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1 Einleitung
1.1 Die extrazelluldare Matrix und Kollagene

Die extrazellulare Matrix (EZM) ist ein komplexes Netzwerk von Strukturmolekulen, in
denen die Gewebezellen eingebettet liegen. Man unterscheidet bei den einzelnen
molekularen  Bausteinen  vorwiegend zwischen Kollagenen, Glykoproteinen,
Proteoglykanen und Glykosaminoglykanen (GAG). Diese werden in den verschiedenen
Geweben unterschiedlich zusammengesetzt und bilden so eine gewebsspezifische
Histoarchitektur (Aumailley and Gayraud 1998; Schuppan, Rihl et al. 2001). Die
Produktionsstatten der extrazellularen Moleklile sind die Gewebezellen. lhre
Synthesemuster werden nicht nur von der Gewebeart, sondern auch von Aul3enfaktoren
wie beispielsweise mechanischem Stress bestimmt. Der Abbau der Strukturproteine wird
ebenfalls durch die eingebetteten Zellen gesteuert, indem sie Matrix-Metalloproteinasen
(MMP) bilden und ausschitten, welche die einzelnen Bausteine der EZM proteolytisch
spalten (Chiquet 1999; Mott and Werb 2004).

Abgesehen von der rein mechanischen Schutz- und Geristfunktion Gbernimmt die EZM
auch regulatorische Aufgaben. So steuert sie Prozesse wie Migration, Proliferation,
Differenzierung und Apoptose der darin liegenden Zellen, indem sie einerseits als
Speicherort fir Zytokine und Wachstumsfaktoren fungiert und andererseits Uber
transmembrandre Adhéasions- und Signalrezeptoren physikalisch die EZM mit dem
Zytoskelett verbindet und intrazelluldre Signalketten in Gang setzt. Dabei spielt
insbesondere auch das Gleichgewicht zwischen Matrixsynthese und MMP-vermittelter
proteolytischer Fragmentierung eine wichtige Rolle (Aumailley and Gayraud 1998; Mott
and Werb 2004).

Die regulatorischen Interaktionen von Zelle und EZM bilden somit ein komplexes, aber
auch flexibles System. Wird das Gleichgewicht jedoch gestort, treten pathologische
Veranderungen auf, wie bei Organfibrosen, Autoimmunerkrankungen, Tumorwachstum
und Metastasierung beobachtet werden kann (Trojanowska 2000; Schuppan, Rihl et al.
2001).

Kollagene sind als wesentliche Strukturbestandteile der EZM von besonderem Interesse.
Inzwischen wurden mehr als 20 verschiedene Kollagene charakterisiert. Diese werden
anhand ihrer Struktur in zwei molekulare Gruppen, gegebenenfalls in Untergruppen
eingeteilt (Aumailley and Gayraud 1998; Schuppan, Ruhl et al. 2001). Die Tabelle 1

veranschaulicht die gebrauchliche Zuordnung der Kollagene.



Tabelle 1: Einteilung der Kollagene

Gruppe Untergruppe Vertreter

Fibrillenbildend [, 1LV, XI

Keine Fibrillen bildend Netzwerk bildend IV, VIII, X
Perlenartige Mikrofilamente VI

An verankernden Filamenten VII

Transmembranar XVII
Multiplexine X1, XV, XVII
Fibrillen assoziiert (FACIT) IX, XII, XIV, XVI, XIX, XX

Fibrillen bildende Kollagene, wie beispielsweise Kollagen-Typ | (KI), haben eine
tripelhelikale Struktur, bestehend aus drei a-Ketten mit der sich wiederholenden Abfolge
des Peptids Glycin-X-Y. Dabei kann X und Y prinzipiell durch jede Aminosaure besetzt
werden, haufig handelt es sich jedoch um die Iminosauren Prolin und Hydroxyprolin. Reife
Fibrillen lagern sich zusammen und werden durch kovalente Quervernetzung stabilisiert.
In dieser Arbeit dient das annahernd ubiquitar exprimierte Kl als Kontrollkollagen (Kadler,
Holmes et al. 1996).

Die Gemeinsamkeit der sehr heterogenen, nicht Fibrillen bildenden Kollagene besteht
darin, dass sie neben Kollagen-Doméanen (COL) auch eine bis mehrere Domanen ohne
Kollagenstruktur (NC) besitzen. Dabei kann diese NC den Hauptanteil ihrer molekularen
Masse bilden. Die Einteilung in weitere Untergruppen ist aufgrund der Heterogenitat nétig
(Aumailley and Gayraud 1998).

1.2 Kollagen-Typ XIV (KXIV) und CD44

Wegen seiner Assoziation mit Fibrillen sowie dem Vorhandensein von COL- und NC-
Strukturen wurde das fruher nach seinen elektronenmikroskopischen Eigenschaften
Undulin genannte Kollagen-Typ XIV (KXIV) der FACIT-Gruppe zugeordnet (Schuppan,
Cantaluppi et al. 1990; Dublet and van der Rest 1991; Trueb and Trueb 1992).

Analysen der Primarstruktur von KXIV aus Huhn und Mensch brachten sicheren
Aufschluss Uber den genauen Aufbau des Molekuls (Walchli, Trueb et al. 1993; Bauer,
Dieterich et al. 1997). Das KXIV ist ein Homotrimer, bestehend aus drei a1-Ketten mit
Molekulargewichten von jeweils 210-220 kDa. Diese sind Uber kovalente Disulfid-Bricken
verbunden. Die Anordnung der Doméanen auf einer a1-Kette wird schematisch in der

Abbildung 1 gezeigt.
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der Anordnung struktureller und
funktioneller Domanen einer a1-Kette von KXIV. Ein rekombinantes Protein, das die
Aminosaurereste 29-154 einer verlangerten N-terminalen Fibronektin-Typ-Illl-Doméane
enthalt, wird in der vorliegenden Arbeit untersucht und ist hier dargestellt.

Jede Kette besteht aus zwei C-terminalen COL, die insgesamt etwa 14% der Kette
ausmachen, und aus drei NC. Der langste globulare Anteil NC3 liegt N-terminal und
enthalt eine Thrombospondin, zwei von-Willebrand-Faktor-A und 7,25 Fibronektin-Typ-IlI-
Domaénen (Ricard-Blum, Dublet et al. 2000).

Auch bei der Maus wurde mittlerweile die komplette KXIV-Primarstruktur entschlisselt.
Auf Aminoséureebene gibt es 88% Ubereinstimmung mit der humanen Sequenz. Die
Struktur der auf der al-Kette enthaltenen Doméanen ist analog (Gerecke, Meng et al.
2003).

Der Genort fir KXIV liegt beim Mensch auf Chromosom 823 (Schnittger, Herbst et al.
1995). Das KXIV wird vor allem von Fibroblasten, aber auch von Fettzellen und
Endothelzellen synthetisiert. Wahrend der Embryonalentwicklung ist KXIV erst in einem
spaten Stadium nachweisbar. Mit fortschreitender Differenzierung ersetzt KXIV das bis
dahin gebildete Kollagen XIl, ein FACIT-Kollagen mit starker Homologie zu KXIV. Bei
Adulten wird KXIV ebenfalls insbesondere in ausdifferenziertem Gewebe exprimiert.
Dabei findet man es extrazellular assoziiert mit Kl in dichten, kollagenreichen Geweben.
In proliferierendem Gewebe, Tumorstroma oder Regionen mit mechanischem Stress fehlt
KXIV hingegen fast vollstandig (Walchli, Koch et al. 1994; Ricard-Blum, Dublet et al.
2000).

Abgebaut wird KXIV Uber MMPs und Kollagenasen. Insbesondere die Gelatinasen
MMP-9 und MMP-2, Enzyme mit Molekulargewichten von 72 bzw. 92 kDa sowie die
Kollagenase 3 (MMP-13) spielen dabei eine wichtige Rolle (Ricard-Blum, Dublet et al.
2000).

Die globuldare NC3-Sequenz gilt als Domane der Zelladhasion und Matrixinteraktion. In

der N-terminalen Fibronektin-Typ-llI-Region, zwischen den Aminosaureresten 29 und 115,
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binden neben Heparin das Proteoglykan Decorin sowie eine Chondroitin/Dermatansulfat-
Variante von CD44 (Ehnis, Dieterich et al. 1996; Ehnis, Dieterich et al. 1997; Ehnis,
Dieterich et al. 1998). Eine weitere Heparin-Bindungsstelle, deren Funktionsweise bisher
noch ungeklart ist, wurde in der NC1-Sequenz lokalisiert (Giry-Lozinguez, Aubert-Foucher
et al. 1998).

Ein mdglicher zellularer Rezeptor von KXIV ist eine Chondroitin/Dermatansulfat-Variante
von CD44 (Ehnis, Dieterich et al. 1996). Der Begriff CD44 fasst eine Reihe
transmembranare Glykoproteine bestehend aus einer einzigen Kette mit extrazellularem
N-terminalen Anteil zusammen (Abbildung 2). Sie werden ubiquitar auf der Zelloberflache
exprimiert und sind sowohl flr Zell-Zell- als auch fir Zell-Matrix-Kontakte verantwortlich
(Ponta, Sherman et al. 2003).

74
GAG- s -
J vd BT ]
vh
v Variant exons { Membrane
v2-v10 proximal
I " region
vE _ )
_ ve =" :
vi0 -~ l
@ L Cytoplasmic
Q’ domain

. 4
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N-glycosylation S0, © O-glycosylation * BX;B HA-binding motif

Abbildung 2: Schematische Darstellung der Proteinstruktur des transmembranaren
CD44-Rezeptor. Darstellung aus Pure and Cuff (2001). P und GAG bezeichnen
potentielle Phosphorylierungsstellen bzw. Bindungsstellen fur GAG. Die Sekundarstruktur
der extrazellularen Domane wird durch zwei Disulfidbriicken (-C-C-) aufrechterhalten. Die
Sequenz BX;B stellt das Bindungsmotiv fiir den Liganden Hyaluronsaure (HA) dar.

Das codierende Gen fir CD44 wurde beim Menschen auf Chromosom 11p13 lokalisiert
(Goodfellow, Banting et al. 1982). Die entstehenden Genprodukte sind strukturell und
funktionell sehr heterogen, was sich auch schon durch einen Molekulargewichtsbereich
von 80 bis 200 kDa ausdrickt. Diese Heterogenitat ist vorwiegend auf zwei Mechanismen

zurlckzufiihren. Einerseits wird durch posttranslationale Modifizierung die extrazellulare
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Domane  verandert. Dabei spielen insbesondere Glykosylierungs- und
Sulfatisierungsprozesse sowie die Bindung von GAG wie Heparan-, Chondroitin- und
Dermatansulfat eine wichtige Rolle. Andererseits kann die proximale Membranregion
durch alternatives Spleillen modifiziert werden. Die Standardvariante CD44s wird durch
die Exons 1-5 und 16-20 gebildet. Die dazwischen liegenden Exons 6-15, auch als
Varianten v1-10 bezeichnet, liefern die Templates fir die als CD44v bezeichneten
alternativen Produkte. Primarer Bindungspartner aller CD44-Isoformen ist Hyaluronsaure
(HA), ein polymeres GAG der EZM. Durch die dargestellten Modifizierungen und
Variantenbildung wird zellspezifisch das Spektrum maoglicher Bindungspartner auf weitere
Bestandteile der EZM wie Kollagene oder Fibronektin erweitert (Pure and Cuff 2001;
Ponta, Sherman et al. 2003).

13 Proliferation und Differenzierung von Adipozyten und myeloischen Zellen

1.31 Begriffe

Die Begriffe Proliferation und Differenzierung kénnen mit Hilfe des Zellzyklus naher
definiert werden (Abbildung 3).

Tatrminale
— Phase
Differenzierung \

aﬁ},

Terminale
G2 G1 GO e— Differenzierung

rd
/ EE-Fhase

Abbildung 3: Proliferation und Differenzierung. M-Phase: Zellteilung; G171, G2:
Proteinbiosynthese, Vermehrung der Zellmasse, Regulation, Reparatur; S-Phase:
Duplikation des genetischen Materials; GO: Ruhephase. Proliferierende Zellen
durchschreiten den Zellzyklus (weille Pfeile). Verlassen Zellen diesen Zyklus, ist es ihnen
moglich zu hochspezialisierten Zellen zu differenzieren (schwarze Pfeile). Modifiziert nach
Coffman and Studzinski (1999).

Zellen, die diesen Zyklus aus Duplikation des genetischen Materials durch DNS-
Neusynthese (S-Phase), Vermehrung der Zellmasse (Phasen G1, G2) und der
eigentlichen Mitose, die schlieBlich durch die Trennung der Schwesterchromatiden zur
Entstehung zweier genetisch identischer Tochterzellen fihrt (M-Phase), immer wieder

durchlaufen, werden als proliferierende Zellen bezeichnet (Coffman and Studzinski 1999;
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Nurse 2000). In dieser Arbeit wird der Begriff Proliferation als Mall der DNS-Neusynthese

einer Zellpopulation enger gefasst.

Zellen ist es moglich diesen Zyklus zu verlassen. Diese Phase des Zellzyklus-Arrestes
kann unspezifisch und reversibel sein (G0), oder in terminale Differenzierung der Zellen
minden. Differenzierung beschreibt den Entwicklungsprozess omni- oder pluripotenter
Ausgangszellen zu strukturell und funktionell hoch spezialisierten, nicht mehr
teilungsfahigen Zellen. Dabei werden verschiedene Zwischenstadien durchlaufen, in
denen die Zellen zunachst weiterhin proliferieren und gleichzeitig durch Anderung der
replikativen zellularen Aktivitdt und der Transkriptionsvorgadnge zu nicht proliferativen
spezialisierten Zellen werden. Sie erreichen schliellich das Stadium der terminalen
Differenzierung. In diesem Zustand synthetisieren z.B. ausdifferenzierte Gewebezellen
gewebsspezifische Proteine, deren Nachweis als Differenzierungsmarker betrachtet
werden kann (Coffman and Studzinski 1999; Blagosklonny 2003).

1.3.2 Adipozyten

Adipozyten des weilten Fettgewebes spielen eine wichtige Rolle bei der Regulation des
Energiehaushalts. Sie speichern Energie in Form von Triglyceriden und setzen sie auf
hormonelle Reize hin in Form von Fettsduren wieder frei. Darlber hinaus fungieren
Adipozyten auch als endokrine Zellen. Sie sezernieren Substanzen wie Leptin,
Adiponektin, Resistin, Apolipoproteine sowie proinflammatorische Zytokine wie den
Tumornekrosefaktor (TNF)-o und Interleukin-6. Dadurch regulieren sie Prozesse wie
Nahrungsaufnahme, Appetit, Glukosestoffwechsel, Insulinsensitivitdt und Entziindung.
Durch pathologische Veranderungen des Zellstoffwechsels und den damit
einhergehenden Verschiebungen im Sekretionsverhalten kann somit die Entstehung von
Dyslipoproteinamien, Insulinresistenz, Diabetes, Arteriosklerose und chronischer

Entziindung geférdert werden (Gregoire 2001; Yu and Ginsberg 2005).

Aus dem Mesoderm gehen pluripotente Fibroblasten hervor. Sie bilden die
gewebsstandigen Stammzellen des mesenchymalen Gewebes und haben die Fahigkeit
sich in Muskeln-, Sehnen-, Knochen- oder auch Fettzellen zu differenzieren. Die
Ausreifung der fettspeichernden Zellen (Abbildung 4) erfolgt Gber die Zwischenstufe der
unipotenten Praadipozyten, die sich durch ihre Determinierung nur in reife Adipozyten

umwandeln kénnen (Ntambi and Young-Cheul 2000).
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Abbildung 4: Differenzierung von Adipozyten. Die Abkilrzungen stehen fir folgende
Transkriptionsfaktoren: CCAAT/enhancer binding protein (C/EBP) mit den Subtyen a, B
und &; peroxisome proliferator-activated receptor y (PPARYy). Ebenfalls dargestellt ist der
Zusammenhang zwischen Entwicklungsstadium und phanotypischen Eigenschaften der
Zellen. Modifiziert nach Lowell (1999).

Wahrend der Adipogenese wird eine Kaskade von Transkriptionsfaktoren aktiviert, die
letztlich zur terminalen Differenzierung und somit zur Adipozyten-spezifischen
Genexpression flinrt. CCAAT/enhancer binding protein (C/EBP) a und peroxisome
proliferator-activated receptor y (PPARYy) spielen dabei eine Schlisselrolle (Lowell 1999).
In der spaten Phase der Differenzierung folgt eine Hochregulation des
Glukosetransporters (GLUT) 4 sowie die sukzessive Einlagerung von Triglyceriden in
Form von intrazellularen Fetttropfchen. Beide Eigenschaften gelten als spate Marker einer
abgeschlossenen Adipogenese hin zu einem Insulin-sensitiven Adipozyten (Furuyashiki,

Nagayasu et al. 2004).

Die Zelllinie 3T3-L1 wird haufig als experimentelles Modell fur die Adipogenese
eingesetzt. Diese als unipotente Praadipozyten geltenden Zellen stammen urspringlich
aus embryonalem Mausgewebe. In Gegenwart einer Mischung aus Insulin,
Dexamethason (DEX) und 3-lsobutyl-1-Methylxanthin (MIX) verlassen die Zellen den
Zellzyklus und differenzieren zu reifen Adipozyten (Green and Meuth 1974; Ntambi and
Young-Cheul 2000).
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1.3.3 Myeloische Zellen

Monozyten entwickeln sich, wie die anderen Zelltypen des hamatopoetischen Systems,
aus der pluripotenten, hamatopoetischen Stammzelle. Abbildung 5 stellt die einzelnen

Stufen des Differenzierungsprozess schematisch dar (Bellantuono 2004).

kKnochenmark § FPeripheres Blut
hemeemmmmmsemmmmmea-n- e (Lympozyten)
H E (hilegak ary ozyten,
! === s—====—==-= = === Enthrozyten,
' : E DC, Mastzellen)
E E ————— 'E""P (% ranulozyten]
Hamat opoietische ' ' | H
Starmrrzellen ' E i :
I | ; : ! :
fgn _— ”r‘" —» .’f‘—b" |f6‘\| . ".“\ —.—hi {.—’\I
L‘\_ .'": — N l\-.___.-“’I l\“-‘_.r"j .
l‘z} ."lh._"_:l E
LTRC STRC MPP CMP GMP : Monozyten
Expression von: CD33 CD13,CD33 é CD11b, CD11c
HLA-DR : CD13, CD14,
H CD33, CD64,
: HLA-DR

Abbildung 5: Hamatopoetische Differenzierung myeloischer Zellen. Die in der
Abbildung verwendeten Abkirzungen stehen fir die folgende Zelltypen: Long (LTRC)-,
Short-term repopulating cells (STRC), multipotente (MPP), allgemeine myeloische (CMP)
und Granulozyten-Monozyten-Progenitorzellen (GMP) sowie dendritische Zellen (DC). Die
Fahigkeit zum Self-renewal (Blockpfeile) und die Expression ausgewahlter
Oberflachenantigene sind ebenfalls dargestellt. Modifiziert nach Bellantuono (2004).

Die Zellen dieses Stammzellkompartments unterscheidet man in solche, die zur Lang-
oder Kurzzeitrepopulation des Knochenmarks in knochenmarksdefizienten Wirten in der
Lage sind. Stammzellen teilen sich asymmetrisch. Eine der beiden Tochterzellen behalt
ihre Stammzelleigenschaften, ein Vorgang der als Self-renewal bezeichnet wird, wahrend
die andere sich zu einer spezialisierten Zelle ausdifferenziert. Uber verschiedene
Zwischenstufen linienspezifischer Progenitorzellen gehen letztlich alle differenzierten
Zellen des peripheren Blutes hervor. Fir myeloische Zellen, zu denen die Monozyten und
Granulozyten gehoren, verlauft dies im Knochenmark zunachst Uber multipotente
Progenitorzellen, allgemeine Vorlaufer flir das myeloische Kompartment hin zu

spezifischen Granulozyten-Monozyten-Progenitorzellen (Bellantuono 2004). Vollstandig
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differenzierte Monozyten verlassen das Knochenmark und gehen in das periphere Blut
Uber. Dort zirkulieren sie ein bis drei Tage. Nach der Extravasation ins Gewebe wandeln
sich Monozyten in Gewebemakrophagen oder dendritische Zellen um.
Gewebemakrophagen besitzen phagozytotische Aktivitat und sind als gewebsstandige
Effektorzellen an der lokalen Immunantwort beteiligt, wohingegen dendritische Zellen
nach Aktivierung als Antigen-prasentierende Zelle zum regionalen Lymphknoten

migrieren, um dort mit Lymphozyten zu interagieren (Imhof and Aurrand-Lions 2004).

