Antigens durch einen biotinylierten spezifischen Antikorper dar, der in
einem zweiten Schritt von fluoreszenzmarkierten Streptavidin gebunden wird.

Ein Vorzug der Durchflusszytometrie gegeniiber der Immunhistologie besteht darin, dass bei der
Durchflusszytometrie die Expressionsdichte des angefdarbten Antigens anhand der mittleren
Fluoreszenzintensitit quantifiziert werden kann und dass zudem groB3e Populationen lebender
Zellen innerhalb kurzer Zeit analysiert werden konnen, wodurch statistisch relevante Aussagen

ermdglicht werden.

33



2.2.11.1. Nachweis von Zelloberflachenproteinen mittels Durchflusszytometrie

Die Markierung der Zelloberflichen- und intrazelluldren Antigene erfolgte sowohl direkt als
auch indirekt. Fiir eine Mehrfachfarbung mit mehreren direkt konjugierten Antikoérpern erfolgte
die Inkubation mit allen Antikdrpern gleichzeitig. Bei einer Doppelfarbung mit einem direkt
markierten und einem indirekten Antikdrper wurde zunichst die indirekte Farbung und nach
Inkubation mit 10%igem Maus-Serum bei 4°C (um unspezifische Bindungen zu blockieren)
sowie nach einem Waschschritt dann die Farbung mit dem direkten Antikdrper durchgefiihrt. Die
optimalen Konzentrationen der Erst- und Zweitantikorper bzw. fluoreszenzmarkierten
Streptavidin sind in Vorexperimenten durch Titrationsreihen bestimmt worden.

Alle Arbeitsschritte wurden auf Eis durchgefiihrt. Als Waschpuffer wurde FACS-PBS
(PBS/FCS/NaN;) verwendet, in dem auch die Antikdrper verdiinnt wurden, die in einem
Volumen von 50 ul zu den Zellen hinzugegeben wurden. Alle Zentrifugationsschritte erfolgten
bei 550 g, 5 min., 4°C. Pro Messung wurden 200.000 Zellen eingesetzt, die in die Kavititen
einer Rundboden-Mikrotiterplatte (Nunc) pipettiert wurden. Die Zellen wurden zunichst
abzentrifugiert, einmal gewaschen und anschliefend fiir eine indirekte Farbung mit 50 pl/Kavitét
des spezifischen Erstantikorpers in FACS-PBS (PBS mit 2,5% FCS+0,1% NaNs3) bzw. des
Fluoreszenz-markierten (fiir eine direkte Férbung) oder biotinylierten Antikdrpers resuspendiert
und fiir 20-30 min. im Dunkeln bei 4°C inkubiert. Ungebundene Antikorper wurden durch
zweimaliges Waschen entfernt.

Bei der Analyse von humanen Monozyten wurden die Zellen vor der Inkubation mit dem
Erstantikérper mit Endobulin (humanes Immunglobulin, Immuno, Heidelberg) versetzt, um die
unspezifische Bindung von Antikdrpern iiber F, Rezeptoren zu vermindern. Dazu wurden die
Zellen pelletiert und in 50 pl Endobulin-Lésung (2 mg/ml) in FACS-PBS aufgenommen und 15
Minuten auf Eis inkubiert. Nach einem Waschschritt mit FACS-PBS wurden die Zellen dann mit
dem Erstantikorper inkubiert (s.0.). Im Fall der Verwendung von direkt markierten Antikdrpern
wurden die Zellen nach zweimaligem Waschen in 150 pul PBS/FCS/NaNj3 aufgenommen und
sofort in einem FACSCalibur (Becton-Dickenson) analysiert. Bei Markierung mit
unkonjugierten bzw. biotinylierten Antikorpern wurde zweimal gewaschen und dann der
fluoreszenzmarkierte Zweitantikorper bzw. das Streptavidin-Konjugat zugegeben und die Proben
wiederum 20-30 min. bei 4°C im Dunkeln inkubiert. Nach erneutem zweimaligen Waschen
wurden die Zellen wiederum in 150 ul FACS-PBS aufgenommen und gemessen.

Kontrollmarkierungen wurden stets parallel mit Isotypantikdrpern wie MOPC 21, 2A11 oder
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3G11 durchgefiihrt, deren Spezifitit keine Reaktion mit der zu analysierenden Zellpopulation
erwarten liel und somit als MaB fiir die unspezifische Bindung und Eigenfluoreszenz der Zellen
dienen kann. Die Isotypkontrollantikérper wurden jeweils in der gleichen Konzentration wie die
spezifischen Antikorper eingesetzt. Die erforderlichen Konzentrationen lagen bei den hATACR-
spezifischen mAks zwischen 20 und 40 pg/ml (auBer 7G11, der in einer Konzentration von 2,5
ug/ml eingesetzt wurde). Der nicht aufgereinigte 6F8 Uberstand wurde jeweils unverdiinnt
eingesetzt. Die Isotyp-Antikdrper wurden jeweils in einer Konzentration von 40 pg/ml

verwendet. Immunseren aus Maus und Kaninchen wurden immunfluoreszenzmarkiert (jeweils

1:100 verdiinnt).

2.2.11.2. Nachweis von intrazellularen Antigenen mittels Durchflusszytometrie

Zum durchflusszytometrischen Nachweis intrazelluldrer Antigene ist die Behandlung der Zellen
mit Saponin erforderlich. Saponine sind Glycoproteine, die aufgrund ihrer hohen Affinitit zu
Cholesterol in cholesterolreichen Zellmembranen ringformige Komplexe mit einer zentralen
Pore (Durchmesser 8-10 nm) bilden. Die intrazelluldre Farbung wurde mit einer Zellzahl von
500.000 Zellen pro Farbung in Eppendorf-Réhrchen durchgefiihrt. Die Zellen wurden zunichst
mit FACS-PBS gewaschen und dann mit jeweils 200 pl einer 2%igen Formaldehydlésung (in
FACS-PBS verdiinnt) fiir 20 Minuten bei RT fixiert. AnschlieBend wurden die Zellen erneut
zweimal gewaschen und dann mit dem monoklonalen Primérantikoérper (125 pl pro Féarbung),
der in Saponinpuffer (0,5% BSA, 0,02% NaN3, 0,5% Saponin in PBS) verdiinnt war, fiir 20
Minuten bei RT inkubiert. Danach wurden die Zellen einmal mit je 1 ml Saponinpuffer
gewaschen und abzentrifugiert (350 g, 5 min.,, RT). Falls ein direkt konjugierter
Primirantikdrper verwendet wurde, war die Farbung beendet und die Zellen konnten in 300 pl
FACS-PBS aufgenommen und gemessen werden. Bei ungekoppelten oder biotin-markierten
Primar-Antikérpern  erfolgte  die  Inkubation mit dem  Fluoreszenz-gekoppelten
Sekundérantikérper bzw. dem Streptavidin-Konjugat (125 upl in Saponinpuffer verdiinnt, 20
min., RT). Nach zweimaligem Waschen wurden die Zellen in FACS-PBS aufgenommen und
gemessen. Falls gleichzeitig Oberflichen- und intrazelluldre Antigene gefirbt werden sollten,

wurde die Oberflachenfarbung vor der Formaldehyd-Fixierung der Zellen durchgefiihrt.
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2.2.11.3. Durchflusszytometrische Analyse fluoreszenzmarkierter Zellen (Auswertung der
Messdaten)

Die Analyse der immunfluoreszenzgefarbten Zellen erfolgte mit einem FACSCalibur-Gerét
(Becton Dickinson, San Jose, CA, USA) unter Verwendung der Software Cell Quest von Becton
Dickinson. Es wurden jeweils mindestens 10.000 Zellen pro Probe aufgezeichnet. Vor der
eigentlichen Messung erfolgte die Einstellung des Gerdtes. Dazu wurde zunichst die zu
analysierende Zellpopulation (Lymphozyten und/oder Monozyten) anhand ihrer Grofe
(Vorwirtsstreulicht) und Granularitdt (Seitwértsstreulicht) im Scattergramm (korrelierte
Darstellung Seitwarts/Vorwiértsstreulicht) elektronisch eingegrenzt (,,gating®). Mit Hilfe der
Férbung mit dem irrelevanten Kontrollantikdrper (Antikorper gleichen Isotyps, der gegen ein
Antigen gerichtet ist, das von der untersuchten Zellpopulation nicht exprimiert wird; ein Maf fiir
unspezifische Bindung und Eigenfluoreszenz der Zellen) wurden die Statistikmarker gesetzt, die
die antigennegative von der antigenpositiven trennen sowie ein Abgleich der Laserspannung der
verwendeten  Kanidle  durchgefiihrt. In  der  Histogramm-Darstellung  wird  die
Fluoreszenzintensitit des gemessenen Antigens logarithmisch gegen die Zahl der gemessenen
Ereignisse aufgetragen, wobei die mittlere Fluoreszenzintensitit ein semiquantitatives Mal3 fiir
die Expressionsdichte des untersuchten Antigens darstellt. In der Dot Plot-Darstellung sind die
Fluoreszenzintensitidten zweier parallel gemessener Antigene logarithmisch gegeneinander

aufgetragen und in Form von Punktewolken dargestellt.

2.2.11.4. Diskriminierung toter Zellen mit Propidiumiodid (PI)

Da tote Zellen wunspezifisch Antikorper binden, filhren sie zu einer starken
Hintergrundfluoreszenz. Propidiumiodid wird nur von toten oder stark beschiddigten Zellen
aufgenommen, und es ist daher mdoglich, die Vitalitit der Zellen zu beurteilen und nur vitale
Zellen zu analysieren. Die Emissionswellenlédnge von PI liegt bei etwa 620 nm (gemessen auf
FL2 und FL3). Bei gleichzeitiger FITC-Farbung (510 nm, FL1) kénnen daher die PI-geférbten,
toten Zellen elektronisch aus der Darstellung herausgenommen werden, indem wihrend der
FACS-Analyse die PI negative Population im ,,FL2 gegen FL3 Fenster elektronisch eingegrenzt
(,,gegatet™) wird (Otten, G. et al. 1992). Die Zugabe des Propidiumiodid erfolgte direkt vor der
Messung (Endkonzentration: 0,5 pg/ml)
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2.2.12. Immunzytochemie

Mit der Immunzytochemie konnen Antigene fixierter Zellen nachgewiesen werden,
vorausgesetzt, dass durch die jeweilige Fixierungsmethode das Antigen nicht soweit denaturiert
wurde, dass der Antikorper nicht mehr oder nur noch mit geringer Affinitit binden kann. Mit
Hilfe der APAAP-Technik wurden entweder Zellen (primére Zellen oder transfizierte Zellen),
die mit der Zytozentrifuge auf einen Objekttriger zentrifugiert waren oder Gefrierschnitte aus
unterschiedlichen Geweben (Plazenta, Milz, Tonsille) angefirbt. Die APAAP (alkalische
Phosphatase-anti-alkalische Phosphatase)-Technik stellt ein sehr sensitives Verfahren dar, mit

der auch eine nur geringe Zahl an Antigenkopien pro Zelle nachgewiesen werden kann.

2.2.12.1. Herstellung von Zytozentrifugenpréaparaten

Mit einer Zytozentrifuge (Shandon, Pittsburgh, PA, USA) wurden verschiedene Zellen
(Transfektanten oder primidre Zellen) auf einen Objekttriger aufzentrifugiert und nach der
Fixierung mit Hilfe der APAAP-Methode angeférbt. Hierzu wurden jeweils ca. 125-200 pl der
Zellsuspension (Zelldichte: 1-2x10° Zellen/ml) mit einer Zytozentrifuge auf Objekttriger
zentrifugiert (25 g, 5 min., RT). Die Proben wurden bei Raumtemperatur fiir 20 Minuten (bzw.
tiber Nacht bei Acetonfixierung) getrocknet und dann entweder mit einer 4%igen
Formaldehydlésung in PBS (20 min., RT) oder mit Aceton (10 min., RT) fixiert. Im Falle einer
Fixierung mit Formaldehyd wurden die Proben noch 4x mit PBS gewaschen (je 5 min., RT) und
entweder sofort verwendet oder in PBS bei 4°C aufbewahrt. Die mit Aceton fixierten Préparate

wurden bis zur Verwendung bei -80°C gelagert.

2.2.12.2. Herstellung von Gefrierschnitten

Die Gewebe (Plazenta, Tonsille, Milz) wurden direkt nach ihrer Entnahme prépariert. Kleinere
Stiicke der Gewebe (5x5x5mm) wurden in Flachboden Polyethylen-Gefdf3e (Roth) gegeben, mit
physiologischer Kochsalzlosung (0,9 (w/v) NaCl) bedeckt und in aufrechter Position in
fliissigem Stickstoff schockgefroren. Die Lagerung erfolgte bei -80°C. Zur Herstellung von
Gefrierschnitten wurde das Cryostat-Gerit (Reichert-Jung, 2800 Frigocut E) zunéchst auf eine

Temperatur von -20°C eingestellt und die Gewebe vor Beginn des Schneidens fiir mindestens 30
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Minuten in dieser Temperatur belassen. Zum Schneiden wurden je nach Gewebe Temperaturen
zwischen -10 und -20°C gewihlt. Die typische Schnittdicke betrug 5-8 pum. Die Schnitte wurden
auf Objekttrager aufgebracht, die vorher mit 2%iger APES-Losung in EtOHas (2% 3-
Aminopropyltriethoxysilane, Sigma, Heidelberg) beschichtet worden waren (30 sec. Aceton, 10
sec 2% APES, 2x10 sec EtOH,ps, 2x10 sec. HyOpigest, Uiber Nacht bei 50°C getrocknet) und
nachdem die Priparate fiir 12-24 h luftgetrocknet worden waren, fiir 10 min. in Aceton fixiert.
Falls sich nicht unmittelbar darauf die Farbung anschloss, wurden die Objekttrager bei -80°C

gelagert.

2.2.12.3. Nachweis von Antigenen mittels APAAP-Technik

Bei der APAAP-Technik (Cordell et al. 1984; Mason 1985) handelt es sich um eine Enzym-anti-
Enzymkomplex-Technik, mit der eine Verstirkung des Signals erreicht werden kann. Das
Antigen wird nacheinander mit unkonjugiertem Primérantikorper, unkonjugiertem
Sekunddrantikdrper  (Briickenantikdrper), ldslichen  Enzym-anti-Enzymkomplexen und
Substratlosung inkubiert, wobei der Primédrantikorper und der Antikdrper des Enzym-
Immunkomplexes aus derselben Spezies stammen, so dass der Sekunddrantikorper in der Lage
ist, diese beiden zu verbinden. Alle Inkubationsschritte erfolgten bei RT in einer feuchten
Kammer. Bei -80°C gelagerte Préparate wurden vor Beginn der Féarbeprozedur fiir 20 min. bei
RT gelagert. Im Falle einer Anfiarbung von intrazelluldren Antigenen wurde zunidchst die
Zellwand fiir die Antikorper permeabel gemacht, indem die Préparate 90 sec. mit PBS/1% Triton
inkubiert und anschlieBend 3x mit PBS (je 5 min.) gewaschen wurden, bevor sie in APAAP-
Waschpuffer gegeben und mit der Farbeprozedur begonnen wurde.

Fiir die eigentliche Farbung wurden die Proben zunichst mit einem Wachs-Stift (Dako) markiert
und mit 100 pl des optimal verdiinnten monoklonalen Primérantikorpers (in APAAP-Medium:
RPMI 1640, 10% FCS, 0,1% NaNj3) fiir 30 Minuten bei RT inkubiert. Nach zweimaligem
Waschen mit Waschpuffer (1-2 min.) erfolgte eine dreiigminiitige Inkubation mit dem
Sekundér- bzw. Briickenantikdrper (100 pl pro Schnitt), der in Blockierungsmedium (APAAP-
Medium mit 10% Normal-Serum, das aus derselben Spezies wie das Gewebe stammte) verdiinnt
wurde. Als Sekundirantikdrper wurde entweder Kaninchen-anti-Maus-Immunglobulin (1:20
verdiinnt, DAKO) oder Kaninchen-anti-Ratte-Immunglobulin (1:50 in APAAP-Medium

verdiinnt, DAKO) verwendet. Nach erneutem zweimaligen Waschen wurden die Schnitte fiir 30
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min. mit dem APAAP-Komplex inkubiert, wobei der Maus-APAAP-Komplex 1:20 und der
Ratten-APAAP-Komplex 1:50 (beide DAKO) in APAAP-Medium verdiinnt wurden. Danach
wurde wiederum zweimal gewaschen und die letzten beiden Inkubationsschritte noch einmal
wiederholt, wobei die Inkubationszeit jedoch auf 10 min. reduziert war. Dadurch kann die
Intensitdt der Immunfirbung gesteigert werden. Vor Beginn der Farbereaktion wurden die
Priparate wiederum gewaschen (3-4 x 1 min.). Die Férbelosung wurde direkt vor Gebrauch
frisch hergestellt. Durch Zugabe des Neufuchsin-Substrates (Inkubation 10-20 min. auf einem
Schiittler) konnte die Bindung des Primérantikorpers durch einen roten Farbniederschlag sichtbar
gemacht werden. Nach einem Waschschritt erfolgte die Kerngegenfirbung mit Mayers
Hémalaun (5 min.). Die Reaktion wurde durch Waschen gestoppt und die Priparate mit Kaisers
Glyceringelatine und Deckgldschen konserviert.

