4 Diskussion

Mit dem Ziel, die funktionelle Bedeutung der Transmembrandoméne von L-Selektin zu
untersuchen, wurde in der vorliegenden Arbeit eine neuartige L-Selektinmutante (L-
Selektin/tmCD44) konstruiert, bei der die origindre Transmembransequenz von L-Selektin
durch diejenige des Zelladhidsionsmolekiils CD44 ersetzt wurde.

Durch FACS-Analyse konnte gezeigt werden, dass die mit dem Konstrukt transfizierten
Zelllinien K562 und Nalm6 L-Selektin/tmCD44 wie ein normales Membranprotein
exprimieren, d.h. es wird zur Zelloberfliche transportiert und dort in die Zellmembran
eingefiigt. Hier kann es, dhnlich der Wildtyp-Form, gesheddet werden, was durch den
Nachweis von sL-Selektin im Zelliiberstand von K562-Zellen mittels ELISA tiberpriifbar war.
Das L-Selektin/tmCD44-Konstrukt stellt somit ein ausgezeichnetes Instrument dar, den

Einfluss der Transmembrandomane auf die Zelloberflichenlokalisation zu untersuchen.

4.1 Konstruktion der L-Selektin/tmCD44-Chimére

Es wurde erstmals eine L-Selektinmutante generiert, bei der selektiv die Transmembran-
domine modifiziert wurde, widhrend die extrazelluldre und die zytoplasmatische Doméne
unverdndert blieben.

Hierzu wurde ein chimires Gen aus Sequenzabschnitten der Zelladhdsionsmolekiile L-
Selektin und CD44 konstruiert und in Nalm6- sowie K562-Zellen exprimiert. Von N- nach C-
terminal besteht dieses Fusionsprotein aus der extrazelluliren Doméne von L-Selektin (346
AS), der Transmembrandoméne von CD44 (23 AS) sowie der zytoplasmatischen Doméne
von L-Selektin (17 AS).

Als Grundlage wurde aus humanen Leukozyten mRNA isoliert und mittels PCR (Polymerase
Ketten Reaktion) ein DNA-Fragment generiert, das aus Exon 15-17 des CD44-Gens besteht.
Exon 17 codiert fiir die stark konservierte Transmembrandomine von CD44. Als
Ausgangsmaterial zur Gewinnung der L-Selektinabschnitte diente der Klon Lam TA 4
(freundlicherweise durch Frau Dr. C. Fieger zur Verfiigung gestellt), der die gesamte
Gensequenz von humanem L-Selektin enthilt.

Die Verkniipfung einzelner Genabschnitte (,,Gene engineering®) erfolgte mit Hilfe der PCR-

basierten Methode ,,Splicing by overlap extension* (SOE), die erstmals von Horton et al.
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1991 zur Konstruktion eines rekombinanten Gens eingesetzt wurde. Die Methode wird auch
als PCR-Fusionstechnik oder rekombinierte PCR bezeichnet (Yon et al. 1989). Das von
Horton et al. konstruierte Hybridgen codierte fiir ein Fusionprotein, in dem die a-Helices
eines murinen Klasse-I MHC (Major histocompatibility complex)-Gens durch diejenigen
eines anderen MHC-I Gens ersetzt wurden (Horton et al. 1989; Warrens et al. 1997).

Das allgemeine Prinzip einer SOE ist ausfiihrlich in Kapitel 3.3/Abbildung 8 dargestellt. Zur
L-Selektin/tmCD44-Chimérenkonstruktion wurden durch iiberhdngende Primer die
Fragmente, die den extra- bzw. intrazelluliren Abschnitt von L-Selektin bzw. den
transmembrandren Abschnitt von CD44-cDNA kodieren, mittels PCR gewonnen und in den
Vektor pCR 2.1 kloniert. Die Primer wurden so konstruiert, dass, in Bezug auf zwei zu
fusionierende Fragmente, der 5'-Uberhang des einen modifizierten Fragmentes komplementir
zum 3’-Uberhang des anderen war. Die Lingen der zur Modifikation verwendeten Primer
betrugen, dhnlich wie bei Horton et al., 33-36 Basen, die Uberhiinge der modifizierenden
Fragmente jeweils 15-16 Basen. Die derart verdnderten, iiber einen Bereich von 33-36 Basen
komplementdren Fragmente wurden in zwei SOE-Reaktionen zur L-Selektin/tmCD44-

Chimére fusioniert.

Der entscheidende Vorteil der SOE gegeniiber anderen Methoden der Genfusion liegt in der
Moglichkeit der beliebigen basengenauen Genrekombination, ohne Riicksicht auf die DNA-
Sequenz an den Verbindungsstellen nehmen zu miissen. Dies ist mit alternativen Methoden,
wenn Uberhaupt, nur mit Einschrinkungen mdglich. So generierten Kim und Weaver ein
hybrides Molekiil aus dem aktiven Teil des Toxins Ricin und Protein A aus Staphylokokken
als Grundlage zur Entwicklung eines Immuntoxins durch die Verwendung von Sequenzen
einer ,,multiple cloning site* (Kim et al. 1988). Hierdurch enthielt das Fusionsprotein am
Ubergang zusitzliche irrelevante Aminosduren. Eine weitere Mdoglichkeit besteht darin,
Genfragmente iiber synthetische Doppelstrang-Oligonukleotide zu verbinden. Feng et al.
fusionierten auf diese Weise Interferon-y (IFN- y) mit Tumornekrosefaktor- (TNF-), um die
Eigenschaften beider Zytokine in einem Fusionsprotein zu vereinen. In vitro blieben die
zytotoxische und antivirale Aktivitit erhalten, wihrend der antiproliferative Effekt stark
anstieg (Feng et al. 1988). Auch bei diesem Ansatz war das Vorhandensein einer
Restriktionsschnittstelle in der Ndhe der Verbindungsstelle notwendig. Demgegeniiber erlaubt

die SOE-Methode hochst flexibel, nidmlich sequenzunabhdngig, die Konstruktion
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rekombinanter Gene, ohne Verwendung von Restriktionsenzymen und Ligasen. Zudem
erlaubt sie zusidtzlich das gezielte Einfligen von Mutationen durch Verdnderungen der
Basensequenz der liberlappenden Primer (,,site-directed mutagenesis®). Ho et al. mutierten auf
diese Weise Maus-MHC-I-Komplex-Gene und fanden eine Erfolgsrate von 98% (Ho et al.
1989). Die Methode der SOE-PCR zum ,,Gene engeneering® hat sich in den letzten Jahren
gegeniiber alternativen Methoden durchgesetzt. Beispiele fiir ihre Anwendung in jlingerer
Zeit sind die Konstruktion des bifunktionellen Proteins HLS-2, das die Sequenzen des
Thrombininhibitors Hirudin und des Plasminogenaktivators Staphylokinase trigt. Es stellt
einen Plasminogenaktivator mit verbesserten thrombolytischen Eigenschaften dar (Wirsching
et al. 2002).

Dass die Konstruktion chimérer Gene auch klinische Relevanz erlangen kann, zeigen
Untersuchungen mit einer ebenfalls mittels SOE generierten E/L-Selektinchimére
(Extrazellulirdomédne von E-Selektin, Transmembranédr- und Intrazellulirdoméne von L-
Selektin), die in Dendritischen Zellen (DC) stabil exprimiert werden konnte. Derart
verdanderte DC migrieren sowohl in vitro als auch in vivo effizient in T-Zellareale peripherer
Lymphknoten. Solche chimédren Zelladhdsionsmolekiile konnten in Zukunft in der
Gentherapie (Tumorvakzination) maligner Erkrankungen eine Rolle spielen (Robert et al.

2003).

Ein Nachteil jeder PCR-basierten Methode sind mogliche Fehler in der Basenabfolge des
PCR-Produkts. Diese resultieren aus dem Einbau falscher Nukleotide durch die Polymerase.
Bei Verwendung der Tag-Polymerase passiert dies mit einer statistischen Wahrscheinlichkeit
von 1 pro 10’ Nukleotiden. Fiir die mittels SOE konstruierten Chiméren wird in der Literatur
die Fehlerrate mit einem falschen Nukleotid innerhalb einer Abfolge von 1700-4000
Nukleotiden (0,025 %-0,06 %) angegeben (Ho et al. 1989; Horton et al. 1989). Diese Zahlen
beziehen sich auf die Verwendung von Tag-Polymerase und die Hintereinanderschaltung von
drei SOE-Reaktionen, jeweils nach vorheriger modifizierender PCR.