Progenitorzellen und  differenzierte  Monozyten  exprimieren  unterschiedliche
Oberflachenmolekiile. Diese linienspezifischen und den Differenzierungsgrad der Zellen
charakterisierenden Antigene werden zur Immunphanotypisierung herangezogen und
gelten als Indikatoren der Immunkompetenz der Zelle. Die Tabelle 2 fasst die in dieser
Arbeit untersuchten Oberflachenmolekile und ausgewahlte biologische Funktionen
zusammen (Murdoch and Finn 2000; Lechmann, Berchtold et al. 2002; Reche and
Reinherz 2003; PROW 2006).

Tabelle 2: CD-Antigene myeloischer Zellen und ausgewahlte Funktionen. CD: Cluster
of Differentiation, HLA: Human Leukocyte Antigen, CCR: Chemokinrezeptor der CC-
Superfamilie.

Funktion Antigene

Zelladhasion, Chemotaxis, Extravasation CCR3, CCR5, CCR7, CD11a/b/c,
CD15, CD18, CD44s, CD54, CD58

T-Zellaktivierung und Regulation CD1a, CD80, CD83, CD86, CD127,
HLA-ABC, HLA-DR

Monozytenaktivierung CD13, CD14, CD16, CD32, CD64,

(u.a. durch Viren, Endotoxine, Antikorper) CD82

Die Zelllinie U937 wurde aus Zellen von malignem Pleuraexsudat eines Patienten
gewonnen und gilt als Modell fir maligne humane hamatopoetische Zellen der
monozytaren Zellreihe (Sundstrom and Nilsson 1976). Sie entsprechen insofern
Progenitorzellen als ihre myeloische Differenzierung nicht abgeschlossen ist. U937-Zellen
kénnen aber morphologisch und funktionell z.B. unter dem Einfluss von Vitamin D,
Retinoiden bzw. Phorbolestern zu Monozyten differenziert werden (Sellmayer, Obermeier
et al. 1997; Huang and Failla 2000).
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1.4 Fragestellung

Aufbauend auf Vorarbeiten aus der Arbeitsgruppe wird in der vorliegenden Arbeit die
Wirkung von KXIV, einem strukturbildenden Bestandteil der EZM, auf die Proliferation und
die Differenzierung humaner fibroblastarer und myeloischer Zellen untersucht. Als
Modelle fir unipotente Praadipozyten bzw. fir myelomonozytare Progenitorzellen werden
die Zelllinien 3T3-L1 und U937 genutzt. Die Proliferation wird experimentell Uber den
Einbau von radioaktiv-markiertem Thymidin bestimmt. Fir die Bewertung der
Differenzierung werden bei den 3T3-L1-Zellen die Fetttrépfchenbildung und die
Expression von GLUT4 herangezogen, bei den U937-Zellen die Expression spezifischer

Oberflachenmarker.
In diesem System sollen folgende Fragen beantwortet werden:

1. Wie wirkt das Gesamtmolekll KXIV auf die Proliferation und Differenzierung von
3T3-L1-und U937-Zellen?

2. Entsprechen die Effekte eines rekombinanten KXIV-Fragmentes, das die
Adhasionsdomane enthalt (KXIVag.154) denen des KXIV-Gesamtmolekiils? Wirkt also

das KXIVyg.154 als biologisch aktive Domane?
3. Hangt die KXIVqg.154-Wirkung von der raumlichen Prasentation des Molekiils ab?

4. Im Hinblick auf die mdgliche Funktion von CD44 als Rezeptor fur KXIV: Wirken
CD44-spezifische monoklonale Antikérper (mAb) in vergleichbarer Weise wie KXIV

und das KXIVyg 154-Fragment?
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2 Material und Methoden

2.1 Gerite

Hersteller

Begasungsbrutschrank B5060, +37°C
Biofuge pico

Blot-Tank TE 22

Brutschrank, +80°C

Cell Harvester 1295-001
Dampfsterilisator, Varioklav
Digitalkamera Camedia
Durchflusszytometer FACScan
Einfriercontainer/Dewar-Gefalte
Feinwaage

Filmentwickler X-Omat

Fluorimeter Gemini

Kihlschrank, +4°C

Kihlzentrifuge Minifuge RF
Laborschuttler TMP-2

Mikrowelle, 175 W
Mini-Protean-II-System
Phasenkontrastmikroskop Labovert FS
Reinstwasser-Anlage
Sterilwerkbank BSB 6A
Stickstofflagertank (N,.Lagertank)
Szintillationszahler 1205-012
Temperierbares Wasserbad, Typ U3
Thermostat mit Umwalzpumpe
TiefkUhlschrank, -20°C
TiefkUhlschrank, -80°C

Zahlkammer nach Neubauer
Zentrifuge GP

Heraeus, Hanau, BRD

Heraeus

Hoefer, San Francisco, USA

Heraeus

LKB Wallac, Turku, Finnland

H+P Labortechnik, Minchen, BRD
Olympus, Hamburg, BRD

Becton Dickinson, Franklin Lake, USA
Nalgene, Rochester, USA

Sartorius, Goéttingen, BRD

Kodak, Rochester, USA

Molecular Devices, Sunnyvale, USA
Bosch, Stuttgart, BRD

Heraeus

Sarstedt, Nimbrecht, BRD

Bosch

Bio-Rad, Hercules, USA

Wild Leitz, Wetzlar, BRD

Millipore, Molsheim, Frankreich

Flow Laboratories, Meckenheim, BRD
Teclab, Konigsstein, BRD

LKB Wallac

Julabo, Seelbach, BRD

LKB Bronza, Uppsala, Schweden
Bosch

Forma Scientific, Marjetta, USA
Brand, Wertheim, BRD

Beckman Instruments, Palo Alto, USA
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2.2 Materialien

Hersteller

Combitips fur Multipette, steril
Einmalskalpell
Einmalspritzen, steril (10 ml)
Einwegpipetten, steril
Faltenfilter
Glasfaser-Filtermatte
Hamilton-Spritze (50 ul)
Hyperfilm ECL

Hyperkassette

Kryoréhrchen, steril (2,0 und 4,5 ml,
Polypropylen)

Multipette

Nitrozellulosemembran (Porendurchmesser
0,45 pym)

Objekttrager mit Deckglas (21x26 mm)
Pipettenspitzen, autoklaviert

Pipettierhilfe

Probenréhrchen fir FACS (Rundboden, 5 mli,
Polystyrol)

Saule fur die Gelfiltration (Sephadex-G25;
NAP-10)

Spritzenvorsatzfilter (gemischte
Zelluloseester, steril, Porengrofie: 0,22 pm;
Rotrand)

SpritzenvorsatZfilter, steril
(Polyvinylidenfluorid (PVDF), PorengroRe:
0,22 pym)

Szintillationswachs Typ 1205-441
Zellkulturflasche, steril (260 ml, 75 cm?)
Zellkulturflasche, steril (800 ml, 185 cm?)
Zellkulturplatte 6-Loch, steril (Polystyrol)
Zellkulturplatte 24-Loch, steril (Polystyrol)

Zellkulturplatte 24-Loch, steril (Polystyrol),
mit Einsatz (Polyester-Membran, Porengrélie
0,4 um)

Zellkulturplatte 96-Loch, steril (Flachboden,
Polystyrol)

Eppendorf, Hamburg, BRD
Feather, Kéln, BRD

Becton Dickinson

Becton Dickinson

Schleicher & Schilll, Dassel, BRD
LKB Wallac

Hamilton, Reno, USA

Amersham Biosciences, Little Chalfont,

UK
Amersham Biosciences

Nunc, Roskilde, Danemark

Eppendorf
Bio-Rad

Menzel-Glaser, Braunschweig, BRD
Eppendorf

Hirschmann Laborgerate, Eberstadt,
BRD

Becton Dickinson
Amersham Biosciences

Schleicher & Schiill

Millipore

LKB Wallac
Nunc

Nunc

Nunc

Becton Dickinson

Corning, Corning, USA

Becton Dickinson
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Hersteller

Zellschaber, steril, 32 cm

Zellstofflagen, steril

Zentrifungenréhrchen, steril (50 ml,
Polypropylen)

Nunc

Johnson & Johnson, New Brunswick,
USA

Becton Dickinson

2.3 Medien, Losungen und Reagenzien

Hersteller

[’H]-Thymidin, sterile Lésung in PBS,
5 mCi/mol

4-Methylumbelliferylheptanoat (MUH)

Acrylamid (30%)/N,N"-Methylenbisacrylamid
(1,37%)

Ammoniumpersulfat (APS)
all-trans-Retinolsdure (ATRA)
Ascorbinsaure (Vitamin C)
Bromphenolblau
Detektionsreagenz ECL
Dexamethason (DEX)
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Essigsaure (HAC)

Ethanol, absolut

Ethanol, 70% (v/v), vergallt
Formaldehyd, 37% (v/v)
Foétales Rinderserum (FKS — A)
Foétales Rinderserum (FKS — S)

Glycin

GroéRenmarker SDS-7B

Grundmedium DMEM mit Glutamax-I
Grundmedium RPMI 1640 mit 25 mM HEPES
Hamalaun-L6ésung

Insulin

Isopropanol

Kaninchenserum

L-Glutamin, sterile Lésung, 200 mM

Magermilchpulver

Amersham Biosciences

Sigma, St. Louis, USA
Bio-Rad

Sigma

Sigma

Sigma

Serva, Heidelberg, BRD
Amersham Biosciences
Sigma

Merck

Merck, Darmstadt, BRD
J.T. Baker, Deventer, Niederlande
Merck

J.T. Baker

Biochrom, Berlin, BRD

Life Technologies, Groningen,
Niederlande

Merck

Sigma

Life Technologies

Life Technologies

Division Chroma, Minster, BRD
Sigma

Merck

Sigma

Biochrom

Sucofin, Zeven, BRD
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Hersteller

Methanol

3-Isobutyl-1-Methylxanthin (MIX)
Natriumazid (NaN3)

Natriumchlorid (NaCl)
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumhydroxid (NaOH)
Natriumpyruvat, sterile Lésung, 100 mM
Oil Red O

Penicillin-/Streptomycin, sterile Losung,
10 000 U/10 mg/ml

Phorbol-12-mystrat-13-acetat (PMA)

Phosphat-gepufferte Kochsalzlésung ohne
Mg?*/Ca?* (PBS), steril, pH 7,2

Propidiumjodid (PI)
ProteoExtract

Salzsaure (HCI)

Serum-Albumin vom Rind (BSA)
Stickstoff, flissig

N,N,N",N’-Tetramethylethylendiamin (TEMED)

Trichloressigsaure (TCA)

Tris/Base

Tris/HCI

Trypanblaulésung, 0,5% (w/v) in PBS

Trypsin/Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA),

sterile Lésung, 0,05%/0,02% (w/v)
Tween 20

J. T. Baker
Sigma
Merck
Merck
Sigma
Merck
Biochrom
Sigma

Biochrom

Sigma

Biochrom

ICN, Costa Mesa, USA
Merck

Merck

Dade Behring, Marburg, BRD

Messer Griesheim GmbH, Oberhausen,
BRD

Sigma
Merck
Sigma
Merck
Biochrom

Biochrom

Sigma

24 Bioaktive Proteine

241 Antikorper

Tabelle 3. Verwendete monoklonale Antikérper (mAbs). Soweit nicht anders vermerkt,
sind die mAbs aus der Maus isoliert und gegen humane Antigene gerichtet. FITC —
Fluoreszeinisothiocyanat, PE — Phycoerythrin, HRP — Meerrettichperoxidase.

Antigen Markierung Klon Hersteller
CCR3 PE 61828.111 R&D Systems, Minneapolis, USA
CCR5 PE CTC5 R&D Systems
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Antigen Markierung Klon Hersteller
CCR7 ohne 6B3 MBL, Nagoya, Japan
CD11a ohne MHM 24 Dako, Roskilde, Danemark
CD11b PE Bear 1 Beckman Coulter, Miami, USA
CD11c ohne IOM 11c Beckman Coulter
CD127 PE R34.34 Beckman Coulter
CD13 PE SJ 1D1 Beckman Coulter
CD14 PE RMO52 Beckman Coulter
CD15 ohne ION 1 Amac, Westbrook, USA
CD16 ohne 3G8 Medarex, Princeton, USA
CcD18 FITC 7E4 Beckman Coulter
CD1a PE BL6 Beckman Coulter
CD32 ohne V.3 Medarex
CD33 FITC oder PE D3HL60-251 Beckman Coulter
CD44 FITC DF1485 Dako
CD44 ohne A3D8 Sigma
CD44 (Maus) ohne IM7.8.1 (aus Ratte) Cedarline, Hornby, Canada
CD54 PE 84H10 Beckman Coulter
CD58 PE AICD 58 Beckman Coulter
CDoe4 FITC 32.2 Medarex
CD80 FITC MAB104 Beckman Coulter
CD82 FITC 50F11 RDI, Flanders, USA
CD83 FITC HB15a Beckman Coulter
CD86 PE IT2.2 BD Pharmingen, San Diego, USA
GLUT4 ohne polyklonal (aus Al-Hasani, Hinck et al. (1998)
(Maus) Kaninchen)
HLA ABC FITC B9.12.1 Beckman Coulter
HLA DR FITC B8.12.2 Beckman Coulter
IgG1 ohne 679.1Mc7 Beckman Coulter
Isotypkontrolle FITC/PE 679.1Mc7/U7.27 Beckman Coulter
IgG1/2a
IgG HRP polyklonal (aus BD Pharmingen
(Kaninchen) Ziege)
IgG (Maus) PE polyklonal (aus Beckman Coulter
Ziege)
24.2 Kollagene und aus der extrazelludren Matrix abgeleitete Molekiile

Die nativen Kollagene Kl und KXIV wurden im Labor unserer Forschungsgruppe aus
humanen Plazenten isoliert. Das KXIV,4.154 Wurde als rekombinantes Fusionsprotein mit
Glutathion-S-Transferase (GST) in E.coli exprimiert und affinitdtschromatographisch

gereinigt. Als Kontrolle diente ein auf die gleiche Weise gewonnenes freies GST. Die
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rekombinanten Proteine KXIVyg.454 und GST wurden von Dr. W. Dieterich (Erlangen)
hergestellt und freundlicherweise fir diese Arbeit zur Verfigung gestellt. Die in den
biologischen Versuchen verwendeten EZM-abgeleiteten Moleklle und Kontrollproteine

sowie die Methoden ihrer Gewinnung werden in Tabelle 4 zusammenfassend dargestellt.

Tabelle 4: Verwendete native und rekombinante Proteine

Verbindung Konzentration Referenz
(ug/mi)
Kl 2.000 Rahl, Erben et al. (2005)
KXIV 57 Schuppan, Cantaluppi et al. (1990)
KXIV2g.154 300 Ehnis, Dieterich et al. (1997)
GST 3.000 Ehnis, Dieterich et al. (1997)

243 Umpuffern von Antikorperlésungen durch Gelfiltration

Durch Gelfiltration werden Molekile nach ihrer Grolde aufgetrennt, weil einzelne
Bestandteile einer gemischten Ldsung unterschiedlich lange durch das Gelbett
zurlickgehalten werden. Die Abbildung 6 zeigt schematisch das Elutionsprofil einer

salzreichen Proteinldésung Uber eine standardisierte NAP-10-Saule.

Proteine Salze

V. Abbildung 6: Elutionsprofil einer
[ ) NAP-10-Saule. Nach dem Auftragen
| | von 1 ml Probe auf die mit dem neuen
| | Puffersystem &aquilibrierte Saule, wird
| | die Proteinfraktion in 1,5 ml Puffer

/ \ eluiert (grun). Beginn und Ende der

/ \ Probensammlung sind durch Pfeile

l J’ / | markiert. Salze werden durch die
/ \ Poren des Gelbettes zuriickgehalten

\_ und erst bei groReren Puffermengen

0 20 50 40 5% (blau) ausgewaschen (GE Healthcare).

Eldtionsr olurmen {mil)

korzentration (relath)

Die Trennschéarfe der Gelfitration hangt wesentlich von der Gré3e und Gleichverteilung
der Poren der Partikel sowie von der Lange des Gelbettes ab. Die Gelfiltration ist geeignet
Antikorperlésungen umzupuffern und ggf. niedermolekulare toxische Komponenten, wie
z.B. NaN; in proteinhaltigen Lésungen quantitativ zu reduzieren. Bei Verwendung
standardisierter NAP-10-Saulen darf bei einer Ausgangskonzentration der Proteinlésung

von mindestens 1 mg/ml von einem Verlust von weniger als 5% der
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Ausgangsproteinmenge ausgegangen werden. Das Volumen der Ausgangslésung erhdht
sich um den Faktor 1,5. Um Verluste bei der Sterilfiltration dieser Losungen moglichst
gering zu halten, verwendet man am besten Filtermaterialien mit geringer
Proteinbindungskapazitat, wie z.B. Polytetraflourethylen oder PVDF. Darlber hinaus kann
man den L&sungen definierte Mengen von Makromolekilen zusetzen, die in den
nachfolgenden Experimenten inert sind. FUr Untersuchungen mit Zellen eignet sich BSA.
Diese Faktoren sind bei der Bestimmung der Konzentration steriler, NaNj-freier

Antikérperldsungen zu kalkulieren.

Lésungen: PBS, 1% (w/v) BSA in PBS, 20% (v/v) Ethanol (unvergallt), NaNs-
haltige Antikorperldsungen: CD44-spezifischer mAb (Klon A3D8; 0,2 mg/ml),
CD44-spezifischer mAb (Klon IM7.8.1; 0,2 mg/ml), Irrelevantes Maus-IgG1 (Klon
679.1Mc7, 0,2 mg/ml)

Eine NAP-10-Saule wurde senkrecht an einem Stativ fixiert, die untere und obere
Sicherungskappe entfernt und die Saule mit 15 ml PBS &aquilibriert. Anschlieliend wurde
die zu reinigende Antikorperlésung in einem Volumen von 1 ml auf den Filter Gber dem
Gelbett aufgetragen. Nach dem vollstandigen Einlaufen der Probe wurde der Durchlauf
verworfen und die Saule mit 1,5 ml PBS in ein neues Réhrchen, in dem 150 pl 1% (w/v)
BSA in PBS vorgelegt waren, eluiert. Diese Ldsung wurde durch einen
Spritzenvorsatzfilter mit PVDF-Membran sterilfiltriert und bis zur weiteren Verwendung bei
4°C im Kuhlschrank aufbewahrt. Vor der Verwendung der Saule fir weitere Reinigungen
desselben Antikérpers wurde die Saule mit 25 ml PBS gewaschen. Fur die Aufbewahrung
wurde die Saule nach dem Waschen nochmals mit 15 ml 20% (v/v) Ethanol (unvergallt)

aquilibriert, an beiden Enden wieder verschlossen und bei 4°C im Kihlschrank gelagert.

2.5 Zelllinien

Tabelle 5: Verwendete Zelllinien. ATCC - American type culture collection

3T3-L1 U937
ATCC-Nummer CL-173 CRL-1593.2
Herkunft Maus Mensch
Embryonales, fibroblastares myeloische Zellen aus malignen
Gewebe Pleuraerguss
Wachstum in adharent in Suspension
Kultur
Referenz Green and Meuth (1974) Sundstrom and Nilsson (1976)
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Die biologische Aktivitat von Kollagenen und daraus abgeleiteten Proteinen wurden in

vitro mit den in der Tabelle 5 beschriebenen Zelllinien untersucht.

2.6 Zellkultur
2.6.1 Medien

Um das im Serum enthaltene Komplement zu denaturieren, wurde das flir die Zellkultur
verwendete FKS 30 Minuten bei 56°C im Wasserbad inkubiert, bevor es zu den Medien

zugesetzt wurde.
Fur adharente Zellen wurden folgende Medien eingesetzt:

Medium A: 90% (v/v)  Grundmedium DMEM mit Glutamax-|
10% (v/v) FKS-A
50 mg/ml  Vitamin C
100 U/ml  Penicillin
100 pg/ml  Streptomycin

Reduktionsmedium A 90% (v/v)  Grundmedium DMEM mit Glutamax-I
50 mg/ml  Vitamin C
100 U/ml Penicillin
100 pg/ml  Streptomycin

Einfriermedium A 50% (v/v)  Grundmedium DMEM mit Glutamax-I

45% (v/v) FKS-A
5% (v/v) DMSO

Fir Suspensionszellen wurden folgende Medien eingesetzt:

Medium S 90% (v/v)  Grundmedium RPMI1640 mit 25 mM HEPES
10% (v/v) FKS-S
1 mM Natriumpyruvat
2 mM L-Glutamin

100 U/ml  Penicillin
100 pg/ml  Streptomycin

Reduktionsmedium S 90% (v/v)  Grundmedium RPMI1640 mit 25 mM HEPES
1 mM Natriumpyruvat
2 mM L-Glutamin

100 U/ml Penicillin
100 pg/ml  Streptomycin

Einfriermedium S 80% (v/v) FKS-S
20% (v/iv) DMSO
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2.6.2 Standardzellkultur

Um Kontaminationen durch Pilze oder Bakterien zu vermeiden, wurde mit Zellkulturen
prinzipiell unter keimarmen Bedingungen, d.h. in der laminaren Strdmung einer
Sterilwerkbank unter Verwendung von Einmalhandschuhen, gearbeitet. Zusatzlich wurden
die Arbeitsflachen und alle verwendeten Hilfsmittel vor Gebrauch mit 70% (v/v) Ethanol
(vergallt) desinfiziert. Adharente sowie suspendierte Zellen wurden im Brutschrank bei

37°C in wassergesattigter Atmosphéare und einem CO,-Gehalt von 5% inkubiert.
Medien und Lésungen: Medium A, PBS, Trypsin-EDTA-L6sung, Medium S

Geréte: Begasungsbrutschrank, Kuhilzentrifuge, = Phasenkontrastmikroskop,

Sicherheitswerkbank

3T3-L1-Zellen wachsen in vitro als adharente Monolayer. Die Zellen wurden in

Kulturflaschen mit einer Bodenflache von 185 cm? liegend mit 20 ml Medium A kultiviert.