Die Konzentration der verwendeten Primérantikdrper betrug 10 pg/ml; die Hybridomiiberstinde

wurden jeweils unverdiinnt eingesetzt.

Puffer und Medien zu 2.2.12.

APAAP-Medium RPMI 1640, 10% FCS, 0,1% NaNs, pH 7,4-7,6

Blockierungs-Medium APAAP-Medium, 10% Normal-Serum

Waschpuffer 1,8 g Tris Base, 50 mM Tris/HCI, 150 mM NaCl, ad 2 1 H,O,
pH 7,4-7,6

Entwicklungspuffer 150 mM NaCl, 50 mM Tris/HCI, 4,9 g Tris Base, ad 1 1 H,O
pH 8.9

Propandiol-Ldsung 200 mM 2-Amino-2-methyl-1,3-propandiol, ad 1 | H,O

Neufuchsin-Stock 136,6 mM in 100 ml 2 M HC1

Mayers Hamalaun 3,1 mM Hématoxilin x H,0, 1 mM 0,2 g NalO;, 105 mM

Kalialaun, ad 1 1 H,0, {iber Nacht geriihrt
302 mM Chloralhydrat, 4,7 mM Citric Acid x H,O, iiber Nacht

geriihrt
Chemikalien zu 2.2.12.
Aceton Merck
APES (3-Aminopropyltriethoxysilan) Sigma (Deisenhofen)
Tris-Base (,, Trizima“) Sigma (Deisenhofen)
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Tris/HCI Sigma (Deisenhofen)

2-Amino-2-methyl-1,3-propandiol Merck

Levamisole Sigma (Deisenhofen)
(L(-)-2,3,5,6-tetrahydro-6-phenylimidazol [2,1-b] thiazol)
Naphtol-As-Bi-Phosphat Sigma ( Deisenhofen)
DMF Merck

Sodiumnitrite (NaNO0,) Sigma

Neufuchsin Merck

Héamatoxilin Monohydrat Merck

Natriumiodat Merck

Kalialaun Merck

Chloralhydrat Merck
Citronensduremonohydrat Merck

Eosin Dako

2.3. Proteinchemische Methoden

2.3.1. Immunprazipitation

Als Ausgangsmaterial fiir die Immunprézipitation des nativen ATAC-Rezeptor/XCR1/GPRS-
Proteins dienten sowohl Zell-Lysate von hATACR-Transfektanten als auch Lysate von priméren
Zellen (mit Ionomycin und PMA aktivierte und ruhende NTCs + PBMCs sowie 24 h LPS-
stimulierte und ruhende Monozyten). Die Zellen wurden zunichst in kalter PBS gewaschen (350
g, 6 min., 4°C) und das Zellsediment, falls es nicht sofort verwendet wurde, in fliissigem
Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gelagert. Zur Herstellung der Lysate wurden flir ein
kleines Gel jeweils 15x10° NTCs und PBMCs bzw. 5x10° transfizierte Zelllinien in Lysepuffer
(1 ml Lysepuffer fir 10x10° Zellen) mit verschiedenen Proteaschemmern (PMSF 1 mM,
Aprotinin 10 pg/ml, Leupeptin 10 uM, Pepstatin A 1 uM) 60 Minuten auf Eis inkubiert. Fiir ein
groBes Gel wurden Lysate aus 50x10° NTCs/PBMCs bzw 20x10° Monozyten und 10x10°
Transfektantenzellen verwendet. Nach Inkubation mit dem Lysepuffer und den
Proteasehemmern wurden die Lysate zentrifugiert (12.000 g, 15 min., 4°C, Sorvall Zentrifuge)
und der Uberstand entweder sofort fiir die Immunprizipitation verwendet oder bei -20°C

gelagert.
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Die Immunprézipitation wurde entweder mit den neu generierten hATACR-spezifischen/XCR1
mAKSs oder dem c-myc-spezifischen Antikorper (Im Falle der Transfektanten) in Kombination
mit Protein G, welches an Sepharose immobilisiert war (Pharmacia) durchgefiihrt. Alle
folgenden Arbeitsschritte erfolgten auf Eis. Es wurden zunéchst mit Hilfe einer Voradsorption
(,,Preclearings®) die Proteine entfernt, die unspezifisch an die fiir die Prizipitation verwendeten
Antikdrper binden wiirden. Hierzu wurden die verschiedenen Lysate mit dem nicht-spezifischen
mAk 2A11 (10 pg fiir 5x10° Transfektantenzellen bzw. 10 pg fiir 10x10° primére Zellen) sowie
Protein G Sepharose (20%ige (w/v) Suspension mit Protein G-Sepharose und Sephadex G50 im
Volumenverhiltnis 1:2 in PBS) fiir 2x2h in einem Uber-Kopf-Schiittler bei 4°C inkubiert. Es
wurden jeweils 50 ul Protein G Sepharose fiir 5x10° Transfektantenzellen bzw. 50 pl fiir 10x10°
primdre Zellen verwendet. AnschlieBend wurde die Matrix mit den unspezifischen
Immunkomplexen sedimentiert (350 g, 5 min., 4°C), der Uberstand abgenommen und das
hATACR/XCRI1-Protein aus dem Uberstand iiber Nacht unter Verwendung verschiedener
Antikdrper (Hybridom-Uberstinde: jeweils 5 ml Uberstand fiir ein kleines bzw. 10 ml fiir ein
groBes Gel, aufgereinigte mAks (5C5+6D2+1F1) jeweils 10 pg bzw. 20 pg fiir ein grofles Gel,
7G11: 2,5 pg) sowie Protein G Sepharose in einem Uber-Kopf-Schiittler bei 4°C
immunprézipitiert. Als Positivkontrolle wurde ein Antikorper, der das c-myc Epitop der
Transfektanten spezifisch erkannte, verwendet. Als Negativkontrolle wurden die Protein G-beads
aus der Voradsorption verwendet. Nach ca. 12 h bei 4°C und kontinuierlicher Rotation wurden
die Immunkomplexe abzentrifugiert (1000 g, 1 min., 4°C), der Uberstand verworfen und die
Protein G-Antigen-Antikorper-Konjugate (Prdzipitat) mit 1 ml 4°C kalten Waschpuffer in
EppendorfgefiBe (1,5 ml) tiberfiihrt und insgesamt viermal gewaschen (1000 g, 1 min., 4°C), um
nicht-spezifisch gebundene Proteine mdglichst weitgehend zu entfernen. Das Sediment wurde
zur Elution der prézipitierten Proteine in 20 ul 3x SDS-Probenpuffer (gemdfl Sambrook et al.
1998) resuspendiert und fiir 4 Minuten bei 95°C denaturiert. AnschlieBend wurden die
Proteinproben auf Eis abgekiihlt und nach kurzer Zentrifugation entweder sofort auf ein 12%iges

SDS-Polyacrylamidgel aufgetragen oder bei -20°C gelagert.
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Materialien zu 2.3.1.

Lysepuffer 50 mM Tris/HCl (pH 8) 150 mM NaCl, 1 mM EDTA,
+ Proteasechemmer (s.u.) + 1% (v/v) Nonident P-40,
Proteasehemmer 1 mM PMSF, 10 uM Leupeptin A, 1 uM Pepstatin, 10

pug/ml Aprotinin
Waschpuffer 50 mM Tris/HCI, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, pHS8

2.3.2. Diskontinuierliche SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die Proteinproben wurden in jeweils 20 pl bzw. 50 pul (groBes Gel) reduzierendem 4x-Protein-
Probenpuffer resuspendiert, nach Denaturierung (4 min., 95°C) auf Eis abgekiihlt, zur
Entfernung der Gelpartikel fiir 1 min. bei 12.000 g zentrifugiert und auf ein 12%iges SDS-Gel
aufgetragen (7 cm x 8 cm x 0,075 cm bzw. grofles Gel: 16 cm x 20 cm x 0,1 cm). Die SDS-
PAGE erfolgte nach der Methode von Laemmli (1970) und wurde in Gegenwart von SDS
(Natriumdodecylsulfat) und DTT (Dithiothreitol) durchgefiihrt. SDS ist ein starkes anionisches
Detergenz, das relativ gleichmiflig an Proteine bindet (ca. 1,4 mg SDS/Polypeptid) und den
Protein/Detergenz-Komplexen eine zur Proteingrofle proportionale Nettoladung verleiht, die das
Molekiil im elektrischen Feld durch das Gel wandern lédsst, wobei die Geschwindigkeit dabei vor
allem von der MolekiilgroBe bestimmt wird. DTT ist ein Disulfidbriicken-reduzierendes Agens,
das zusammen mit SDS eine Denaturierung und Entfaltung von Proteinen bewirkt. Die
elektrophoretische Beweglichkeit der Polypeptid-SDS-Komplexe héngt unter diesen
Bedingungen nur noch von dem Molekulargewicht des Proteins und nicht mehr von seiner
urspriinglichen Nettoladung oder Form ab. Dabei verhilt sich die relative Mobilitdt der Proteine
in der SDS-PAGE umgekehrt proportional zum Logarithmus (log;) ihres Molekulargewichtes.

Die Polyacrylamidgele bestanden zu zwei Dritteln aus einem Trenngel (12% Polyacrylamid, 2,5
M Tris/HCI pH 8, 20% SDS) und zu einem Drittel aus einem Sammelgel (4% Polyacrylamid,
0,125 M Tris/HCI, pH 6,8, 0,1% SDS). Die Elektrophorese wurde in einer Mini Protean II-
Kammer bzw. einer Protean II xi-Kammer fiir ein groBes Gel (beide BioRad) im
Elektrophoresepuffer 25 mM Tris, 192 mM Glycin und 0,1% SDS bei RT (kleines Gel) oder 4°C
(groBes Gel) durchgefiihrt. Die Apparaturen wurden jeweils nach Herstellerangaben

zusammengesetzt, unter Verwendung von 0,75 mm bzw. 1,0 mm (groBes Gel) Abstandshaltern.
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In die Gelkammer wurde eine 12%ige Trenngelllosung pipettiert, mit Wasser iiberschichtet und
zur Polymerisation ca. 1 Stunde bei RT inkubiert (groes Gel: 1,5 Stunden). Nach Entfernung
des Wassers wurde die Gelkammer mit 4%igem Sammelgel gefiillt und fiir die Probentaschen
ein Kamm eingesetzt (10 Taschen bei einem kleinen bzw. 15 Taschen bei einem groflen Gel).
Nach der Polymerisation des Sammelgels (ca. 30 min. bzw. 60 min.) wurde das Gelsystem nach
Ausspiilen der Geltaschen mit H;Opiges/destilliertem Wasser in die Elektrophoreseapparatur
eingespannt, der Elektrophoresepuffer eingefiillt und je 20 bzw. 50 ul der Proben in die
Geltaschen pipettiert. Als Molekulargewichtstandard wurde eine 6-60 kDa Proteinleiter (Gibco)
verwendet. Die Laufspannung betrug im Sammelgel 50 V und im Trenngel 100 V. Sobald die
Bromphenolblaubande das Gelende erreicht hatte, wurde die Elektrophorese beendet und das Gel

fur den Western Blot verwendet.

Losungen zu 2.3.2.

Elektrophoresepuffer 25 mM Tris Base, 192 mM Glycin, 0,1% SDS

Trenngel 12% Polyacrylamid, 0,375 ™M Tris/HCI, pH 8.8,
0,1% SDS

Sammelgel 4% Polyacrylamid, 0,125 M Tris/HCI, pH 6,8, 0,1% SDS

SDS-Protein-Probenpuffer 50 mM Tris/HCl pH 6,8, 2% (v/v) SDS, 10% (v/v)

Glycerin, 0,1% Bromphenolblau, 0,1 M Dithiothreitol

2.3.3. Immunoblot-Analyse (Western Blot)

Nachdem die Proteine im Polyacrylamidgel elektrophoretisch aufgetrennt worden waren, wurden
sie unter Einfluss eines senkrecht zum Gel angelegten -elektrischen Feldes auf eine
proteinbindende Polyvinylidendifluorid-Membran (Immobilon P, Millipore) transferiert
(,, Western Blotting*‘; Burnette 1981) und mittels polyklonalem Antiserum nachgewiesen.

Der Proteintransfer erfolgte unter semi-dry Bedingungen in einer Blotapparatur in Transferpuffer
bei 0,9 mA/cm® fiir 1 h bzw. fiir 1,5 h bei einem groBen Gel (Kyhse-Andersen 1984). Im
Anschluss an den Transfer wurde die Membran zur  Visualisierung des
Molekulargewichtsmarkers in Poinceau S-Losung (0,2% (w/v) in 3%iger Essigsdure) gefarbt, die

sichtbaren Proteinbanden des Molekulargewichtmarkers mit einem Bleistift markiert und die
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Membran anschlieBend durch mehrmaliges Waschen in PBS entfdrbt. Die Membran wurde zum
Nachweis des hATACR-Proteins zundchst iiber Nacht in Blockierungspuffer (2% (w/v)
Milchpulver in PBS-T) bei 4°C unter Schiitteln inkubiert und dann fiir 1 h bei RT mit dem
polyklonalen Kaninchen-anti-hu-ATACR-Antiserum (1:2500 verdiinnt in Blockierungspuffer)
unter Schiitteln inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit Blockierungspuffer (je 10 min.)
erfolgte die Nachweisreaktion mit dem Western Light Kit (Tropix) gemédll den Angaben des
Herstellers mit einem Biotin gekoppelten Ziege-anti-Kaninchen-IgG (1:5000 verdiinnt in
Blockierungspuffer) als sekundidrem Antikorper, anschlieBend wurde die Membran nach
dreimaligem Waschen (s.0.) mit Alkalischer Phosphatase gekoppelt an Avidin (Avidx-AP,
1:10.000 in  Blockierungspuffer) inkubiert. @ Als  Substrat der enzymatischen
Chemiluminiszenzreaktion wurde CDP-Star (Tropix, 1:50 in Assay buffer) verwendet, die

Exposition des Blots erfolgte auf einem XOMatAR-Film (Kodak)

Losungen zu 2.3.3
Transferpuffer 48 mM Tris, 39 mM Glycin, 0,037% SDS, 20% Methanol
PBS-T PBS + 0,1% (w/v) Tween-20
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3. Ergebnisse

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Charakterisierung des humanen ATAC-Rezeptors
[XCR1/GPRS5]. Hierzu sollten monoklonale Antikorper hergestellt werden, mit deren Hilfe das
Expressionsmuster des Rezeptors aufgeklédrt werden sollte.

Als Hilfsmittel fiir die Etablierung und Charakterisierung der mAks sollten zunichst

verschiedene Zelllinien generiert werden, die den ATAC-Rezeptor liberexprimieren.

3.1. Etablierung von Transfektanten, die den humanen ATAC-Rezeptor

Uberexprimieren

Es wurden verschiedene Zelllinien generiert, die den humanen ATAC-Rezeptor/XCR1 in hoher
Dichte auf ihrer Zelloberfliche exprimieren. Als Zelllinien fiir die Transfektion dienten sowohl
P3x63Ag8.653-Zellen (Myelomzelllinie aus Balb/c-Mé&usen) als auch die adhidrent wachsenden
L-Zellen. In den transfizierten Zelllinien ist das hATACR-Molekiil entweder am C-terminalen,
intrazelluldren 3' Ende (3'c-myc/hATACR/P3x-Transfektante bzw. 3'c-myc/hATACR/L-Zell-
Transfektante) oder am N-terminalen, extrazelluliren 5' Ende (5'c-myc/hATACR/P3x-
Transfektante) mit einem c-myc Epitop fusioniert. Dieses ,,c-myc-tag® dient als Marker und

ermoglicht die unabhéngige Detektion des Molekiils. (Abb. 1)

hATAC-R hATAC-R

a) b.)

