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1 Einleitung
1.1 Die Entzindung

Die Beobachtung ,rubor et tumor cum calor et dolor® geht auf den mittelalterlichen
Paracelsus zuruck, der als einer der Ersten die Entzindungsreaktion klinisch
beschrieb.

Im 19. Jahrhundert figte Rudolf Virchow die ,functio laesa“ hinzu, da er erkannte,
dass entzindete Gewebe auch in ihrer Funktion gestért waren. Ein Schiler
Virchows, Julius Conheim, machte die Entdeckung, dass Entzindung mit einer
Exsudation von Blutplasma und einem lokalen Infiltrat von Leukozyten einhergeht.
Auch heute gilt dieses Grundkonzept der Entziindung, was histopathologisch
Ausdruck findet in einer lokalen Gefalkerweiterung mit erhohtem Blutfluss, einer
erhdhten GefaRpermeabilitit und einem leukozytéren Infiltrat’.

1.1.1 Lebensrettende Schutzreaktion

Die Entzundung stellt eine extrem wichtige physiologische Reaktion unseres
Immunsystems dar. Sie ist essentieller Mechanismus fir die Abwehr pathogener
Organismen und Antwort auf das Einwirken schadlicher Noxen. Obwohl das klinische
Bild der Entzindung von Gewebe zu Gewebe variiert, spielen sich auf zellularer
Ebene immer wieder ahnliche Vorgange ab, an denen die Zellen des Immunsystems
beteiligt sind. Aber auch alle anderen Korperzellen, die sich im Bereich einer
Entzindung befinden, werden beeinflusst und verandert, was dann zur aullerlich
sichtbaren Entziindungsreaktion fuhrt. Obwohl Gberall im Kérper vorkommend, sind
jedoch die Mechanismen, die sie steuern und regulieren, sehr unterschiedlich und
hochspezifisch. Diese Regulation stellt fur das Immunsystem eine besondere
Herausforderung dar, denn eine genaue Kontrolle der Lokalisation sowie der Starke
der Entzindung ist so notwendig wie die Reaktion selbst.

Aus diesem Grunde hat sich unser Immunsystem zu einer Einheit aus
verschiedensten, zum Teil hoch spezialisierten Zellen entwickelt, die Uber ein
aulerst differenziertes System aus Oberflachenmolekilen und Chemokinen den
Weg zum Ort des pathologischen Geschehens finden und eine suffiziente
Immunantwort generieren.

1.1.2 Pathologische Fehlregulation

Stérungen dieser komplexen Regulation kénnen sowohl eine Abschwachung als
auch eine Steigerung der Entzindungsreaktion hervorrufen. In letzterem Falle spricht
man von pathologischer Entzindung. Die pathologische Entziindung spielt bei vielen
Erkrankungen in der Dermatologie eine Rolle. Hier sind als Beispiele allergische
Reaktionen wie z.B. allergische Kontaktekzeme oder (Auto-)immunerkrankungen der
Haut wie Psoriasis zu nennen?°.
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1.1.3 Perfektes Zusammenspiel- passgenauer Zellverkehr

So unterschiedlich sich entzindete Gewebe makroskopisch prasentieren, so grof} ist
auch die Vielzahl unterschiedlicher Zellen, die an der Entzindungsreaktion beteiligt
sind. Es wirken die gewebsstandigen Makrophagen und die Zellen des humoralen
Immunsystems zusammen. FUr letztere ist es unumganglich, aus der Blutbahn in das
Gewebe einzuwandern, um am Ort der Entzindung wirken zu koénnen. Insofern
kommt der Extravasation als erstem Schritt eine entscheidende Rolle zu. Die Krafte,
die in einem Blutgefald auf den Leukozyten wirken, sind so grol3, dass eine
Extravasation nur mit Hilfe von auf Endothel und Leukozyt exprimierten
Adhasionsmoleklilen moglich ist. Dies sind Oberflachenantigene, die nach
gegenseitiger Bindung zur Extravasation von Leukozyten und anderen
mononuklearen Zellen beitragen. Auf die verschiedenen Adhasionsmolektle und ihre
Rolle bei der Extravasation wird weiter unten genauer eingegangen. Die Vielzahl von
zum Teil hochspezifischen Adhasionsmolekulen in den Geweben und auch auf den
Leukozyten sowie ihre variable Expression erlaubt eine komplex regulierte
Entzindungskaskade mit geregeltem Zellverkehr.