Um Abbauprodukte zu entfernen und neue Nahrstoffe zuzufligen, wurde alle zwei Tage
das Medium gewechselt. Dazu wurde das verbrauchte Medium abgenommen und
verworfen, der Zellrasen einmal mit 10 ml PBS gewaschen und 20 ml frisches Medium A

in die Kulturflasche pipettiert.

Im Stadium der Subkonfluenz, d.h. 80% des Bodens war bewachsen, wurden die Zellen in
eine neue Flasche passagiert. Dazu wurde zundchst das verbrauchte Medium
abpipettiert, der Zellrasen zweimal mit 10 ml PBS gewaschen und anschlie3end etwa eine
Minute mit 4 ml Trypsin/EDTA-L6sung inkubiert, um den Abléseprozess einzuleiten. Die
Abrundung der Zellen wurde im Phasenkontrastmikroskop optisch kontrolliert. Durch
Abklopfen wurden die Zellen vollstandig vom Plastik getrennt und durch Auf- und
Abpipettieren vereinzelt. Die Zellen wurden nun in einem Volumen von 20 ml in ein
Zentrifugenréhrchen tberfihrt und 10 Minuten bei 800 U/min zentrifugiert. Nach Abgiel3en
des Uberstandes wurde das Zellpellet in 5 ml frischem Medium A aufgenommen. Zwei
Milliliter dieser Zellsuspension wurden mit 18 ml Medium A verdinnt in eine neue
Kulturflasche Uberflhrt.

Die U937-Zellen bleiben unter Kulturbedingungen in Suspension. Sie wurden in der
260-ml-Kulturflasche stehend in 20 ml Medium S kultiviert.

Die Zellpassage fand in einem strikten Wechsel von 3 und 4 Tagen statt. Nach vorheriger
optischer Kontrolle unter dem Phasenkontrastmikroskop wurden die U937-Zellen gut
durchmischt und im Verhaltnis 1:10 mit frischem Medium S in eine neue Kulturflasche
Uberfuhrt.
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2.6.3 Direkte Bestimmung der Zellzahl und Vitalitat im Hamatozytometer

Trypanblau ist ein kolloidaler Farbstoff, der durch die brlichige Zellwand von toten Zellen
aufgenommen wird. Diese erscheinen dunkelblau. Lebende Zellen hingegen stof3en den
Farbstoff aufgrund seiner GréRe und Ladung durch das intakte Plasmalemma ab, d.h. sie
erscheinen ungefarbt. So kdnnen lebende und abgestorbene Zellen aus einer Suspension
mikroskopisch unterschieden werden. Durch die Zahlung im Hamatozytometer konnte

gleichzeitig die Qualitat der Zellen aus der Kultur kontrolliert werden.
Lésungen: Trypanblau-Ldsung
Geréte: Phasenkontrastmikroskop, Zahlkammer nach Neubauer

Aus einer Zellsuspension — adharente Zellen wurden vorher abtrypsiniert und in
Suspension gebracht — wurden 50 pl entnommen und im Verhaltnis 1:2 mit der
Trypanblau-Lésung gemischt. Aus diesem Gemisch wurden 10 ul unter das Deckglas
einer Neubauerkammer aufgetragen und die Zellen in zwei diagonal gegentberliegenden
GroRRquadraten gezahlt. Dabei wurden die jeweils links und unten liegenden Randlinien
und somit die daran angrenzenden Zellen in die Zahlung miteinbezogen. Die Anzahl
blauer bzw. ungefarbter Zellen multipliziert mit 10* entsprach der Anzahl der Zellen pro

Milliliter Volumen. Die Vitalitat wurde nach folgender Formel bestimmt:

blau

x 100 = Vitalitat [%]
blau + ungefarbt

Idealerweise lag die Vitalitat zwischen 95 und 90%.

26.4 Kryopraservierung von Zellen

Medien und Lésungen: Einfriermedium A, FKS-S, Einfriermedium S, Medium A,
Medium S, Ethanol 70% (v/v)

Geréte: Sicherheitswerkbank, Kuhlzentrifuge, Phasenkontrastmikroskop, Einfrier-
container/Dewar-Gefal® mit Isopropanol, Tiefkihlschrank (-80°C), N,-Lagertank,

Wasserbad

Die adharenten 3T3-L1-Zellen wurden abgeldést und zentrifugiert. Das dadurch
gewonnene Zellpellet wurde in Einfriermedium zu einer Endkonzentration von 1x10°
Zellen/1,8 ml verdinnt und in Portionen von 1,8 ml auf eisgeklhlte Kryordhrchen verteilt.
Diese Réhrchen wurden nun in den mit Isopropanol angefiiliten Einfriercontainer Uberfihrt
und flr 24 Stunden bei -80°C gelagert, bevor sie dauerhaft tber flissigem Stickstoff bei
-196°C aufbewahrt wurden.
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Die Zellen der Zelllinie U937 wurden 10 Minuten bei 800 U/min zentrifugiert. Das
erhaltene Pellet wurde in eisgeklihltem FKS resuspendiert und auf die Endkonzentration
von 1x10” Zellen/0,9 ml eingestellt. AnschlieRend wurde die Suspension im Verhaltnis 1:2
mit geklUhltem Einfriermedium verdinnt. Die Kryordhrchen wurden mit 1,8 ml Volumen,
und somit 1x10” Zellen, gefiillt. Nach zwei Stunden Lagerung bei -80°C wurden die

Roéhrchen zur Aufbewahrung in flissigen Stickstoff Gberflhrt.

Das zum Auftauen bestimmte Kryordhrchen wurde aus dem flissigen Stickstoff geholt
und bei 37°C im Wasserbad erwarmt. Vor dem Offnen wurde die AuRenflache mit Ethanol
gereinigt. Der Inhalt des Rdéhrchens wurde nun schnellstméglich in 40 ml des jeweiligen
Mediums pipettiert und 10 Minuten bei 800 U/min zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in

20 ml frischem Medium resuspendiert und in die entsprechende Kulturflasche Uberflhrt.

2.6.5 Entzug von Wachstumsfaktoren

Zellen in  Vollmedium, d.h. bei Zusatz von 10% FKS, haben optimale
Wachstumsbedingungen. Denn durch die FKS-Zugabe werden verschiedene
Wachstumsfaktoren zugefihrt, welche die Zellen stimulieren und zur Proliferation
anregen. Entzieht man den Zellen diese Faktoren werden sie in einen Mangelzustand

versetzt und dadurch sensibler fir auf3ere Stimuli.

Medien und Lésungen: Medium A, Reduktionsmedium A, FKS-A, PBS,
Reduktionsmedium S, FKS-S

Geréte: Begasungsbrutschrank, Sicherheitswerkbank

Adhéarente Zellen wurden zur optimalen Adhasion in Medium A in die Zellkulturplatten
ausgesat und fur vier Stunden bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wurde der Zellrasen in
den Léchern dreimal mit jeweils 200 uyl PBS gewaschen. Nach jedem Waschschritt wurde
die Zellkulturplatte auf sterilem Zellstoff ausgeschlagen. Danach wurden die Zellen in
Reduktionsmedium A, in dem der FKS-Gehalt auf 0,5-5% (v/v) eingestellt war, tberfihrt.

Zur Synchronisation von Suspensionszellen wurden diese bereits in Reduktionsmedium S

mit entsprechend verringertem Serumgehalt ausgesat.

2.6.6  Zellzyklussynchronisation durch Kalte

In der Zellpopulation einer exponentiell wachsenden Kultur unter optimalen
Medienbedingungen  fihrt die generelle  Verlangsamung  aller  zelluladren

Stoffwechselvorgange durch Kalteexposition zur Anreicherung von Zellen in der gleichen
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Phase des Zellzyklus. Starke Hypothermie (4-10°C) hemmt insbesondere den G1/S-
Ubergang. Die plétzliche Erhéhung der Temperatur auf 37°C fiihrt dann dazu, dass alle
Zellen der Kultur von vergleichbaren Ausgangspunkten in die nachste Runde des

Zellzyklus starten, sie sind synchronisiert (Rieder and Cole 2002).
Medien und Lésungen: Reduktionsmedium S, FKS-S
Geréte: Begasungsbrutschrank, Sicherheitswerkbank, Kiihlschrank

Das gesamte Volumen der Zellsuspension wurde aus der Zellkulturflasche enthommen
und 10 Minuten mit 800 U/min zentrifugiert. Das Pellet wurde in 20 ml Reduktionsmedium
S mit einem Serumzusatz von 0,5% (v/v) aufgenommen und fur zwei Stunden bei 4°C
inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen in entsprechender Zahl in dem

Reduktionsmedium S mit Zusatz von 0,5% (v/v) FKS in die Zellkulturplatte eingesetzt.

2.6.7 Beschichtung von Zellkulturplatten

Alle Proteine, also auch Kollagene, binden als geladene Verbindungen auf Grund
elektrostatischer Wechselwirkungen auf gegenlaufig geladene Oberflache von
Zellkulturplatten. Die Effizienz der Bindung ist stark vom verwendeten Plastikmaterial und
dem pH-Wert der Lésungen abhangig. Fir die Proteinbindung bevorzugt man Polystyrol

bei neutralen oder maRig basischen Bedingungen.

Lésungen: 0,1% (w/v) BSA in PBS, Kl, KXIV, KXIVy9.1s54, GST, PBS, NaNj-freie
Antikdrperldsungen: CD44-spezifischer mAb (Klon A3D8; 0,13 mg/ml), CD44-
spezifischer mAb (Klon IM7.8.1; 0,13 mg/ml), Irrelevantes Maus-IgG1 (Klon
679.1Mc7, 0,13 mg/ml)

Geréte:  Begasungsbrutschrank, Kihlschrank

Die eisgekiihlten Stammlésungen von Kollagenen und rekombinanten Proteinen wurden
mit PBS auf eine Endkonzentration von 30 pg/ml verdinnt. Die 96-Loch-Platten bzw.
Zellkultureinsatze wurden mit je 100 ul und 24-Loch-Platten mit je 1 ml dieser Lésungen
pro Loch beflllt. Fir die Negativkontrollen wurden die Locher mit dem entsprechenden
Volumen PBS versehen. Die Platte wurde bei 4°C (ber Nacht inkubiert. Am nachsten Tag
wurde die Lésung durch Ausschlagen der Platte auf einem sterilen Zellstoff verworfen. Die
Lécher wurden einmal mit 200 pl bzw. 2 ml PBS gewaschen. Dann wurde in jedes Loch
200 pl bzw. 2 ml BSA-Blockierungslosung pipettiert, um die noch freien Bindungsstellen
auf der Plastikoberflache abzusattigen. Die Platte wurde daraufhin fir zwei Stunden bei

37°C inkubiert. Im Anschluss daran wurde sie dreimal mit PBS gewaschen, bevor die

28



Zellen in die Locher eingesetzt wurden. Dabei wurde beachtet, dass nach der

Beschichtung mit Kollagen die Platte nicht austrocknen konnte.

Damit die Versuche untereinander vergleichbar werden, entnahm man die Zellen immer
zum gleichen Zeitpunkt der Kulturflasche. Adhérente Zellen wurden im Stadium der
gerade erreichten Subkonfluenz und Suspensionszellen zwei Tage nach der letzten

Passage eingesetzt.

Rekombinante Peptide und mAbs konnten alternativ auch nach der Zellaussaat geldst
hinzupipettiert werden, da sie nicht wie das Gesamtmolekil KXIV in einem zytotoxischen

Puffer mit Harnstoff aufbewahrt wurden.

2.6.8 Indirekte Bestimmung der Zellzahl liber intrazelluldre Esterasen

Die metabolische Aktivitat intrazellularer Esterasen kann als Maf3stab fur lebende Zellen
herangezogen werden. MUH wird in intakte Zellen aufgenommen und als Substrat durch
intrazellulare Esterasen hydrolisiert. Das dabei entstehende Produkt kann fluorimetrisch
erfasst werden. Die gemessene Fluoreszenzintensitat (Fl) korreliert mit der Zahl lebender

Zellen (Virag, Kerekgyarto et al. 1995).
Lésungen: 10 mg/ml MUH in DMSO, PBS
Geréte: Fluorimeter, Begasungsbrutschrank

Die Zellen wurden bis zum Messzeitpunkt in einer 96-Loch-Platte kultiviert. Die MUH-
Versuchslésung wurde durch Verdinnung der Stammlésung mit PBS im Verhaltnis 1:100
hergestellt. Das Medium wurde aus den Léchern abpipettiert, der verbleibende Zellrasen
zweimal mit PBS gewaschen und anschlieRend 100 pl der MUH-Versuchslésung
dazugegeben. Die so behandelte Platte wurde 30 Minuten bei 37°C inkubiert und
unmittelbar darauf wurde im Fluorimeter mit einer Anregungswellenlange von 355 nm die

emittierte Fluoreszenz bei 460 nm bestimmt.

2.7 Zellproliferation durch Einbau von [*H]-Thymidin

Tritium ([*H]) markiertes Thymidin wird, wenn es im Zellkulturmedium vorliegt, kompetitiv
zum zelleigenen Nukleosid in der S-Phase des Zellzyklus in die DNS eingebaut und ist
dadurch ein Malstab flr die Zellproliferation. Nach Lyse der Zellen durch Kalte oder unter
alkalischen Bedingungen werden die DNS-Fragmente auf einen Glasfaserfilter mit hoher
DNS-Bindungsaffinitat prazipitiert. Das eingebaute [*H]-Thymidin wird chemisch in

Szintillationen, also Lichtblitze umgewandelt, die quantifiziert werden kdénnen.
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Medien und Lésungen: Medium A, Reduktionsmedium A, Reduktionsmedium S,
25 pCi/ml [PH]-Thymidin in Reduktionsmedium A/S, 10% (w/v) TCA, 200 mM
NaOH, 800 mM HCI

Geréte: Begasungsbrutschrank, Brutschrank, Cell Harvester, Mikrowelle,
Szintillationszahler, Tiefkthlschrank (-80°C)

Adharente Zellen wurden 24 Stunden in 100 pl Medium A bzw. Reduktionsmedium A mit
unterschiedlicher FKS-Konzentration in einer 96-Loch-Platte inkubiert. Fir die letzten vier
Stunden wurde 20 ul der [*H]-Thymidin-Lésung hinzugegeben. Nach Ablauf der
Einbauzeit wurde das Medium aus den Léchern auf eine Zellstofflage ausgeschlagen und
die Zellen durch Uberschichten mit 200 pl 10% (w/v) TCA bei Raumtemperatur (RT)
fixiert. Nach 30 Minuten wurde der Uberstand erneut verworfen und die Zellen bei RT mit
50 pl 200 mM NaOH lysiert. Dabei wurde gleichzeitig die DNS partiell hydrolysiert. Diese
Reaktion wurde nach 30 Minuten durch Neutralisation mit 50 yul 800 mM HCI gestoppt.
Nun konnte die Platte bei -80°C bis zur Messung an einem spateren Zeitpunkt eingefroren
werden. Nach dem Auftauen im Brutschrank bei 37°C wurde der Inhalt jedes Loches mit
Hilfe des Cell Harvesters abgesaugt. Die DNS-Fragmente wurden dabei auf ein

entsprechendes Feld eines Glasfaserfilters prazipitiert.

Suspensionszellen wurden (a) 20 Stunden in 100 pl oder (b) vier Tage in 200 l
Reduktionsmedium S in einer 96-Loch-Platte inkubiert. AnschlieBend wurden 20 pl [°H]-
Thymidin-Lésung fur (a) vier Stunden oder (b) 18 Stunden hinzugegeben. Die Proliferation
wurde abrupt durch Einfrieren der Zellkulturplatte fir mindestens eine Stunde bei -80°C
abgebrochen. Dadurch wurde die Zellwand lysiert und die DNS freigesetzt. Zum Auftauen
wurde die Platte bei 37°C im Brutschrank inkubiert. Der Inhalt wurde daraufhin mit Hilfe
des Cell Harvesters auf eine Filtermatte Ubertragen und die DNS so auf ein
entsprechendes Loch prazipitiert. Um die DNS mdoglichst vollstandig zu erhalten, wurden
die Platten wie bei den adharenten Zellen anschliefiend mit der Sequenz aus TCA-,
NaOH- und HCI-Lésungen behandelt. Diese Uberstande wurden auf einen zweiten Filter

Ubertragen und die Messwerte dieser beiden Filter flr die Auswertung addiert.

Alle Filter wurden in der Mikrowelle bei 175 W fir 20 Minuten getrocknet, mit
Szintillationswachs bedeckt und vier Minuten bei +80°C im Brutschrank inkubiert. Jede
Probe wurde eine Minute im Szintillationszahler gemessen. Die ermittelten Werte

entsprachen den radioaktiven Zerfallen in diesem Zeitraum (counts per minute; cpm).
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2.8 QOil-Red-O-Farbung von Lipidtropfen

Medien und Lésungen: Medium A, 10 mg/ml Insulin in 1% (v/v) HAC, 20 mg/mi
DEX in 70% (v/v) Ethanol (vor Verwendung Verdinnung im Verhaltnis 1:50 in
Grundmedium DMEM), 10 mg/ml MIX in 70% (v/v) Ethanol, 10% (v/v)
Formalaldehyd in PBS, Hamalaun-L&sung, Isopropanol, Oil Red O

Geréte: Sicherheitswerkbank, Begasungsbrutschrank, Phasenkontrastmikroskop,

Klhlschrank, Digitalkamera

In die zur 24-Loch-Platte gehérenden Zellkultureinsatze wurden nach der Beschichtung
5x10® 3T3-L1-Zellen in 100 yl Medium A eingesetzt. In das Loch selbst wurden 800 pl
Medium A vorgelegt. Hatte sich nach zwei bis drei Tagen mikroskopisch ein konfluenter
Zellrasen gebildet, wurde dieser Zeitpunkt als Tag 0 der Kultur festgelegt und die Zellen
weiter inkubiert. Zwei Tage spater wurde das Medium sowohl aus den Einsatzen als auch
aus dem Loch abpipettiert und entweder durch frisches Medium A oder durch Medium A
mit einem Hormoncocktail aus 10 pg/ml Insulin, 400 pg/ml DEX und 111 pg/ml MIX
ersetzt. Zugesetzte geléste Peptide wurden ebenfalls ersetzt. Im weiteren Verlauf wurde

alle 2 bis 3 Tage auf diese Weise das Medium gewechselt.

Zur Herstellung der Oil-Red-O-Losung wurden 530 mg Oil-Red-O-Pulver in 150 ml
Isopropanol gelést und ohne Schitteln Uber Nacht stehen gelassen. Am nachsten Tag
wurde das Gemisch mit Hilfe eines Membranfilters filtriert, mit 112,5 ml bidestilliertem
Wasser versetzt und bei 4°C Uber Nacht inkubiert. Tags darauf wurde die Losung zweimal
filtriert und zur Verwendung aliquotiert. Bei RT waren die Aliquots 6-8 Monate
verwendbar. Sie wurden vor jedem Einsatz erneut filtriert (Ramirez-Zacarias, Castro-
Munozledo et al. 1992).