Bei der Konstruktion der L-Selektin/CD44-Chimérensequenz waren zwei SOE-Ansitze
notwendig. Zunichst wurde die intrazelluldre L-Selektinsequenz mit der transmembraniren
CD44-Sequenz verkniipft, anschlieBend wurde die extrazellulire L-Selektinsequenz
angehdngt. Um die Fehlerrate von vornherein zu minimieren, wurden alle modifizierenden

PCR-Ansdtze sowie alle Fusionsreaktionen mit der Proofreadingpolymerase PWO
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durchgefiihrt. Durch ihre 5'—3 -Exonukleaseaktivitit liegt ihre Fehlerrate um mindestens den
Faktor zehn niedriger als die der Tag-Polymerase (Herstellerinformation Boehringer
Mannheim). Zudem wurde bei jeder Reaktion die geringst mogliche Zyklenanzahl, die zu
einer ausreichenden Bildung an Reaktionsprodukt fiihrte, gewéhlt. Um eventuell doch
aufgetretene Nukleotidfehler zu erkennen, wurde jedes Reaktionsprodukt zwischenkloniert
und Fehler durch Sequenzierung ausgeschlossen. Es zeigten sich in den analysierten Klonen
der insgesamt vier PCR- und zwei SOE-Ansitze keine Mutationen der Basenfolge.

Das klonierte L-Selektin/tmCD44-Gen wurde sowohl in Nalmé6- als auch in K562-Zellen
exprimiert. Dies er6ffnete die Mdglichkeit, Eigenschaften der L-Selektin/tmCD44-Chimére in
Zellen mit hoher Sheddingaktivitit (K562) und in Zellen ohne ,,Shedding* (Nalm6) studieren

zu konnen.

4.2 Oberflichenexpression von Zelladhisionsmolekiilen in Leukozyten

Die Auswanderung von Leukozyten aus den GefdBen der Mikrozirkulation bzw. der
lymphatischen Organe ist fiir die Immunabwehr und Homodostase des Organismus
unerldsslich. Sie wird iiber eine mehrstufige, differenziert regulierte Kaskade von
Interaktionen zwischen Zelladhdsionsmolekiilen und ihren Liganden auf Leukozyten bzw.
Endothelzellen vermittelt (Springer 1994). Die klinische Relevanz zeigt sich bei genetischen
Defekten innerhalb dieses Prozesses (Leukocyte adhesion deficiency syndrom; LAD-I/II), die
zu schweren Defekten der Immunsystems mit rekurrenten bakteriellen Infektionen fithren
(von Andrian et al. 1993).

Elektronenmikroskopische Untersuchungen zur Leukozytenmorphologie zeigen eine
hochdifferenzierte Oberflichenstruktur mit zahlreichen Protrusionen der Zellmembran (Van
Ewijk et al. 1980). Einen Hinweis darauf, dass diese Microvilli spezialisierte Domédnen mit
wichtiger  funktioneller = Bedeutung sein  konnten, erhielt man durch die
elektronenmikroskopische Beobachtung, dass nicht alle Zelladhdsionsmolekiile homogen auf
der Zellmembran des Leukozyten prasentiert werden. Vielmehr zeigen einige von ihnen ein
spezialisiertes, auf bestimmte Mikrodoménen beschrinktes Lokalisationsmuster. Erlandsen et
al. untersuchten mittels Immunogoldmarkierung die leukozytdre Oberflaichenverteilung von
L-Selektin und dem p,-Integrin Mac-1. Auf unaktivierten Zellen konnte L-Selektin fast

ausschlieflich auf den Spitzen der Microvilli detektiert werden; es lag zudem in Clustern
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formiert vor. Mac-1 fand sich hingegen hauptsédchlich auf dem Zellkorper, entweder einzeln
oder wenig geclustert. Demgegeniiber wird Mac-1 auf aktivierten neutrophilen Leukozyten
hochreguliert und findet sich dann auf der gesamten Zelloberfldche, also auch auf den
Microvilli, in Clustern. Hasslen et al. bestitigten diese L-Selektinlokalisation fiir
mononukleédre Zellen (Erlandsen et al. 1993; Hasslen et al. 1995). Flowzytometrisch schétzten
Simon et al. und Spertini et al. die durchschnittlich exprimierten L-Selektinmolekiile auf
65.000 pro Leukozyt (Simon et al. 1992) und 50.000 — 100.000 pro Lymphozyt (Spertini et al.
1992).

Neben L-Selektin wurde bisher nur fiir die a4-Integrine a4f3; und o7 (Berlin et al. 1995) und
fiir P-Selektin Glykoprotein Ligand-1 (PSGL-1) (Moore et al. 1995) eine selektive Expression
auf den Spitzen der Microvilli gezeigt. E-Selektin-Ligand-1 (ESL-1) wird ebenfalls bevorzugt
microvilldr prisentiert, jedoch nicht auf den Spitzen konzentriert (Steegmaier et al. 1997).
PSGL-1 ist ein stark glykosyliertes Sialomucin, das iiber Bindung von P- oder E-Selektin den
initialen Kontakt zwischen Leukozyt und Endothel vermitteln kann (Asa et al. 1995). Die a4-
Integrine auP; (Very late antigen-4; VLA-4) und o437 initialisieren unter Scherstress in vitro
und an Lamina propria-Venolen in vivo L-Selektin-unabhéngig iiber ihre Liganden Vascular
cell adhesion molecule-1 (VCAM-1) bzw. Mucosal addressin cell adhesion molecule-1
(MAdCAM-1) Bindung und Rollen von Lymphozyten (Berlin et al. 1995), sind dariiber
hinaus jedoch zusétzlich an dem nachfolgenden Schritt der festen Adhésion beteiligt
(Abitorabi et al. 1997). Durch Bindung an E-Selektin auf zytokinaktiviertem Endothel kann
auch ESL-1 Leukozytenrollen einleiten.

Demgegeniiber sind die von den Microvilli ausgeschlossenen [2-Integrine unter
physiologischen Scherstressraten in vivo alleine nicht in der Lage, die Adhésion von
Leukozyten an entziindlich verdndertem Endothel zu induzieren (Von Andrian et al. 1992).
Eine Reihe weiterer Integrine, z.B. der Lamininrezeptor asAP;, der Vitronectinrezeptor ovfs
und der Fibronektinrezeptor asf; werden auf K562-Zellen konstitutiv microvillar exprimiert.
Sie haben jedoch keine etablierte Rolle in den frithen Phasen der Leukozytenadhision,
sondern vermitteln nach erfolgter Extravasation die Migration sowie die Bindung an Proteine
der Extrazellulirmatrix (Abitorabi et al. 1997). Eine Ubersicht iiber das leukozytire

Expressionmuster der fiir die Extravasation wichtigen Zelladhdsionsmolekiile gibt Tabelle 1.
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Zelladhisionsmolekiil Vorkommen Oberflichenverteilung Funktionen
Microvilli Zellkorper | (bei Zelladhésion)
L-Selektin Gr, Mo, Lym + Capture, Rolling
PSGL-1 Gr, Mo, Lym + Capture, Rolling
. Capture, Rolling,
04f;-Integrin (VLA-4) Mo, Lym + .
feste Adhdsion
. Capture,Rolling, feste
o4f--Integrin Lym + . .
Adhision, Homing
ESL-1 Gr, Mo, Lym + Rolling
. Feste Adhiésion,
oy B,-Integrine Gr, Mo, Lym + o
Transmigration
. Feste Adhiésion,
oy p-Integrine Gr, Mo ol o
Transmigration
Gr, Mo, Lym, Feste Adhésion,
CDh44 epitheliale Zellen I Rolling (aktivierte
Fibroblasten Lymphozyten)
CD31 (PECAM-1) Gr, Mo, Lym + + Transmigration

Tabelle 1: Oberflichenverteilung wichtiger Zelladhisionsmolekiile auf Leukozyten. Gr = Granulozyten; Mo =
Monozyten; Lym = Lymphozyten; PSGL-1 = P-Selectin-Glykoprotein-Ligand-1; VLA-4 = Very Late Antigene-4; ESL-1 =
E-Selektin-Ligand-1; PECAM-1 = Platelet Endothelial Cell Adhesion Molecule; wahrend L-Selektin, PSGL-1, VLA-4 und
ayfB;-Integrin auf den Spitzen der Microvilli konzentriert sind, wird ESL-1 auf dem gesamten Microvillus verteilt exprimiert.
PECAM-1 ist ohne Priferenz gleichméfBig tiber die gesamte Zelloberfliche verteilt.