1.2 Die Extravasation

Selektine

Integrine,Immunglobulin Superfamilie

Chemokine

-»> T

N -

>4000pm/s 40pm/s Opm/s
Ca. 20 Sekunden einige Minuten ca.10 Minuten
Capturing Rolling Aktivierung Adhasion Transmigration
Tethering

Abbildung 1: die Phasen der Extravasation
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Die Extravasation beginnt mit der Kontaktaufnahme zwischen Leukozyt und
Endothelzelle in den postkapillaren Venolen, die sich in verschiedene Schritte
untergliedert. Diese Schritte sind bei allen Arten von Leukozyten prinzipiell gleich.
Zunachst kommt es zu einer Verringerung der Flussgeschwindigkeit der Leukozyten
im Blut von ca. 4000 pm/sec. auf ca. 40 pym/sec®. Dieser Prozess, als Rolling
bezeichnet, wird von Oberflachenmolekulen der Leukozyten und Endothelzellen
vermittelt. Das Adhasionsmolekil P-Selectin, dass in den Endothelzellen in den
Weibel- Palade- Korperchen vorhanden ist, wird Minuten nach der Ausschuttung von
Leukotrien B4, Ca5 oder Histamin an der lumenseitigen Zellmembran exprimiert>®"2,
Einige Stunden nach dem Kontakt mit z.B. Tumornekrosefaktor a (TNFa) erscheint
zudem E-Selektin an der Oberflache der Endothelzelle. P- und E-Selektin treten mit
Glycoproteinen der Leukozytenoberflache in Verbindung und erlauben es diesen, auf
dem Endothel zu rollen”®. Die Reduktion der Geschwindigkeit ermdglicht es den
Leukozyten zudem, das Endothel nach Adhasionsmolekulen abzutasten, die mit den
eigenen Oberflachenmarkern interagieren konnen.

Dies sind die Leukozytenintegrine lymphocyte function-associated antigen-1 (LFA-1)
und complement rececptor-3 (CR-3), die mit dem Immunglobulin-dhnlichen Molekl
intercellular adhesion molecule-1 (ICAM-1) der Endothelzelle interagieren und zu
einer lockeren Bindung des Leukozyten an das Endothel fiihren”®. Um fest
adharieren zu konnen, werden die Leukozyten in einem G- Protein gekoppelten
Prozess aktiviert, hier spielen Chemokine eine Rolle, wie sie etwa von Makrophagen
sezerniert werden®'°. Beispielsweise erhoht die Anwesenheit von Interleukin-8 die
Bindungskapazitat von LFA-1 und CR-3 durch Konformationsanderung dieser
Proteine’. Dies fiihrt letztendlich zu einer starken Bindung an das Endothel, das
Rolling stoppt.

Die nun fest gebundenen Leukozyten konnen mit Hilfe weiterer spezifischer Molekule
zwischen den Endothelzellen hindurchwandern und so in das Zielgewebe gelangen.
Auf den Leukozyten vermitteln LFA-1 und CR-3 (Alternativname: MAC-1) diesen
Schritt. Zudem ist das Immunglobulin-dhnliche Protein platelet/endothelial cell
adhesion molecule-1 (PECAM-1, CD31) beteiligt, das sowohl von Leukozyten als
auch von Endothelzellen im Bereich der Interzellularverbindungen exprimiert wird"".
AnschlieBend durchwandern die Leukozyten mit Hilfe proteolytischer Enzyme die
Basalmembran und dringen in das Gewebe ein'?.

1.3 Adhasionsmolekiile

Die Nomenklatur der Adhasionsmolekdle ist verwirrend, denn viele wurden zuerst als
Oberflachenmoleklle auf den Zellen entdeckt, bevor ihre Struktur und Funktion
genauer charakterisiert wurde. Sie lassen sich aber in vier grole, jeweils
strukturverwandte Gruppen einteilen.