An Tag 9 der oben beschriebenen Kultur wurde das Medium abgenommen, der Zellrasen
mit destilliertem Wasser gewaschen und anschliefiend mit 100 yl Formalin bei RT eine
Stunde fixiert. Nach der Fixierung wurde der Zellrasen erneut mehrmals mit destilliertem
Wasser gewaschen. AnschlieRend wurde jedes Loch mit 100 ul der Oil-Red-O-
Farbeldésung flr zwei Stunden inkubiert. Nach einem erneuten Waschvorgang mit
destilliertem Wasser wurde die frisch filtrierte Hamalaun-Gegenfarbung flr maximal

5 Minuten aufgetragen, und der Zellrasen erneut gewaschen.

Die zellentragende Membran der Zellkulturplatteneinsatze wurde mit einem Skalpell
vorsichtig herausgeldst und auf einen Objekttrager Ubertragen, auf dem die gefarbten
Zellen nun unter einem Deckglas eingebettet wurden. AbschlieRend wurden die Zellen

unter dem Mikroskop beurteilt und fotografiert.
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29 Nachweis der Expression des Glukosetransporters GLUT4 im Western-blot
291 Kultivierung und Fraktionierung von 3T3-L1-Zellen
Medien und Lésungen: Medium A, ProteoExtrakt

Geréte: Sicherheitswerkbank, Begasungsbrutschrank, Phasenkontrastmikroskop,

Kuhlzentrifuge, Kuhlschrank, Biofuge pico, Tiefkihlschrank (-80°C)

In eine beschichtete 6-Loch-Zellkulturplatte wurden 1x108 3T3-L1-Zellen in 2 ml Medium A
bzw. dem Hormoncocktail aus 10 pg/ml Insulin, 400 pg/ml DEX und 111 pg/ml MIX
eingesetzt. Nach drei Tagen wurde ein Mediumwechsel durchgefiihrt. An Tag 5 erfolgte
die Auswertung. In einem Loch jeder Behandlungsart wurde eine Zellzdhlung mittels
Neubauerkammer durchgefihrt. Zwei weitere Locher der Zellkulturplatte mit identischer
Behandlungsart wurden gepoolt. Das Medium wurde abgenommen und in ein 50 ml
Zetrifugenréhrchen dberflhrt. Der Zellrasen wurde zunachst mit 2 ml PBS gewaschen
bevor er in 2 ml PBS mit Hilfe eines Zellschabers vom Plastik entfernt wurde. Uberstand
und Zellgemisch wurden jeweils vollstdndig in das genannte Zentrifugenréhrchen
Uberfuhrt, welches nun fir 10 Minuten bei 800 U/min bei 4°C zentrifugiert wurde. Die
weiteren Schritte wurden auf Eis durchgefiihrt. Nachdem der Uberstand verworfen worden
war, wurde das Pellet mit Hilfe der ProteoExtrakt Puffer in seine subzellularen
Kompartimente aufgetrennt. Dazu wurde das Pellet zunachst in den mitgelieferten
Waschpuffer aufgenommen und in ein Reaktionsgefald (1,5 ml) Gberfihrt. Die Suspension
wurde bei 1500 U/min bei 4°C fiir 10 Minuten zentrifugiert und der Uberstand verworfen.
Waschschritt und Zentrifugation wurden wiederholt. Das Pellet wurde dann in 100 ul
Extraktionspuffer 1 mit 0,5 pl Proteaseinhibitor gelést und 10 Minuten inkubiert. Nach
einer erneuten Zentrifugation mit 13 000 U/min fir 10 Minuten bei 4°C, wurde der
Uberstand, der nun der zytosolischen Zellfraktion (F1) entsprach, abgenommen und in

20 ul Aliquots bei -80°C eingefroren.

2.9.2 Gelelektrophorese

Elektrisch geladene Teilchen wandern im elektrischen Feld. Proteine eines
Substanzgemisches unterscheiden sich hinsichtlich Ladung und GroRRe, deshalb besitzen
sie im elektrischen Feld unterschiedliche Wanderungsgeschwindigkeiten. Durch diesen
Effekt kénnen mit Hilfe der Gelelektrophorese Substanzgemische in ihre

Einzelbestandteile aufgetrennt werden.

Medien und Lésungen: 1% Bromphenolblau in Aqua dest, Acrylamid, 4x Trenngel
(TG)-Puffer (1,5 M Tris/HCI, pH 8,8, 0,4% (w/v) SDS), TEMED, 10% (w/v) APS in
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Aqua dest, 4x Sammelgel (SG)-Puffer (500 mM Tris/HCI, pH 6,8, 0,4% (w/v) SDS),
Grolkenmarker, Laufpuffer (25 mM Tris/HCI, pH 8,3, 187,5 mM L-Glycin, 0,5%
(w/v) SDS)

Geréte: Mini-Protean-11-System, Kihlschrank, Biofuge pico

Am Tag vor der Durchfihrung wurden Die SDS-Polyacrylamidgele bestehend aus Trenn-
und Sammelgel vorbereitet. Zunachst wurde das TG (12% Acrylamid, 10% SDS, 0,1%
TEMED, 1% APS in 1x TG-Puffer) gegossen. Nach 30 Minuten Polymerisationszeit wurde
das SG (3% Acrylamid, 10% SDS, 0,1% TEMED, 1% APS in 1x SG-Puffer) dazugegeben.

Das fertige Gel wurde ber Nacht im Kihlschrank gelagert.

Am Tag der Gelelektrophorese wurden die Zellfraktionen aufgetaut, mit 2 pl
Bromphenolblau versetzt, suspendiert und fir 5 Minuten bei 4.000 U/min zentrifugiert.
Entsprechend der zuvor ermittelten Zellzahlen wurden die Volumina der Proben mit Hilfe
einer Hamilton-Pipette in die Taschen des SG aufgetragen. Als Referenz wurde ein
Molekulargewichtsmarker mitgefiihrt. Die Elektrophoresekammer wurde mit Laufpuffer
beflllt. Wahrend der Sammelphase des Gels wurden 80 V an die Elektroden
angeschlossen, in der Trennphase 180 V. Die Laufzeit betrug etwa 1,5 Stunden. Die

Proteine mit 45 kDa Molekulargewicht, wie GLUT4, befanden sich etwa in Mitte des Gels.

2.9.3 Western-blot und Immundetektion

Mit Hilfe der Westernblot-Methode werden Proteine durch Anlegen von Spannung aus
einem Gel auf eine immobilisierende Membran transferiert. Dort werden sie durch
hydrophobe Wechselwirkungen fixiert. Einzelne Epitope kdnnen nun durch spezifische
Antikorperbindung detektiert werden. Diese spezifische Antikérperbindung kann durch
einen Enzym-konjugierten Zweitantikérper sichtbar gemacht werden. Wenn das Enzym
mit einer geeigneten Substratldsung reagiert, wird durch Chemolumineszenz ein Film

belichtet und somit indirekt das spezifische Epitop dargestellt.

Medien und Lésungen: Blot-Puffer (25 mM Tris/Base, 192 mM Glycin, 20% (v/v)
Methanol, 0,02% (w/v) SDS), 10x Tris-gepufferte Kochsalzlésung (TBS) (200 mM
Tris/HCI, pH 7,6, 1,37 mM NacCl), Blockierungslésung (5% (w/v) Magermilchpulver,
0,1% (v/v) Tween 20 in 1x TBS), Waschpuffer (0,1% (v/v) Tween 20 in 1x TBS),
GLUT4-spezifischer mAb (Verdunnung 1:4000 in 0,1% (v/v) Tween 20, 5% (w/v)
BSA, 1x TBS), HRP-konjugierter anti-Kaninchen-lgG-Zweitantikdrper (Verdinnung
1:5000 in 0,1% (v/v) Tween 20, 5% (w/v) BSA, 1xTBS), Detektionsreagenz ECL

Geréte: Blot-Tank, Thermostat, Laborschuttler, Filmentwickler
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Die Gele und Nitrozellulosemembranen wurden zunachst in Blot-Puffer equilibriert, bevor
sie Ubereinander gelegt und zwischen zwei Schwammen in einer Gitterkassette zu einem
Blot-Sandwich zusammengebaut wurden. Die Gitterkassette wurde in einem mit Blot-
Puffer gefllliten Tank uberflhrt, so dass die Membran der Anodenseite zugewandt war.
Die Blotzeit betrug 55 Minuten bei 300 mA unter Wasserkuhlung (10°C). Nach dem Blot-

Vorgang wurde die Membran tber Nacht bei RT getrocknet.

Die nachfolgenden Schritte wurden in Glasschalen auf einem Laborschuttler bei RT
durchgefluhrt. Die verwendeten Puffer basieren auf TBS, das Inkubationsvolumen betrug
in der Regel 20 ml. Zunachst wurde die Membran mindestens eine Stunde mit der
Blockierungslésung inkubiert. Nachdem die Membran dreimal 5 Minuten mit dem
Waschpuffer gewaschen worden war, wurde der GLUT4-Primarantikorper fur eine Stunde
hinzugegeben. Es erfolgte erneut ein dreimaliger Waschvorgang. Die Membran wurde zur
Detektion des Primarantikérpers eine Stunde mit dem HRP-konjugierten Zweitantikérper
inkubiert. Nach erneutem dreimaligem Waschen der Membran, erfolgte die Behandlung
mit dem Chemilumineszenz-Substrat. Zur Herstellung dieses Substrates je 5 ml der
beiden gelieferten Detektionsreagenzien vermischt und anschlie3end fir eine Minute zur
Membran gegeben. Die Substratidésung wurde verworfen und die Membran zwischen zwei
transparente Folien ein eine Filmkassette eingespannt. In einer Dunkelkammer wurde ein
Chemilumineszenz-sensitiver Film fir etwa 30 Sekunden belichtet und anschlielend

entwickelt.

210 Durchflusszytometrie (FACS)

An Oberflachenantigene von Suspensionszellen kdénnen spezifische Antikérper binden,
die fluoreszenzmarkierte Farbstoffe FITC und PE tragen. Pl hingegen ist ein DNS-
interkalierendes Moleklil, das nur nicht-intakte Membranen passiert und tote Zellen somit
markiert. Durch das Prinzip der hydrodynamischen Fokussierung werden Zellen im
Durchflusszytometer durch eine Kapillare in das Messgerat aufgenommen, beschleunigt,
aufgetrennt und perlenschnurartig aneinandergereiht, um dann mittels eines Lasers
gemessen zu werden. Diese Messung umfasste zwei Vorgange. Einerseits wird die
Streuung des einfallenden Lichtstrahls bestimmt. Dabei wird als Vorwartsstreuung die
ZellgroRe und als Seitwartsstreuung die Granularitat erfasst. Andererseits werden durch
die Anregung des Argonlasers mit einer Wellenlange von 488 nm die
Fluoreszenzemissionen von den Farbstoffen FITC, PE wund Pl aufgrund ihrer
unterschiedlichen Wellenlangen in drei unabhangigen Detektoren gemessen. Die

Auswertung wird auf die Population, definiert anhand von Gré3e und Granularitat, und auf
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nicht-Pl-gefarbte Zellen, also lebende Zellen, beschrankt. Die Anzahl von markierten
Zellen und die mittlere Fluoreszenzintensitat (MFI) von FITC und PE geben Auskunft Gber

das Antigenprofil der Zellpopulation.

Medien und Lésungen: FACS-Puffer (0,5% (w/v) BSA und 0,01% (w/v) NaNj; in
PBS), Medium S, Kaninchenserum, 50 ug/ml Pl in FACS-Puffer, 10 ug/ml PE-
konjugierter  anti-Maus-lgG-Zweitantikérper in FACS-Puffer, mAbs (nach

Herstellerangaben),
Geréte: Begasungsbrutschrank, Durchflusszytometer, Kihlschrank, Kihlzentrifuge

Aus einer Zellpopulation wurden am Tag 0 5x10* U937-Zellen in 2 ml Medium S in eine
beschichtete 24-Loch-Platte eingesetzt. An Tag 3 wurde ein Halbmedienwechsel bei den
inkubierten Zellen durchgeflinrt. Neben frischem Medium S wurden auch zugesetzte
geléste Peptide oder mAbs ersetzt. An Tag 0O und Tag 6 wurden die

Oberflacheneigenschaften der Zellen durchflusszytometrisch bestimmt.

An den Messtagen wurden je 2x10° Zellen zur Bestimmung der Oberflicheneigenschaften
in Réhrchen Uberfuhrt. Zur Gerateeinstellung wurden aufierdem drei Réhrchen mit jeweils
1x10° Zellen vorbereitet. AnschlieBend wurden alle (iberfiihrten Zellsuspensionen
gewaschen, d.h. es wurden 2 ml FACS-Puffer dazugegeben und die Réhrchen 5 Minuten
bei 1.500 U/min zentrifugiert. Der Uberstand wurde daraufhin verworfen und das Pellet im
Restvolumen resuspendiert. Zur Suspension wurden dann 50 pl hitzeinaktiviertes

Kaninchenserum hinzupipettiert und somit unspezifische Bindungen blockiert.

Direkt-konjugierte Antikdrper: FITC bzw. PE markierte mAbs wurden gleich im Anschluss
in einem Volumen von 20 pl hinzugegeben und anschlieBend 20 Minuten bei 4°C
inkubiert. Dabei wurden Doppelfarbungen mit je einem FITC und PE Antikérper pro

Rohrchen zeitgleich vorgenommen.

Unkonjugierte Antikdrper: Nicht-markierte, spezifische Antikérper wurden in einem
Volumen von 20 ul hinzugegeben und 20 Minuten bei 4°C inkubiert. AnschlieRend wurde
die Zellsuspension, wie oben beschrieben, mit FACS-Puffer gewaschen. Das Pellet wurde
mit 25 pl der PE-konjugierten anti-Maus-lgG-Zweitantikdrperldsung suspendiert. Auf diese
Weise wird der bereits gebundene Maus-Anitkdrper erkannt und indirekt mit dem PE
Farbstoff markiert. Nach weiteren 20 Minuten bei 4°C wurde die Zellldsung erneut mit
FACS-Puffer gewaschen. Zur Doppelfarbung wurde die Suspension 20 Minuten mit 20 pl

eines spezifischen FITC-markierten Antikdrpers bei 4°C inkubiert.

Die doppeltmarkierten Zellsuspensionen wurden mit 100 ul der PIl-Lésung versehen und
fur weitere 10 Minuten bei 4°C inkubiert. Nach einem letzten Waschvorgang wurden die
Zellen in 500 yl FACS-Puffer resuspendiert.
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Vor der Messung wurde das Gerat kalibriert. Durch die Kombinationsfarbung mit den
Isotypkontrollen I1gG1-FITC/IgG2a-PE wurde die Einstellung von Zellgréle und
Granularitat angepasst. Die Einzelfarbungen CD33-FITC bzw. CD33-PE dienten dazu,
den Messbereich des jeweiligen Farbspektrums zu optimieren. Anschliefend wurden
jeweils 20x10° Ereignisse aus allen Rohrchen gemessen. Die Verteilung der emittierten
Fluoreszenzemissionen, die MFI wurde in willkirlich gewahlten Einheiten, die sich aus der

Kanalnummer ergeben, angegeben.

211 Statistik

Aus den parallel angesetzten Einzelwerten (x;) und der Anzahl der Einzelmessungen (n)
jedes Versuches wurde Mittelwert und Standardabweichung nach folgenden Formeln

berechnet:

Mittelwert (MW): -

Standardabweichung (SD):

Die statistische Auswertung der einzelnen Messreihen eines Versuches erfolgte
anschlieBend mit Hilfe der ANOVA-Varianzanalyse sowie dem multiplem t-Test nach
Bonferroni (Software: InStat, GraphPad, LaJolla, USA).
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3 Ergebnisse

3.1 Biologische Effekte von KXIV und seinem aminoterminalen Fragment
KX|V29.154 auf 3T3-L1-Zellen

3.1.1 Serumabhangigkeit der KXIV-Wirkung bei der Proliferation

Zunachst sollte untersucht werden, wie das Gesamtmolekul KXIV in plastikgebundener
Form die Proliferation der mesenchymalen Zelllinie 3T3-L1 beeinflusst. Im ersten Schritt
wurden die Versuchsbedingungen optimiert, um einen moglichen Effekt vor dem
Hintergrund medienbedingter Unterschiede herauszuarbeiten. Angelehnt an Erfahrungen
aus der Arbeitsgruppe mit 3T3-Swiss-Zellen wurden in den Versuchen mit der Zelllinie
3T3-L1 jeweils 5x10° Zellen in einem Gesamtvolumen von 100 pul eingesetzt und die FKS-

Konzentration variiert (Abbildung 7).
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Abbildung 7: FKS-abhangige Wirkung von plastikgebundenem KXIV auf die
Proliferation bei 3T3-L1-Zellen. Lécher von 96-Loch-Zellkulturplatten enthielten 3 ug
plastikgebundenes KXIV bzw. Kl oder blieben unbehandelt. 3T3-L1-Zellen (5x103) wurden
in Medium A ausgesat. Nach 4 Stunden wurde das Medium durch Medium A oder
Reduktionsmedium A mit unterschiedlichen FKS-Konzentrationen ersetzt und die
Kulturplatte fur weitere 24 Stunden inkubiert. Wahrend der letzten 4 Stunden enthielt jede
Kultur 0,5 uCi [®*H]-Thymidin. Dargestellt sind MW und SD aus jeweils drei Einzelkulturen.

In den Ansatzen ohne Kollagen und mit Kl verhielt sich die Proliferation proportional zur
FKS-Konzentration. Das Maximum des [*H]-Thymidin-Einbaus wurde mit 5 und 10% (v/v)

FKS erreicht und lag vergleichbar um 10* cpm. In den Kulturen mit 0,1% (v/v) FKS war
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das Maximum der Proliferation etwa um den Faktor 3,3 geringer als bei hohem
Serumgehalt. Die Proliferation war bei unbehandelten Zellen stets analog zu den Kulturen

mit KI-Zusatz. Beide Ansatze waren also als Kontrolle flir die Wirkung von KXIV geeignet.

In Gegenwart von plastikgebundenem KXIV war der [*H]-Thymidin-Einbau der 3T3-L1-
Zellen bei FKS-Gehalten von 10, 5 oder 0,5% (v/v) um 50%, 28% bzw. 27% im Vergleich
zu den entsprechenden Kontrollen reduziert. Bei einem Serumgehalt von weniger als
0,5% im Medium zeigte sich vor dem Hintergrund der insgesamt geringen DNS-

Neusynthese kein antiproliferativer Effekt.

Die Signifikanz der Reduktion der Proliferation durch KXIV wurde in zwei weiteren

Versuchen mit jeweils 6 Einzelkulturen bei 10% (v/v) FKS untersucht (Abbildung 8).
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Abbildung 8: Effekt von plastikgebundenem KXIV auf die Proliferation bei 3T3-L1-
Zellen. Beschichtung, und Kultur erfolgte wie in Abbildung 7 fir Medium A beschrieben.
Abgebildet sind MW und SD aus 6 Einzelkulturen. **p<0,01 bezieht sich auf beide
Kontrollen.

Mit einer Irtumswahrscheinlichkeit von p<0,01 in Bezug auf die Kontrollen ohne KXIV und
mit Kl bestatigte sich die antiproliferative = Wirkung von KXIV  unter
Standardmedienbedingungen. Daher wurden alle weiteren Versuche zur Wirkung von
KXIV auf 3T3-L1-Zellen in Medien mit einer FKS-Konzentration von 10% durchgeflhrt.
Die Messung von 6 Einzelkulturen zur besseren statistischen Auswertung wurde ebenfalls

beibehalten.
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3.1.2 Proliferation mit geléstem und plastikgebundenem KXIV2g.154

Im nachsten Schritt wurde untersucht, ob die antiproliferativen Effekte auch mit dem
Fragment KXIVqg.154 reproduziert werden kénnen. Der Fusionspartner GST wurde in den
folgenden Versuchen als Kontrolle mitgefihrt. Das Fragment wurde alternativ auf die

Plastikoberflache gebunden oder gel6st zu den Zellen gegeben.

Um die Wirkung des Fragments KXIV,9.154 zu erproben, wurden 5x10% 3T3-L1-Zellen in
100 pl Medium A inkubiert. Abbildung 9 stellt die Ergebnisse eines Versuches, der

reprasentativ flr zwei vergleichbare Versuche ist, dar.

plastikgebunden gelist
14
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Abbildung 9: Einfluss der Prasentation auf die Wirkung von KXlIV. 454 auf die
Proliferation bei 3T3-L1-Zellen. 3T3-L1-Zellen (5x103) wurden in Ldcher der 96-Loch-
Platte in 100 pl Medium A ausgesat. 3 ug KXIVag1s4 bzw. GST wurden auf die
Plastikoberflache gebunden oder in Lésung zu den Zellen gegeben. Inkubation und
Statistik erfolgte wie in Abbildung 7 und 8 beschrieben. Dargestellt sind MW und SD aus
jeweils 6 Einzelkulturen. **p<0,01 bezieht sich auf beide Kontrollen.