Zusammengenommen unterstreichen diese Ergebnisse, dass der initiale Kontakt zwischen
dem Endothel und Leukozyten im Rahmen der Zelladhdsionskaskade nur durch Bindung von
L-, P- und E-Selektin oder den a4-Integrinen an ihre Liganden vermittelt werden kann. Man
bezeichnet sie als primdre Adhisionsmolekiile. Sowohl L-Selektin als auch der P-/E-
Selektinligand PSGL-1 und die o4-Integrine sind selektiv auf den Spitzen leukozytirer
Microvilli  lokalisiert, auch der E-Selektinligand ESL-1 befindet sich auf
Membranprotrusionen. Auf der anderen Seite sind die auf den Microvilli nicht vorhandenen
B2-Integrine alleine nicht in der Lage, eine Adhésion unter Flussbedingungen zu etablieren.

Die vom Endothel aus in das GefaBlumen ragenden Glykosaminoglykane tragen negative
Ladungen und bilden fiir die durch ihre Glykokalix ebenfalls negativ geladenen Leukozyten
eine sterische sowie elektrostatische Barriere, die durch vorhandene Membranprotrusionen

besser tiberwunden werden konnte. Microvillédr positionierten Zelladhdsionsmolekiilen wiirde
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es hierdurch leichter ermdglicht, eine Bindung mit ihren endothelialen Liganden einzugehen
(Lichtman et al. 1970; Pelikan et al. 1979; Zhao et al. 2001; Truskey et al. 2002).

Zusammenfassend legen diese Befunde den Schluss nahe, dass die topographisch
differenzierte Expression von Adhésionsmolekiilen auf der Leukozytenoberfliche fiir eine
effiziente Zelladhdsion und damit letztlich fiir eine funktionierende Immunabwehr notwendig

ist.

4.2.1 Funktionelle Relevanz der differenzierten Lokalisation leukozytirer Adha-
sionsmolekiile

Um den Einfluss der Rezeptortopographie von L-Selektin auf das Bindungsverhalten in vitro
zu testen, transfizierten von Andrian et al. Lymphoidzellen (murine L 1-2 Prid-B-Zellen) mit
durch SOE generierten L-Selektin/CD44-Chimédren. Im Gegensatz zu der in der vorliegenden
Arbeit konstruierten Chimére bestanden diese entweder aus dem extrazelluldren Abschnitt
von L-Selektin, gekoppelt an den transmembranéren und intrazelluldren Teil von CD44 (L-
CD44), oder umgekehrt aus dem extrazelluliren Abschnitt von CD44, gekoppelt an die
transmembranire und die intrazellulire Domédne von L-Selektin (CD44-L). CD44 wurde
gewdhlt, da dieses Protein eine dem L-Selektin kontrdre Oberflichenverteilung besitzt: Es
findet sich auf dem planen Zellkorper, nicht jedoch auf den Microvilli und zeigt nur selten
Clustering. Mittels Immunogoldfarbung zeigten die Autoren, dass die L-CD44-Chimére eine
dem Wildtyp-CD44 éhnliche Expression auf dem planen Zellkdrper aufweist, mit variabler
Tendenz zur Clusterbildung. Demgegeniiber entspricht die CD44-L-Chimédrenexpression der
Wildtyp-L-Selektin-Verteilung mit Clustering auf den distalen Enden der Microvilli. Die
Lokalisation von L-Selektin und CD44 ist somit unabhdngig von ihren Ektodoménen.

Mit beiden Chiméren und den Wildtypzellen wurden Bindungsassays mittels immobilisierter
monoklonaler Antikoérper (DREG-200 fiir L-Selektin und Hermes-1 fiir CD44) sowohl unter
statischen Bedingungen als auch unter Flussbedingungen durchgefiihrt. Wéhrend sich das
Bindungsverhalten zwischen den Chimdren bzw. den Wildtypzellen unter statischen
Bedingungen nicht unterschied, adhérierten unter Flussbedingungen Zellen, die ihre
Rezeptoren in geclusterter Form auf den Spitzen der Microvilli présentierten (CD44-L; WT-
L-Selektin), hochsignifikant effektiver gegeniiber denjenigen mit nicht-microvilldrer

Rezeptorposition (L-CD44; WT-CD44). Der Effekt verstirkte sich mit steigenden
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Scherstress-/Flussraten noch. Dieses Ergebnis wurde in einem Bindungsassay mit dem
physiologischen Liganden Peripheral lymph node addressine (PNAd) bestétigt (von Andrian
et al. 1995).

In diesen Studien konnte erstmals gezeigt werden, dass die Gruppierung von
Zelladhdsionsmolekiilen auf den am meisten distal gelegenen Bereichen der Leukozyten, den
Spitzen der Microvilli, fiir eine effiziente Kontaktinitialisierung mit endothelialen Liganden
funktionell wichtig ist.

Dieses allgemeine Funktionsprinzip konnte durch Untersuchungen an Integrinchiméren
bestitigt werden. Die Integrine olLp, (LFA-1; CDI11a/CD18) und oM, (Mac-1;
CDI11b/CD18) werden normalerweise ausschlieBlich nicht-microvillir exprimiert und
vermitteln die feste Adhédsion, nicht jedoch initiale Adhdsionsschritte. Nach Austausch ihrer
Extrazellulirdoméne (EZD) und Transmembrandomine (bei LFA-1) bzw. nur der EZD (bei
Mac-1) durch die homologen Dominen des Integrins ausf3; kommt es in K562-Zellen zu einer
Anderung ihrer Oberflichenverteilung vom Zellkdrper auf die Microvilli. Dieser Shift
befdhigte die Integrinmutanten zur effizienten Initialisierung der Adhésion auf ihrem
Liganden MAdCam-1 unter Flussbedingungen in vitro (Abitorabi et al. 1997). Tabelle 2
(Seite 45) fasst die leukozytire Lokalisation bislang untersuchter chimérer
Zelladhdsionsmolekiile zusammen.

Die Adhidsionsbedingungen in der Flusskammer unterscheiden sich in mehreren Punkten
deutlich von denen in vivo. Die Scherraten in der Endstrombahn sind hoher (Firrell et al.
1989), elektrostatische Abstoungsphidnomene zwischen der negativ geladenen Glykokalix
von Leukozyten und Endothel treten auf (Lichtman et al. 1970; Pelikan et al. 1979), und die
Gravitationskraft, die auf Zellen in Flusskammern stets orthogonal zur Strdomungsrichtung

einwirkt, spielt keine Rolle.
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Chimires

Konstrukt

Schematische Struktur

(EZD) (IC)

Oberflichenverteilung

Microvilli

Zellkorper

Adhisionsei-

genschaften

L/tmCD44

7?

7?

7?

L/CD44

Kontaktinitiierung/
Rollen auf Liganden
/EC | (bzgl. WT- L-
Selektin)

CD44/L

Kontaktinitiierung/
Rollen in vitro auf
Liganden 1

(bzgl. WT-CD44)

E/L

Fraktion rollender
Zellen > WT-E-
Selektintransfektan-

ten; VroLL< WT-L

L/CD31

Kontaktinitiierung/
Rollen auf EC < WT-
L, aber > L/CD44

0B7(01 B2 ©)

Unveranderte Posi-
tionierung auf Mi-
crovilli — erhaltene

effiziente Adhésion

0.B7(0 11 B2 to)

9 BEX B BB QOO0 OO0 OOEX COOX OO0 OOOC OO0 OO OO0 OO
X OO OO SH OO0 OO OO0 OO0 OO0 OO0 OO0 0.0 D6 ODEH OGO

Unverénderte Posi-
tionierung auf Mi-
crovilli — erhaltene

effiziente Adhésion

Tabelle 2: Ubersicht zur Oberflichenverteilung chimirer Zelladhisionsmolekiile. Bezeichnungen der Chiméren
entsprechen den in der Literatur verwendeten. L/tmCD44: TM von CD44, EZD/IC von L-Selektin; L/CD44: EZD von L-
Selektin, TM/IC von CD44; CD44/L: EZD von CD44, TM/IC von L-Selektin; E/L: EZD von E-Selektin, TM/IC von L-
Selektin; L/CD31: EZD von L-Selektin, TM/IC von CD31 (PECAM-1); o4B(aL B2 ¢): EZD/TM von a4f7, IC von oL und B,;