Abb. 1 Der hATAC-Rezeptor mit dem c-myc Epitop am 3' bzw. 5'-Ende
a.) Das hATACR Protein mit c-terminalem intrazelluldrem c-myc Epitop (3'c-myc)
b.) Das hATACR Protein mit N-terminalem extrazelluldrem c-myc Epitop (5'c-myc)

Nach der Transfektion wurden die Zellen in Selektionsmedium (enthélt 1 mg/ml G418 bzw. 0,5

mg/ml G418 fiir die L-Zell-Transfektanten) aufgenommen und auf je einer Mikrotiterplatte mit

96 Kavititen ausgesit.
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Auf der Platte mit den 5'c-myc-Zellen wurden insgesamt 19 Klone erhalten, auf der 3'c-myc-
Platte 25 Klone und auf der Platte mit den L-Zellen 7 Klone. Jeder dieser antibiotikaresistenten
Klone wurde in einem ersten Screeningprozess mit einem c-myc-Epitop-spezifischen
monoklonalen Antikdrper (Konzentration 10 pg/ml) immunfluoreszenzmarkiert und
durchflusszytometrisch analysiert, wobei die 3'c-myc-Klone mit einer intrazelluldren Farbung
und die 5'c-myc-Klone mit einer Oberflichen-Immunfluoreszenzfirbung des c-myc-Epitops
selektioniert wurden. Die Auswahl der positiven Klone erfolgte dabei auf der Grundlage der
unterschiedlichen Reaktivitéit des c-myc-Antikdrpers mit den transfizierten Zellen einerseits und
den untransfizierten Wildtypzellen andererseits. Auf diese Weise konnten von der transfizierten
P3x-Zelllinie mehrere Klone erhalten werden, die den ATAC-Rezeptor in hoher Dichte auf ihrer
Oberflidche exprimieren: Von den insgesamt 19 bzw. 25 G418-resistenten 3' bzw. 5'c-myc-
Klonen konnte mit Hilfe des durchflusszytometrischen Screenings bei jeweils 5 bzw. 7 Klonen
eine gute hATACR-Expression nachgewiesen werden. Von diesen positiven Klonen wurden
Klon 15 (3'c-myc) bzw. Klon 9 (5'c-myc) auf der Grundlage ihrer besonders guten Reaktivitdt
mit dem c-myc-spezifischen Antikdrper ausgewihlt. Bei den L-Zellen konnte lediglich ein Klon
mit einer guten Expression (Klon 5) und drei weitere mit einer nur mifigen Expression
gewonnen werden. Zwei der 5'c-myc/hATACR/P3x-Klone wurden mit Hilfe der Limiting-
Dilution-Methode subkloniert.

Abbildung 2 zeigt das mit Hilfe der Durchflusszytometrie bestimmte Expressionsniveau der drei

generierten hATACR-Transfektanten.

3'c-myc/hATACR/P3x- S'c-myc/hATACR/P3x- 3'c-myc/hATACR/L-Zell-
Transfektante Transfektante Transfektante

N

anti c-myc FITC

Abb. 2 Durchflusszytometrische Bestimmung des Expressionsniveaus der verschiedenen hATACR-
Transfektanten
Durchflusszytometrische Féarbung der Transfektanten mit einem c-myc-Epitop-spezifischen
Antikorper. Dunkel hinterlegt sind jeweils die nichttransfizierten Wildtypzellen als Kontrolle
gezeigt.
(x-Achse: log MFTI; y-Achse: Zellzahl)
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Zur Bestitigung der Rezeptorexpression der P3x-hATACR-Transfektanten wurden
Zytozentrifugenpriparate der verschiedenen G418-resistenten Klone angefertigt und
anschlieBend mit einem monoklonalen anti-c-myc-Antikoérper mit Hilfe der APAAP-Technik
angefarbt. Es zeigte sich eine spezifische Anfirbung der positiven Klone, die mit den
Ergebnissen der Durchflusszytometrie korrelierte. Die P3x-Wildtypzellen waren nicht angefarbt
(Daten nicht gezeigt).

Wihrend der Kultivierung und Expansion der Transfektanten wurde beobachtet, dass erhebliche
Schwankungen im Expressionsniveau des hATAC-Rezeptors bestanden (siehe Diskussion).
Daher wurden alle Transfektanten unter stindigem Selektionsdruck (Zellkulturmedium mit
G418) kultiviert, um einen Expressionsverlust zu verhindern. Im Falle der 3'c-
myc/hATACR/P3x-Transfektante wurden jedoch auch unter diesen Kulturbedingungen
weiterhin Schwankungen im Expressionsniveau beobachtet. Daher sollte die Rezeptorexpression
der Transfektanten neben der Durchflusszytometrie-Farbung mit dem c-myc-spezifischen
Antikorper und der immunhistochemischen Analyse von Zytospins durch eine weitere
Untersuchung verifiziert werden.

Als ein gutes Korrelat fiir die Rezeptor-Expressionsdichte der Transfektanten erwies sich neben
der durchflusszytometrischen Untersuchung der c-myc-Expression auch die Anfiarbung der
transfizierten Zellen mit ATAC-Rezeptor spezifischen Immunseren (Maus und Kaninchen) mit
anschlieBender durchflusszytometrischer Analyse. Die Transfektanten wurden jeweils sowohl
mit den Immunseren als auch mit den Prdiimmunseren inkubiert. Die Helligkeit der Farbung mit
den Immunseren korrelierte mit der Rezeptor-Expressionsdichte der Transfektanten, wie sie mit
Hilfe des c-myc-spezifischen Antikorpers durchflusszytometrisch bestimmt worden war. Mit den
Praimmunseren zeigte keine der Transfektanten eine Reaktivitét.

Aufgrund der oben erwidhnten erheblichen Schwankungen im Expressionsniveau (siche
Diskussion) wurde die Rezeptorexpression der Transfektanten im Verlauf der Kultivierung
regelmiBig durchflusszytometrisch iiberpriift.

Die Abbildung 3 zeigt eine Immunfluoreszenzfiarbung der 3'c-myc/hATACR/P3x-Transfektante
mit den Immunseren von Maus bzw. mit dem c-myc-Antikdrper an unterschiedlichen Tagen im

Verlauf der Kultivierung.
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AN

c-myc

b.)
Maus-Immunserum
Abb. 3 Schwankungen im Expressionsniveau der 3'c-myc/hATACR/P3x-Transfektante

a.) FACS-Analyse der c-myc-Expression der 3'c-myc/hATACR/P3x-Transfektante an drei
unterschiedlichen Zeitpunkten der Kultivierung im Vergleich zu den Wildtypzellen (dunkel
hinterlegt)

b.) FACS-Analyse der Reaktivitit des polyklonalen hATACR-spezifischen Maus-Antiserums mit
der 3'c-myc/hATACR/P3x-Transfektante an drei unterschiedlichen Zeitpunkten der
Kultivierung im Vergleich zu den Wildtypzellen (dunkel hinterlegt)

(x-Achse: log MFI; y-Achse: Zellzahl)

3.2.  Generierung monoklonaler Antikorper gegen den humanen ATAC-Rezeptor

Zur Charakterisierung des humanen ATAC-Rezeptors (XCR1/GPRS) wurden zunidchst ATAC-
Rezeptor-spezifische monoklonale Antikorper hergestellt. Als Antigen flir die Immunisierung
der BALB/c-Maiuse diente ein chemisch synthetisiertes (Merrifield-Festphasensynthese), 31 mer
grofles, N-terminales hATACR-Peptid, entsprechend den ersten 31 N-terminalen Aminosduren
des ATAC-Rezeptors, das von Dr. Henklein (HU Berlin) synthetisiert worden war.

Nach der Fusion von Myelomzellen mit Milzzellen einer Maus, die mit dem N-terminalen
hATACR-Peptid immunisiert worden war, wurden die Hybridom-Zellen auf 7 Mikrotiterplatten
mit je 96 Kavititen ausgesit und fiir die ersten zwei Wochen mit Selektionsmedium (enthélt
Azaserin-Hypoxanthin) kultiviert.

In einer ersten Analyse der Spezifitit der Hybridomzelliiberstinde wurde die Féhigkeit der
Hybridome, an das synthetische hATACR-Peptid zu binden in einem ELISA untersucht. Zur
Beschichtung der ELISA-Platten diente das ungekoppelte hATACR-Peptid. Dabei konnte bei 47
Hybridomen (von insgesamt 588 untersuchten Hybridomen) ein positives Signal im ELISA

erhalten werden. Nach zwei weiteren Screeningrunden wurden insgesamt 54 positive Klone
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identifiziert, die das ungekoppelte synthetische ATAC-Rezeptor-Peptid erkannten. Alle
Hybridome, die im ELISA mindestens einmal positiv waren, wurden anschlieBend mit Hilfe der
Durchflusszytometrie auf der Grundlage ihrer unterschiedlichen Reaktivitit mit den hATACR-
transfizierten Zellen weiter analysiert. Als Negativkontrolle diente ein Isotypkontrollantikorper.
Fir das erste durchflusszytometrische Screening wurde eine P3x-Transfektante mit
extrazellularem c-myc-Epitop (,,5'c-myc/hATACR/P3x*) verwendet und mit den verschiedenen
Hybridomiiberstinden angefirbt. Dabei erkannte iiberraschenderweise keiner der Uberstinde,
die im ELISA zuvor alle ein positives Signal geliefert hatten, die hATACR-transfizierten Zellen.
Es wurde daher eine weitere durchflusszytometrische Analyse der Hybridomzelliiberstinde
durchgefiihrt, diesmal mit der Transfektante mit dem intrazellularen c-myc Epitop (,,3'c-
myc/hATACR/P3x-Transfektante®), mit der dann auch — im Gegensatz zur Transfektante mit
dem extrazelluliren c-myc Epitop (,,5'c-myc/hATACR/P3x-Transfektante®) — mehrere
Hybridome spezifisch reagierten. Die Hybridomiiberstinde 5C5, 1F1 und 6D2 erkannten
spezifisch nur die Transfektante und nicht die untransfizierten Mutterzellen (P3x).

Alle positiven (d.h. sowohl im ELISA als auch im FACS-Screening positiven) Hybridome
wurden mit Hilfe der Limiting dilution - Methode subkloniert und die so gewonnenen Subklone
dem gleichen, im vorangegangenen beschriebenen, Screeningprozess unterzogen. Dadurch
konnten schlieBlich drei Hybridome etabliert werden, die sowohl mit dem synthetischen Peptid
im ELISA reaktiv waren als auch in der Durchflusszytometrie spezifisch die 3'c-
myc/hATACR/P3x-Transfektante erkannten (Abb. 4).

Dariiber hinaus wurde mit 6F8 ein weiterer Hybridom-Uberstand ausgewihlt, der zwar fiir
durchflusszytometrische Messungen nicht geeignet war, aber im ELISA und spidter in der
Immunprézipitation eine ausgesprochen gute Reaktivitit zeigte. Dies bestdtigt, dass gegen
dasselbe Epitop gerichtete mAks sich unterschiedlich gut fiir bestimmte Techniken eignen

konnen (Peters&Baumgarten, 1990)
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5C5 6D2 1F1

a.) b.) c.)
Abb. 4 Reaktivitit der drei hATACR-Hybridom-Uberstande mit der 3'c-myc/hATACR/P3x-
Transfektante:
a.) 5C5
b.) 6D2
c.) IFl

Dunkel hinterlegt ist jeweils die Reaktivitit der Uberstinde mit den nichttransfizierten
Wildtypzellen dargestellt. Alle Uberstiinde sind unverdiinnt eingesetzt.
(x-Achse: log MFI; y-Achse: Zellzahl)

Zur weiteren Charakterisierung wurden zunéchst der Isotyp und Subtyp der Antikdrper bestimmt
und dann die monoklonalen Antikorper 5C5, 6D2 und 1F1 affinitdtschromatographisch mit
Protein G aufgereinigt. Der 6F8-Uberstand wurde nicht aufgereinigt. Die Iso- und Subtypen der
mAKks sind in Tabelle 1 dargestellt.

Bei dem mAk ,7G11“ handelt es sich um einen hATACR-spezifischen mAk, der mir
freundlicherweise von Dr. Quin (Leukosite, USA) zur Verfiigung gestellt wurde. Dieser
Antikorper war bislang noch nicht ndher charakterisiert worden und wurde bei allen meinen

Experimenten mitgefiihrt.

Monoklonaler Antikdrper | Isotyp

5C5 IgG, kappa
6D2 IgG,, kappa
1F1 I1gG1, kappa
6F8 IgM

7G11 (USA) IgG2a

Tab.1 Iso- und Subtypen der hATACR-spezifischen mAKs
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Nach der Aufreinigung wurden die mAks erneut durchflusszytometrisch getestet.
Uberraschenderweise war jedoch die Reaktivitit der aufgereinigten Antikdrper mit den
hATACR-transfizierten Zellen schwicher als bei Verwendung der Hybridom-Uberstinde.
AuBerdem fiel auf, dass der mAk 7G11 eine Reaktivitdt sowohl mit der Transfektante als auch
mit den Wildtypzellen zeigte.

Die folgende Abbildung zeigt die Reaktivitit der aufgereinigten mAks mit der 3'c-
myc/hATACR/P3x-Transfektante.

6D2 7G11

5C5 1F1
a.) b.) K c.) d.)

Abb. 5 Reaktivitat der aufgereinigten hATACR-spezifischen mAks mit der 3'c-myc/hATACR/P3x-
Transfektante
a.) 5C5
b.) 1F1
c.) 6D2
d.) 7G11
Indirekte Immunfluoreszenzfirbung der hATACR-Transfektante und der nichttransfizierten
Wildtypzellen (dunkel hinterlegt) mit den aufgereinigten hATACR-spezifischen mAks. Die Zellen
wurden mit den angegebenen mAKs unter Verwendung eines FITC-konjugierten Ziege-anti-Maus
Sekundérreagenz geférbt und durchflusszytometrisch untersucht.
(x-Achse: log MFI; y-Achse: Zellzahl)

3.2.1. Charakterisierung der vier mAks 5C5, 6D2, 1F1, 7G11 sowie des Uberstandes 6F8

3.2.1.1. Durchflusszytometrische Analyse von allen vorhandenen hATACR-Transfektanten

mit den mAKks

Aufgrund des tliberraschenden Ergebnisses der schwicheren Reaktivitit der aufgereinigten mAks
mit den Transfektanten im Vergleich zur Reaktivitdt der Hybridomiiberstinde vor der
Aufreinigung sollte zunéchst eine genauere durchflusszytometrische Analyse der Spezifitit der
mAks durchgefiihrt werden. Hierzu wurden alle vorhandenen hATACR-Transfektanten sowie

die nichttransfizierten Mutterzellen mit den verschiedenen mAks unter Verwendung eines FITC-
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konjugierten Sekundérreagenzes immunfluoreszenzmarkiert und durchflusszytometrisch
analysiert. Folgende Transfektanten standen zur Verfiigung:

1.) 3'c-myc/hATACR/P3x-Transfektante (intrazelluldrer c-myc-Marker)

2.) 5'c-myc/hATACR/P3x-Transfektante (extrazelluldrer c-myc-Marker)

3.) 3'c-myc/hATACR/L-Zell-Transfektante (intrazelluldrer c-myc-Marker)

4.) hATACR/300-19-Transfektante (,,GPR5/300-19-Transfektante®, kein c-myc-Marker)

Als Positivkontrolle dienten jeweils Fiarbungen mit den polyklonalen hATAC-Rezeptor-
spezifischen Antiseren aus Maus und Kaninchen sowie die Farbung mit dem c-myc-spezifischen
Antikorper. Als Negativkontrollen wurden neben den Wildtypzellen, der Isotypkontrolle, einer
ungefarbten Kontrolle sowie einer Firbung mit den beiden Prdimmunseren auch die murine
ATAC-Transfektante B11 (ATAC/P3x) und die TRAP-Transfektanten (TRAP/P3x und
TRAP/L-Zellen) verwendet.

Die Ergebnisse der Experimente waren insgesamt widerspriichlich: Die drei aufgereinigten
monoklonalen Antikorper (5C5, 1F1, 6D2) verhielten sich untereinander insofern dhnlich, als sie
alle drei ausschlieBlich die 3'c-myc/hATACR/P3x-Transfektante (mit dem intrazelluldren c-myc
Epitop) und nicht die 5'c-myc/hATACR/P3x-Transfektante (mit dem extrazelluldren c-myc-
Epitop) erkannten. Die als Negativkontrollen verwendeten Transfektanten TRAP/P3x und
muATAC/P3x und die Wildtypzellen (P3x, L-Zellen, 300-19) wurden von diesen drei
Antikorpern nicht angefidrbt. Ebenfalls keine Reaktivitdt zeigten diese mAks mit der 3'c-
myc/hATACR/L-Zell-Transfektante und der hATACR/300-19-Transfektante.