In den Ansatzen ohne Kollagen bzw. mit Zusatz von GST lag die maximale Proliferation
unabhangig von der Prasentation jeweils um 11x10® cpm. In Lésung reduzierte das
Fragment KXIV,9.154 den [*H]-Thymidin-Einbau um 40% im Vergleich zu den Kontrollen bei
einer Irrtumswahrscheinlichkeit von p<0,01. Plastikgebundenes KXIV,4.154 hatte keinen
Effekt auf die DNS-Neusynthese. In allen weiteren Versuchen mit 3T3-L1-Zellen wurde

deshalb das KXIVyg9.154 ausschlielich in Lésung verwendet.
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3.1.3 Einfluss auf die Zellzahl

Die vorausgegangenen Versuche zeigten einen Rickgang der Proliferation in
Anwesenheit des Gesamtmolekils KXIV sowie des Fragments KXIVjg154. Zur
Beantwortung der Frage, ob zytotoxische Effekte des Kollagens dafiir verantwortlich sind,
wurde eine indirekte Zellzahlbestimmung mit Hilfe der enzymatischen Umsetzung von
MUH durchgefiihrt (Abbildung 10).
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Abbildung 10: Einfluss von KXIV auf Zellzahl von 3T3-L1-Zellen. Lécher der 96-Loch-
Platte enthielten 3 pg plastikgebundenes KXIV oder blieben unbehandelt. 3T3-L1-Zellen
(5x10%) wurden in 100 pl Medium A ausgesat. Ab Tag 2 nach erreichter Konfluenz wurden
ausgewahlte Kulturen mit einem Hormoncocktail aus Insulin, DEX und MIX behandelt. Am
Tag 9 wurde die MUH-Lésung zugegeben und die Platte fluorimetrisch gemessen.
Dargestellt sind MW und SD aus jeweils drei Einzelwerten.

Fir unbehandelte Zellen wurde nach 11tagiger Inkubation Fluoreszenzintensitaten um
30x10° FI ermittelt. Die als Positivkontrolle mitgefiinrten differenzierten Zellen unter
Zugabe des Hormoncocktails zeigten ebenfalls Werte in diesem Bereich. Genauso konnte
unter Zugabe von KXIV keine Abweichung zu den Kontrollen festgestellt werden. Daraus
liel® sich schlieen, dass der Riickgang der Proliferation nicht auf zytotoxische Effekte des
Kollagens zurtickzufiihren war. Es musste vielmehr von einem Verlassen des Zellzyklus

mit beginnender Differenzierung ausgegangen werden.
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314 Nachweis der Differenzierung liber die Fetttropfchenbildung

Die Fahigkeit der praadipozytaren 3T3-L1-Zellen auf einen Hormonstimulus hin
Triglyceride zu bilden und diese intrazytoplasmatisch als Fetttrépfchen einzulagern, wurde
als terminale Differenzierung betrachtet. Ein Hormoncocktail aus Insulin, DEX und MIX
wurde in dieser Arbeit als Positivkontrolle fir morphologische Veranderungen hin zu reifen
Adipozyten mitgeflhrt (Abbildung 11).

Fetttropfchen Zellkern

Abbildung 11: Differenzierte 3T3-L1-Zelle nach Hormonstimulation (Detailaufnahme).
3T3-L1-Zellen (5x10%) wurden in 100 uyl Medium A in Zellkultureinsatze einer 24-Loch-
Platte eingesetzt. Ab Tag 2 nach erlangter Konfluenz wurden die Kulturen mit einem
Hormoncocktail aus Insulin, DEX und MIX stimuliert. An Tag 9 wurden die Zellen mit Oil-
Red-O und Hamalaun gefarbt. Die Zelle wurde mit 60facher VergroRerung fotografiert.

Nach 7tagiger Inkubation mit dem Differenzierungscocktail verloren die Zellen ihre
Spindelform. Sie wurden rundlich und lagerten kranzférmig um den Zellkern herum rot

anfarbbare Triglyceride und Cholesterinester ein.

Im néachsten Schritt sollte untersucht werden, ob die Praadipozyten durch Kontakt mit
KXIV ebenfalls zur terminalen Differenzierung angeregt werden kénnen. Abbildung 12

zeigt die Ergebnisse aus einem von drei gleichartigen Versuchen.
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Abbildung 12: Wirkung von plastikgebundenem KXIV auf die Differenzierung von
3T3-L1-Zellen. Die Zellkultureinsatze einer 24-Loch-Platte enthielten 3 pg
plastikgebundenes KXIV oder blieben unbehandelt. In jeden Einsatz wurden 3T3-L1-
Zellen (5x10%) in 100 uyl Medium A eingesetzt. Hormonbehandlung und Auswertung
erfolgte wie in Abbildung 11 beschrieben. Dargestellt sind reprasentative Bilder von Tag 9
fur je 8 Fotos aus jeweils zwei Einzelkulturen bei 20facher Vergré3erung.

Unbehandelte Zellen zeigten keinerlei Veranderung ihrer Morphologie. Die Zellen bildeten
einen homogenen Rasen spindelférmiger Zellen ohne Einlagerung von Fetttrépfchen.
Hormonbehandelte Zellen wurden rundlich und lagerten intrazytoplasmatisch rot
anfarbbare Fetttropfchen ein. Sie differenzierten also zu Adipozyten.

Unter Zugabe des plastikgebundenen KXIV zeigten die 3T3-L1-Zellen nach Ablauf der
11 Tage ebenfalls eine Abrundung und Einlagerung von rot anfarbbaren
intrazytoplasmatisch lokalisierten Triglyceriden. Die Anzahl von Zellen mit eingelagerten
Fetttropfchen war jedoch deutlich geringer als bei der parallel mitgefihrten
Hormonstimulation. Es bildeten sich vielmehr Inseln von differenzierten Zellen neben

Flachen von morphologisch unveranderten Zellen.

Die nachfolgenden Versuche sollten zeigen, ob das Fragment KXIV,9154 €ebenfalls
Tryglicerideinlagerung induziert. Rekombinante GST wurde als Kontrollprotein mitgefihrt.

Abbildung 13 zeigt die Ergebnisse aus einem von drei gleichartigen Versuchen.
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irrelevantes GST

Abbildung 13: Wirkung von gelostem KXIV,o.154 auf die Differenzierung von 3T3-L1-
Zellen. 3T3-L1-Zellen (5x10°%) wurden in 100 yl Medium A in die Einsatze einer 24-Loch-
Zellkulturplatte eingesetzt. Zu ausgewahlten Kulturen wurde 3 ug KXIVag 154 bzw. GST
gelést zugegeben. Die Inkubation, Hormonbehandlung und Farbung erfolgte wie in
Abbildung 11 beschrieben. Dargestellt sind reprasentative Bilder bei 20facher
VergroRerung fur je 8 Fotos aus jeweils zwei Einzelkulturen.

In den Ansatzen mit irrelevanter GST war die Zellmorphologie unverandert. Der Zellrasen
blieb homogen und die Einzelzellen spindelférmig, ohne intrazellulare
Fetttropfcheneinlagerung. Sie entsprachen so der Kontrolle mit unbehandelten Zellen.
Hormonstimulierte 3T3-L1-Zellen zeigten die fur die Differenzierung typische Einlagerung
grolRer perinuklearer Fetttropfchen.

Zellen, die mit KXIV29.154 inkubiert wurden zeigten ebenfalls eine intrazytoplasmatische
Ablagerung von Fetttropfchen. Dabei entrundeten die Zellen und wurden gréRer. Die
Einlagerung der Triglyceride war homogen, allerdings deutlich feintropfiger als unter den

Bedingungen mit Hormonstimulation.

3.1.5 Nachweis der Differenzierung liber die Expression von GLUT4

Neben der Einlagerung von Fetttropfchen war auch die Expression des
Glukosetransporters GLUT4 ein Nachweis fur differenzierte Adipozyten. Deshalb sollte in
folgenden Versuchen uberprift werden, ob KXIV und sein Fragment diesen Prozess bei
der Zelllinie 3T3-L1 induzieren kann. Als Positivkontrolle wurde wiederum der
Hormoncocktail aus Insulin, DEX und MIX mitgefiihrt. Abbildung 14 zeigt die Ergebnisse

dieses Versuches.
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Abbildung 14: Wirkung von KXIV und seinem Fragment auf die Expression von
GLUT4 bei 3T3-L1-Zellen. Loécher einer 6-Loch-Platte enthielten 80 g
plastikgebundenes KXIV oder blieben unbehandelt. 3T3-L1-Zellen (1x10°) wurden in 2 ml
Medium A bzw. dem Hormoncokockail aus Insulin, DEX und MIX ausgesat. KXIVzg 154
(14 pg) wurde gelést zu den Zellen gegeben. Nach 5 Tagen wurde die zytosolische
Zellfraktion isoliert. Mit Hilfe eines GLUT4-spezifischen Western-blot wurde das GLUT4-
Protein dargestellt.

Bei unbehandelten 3T3-L1-Zellen konnte keine spezifische GLUT4-Bande nachgewiesen
werden. Die als Positivkontrolle mitgefihrten hormonbehandelten Zellen zeigten hingegen
nach Inkubation mit dem GLUT4-spezifischen Antikdrper eine deutliche Bande im Bereich
von 48 kDa, dem Molekulargewichtsbereich des Glukosetransporters. Somit konnten

diese Zellen als differenzierte Adipozyten betrachtet werden.

Zellen auf dem plastikgebundenen Gesamtmolekil KXIV zeigten allenfalls eine schwache
GLUT4-Bande, so dass nicht sicher von einer Differenzierung zu Adipozyten

ausgegangen werden konnte.

Gab man allerdings zu den 3T3-L1-Zellen das Gesamtmolekil KXIV oder das Fragment
KXIV29.154 SO zeigte sich im Molekulargewichtsbereich von 48 kDa eine deutliche Bande.

Somit konnte auch hier der GLUT4-Transporter nachgewiesen werden.

3.2 Proliferation von U937 mit KXIV, KXIV.154 und CD44-spezifischem

monoklonalen Antikérper
3.21 KXIV und Modifikation der Kulturbedingungen

Voruntersuchungen zeigten, dass die Bedingungen fir die optimale, synchrone
Proliferation von U937-Zellen nicht direkt aus den Erfahrungen mit adharenten,
fibroblastaren Zellen Gdbernommen werden konnten. Neben dem Entzug von
Wachstumsfaktoren wurde deshalb zusatzlich die Zellzahl und Inkubationsdauer variiert
bzw. Zellsynchronisation durch Kaltebehandlung erprobt. Die Abbildungen 15 und 16

zeigen die Ergebnisse eines von je zwei analog durchgefiuhrten Versuchen.

44



Zellen [x 10%]: 20 10 5

a0
1 unbehandelt

= (I k1
o 40 1
& By
=
= 30
)
=
L
£ 20 1
=
=
=
i
=10 ]
T

1}

Abbildung 15: Wirkung von plastikgebundenem KXIV unter Kurzzeitbedingungen auf
die Proliferation bei U937-Zellen. U937-Zellen wurden 2 Stunden bei 4°C in
Reduktionsmedium S mit Zusatz von 0,5% (v/v) FKS inkubiert, bevor sie in
unterschiedlicher Ausgangszellzahl in 100 yl Volumen in die Ldécher der 96-Loch-
Zellkulturplatte eingesetzt wurden. Diese enthielten 3 ug plastikgebundenes KXIV bzw. Ki
oder waren unbehandelt. Die Platte wurde fir 24 Stunden inkubiert. Wahrend der letzten
4 Stunden enthielt jede Kultur 0,5 uCi [*H]-Thymidin. Dargestellt sind MW und SD aus
jeweils drei Einzelkulturen. *p<0,05 bezieht sich auf beide Kontrollen.

Die Proliferation verringerte sich in den Ansatzen ohne Kollagen sowie mit KI mit
sinkender Zellzahl. Der maximale [*H]-Thymidin-Einbau lag bei einer Zellzahl von 20x10°
Zellen bei etwa 40x10° cpm und reduzierte sich in den Kulturen mit 5x10® Zellen um den
Faktor 3,9. Die unbehandelten Einzelkulturen unterschieden sich nicht signifikant von den

Ansatzen mit plastikgebundenem KiI.

Plastikgebundenes KXIV fihrte unter diesen Kurzzeitbedingungen zu einer Senkung der
Proliferationsrate um 45%. Lag die Ausgangszellzahl unter 10x10°® Zellen verschwand der

Effekt vor dem Hintergrund einer insgesamt niedrigen DNS-Neusynthese.
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Abbildung 16: Wirkung von plastikgebundenem KXIV unter Langzeitbedingungen auf
die Proliferation bei U937-Zellen. U937-Zellen (5x10°) wurden in 200
Reduktionsmedium S mit Zusatz von 2% (v/v) FKS in die Loécher der 96-Loch-
Zellkulturplatte, die 3 pg plastikgebundenes KXIV bzw. Kl enthielten oder unbehandelt
waren, eingesetzt. Die Inkubationsdauer betrug 5 Tage. In den letzten 18 Stunden enthielt
jede Kultur 0,5 pCi [*H]-Thymidin. Dargestellt sind MW und SD aus jeweils
6 Einzelkulturen. **p<0,01 bezieht sich auf beide Kontrollen.

Unter Langzeitbedingungen lag die maximale Proliferation der unbehandelten U937-
Zellen sowie der Kl-behandelten Zellen vergleichbar um 130x10°® cpm. Die Zugabe von
KXIV  reduzierte die Proliferation signifikant um etwa 35% bei einer
Irtumswahrscheinlichkeit von p<0,01 bezogen auf beide Kontrollen. Aufgrund dieser
deutlichen, reproduzierbaren Reduktion der DNA-Neusynthese bei einem gleichzeitig
insgesamt hohen Niveau des [*H]-Thymidin-Einbaus wurden fir alle weitere

Proliferationsversuche mit U937-Zellen die Langzeitbedingungen beibehalten.

3.2.2 Geldstes und plastikgebundenes Fragment KXIVyg 154

In den folgenden Versuchen wurde erprobt, ob die antiproliferativen Effekte von KXIV auf
U937-Zellen mit dem Fragment KXIVag.154 reproduziert werden kénnen. Das Fragment
wurde dabei sowohl plastikgebunden, als auch gelést zu den Zellen gegeben.
Abbildung 17 zeigt reprasentativ das Ergebnis aus einem von drei gleichartigen

Versuchen.
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Abbildung 17: Wirkung des Fragments KXIV,9.154 auf die Proliferation bei U937-Zellen.
U937-Zellen (5x10%) wurden in 200 uyl Reduktionsmedium S mit 2% (v/v) FKS in die
Loécher der 96-Loch-Zellkulturplatte ausgesat. 3 ug KX1Vog.154 bzw. GST wurden entweder
auf die Plastikoberflache gebunden oder gelést zu den Zellen gegeben. Inkubation und
Statistik erfolgte wie in Abbildung 16 beschrieben. Dargestellt sind MW und SD aus
jeweils 6 Einzelkulturen. ***p<0,001 bezieht sich auf beide Kontrollen.

Die maximale Proliferation von unbehandelten bzw. mit GST versetzten U937-Zellen lag
bei etwa 85x10° cpm. Bei Zusatz von geléstem KXIV,g.154 war der [*H]-Thymidin-Einbau
mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von p<0,001 um 70% signifikant reduziert. Wurde
KXIVq9.154 allerdings auf die Plastikoberflache gebunden, blieb die Proliferation
unbeeinflusst. Auch bei U937-Zellen wurde somit fur weitere Versuche die geloste

Zugabe des Peptides gewahlt.

3.23 CD44-spezifischer monoklonaler Antikérper des Klons A3D8

Im nachsten Abschnitt wurde die Frage naher beleuchtet, welche Effekte auf das
Proliferationsverhalten eine Aktivierung des CD44-Rezeptors mit sich bringt. Indirekt sollte
damit die Frage beantwortet werden, ob die beobachteten antiproliferativen Effekte von
KXIV und seinem Fragment CD44-vermittelt sind. Als Kontrolle des spezifisch am CD44-
Rezeptor bindenden Antikérpers wurden unspezifische nicht-bindende Immunglobuline

des gleichen Subtyps 1 (IgG1) mitgefiihrt.

Die Wirkung des CD44-spezifischen mAb auf das Proliferationsverhalten wurde unter
Langzeitbedingungen erprobt. Abbildung 18 zeigt die Ergebnisse stellvertretend flir drei

analog durchgefiihrte Versuche.
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Abbildung 18: Wirkung des CD44-spezifischen mAb (Klon A3D8) auf die Proliferation
bei U937-Zellen. U937-Zellen (5x103) wurden in 200 pl Reduktionsmedium S mit 2% (v/v)
FKS in die 96-Loch-Zellkulturplatte ausgesat. Zu ausgewahlten Kulturen wurden 5 ug
CD44-spezifischer mAb (Klon A3D8), 5 pg 1gG1 bzw. 3 pg KXIVy 154 geldst hinzu-
gegeben. Inkubation und Statistik erfolgte wie in Abbildung 16 beschrieben. Dargestellt
sind MW und SD aus jeweils 6 Einzelkulturen. ***p<0,001 bezieht sich auf unbehandelte
Zellen.

Die Kontroll-Ansatze ohne Zusatz und mit IgG1 lagen mit ihrer [*H]-Thymidin-Einbaurate
vergleichbar um 85x10® cpm. Die als Positivkontrolle mitgefihrten U937-Zellen mit
KXIVq9.154-Zusatz zeigten, wie bereits beschrieben, eine signifikante Reduktion der

Proliferation um etwa 70%. Die Irrtumswahrscheinlichkeit lag bei p<0,001.

Der CD44-spezifische mAb (Klon A3D8) hingegen hatte keinen Einfluss auf die
Proliferation von U937-Zellen im Vergleich zu unbehandelten Zellen und der IgG1-

Kontrolle.

3.24 Kombination von KXIVy454 und CD44-spezifischem monoklonalen
Antikorper des Klons A3D8

Das Fragment KXIV,.15, und der CD44-spezifische mAb (Klon A3D8) zeigten
unterschiedliche Effekte auf das DNS-Syntheseverhalten. Unter der Annahme, dass
sowohl KXIV als auch der CD44-spezifische mAb an CD44 binden, waren die bisher
gewonnenen Ergebnisse Anlass zu weiteren Uberlegungen und Versuchsreihen. Im
Folgenden wurden deshalb beide Substanzen in Kombination zu U937-Zellen gegeben,

um konkurrierende bzw. synergistische Effekte aufzudecken. Die Bedingungen der
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vorherigen Versuche wurden eingehalten. Abbildung 19 zeigt die Ergebnisse eines

Versuches, der reprasentativ fur zwei analog durchgefiihrte Versuche ist.
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Abbildung 19: Wirkung der Kombination aus KXIV,9.154 und CD44-spezifischem mAb
(Klon A3D8) auf die Proliferation bei U937-Zellen. Beschichtung, Inkubation und
Statistik erfolgte wie in Abbildung 18 beschrieben. Dargestellt sind MW und SD aus
jeweils 6 Einzelkulturen. **p<0,01 bezieht sich auf die Kontrolle mit KXIV2g_154. ***p=<0,001
(hier nicht dargestellt) wurde sowohl zwischen KXIV9 154 und den mitgeflihrten Kontrollen
als auch zwischen der Kombination aus KXIVyg9.154 und dem CD44-spezifischen mAb und
den mitgefiihrten Kontrollen ermittelt.

Unbehandelte Zellen lagen mit ihrer [*H]-Thymidin-Einbaurate in diesem Versuch bei etwa
63x10® cpm. U937-Zellen mit dem CD44-spezifischen mAb (Klon A3D8) zeigten im
Vergleich zu der unbehandelten Kontrolle keinen signifikanten Unterschied des [*H]-
Thymidin-Einbaus. Der Einfluss des KXIV-Fragmentes hingegen flhrte zu einer
signifikanten Reduktion der Proliferation um etwa 50%. Dabei lag die
Irrtumswahrscheinlichkeiten bei p<0,001 bezogen auf die unbehandelte Kontrolle sowie

auf die Ansatze mit CD44-spezifischem mAb.

Bei Kulturen mit KXIVy9. 154 und CD44-spezifischem mAb war die Proliferation um 70% im
Vergleich zu unbehandelten Zellen reduziert. Ebenso verhielt es sich im Vergleich zu den
Kulturen mit alleinigem Zusatz des CD44-spezifischen mAb. Die Irrtumswahrscheinlichkeit
lag bei p<0,001 bezogen auf diese beiden Kontrollen. Des Weiteren zeigte die

Kombination von KXIV-Fragment und CD44-spezifischem mAb eine signifikante
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Reduktion der DNS-Neusynthese im Vergleich zur Kontrolle mit KXIVy9.454. FUr beide
durchgefiihrten Versuche wurde ein signifikanter Unterschied der DNS-Synthese zur

KXI1V,9.154-Kontrolle ermittelt.

3.3 Zellzahl von U937 mit KXIV, KXV und CD44-spezifischem

monoklonalen Antikorper des Klons A3D8
3.31 KXIV und KX|V29_154

Im Folgenden wurde untersucht, ob die Reduktion der Proliferation von U937-Zellen unter
KXIV und KXIV2g9.154 mit verringerter Zellzahl in Kultur einhergeht. In Abbildung 20 sind die
Ergebnisse der Zellzdhlung abgebildet. Die Daten zeigen einen reprasentativen aus vier

gleichartigen Versuchen.
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Abbildung 20: Wirkung von KXIV und KXIV,4.154 auf Zahl von U937-Zellen in Kultur.
Locher der 24-Loch-Zellkulturplatte enthielten 3 g plastikgebundenes KXIV oder waren
unbehandelt. U937-Zellen (5x104) wurden in 2 ml Medium S eingesetzt. 3 ug KXIVa2g 154
bzw. GST wurden geldst zu den Zellen gegeben. Nach 6 Tagen Inkubation wurden
Zellzahl und Vitalitat mit Hilfe der Neubauerkammer bestimmt. Dargestellt sind MW und
SD aus je drei Einzelwerten. **p<0,01 bezieht sich auf die unbehandelte Kontrolle.