o4B7(aM B2 tc): EZD von o4f7, TM/IC von oM und B,. vgorr: Rollgeschwindigkeit
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Dass die microvilldre Positionierung von Zelladhdsionsmolekiilen fiir die Kontaktinitiierung
unter in vivo-Bedingungen relevant ist, belegten Stein et al. . Sie fiihrten mit den oben
genannten Chimédren sowie mit analog konstruierten L/E-Selektin- und L/CD31-Chiméren
(Ektodoméne von E-Selektin + TM/IC-Doméne von L-Selektin bzw. Ektodoméine von L-
Selektin + TM/IC-Domédne von CD31) Intravitalmikroskopie-Studien an peripheren
Lymphknoten der Maus durch. Leukozyten adhirieren und rollen hier im Bereich der HEV im
Rahmen des Homings durch Bindung von L-Selektin an den Liganden PNAd (von Andrian
1996). E-Selektin und CD31 (PECAM-1) sind ohne Préferenz fiir eine bestimmte
Mikrodoméne iiber die gesamte Leukozytenoberfldche gleichmiBig verteilt. Wie bei den oben
beschriebenen L-CD44-Chimdren wurde auch in diesen Untersuchungen die Verteilung der
Fusionsproteine durch deren TM/IC-Segment bestimmt: E-L wird analog WT-L-Selektin
bzw. CD44-L auf den Spitzen der Microvilli exprimiert, L-CD31 analog WT-CD31 bzw.
WT-E-Selektin ohne Préferenz gleichmiBig liber den Leukozyten verteilt (siche Tabelle 2).
Beziiglich der Fraktion rollender Zellen zeigte sich eine starke Abhéngigkeit von der
Topographie der Ektodomédnen von L- bzw. E-Selektin. Die Fahigkeit der Transfektanten,
Rollen zu initiieren, war bei microvillirem Verteilungsmuster am groften, gefolgt von
gleichméBiger Verteilung, wahrend bei Lokalisation auf dem planaren Zellkorper die Fraktion
rollender Zellen am geringsten war. Dieser Effekt war in Venolen mit einem groBeren
Durchmesser (20-40 um) signifikant ausgeprégter als in schmaleren (10-20 pum). Die mittlere
Rollgeschwindigkeit war bei E-Selektin-vermitteltem Rollen signifikant langsamer als das
Rollen iiber L-Selektin bei vergleichbarer Expressionsmenge der Ektodominen und
vergleichbaren Flussraten, vielleicht aufgrund unterschiedlicher Bindungsstellen an PNAd
(Berg et al. 1992; Mebius et al. 1993) mit entsprechend rascherer Bindungsformierung und -
dissoziation von L-Selektin im Vergleich zu E-Selektin (Puri et al. 1997). Zudem war die
Rollgeschwindigkeit einer Chimére nach der Kontaktinitiierung nur abhiangig von der Art der
vorhandenen Ektodomaéne, nicht jedoch von dessen Oberflachenlokalisation.

Im Gegensatz zum Verhalten in vitro war der Anteil rollender Zellen von WT-L-Selektin- und
L-CD44-Transfektanten in vivo unabhdngig von der Scherrate (Stein et al. 1999). Diese
Diskrepanz erkliart sich moglicherweise daraus, dass Flusskammern normalerweise mit
zellfreien Fliissigkeiten durchstromt werden, wéhrend in Venolen die Anndherung der
Leukozyten an das Endothel durch Kollision mit Erythrozyten in Abhédngigkeit von der
Scherrate erleichtert bzw. verstarkt wird (Schmid-Schonbein et al. 1980; Melder et al. 1995;
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Munn et al. 1996; Melder et al. 2000). Die in vivo auftretenden Scherraten iibersteigen die in
Flusskammern mdglichen deutlich (Firrell et al. 1989). Bei hoheren Scherraten ergeben sich
einerseits kiirzere Kontaktzeiten mit dem Endothel, andererseits werden die Kollisionen mit
Erythrozyten haufiger und fiihren zu einer stirkeren Margination der Leukozyten. Hierdurch
konnten Microvilli stirker abgeschert und der Leukozyt stirker deformiert werden mit der
Folge, dass weitere auf dem Zellkorper lokalisierte Adhédsionmolekiile effizienter mit ihren
endothelialen Liganden interagieren. Diese beiden entgegengesetzt wirkenden Mechanismen
heben sich iiber einen weiten Scherratenbereich gegenseitig auf (Stein et al. 1999). Mit
diesem Konzept konnte dariiber hinaus die Beobachtung, dass nach Einleitung des
Rollvorgangs die Rollgeschwindigkeit fiir ein Rezeptorpaar unabhingig von der Lokalisation
der Ektodomane ist, erkldrt werden.

Auch fiir den ausgeprédgteren Vorteil, den die microvilldre Lokalisation der Rezeptoren in
postkapilldren Venolen mit einem Durchmesser von >20 um im Vergleich zu solchen mit
<20 pum hat, konnten die in kleineren Venolen verstirkt auftretenden Leukozyt-Erythrozyt-
Kollisionen verantwortlich sein. Aufgrund seines Durchmessers wird ein Leukozyt vom
Plasmastrom durch die Kapillaren gezwingt. Hierbei wird er von Plasma umstromt, so dass
sich vor ithm eine zellfreie Plasmasdule befindet, wihrend sich hinter ithm Erythrozyten
aufgereiht ansammeln (Schmid-Schonbein et al. 1980). Gelangt der Leukozyt in eine
postkapilldre Kapillare (<20pm), besitzen die akkumulierten flexiblen Erythrozyten geniigend
Platz, den relativ steifen und massentrdgen Leukozyten zu passieren. Hierbei bekommt er
einen Impuls in Richtung GefiBwand, und das Abscheren der Microvilli konnte die
Verfligbarkeit von auf dem Zellkorper lokalisierten Ektodoménen fiir die Kontaktinitiierung
mit dem Endothel erhdhen. Sobald der Leukozyt in groferkalibrige Venolen (>20 pum)
gelangt, fillt dieser Effekt aufgrund weniger heftiger Erythrozytenkollisionen geringer aus.
(Stein et al. 1999). Zusitzlich unterscheidet sich das Oberflichenrelief des Endothels von
Venolen unterschiedlichen Kalibers. Wahrend es in das Lumen der direkt postkapillér
angeordneten Venolen (IV. und V. Ordnung) unregelmifBig hineinragt, sind diese
Oberflachenerhebungen in weiteren Venolen (II. und III. Ordnung) weniger ausgeprigt (De
Bruyn et al. 1990), was zusitzlich zur Bedeutung der Microvilli in diesen GefédBabschnitten

beitragen konnte.
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Auch nach artifizieller ~Verdnderung der Zelloberflaichenstruktur wurde das
Bindungsverhalten von Leukozyten auf Oberflichen, die mit P- und E-Selektin gecoatet
waren, untersucht. Die Leukozyten wurden entweder mit Cytochalasin B behandelt, wodurch
das Aktinzytoskelett der Zelle zerstort wird, oder in hypoosmolarem Medium inkubiert, was
zu einer Zellschwellung fiihrt. Die Anzahl der Microvilli verringerte sich um 47%
(Cytochalasin B) bzw. 80 % (hypotone Schwellung). Wéhrend Cytochalasin B die Lange der
verbliebenen Microvilli nicht verdnderte, waren sie bei hypoton geschwollenen Zellen um ca.
33 % verkiirzt. Die so verdnderten Zellen zeigten auf E- und P-Selektin in vitro eine deutlich
verminderte Fdhigkeit zur Kontaktinitiierung, die Stirke des nachfolgenden Rollens wurde
entweder erhoht (Cytochalasin B, hypotone Zellen bei Rollen auf E-Selektin) oder blieb
unverdndert erhalten (hypotone Zellen bei Rollen auf P-Selektin). Offenbar sind Tethering
und Rolling unabhédngig voneinander regulierbar und Microvilli sind in der Lage, selektiv
Tethering zu verbessern. Da bei Cytochalasin B-behandelten Zellen noch eine nicht
unerhebliche Anzahl an restlicher Microvilli vorhanden waren, diese Zellen jedoch trotzdem
stark vermindertes Tethering zeigen, scheint die Expression von Adhidsionsmolekiilen auf
Microvilli bzw. auf deren Spitzen nicht ausreichend fiir effektives Tethering zu sein (Finger et
al. 1996). Dies bestidtigen Untersuchungen mit einer L-Selektinmutante, bei der elf
Aminoséduren C-terminal deletiert sind (LAcyto). Diese Mutante wird unverdndert microvilldr
exprimiert, besitzt jedoch keinen Kontakt zum Zytoskelett und vermittelt nur insuffizient
Tethering (Kansas et al. 1993; Pavalko et al. 1995). Offenbar sind Microvilli eine
Mikrodomine, in der eine stabile Verankerung von Oberflichenrezeptoren in der
Zellmembran ermoglicht wird (Dwir et al. 2001). Bei der Ligand-Rezeptor-Interaktion in vivo
treten hydrodynamische Zugkréfte auf, die hydrophobe Anker aus einer Phospholipdmembran
reilen konnen (Leckband et al. 1995). Durch im Microvillibereich gebiindelte und mit der
Zellmembran eng vernetzte Aktinfilamente des Zytoskeletts konnen Rezeptoren in diesem
Bereich besonders effektiv stabilisiert werden, damit sie den auftretenden Zugkréften und
lateralen Verschiebungen wihrend des Adhésionsvorgangs widerstehen (Finger et al. 1996).
Als Antwort auf die Zugkriafte kommt es dariiber hinaus zu einer Dehnung mit
Liangenzunahme des Microvillus. In Abhédngigkeit von der Grofe der Zugkraft kommt es
zundchst zu einer Elongation, spiter zur Bildung eines langen diinnen fadenférmigen
Membranzylinders (,,Tether”). Im Gegensatz zu einem rigiden, nicht dehnbaren Microvillus