12

1.3.1 Selectine

Die Selctine sind wichtig flir die gewebsspezifische Einwanderung der Leukozyten,
sogenanntes Homing, und werden sowohl von Leukozyten (L-Selectin) als auch von
Endothel (P- Selektin und E- Selektin) exprimiert. Es sind Oberflachenmolekiile mit
gemeinsamer Grundstruktur, die sich durch das Vorhandensein von verschiedenen
Lectin-ahnlichen Doméanen im extrazellularen Anteil unterscheiden. Lectine binden
an bestimmte Zucker, die als Seitenketten von einigen Molekilen wie Glycosylation-
dependent cell adhesion molecule-1 (GlyCAM-1) oder CD34 auf Endothelzellen oder
cutaneous lymphocyte antigen (CLA) auf Leukozyten fungieren''>,

Tabelle 1: Selectine, Ubersicht

Selectine Name Vorkommen Ligand
(alternativ)
Bindung an L-Selctin Naive und Gly CAM 1, CD
Zuckergruppen, (MEL14, Memory T- 34,MAdCAM-1
sorgen fur CcD62 L) Zellen, Sialyl-Lewis™
Leukozyten- Neutrophile,
Endothel- Kontakt Monozyten,
Macrophagen,
Eosinophile
l ) P-Selectin aktivierte Sialyl-Lewis*,
(PADGEM, Endothelzellen PSGL 1
CD62 P) und
Thrombozyten
E-Selectin aktivierte Sialyl-Lewis”
(ELAM 1, Endothelzellen
CD62 E)

1.3.2 Vaskulare Addressine

Sie werden auf Endothelzellen exprimiert. Die glycosylierten Seitenketten sind
wichtig, da sie fur die Bindung, z.B. an L-Selctin verantwortlich sind. Addressine sind
wichtig fur die Gewebsspezifitdt bei der Auswanderung von Leukozyten. Um die

Endothelbarriere zu (iberwinden, werden allerdings andere Molekiile benétigt'®.
Tabelle 2: Adressine, Ubersicht
Addressine Name Vorkommen Ligand
(alternativ)
Bindung an L- CD34 Endothel L-Selectin
Selectin, sorgen
fur Leukozyten- GlyCAM 1 Venolen mit L-Selectin
Endothel- Kontakt hohem Endothel
(HEV)
MadCAM 1 HEV in Peyer- L-Selectin Integrin
Plaques a4p7
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1.3.3 Integrine

Die Integrine gehdren zu einer grof3en Proteinfamilie, die die Bindung zwischen
Zellen untereinander und mit der extrazellularen Matrix vermitteln. Ein
Integrinmolekll besteht aus einer grolen a-Kette die nicht- kovalent mit einer
kleineren B-Kette assoziiert ist. Als Beispiele seien hier die T-Zellintegrine VLA-4 und
LFA-1 genannt. Sie spielen eine wichtige Rolle bei der Extravasation von Effektor-T-
Lymphozyten in periphere Gewebe als Liganden der endothelialen Molekile ICAM-1
und vascular cell adhesion molecule-1 (VCAM-1)""12,

Tabelle 3: Integrine, Ubersicht

Integrine Name Vorkommen Ligand
(alternativ)
Binden an Zell- alB2 Monozyten, T- ICAMs
Adhésionsmolekiile, (LFA1, CD11 a Zellen,
starke Adhasion CD18) Makrophagen,
Neutrophile,
dendritische
Zellen
amp2 Monozyten ICAM1, iC3b,
Makrophagen Fibrinogen
Neutrophile,
axp2 Makrophagen, iC3b

(CR4, p150.95, Neutrophile,
CD11c/ CD18) dendritische

Zellen
a4p1 Monozyten, VCAM1,
(VLA-4, LPAM2, Makrophagen, Fibronectin
CD49d/ CD29) Lymphozyten
a5p1 Monozyten, Fibronectin
(VLA-5, CD49d/ | Makrophagen
CD29)
a4B7 (LPAM1) Lymphozyten MadCAM1
aep7 Intraepitheliale E- Cadherin
Lymphozyten