Bei unbehandelten U937-Zellen bzw. Zellen mit Zusatz von irrelevanter GST betrug die
Zellzahl etwa 125x10* Zellen pro Milliliter. Zellen auf plastikgebundenem KXIV zeigten
keine signifikante Abweichung der Zellzahl im Vergleich zu den Kontrollen. Bei Zusatz von

geléstem KXIVy9.454 zeigte sich die Zellzahl signifikant um etwa 30% im Vergleich zu den
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Kontrollen reduziert. Die Irrtumswahrscheinlichkeit betrug dabei p<0,01. Die Vitalitat war

bei allen Kulturen, also auch bei den Ansatzen mit KXIV-Fragment, >90%.

Zur Entscheidung, ob Apoptose an der Verringerung der Proliferation und der Zellzahl in
den Kulturen mit dem KXIV,9.154 beteiligt ist, wurde die Vitalitat mittels Vitalfarbung mit PI
durchflusszytometrisch beurteilt. Abbildung 21 zeigt  Originaldaten der
durchflusszytometrischen Analyse. Diese sind reprasentativ fir vier Versuche mit jeweils

drei Einzelwerten.
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Abbildung 21: Wirkung von KXIV,.5, auf Vitalitit von U937-Zellen. U937-Zellen
wurden wie in Abbildung 20 beschrieben inkubiert und mit KXIVy9.154-Fragment (schwarzer
Bereich) bzw. Isotypkontrolle (gestrichelte Linie) versehen. An Tag 6 wurden die Zellen
mit Pl inkubiert und durchflusszytometrisch ausgewertet. Dargestellt ist ein
reprasentatives Beispiel der Originaldaten von jeweils drei Einzelkulturen.

Im Vergleich zu der mitgefiihrten Isotypkontrolle lasst sich nach 6tagiger KXIVag 154-
Inkubation keine Veranderung erkennen. Beide Kulturen sind im unspezifischen Bereich
Pl-gefarbt und somit vital. Das bedeutet, dass weder Apoptose noch zytotoxische Effekte
durch das Fragment KXIVy4s5, vermittelt wurden. Die vorher beschriebene
Zellzahlreduktion unter dem Einfluss von KXIVy 154 muss somit aufgrund reduzierter

mitotischer Aktivitat erfolgt sein.

3.3.2 Zellzahl in Gegenwart von CD44-spezifischem monoklonalen Antikorper
des Klons A3D8

Parallel zur durchflusszytometrischen Bewertung der Vitalitdt wurde die Zellzahl unter
Zusatz von CD44-spezifischem mAb bestimmt. Die Ergebnisse der Zellzahlung werden in
Abbildung 22 dargestellt und sind reprasentativ fur vier gleichartig durchgefihrte

Versuche.
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Abbildung 22: Wirkung von CD44-spezifischem mAb (Klon A3D8) auf Zahl von U937-
Zellen in Kultur. U937-Zellen wurden wie in Abbildung 20 beschrieben inkubiert, mit
KXIV-Fragment versehen und ausgewertet. 5 ug CD44-spezifischer mAb (Klon A3D8)
bzw. irrelevantes 1IgG1 wurden geldst zu den Zellen gegeben. Dargestellt sind MW und
SD aus jeweils drei Einzelwerten. **p<0,01 bezieht sich auf die unbehandelte Kontrolle.

Fir unbehandelte Zellen wurde eine Zellzahl von etwa 125x10* Zellen pro Milliliter
ermittelt. Die als Positivkontrolle mitgefihrten U937-Zellen mit KXIVyg.154-Zusatz zeigten,
wie bereits beschrieben, eine Reduktion der Zellzahl um etwa 30%. Die

Irtumswahrscheinlichkeit lag bei p<0,01.

Sowohl fir die Inkubation mit irrelevantem IgG1 als auch mit CD44-spezifischen mAb
(Klon A3D8) ergab sich keine signifikante Abweichung der Zellzahl im Vergleich zur

unbehandelten Kontrolle.

3.3.3 Kombination von KXIVy.454 und CD44-spezifischem monoklonalen
Antikorper des Klons A3D8

Wie auch schon bei den Versuchen zur Proliferation sollen nun beide Substanzen in
Kombination zu U937-Zellen gegeben werden, um mogliche antagonistische oder
synergistische Effekte am CD44-Rezeptor zu untersuchen. Abbildung 23 zeigt die

Ergebnisse des einmalig durchgeflihrten Versuches.
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Abbildung 23: Wirkung der Kombination von KXIVag.154 und CD44-spezifischem mAb
(Klon A3D8) auf Zahl von U937-Zellen. Beschichtung, Inkubation, Auswertung und
Statistik erfolgten wie in Abbildung 20 und 22 beschrieben. Dargestellt sind MW und SD
von je drei Einzelwerten. *** p<0,001 bezieht sich auf die unbehandelte Kontrolle und
Kulturen mit Zusatz von CD44-spezifischem mAb (Klon A3D8).

Unbehandelte Zellen und Zellen nach Inkubation mit dem CD44-spezifischen mAb (Klon
A3D8) zeigten keine signifikanten Unterschiede bei der Zellzahl. Die Konzentration lag bei
etwa 123x10* Zellen pro Milliliter. Das Fragment KXIV,9.154 hingegen flihrte zu einer
signifikanten Reduktion der Zellzahl um etwa 30%. Die Irrtumswahrscheinlichkeit betrug

p<0,001 zur unbehandelten Kontrolle.

Die U937-Zellen, zu denen sowohl das KXIV,g.154 als auch der CD44-spezifische mAb
(Klon A3D8) gegeben wurde, zeigten eine signifikante Reduktion der Zellzahl um 30%.
Die Irrtumswahrscheinlichkeit wird mit p<0,001 angegeben und bezieht sich auf
unbehandelte Zellen sowie Zellen mit Zusatz des CD44-spezifischen mAb (Klon A3D8).
Im Vergleich zu Kulturen mit KXIVy9.154 gab es keinen Unterschied, anders als fur die
Proliferation (iber den [°*H]-Thymidin-Einbau gezeigt (siehe Abbildung 19). Die
Zellzahlreduktion muss folglich unter dem Einfluss von KXIVqg.154 erfolgt sein. Es konnten

dabei weder hemmende noch synergistische Effekte beobachtet werden.

34 Expression von Oberflaichenantigenen durch U937-Zellen
3.41 Aus der Standardkultur

Im Folgenden wurde der Differenzierungsprozess von U937-Zellen anhand der

Expression von Oberflachenantigenen untersucht. Um den Effekt auf die Progenitorzellen
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besser beurteilen zu kénnen, wurde die Zellpopulation am Tag 0 hinsichtlich ihrer
immunphanotypischen Eigenschaften durchflusszytometrisch charakterisiert. Tabelle 6
zeigt auf, welche Oberflachenantigene in der U937-Zellpopulation bereits exprimiert

werden.

Tabelle 6: Charakterisierung der Population unbehandelter U937-Zellen hinsichtlich
der Expression von Oberflachenantigenen U937-Zellen wurden mit den
entsprechenden direkt oder indirekt konjugierten spezifischen mAb inkubiert und mit PI
gegengefarbt. Die Bindung der Antikérper wurde durchflusszytometrisch bestimmt.
Bezogen auf den Oberflachenmarker wurden die Zellen dann als positiv gewertet, wenn
mindestens 98% aller Zellen von der entsprechenden Isotypkontrolle unterschieden
waren. Entsprach die MFI nach der Inkubation mit einem spezifischen Antikdrper der
Isotypkontrolle, wurde diese Probe als negativ gewertet.

Expression Antigen

positiv CD11a, CD11b, CD11c, CD13, CD18, CD33, CD44,
CD54, CD58, HLA-ABC

negativ CD1a, CD14, CD15, CD16, CD32, CD64, CD80, CD82,

CD83, CD86, CD127, CCR3, CCR5, CCR7, HLA-DR

Um die Bewertung der Versuche mdglichst frei von Stéreinflissen zu halten, wurde
parallel zu den Versuchsreihen das Verhalten von U937-Zellen und deren Rezeptordichte
im Verlauf einer Standardkultur in Zellkulturflaschen betrachtet. Uber einen Zeitraum von

vier Tagen wurden Zellzahl und Expressionshéhe von CD11a bestimmt (Abbildung 24).
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Abbildung 24: Zellkonzentrationsabhingige Anderung der Exressionsrate von
CD11a bei U937-Zellen. Bei einer U937-Kultur wurde an vier aufeinanderfolgenden
Tagen Zellkonzentration mit Hilfe der Neubauerkammer und Rezeptordichte von CD11a
durchflusszytometrisch gemessen. Dargestellt sind MW und SD aus je drei Einzelkulturen.

In der Standardkultur war die Rezeptordichte auf den U937-Zellen fir CD11a umgekehrt
proportional zur Zelldichte und Inkubationsdauer. Als Konsequenz dieser Beobachtung
wurden in den folgenden Versuchen nur Zellen miteinander verglichen, die unter gleichen

Inkubationsbedingungen standen.

3.4.2 Wirkung von Phorbolestern

Retinoide und Phorbolester wirken differenzierend auf U937-Zellen und deshalb wurde mit
PMA und ATRA gepriift, ob die in den Experimenten verwendeten U937-Zellen tatsachlich

die Kapazitat zur myeloischen Differenzierung hatten (Abbildung 25).
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Abbildung 25: Wirkung von ATRA und PMA auf Expression von CD14 und CD11b bei
U937-Zellen. U937-Zellen (5x10%) wurden in 2 ml Medium S in 24-Loch-Zellkulturplatten
eingesetzt und 0,3 ug ATRA bzw. 40 ng PMA wurde geldst zu den Zellen gegeben. Am
Tag 6 wurden die Oberflachenantigene durchflusszytometrisch bestimmt. Die gestrichelte
Linie kennzeichnet den Ansatz mit der Isotypkontrolle, der schwarze Bereich den mit dem
spezifischen Antikdrper. Dargestellt sind reprasentative Beispiele der Originaldaten von je
drei Einzelkulturen.

Nach Behandlung mit PMA zeigten sich die U937-Zellen morphologisch deutlich
verandert. Die sonst suspendierten U937-Zellen adhéarierten im mikroskopischen Bild an
die Zellkulturoberflache, wurden spindelférmig und bildeten pseudopodienartige Auslaufer
aus. Diese adharenten Zellen waren nur schwer aus ihrer Bindung zu l6sen um sie
durchflusszytometrisch zu untersuchen, jedoch wurde in der Zellkultur die Expression des

spezifischen Monozytenmarkers CD14 nachgewiesen.

Ansatze mit ATRA zeigten im Vergleich dazu keine morphologischen Veranderungen.
Jedoch erhohte sich die Expression des Oberflachenantigens CD11b, eines weiteren
Markers spater myeloischer Differenzierung. Die U937-Zellen waren also prinzipiell zur

monozytaren Differenzierung in der Lage.
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343 Wirkung von KXIV und KXIV3.154

Im Folgenden soll untersucht werden, inwieweit KXIV und sein Fragment Differenzierung
der myeloischen Zelllinie U937 induzieren kann. Dazu wird die Expression von

Oberflachenantigenen genauer betrachtet.

In der Versuchsreihe mit dem plastikgebundenen Gesamtmolekiil KXIV wurden 5x10*
U937-Zellen in einem Gesamtvolumen von 2 ml Medium S eingesetzt und 6 Tage
inkubiert.

Unbehandelte U937-Zellen anderten nach 6tagiger Inkubation ihre Morphologie nicht, d.h.
sie blieben suspendiert und exprimierten die in Tabelle 6 gezeigten Oberflachenantigene
analog der Ausgangskultur. Zellen auf plastikgebundenem KXIV blieben ebenfalls in
Suspension. Wie bei der unbehandelten Kontrolle konnte in drei weiteren durchgefiihrten
Versuchen kein Unterschied hinsichtlich der Expression von Oberflachenantigenen durch

das Gesamtmolekil KXIV ermittelt werden.

Als nachster Schritt wurde der Einfluss von geléstem KXIVa.g.454 auf die Differenzierung
von U937-Zellen untersucht. Abbildung 26 zeigt die Ergebnisse reprasentativ flr vier

analog durchgeflhrte Versuche.
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Abbildung 26: Wirkung von KXIVy9 45, auf Expression von Oberflachenantigenen von
U937-Zellen. U937-Zellen (5x10*) wurden in 2 ml Medium S in die Lécher der 24-Loch-
Zellkulturplatte eingesetzt. 3 ug KXIVag.454 bzw. GST wurden geldst hinzugegeben. Am
Tag 6 wurden die Oberflachenantigene durchflusszytometrisch bestimmt. Dargestellt sind
MW und SD aus jeweils drei Einzelwerten. ***p<0,001 bezieht sich auf beide Kontrollen.
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Unbehandelte Zellen und Zellen nach Inkubation mit GST zeigten bei der Expression von
Oberflachenantigenen vergleichbare Werte. Die immunphanotypischen Eigenschaften

entsprachen der in Tabelle 6 dargestellten Ursprungspopulation.

Bei Zellen mit Zusatz von geléstem KXIV,9.454 fiel eine signifikante Hochregulation der
bereits exprimierten Oberflachenantigene CD11a und CD18 um den Faktor 2,1 bzw. 1,9
auf. Die Irrtumswahrscheinlichkeit liegt bei p<0,001. Die basale Expressionshdéhe von
unbehandelten Zellen lag dabei bei einem Wert von 340 bzw. 370 MFI. Bei allen anderen
Oberflachenantigenen konnte keine Abweichung zu unbehandelten Zellen festgestellt
werden. U937-Zellen trugen also nach Behandlung mit KXIV,g.154 in héherer Dichte das
Heterodimer CD11a/CD18 (LFA-1) aus der Gruppe der Integrine.

3.4.4  Wirkung von CD44-spezifischem monoklonalen Antikérper des Klons A3D8

Im folgenden Abschnitt wird untersucht, ob die Bindung an den CD44-Rezeptor durch den
CD44-spezifischen mAb das Differenzierungsverhalten der monozytaren Progenitorzelle
U937 beeinflusst. Insbesondere soll auch hier untersucht werden, ob sich die
Expressionshohe der Oberflachenantigene andert. Abbildung 27 zeigt die Ergebnisse

reprasentativ fur vier gleichartig durchgefuihrte Versuche.
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Abbildung 27: Wirkung von CD44-spezifischen mAb (Klon A3D8) auf Expression von
Oberflaichenantigenen von U937-Zellen. In die Loécher der 24-Loch-Zellkulturplatte
wurden U937-Zellen (5x10%) in 2 ml Medium S eingesetzt. 5 ug des CD44-spezifischen
mAb (Klon A3D8) bzw. IgG1 wurden geldst hinzugegeben. Inkubation, Auswertung und
Statistik erfolgten wie in Abbildung 26 geschildert. Dargestellt sind MW und SD aus
jeweils drei Einzelwerten. ***p<0,001 bezieht sich auf beide Kontrollen.

Bei U937-Zellen, die mit irrelevantem Maus-IlgG1 inkubiert wurden, konnte kein
spezifischer Unterschied zu unbehandelten Zellen beobachtet werden. Bei beiden
Behandlungsarten exprimierten die Zellen die bereits in Tabelle 6 genannten
Oberflachenantigene in vergleichbarer Quantitat. Auch bei Zusatz des CD44-spezifischen
mAb (Klon A3D8) anderten viele der getesteten Oberflachenantigene (siehe Tabelle 6)

ihre Expressionshohe im Vergleich zu unbehandelten Zellen nicht.
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Jedoch konnte fur vier antigene Strukturen ein signifikanter Anstieg der Rezeptordichte
gemessen werden. Auffallig waren das Integrin CD11a/CD18, das Carbohydrat-Epitop
CD15 und der Chemokinrezeptor CCR?7.

Bei unbehandelten Zellen wurde fiir die Rezeptordichte von CD11a und CD18 wieder ein
Wert von etwa 340 bzw. 372 MFI ermittelt (siehe Abbildung 26). Nach Inkubation mit dem
CD44-spezifischen mAb war Expressionshdhe des Integrins jeweils um den Faktor 2
erhoht. CD15 und CCR7 waren in der Ausgangspopulation und nach Ablauf der 6tagigen
Inkubation bei unbehandelten Zellen gar nicht exprimiert. Durch die Zugabe des CD44-
spezifischen mAb (Klon A3D8) kam es zu einem starken Anstieg der Rezeptordichte auf
der Zelloberflache. Flir das CD15-Antigen wurde dabei ein Wert von etwa 847 MFI, fur
den Rezeptor CCR7 von 488 MFI ermittelt.

3.4.5 Vergleich: CD44-spezifische monoklonale Antikorper der Klone A3D8 und
IM7.8.1

Ein weiterer CD44-spezifischer mAb (Klon IM7.8.1) wurde hinsichtlich seiner Wirkung auf
U937-Zellen einmalig getestet. Es wurde dabei analog den oben beschriebenen
Versuchen verfahren. Der mAb des Klons A3D8 wurde als Positivkontrolle eines
aktivierenden Effektes am CD44-Rezeptor mitgefiihrt (Abbildung 28).
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Abbildung 28: Wirkung CD44-spezifischer mAbs (Klone A3D8 und IM7.8.1) auf
Expression von Oberflaichenantigenen von U937-Zellen im Vergleich. U937-Zellen
(5x10*) wurden in 2 ml Medium S in die Locher der 24-Loch-Zellkulturplatte eingesetzt.
Die CD44-spezifischen mAbs (Klone A3D8 bzw. IM7.8.1) wurden in unterschiedlichen
Konzentrationen geldst zugegeben. (A) In jedem Loch wurden je 5 ug mAb eingesetzt. (B)
Verdinnungsreihe der verschiedenen mAb in folgenden Konzentrationen: 1 — 5 ug, 2 —
500 ng, 3 - 50 ng, 4 — 5 ng. An Tag 6 erfolgte die durchflusszytometrische Auswertung.
Dargestellt sind Einzelwerte der erhaltenen MFI.

Unter Bedingungen maximaler Antikérperkonzentrationen (Abbildung 28A) exprimierten
unbehandelte Zellen CD11a in einem Bereich von 536 MFI. CD15 konnte hingegen nicht
nachgewiesen werden. Der mAb des Klons A3D8 steigerte die Expressionshdhe von
CD11a um den Faktor 2,5. Die Hochregulation der Rezeptordichte von CD15 erlangte
einen Wert von 1.512 MFI.

Beim mAb des Klons IM7.8.1 wurde in Bezug zu unbehandelten Zellen eine Erhéhung der

CD11a-Dichte um den Faktor 1,7 und eine Hochregulation der CD15-Expression auf
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einen Wert von 321 MFI gemessen. In Bezug auf den Klon A3D8 entsprach das etwa

20% der Expression.

Stellte man nun die mAb beider Klone im direkten Vergleich gegenuber, fallt auf, dass sie
sich fir beide Oberflachenantigene synchron verhalten. Sie bewirken eine Hochregulation
von CD11a und CD15. Was die Auspragung dieser Steigerung jedoch angeht, zeigte sich
der mAb des zweiten Klons IM7.8.1, insbesondere in Bezug auf CD15, weit weniger
potent als der Klon A3D8.

Die Effekte beider Antikérper auf CD11a und CD15 waren konzentrationsabhangig
(Abbildung 28B). Beim mAb des Klons IM7.8.1 konnte bereits bei 500 ng mAb kein
Unterschied zu unbehandelten Zellen festgestellt werden. Fir einen vergleichbaren Effekt
auf U937-Zellen konnte der mAb des Klons A3D8 etwa 1:100 verdinnt werden. Auffallig

war, dass CD11a und CD15 simultan herrunterreguliert wurden.

3.4.6 Vergleich: KXIVy.154 und CD44-spezifischer monoklonaler Antikorper des
Klons A3D8

Im Folgenden sollen die Einflisse von KXIVyg.154 und dem CD44-spezifischen mAb auf die
Expression von Oberflachenantigenen einander gegenubergestellt werden. Abbildung 29

zeigt Originaldaten aus einem von vier gleichartig durchgeflihrten Versuchen.
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Abbildung 29: Wirkung von KXIV9.154 und CD44-spezifischer mAb (Klon A3D8) auf
die Expression von Oberflachenantigenen von U937-Zellen im Vergleich. Inkubation
und Auswertung erfolgten wie in Abbildung 26 und 27 beschrieben. Die gestrichelte Linie
kennzeichnet den Ansatz mit der Isotypkontrolle, der schwarze Bereich den mit dem
spezifischen Antikorper. Dargestellt sind reprasentative Beispiele der Originaldaten von je
drei Einzelkulturen.
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Sowohl das Fragment KXIVyg.154 als auch der CD44-spezifischen mAb (Klon A3D8)
regulierten die Expression des Integrins CD11a/CD18 im Vergleich zu unbehandelten
Zellen (siehe auch Abbildung 26 und 27) um den Faktor 2 hoch. Somit zeigten beide
Molekile in Bezug auf das Integrin eine Steigerung der Expressionshohe auf

vergleichbarem Niveau.