Der mAk 7G11 reagierte mit allen untersuchten P3x-Transfektanten und der hATACR/300-19-
Transfektante (,,GPR5/300-19-Transfektante®) sowie mit den untransfizierten Mutterzellen
gleichermaflen, wihrend er mit den 3'c-myc/hATACR/L-Zell-Transfektanten und den Wildtyp-
L-Zellen keine Reaktivitit zeigte. Die hATACR/300-19-Transfektante war somit einzig mit dem
mAk 7G11 reaktiv. Die Ergebnisse aller Durchflusszytometrie-Farbungen sind in Tabelle 2

zusammengefasst:
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Monoklonaler Antikdrper
Zelllinie 6D2 5C5 1F1 7G11
3'c-myc/hATACR/P3x ++ ++ + ++
5'c-myc/hATACR/P3x - - - ++
P3x,wt - - - ++
TRAP/P3x - - - ++
muATAC/P3x (B11) - - - ++
3'c-myc/hATACR/L-Zellen |- - - -
(Klon 5)
L-Zellen wt - - - -
TRAP/L-Zellen - - - -
hATACR/300-19 - - - ++
300-19 wt - - - ++

Tab. 2 Durchflusszytometrische Analyse der verschiedenen Transfektanten und Wildtypzellen.
Indirekte ~ Immunfluoreszenz-Farbung mit den  monoklonalen  hATACR-Antikdrpern  und
durchflusszytometrische Analyse. Sekunddrreagenz: FITC-konjugiertes F(ab), Ziege anti-Maus-IgG und
IgM (1:100).
++ starke Farbung, + schwache Féarbung, - keine Farbung

Aufgrund dieser sehr widerspriichlichen Ergebnisse wurden zunéchst alle Transfektanten einer
genaueren Priifung hinsichtlich ihrer Rezeptorexpression unterzogen. Es bestand die
Moglichkeit, dass die Methode der intrazelluliren Durchflusszytometrie-Farbung als
Screeningmethode fiir die Transfektanten ungeeignet ist. Aullerdem war es moglich, dass bereits
die P3x-Mutterlinie (Myelomzelllinie aus Balb/c-Méusen) den hATACR exprimierte, womit sich
die Reaktivitét einiger der mAKs mit den untransfizierten Zellen erkldren lieBe. Als eine weitere
Moglichkeit konnten die mAks kreuzreaktiv ein oder mehrere Epitope eines anderen Molekiils
erkennen, das auf den unterschiedlichen Linien exprimiert wird. Dariiber hinaus kann sich die
3D-Struktur des 7TMRs éndern, so dass der Rezeptor moglicherweise in den diversen
Transfektanten unterschiedlich vorliegt. Zur Klarung dieser Fragen wurden die Transfektanten
mit Hilfe des Northern Blots, des Western Blots und erneuten Durchflusszytometrie-Messungen

genauer analysiert.

3.2.1.2. Vergleich der verschiedenen Transfektanten hinsichtlich ihrer

Rezeptorexpression mithilfe unterschiedlicher Methoden

Zur genaueren Untersuchung des ATAC-Rezeptor-Expressionsniveaus der verschiedenen

Transfektanten wurden die Transfektanten und die untransfizierten Mutterzellen zunichst mit
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den beiden hATACR-spezifischen polyklonalen Immunseren aus Maus und Kaninchen
immunfluoreszenzmarkiert und durchflusszytometrisch analysiert.

Sowohl das Immunserum von der Maus als auch das vom Kaninchen erkannte jeweils spezifisch
alle hATACR-Transfektanten in der Durchflusszytometrie, wobei die Farbung mit dem Maus-
Immunserum heller war als die mit dem Kaninchen-Immunserum.

Mit den Wildtypzellen zeigte keines der beiden hATACR-spezifischen Antiseren eine
Reaktivitit. Als Negativkontrollen dienten daneben Immunfluoreszenzfirbungen mit den
Praiimmunseren und mit einem irrelevanten Kontrollantikérper (MOPC-21). In der
durchflusszytometrischen Analyse zeigten weder die Transfektanten noch die untransfizierten
Mutterzellen eine Reaktivitit mit den Prdiimmunseren bzw. mit dem mAk MOPC-21.

Abbildung 6 zeigt die Reaktivitit der vier verschiedenen hATACR-Transfektanten mit dem

polyklonalen Maus-Immunserum.

a) b.) c) d.)

3715 Transfektante 5°9 Transfektante L-Zell-Klon 5 GPRS5 Transfektante

Abb. 6 Reaktivitdit der hATACR-Transfektanten mit dem polyklonalen hATACR-spezifischen
Maus-Immunserum
Indirekte Immunfluoreszenzfarbung der hATACR-Transfektanten und der nichttransfizierten
Wildtypzellen (dunkel hinterlegt) mit dem polyklonalen hATACR-spezifischen Maus-Antiserum
(1:100) und FACS-Analyse. Sekundirreagenz: FITC-konjugiertes F(ab),-Ziege-anti-Maus-IgG
und IgM (1:100). (x-Achse: log MFI; y-Achse: Zellzahl)
a.) 3'c-myc/hATACR/P3x-Transfektante (,,3'15 Transfektante)
b.) 5'c-myc/hATACR/P3x-Transfektante (,,5'9 Transfektante)
c.) 3'c-myc/hATACR/L-Zell-Transfektante (,,L-Zell-Klon 5%)

d.) hATACR/300-19-Transfektante (,,GPR5 Transfektante®)

Ein Vergleich der Transfektante 3'c-myc/hATACR/P3x mit der hATACR/300-19-Transfektante
mit Hilfe des Northern Blots (durchgefiihrt von Frau Dr. B. Dorner) zeigte einen hdheren
hATACR-mRNA Gehalt bei der 3'c-myc/hATACR/P3x als bei der hATACR/300-19-
Transfektante (Daten nicht gezeigt).

Bei der durchflusszytometrischen Analyse (s.0.) des Proteingehaltes zeigte die hATACR/300-
19-Transfektante (,,GPRS-Transfektante®) die hochste Rezeptorexpression, die iiber der
Signalintensitit der L-Zell-Transfektante lag (bestimmt anhand der Farbung mit dem
spezifischen =~ Maus-Immunserum).  Die  Oberflichen-Rezeptorexpression  der  3'c-

myc/hATACR/P3x-Transfektante war in dieser Messung ebenfalls hoch, schwankte jedoch —
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wie oben ausgefiihrt — erheblich. Das niedrigste Expressionsniveau wies die 5'c-
myc/hATACR/P3x-Transfektante auf.

Schlieflich wurde der hATACR-Proteingehalt noch mit Hilfe der Immunpréazipitation
bestimmt (siehe 3.2.1.2.1.): Die 5'c-myc/hATACR/P3x-Transfektante, deren Rezeptorexpression
— mit Hilfe der Durchflusszytometrie bestimmt —, die schwichste von allen Transfektanten war,
zeigte in der IP zusammen mit der L-Zell-Transfektante ein deutlicheres Signal als die 3'c-
myc/hATACR/P3x- und die hATACR/300-19-Transfektante, die in dieser Methode den
geringsten hATACR-Proteingehalt von allen untersuchten Transfektanten aufwies.

In Tabelle 3 sind die Ergebnisse der verschiedenen Experimente dargestellt.

Expressionsniveau der hATACR-Transfektanten
FACS (Oberflichenexpression) hATACR/300-19>3'c-myc/hATACR/L-Zellen=3'c-
Maus-IS (1:100) myc/hATACR/P3x>5'c-myc/hATACR/P3x
Western Blot (IP mit 6F8 sup) 5'c-myc/hATACR/P3x~3'c-myc/hATACR/L-
(Proteingehalt im Gesamtzell-Lysat) | Zellen>3'c-myc/hATACR/P3x>hATACR/300-19
Northern Blot 3'c-myc/hATACR/P3x>hATACR/300-19
(mRNA-Gehalt) (andere Transfektanten wurden nicht getestet)

Tab. 3 Vergleich der vier hAATACR-Transfektanten hinsichtlich ihres Expressionsniveaus.

3.2.1.2.1. Immunprazipitation des nativen hATACR-Proteins aus Lysaten der

verschiedenen Transfektanten

Die Fihigkeit der mAKs, das native hATACR-Protein der Transfektanten zu erkennen, wurde
mit Hilfe der Immunprazipitation untersucht. Hierzu wurde ein Zell-Lysat der hATACR-
Transfektante 3'c-myc/hATACR/P3x mit den vier Uberstinden 6F8, 5C5, 1F1, 6D2 sowie dem
aufgereinigten Antikdrper 7G11 und Protein-G-Sepharose inkubiert. Als Positivkontrolle diente
eine Prézipitation mit dem c-myc-spezifischen Antikorper. Als Negativkontrolle wurde eine IP
aus Lysaten der nichttransfizierten Mutterzelllinien durchgefiihrt. Die Prézipitate wurden durch
diskontinuierliche SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese unter reduzierenden Bedingungen
aufgetrennt und nach Transfer auf eine PVDF-Membran mittels semi-dry-Elektroblot mit dem
Kaninchen-Antiserum inkubiert. Die gebundenen Antikérper wurden mit einem biotinylierten
Ziegen-anti-Kaninchen-IgG und einem alkalische Phosphatase/Avidin-Konjugat detektiert. Nach
Prizipitation des ATAC-Rezeptors mit den monoklonalen hATACR-spezifischen Antikorpern
sowie dem c-myc-Antikorper als Positivkontrolle und nachfolgender Detektion im Immunoblot

mit Kaninchen-Antiserum konnten mehrere spezifische Banden nachgewiesen werden.
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Mit dem 6F8-Uberstand sowie dem aufgereinigten mAk 7G11 konnte eine deutliche
Immunprézipitation eines 30-35 kD Proteins erzielt werden, was mit dem erwarteten
Molekulargewicht des hATAC-Rezeptors in Ubereinstimmung ist. Mit den 6D2- und 5C5-
Uberstinden konnte eine schwache Immunprizipitation, wihrend mit 1F1 keine
Immunprizipitation erzielt werden konnte. Mit dem Uberstand 6F8 konnte in allen vier
durchgefiihrten Experimenten eine deutliche Immunprizipitation erreicht werden. Somit konnte
mit 6F8 ein Hybridomiiberstand etabliert werden, der zuverldssig die Fahigkeit zur
Immunprézipitation des nativen hATACR-Proteins und zur Detektion des denaturierten
hATACR-Proteins besitzt.

Um eine bessere Auftrennung des hATACR-Proteins zu erzielen, wurde fiir die folgende
Immunprézipitation ein groes Gel verwendet: Es wurde eine Immunprézipitation mit Lysaten
von allen vorhandenen hATACR-Transfektanten (je 10x10° Zellen) durchgefiihrt und der 6F8-
Uberstand, der im Vorexperiment die besten Ergebnisse geliefert hatte, zur Prizipitation
verwendet (10 ml). Der Vergleich der verschiedenen Transfektanten (3'c-myc/hATACR/P3x und
5'c-myc/hATACR/P3x vs. P3x-Wildtyp, hATACR/300-19 vs. 300-19-Wildtyp, 3'c-
myc/hATACR/L-Zellen vs. L-Zellen-Wildtyp) zeigte, dass der 6F8-Uberstand in der Lage ist, in
allen Transfektanten ein spezifisches Protein mit einem Molekulargewicht von 30 bis 35 kD zu
prazipitieren. Das MW unterschied sich geringfiigig zwischen den verschiedenen Transfektanten,
was moglicherweise auf die unterschiedliche Glykosylierung der Transfektanten zuriickzufiihren
ist. In den Negativkontrollen (IP aus dem Lysat der untransfizierten Wildtypzellen) wurde in
keiner der durchgefiihrten IPs ein hATACR-spezifisches Signal detektiert. Abb. 7 zeigt die
Fahigkeit des 6F8-Hybridomiiberstands zur Immunprézipitation des hATAC-Rezeptors aus drei
verschiedenen Transfektanten (3'c-myc/hATACR/P3x, 5'c-myc/hATACR/P3x, hATACR/300-
19, entsprechend den Spuren 2, 4 und 5).
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hATACR >
(30-35 kDa)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Abb. 7 Immunoblot, der die Fahigkeit des mAk 6F8 zur Immunprazipitation des nativen hATACR-
Proteins und zur Detektion des denaturierten hATACR-Proteins zeigt.
hATACR aus Lysaten von drei verschieden Transfektanten wurde mit dem Hybridomiiberstand
6F8 prazipitiert. Die Prézipitate wurden durch SDS-PAGE aufgetrennt und im Immunoblot mit
Kaninchenantiserum gegen hATACR nachgewiesen.

Spur 1: Marker

Spur 2: 6F8 und 5'c-myc/hATACR/P3x
Spur 3: 6F8 und P3x wt-Zellen

Spur 4: 6F8 und 3'c-myc/hATACR/P3x
Spur 5: 6F8 und hATACR/300-19

Spur 6: 6F8 und 300-19 wt-Zellen

Spur 7: Preclearing, PBMC unstimuliert
Spur 8: Preclearing, PBMC, P+I stimuliert
Spur 9: Preclearing, NTC unstimuliert

Spur 10: Preclearing, NTC, stimuliert mit P+I

3.2.1.2.2. Immunzytochemischer Nachweis des hATACR-Proteins aus den verschie-

denen Transfektanten

Zur weiteren Charakterisierung der monoklonalen Antikérper wurden die transfizierten
Zelllinien  (3'c-myc/hATACR/P3x,  5'c-myc/hATACR/P3x,  3'c-myc/hATACR/L-Zellen,
hATACR/300-19) und die entsprechenden Wildtypzellen mit Hilfe der Zytozentrifuge auf
Objekttrager aufzentrifugiert und nach Aceton- bzw. Formaldehydfixierung mit der APAAP
Methode angefarbt. Mit dieser Methode konnte keine spezifische Féarbung erzielt werden, alle
Antikorper farbten sowohl die Transfektanten als auch die untransfizierten Wildtyp-Zellen,
wobei stets die groBe Mehrzahl der Zellen angefdarbt war. Die Intensitdt der Farbung der
Transfektanten war geringfiigig starker als die der Wildtypzellen. Zwischen einer Fixierung mit

Aceton und einer Fixierung mit Formaldehyd war kein Unterschied feststellbar. Auch durch eine
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Permeabilisierung der Zellmembran mit Triton konnte keine spezifische Farbung erzielt werden

(Daten nicht gezeigt).

3.3.  Expression des humanen ATAC-Rezeptors in vivo

3.3.1. Histologische Untersuchung von Gefrierschnitten verschiedener Gewebe mittels der
APAAP Methode

Zur Untersuchung der Expression des ATAC-Rezeptors in vivo wurden zunédchst Gefrierschnitte
von verschiedenen Geweben angefertigt. Es wurden diejenigen Gewebe ausgewdhlt, die nach
den bislang publizierten Daten eine Rezeptorexpression aufweisen: Mittels Northern Blot-
Analyse fanden Yoshida et. al. (1998) das stirkste Signal in der Plazenta und eine deutlich
geringere Expression in Milz, Thymus und PBMCs, wihrend B-Zellen keine Rezeptorexpression
aufwiesen.

Von der Plazenta wurden die choriale Deckplatte, die Basalplatte, sowie ein Gewebestiick aus
dem medialen Bereich untersucht. Die verschiedenen Gewebeproben wurden jeweils mit den
Antikorpern 6D2, 5C5, und 7G11 angefarbt. Die APAAP Methode erwies sich jedoch als fiir
dieses Organ nicht geeignet, vermutlich da in der Plazenta eine sehr hohe endogene alkalische
Phosphatase-Aktivitit besteht, die sich durch Levamisol nicht blockieren lésst.