konnen sowohl Microvillusextension als auch Membranzylinderbildung die auf die adhédsive
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Bindung wirkenden Zugkrifte reduzieren, die Bindungszeit bei hohen physiologischen
Scherraten verlingern und somit die Ligand-Rezeptor-Interaktion microvilldr lokalisierter
Zelladhdsionsmolekiile stabilisieren (Shao et al. 1996; Shao et al. 1998; Park et al. 2002).
Interessanterweise konnten dhnliche Untersuchungen mit einer auf die membrannahen vier
Aminosduren gekiirzte PSGL-1-Mutante (PSGL-1Acyto) zeigen, dass auch fiir das ebenfalls
auf den Spitzen der Microvilli konzentrierte PSGL-1 die Anbindung der zytoplasmatischen
Domine an das Aktinzytoskelett fiir effektives Rollen notwendig ist. Dementsprechend fiihrte
auch die pharmakologische Hemmung der Aktin-PSGL-1-Bindung zu einer Reduktion des
Leukozytenrollens auf P-Selektin (Snapp et al. 2002).

Tabelle 3 fasst die Einfliisse morphologischer Faktoren auf die Leukozytenadhésion

zusammen.

Strukturelle/Morphologische Determinanten der Leukozyten-Endothelzell-Interaktion:

= Lokalisation primédrer CAM auf Microvilli

= Elongation/ ,,Tetherbildung* von Microvilli durch Zugkréfte

+ * Erythrozyten-Leukozyten-Kollisionen postkapillar

= Oligomerisation (,,Clustering®) von CAM

» Anbindung von Teilen der CAM mit dem Zytoskelett

» Elektrostatische AbstoBungsphinomene (Glykokalix)

» _Shedding” von CAM

* niedrige Ligandendichte

= glattes Oberflachenrelief der Endothelzellen

Tabelle 3: Ubersicht iiber die Zelladhision beeinflussende morphologische Faktoren. (Einzelheiten siche Text; +:
begiinstigende Faktoren; - : hemmende Faktoren; CAM: Zelladhédsionsmolekiile)

Interessanterweise ist das Adhésionsmolekiil CD44 in der Lage, sowohl bei aktivierten
Lymphozyten als auch bei murinen klonalen B- und T-Lymphoidzellen als primdres
Adhisionsmolekiil zu agieren, d.h. Rollen tiber seinen Liganden Hyaluronséure zu vermitteln
(sieche Tabelle 1). Dies wurde sowohl in Flusskammerexperimenten mit Endothelzell-
Monolayern als auch in vivo an zu einem entziindlichen Areal drainierenden Lymphknoten
bzw. dem Peritoneum demonstriert. Durch 16sliche Hyaluronséure (HA) oder monoklonale

Antikorper gegen CD44 konnte das Rolling verhindert werden (DeGrendele et al. 1996;
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DeGrendele et al. 1997). Kiirzlich wurde auch CD44-vermitteltes Rollen aktivierter T-
Lymphozyten auf dem Glykosaminoglykan Chondroitinsulfat (CS) in vitro sowie im Bereich
hepatischer Sinusoidalzellen in vivo nachgewiesen (Murai et al. 2004). Dies ist deshalb
bemerkenswert, weil CD44, zumindest bei ruhenden Zellen, nicht auf den Microvilli
exprimiert wird, sondern lediglich auf dem planen Zellkérper nachweisbar ist (von Andrian et
al. 1995). Wie es durch Aktivierung von Lymphozyten zur Ausbildung einer fiir HA bzw. CS
hochaffinen CD44-Form kommt, ist nicht bekannt. Eine hypothetische Erkldrung konnte
jedoch sein, dass es durch die Aktivierung von Lymphozyten zu einer Umverteilung des
CD44 vom glatten Zellkorper auf die Microvilli kommt. Hier wiirde es in geclusterter Form
exponiert und fiir HA bzw. CS présentiert werden konnen. Da durch CD44-Antikorper das
lymphozytire Homing nichtaktivierter Zellen weitgehend unbeeinflusst bleibt, die
Extravasation aktivierter T- und B-Zellen in entziindlich verdnderte Regionen jedoch
abgeschwicht werden kann, stellen Hemmstoffe gegen CD44 vielleicht neuartige
antientziindliche Wirkstoffe mit nur geringem immunsupressivem Nebenwirkungspotential

dar (DeGrendele et al. 1996; Pure et al. 2001).

4.2.2 Mechanismen der microvilliren Lokalisation von L-Selektin

Die Mechanismen, die fiir die dynamische Ausbildung der komplexen Oberfliche von
Leukozyten, fiir die selektive Lokalisation von L-Selektin auf den Spitzen der Microvilli
sowie fiir die differenzierte Oberflichenexpression anderer Adhédsionsmolekiile in bestimmten
Mikrokompartimenten der Zelloberfliche verantwortlich sind, sind kaum bekannt.

Durch Analyse des Expressionsmusters der Chiméiren L/CD44 und CD44/L konnte eine Rolle
der extrazelluliren Doméne von L-Selektin in Bezug auf sein Expressionsmuster
ausgeschlossen werden. CD44/L wird fast ausschlieBlich microvillar exprimiert, L/CD44
hingegen ganz iiberwiegend auf dem planen Zellkdrper (von Andrian et al. 1995). Die
Oberflachenverteilung von L-Selektin wird somit durch die transmembranédre und/oder die
zytoplasmatische Doméne determiniert. Demgegeniiber konnten Abitorabi et al. zeigen, dass
die microvillare Lokalisation des Integrins osf7 unabhingig von dessen zytoplasmatischem
und transmembrandrem Anteils ist, sondern vielmehr durch die Extrazellulirdoméne

determiniert wird (Abitorabi et al. 1997).
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Die zytoplasmatische Doméne von L-Selektin besteht aus 17 Aminosduren. Da sie
speziesspezifisch hochkonserviert ist, wihrend im Vergleich zu E- und P-Selektin keine
Sequenzhomologie besteht, scheint ihr eine funktionell wichtige Bedeutung zuzukommen
(Bevilacqua et al. 1993). Fiir P-Selektin ist bekannt, dass durch dessen zytoplasmatische
Doméne das ,,Sorting”, d.h. der gezielte Transport in die Weibel-Palade-Korper der
Endothelzellen und in a-Granula der Thrombozyten, reguliert wird (Disdier et al. 1992). Bei
der zytoplasmatischen Doméne von L-Selektin kann man eine membranproximale von einer
membrandistalen Region unterscheiden. Die membrandistale Region interagiert direkt mit
dem aktinbindenden Protein a-Actinin und bildet einen Komplex mit zwei weiteren Proteinen
des Zytoskeletts, Vinculin und Talin (Pavalko et al. 1995). Bindung an a-Actinin ist flir ,-
Integrine nach Aktivierung von neutrophilen Granulozyten bzw. T-Lymphozyten beschrieben,
demgegeniiber ist die Interaktion von L-Selektin mit a-Actinin konstitutiv (Pavalko et al.
1993). Die Bindung von L-Selektin an das detergenzunlosliche Zytoskelett dagegen ist nicht
konstitutiv, sondern wird durch Quervernetzung der Lektindoméine mit monoklonalen
Antikorpern, Bindung an den natiirlichen HEV-Liganden GlyCAM-1 (Glykoproteine cell
adhesion molecule-1) oder durch Hyperthermie induziert (Wang et al. 1998; Evans et al.
1999). Der LAcyto-Mutante fehlen die elf membrandistalsten Aminosduren und Bindung an
a-Actinin oder Vinculin ist nicht nachweisbar. Dennoch wird LAcyto wie WT-L-Selektin
microvilldar lokalisiert (sieche Tabelle 4). Dies spricht gegen eine Bedeutung der
membrandistalen zytoplasmatischen Region fiir die Lokalisation des Rezeptors (Pavalko et al.
1995).