Wahrend KXIVy9454 keinen Einfluss auf das Carbohydrat-Epitop CD15 und den
Chemokinrezepter CCR7 zeigte, flhrte der CD44-spezifische mAb zu einem fulminanten
Anstieg der Rezeptordichte dieser beiden Oberflachenantigene. Die Zelllinie U937 wurde
also durch mAb-vermittelte Aktivierung des CD44-Rezeptors mit zwei weiteren

Eigenschaften immunkompetenter Zellen ausgestattet.

3.4.7 Kombination: KXIV,.154 und CD44-spezifischer monoklonaler Antikorper
des Klons A3D8

Wie der Vergleich der Effekte von KXIVag.454 mit dem spezifischen CD44-spezifischen
mAb zeigte, konnten sowohl Parallelen als auch Unterschiede nachgewiesen werden.
Durch die gegenlaufigen Effekte auf den CD15 Rezeptor erschien interessant, welche
Auswirkungen die Kombination des KXIV-Fragmentes, als potentieller CD44-Ligand, mit
dem CD44-spezifischen mAb hinsichtlich der Expression des Oberflachenantigens CD15
mit sich bringt. Insbesondere antagonistische oder synergistische Effekte sollten
untersucht werden. Abbildung 30 zeigt die Ergebnisse des einmalig durchgefliihrten

Versuches.
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Abbildung 30: Wirkung der Kombination aus KXIV,9.154 und CD44-spezifischer mAb
(Klon A3D8) auf die Expression von CD15 bei U937-Zellen. U937-Zellen (5x10%)
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wurden in 2 ml Medium S in die Lécher der 24-Loch-Zellkulturplatte eingesetzt. 3 pg
KXIV29.154 bzw. 5 pg CD44-spezifischen mAb (Klon A3D8) wurden einzeln oder in
Kombination geldst hinzugegeben. Inkubation, Auswertung und Statistik erfolgte wie in
Abbildung 26 beschrieben. Dargestellt sind MW und SD aus jeweils drei Einzelwerten.
* p<0,05 bezieht sich auf die Kontrolle mit isoliert zugesetztem CD44-spezifischem mAb.

Auf unbehandelten Zellen und Zellen nach Inkubation mit dem Fragment KXIV2xg.154 war
das Oberflachenantigen CD15 nicht nachweisbar. Die U937-Zellen nach Inkubation mit
dem CD44-spezifischen mAb (Klon A3D8) hingegen exprimierten das Carbohydratepitop
auf ihrer Oberflache. Der Wert lag dabei um 1541 MFI. In Kulturen, in denen das
Fragment KXIV,g.154 mit dem CD44-spezifischen mAb (Klon A3D8) kombiniert wurde, kam
es ebenfalls zu einer deutlichen Expression von CD15. Im Vergleich zur isolierten Zugabe
des CD44-spezifischem mAb wurde sogar eine signifikante Zunahme der Rezeptordichte
um 15% ermittelt. Die Irrtumswahrscheinlichkeit betrug p<0,05. Somit konnte durch die
Kombination beider Molekile ein synergistischer Effekt auf die Expression des CD15

Antigens nachgewiesen werden.
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4 Diskussion

In dieser Arbeit wurde der Einfluss von KXIV auf die Proliferation und Differenzierung
mesenchymaler und myeloischer Zelllinien untersucht. Dabei wurde sowohl die Wirkung
des Gesamtmolekiils als auch die des aminoterminalen Fragmentes KXIV,9.154, das eine
Adhasionsdomane fir Proteoglykane und Zellen enthalt, betrachtet (Ehnis, Dieterich et al.
1997; Ehnis, Dieterich et al. 1998).

Um potentielle Induktoren zellularer Quieszenz und Differenzierung zu identifizieren, war
es sinnvoll Proliferations- und Differenzierungsmarker zu bestimmen. Zellen verlassen
den Zellzyklus, werden quieszent, wenn sie das unspezialisierte Stadium verlassen und
durch terminale Differenzierung spezialisierte Formen und Funktionen Ubernehmen.
Dieser Mechanismus ist ein physiologischer Vorgang, der wichtig fir embryonale
Entwicklung, Aufrechterhaltung von Gewebestrukturen und Tumorsuppression ist
(Coffman and Studzinski 1999; Blagosklonny 2003; Loercher, Tank et al. 2005).

Des Weiteren wurde die KXIV-induzierte Signaltransduktion mit ihren Endpunkten
Proliferation und Differenzierung insbesondere auch Rezeptor-orientiert untersucht. CD44
wurde als potentieller Rezeptor von KXIV bestatigt (Ehnis, Dieterich et al. 1996), weshalb
in dieser Arbeit die Veranderungen innerhalb einer Zellpopulation nach Inkubation mit
KXIV und seines Fragmentes KXIVqg.154 im Vergleich zu den CD44-aktivierenden mAbs
der Klone A3D8 und IM7.8.1 untersucht wurde (Zheng, Katoh et al. 1995; Gadhoum,
Delaunay et al. 2004).

Far den hier ausgewahlten mAb des Klons A3D8 konnte bereits gezeigt werden, dass via
CD44-vermittelter Aktivierung bei malignen Zellpopulationen, wie Leukamiezellen von
Patienten mit akuter myeloischer Leukamie, neben anderen Prozessen terminale
Differenzierung mit Ausreifung von funktionsfahigen myeloischen Zellen, insbesondere
Monozyten, induziert werden kann. Bei etablierten myeloischen Leukamiezelllinien
wurden dartber hinaus antiproliferative und auch proapoptotische Effekte nachgewiesen
(Charrad, Li et al. 1999; Charrad, Gadhoum et al. 2002).

Den theoretischen Ausgangspunkt dieser Arbeit bildeten Beobachtungen, nach denen
KXIV nur in hochdifferenziertem Gewebe gebildet wird und in vitro Quieszenz bei
mesenchymalen Zellen wie Hautfibroblasten, hepatischen Sternzellen und Fibroblasten
der Maus induziert (Ricard-Blum, Dublet et al. 2000; Ruhl, Wagner et al. 2000; Rdahl,
Erben et al. 2005). Darauf aufbauend konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass das
Gesamtmolekil KXIV sowohl bei den praadipozytaren 3T3-L1-Zellen aus der Maus als
auch bei den humanen malignen myeloischen U937-Zellen die DNS-Synthese in vitro
signifikant um 30-45% reduziert (siehe Abbildungen 7, 8, 15 und 16). Der im
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Kulturmedium enthaltene Serumgehalt lag bei 10% (v/v) fiur 3T3-L1 bzw. 2% (v/v) fur
U937-Zellen. Bei Inkubation mit dem Fragment KXIVy945, betrug die Reduktion der
Proliferation in vitro bei vergleichbaren Kulturbedingungen 40-70% (siehe Abbildungen 9
und 17). Insbesondere bei U937-Zellen ubertraf die Adhasionsdomane dabei den
antiproliferativen Effekt des Gesamtmolekils. Zudem konnte eine Reduktion der
mitotischen Aktivitat der U937-Zellpopulation nachgewiesen werden. Diese Wirkung des
Fragmentes war robust, da die Zellzahl auch bei einem Serumgehalt von 10% (v/v), der
optimale Wachstumsbedingungen flr die Zellen aus der Kultur sicher stellt, nach Zugabe
des Fragmentes KXIV,q.154 signifikant um 30% reduziert war (siehe Abbildung 20). Der
mikroskopische, enzymatische und durchflusszytometrische Nachweis vitaler Zellen
(siehe Abbildungen 10 und 21) beider Zelllinien zeigte, dass die Vitalitat der Zellen und
die Apoptoserate nicht beeinflusst wurden. Apoptotische und nekrotische Prozesse
kénnen als wesentliche Ursache flr den antiproliferativen Effekt von KXIV und seines
aminoterminalen Fragments ausgeschlossen werden. Vielmehr muss ein Zellzyklusarrest

am G1-Restriktionspunkt angenommen werden.

Die murine praadipozytare Zelllinie 3T3-L1 gilt als etabliertes Modell fur die Adipogenese
und damit fur Zellen mesenchymalen Ursprungs. Die Bildung von intrazellularen
Fetttropfchen (siehe Abbildung 11) und die Hochregulation von GLUT4 sind Indikatoren
fir eine terminale Differenzierung hin zu Adipozyten. Eine Kombination der Hormone
Insulin, DEX und MIX initiiert eine Signaltransduktionskaskade und Fetttropfchen werden
gebildet (Ntambi and Young-Cheul 2000; Furuyashiki, Nagayasu et al. 2004). In dieser
Arbeit konnte gezeigt werden, dass sowohl das Gesamtmolekul KXIV als auch das
Fragment KXIVy9 154 bei 3T3-L1-Zellen in ahnlichem MalRe wie der Hormoncocktail auf die
Bildung von intrazellularen Fetttropfchen (siehe Abbildungen 12 und 13) und die
Hochregulation von GLUT4 (siehe Abbildung 14) wirkt. Obwohl die Intensitat unter dem
Niveau der Hormonkontrolle liegt, initiert das Matrixmolekil KXIV bzw. das Fragment
KXIVy9.154 alleine Mechanismen, die letztlich zur Differenzierung der Zellen fihrt. Als
mdgliche Ursachen fir Unterschiede zur Hormonstimulierung kommen Proteinverluste
wahrend der Beschichtung des Kollagens auf die Zellkulturplatte bzw. zu niedrige
Konzentrationen von KXIV und seinem Fragment aber auch eine unzureichende
Stimulierung von Signaltransduktionswegen in Frage. Durch den Hormoncocktail werden
sowohl der Insulinrezeptor IGF-1, der Glukokortikoidrezeptor als auch die Signalkette der
cAMP-abhangigen Proteinkinase aktiviert. Via C/EBPB und C/EBPd werden die
Transkriptionsfaktoren PPARy und C/EBPa hochreguliert, die letztendlich die terminale
Differenzierung durch Induktion von Adipozyten-spezifischen Proteinen und Enzymen

einleiten (Ntambi and Young-Cheul 2000). Fir CD44 hingegen ist — zum Beispiel nach
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Bindung von HA — bekannt, dass eine Dephosphorylierung des am zytoplasmatischen
Ende gebundenen Protein Merlin eine Hemmung der Signaltransduktionskaskade via Ras
initiiert, welche zu einer Reduktion der Proliferation fihren kann und somit erste
Voraussetzungen fur die Induktion von Differenzierung liefert. D.h. die durch die Hormone
angesteuerten Signaltransduktionswege sind nicht identisch mit denen, die durch CD44
reguliert werden (Ponta, Sherman et al. 2003). Eine Hochregulation von PPARy und
C/EBPa mittels KXIV und seinem Fragment muss somit auf indirektem Wege erfolgt sein,
da eine terminale Differenzierung sonst nicht moglich ware. Fir das Gesamtmolekil KXIV
kann ein Zusammenhang zwischen der inselhaften Ansammlung von differenzierten
Zellen und der Kollagenverteilung auf der Zellkulturplatte vermutet werden. Insbesondere,
da bei Inkubation mit dem rekombinanten Fragment sich ein homogener Zellrasen mit
feintropfiger Fetttrépfcheneinlagerung zeigte. Weitere Versuche unserer Arbeitsgruppe
konnten zeigen, dass infolgedessen die Insulinsensitivitdt der mit KXIV-behandelten
Zellen ansteigt. Es konnte ein verstarkter Insulin-abhangiger Glukosetransport

nachgewiesen werden (Ruhl, Erben et al. 2005).

Als Vertreter fir Zellen myeloischen Ursprungs, die CD44 exprimieren, wurde die in
Suspension  wachsende  humane  maligne  myeloische  U937-Zelllinie  in
Differenzierungsexperimenten untersucht. Als Indikator wurde die Expression von
Oberflachenantigenen  herangezogen. Dabei gelten CD14 als spezifischer
Monozytenmarker sowie CD11b, CD64 und CD16 als spate Differenzierungsmarker der
myeloischen Zellreihe (Clarke and Gordon 1998; Landmann, Muller et al. 2000). Die
mitgeflhrten Positivkontrollen, insbesondere der Phorbolester PMA, aber auch das
Retinoid ATRA zeigten, dass die verwendete U937-Zellpopulation grundsatzlich final
differenzieren konnte. Spate Differenzierungsmarker wie CD14 und CD11b werden nach
Behandlung de-novo exprimiert (siehe Abbildung 25). Unter dem Einfluss von PMA kam
es sogar zur fir reife Monozyten typischen Adhasion der sonst suspendierten
Zellpopulation mit Ausbildung von Pseudopodien. Die relativ niedrige MFI von CD14 nach
PMA-Stimulierung kann dadurch erklart werden, dass der Grofdteil der differenzierten
Zellen der durchflusszytometrischen Analyse nicht zugangig war, da die Zellen am Plastik

der Zellkulturplatte adharierten.

Obwohl antiproliferative Wirkung und Reduktion der mitotischen Teilungsrate darauf
hinwiesen, dass U937-Zellen nach Inkubation mit KXIV den Zellzyklus verlassen, konnte
durch das Gesamtmolekil KXIV keine terminale Differenzierung hin zu reifen Monozyten
eingeleitet werden. Sowohl die spaten Differenzierungsmarker als auch alle weiteren
Oberflachenantigene (siehe Tabelle 6) blieben in ihrer Expression unbeeinflusst.

Allerdings konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass das Fragment KXIVqg. 454 die Hohe
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der Expression einzelner Oberflachenantigene verandert. Die Expressionshdohe des
Heterodimeres CD11a/CD18 aus der Gruppe der Integrine (Synonyme: alL/B,-Integrin,
Leukozyten-Funktions-Antigen = LFA-1) wurde hochsignifikant um den Faktor 2 erhoht
(siehe Abbildungen 26 und 29). Hauptbindungspartner von Integrinen sind insbesondere
interzelluldare Adhasionsmolekile (ICAM). Da ICAM-1 (Synonym: CD54) auf den U937
exprimiert wird, jedoch kein Bindungsverhalten in Form von Zellklusterbildung beobachtet
werden kann, ist davon auszugehen, dass das Integrin rein quantitativ hochreguliert wird,
ohne Veranderung von Affinitdt und Aviditat. Trotzdem gilt die Hochregulation des
Integrins CD11a/CD18 als Aktivierung der Zellen, durch den sie auf weitere Stimuli,
insbesondere von Chemokinen vorbereitet werden, die dann eine Anderung der Affinitat
und Aviditat der Integrine induzieren (Harris, McIntyre et al. 2000; Imhof and Aurrand-
Lions 2004).

Diese differenziellen Effekte von Gesamtmolekil KXIV und aktiver Domane KXIVag.154
hinsichtlich der Integrinexpression passen zu der Beobachtung, dass haufig proteolytisch
freigesetzte Fragmente von EZM-Molekilen physiologische und/oder pathologische
Bioaktivitdten besitzen, die die Gesamtmolekile nicht haben, aus denen sie
hervorgegangen sind (Schuppan, Rihl et al. 2001; Mott and Werb 2004). Moglicherweise
spielt dabei auch eine Rolle, dass das KXIV-Gesamtmolekiil aus mehreren Domanen
besteht, die teilweise antagonistische Funktionen haben (Ruhl, Erben et al. 2005).
Auflerdem wurde das Gesamtmolekul KXIV aus humanem Plazentagewebe isoliert. Im
Gegensatz zu den rekombinant hergestellten Fragmenten unterlag es somit
posttranslationalen  Glykosilierungs- und  Hydroxylierungsprozessen, die das
Bindungsverhalten beeinflussen kénnen. Genauso ist denkbar, dass in vivo, wie fur das
KXIV aus dem Huhn bereits nachgewiesen, alternative Splei3produkte der NC3-Domane
gebildet wurden, die das Zellbindungsverhalten beeinflussen (Ricard-Blum, Dublet et al.
2000; Imhof and Trueb 2001). Fur Untersuchungen an den Suspensionszellen U937 ist
madglicherweise auch die zweidimensionale Beschichtung des Kollagens suboptimal. Dies
passt zu der Beobachtung, dass das rekombinante Fragment bei beiden Zelllinien vor
allem in flissiger Form Einfluss nimmt. Ein ineffektiver Beschichtungsvorgang kann durch
Versuchsreihen unserer Arbeitsgruppe, in denen immobilisiertes KXIV-Fragment deutliche
antiproliferative Effekte auf Fibroblasten zeigte, ausgeschlossen werden (Rihl, Erben et
al. 2005). Allerdings kann ein Verlust an Protein durch die Beschichtung der
Zellkulturplatten nicht ausgeschlossen werden. Moéglicherweise, in der vorliegenden Arbeit
jedoch nicht untersucht, erhéhen sich die Effekte des KXIV Gesamtmolekils nach
Mehrfachbeschichtung oder Erhdhung der initialen Konzentration. Trotz allem verweist

das Ergebnis wohl auch darauf wie wichtig dreidimensionale raumliche Strukturen bzw.
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mehrdimensionaler Kontakt flir bestimmte Zellen, insbesondere flir antiproliferative und
Differenzierungs-induzierende Effekte ist. Unterstitzt wird diese Annahme durch in-vitro
Untersuchungen an humanen Hautfibroblasten. Zweidimensionale Kulturbedingungen
fuhrten zu Stress, angezeigt durch Verlust der zellularen KXIV-Expression. Durch
Uberfiihrung in ein dreidimensionales Kultursystem wurde der Stressfaktor reduziert und
dieser Effekt aufgehoben (Brown, Mann et al. 1993; Berthod, Germain et al. 1997).

Parallel wurden im Rahmen der hier vorliegenden Arbeit Versuche zu Proliferation und
Differenzierung an U937-Zellen durch Rezeptoraktivierung mittels CD44-aktivierender
mAbs (Klone A3D8 und IM7.8.1) durchgefiihrt. Im Gegensatz zu KXIV zeigten die
CD44-spezifischen mAbs keinen Einfluss auf die Proliferationsrate bzw. mitotische
Aktivitat der malignen myeloischen Zelllinie U937 (siehe Abbildungen 18 und 22). Bei der
durchflusszytometrischen Analyse der Oberflachenstrukturen hingegen konnten
Veranderungen des Expressionsmusters nach Inkubation mit den mAbs nachgewiesen
werden. Das Heterodimer CD11a/CD18 wurde analog zum KXIV-Fragment um den
Faktor 2 hochreguliert. Darliber hinaus kam es zur de-novo Expression der
Oberflachenmolekille CD15 und CCR?7 (siehe Abbildungen 27 und 29). Die verwendeten
mAbs der Klone A3D8 und IM7.8.1 zeigen dabei gleiche Effekte auf die Zelllinie U937,
wobei der mAb des Klon IM7.8.1 weit weniger potent war als der von Klon A3D8. Bei
CD15 beispielsweise lag die Expression um 80% niedriger (siehe Abbildung 28). Diese
Beobachtung lasst sich mdglicherweise dadurch erklaren, dass Klon IM7.8.1 zwar eine
Kreuzreaktion mit humanem CD44 aufweist, jedoch urspriinglich gegen CD44 von der
Maus gerichtet war und somit Klon A3D8 eine hdhere Affinitat besitzt. Auch eine Bindung
an unterschiedliche Epitope und damit Aktivierung unterschiedlicher Signalkaskaden ist
anzunehmen, da man davon ausgeht, dass Klon A3D8 an ein Epitop innerhalb der
Bindungsstelle von HA bindet, wohingegen Klon IM7.8.1 mit einem Epitop auf3erhalb der
HA-Bindungsstelle assoziiert wird (Zheng, Katoh et al. 1995; Gadhoum, Delaunay et al.
2004).