Die Gefrierschnitte der Tonsille wurden ebenfalls mit Hilfe der APAAP-Methode angefirbt. Die
Farbungen erfolgten zundchst mit den nicht aufgereinigten Antikoérpern (in verschiedenen
Verdiinnungsstufen von unverdiinnt bis 1:160), spiter mit den aufgereinigten mAKs. Zwei der
Antikorper farbten einzelne Zellen an, die iiber ein grofles Zytoplasma mit einem exzentrisch
gelegenen Kern verfiigten. Hierbei handelt es sich jedoch vermutlich um eine unspezifische
Farbung einzelner Plasmazellen, wie man es auch bei anderen monoklonalen Antikérpern
hiufiger finden kann (personliche Mitteilung von Dr. Anagnostopoulos, FU Berlin, Pathologie).
Auch die Milz-Schnitte wurden mit der APAAP-Methode angefarbt. Mit den Antikérpern 5C5
und 6D2 ergab sich eine Anfiarbung von streifigen, filiformen Strukturen, die nicht eindeutig
identifiziert werden konnten. Es konnte sich hierbei um eine unspezifische Anfarbung von

faserigen Strukturen (elastische Fasern?) handeln. (Daten nicht gezeigt).
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3.3.2. Immunhistochemische Analyse von Zytozentrifugenpraparaten von priméaren

Zellen

Nachdem keine der histologischen Untersuchungen der verschiedenen Gewebe zu einem
eindeutigen Ergebnis gefiihrt hatte, wurden zuséitzlich Zytozentrifugenpréiparate von primaren
Zellen angefertigt und mit den verschiedenen mAks angefarbt (Endkonzentration 10 pg/ml). Es
wurden NTCs und PBMCs, die entweder 48 h mit PMA-+Ionomycin stimuliert, oder ruhend
waren und Monozyten (24h LPS-stimuliert oder ruhend) auf Objekttrager aufzentrifugiert und
mit Hilfe der APAAP-Methode angefarbt. Alle Zellen wurden jeweils entweder mit Aceton oder
mit Formaldehyd fixiert. Hierbei ergab sich eine unspezifische Anfarbung aller Priparate ohne
Unterschied ob es sich um transfizierte Zellen oder um Wildtypzellen handelte oder ob die
Zellen ruhend oder stimuliert waren. Zwischen einer Fixierung mit Aceton und Formaldehyd
bestand kein Unterschied.

Die in 3.2.1.2.2., 3.3.1 und 3.3.2 dargestellten Ergebnisse zeigen, dass die mAks vermutlich
nicht geeignet sind, hATACR mittels histologischem Nachweis darzustellen.

3.3.3. Durchflusszytometrische Untersuchung verschiedener primarer Zellen (NTCs,
PBMCs, Monozyten)

Zur weiteren Untersuchung der Frage, welche Zellen in vivo den hATACR exprimieren und
durch welche Stimuli die Expression in vitro induzierbar ist, wurden im Rahmen von
Zeitkinetik-Experimenten primédre Zellen aus dem peripheren Blut mit Hilfe der
Durchflusszytometrie auf ihre hATACR-Expression untersucht.

Zur Analyse der Rezeptor-Expression wurden daher zunichst periphere mononukledre Blutzellen
(PBMC) aufgereinigt und daraus die T-Zellen mittels Nylonwolle und die Monozyten durch eine
PMBC-Adhirenz isoliert.

Da bekannt ist, dass die Expression der Chemokinrezeptoren stark vom Aktivierungszustand der
jeweiligen Zelle abhdngig ist, wurden die Zellen unter verschiedenen Stimulationsbedingungen
kultiviert, mit den monoklonalen Antikérpern immunfluoreszenzmarkiert und die Expression des
hATACR-Molekiils in bestimmten Zeitabstinden durchflusszytometrisch analysiert. Zur
genauen Erfassung der Kinetik der Rezeptorexpression erfolgten bei den ersten

durchflusszytometrischen Analysen die Messungen in engen Zeitabstinden.
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Die folgenden Agenzien wurden zur Stimulation der verschiedenen Zellpopulationen verwendet:

a.) PMA (33 ng/ml) + lonomycin (200 ng/ml) fiir die Stimulation von PBMCs und NTCs.
Durchflusszytometrische Analyse nach den Zeitpunkten 2 h, 4 h, 6 h, 8 h, 12 h, 16 h, 24 h, 48
h.

b.) PHA (1,5 pg/ml) + IL-2 (50 U/ml) fiir die Stimulation von PBMCs und NTCs;
Die Zellen wurden zunidchst mit PHA alleine stimuliert, nach 3 d wurden 50 U/ml IL-2 der
Kultur zugegeben, nach 7 d erfolgte eine Restimulation mit PHA wund IL-2.
Durchflusszytometrische Analyse nach den Zeitpunkten 24 h, 48 h,3d,4d,5d,6d,74d, 8d,
9d,10d,11d,12d,13 dund 14 d.

c.) LPS (1 mg/ml) fiir die Stimulation der Monozyten, Durchflusszytometrische Analyse nach
24 h.

Die T-Zellen und die PBMCs wurden jeweils auf Mikrotiterplatten in einer Dichte von 2x10°
Zellen/ml stimuliert. Die NTC setzen sich zusammen aus T-Zellen (durchschnittlich 85% CD4"
und 15% CD8") und NK-Zellen (zwischen 3-25%, hohe Spendervariabilitit, Miiller 1998)

Der Erfolg der Stimulierung wurde jeweils durch die Analyse der Oberflichenexpression
bekannter, gut charakterisierter Zellaktivierungsantigene (CD25, CD69, ICOS, TRAP) bei jeder
Messung iiberpriift. AuBerdem wurden neben den stimulierten Zellen immer auch die
dazugehorigen ruhenden Zellen gleichzeitig analysiert. Bei der durchflusszytometrischen
Analyse von PBMCs sind im Scattergramm (Darstellung der Zellen anhand ihrer
Streulichteigenschaften,  Vorwértsstreuung~GroBle, — Seitwirtsstreuung~Granularitdt) zwei
unterschiedliche Zellpopulationen erkennbar: Die kleineren und weniger granulierten
Lymphozyten und NK-Zellen sowie die groferen und stdrker granulierten Monozyten.
Zelltriimmer, Erythrozyten und andere Partikel mit einem Durchmesser <7,7 um wurden bei der
Analyse nicht berticksichtigt. Im Scattergramm der NTCs fehlen die Monozyten, da sie durch die
Isolierung gemeinsam mit den B-Lymphozyten entfernt wurden. In der Histogramm Darstellung
der ungefdrbten bzw. mit einer Isotypkontrolle angefirbten PBMCs ist ein Doppelgipfel
erkennbar, der durch die hohere Eigenfluoreszenz der Monozyten zustande kommt, die den
zweiten Gipfel mit der hoheren Fluoreszenz bewirken, wéhrend die Lymphozyten den ersten
Gipfel ausmachen.

Die unterschiedlichen Zellpopulationen (PBMC, NTC, Monozyten) wurden sowohl ruhend als
auch nach unterschiedlich langer Stimulation mit PHA, P+I bzw. LPS mit den mAKs 5C5, 1F1,
6D2, 7G11 und dem Uberstand 6F8 immunfluoreszenzmarkiert und durchflusszytometrisch

analysiert.
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Der mAk 7G11 reagierte mit keiner der untersuchten unterschiedlichen Zellpopulationen. Der
Hybridomiiberstand 6F8, der zwar in der IP sicher in der Lage ist, spezifisch den hATACR zu
erkennen, erwies sich — wie weiter oben bereits erwdhnt — als nicht geeignet fiir
durchflusszytometrische Untersuchungen.

Mit den mAks 1F1 und 6D2 konnten ebenfalls keine spezifischen, reproduzierbaren Farbungen
erzielt werden (Anfarbung von Monozyten, die jedoch nicht in allen Messungen bestétigt werden
konnte, keine Reaktivitit mit PBMCs [bei elektronischer Eingrenzung auf die
Lymphozytenpopulation und NTCs], Daten nicht gezeigt).

Daher konzentriert sich die folgende Darstellung der Ergebnisse auf den mAk 5CS5, der fiir die
Technik der Durchflusszytometrie geeignet erscheint:

Die stirkste Reaktivitdt konnte in der Durchflusszytometrie mit dem mAk 5C5 und 48 h P+I
stimulierten NTCs und PBMCs beobachtet werden. Bereits ruhende NTCs und PBMCs waren
mit dem mAk 5CS5 reaktiv. Durch eine Stimulation der Zellen mit P+I konnte jedoch eine
deutliche Zunahme der Rezeptorexpression gesehen werden, mit einer maximalen

Expressionsstdrke nach 48 h (Abb. 8).
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Abb. 8:

Induktion der Rezeptorexpression auf humanen NTCs nach Stimulation mit

PMA+lonomycin

Dunkel hinterlegt ist jeweils die Isotypkontrolle. (x-Achse: log MFI; y-Achse: Zellzahl)

a.) NTCs ruhend und nach Stimulation mit PMA+Ionomycin. Nach Immunfluoreszenzfirbung
mit dem mAk 5C5 und durchflusszytometrischer Analyse zeigt sich eine Heraufregulation der
Rezeptorexpression nach Stimulation mit P+I

b.) Kontrolle der Aktivierung durch Nachweis der ICOS Expression.

Dieses Ergebnis einer Rezeptorexpression durch aktivierte T-Zellen konnte durch die

Durchflusszytometrie-Analyse von PBMCs bestitigt werden: Auch hier zeigte sich eine

Reaktivitdt von ruhenden PBMCs mit dem mAk 5C5, die nach Stimulation mit P+I — wie auch

bei den NTCs — deutlich zunahm (Abb. 9).
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Abb. 9: Heraufregulation der hAATACR-Expression auf PBMCs nach Stimulation mit PMA+Inomycin
a.) PBMCs ruhend und nach unterschiedlich langer Aktivierung mit PMA+Ionomycin.
Immunfluoreszenzfarbung mit dem mAk 5C5 und durchflusszytometrische Analyse zu den
angegebenen Zeitpunkten.
b.) Kontrolle der Aktivierung durch Nachweis der ICOS Expression.
(x-Achse: log MFI; y-Achse: Zellzahl)
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Nach Stimulation mit PHA zeigte sich innerhalb der 14 tdgigen Stimulationsdauer eine geringe
Zunahme der Rezeptorexpression, insgesamt war die Expression jedoch geringer als nach einer

Stimulation mit P+I (Abb. 10).

a.)
unstim. 24h PHA 28h PHA 48h PHA
4d PHA 5d PHA 6d PHA M
8d PHA 11d PHA 14d PHA
b.)
8d PHA, CD25

Abb. 10: hATACR-Expression auf ruhenden und mit PHA stimulierten PBMCs
a.) PBMCs wurden mit PHA stimuliet und =zu den angegebenen Zeitpunkten nach
Immunfluoreszenzfarbung mit dem mAk 5C5 (offene Linie) oder mit einem Isotypkontrollantikérper
(dunkel hinterlegt) durchflusszytometrisch analysiert.
b.) Kontrolle der Aktivierung durch Nachweis der CD25 Expression auf PBMCs nach Stimulation mit
PHA fiir 8d.
(x-Achse: log MFI; y-Achse: Zellzahl)

Im weiteren wurden zusétzlich zu den PBMCs auch NTCs mit PHA stimuliert (Zusatz von IL-2
nach 3 Tagen, Restimulation mit PHA und IL-2 nach 7 Tagen) und nach Farbung mit dem mAk
5CS durchflusszytometrisch untersucht. Auch hier zeigte sich allenfalls eine geringe Zunahme
der Rezeptorexpression, wobei die Firbeintensitidt — wie auch schon bei den PBMCs — geringer

war als nach einer Stimulation mit P+I (Abb. 11).
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unstimuliert 24h PHA 48h PHA 4d PHA 5d PHA 6d PHA

N -

Abb. 11: hATACR-Expression auf ruhenden und mit PHA stimulierten NTCs
Immunfluoreszenzfarbung mit dem mAk 5C5 und durchflusszytometrische Analyse zu den
angegebenen Zeitpunkten (offene Linie). Dunkel hinterlegt ist jeweils die Farbung mit dem
Isotypkontrollantikdrper dargestellt. (x-Achse: log MFI; y-Achse: Zellzahl)

5C5, FITC

Die Reaktivitit des mAk 5C5 mit ruhenden oder stimulierten PBMCs war bei elektronischer
Eingrenzung auf die Lymphozytenpopulation mit seiner Reaktivitdt mit NTCs vergleichbar.
Nach 48h Stimulation mit PHA oder PMA/Ilonomycin war kein wesentlicher Unterschied
zwischen NTCs oder PBMCs in der Férbeintensitét zu detektieren.

Die oben dargestellten Ergebnisse konnten jeweils in allen drei untersuchten, von
unterschiedlichen Spendern stammenden Buffy coats reproduziert werden.

Uberraschenderweise fiel bei der Analyse der PBMCs — wie in Abb. 12 erkennbar wird — eine
Anfarbung der Monozytenpopulation durch 5C5 auf, die im Scattergramm und im Histogramm
aufgrund ihrer im Vergleich zu Lymphozyten hoheren Granularitit und GréBe sowie ihrer

hoheren Eigenfluoreszenz identifiziert werden kann.

unstimuliert 24h PHA 28h PHA 48h PHA
4d PHA 5d PHA 6d PHA 8d PHA
Abb. 12: Durchflusszytometrische Farbung von unstimulierten und PHA stimulierten PBMCs mit

dem mAKk 5C5 und elektronischer Eingrenzung auf Lymphozyten und Monozyten.
Ruhende und mit PHA stimulierte PBMCs wurden mit dem mAk 5C5 immunfluoreszenzmarkiert
und zu den angegebenen Zeitpunkten durchflusszytometrisch analysiert (offene Linie). Dunkel
hinterlegt dargestellt ist die Farbung mit einem Isotypkontrollantikdrper. (x-Achse: log MFI; y-
Achse: Zellzahl)
Die folgende Abbildung zeigt eine durchflusszytometrische Farbung von unstimulierten PBMCs
mit dem mAk 5C5 bei elektronischer Eingrenzung auf die Monozytenpopulation innerhalb der

PBMCs (Abb. 13):
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Abb. 13: ruhende PBMCs nach Anfarbung mit dem mAk 5C5 und durchflusszytometrischer Analyse.
Elektronische Eingrenzung auf die Monozytenpopulation innerhalb der PBMCs
Dunkel hinterlegt: Farbung mit dem Isotypkontrollantikérper. (x-Achse: log MFI; y-Achse:
Zellzahl)

Aufgrund dieses Ergebnisses wurden zusitzlich Monozyten, die aus PBMCs durch Adhérenz
gewonnen worden waren mit den mAks immunfluoreszenzmarkiert und durchflusszytometrisch
analysiert. Das Monozyten-Gate wurde auf der Grundlage der CD14 positiven Zellen, die die
geeigneten Seitwdrts- und Vorwirtsstreulicht-Charakteristika aufwiesen, gewéhlt. Der
prozentuale Anteil der Monozyten in den PBMC Adhdrenz-Kulturen wurde jeweils
durchflusszytometrisch durch eine Immunfluoreszenzfirbung mit einem monoklonalen
Antikorper gegen CD14 bestimmt und lag in der Regel bei 90-95%. Alle zu analysierenden
Zellen wurden jeweils vor jeder Immunfluoreszenzfarbung fiir 15 min. mit Endobulin (humanem
Immunglobulin) in einer Konzentration von 2 mg/ml inkubiert, um die unspezifische Bindung
von Antikorpern {liber F.-Rezeptoren zu reduzieren. Als Negativkontrolle (Isotypkontrolle) diente
der unspezifische mAk MOPC-21 (IgG1) in einer Konzentration von 40 pg/ml (entsprechend der
hochsten verwendeten Ak-Konzentration). Bei den Monozyten wurden aufler dieser
Isotypkontrolle als zusétzliche Negativkontrollen weitere Antigene angefarbt, von denen bekannt
ist, dass sie von Monozyten nicht exprimiert werden (CD1la, CD69, TRAP). Mit keinem dieser
Antikdrper wurde eine Reaktivitdt beobachtet, die Farbeintensitéit entsprach der Isotypkontrolle,
aufler bei CDla, mit dem eine im Vergleich zur Isotypkontrolle ausgepriagtere unspezifische
Féarbung zu erkennen war, wobei die Intensitdt der Farbung immer noch deutlich geringer war im
Vergleich zur Farbung mit dem mAk 5CS.