Fiir die sechs Aminosduren umfassende membranproximale zytoplasmatische Doméne von L-
Selektin konnten erstmals Ivetic et al. eine Interaktion mit den Proteinen Ezrin und Moesin
der ERM (Ezrin/Radixin/Moesin)-Familie nachweisen. Wihrend Ezrin konstitutiv bindet, ist
fiir die Moesinbindung die Aktivierung von Leukozyten durch PMA (Phorbolmyristatacetat)
notig. Diese Interaktion wird wahrscheinlich iiber die Proteinkinase C (PKC) vermittelt, da sie
durch einen PKC-Inhibitor verhindert werden kann. Basische Aminosduren im
zytoplasmatischen membranproximalen Bereich scheinen generell fiir die Bindung von ERM-
Proteinen an einige Zelladhdsionsmolekiile kritisch zu sein. Untersuchungen, bei denen diese
basischen Aminosduren durch Alanin ersetzt wurden, zeigten, dass alle acht basischen
Aminosduren im zytoplasmatischen Schwanz von L-Selektin zur Moesinbindung beitragen.

Hierbei kommen dem Arginin an Position 357 und dem Serin an Position 362 offenbar die
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groffte Bedeutung zu, sie wurden als essentiell fiir die Interaktion mit Moesin identifiziert
(Ivetic et al. 2002; Ivetic et al. 2004). Arg357-Mutation verhindert dariiber hinaus die
Bindung von Ezrin (Ivetic et al. 2002). Auch die Bindung von PSGL-1 an Moesin und die von
CD44 an Ezrin erfolgen an zytoplasmatische Bindungsmotive aus basischen Aminosduren
(Legg et al. 1998; Serrador et al. 2002).

Die Proteine der ERM-Gruppe liegen iiberwiegend in einer inaktiven Form vor, bei der sie
durch Aneinanderlagerung ihrer N- und C-Termini gefaltete Monomere oder Di- bis
Oligomere bilden. Sie konnen u.a. durch Phosphorylierung eines konservierten Threonins
entfaltet und dadurch aktiviert werden (Gary et al. 1993; Gautreau et al. 2000). In dieser Form
konnen sie als Ankerproteine zwischen dem F-Aktin des kortikalen Zytoskelettes und
Molekiilen der Plasmamembran dienen und sind daher préddestiniert, die sehr raschen
dynamischen Anderungen in Zellmorphologie und Rezeptorverteilung wihrend der
Zelladhdsionskaskade mitzubedingen (Bretscher et al. 2002). So werden ERM-Proteine bei
der Migration an den vom chemotaktischen Gradienten weg gerichteten Pol des Leukozyten,
dem sogenannten Uropod, lokalisiert (Serrador et al. 1999). Hier fithren sie zu einer
Umverteilung der Zelladhdsionsmolekiile PSGL-1 (Lorant et al. 1995; Bruehl et al. 1997),
CD44, CD43 und ICAM-3 in den Uropodbereich, wodurch die transendotheliale Migration
des Leukozyten unterstiitzt werden kann (Alonso-Lebrero et al. 2000).

ERM-Proteine scheinen auch fiir die Positionierung von L-Selektin in der Zellmembran
wichtig zu sein. Elektronenmikroskopische Untersuchungen mit den o.g. L-Selektin-
Alaninmutanten R357A und K362A zeigten eine im Vergleich zum WT-L-Selektin reduzierte
microvillire Expression auf Lymphozyten (siche Tabelle 4). Da die Interaktion zwischen
Moesin und L-Selektin an die Zellaktivierung (z.B. durch PMA) gebunden ist, das
microvillire Expressionsmuster von L-Selektin jedoch unabhingig vom Aktivierungszustand
der Zelle besteht, wird angenommen, dass hierfiir die konstitutive Bindung von Ezrin, und
nicht die induzierbare Bindung von Moesin an L-Selektin verantwortlich ist. Vergleicht man
das Oberflichenverteilungsmuster der beiden L-Selektinmutanten quantitativ, so zeigt sich
das L-Selektinverteilungsmuster bei der R357-Mutante ausgeprigter beeinflusst/verschoben
als bei der K362-Mutante (Ivetic et al. 2002; Ivetic et al. 2004). Dies spricht dafiir, dass
Arg357 fiir die Bildung eines stabilen Ezrin/L-Selektinkomplexes wichtiger ist als Ser362.
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L-Selektin- Struktur des modifizierten zytoplasmatischen Oberflichenvertei-

mutanten Abschnitts lung / Merkmale

= erhaltene Positionie-
rung auf Microvilli

= kein Kontakt zum Zy-

LAcyto
toskelett

= nur insuffizientes

. Tethering*

= reduzierte microvilldre

Expression
R357A K362A
R357A / - = Tethering“/Rollen |

B @ L X KG@KI(SIKIRISIMNDIPY) COOH
K362A (auf PSGL-1 in vitro)

= PMA-induziertes
,.Shedding® |

Tabelle 4: Ubersicht iiber die Merkmale der L-Selektinmutanten LAcyto (Pavalko et al. 1995) und R357A bzw.
K362A (Ivetic et al. 2004). Unter ,,Adhédsionseigenschaften/Merkmale* sind die Hauptcharakteristika der verdnderten L-
Selektinformen aufgefiihrt. Die Abbildungen zeigen die intrazelluldre AS-Sequenz im Detail. LAcyto ist eine um C-terminal
elf AS verkiirzte L-Selektinmodifikation. Bei R357A und K362A wurde eine AS gegen Alanin ausgetauscht (Einzelheiten
siche Abbildung und Text).

Diese Ergebnisse schlieBen nicht aus, dass noch weitere Proteine auBerhalb der ERM-Gruppe
an der Positionierung von L-Selektin auf den Microvilli beteiligt sind, indem sie an Ser362
und/oder andere Motive von L-Selektin binden.

Weiterhin ist unklar, ob die zytoplasmatische Domine allein fiir die Lokalisation in Microvilli
verantwortlich ist. Welche Rolle die hochkonservierte Transmembrandomine von L-Selektin
spielt, wurde bisher nicht untersucht. Dies ist durch die in dieser Arbeit konstruierte L-
Selektin/tmCD44-Chimire nun in Folgeuntersuchungen moglich.

Komplizierend kommt hinzu, dass das Oberflichenexpressionsmuster fiir einige an ERM-
Proteine gekoppelte Adhdsionsmolekiile zelltypspezifisch ist. So wird CD44 unabhédngig von
seiner Interaktion mit ERM-Proteinen in Melanomzellen microvilldr exprimiert, und das
iblicherweise microvilldr lokalisierte PSGL-1 zeigt in K562-Zellen unabhingig von seiner
Moesinbindung eine gleichméfige Verteilung iiber die Zelloberfliche (Legg et al. 1998;
Snapp et al. 2002).

Auch fiir Adhdsionsmolekiile aus der Gruppe der Integrine ist der Mechanismus der

Positionierung auf der Zelloberflache nicht bekannt. Zumindest bei o4-Integrinen kommt der,

bei L-Selektin irrelevanten, EZD eine entscheidende Rolle zu, wihrend Transmembran- und
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zytoplasmatische Doméne keine Bedeutung haben. Welche Abschnitte der EZD beteiligt sind,
wurde nicht untersucht. Man nimmt an, dass die Integrin-EZD mit weiteren vorwiegend
microvilldr lokalisierten Proteinen interagieren und dass hieriiber ihre Verteilung auf der
Zelloberflache determiniert wird. So konnen CD47 mit der EZD von avp3 (Lindberg et al.
1996) und die Proteine CD53, CD63, CD81 und CD82 der Tetraspan-
Transmembrandominen-Familie mit den EZD der microvilldr lokalisierten as-Integrine und
von aefB; (Lamininrezeptor) assoziieren, nicht jedoch mit auf dem Zellkdrper exprimiertem
arB, (LFA-1). Mutationen der a4-Untereinheit im Extrazelluldrbereich verhindern diese
Assoziationen, wahrend Mutationen im zytoplasmatischen Abschnitt keinen Einfluss haben
(Mannion et al. 1996; Abitorabi et al. 1997; Berditchevski et al. 1997). Andere microvilldre
Integrine wie der Fibronektinrezeptor osP; assoziieren nicht mit den oben genannten
Proteinen, so dass noch weitere Mechanismen an der Membranpositionierung von Integrinen

beteiligt sein miissen.

Ein weiteres Merkmal der Oberflichentopographie von L-Selektin besteht darin, das viele L-
Selektinmolekiile eng gruppiert als ,,Adhdsionskomplex* in der Membran verankert sind. Es
wird postuliert, dass dieses so genannte ,,Clustering* die Verfligbarkeit von L-Selektin fiir
seine Liganden verbessert sowie die initiale Bindung an und das Rollen auf Endothelzellen
durch Verstiarkung der L-Selektin/Rezeptor-Interaktion stabilisiert (von Andrian et al. 1995).
Clustering ist auch fiir B2-Integrine bekannt, allerdings erst nach Leukozytenaktivierung,
wihrend es bei L-Selektin konstitutiv nachweisbar ist (Erlandsen et al. 1993). Ebenso liegt
PSGL-1 auf den Spitzen der Microvilli in Clustern vor, es wird allerdings im Verlauf der
Zelladhdsionskaskade in den Uropodbereich umverteilt (Lorant et al. 1995; Moore et al.
1995). Dagegen weist CD44 kein Clustering aufweist. Clustering ist ein insgesamt kaum
untersuchtes Phinomen. Durch welche Molekiilabschnitte es bei L-Selektin vermittelt wird
und ob hierfiir weitere Linkerproteine notwendig sind, ist nicht untersucht.