Trotz der de-novo Synthese des Carbohydratepitos CD15 und des Chemokinrezeptors
CCR7 kann auch unter CD44-spezifischer mAb-Inkubation nicht von terminaler
Differenzierung hin zu reifen Leukozyten ausgegangen werden. Die spaten
Differenzierungsmarker wie CD14, CD11b, CD16 und CD64 wurden weiterhin nicht
exprimiert und die Proliferationsrate der U937-Zellen blieb konstant hoch. Das Stadium
der postmitotischen Quieszenz einer terminal differenzierten Zelle wurde
dementsprechend nicht induziert. Somit entsprechen die behandelten Zellen weiterhin

Vorlauferzellen der myeloischen Zellreihe (Coffman and Studzinski 1999).
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Basierend auf der Beobachtung, dass im Vergleich der Effekte des KXIV-Fragments mit
denen der CD44-spezifischen mAbs sowohl Unterschiede als auch Analogien beobachtet
werden konnten, wurden in dieser Arbeit weitere Versuche durchgefiihrt, die eine
Abhangigkeit von der Konzentration als Ursache fir die unterschiedlichen Effekte
ausschloss. Bei der Variation der Konzentration des CD44-spezifischen mAb konnte
gezeigt werden, dass die Expression der Oberflacheneigenschaft CD15 sich analog zur
Expression des Oberflachenantigens CD11a verhalt. Beide Strukturen wurden entweder
parallel signifikant hochreguliert oder blieben unbeeinflusst (siehe Abbildung 28). In
weiteren Versuchsreihen wurden KXIVog 154 und der CD44-spezifische mAb Klon A3D8
kombiniert zu den Zellen gegeben und diese hinsichtlich Proliferation und Expression von
Oberflachenantigenen untersucht. Dabei reduzierte sich die Proliferationsrate durch die
Kombination signifikant um weitere 20% im Vergleich zur bereits bestehenden Reduktion
durch KXlVag454 (siehe Abbildung 19). Des Weiteren konnte, bezogen auf die
Expressionshohe von CD15, eine signifikante Zunahme der Rezeptordichte um 15% im
Vergleich zu der bereits beschriebenen de-novo Synthese nach Behandlung mit dem
CD44-spezifischen mAb ermittelt werden (siehe Abbildung 30). Beide Substanzen einzeln
wirkten unterschiedlich auf Proliferation und Expression von Oberflachenantigenen. Die
Kombination hob jedoch die Effekte des anderen nicht auf, sondern es wurde die Wirkung
der jeweiligen Substanz verstarkt. Man kann von einer synergistischen Koaktivierung
sprechen. Ob dieser Mechanismus auf intrazellulare oder extrazellulare Mechanismen

zuruckzufuhren ist bedarf weiterer Untersuchungen.

Ein mdglicher Erklarungsansatz fur den synergistischen Effekt ist eine durch den CD44-
spezifischen mAb vermittelte Anderung der Affinitdt des Rezeptors zu seinen Liganden.
Dabei werden insbesondere Konformationsanderungen des Rezeptors und laterale
Mobilitdt von CD44 mit der Fahigkeit zur Aggregation, insbesondere Dimerisierung,
diskutiert (Legras, Levesque et al. 1997; Johnson, Maiti et al. 2000). In anderen Studien
konnte bereits nachgewiesen werden, dass der Antikdrper des Klon A3D8 den CD44-
Rezeptor durch cross-linking oligomerisieren kann, und das insbesondere diese
Eigenschaft Einfluss auf das Zellverhalten, insbesondere differenzierende Effekte, nimmt
(Charrad, Li et al. 1999; Charrad, Gadhoum et al. 2002).

Der im Rahmen der vorliegenden Arbeit gezeigte synergistische Effekt weist darauf hin,
dass KXlVag454 und der CD44-spezifische mAb Klon A3D8 nicht um dieselbe
Bindungsstelle am CD44-Rezeptor konkurrieren. Vielmehr kann von zwei
unterschiedlichen Bindungsregionen ausgegangen werden. Andere Studien mit mAbs
zeigten, dass unterschiedliche Epitope des CD44-Rezeptors unterschiedliche

Aktivierungskaskaden initiieren und diese insbesondere bei Prozessen wie Proliferation,
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Apoptose und Differenzierung unterschiedliche Effekte hervorrufen (Zheng, Katoh et al.
1995; Charrad, Li et al. 1999; Charrad, Gadhoum et al. 2002). Des Weiteren besteht die
Maoglichkeit, dass beide Verbindungen an unterschiedliche Subtypen des CD44-Rezeptors
binden. Wie bereits in Kapitel 1.2 beschrieben wird durch alternative SpleilRvorgange und
posttranslationale Modifikation das Spektrum der Bindungspartner fir CD44 erweitert und
zusatzliche Signaltransduktionswege rekrutiert (Ponta, Sherman et al. 2003). Da fur KXIV
als Bindungspartner speziell eine Chondroitin/Dermatansulfat-Variante nachgewiesen
wurde (Ehnis, Dieterich et al. 1996), scheint dieser Erklarungsansatz fir die
unterschiedlichen und doch synergistischen Effekte von KXIV und der CD44-spezifischen
mAbs durchaus relevant. Trotzdem kann in den hier gezeigten Versuchsreihen auch nicht
ausgeschlossen werden, dass KXIV nicht bzw. nicht ausschlieRlich an CD44 bindet oder
die Rezeptorvariante, die die Bindung des KXIV vermittelt, durch die U937-Zellen nicht
exprimiert werden. Ein Heparansulfat-Proteoglykan wird ebenfalls als Rezeptor diskutiert
und muss als Korezeptor in Betracht gezogen werden (Klein, Kibler et al. 1998; Imhof and
Trueb 2001).

Die Versuchsreihen dieser Arbeit zeigen, dass sowohl das KXIV-Fragment als auch
CD44-spezifische mAbs insbesondere Oberflachenantigene beeinflussen, die bei
Prozessen wie Adhasion, Extravasation, Migration und Chemotaxis eine wichtige Rolle
spielen. Integrine wie das alLp2-Integrin d.h. CD11a/CD18 werden vor allem auf
Leukozyten gebildet und vermitteln Interaktionen zwischen Zellen sowie zwischen Zellen
und der EZM. Das Carbohydratepitop CD15 ist insbesondere beim Rolling, der ersten
Phase der Migration, von Bedeutung, wahrend der Chemokinrezeptor CCR7 durch
Aktivierung von Leukozyten die Affinitdt und Aviditdt von Integrinen erhoht und feste
Adhasion und gerichtete Migration im Sinne von Chemotaxis vermittelt. Insbesondere bei
einer akuten Entzindungsreaktion sind alle genannten Oberflachenantigene von
Bedeutung. Die im entziindeten Gewebe ausgeschitteten Zytokine induzieren eine
Aktivierung von Endothel und Leukozyten, indem sie Integrine, Selektine,
Carbohydratepitope wie CD15 und Chemokinrezeptoren hochregulieren und deren
Affinitat steigern. Als Folge wandern Immunzellen aus dem Blut ins Gewebe ein und die
Abwehrreaktion beginnt. (Murdoch and Finn 2000; Walzog and Gaehtgens 2000; Imhof
and Aurrand-Lions 2004). Die direkte Beteiligung von HA, einem Molekil der EZM, und
dessen Rezeptor CD44 an diesem Entziindungsvorgang ist bekannt. Dabei wird eine
Beteiligung von CD44 an Vorgangen wie Extravasation, Migration, Induktion von
proinfammatorischen Genprodukten, Matrixreorganisation und Phagozytose apoptotischer

Zellen proklamiert (Pure and Cuff 2001), die in dieser Arbeit Uber die induzierte

71



Hochregulation und die de-novo Synthese von CD11a/CD18 bzw. CD15 und CCR7
mittels des CD44-spezifischen mAb (Klon A3D8) bestatigt wird.

Da unter dem Einfluss von KXIVqg.15, ebenfalls Integrine hochreguliert wurden, kann
vermutet werden, dass KXIV, ahnlich wie HA, als proinflammatorischer chemotaktischer
Faktor wirkt. Neben der differenzierungsinduzierenden und antiproliferativen Funktion
scheint KXIV somit weitere Aufgaben im Gewebeverband zu Ubernehmen. Unterstitzt
wird diese These dadurch, dass bei der Suche nach chemotaktischen Faktoren fir
neutrophile Granulozyten im Granulationsgewebe ein Peptid gefunden wurde, welches
starke Homologie zur aminoterminalen Aminosauresequenz 29-118 von KXIV zeigt und
hohe chemotaktische Wirkung auslibt (Nakagawa, Takano et al. 1999). Die
Fragmentierung des Kollagens im Gewebe und die damit verbundenen Anhaufung der
MMP-resistenten NC3-Domane (Ricard-Blum, Dublet et al. 2000) kénnten von Wichtigkeit
sein. Die hier vorgelegte Arbeit ordnet die chemotaktische bzw. Integrin-regulierende
Funktion von KXIV dieser kurzen definierten aminoterminalen Sequenz innerhalb des

Gesamtmolekdls zu.

Die antiproliferativen und Differenzierung induzierenden Effekte von KXIV und seinem
Fragment lassen an einen therapeutischen Nutzen denken. Insbesondere der Einsatz des
rekombinant-herstellbaren Fragmentes KXIVy915, ist denkbar, da es in geldster Form
verabreicht werden kann und die fur die o.g. Funktionen verantwortliche Doméane von
KXIV enthélt. Die nachfolgenden Punkte sollten zur Abschatzung des Potentials solcher

KXIV/KXIV.g.154-basierter Therapien weiter untersucht werden.

Der deutliche antiproliferative Effekt bei der malignen Zelllinie U937 lasst an einen Einsatz
innerhalb der Tumortherapie denken. Maligne transformierte Zellen proliferieren
autonom, indem sie Apoptose und antiproliferative Stimuli umgehen. Sie vermeiden
dadurch das Stadium der terminalen Differenzierung und den damit einhergehenden
postmitotischen Ruhestatus (Hanahan and Weinberg 2000). Dabei andert sich auch die
die Tumorzellen umgebende EZM. KXIV, beispielsweise, ist in Tumorstroma abwesend
(Walchli, Koch et al. 1994; Ricard-Blum, Dublet et al. 2000). Durch Zugabe von KXIV ins
Tumorgewebe koénnte somit die Reduktion der DNS-Syntheserate und somit der

mitotischen Aktivitat geférdert werden.

Des Weiteren kann bei KXIV an einen therapeutischen Einsatz bei Diabetes mellitus
Typ 2 gedacht werden, da KXIV, wie in dieser Arbeit gezeigt, die Differenzierung von
Praadipozyten mit einer Steigerung der GLUT4-Synthese und nachfolgend erhdhter
Insulinsensitivitdt initiiert. Diese Differenzierungsprozesse werden mittels des

Transkriptionsfaktors PPARy reguliert. Im Rahmen einer Diabetestherapie werden bereits
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PPARy-modifizierende Substanzen, die Thiazolidindione, als orale Antidiabetika
erfolgreich eingesetzt, mit dem Ziel, den Fettsdure- und Glukosemetabolismus via Anstieg
von Adiponektin und Abfall von Resistin zu modifizieren und eine Verbesserung der
Insulinsensitivitat und somit der Funktion der p-Zellen zu bewirken. (Kahn 2003; Chiasson
and Rabasa-Lhoret 2004).

Auch an einen therapeutischen Einsatz bei der Leberfibrose kann gedacht werden, da
dort pathogenetisch die Transdifferenzierung von ruhenden, Vitamin A speichernden,
hepatischen Sternzellen hin zu proliferierenden, Myofibroblasten ahnlichen Zellen mit
kontraktilen, proinflammatorischen und fibrogenen Eigenschaften eine Schllsselrolle
spielt. Es konnte bereits gezeigt werden, dass aktivierte und somit fibrogene, hepatische
Sternzellen mittels des Adipozyten-differenzierenden Hormoncocktails bestehend aus
Insulin, DEX und MIX analog zu Praadipozyten via PPARYy in ruhende hepatische
Sternzellen revertiert werden kdnnen (Bataller and Brenner 2005; She, Xiong et al. 2005).
PPARy-modifizierende Medikamente wie die bereits oben erwahnten Thiazolidindione
wurden bereits an aktivierten hepatischen Sternzellen getestet. Dabei konnte eine deutlich
antifibrotische Modifizierung beobachtet werden (Pinzani, Rombouts et al. 2005). In
unserer Arbeitsgruppe wurde bereits die Wirkung von KXIV auf aktivierte hepatische
Sternzellen in Form der Zellinie CFSC getestet. Dabei zeigte sich ein signifikant
antiproliferativer Effekt (Ruhl, Erben et al. 2005).

Mit der hier vorgelegten Arbeit wurde in vitro die Wirkung von KXIV auf Zellen
mesenchymalen und hamatopoetischen Ursprungs untersucht und die biologischen
Funktionen einem definierten aminoterminalen Fragment zugeordnet. Damit eréffnet sich
die Moglichkeit, gezielt das therapeutische Potential des EZM-Molekuls KXIV und seiner
funktionellen Domanen in ihrer Wirkung auf aktivierte hepatische Sternzellen, auf die

Insulinsensitivitat oder als Agens in der Tumortherapie prifen zu kénnen.
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5 Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurde die Wirkung von Kollagen-Typ XIV (KXIV), einem Bestandteil der
extrazellularen Matrix (EZM), auf Proliferation und Differenzierung von Zellen
mesenchymalen und hamatopoetischen Ursprungs untersucht. Dabei wurden die
Zelllinien 3T3-L1 und U937 als Modell fir unipotente Praadipozyten bzw. flr
myelomonozytare Progenitorzellen eingesetzt. Als Maly der Zellproliferation wurde der
Einbau von radioaktiv-markiertem Thymidin bestimmt. Erganzend wurden direkte und
indirekte Zellzahl- und Vitalitdtsbestimmungen mittels Hamatozytometer, der Bestimmung
intrazellularer Esterasen mit Hilfe von 4-Methylumbelliferylheptanoat bzw. Vitalfarbung mit
Propidiumjodid in der Durchflusszytometrie durchgefiihrt. Bei den 3T3-L1-Zellen wurden
Differenzierungsprozesse anhand der intrazellularen Bildung von Fetttropfchen beurteilt.
Der Nachweis erfolgte optisch Uber die Farbung der Lipidtropfen mittels Qil-Red-O.
Erganzend wurde die Expression des Glukosetransporters GLUT4 im Western-blot
untersucht. Bei U937-Zellen wurde Differenzierungsinduktion durchflusszytometrisch

anhand der Expression spezifischer Oberflachenmarker bewertet.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass das Gesamtmolekul KXIV sowohl bei den
praadipozytaren 3T3-L1-Zellen, als auch bei den malignen myeloischen U937-Zellen die
DNS-Synthese in vitro um 30 bis 45% signifikant reduziert. Das rekombinante Fragment
KXI1V,9.154 €rzielte eine gleichwertige Reduktion der Zellproliferation (3T3-L1) bzw. tbertraf
bei der malignen Zelllinie U937 den antiproliferativen Effekt des Gesamtmolekdls und
bewirkte eine Reduktion der Proliferation um 70%. Die Vitalitat der Zellen blieb jeweils

unverandert, weshalb Apoptose ausgeschlossen werden konnte.

Sowohl das Gesamtmolekil KXIV als auch das Fragment KXIV,g.154 induzierten die
Differenzierung der Zelllinie 3T3-L1. Es konnte eine Einlagerung von intrazellularen
Fetttropfchen sowie eine Hochregulation von GLUT4 nachgewiesen werden. Ein solcher
Differenzierungs-induzierender Einfluss von KXIV oder seinem Fragment wurde fir die
Zelllinie U937 nicht gefunden. Die spaten Differenzierungsmarker wie CD14, CD11b,
CD16 und CD64 wurden weiterhin nicht exprimiert. Allerdings war in Gegenwart des
Fragmentes KXIV,4.154 das Oberflachenmolekil aLB2 (CD11a/CD18) aus der Gruppe der
Integrine  um den Faktor 2 hochsignifikant hochreguliert. Dies koénnte auf die
physiologische Beteiligung von EZM-Molekilen an Prozessen wie Adhasion,

Extravasation, Migration und Chemotaxis hinweisen.

Insbesondere anhand der Versuchsreihen mit der Zelllinie U937 wurde deutlich, dass das
Fragment KXIVy9 154 das Gesamtmolekul KXIV hinsichtlich Reduktion der Proliferation und

Induktion von Differenzierung nicht nur bestatigt, sondern die Effekte sogar deutlich
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Ubertrifft. Dies passt zu der Beobachtung, dass proteolytisch freigesetzte Fragmente von
EZM-Molekilen physiologische und/oder pathologische Bioaktivitdten besitzen, die im
Kontext des Gesamtmolekuls nicht darstellbar sind. Das aminoterminale Fragment
KXIVq9.154 l8sst sich dadurch eindriicklich als biologisch aktive Domane bezogen auf die
0.9. Funktionen in der Proliferation und Differenzierung benennen. Die biologischen
Effekte des Fragments KXIVq.154 sind von der raumlichen Prasentation des Molekiils
abhangig. Insbesondere in Lésung, die einen mehrdimensionalen Kontakt des Fragments
mit den Zellen gestattet, kam es zu deutlichen Veranderungen bei Proliferation und
Differenzierung. Dreidimensionale Kultursysteme reduzieren Stressfaktoren und foérdern

somit antiproliferative und differenzierungsinduzierende Effekte.

CD44 wurde von anderen als KXIV-Rezeptor identifiziert, weshalb in dieser Arbeit anhand
der Zelllinie U937 die Effekte von KXIV auf den Rezeptor mit denjenigen ausgewahlter
CD44-spezifischer monoklonaler Antikérper (mAb) verglichen wurden. Analogien gab es
hinsichtlich der Hochregulation von CD11a/CD18 um den Faktor 2. Allerdings wurden
auch Unterschiede beobachtet. Die Proliferationsrate bzw. mitotische Aktivitdt der
malignen myeloischen Zellen blieb unbeeinflusst. Dafur wurde eine de-novo Expression
der Antigene CD15 und CCR7 beobachtet werden. Versuchsreihen, in denen KXIV;g 154
und CD44-spezifische mAbs kombiniert zu der Zelllinie U937 gegeben wurden,
erbrachten eine synergistische Koaktivierung mit signifikanter Verstarkung des

antiproliferativen Effektes und der Antigenexpression.

Anhand oben beschriebener Ergebnisse lassen sich folgende Thesen aufstellen: Das
KXIV-Fragment und die in dieser Arbeit verwendeten CD44-spezifischen mAbs binden an
unterschiedliche Epitope der Standardvariante von CD44 oder an unterschiedliche
SpleilRvarianten des Rezeptors. Eine kompetitive Hemmung an derselben Bindungsstelle
kann ausgeschlossen werden. Des Weiteren erscheint aufgrund der antiproliferierenden
und Differenzierung induzierenden Effekte eine weitere Evaluierung des therapeutischen
Nutzens von KXIV, insbesondere in Form seiner aktiven Domane KXIVy9.154 interessant.
Dabei muss u.a. der Einsatz bei der Behandlung von Diabetes mellitus, Leberfibrose oder

in der Tumortherapie diskutiert werden.
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6 Abkiirzungsverzeichnis

APS
ATRA
BSA
CCR
CD
C/EBP
CMP
COL
cpm
DC
DEX
DMSO
EDTA
EZM
FACIT
FACS
Fl
FITC
FKS
GAG
GLUT
GMP
GST
HA
HAC
HCI
HLA
HRP
ICAM
Kl
KXIV
KX1V29.154
LTRC
mAb
MFI
MIX
MMP
MUH
MPP

Ammoniumpersulfat
all-trans-Retinolsdure
Serum-Albumin vom Rind
Chemokinrezeptor der CC-Superfamilie
cluster of differentiation
CCAAT/enhancer binding protein
Allgemeine myeloische Progenitorzellen
Kollagen-Domane

counts per minute

Dendritische Zellen
Dexamethason

Dimethylsulfoxid
Ethylendiamintetraessigsaure
Extrazellulare Matrix
Fibrillen-assoziiert
Durchflusszytometrie
Fluoreszenzintensitat
Fluoreszeinisothiocyanat

Fotales Rinderserum
Glykosaminoglykane
Glukosetransporter
Granulozyten-Monozyten-Progenitorzellen
Glutathion-S-Transferase
Hyaluronsaure

Essigsaure

Salzsaure

human leukocyte antigen
Horseradish peroxidase
Interzellulares Adhasionsmolekdl
Kollagen-Typ |

Kollagen-Typ XIV

Kollagen-Typ KIV Fragment mit Adhasionsdomane

long-term repopulating cells
Monoklonaler Antikérper
Mittlere Fluoreszenzintensitat
Methylxanthin
Matrixmetalloproteinase
Methylumbelliferylheptanoat
Multipotente Progenitorzellen
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MW Mittelwert

NaCl Natriumchlorid

NaN; Natriumazid

NaOH Natriumhydroxid

NC Domanen ohne Kollagenstruktur

PBS Phosphat-gepufferte Kochsalzlésung ohne Mg?*/Ca**
PE Phycoerythrin

PI Prpidiumjodid

PMA Phorbol-12-mystrat-13-acetat

PPARy peroxisome proliferator-activated receptor y
PVDF Polyvenylidenfluorid

RT Raumtemperatur

SD Standardabweichung

SDS Natriumdodecylsulfat

SG Sammelgel

STRC short-term repopulating cells

TBS Tris-gepufferte Kochsalzlésung

TCA Trichloressigsaure

TEMED N,N,N",N’-Tetramethylethylendiamin

TG Trenngel

TNF Tumornekrosefaktor
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