Mit dem mAk 5C5 konnte reproduzierbar eine deutliche Reaktivitdt mit Monozyten beobachtet
werden (und zwar sowohl mit den iiber Plastikadhidrenz gewonnenen, 90-95% reinen Monozyten
als auch mit der Monozytenpopulation innerhalb der PBMCs). Durch eine Stimulation der
Monozyten mit LPS kam es zu keiner weiteren Zunahme der Rezeptorexpression. Ebenfalls
waren zwischen den verschiedenen Untersuchungszeitpunkten (2/3/4/5 Tage in Kultur) keine

Unterschiede in der Farbeintensitit festzustellen (Abb. 14).
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Abb. 14: Monozyten unstimuliert und nach 24h LPS-Stimulation, Immunfluoreszenzfarbung mit dem
mAKk 5C5
Reprisentativ fiir 4 unabhéngige Experimente mit Monozyten von unterschiedlichen Spendern.
Dunkel hinterlegt dargestellt ist die Farbung mit dem Isotypkontrollantikdrper.
a.) Monozyten unstimuliert, 2d in Kultur
b.) Monozyten nach 24h LPS-Stimulation, 2d in Kultur
(x-Achse: log MFI; y-Achse: Zellzahl)

Zur weiteren Uberpriifung der Spezifitit der beobachteten Reaktivitit des Antikdrpers mit
Monozyten und T-Zellen wurden die Zellen zusdtzlich mit dem polyklonalen hATACR-
spezifischen Maus-Immunserum angefirbt und durchflusszytometrisch untersucht. Hierbei
konnten die bisherigen Ergebnisse mit dem mAk 5C5 bestitigt werden: Auch mit dem
Immunserum konnte eine Anfarbung von NTCs (Abb. 15a) und PBMCs (nicht gezeigt) erzielt
werden, die im Vergleich zur Farbung mit dem mAk in ihrer Intensitdt schwécher war, wobei
sich auch hier eine Zunahme der Expression nach Stimulierung der Zellen mit P+I zeigte.
Allerdings konnte im Gegensatz zum mAk 5C5 keine Reaktivitit des Immunserums mit
(unstimulierten) PBMCs detektiert werden (nicht gezeigt). Die Monozytenfirbungen mit dem
polyklonalen Maus-Immunserum bestétigen ebenfalls die Farbungen mit dem mAk 5C5. Auch
hier lieB sich kein Unterschied zwischen ruhenden Zellen und einer Stimulation mit LPS
erkennen (Abb. 15b und c).

Mit dem hATACR-spezifischen Kaninchen-Immunserum, das bereits auf Transfektanten in der
Férbeintensitdt deutlich geringer als das Maus-Immunserum war, konnte keine Reaktivitit auf
NTCs und PBMCs gesehen werden. Lediglich bei der Durchflusszytometrie-Analyse der
Monozyten zeigte sich sowohl mit dem Antiserum als auch gleichermaflen mit dem als

Negativkontrolle eingesetzten Pra-Immunserum eine Anfirbung (nicht gezeigt).
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a.)

c.)

NTC, 48h P+l, Maus-IS NTC, 48h P+l, Maus-PIS
Monozyten, ruhend, Maus-IS Monozyten,ruhendt, Maus-PIS
Monozyten 24h LPS, Maus-IS Monozyten, 24h LPS, Maus-PIS

Abb. 15:

Durchflusszytometrische ~ Analyse  von  verschiedenen  primdren  Zellen nach
Immunfluoreszenzfarbung mit dem polyklonalen hATACR-spezifischen Maus-Immunserum
(1S) bzw. mit dem Praimmunserum (PIS)

Dunkel hinterlegt ist die Farbung mit dem Isotypkontrollantikdrper. In der linken Spalte ist jeweils
die Farbung mit dem Maus-IS und in der rechten Spalte die Farbung mit dem Maus-PIS gezeigt.
(x-Achse: log MFI; y-Achse: Zellzahl)

a.) NTCs nach 48h Stimulation mit P+I

b.) Monozyten, ruhend

¢.) Monozyten nach 24h Stimulation mit LPS

Die Expression durch T-Zellen sowie durch Monozyten konnte durch vier verschiedene

Untersuchungen bestétigt werden (Analyse von vier unterschiedlichen buffy coats).
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3.3.4. Immunprazipitation von primaren Zellen (NTCs, PBMCs, Monozyten)

Die Ergebnisse der Durchflusszytometrie sollten im folgenden durch eine zweite Methode
bestdtigt werden: Zur weiteren Klarung der Frage, von welchen Zellen der hATAC-Rezeptor in
vivo exprimiert wird, wurden humane T-Zellen, mononukledre Zellen des peripheren Blutes
sowie Monozyten mit PMA+Iono fiir 48 h bzw. mit LPS fiir 24 h (Monozyten) aktiviert, da mit
dieser Stimulation in der Durchflusszytometrie die stirkste Reaktivitdt beobachtet worden war
(siche unten). Aus dem Zellsediment der aktivierten sowie der ruhenden Zellen (jeweils 15x10°
NTCs/PBMCs bzw. 50x10° NTCs/PBMCs und 20x10° Monozyten fiir ein groBes Gel) wurden
Lysate angefertigt, die einer Immunprazipitation unterzogen wurden. Fiir die IP wurden die
hATACR-spezifischen mAks 6F8 und 7G11 verwendet, die, wie unter 3.2.1.2.1. beschrieben, in
der Lage sind, den hATACR zu prizipitieren. Als Positivkontrolle diente ein c-myc-spezifischer
Antikdrper. Die Immunpréizipitate wurden unter reduzierenden Bedingungen (in Gegenwart von
0,1 M Dithiothreitol) in einem 12%igen SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt und durch einen
Immunoblot visualisiert, in dem das spezifische Kaninchenantiserum zur Immunodetektion
verwendet wurde.

Mit dem 6F8 Uberstand konnte bei den 48 h mit PMA+Ionomycin stimulierten NTCs ein
schwaches Signal detektiert werden, das weder bei den ruhenden NTC noch bei den PBMCs und
Monozyten vorhanden war. Problematisch war allerdings das in dieser Spur im Vergleich zu den
anderen Spuren hdhere Hintergrundssignal, das eine sichere Beurteilung erschwerte. Das
fragliche Signal hat ein geringfiigig hoheres Molekulargewicht als das der 3'c-
myc/hATACR/P3x-Transfektante. Mit den anderen mAks war kein spezifisches Signal bei den
primdren Zellen beobachtbar (Daten nicht gezeigt).
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4. Diskussion

Ziel der vorliegenden Arbeit war die initiale Charakterisierung des neu identifizierten 7-
Transmembranrezeptors hATACR/XCR1/GPR5 (Heiber et al. 1995), der erst vor wenigen
Jahren als ATAC-spezifischer Rezeptor identifiziert wurde (Yoshida et al. 1998). Jeder
Chemokinrezeptor scheint neben der wichtigsten, allen Rezeptoren gemeinsamen biologischen
Funktion, ndmlich der Regulation der Wanderung von Leukozyten, noch eine eigene spezifische
Rolle zu spielen, die durch seine Expression durch einen bestimmten Zelltyp und durch die
zeitliche und ortliche Spezifitdt der zugehorigen Ligandenbindung determiniert wird. Durch die
Kenntnis der Selektivitdt, des Expressionsmusters sowie durch die Charakterisierung der
Genexpressions-Regulierung des humanen ATAC-Rezeptors/XCR1 konnte somit ein
wesentlicher Beitrag zum Verstdndnis seiner spezifischen Funktion geleistet werden, sowie auch
der biologischen Funktionen des Chemokinliganden, ATAC, iiber die noch immer nur wenig
bekannt ist. Die in einigen Publikationen (Kelner et al. 1994) beschriebene chemotaktische
Wirkung von ATAC konnte von Dorner et al. (1997) sowie von anderen (Bleul et al. 1996;
Yoshida et al. 1998) nicht bestitigt werden.

Das Expressionsmuster des humanen ATAC-Rezeptors ist bislang noch nicht gut definiert.
Northern Blot-Experimente zeigten im humanen System eine hohe Expression in der Plazenta
und eine schwichere Expression in der Milz und im Thymus, wihrend in PBMCs nur eine sehr
geringe mRNA-Expression nach langer Exposition detektiert werden konnte (Yoshida et al.
1998). Mittels RT-PCR konnte im murinen System eine Expression durch CDS" T-Zellen und
NK1.17-Zellen gezeigt werden (was auf eine autokrine Wirkung hinweisen konnte, da diese
Zellen auch als die Hauptproduzenten gelten) sowie im Northern Blot eine schwache Expression
in Milz und Lunge (keine Expression in der RT-PCR durch CD4" T-Zellen, B-Zellen oder
Makrophagen) (Yoshida et al. 1999).

Dorner et al. (2002) fanden im murinen System mittels RT-PCR eine ATACR-Expression in mit
IFN-y stimulierten BMMs (bone marrrow-derived macrophages), nicht jedoch in ruhenden
BMMs und auch nicht nach Stimulation mit LPS, Infektion mit Listerien oder Inkubation mit IL-
12.

Shan et al (2000) konnten anhand von mRNA-dot blots aus verschiedenen Geweben eine hohe
hATACR/XCR1 mRNA-Konzentration in Plazenta, Thymus und Milz nachweisen, wihrend die
Expression in Lymphknoten, fetaler Milz und PBMCs nur gering war. Huang et al. (2001)
zeigten mittels RT-PCR im murinen System eine hATACR/XCR1 mRNA-Expression in T- und
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B-Zellen und in Neutrophilen, wéahrend keine Expression in Monozyten und DCs detektiert

wurde.

Monoklonale Antikoérper (mAks) haben sich als wichtige Hilfsmittel bei der Charakterisierung
verschiedener Chemokinrezeptoren wie beispielsweise CCRS5, CXCR3 oder CCR3 erwiesen
(Bleul et al. 1997; Wu et al. 1997; Heath et al. 1997; Qin et al. 1998): mAks sind durch ihre
potentielle Einsetzbarkeit in der Durchflusszytometrie oder Immunhistochemie fiir bestimmte
Fragestellungen wie z.B. der Zelloberflichenexpression und somit flir funktionelle
Untersuchungen ein entscheidendes Hilfsmittel; daher sollte im Rahmen der vorliegenden Arbeit
ein  hATACR-spezifischer Antikorper etabliert werden, mit dessen Hilfe dann die
Charakterisierung des Rezeptors erfolgen sollte.

In einem ersten Schritt wurden zunéchst Transfektanten generiert, mit deren Hilfe die Hybridom-

Uberstinde dann im Verlauf auf ihre Spezifitit gepriift wurden.

4.1. Generierung und Charakterisierung unterschiedlicher hATAC-Rezeptor-

Transfektanten

Es wurden zunédchst verschiedene Zelllinien, die den ATAC-Rezeptor liberexprimieren, generiert
und im weiteren einer eingehenden Analyse ihres Rezeptorexpressionsniveaus mithilfe
verschiedener Methoden unterzogen. Auf diese Weise konnten die folgenden unterschiedlichen
Transfektanten etabliert werden, die alle den Rezeptor an ihrer Oberfldche iliberexprimieren: (1)
»3'c-myc/hATACR/P3x* bzw. (2) ,,5'c-myc/hATACR/P3x* (entsprechend hATACR/XCRI1 in
P3x-Zellen mit einem intra- oder einem extrazelluliren c-myc-Markerepitop) sowie (3) eine L-
Zell-Transfektante (,,3'c-myc/hATACR/L-Zellen®).

Wihrend der Kultivierung und Expansion der Transfektanten konnten iiberraschenderweise
erhebliche Schwankungen im Expressionsniveau der Transfektanten beobachtet werden, die eine
regelméBige Kontrolle der Rezeptoroberflachenexpression erforderlich machten.

Auch andere Arbeitsgruppen (z.B. Schweickart et al. 2000) berichten von Schwierigkeiten bei
der Expression von 7 TM-Rezeptoren in eukaryotischen Zellen, was moglicherweise auf die
GroBe und komplexe Struktur dieser aus ca. 300-350 Aminosduren bestehenden Rezeptoren
zuriickzufiihren ist. AuBerdem beschrieben sie eine Zunahme der Zelladhdsion und ein Absinken

der Wachstumsrate bei GPCR-Transfektanten und berichten, dass einige Chemokinrezeptoren
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nicht stabil exprimiert werden konnen und dass bestimmte funktionelle Antworten verloren

gehen, wenn nicht eine wiederholte Selektion erfolgt.

4.2. Etablierung und Charakterisierung monoklonaler Antikdrper gegen den humanen
ATAC-Rezeptor/XCR1

Zur genaueren Charakterisierung des hATAC Rezeptors (XCR1) wurden zunidchst monoklonale
Antikdrper etabliert. Fiir die Immunisierung der Méiuse wurde ein synthetisches N-terminales
Peptid verwendet, das den ersten 31 AS des Rezeptors entsprach, da der N-terminale
(extrazelluldre) Bereich des Rezeptors als der Teil des Rezeptors gilt, der die hdchste
Immunogenitit aufweist und dariiber hinaus entscheidend fiir die Determinierung der Liganden-
Spezifitit verantwortlich ist und an der Bindung des Liganden beteiligt ist (Wu et al. 1996;
Premack & Schall 1996; Chuntharapai A. et al. 1997). Die Mehrheit der verfiigbaren mAKs
gegen Chemokinrezeptoren bindet an Epitope in der aminoterminalen extrazelluliren Doméne,
darunter die mAKs gegen CXCR1 (Chuntharapai, A. et al. 1994), CXCR2, CCR5 und DARC
(Peiper et al. 1997).

Die Spezifitit der gewonnenen Hybridom-Uberstinde wurde durch mehrere unterschiedliche
Methoden validiert: in einem ersten Screeningprozess wurde die Fdhigkeit der Hybridom-
Uberstinde, das synthetische hATACR-Peptid im ELISA zu erkennen, iiberpriift. Zweitens
wurden die im ELISA positiven Uberstinde auf der Grundlage ihrer unterschiedlichen
Reaktivitit mit den transfizierten Zellen einerseits und den nichttransfizierten Mutterzellen
andererseits durchflusszytometrisch weiter selektioniert. Hierdurch konnten mehrere Klone
gefunden werden, die mit der Screening-Transfektante (3'c-myc/hATACR/P3x) eine gute
Reaktivitit zeigten (5C5, 6F8, 6D2, 1F1) und die dann (auBer 6F8) aufgereinigt wurden.
Auffallend war, dass keiner der im ELISA positiven Uberstinde mit den Transfektanten
reagierte, die das extrazelluldre c-myc Marker-Epitop (5'c-myc/hATACR/P3x) trugen.

Aufgrund dieser Diskrepanz wurde die Spezifitit aller aufgereinigten mAks zusétzlich mit Hilfe
aller verfiigbaren Rezeptortransfektanten durchflusszytometrisch und immunhistochemisch

untersucht.

Die Ergebnisse der Durchflusszytometrie waren jedoch ebenfalls iiberaus widerspriichlich:

Wihrend das polyklonale hATACR-spezifische Maus-Antiserum eine spezifische Reaktivitit mit
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allen Transfektanten zeigte, war keiner der monoklonalen Antikorper in der Lage, spezifisch alle
Transfektanten bei gleichzeitig fehlender Reaktivitit mit den Wildtypzellen zu detektieren. Die
5'c-myc/hATACR/P3x-Transfektante mit dem extrazelluldren c-myc-Epitop wurde (wie es auch
schon mit den Hybridomiiberstinden der Fall war) von keinem der mAks spezifisch erkannt.
Ebenso wurde die hATACR/300-19 Transfektante, die einzige Transfektante, die funktionell mit
Calcium-Einstrom getestet war, tliberraschenderweise von keinem der mAKs erkannt. Der mAk
7G11 zeigte (auBer mit den L-Zellen) eine Reaktivitit mit allen Transfektanten, jedoch auch
gleichermaflen mit allen nichttransfizierten Mutterzelllinien, was dafiir spricht, dass dieser

Antikorper ein unspezifisches Epitop erkennt, das allen Zelllinien gemeinsam ist.

Die Ursache fiir diese unterschiedliche Reaktivitit der mAks mit den Transfektanten ist nicht gut
verstanden, mdglicherweise wird durch das Marker-Epitop die Konformation der komplexen
Rezeptorstruktur beeinflusst, so dass das relevante Epitop nicht mehr erkannt werden kann, oder
die Bindung des Antikorpers wird sterisch behindert (im Falle der 5'c-myc/hATACR/P3x-
Transfektante mit dem extrazelluldren c-myc Markerepitop). Eine mogliche Erklarung fiir die
unterschiedliche Reaktivitidt der Transfektanten mit den mAks konnte auBlerdem sein, dass
aufgrund der komplizierten Struktur der 7TMR der Rezeptor in den verschiedenen
Transfektanten unterschiedlich gefaltet vorliegt, so dass aufgrund der unterschiedlichen 3D-
Struktur nicht alle Epitope des Antigens in den verschiedenen Transfektanten gleichermaBlen
zugédnglich sind fiir den Antikorper. Auch die Arbeitsgruppe von Mackay machte die
Beobachtung, dass mAks gegen Chemokinrezeptoren unterschiedlich und z.T. paradox mit den

verschiedenen Transfektanten reagieren (personliche Mitteilung).