Da die CD44/L-Chimaire Clustering weiterhin aufweist (s.0.), wohingegen es bei der L/CD44-
Chimére nur schwach oder gar nicht nachweisbar ist (von Andrian et al. 1995), scheint
insbesondere dem TM- und/oder dem IC-Teil von L-Selektin eine Bedeutung zuzukommen.
Die L-Selektin/tmCD44-Chimire stellt ein geeignetes Werkzeug dar, eine mogliche Rolle der

Transmembrandomaéne fiir Clustering von L-Selektin zu {iberpriifen.
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4.3 Shedding von L-Selektin und der L/tmCD44-Chimiire
Die Abspaltung (,,Shedding®) der Extrazellulirdoméne von L-Selektin kann durch

Aktivierung von Leukozyten ausgeldst werden und besitzt wahrscheinlich physiologische
bzw. pathophysiologische Bedeutung. Die abgespaltete sL-Selektin-Form ist funktionell
aktiv, kann  kompetitiv = L-Selektinliganden  besetzen und erlangt dadurch
immunmodulatorische Bedeutung (siehe Einleitung Kapitel 2.5.3). So sind erniedrigte sL-
Selektinspiegel ein Priadiktor fiir die Entwicklung eines ARDS (Acute respiratory distress
syndrom) (Donnelly et al. 1994; Stengel et al. 2004), erhohte Spiegel sind mit verschiedenen
autoimmunologischen, entziindlichen oder infektiologischen Krankheitsbildern assoziiert
(Lampeter et al. 1992; Spertini et al. 1992; Spertini et al. 1994).

Die L-Selektin-Sheddingproteasen sind bisher nicht zweifelsfrei identifiziert. Sie gehoren zur
Gruppe der Matrixmetalloproteasen, sind Zink-abhingig und durch einen Hydroxamat-
Proteaseinhibitor (Ro 31-9790) hemmbar (Feehan et al. 1996; Preece et al. 1996).
Experimentelle Daten deuten auf das Enzym TACE (TNF-a converting enzyme) als Kandidat
hin. In fetalen Thymozyten wird L-Selektin durch TACE aktivierungsabhidngig gespalten
(Kahn et al. 1994). Da das punktférmige Verteilungsmuster von TACE in THP-1 und Jurkat-
Zellen dem von L-Selektin dhnelt, wurde postuliert, dass die extrem schnelle Kinetik des L-
Selektinsheddings durch Co-Lokalisation von Sheddase und Substrat auf den Spitzen der
Microvilli bedingt ist (Doedens et al. 2000). Andererseits konnte durch Untersuchungen der
Chiméren L/CD44 und L/CD31 gezeigt werden, dass L-Selektinshedding in diesen Fillen
unabhingig von der Oberfldchenverteilung der L-Selektinektodoméne mdglich ist (Fors et al.
2001). Dies wird durch eigene Untersuchungen zum Shedding der L-Selektin/tmCD44-
Chimire unterstiitzt. In K562-Transfektanten konnte Shedding der Chimire unverdndert
nachgewiesen werden, d.h. ein isolierter Austausch der Transmembrandoméne von L-Selektin
gegen diejenige von CD44 fiihrt nicht zu einem Verlust der Sheddingféhigkeit. Dies schlief3t
jedoch quantitative Verdnderungen des Sheddingprozesses durch die verdnderte

Transmembrandoméne nicht aus.

Die Regulation des L-Selektinsheddings ist komplex und in weiten Teilen noch ungeklért.
Aktivierung der Proteinkinase C durch PMA induziert rasch, d.h. innerhalb weniger Minuten,
nahezu komplettes L-Selektinshedding (Jung et al. 1990). Verschiedene Arbeiten zeigen

ibereinstimmend, dass die membranproximale Sequenz der EZD von L-Selektin kritisch fiir
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aktivierungsinduziertes Shedding ist, die proteolytische Schnittstelle wurde zwischen den
Aminosduren Lys321 und Ser322 lokalisiert (Kahn et al. 1994; Chen et al. 1995; Migaki et
al. 1995; Stoddart et al. 1996). Weiterhin ist am raschen PMA-induzierten Shedding die EGF-
Domine von L-Selektin beteiligt. EGF-Domédnen vermitteln héufig Protein-Protein-
Interaktionen und sind in vielen anderen Membranproteinen, die Shedding aufweisen, z.B.
Transforming growth factor-a (TGF-a), vorhanden. Die Deletion der EGF-Domine von L-
Selektin verhindert PMA-induziertes Shedding vollstédndig, ohne das konstitutive Shedding zu
beeinflussen (Zhao et al. 2001).

Ein zweiter wichtiger Regulator des Sheddings von L-Selektin ist Calmodulin, das in
ruhenden Leukozyten konstitutiv an den zytoplasmatischen Teil von L-Selektin bindet.
Mutationen mindestens einer von zwei Aminosduren innerhalb der Calmodulinbindungsstelle
von L-Selektin (Leucin 358 und Lysin 359, siche Abbildung 26), die in der
membranproximalen Region liegt, verhindert die Calmodulinbindung. Behandlung von
Leukozyten mit dem Calmodulininhibitor Trifluperazin induziert L-Selektinshedding.
Bindung von Calmodulin an  L-Selektin  schiitzt vor  Shedding, wihrend
Calmodulindissoziation es induziert, wahrscheinlich indem es eine Konformationsénderung
innerhalb der L-Selektinstruktur bewirkt und so die Erreichbarkeit der Schnittstelle fiir die
Protease(n) verbessert (Kahn et al. 1998; Diaz-Rodriguez et al. 2000). Interessanterweise sind
viele calmodulinbindenden Proteine gleichzeitig Substrate flir PKC-Isoenzyme; ihre
Bindungsstellen iiberlappen sich hidufig. Man nimmt an, dass Calmodulinbindung die PKC-L-
Selektin-Interaktion verhindert. Erst nach Dissoziation von Calmodulin koénnen die
Isoenzyme PKC 6 und 1 an Serinreste der zytoplasmatischen L-Selektindoméne binden, was
zu einer Erhohung der Affinitét fiir die konventionelle PKC a fiihrt. Ein weiteres Zielprotein
von PKC 0 ist Moesin, welches durch Phosphorylierung von Threonin 558 aktiviert wird.
Aktiviertes Moesin kann an die zwei Aminosduren Arg357 und Lys362 von L-Selektin
binden, die in direkter Nachbarschaft zur Bindungsstelle von Calmodulin liegen, binden.
Diese Interaktion ist offenbar fiir PKC-vermitteltes Shedding wichtig, da die beiden L-
Selektinmutanten R357A und K362A (siche Tabelle 4) ein reduziertes Shedding zeigen
(Haribabu et al. 1997; Ivetic et al. 2004; Kilian et al. 2004). Inwieweit an den oben
beschriebenen Regulationsmechanismen die Transmembrandomine von L-Selektin eine Rolle

spielt, ist unklar. Durch Untersuchungen der Sheddingkinetik der L-Selektin/tmCD44-
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Chimére eroffnet sich in Folgeuntersuchungen die Moglichkeit, ein tieferes Verstindnis der
Regulation des Sheddings zu erlangen.

Kiirzlich konnte gezeigt werden, dass auch liber Annexin-1 Shedding von L-Selektin ausge-
16st wird. Annexin-1 (ANXA1, Lipocortin) ist ein Ca*’- und Phospholipid-bindendes Protein
im Zytosol u.a. von myeloischen Zellen. Glukokortikoide konnen die Synthese von ANXAI
stimulieren und fiihren zu ANXA1-Externalisierung auf die Zelloberfliche. Dort induziert
ANXAT1 das Shedding von L-Selektin, worliber die verminderte Leukozytenakkumulation in
Entziindungsfoci unter der Einwirkung von Dexamethason oder Prednisolon erklart wird.
Konfokale Elektronenmikroskopiestudien zeigten eine Kolokalisation von ANXA1 und L-
Selektin auf der Zelloberfliche (de Coupade et al. 2003). Der Mechaninsmus der ANXAI-
Externalisierung auf die Zelloberfldche ist unverstanden, ebenso ist nicht vollstindig geklart,
tiber welche Interaktionsmechanismen L-Selektin und ANXA1 kolokalisiert werden und wie
ANXAT Shedding auslost. An all diesen Vorgidngen konnte die Transmembrandomine von L-
Selektin mitbeteiligt sein, was durch Untersuchungen mit der L-Selektin/tmCD44-Chimére
iberpriifbar ist.