Warum die Reaktivitit der aufgereinigten mAks mit den Transfektanten bei
durchflusszytometrischer Untersuchung geringer war im Vergleich zur Reaktivitidt der
Hybridomiiberstdinde vor der Aufreinigung ist unklar. Es ist moglich, dass durch die
Aufreinigung der Uberstiinde die antigenerkennende Region chemisch so verindert wird, dass es
zu einer partiellen Modifikation des Antikorpers kommt, was einen Verlust an Affinitdt zur

Folge haben kann.

Ebenso bleibt offen, warum von einigen Antikoérpern (6F8, 7G11) in der Durchflusszytometrie
auch die Wildtypzellen oder andere ,,fremde* transfizierte Zelllinien (wie die murine ATAC-
Transfektante oder die TRAP-Transfektante) erkannt werden. Eine Rezeptorexpression durch die

untransfizierten P3x-Mutterzellen, wie es fiir einige Chemokinrezeptoren beschrieben ist (z.B.
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CCR2, CCR3, CCRS5 (Wang et al. 1997) konnte mittels Northern Blot ausgeschlossen werden, so
dass es sich moglicherweise um eine Kreuzreaktivitdt der mAks mit einem irrelevanten Epitop

auf den Wildtypzellen handelt.

Durch die immunhistochemischen Analysen von Zytospins der transfizierten Zellen mit den
mAks konnte leider keine weitere Kliarung erreicht werden. Alle mAks fithrten zu einer
unspezifischen Anfarbung sowohl der Transfektanten als auch der nichttransfizierten Wildtyp-
Zellen. Moglicherweise wird das relevante Epitop durch die Fixierungsmethode denaturiert, so
dass der Antikorper nicht mehr oder nur noch mit geringer Affinitit binden kann oder aber die
mAKSs sind kreuzreaktiv mit einem abundant exprimierten Epitop, so dass die spezifische

Férbung tiberdeckt wird.

Aus den Zell-Lysaten von Rezeptor-Transfektanten gelang es, mit dem mAk 6F8 (und 7G11) ein
Protein zu préazipitieren, das durch SDS-PAGE als 30 bis 35 kDa grof3es Protein identifiziert
werden konnte. Die aus den verschiedenen Transfektanten immunprézipitierten Proteine
unterschieden sich in ihrem Molekulargewicht geringfiigig voneinander. Die GroBenunterschiede
sind unter Umstdnden auf O-glycosylierte Formen des Rezeptor-Molekiils zuriickzufiihren, so
wie auch fiir ATAC unterschiedliche posttranslationale Modifikationen bekannt sind (Dorner et

al. 1997).

Mit dem Ak 6F8 konnte somit ein Hybridomiiberstand etabliert werden, der zuverlédssig die
Féahigkeit zur Immunprizipitation des nativen hATACR-Proteins und zur Detektion des
denaturierten hATACR-Proteins in allen transfizierten Zelllinien besitzt. Dies steht in
Diskrepanz zur Durchflusszytometrie-Analyse, bei der keine der hATACR-Transfektanten von
diesem mAk spezifisch erkannt wurde (s.0.). Allerdings sind in der Immunprézipitation die
Proteine denaturiert, so dass hier im Gegensatz zur Durchflusszytometrie die korrekte Faltung
keine Rolle mehr spielt.

Die Ergebnisse zur Charakterisierung der mAks weisen somit deutliche Unterschiede in
Abhingigkeit von der zugrundeliegenden Untersuchungsmethode auf. Dies mag z.T. daran
liegen, dass mAks nicht frei von Kreuzreaktionen sind, so insbesondere die mAk der Klasse IgM
(Gosh & Campbell 1986). Eine mogliche Ursache fiir Kreuzreaktivitét ist zundchst die geringe
GroBe des erfassten Epitopes auf dem Antigen, weshalb es moglich ist, dass derselbe mAk auch
dhnliche Sequenzen auf anderen Antigenen erfasst. Dariiber hinaus werden mAks oft in viel

hoheren Konzentrationen verwendet als ein entsprechender Antikorper im Serum, so dass auch
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Bindungen schwacher Affinitéit eingegangen werden. Typischerweise liegen die in der Literatur
verwendeten mAk-Konzentrationen fiir die Anfirbung von Transfektanten bei 10 pg/ml,
wihrend in der vorliegenden Arbeit 20-40 pg/ml notwendig waren.

Es ist beschrieben, dass mAks sich physikochemisch vielfdltiger verhalten und sehr viel
unterschiedlicher als polyklonale Immunseren reagieren konnen, da Einzeleigenschaften der
Antikorper, die sich in einem Serum nivellieren, hier klar hervortreten. So konnen gegen
dasselbe Epitop gerichtete mAk eine unterschiedliche Affinitéit besitzen und sich unterschiedlich

gut fiir bestimmte Techniken eignen (Peters & Baumgarten 1990).

4.3.  Analyse des Expressionsmusters des hAATAC-Rezeptors

Zum Expressionsmuster des humanen ATAC Rezeptors ist bislang nur wenig bekannt. Die
vorhandenen Daten zum Expressionsmuster beziehen sich ausschlielich auf die mRNA Ebene.
Die Chemokinrezeptorexpression auf der Zelloberfliche ist jedoch sehr stark variabel, d. h.
obwohl mRNA in der Zelle gefunden wird, korrespondiert dies noch nicht unbedingt mit
funktioneller Rezeptorexpression, sondern korrespondiert in vielen Féllen eher mit einem
»internen pool®, so dass hierdurch keine sicheren Erkenntnisse iiber das Expressionsmuster in
vivo gewonnen werden konnen.

Zur ldentifikation der hATACR-tragenden Zellen wurden in der vorliegenden Arbeit
verschiedene Techniken angewandt: Durchflusszytometrische Analyse, Immunprézipitation,
Western Blot sowie histologische Anfarbungen mittels APAAP-Methode.

Es ist bekannt, dass die Chemokinrezeptorexpression stark vom Aktivierungszustand der Zelle
abhingig ist. Die Aktivierungsbedingungen, die zu einer Rezeptorexpression fiihren, sind duflerst
komplex und innerhalb der unterschiedlichen Chemokinrezeptoren hochvariabel: Beispielweise
fiihrt bei einigen Rezeptoren eine Stimulation durch das T-zellselektive Mitogen PHA und/oder
durch IL-2 zu einer Heraufregulation der Rezeptorexpression (CCR1, CCR2, CCRS5, CCR7,
CXCR4 und CXCR3), wihrend bei einigen Rezeptoren (z.B. CCR1, CCR2, CCRS5) wiederum
durch Stimulation mit PHA alleine eine Herunterregulation beobachtet werden kann. Teilweise
ist die Expression von der zusatzlichen Konditionierung mit IL-2 abhéngig oder kann alleine
durch Stimulation mit IL-2 induziert werden: Loetscher et al. konnten 1996 zeigen, dass die
Expression der Chemokinrezeptoren CCR1 und CCR2 auf CD45RO" T-Lymphozyten kritisch
von der Anwesenheit von IL-2 im Kulturmedium abhéngig ist. Durch eine Stimulation mit PHA

oder mit anti CD3/anti CD28 konnte hingegen keine CCR1- und CCR2-Induktion erzielt werden,
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bzw. wurde (bei gleichzeitiger Stimulation) die IL-2 Wirkung verzogert. Neben der Expression
der Rezeptoren CCR1, CCR2 konnen auch die Rezeptoren CCRS5, CCR7, CCR8 und CXCR3
allein durch IL-2 induziert werden, wihrend die Expression von CXCRS durch IL-2
herunterreguliert wird. Die Stimulation mit IL-2 fiihrt bei CCR7 zunidchst zu einer
Heraufregulation mit einem Maximum nach 2-3 Tagen und danach zu einem erneuten Absinken
auf das Ausgangsniveau innerhalb von 8-10 Tagen (Bleul et al. 1997; Qin et al. 1998; Willimann
et al. 1998; Sallusto et al. 1999).

Die Stimulation mit den pharmakologischen Substanzen PMA und lonomycin, die einen
massiven Eingriff in die intrazelluldre Signaltransduktionskaskade darstellt, fiihrt haufig zu einer
Heraufregulation von Chemokinrezeptoren, kann aber auch den gegenteiligen Effekt bewirken
(z.B. Herunterregulation von CXCR4 auf Lymphoyten beginnend ca. 30 sec. nach Stimulation
mit PMA und Ionomycin [Forster et. al. 1998]).

Stimulation mit anti CD3/CD28 kann ebenfalls sowohl zu einer Herauf- als auch zu einer
Herunterregulation fiithren. Anti CD3-Stimulation (unter Anwesenheit von IL-2) fiihrt z.B. bei
CCRS5 und CXCR3 zunichst zu einer Herunterregulation und erst im weiteren Verlauf nach 5-8
Tagen zu einer Heraufregulation (Qin et al. 1998).

Ebenso kann LPS zu einer Herauf- aber auch Herunterregulation von Chemokinrezeptoren auf
Monozyten/Makrophagen fithren. Die CCRS5-Expression durch Makrophagen wird
beispielsweise durch LPS herunterreguliert (Franchin et. al. 2000). Auch die Expression der
Chemokinrezeptoren CCR2 und (geringer) CCR1 sowie CCRS auf Monozyten wird durch LPS
herunterreguliert (Sica et al. 1997).

Mitunter kann auch durch eine Kokultivierung der Zellen eine Regulation der
Rezeptorexpression beobachtet werden. Die CXCR4-Expression ist beispielsweise in reinen
Monozytenpopulationen geringer als in Monozyten innerhalb einer gemischten PBMC-Kultur.
Die Kokultivierung von Monozyten mit aufgereinigten CD3 pos. T-Zellen fiihrte zu einer
verstdrkten basalen CXCR4-Expression auf Monozyten, wobei gezeigt werden konnte, dass am
chesten aus den CD3" Zellen stammende 16sliche Faktoren die CXCR4-Expression regulieren
(Caulfield et al. 2002).

Auch die Zeitkinetiken der Rezeptorexpression nach einer Stimulation sind — wie oben bereits
angedeutet — sehr variabel. So ist z.B. bei CXCR4 nach Stimulation von humanen T-Zellen mit
PHA eine initiale Herunterregulation wihrend der ersten zwei Tage beschrieben, die ab dem
vierten Tag von einer starken Induktion der Rezeptorexpression gefolgt wird (Schabath et al.

1999). Von der gleichen Arbeitsgruppe stammt die Beobachtung, dass es auch auf unstimulierten
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T-Zellen wihrend der ersten 24h der Kultivierung zu einer Zunahme der CXCR4 Expression
kommt.

Dariiber hinaus konnen sich die Aktivierungsbedingungen im humanen und murinen System
unterscheiden: Die Expression von CXCR4 auf T-Zellen konnte im murinen System durch
Stimulation mit PHA heraufreguliert werden, wéhrend eine PHA-Stimulation im humanen
System den genau gegenteiligen Effekt hatte und zunédchst zu einer Herunterregulation fiihrte
(Schabath et al. 1999).

In Kenntnis dieser oben beschriebenen &uflerst variablen Kinetiken der Expression und der
unterschiedlichen Induktionsbedingungen wurden fiir die ersten durchflusszytometrischen
Analysen der primédren Zellen mehrere unterschiedliche Aktivierungsbedingungen und eine
engmaschige Zeitkinetik gewihlt.

Sowohl NTCs als auch PBMCs wurden jeweils mit dem T-zellselektiven Mitogen PHA oder mit
den pharmakologischen Substanzen PMA-+lonomycin stimuliert und zu verschiedenen
Zeitpunkten untersucht. AuBlerdem wurden unstimulierte und mit LPS aktivierte Monozyten
analysiert. Die vorliegenden durchflusszytometrischen Daten weisen auf eine Rezeptor-
Expression durch T-Zellen und tiberraschenderweise auch durch Monozyten hin:

Der mAk 5C5 zeigte konsistent eine Reaktivitdit mit NTCs und PBMCs, die nach einer
Stimulation mit PMA und Ionomycin an Intensitit zunahm, jedoch auch schon in ruhenden
Zellen nachweisbar war. Eine Stimulation mit PHA und IL-2 bewirkte dagegen keine
wesentliche Zunahme der Rezeptorexpression im Vergleich zu den ruhenden Zellen.
Moglicherweise war die verwendete IL-2 Konzentration nicht ausreichend, Loetscher et al.
verwendeten beispielsweise zur Induktion der Chemokinrezeptoren CCR1 und CCR2 IL-2 in

einer Konzentration von 400 U/ml (1996).

Das Ergebnis einer Reaktivitit des mAk 5C5 mit NTCs und PBMCs konnte durch die Anfarbung
mit dem polyklonalen Maus-Antiserum durchflusszytometrisch bestitigt werden, allerdings mit
der Einschrinkung, dass unstimulierte PBMCs nicht angefirbt wurden, sondern erst nach
Aktivierung mit P+I. Moglicherweise ist die Expression des Rezeptors auf unstimulierten Zellen
so niedrig, dass die Sensitivitdt des polyklonalen Immunserums nicht ausreichte fiir eine
Detektion. Mit dem polyklonalen Rezeptor-spezifischen Antiserum aus dem Kaninchen konnte
wiederum keine spezifische Anfarbung erzielt werden: Die schwache Reaktivitit, die mit dem
Antiserum und 48 Stunden PMA und Ionomycin stimulierten T-Zellen sichtbar war, entsprach

der Férbeintensitit des Praimmunserums. Dies korreliert mit den Durchflusszytometrie-
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Ergebnissen der transfizierten Zelllinien, bei denen die Firbeintensitit des Kaninchen-

Antiserums der des Maus-Antiserums deutlich unterlegen war.

Der hATACR scheint somit bereits von ruhenden T-Zellen exprimiert zu werden und kann durch
T-Zell-Aktivierung mit PMA/Ionophor induziert werden. Die Induzierbarkeit durch P+I
korreliert mit der Zweisignalabhéngigkeit des dazugehorigen Liganden, ATAC. Da T-Zellen
auch als eine der Hauptproduzenten von ATAC gelten, weisen die Ergebnisse auf einen
moglichen autokrinen/parakrinen Regulationsmechanismus hin (wie z.B. bei Neutrophilen, die
sowohl IL-8 Produzenten sind als auch gleichzeitig die beiden Rezeptoren fiir IL-8, CXCR1 und
CXCR2, tragen und somit in der Lage sind, ihre Selbstrekrutierung zu stimulieren).

Dieses Ergebnis einer Rezeptorexpression durch T-Zellen steht in Ubereinstimmung mit den
Daten von Middel et al. (2001), die mittels RT-PCR eine Rezeptor-Expression auch in ruhenden
T-Zellen detektierten, die nach Stimulation mit PMA deutlich heraufreguliert wurde. Allerdings
besteht eine Diskrepanz zur Expressionsstirke: Wahrend Middel in ruhenden T-Zellen mittels
RT-PCR nur eine schwache Expression detektierte (in Ubereinstimmung mit den Daten von
Yoshida (1998), die ebenfalls mittels RT-PCR in PBMCs nur ein sehr schwaches Signal
detektierten),  weisen  die  vorliegenden  durchflusszytometrischen = Daten  zur
Zelloberflachenexpression auf eine auch bereits in unstimulierten T-Zellen deutlich vorhandene
Expression. Dennoch scheint auch in unseren Daten die Expression des hATACR/XCR1 wie
auch die Expression seines Liganden, ATAC, eng mit der T-Zell-Aktivierung verbunden zu sein.
Mittels RT-PCR (durchgefiihrt von Frau Dr. B. Dorner) konnte ebenfalls eine schwache
Expression in ruhenden und in stimulierten T-Zellen sowie in PBMCs gezeigt werden, wobei die
Signalstirke — im Unterschied zu den Ergebnissen der Durchflusszytometrie-Analyse —
unabhingig von der Aktivierungsdauer immer gleich ausgepridgt war und ruhende Zellen ein
gleich starkes Signal wie aktivierte Zellen zeigten. Allerdings ist die Methode der
Durchflusszytometrie mit der Moglichkeit der Messung der Zelloberflichenexpression bei dieser
Fragestellung als zuverldssiger einzuschdtzen als eine RT-PCR Analyse, der mogliche
posttranskriptionale Mechanismen in der Regulation des hATACR/XCR1 Proteins nicht

zuginglich sind.

Uberraschenderweise waren einige der Antikdrper auch mit ruhenden und aktivierten Monozyten
reaktiv, wobei kein Unterschied zwischen ruhenden und mit LPS-stimulierten Monozyten
bestand. Dieses Ergebnis konnte durch unsere RT-PCR-Daten bestitigt werden, die eine

Rezeptor-Expression in ruhenden Monozyten zeigte. Hierbei ist zu beachten, dass Monozyten
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auch ohne den Zusatz von aktivierenden Agenzien durch die Plastikadhdrenz stimuliert werden
konnen. So kann beispielsweise die Sekretion von IL-8 in Monozytenkulturen durch die
Adhirenz an Plastik induziert werden (neben einer Vielzahl anderer Stimuli wie z.B. LPS, PHA,
IL-1a, IL-1B, TNFa, IL-7, GM-CSF, IL-3, Concanavalin A, Zymosan, Immunkomplex und
Bakterien).

In den bislang publizierten Daten zur Rezeptorexpression wird eine Expression durch
Monozyten nicht beschrieben. Allerdings existieren bisher auch noch keine Untersuchungen zur
Expression im nativen Proteinkontext.

Da neuere Daten jedoch im murinen System eine ATACR-Expression durch Makrophagen, d.h.
gewebestindige Monozyten zeigen, ist eine Expression auch durch im Blut zirkulierende
Monozyten gut vorstellbar (Dorner et. al. 2002).

Bei den Monozytenanalysen ist allerdings zu bedenken, dass eine unspezifische Anfirbung
durch Bindung des Antikorpers an die Fc-Rezeptoren moglich ist, zumal die erforderliche mAk-
Konzentration verhéltnisméfig hoch waren im Vergleich zu anderen bekannten, in der
Durchflusszytometrie eingesetzten Antikorpern, so dass Kreuzreaktionen oder unspezifische
Bindungen erleichtert werden.

Fir die Sperzifitit der Durchflusszytometrie-Analyse spricht jedoch die Reaktivitit des
hATACR-spezifischen Maus-Antiserums mit den Monozyten (bei fehlender Reaktivitdt des
Praimmunserums). Andererseits kam es durch das Kaninchen-Antiserum zu keiner spezifischen
Anfirbung der Monozyten, da die Monozyten sowohl mit dem Kaninchen-Antiserum als auch
mit dem als Negativkontrolle verwendeten Prdimmunserum in gleicher Weise reagierten.

Hier besteht sicherlich weiterer Klarungsbedarf, beispielsweise sollten die mAks auf anderen
Chemokin-Rezeptor-Transfektanten durchflusszytometrisch getestet werden, um auszuschlielen,

dass die mAks ein mehreren Chemokinrezeptoren gemeinsames Epitop erkennen.

Der Hybridomiiberstand 6F8 sowie der mAk 7G11, die beide in der Lage sind, das hATACR-
Protein zu immunprézipitieren und somit sicher den Rezeptor im Protein-Kontext (in
denaturierter Form) erkennen, erwiesen sich leider als nicht geeignet fiir die
Durchflusszytometrie: Die Detektion des im nativen Kontext gefalteten Rezeptors mit Hilfe
dieser mAKs gelang somit nicht. Wahrend der mAk 7G11 keine der verschiedenen untersuchten
Zellpopulationen erkannte, lieferte der (IgM) 6F8 Uberstand (im Gegensatz zum mAk 5C5)

keine kohérenten Ergebnisse.
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Durch die Analyse verschiedener Zellpopulationen mittels Immunprizipitation konnte keine
weitere Bestitigung der durchflusszytometrischen Ergebnisse erzielt werden: der Versuch, den
Rezeptor aus priméren Zellen zu prizipitieren, ist nicht sicher gelungen. Als Ursache kommt
beispielsweise eine zu geringe Sensitivitdt der mAks bei vermutlich geringer Expression des
Rezeptors auf der Zelloberflache in Frage. Bei zukiinftigen Experimenten konnte die Sensitivitit

durch Oberflachenjodierung und anschlieBende Immunprézipitation erhéht werden.

Weiterhin  wurde versucht, mit Hilfe der mAKs die ATAC-Rezeptorexpression
immunhistochemisch zu definieren: Hierzu wurden mittels APAAP-Technik verschiedene
Gewebe (Placenta, Tonsille, Milz) analysiert, in denen sich jedoch keine spezifische Anfarbung
zeigte. Somit ist leider keiner der mAKs fiir histologische Untersuchungen geeignet. Mogliche
Ursache ist die Sensitivitdt des relevanten Epitops gegeniiber Fixierungsreagenzien oder eine
Kreuzreaktivitdt. Vorstellbar ware aulerdem, dass der Rezeptor in Tonsille und Milz nur in sehr
geringem Ausmal} exprimiert wird. Von Yoshida et al. (1998) wird die hochste Expression des
Rezeptor in der Placenta gesehen, was in unseren Northern Blot und RT-PCR-Daten
(durchgefiihrt von Frau Dr. Dorner) nicht bestétigt werden konnte. Moglicherweise sind diese
Diskrepanzen auf Analysen aus Gewebeproben aus unterschiedlichen Placentateilen
zuriickzufiihrend, so dass auch histologisch kein Nachweis gelingen konnte, da moglicherweise
ein Teil der Placenta mit einer nur geringen oder fehlenden Expression analysiert wurde.

Die  Widerspriichlichkeit ~ der  Ergebnisse in  Abhéngigkeit der  verwendeten
Untersuchungsmethode spricht dafiir, dass die Bindung eines mAks an sein Antigen sehr stark
davon abhéngig ist, wie das Antigen den mAks préisentiert wird. So gibt es beispielsweise
mAKs, die mit dem Antigen im ELISA gut reagibel sind, wihrend sie fiir den Immunoblot nicht
geeignet sind. Solche mAKSs sind gegen Epitope gerichtet, die bei Verdnderungen des Milieus, in
dem sich das Antigen befindet, ebenfalls starke Verdnderungen zeigen (Peters & Baumgarten

1990)

Ein weiterer Ansatzpunkt fiir zukiinftige Untersuchungen stellt die Analyse der Rezeptor-
Expression unter pathologischen Bedingungen, beispielsweise im Rahmen einer
inflammatorischen Reaktion oder eines Tumormodells dar.

Die Expression von ATAC/Ltn an Orten einer inflammatorischen Reaktion ist bislang noch nicht
gut untersucht, wohingegen sich mehrere Untersuchungen mit der Rolle von ATAC bei der

Tumorabwehr beschéftigen. Inzwischen deuten mehrere Publikationen darauf hin, dass ATAC
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und sein Rezeptor eine Rolle bei chronisch entziindlichen Erkrankungen sowie bei der
Tumorbekdmpfung spielen:

Die Daten von Middel et al. (2001) weisen beispielsweise darauf hin, dass ATAC und sein
Rezeptor eine Rolle in der Pathogenese des M. Crohn spielen — mdglicherweise iiber eine
Rekrutierung von peripheren, den ATAC-Rezeptor tragenden T-Zellen aus der Blutbahn an den
Inflammationsort. Mittels quantitativer RT-PCR und in-situ-Hybridisierung konnte eine
signifikant hohere hATAC mRNA Expression in vom M. Crohn befallenen Gewebeproben (ca.
8fach) als im gesunden Kontrollgewebe gezeigt werden. Ein dhnliches Verteilungsmuster konnte
auch fiir den hATAC-Rezeptor beobachtet werden.

Als ATAC exprimierende Zellen konnten vorwiegend CD3" T-Zellen (CD4" und CDS")
identifiziert werden, aber auch Mastzellen und unerwarteterweise auch reife dendritische Zellen.
Durch Stimulation mit PMA und ConA kam es zu einer Heraufregulation von ATAC/Ltn und
seinem Rezeptor, wihrend die mRNA Expression in unstimulierten T-Zellen sehr gering war.
Somit bestitigt sich, dass die Expression von ATAC aber auch von seinem Rezeptor eng mit der

T-Zell-Aktivierung assoziiert ist.

Blaschke et al. (2003) konnten zeigen, dass ATAC und sein Rezeptor auch bei der
Rheumatoiden Arthritis eine Rolle spielen. ATAC und sein Rezeptor konnten im Synovia
Gewebe von Patienten mit rheumatoider Arthritis signifikant héiufiger als bei den
Kontrollpatienten mit Osteoarthritis nachgewiesen werden. Dieser Unterschied bezog sich
jedoch nur auf das Synovialgewebe und nicht auf die Synovia-Fliissigkeit oder das periphere
Blut, was dafiir spricht, dass die Expression von ATAC und seinem Rezeptor sehr lokalisiert ist.
Als ATAC produzierende Zellen konnten Lymphozyten (CD8" T-Zellen, in deutlich geringerem
AusmaB auch CD4" T-Zellen) identifiziert werden.

Fiir eine weitergehende Analyse der ATACR-Expression und zur Aufkldrung der biologischen
Funktion von ATAC erscheint somit eine Fokussierung auf Inflammations- und Tumormodelle
duBlerst erfolgversprechend. Moglicherweise sind die widerspriichlichen Ergebnisse bei der
Analyse der hATACR-spezifischen mAks darauf zuriickzufiihren, dass unter Umstidnden die
Expression des Rezeptors im gesunden Gewebe zu gering ist (oder der Rezeptor wird nur von
einer ganz bestimmten, anzahlmaBig geringen Zellpopulation exprimiert), so dass der Nachweis
schwierig ist und erst nach einer Heraufregulation des Rezeptors im Rahmen von
Krankheitsbedingungen bzw. durch fokussierte Untersuchung bestimmter Zellpopulationen

gelingt.
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Verschiedene Arbeitsgruppen konnten in vitro eine Assoziation von ATAC/Ltn mit einer Th1-T-
Zell-Differenzierung zeigen (Bradley et al. 1999; Rogge et al. 2000; Nagai et al. 2001). Dorner
und Kollegen (Dorner et al. 2002) gelang es in vitro und auch in vivo in einem murinen
Listeriose Modell (einem klassischen Th1-Modell) eine weitere biologische Funktion von ATAC
charakterisieren: Es konnte gezeigt werden, dass MIP-1a, MIP-13, RANTES und ATAC auf
Einzelzellebene in vitro und in vivo in einem hohen Ausmal} mit IFN-y (dem prototypischen Th1
Zytokin) durch aktivierte NK-Zellen, CD8" T-Zellen und CD4" T-Helferzellen (Thl-Zellen)
kosezerniert werden, sowie dariiberhinaus eine synergistische Wirkung auf Makrophagen als die
gemeinsame Zielzelle ausiiben. ATAC, MIP-1a, MIP-1 und RANTES wirken somit als
Koaktivatoren von Makrophagen und konstituieren zusammen mit IFN-y die Gruppe der Typl-
Zytokine, die in vitro nur in Th1-Zellen und nicht in Th2-Zellen nachgewiesen werden kdnnen.
Mehrere andere Untersuchungen im Rahmen von klinischen und experimentellen
Inflammationsmodellen (z.B. Diabetes, Encephalomyelitis, Glomerulonephritis, chronisch
entziindliche Darmerkrankungen, akute Allograft-TransplantatabstoBungsreaktion) unterstiitzen
die Hypothese, dass ATAC eine Rolle bei Thl-Inflammationsreaktionen spielt (Wang et al.

1998; Natori et al. 1998; Bradley et al. 1999; Tran et al. 2000; Middel et al. 2001).

Die oben genannten Untersuchungen lieferten einige liberraschende Daten zum
Expressionsspektrum des Rezeptors (Expression des ATAC-Rezeptors durch Synovia-
Makrophagen, FLS [fibroblast-like synoviocytes], sowie durch BMMs [bone marrow derived
macrophages]) neben der bereits bekannten Expression durch Lymphozyten. Dies spricht dafiir,
dass bei der Analyse des Rezeptorexpressionsspektrums auch ,,untypische* Zellpopulationen und
Zellen auBlerhalb des Immunsystems mit einbezogen werden miissen.

Die bislang publizierten Untersuchungen zur ATACR-Expression sind auf mRNA-Ebene oder
mittels ELISA durchgefiihrt worden. Zum vollstindigen Verstiandnis der biologischen Funktion
ist jedoch eine Analyse der Rezeptorexpression auf Einzelzellebene unabdingbar.

Dorner et al. (2003) konnten beispielsweise durch FEinzelzellanalyse mittels
Durchflusszytometrie nachweisen, dass die kleine Zellpopulation der CD4" ATAC

sezernierenden Zellen dem Gedéachtnis-Phénotyp angehort.
Somit konnte in der vorliegenden Arbeit mit 6F8 ein Hybridom-Uberstand etabliert werden, der

auflerst zuverlédssig den humanen ATAC-Rezeptor immunprizipitiert und der fiir weiterfithrende

Untersuchungen eingesetzt werden kann.
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Die Einsatzfahigkeit der monoklonalen Antikorper fiir die Durchflusszytometrie-Analyse
hingegen kann noch nicht abschlieend beurteilt werden. Weitere Analysen sind erforderlich, um

die Spezifitit der Monozyten-, PBMC- und NTC-Reaktivitit zu verifizieren.
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5. Zusammenfassung

Ziel der vorliegenden Arbeit war die initiale Charakterisierung des humanen ATAC-Rezeptors
(hATACR), eines Sieben-Transmembran-Rezeptors. Zur Analyse des Expressionsspektrums des
Rezeptors sollte ein monoklonaler Antikérper (mAk) hergestellt werden.

Zunichst wurden zum Screening der Hybridomiiberstinde verschiedene Transfektanten
generiert, die den hATACR an ihrer Oberfldche exprimierten: In der murinen Myelomzelllinie
P3x63Ag8.653 die beiden Transfektanten ,,3'c-myc/hATACR/P3x-Transfektante® (mit einem
intrazelluldren ~Markerepitop) und ,,5'c-myc/hATACR/P3x-Transfektante (mit einem
extrazelluliren Markerepitop), in einer L-Zellinie die Transfektante ,,3'c-myc/hATACR/L-
Zellen* (mit einem intrazelluldren Markerepitop).

Fiir die Herstellung der Antikérper wurden mehrere Méuse mit einem Peptid immunisiert, das
die 31 N-terminalen Aminosduren des hATACR enthielt. Nach erfolgter Fusion der Milzzellen
der immunisierten Méduse mit dem Myelom P3x63Ag8.653 wurden 588 Hybridome etabliert.
Diese wurden in einem mehrstufigen Verfahren auf ihre Spezifitdt durchmustert. Zunichst
wurden im ELISA alle Hybridom-Uberstinde auf die Bindung des synthetischen hATACR-
Peptids untersucht, hierbei waren 54 Hybridome positiv. In einem zweiten Schritt wurden diese
Uberstinde auf ihre Fihigkeit getestet, die generierten hATACR-Transfektanten in der
Durchflusszytometrie anzuférben. Hybridome, deren Uberstinde sowohl im ELISA als auch in
der Durchflusszytometrie positive Ergebnisse ergaben, wurden subkloniert und (mit Ausnahme
des Klones 6F8) aufgereinigt. Auf diese Weise konnten vier mAKs (5C5, 1F1, 6D2, 6F8)
etabliert werden, die fiir weitere Tests herangezogen wurden.

Es wurden Immunprézipitationsexperimente mit den hATACR-Transfektanten durchgefiihrt,
diese wurden auch fiir Western Blots eingesetzt. Dariiber hinaus wurden die mAks in der
Immunhistologie getestet. Diese Untersuchungen ergaben, dass der mAk 6F8 zuverldssig den
hATACR aus allen Transfektanten immunprézipitieren konnte. Wahrend der spezifische
Nachweis des ATACR-Peptids im ELISA durch die mAks reproduzierbar gelang, war die
Anfarbung der ATACR Transfektanten in der Durchflusszytometrie inkonsistent. Der Grund
hierfiir mag in der Unfdhigkeit der mAks liegen, den nativen Rezeptor zu erkennen. Andererseits
konnte es moglich sein, dass der transfizierte Rezeptor in einzelnen Transfektanten nicht in
seiner physiologischen Konformation vorlag, was bereits von anderen Untersuchern beobachtet
worden ist. Mit dem mAk 6F8 konnte jedoch ein Reagenz hergestellt werden, das fiir die weitere

biochemische Charakterisierung des hATACR von erheblichem Nutzen sein wird.
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