4.4 Funktionelle Bedeutung der Transmembrandoméne von L-Selektin

Die Transmembrandoméne von L-Selektin umfasst 22 Aminosduren und ist hochkonserviert.
Wihrend, bezogen auf das gesamte L-Selektinmolekiil, auf Proteinebene eine Sequenzhomo-
logie von ca. 68% zwischen Maus, Rind und Mensch besteht (Kansas 1996), zeigt sich im
transmembraniren Abschnitt von Maus und Mensch eine Ubereinstimmung von >95% (ein
Aminoséureaustausch in Position 351 Isoleucin=> Leucin), zwischen Rind und Mensch ist die

Sequenz identisch (siche Abbildung 26).

_~Mensch / Rind: “I”
X<

< Maus: “L”

EZD ” . IC

Aminosduresequenz der TMD von L-Selektin

Abbildung 26: Aminosiuresequenz der TMD von humanem L-Selektin. Vergleich der Aminosiuresequenz von Rind
und Maus. Zwischen den Spezies besteht eine grole Homologie, die TMD von L-Selektin ist hochkonserviert. An Position
351 (rotes ,,X“) befindet sich bei Mensch und Rind Isoleucin, bei der Maus Leucin.
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Je stirker ein Proteinbereich im Rahmen der Evolution konserviert bleibt, desto groere
funktionelle Relevanz wird ihm zugeschrieben. Im Gegensatz zu zahlreichen Untersuchungen
zur Relevanz der zytoplasmatischen Domidne und der Extrazellulirdomine, liegen in der
wissenschaftlichen Literatur keine Daten iiber die funktionelle Bedeutung der
hochkonservierten Transmembrandoméne von L-Selektin vor. Somit ist bislang unklar, ob
dieser Region iiber ihre reine ,,zellmembrandurchspannende Funktion® hinaus weitere
Aufgaben, insbesondere in Bezug auf die Lokalisation in Microvilli, das ,,Clustering*, oder

die Regulation des Sheddings zukommen (zusammengefasst in Abbildung 27).

Rolle der TMD ?\

v

Lektindoméne EGF-Domiine SCR-Doméne Calmodulin  Ezrin/Moesin a-Actinin
l \ l J‘ l v
Ligandenbindung  “Positionierung” der Shedding- Shedding Positionierung Effiziente
schnittstelle + Lektindoméne (?) auf Microvilli Zelladhision

Abbildung 27: Funktionen verschiedener Abschnitte von L-Selektin. Die Aminosduresequenz der Intrazellulirdoméne
mit ihren potentiellen Bindungpartnern ist detailliert dargestellt. Calmodulinbindung an die beiden griin markierten AS kann
»Shedding* verhindern, Bindung der ERM-Proteine Ezrin und/oder Moesin an die beiden rot dargestellten AS ist mitbeteiligt
an der microvilldren Lokalisation von L-Selektin, wihrend die C-terminalen, blau markierten AS via a-Actinin den Kontakt
zum Zytoskelett herstellen. Deletion dieses Abschnitts (sog. LAcyto-Mutante) verhindert effiziente Zelladhdsion, ohne die
microvillare Lokalisation zu verdndern. Bei der EZD ist die Rolle der Lektindoméne als Ligandenbindungsstelle gut etabliert,
wohingegen die Bedeutung der SCR-Doméne weniger gut gesichert ist. Moglicherweise dient sie zur Exponierung der
Lektindoméne fiir eine effektive Ligandenbindung und der Positionierung der Scheddingsequenz in addquatem Abstand bzw.
in korrekter dreidimensionaler Ausrichtung zur Zelloberfliche. Die EGF-Doméne dient vielleicht als Bindungsmotiv fiir die
Sheddingprotease, da sie fir PMA-induzierbares Shedding notwendig ist. Die Rolle der hochkonservierten, 22 AS
umfassenden, TMD ist bislang unbekannt. Sie kann mit Hilfe der in der vorliegenden Arbeit konstruierten Chimére
L/tmCD44 néher charakterisiert werden.

4.4.1 Experimentelle Einsatzmoglichkeiten der L/tmCD44-Chimére

Zum tieferen Verstdndnis der Rolle der TMD stehen nun die in der vorliegenden Arbeit
etablierten Zelllinien K562 und Nalmé6 zur Verfiigung. Beide sind stabil mit der L-
Selektin/tmCD44-Chimire transfiziert, bei der ausschliefflich die Transmembrandomine

durch die eines anderen Zelladhidsionsmolekiil, CD44, ersetzt wurde. Wihrend die K562-
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Zelllinie eine hohe Sheddingproteaseaktivitit besitzt, fehlt sie bei der Nalm6-Zelllinie

vollstindig.

Hieraus eroffnet sich fiir weiterfiilhrende Untersuchungen ein weites Spektrum an

experimentellen Einsatzmoglichkeiten fiir die L-Selektin/tmCD44-Chimére:

* Die Oberflichenverteilung der L/tmCD44-Chimidre auf den transfizierten Zellen kann
mittels Elektronenmikroskopie und Immunogold-Fiarbung (Methodik siehe Bruehl et al.
1996) bestimmt werden. Hierdurch kann geklirt werden, inwieweit die transmembranire
L-Selektindoméne an der Positionierung des Molekiils auf den Microvilli der Leukozyten
mitbeteiligt ist. Wiirde die Chimdre unveridndert microvilldr lokalisiert, wire die TM-
Domine von L-Selektin hierfiir unwichtig. Kime es zu einer Anderung der
Oberflachenverteilung, beispielsweise entsprechend der von CD 44, also auf dem planen
Zellkorper, der von CD 31 (gleichmifBige Verteilung ohne Priferenz fiir Microvilli oder
planen Zellkorper) oder zumindest zu einer préferentiellen Lokalisierung auf dem planen
Zellkorper, spriache dies fiir eine Rolle der transmembranédren L-Selektindoméne bei der

microvilldren Positionierung von L-Selektin auf Leukozyten.

* Das ,,Clustering“ konnte durch laterale Wechselwirkungen von L-Selektin untereinander
oder mit weiteren Proteinen zustande kommen. Ob die L-Selektin/tmCD44-Chimire, trotz
seiner Transmembrandoméne von CD44, weiterhin ,,Clustering* aufweist, kann ebenfalls
mittels Immunogoldfarbung und Elektronenmikroskopie untersucht werden und kann die

Bedeutung der L-Selektin-TMD fiir dieses kaum verstandene Phidnomen zeigen.

» Die funktionelle Relevanz der Transmembrandoméne fiir die Adhdsionseigenschaften von
L-Selektin kann durch statische und dynamische Bindungsassays untersucht werden.
Schlechtere Adhédsionseigenschaften kdnnten zum einen durch die oben diskutierten
verdnderten = Expressionsmuster bzw. Cluster-Bildungen hervorgerufen werden,
andererseits konnte bei weiterhin vorhandener microvillirer Expression die
Bindungsaffinitdt der Zellen durch fehlende outside-in Signaltransduktion (z.B. keine [,-
Integrinaktivierung) beeintrichtigt werden. Auch andere Aspekte der Rolle der TMD fiir

die Signaltransduktion konnten in weiterfithrenden Experimenten erforscht werden.
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» Das ,,Shedding® der Chimire kann ndher charakterisiert werden. Dies kann mit den
transfizierten K562-Zellen erfolgen, da sie, im Gegensatz zu den Nalm6-Transfektanten,
die Sheddingprotease in hoher Aktivitit exprimieren. Hierdurch konnen Erkenntnisse iiber
eine mogliche Bedeutung der TMD fiir die Regulation des Sheddings von L-Selektin
gewonnen werden. Es konnte PMA-induziertes, durch Annexin-1 induziertes (z.B. durch
Dexamethason) und durch Calmodulinhemmung, z.B. mittels Trifluoperazin, ausgeldstes

Shedding qualitativ und quantitativ untersucht werden.

* Die Bedeutung der TMD fiir die Sekundir- und Tertidirstruktur des L-Selektinmolekiils
und seine dreidimensionale Ausrichtung bei Sitz innerhalb der Zellmembran kann
untersucht werden, z.B. nach Einbringen des isolierten Proteins in kiinstliche Membranen
und NMR-Spektroskopie. Die L-Selektin/tmCD44-Chimére besitzt moglicherweise eine
im Vergleich zum origindren L-Selektin verdnderte rdumliche Konfiguration einzelner

Doménen, die funktionelle Konsequenzen haben konnte.
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