1.3.4 Immunglobulin-Familie

Viele Adhasionsmolekile sind Mitglieder der Immunglobulin- Superfamilie, unter
anderem die Antigenrezeptoren von T- und B- Zelle. Auch die strukturverwandten
Molekule ICAM-1,-2 und -3 gehoren dazu. Sie werden auf Endothel und Antigen-
prasentierenden- Zellen exprimiert und sind Ligand des T-Zellintegrins LFA-1. Die
Bindung an diese Molekule ermoglicht es der T-Zelle, die Gefallwand zu
durchwandern'®"*
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Tabelle 4: Inmunglobulinfamilie, Ubersicht

Immunglobulin- Name Vorkommen Ligand
Superfamilie (alternativ)
Verschieden Rollen CD2 (LFA-2) T- Zellen LFA-3
bei der
Zelladhasion. ICAM-1 (CD54) Aktiviertes LFA-1, Mac-1
Liganden der Endothel,
Integrine Lymphozyten,
dendritische
Zellen
ICAM2 (CD102) | Endothel, LFA-1
dendritische
Zellen
ICAM-3 (CD50) Lymphozyten LFA-1
LFA-3 (CD 58) Lymphozyten, CD2
Antigen
prasentierende
Zellen (APC)
VCAM-1 aktiviertes VLA-4
(CD106) Endothel
JAM-4 Endothelzellen JAM-4
von Mausen
JAM-L Leukozyten JAM-L
JAM A,-B,-C Siehe Tabelle
unten

1.4 Die Familie der Junctional Adhesion Molecules (JAM)

Eine Untergruppe dieser Adhasionsmolekule bildet die Familie der

Junctinal Adhesion Molecules, kurz JAM-Proteine genannt. Man unterteilt sie in zwei
Gruppen. Zum einen in die der JAM- verwandten Proteine, das sind ESAM, CAR,
JAM-4 und JAM-L.

Sie besitzen ein Klasse-1 PDZ Bindungsmotiv (auRer JAM-L)"".

Tabelle 5: JAM-verwandte Proteine

Name Vorkommen Funktion

CAR Epithelzellen, Transmigration von
Herzmuskelzellen, Neutrophilen, Embryogenese,
Spermatozoen, mannl. Spermatogenese
Keimzellen

ESAM Endothelzellen Transmigration von

Neutrophilen

JAM-4 Epithelzellen, mannl. Keim- Regulation der
Progenitorzellen, Zellen der Zellpermeabilitat
Hamatopoese

JAM-L neutrophile Granulozyten Transmigration
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Zu den klassischen JAMs zahlen JAM A, -B, und -C, die ein Klasse 2 PDZ
Bindungsmotiv besitzen. Auf der extrazellularen Seite besitzen sie zwei
Immunglobulin—ahnliche Domanen, eine variable (IgSF V1) und eine konstante (C2).
Eine einzelne Domane durchspannt die Zellmembran, intrazellular befindet sich das
PDZ-Motiv'®.

Tabelle 6: JAM-Proteine, Ubersicht

Name Vorkommen Funktion Ligand
JAM-A Endothel und Epithel | Reovirus- Rezeptor LFA-1
von: Plazenta, Lunge, | Neutrophilen- u. T- av3
Leber, Niere Zelladhasion 0-1 (Reovirus)
Pankreas, Herz, Leukozytenmigration
Gehirn, GIT, Thrombozytenaggregation
Lymphknoten Angiogenese in
Thrombozyten, Verbindung mit basic
Monozyten, fibroblast growth factor
Lymphozyten, (bFGF)
Erythrozyten
Haematopoetische
Stammzellen
Spermatozoen
Tight junctions,
laterale Zellmembran
JAM-B Endothelzellen, bes. Leukozytenadhasion JAM-C
Herz VLA-4
Gehirn
Niere
Lymphknoten
gesamte laterale
Zellmembran
JAM-C Plazenta, Leber, Hirn, | Neutrophilenbindung u. CD11b
Testes, Lymphknoten | Migration CD18
Retina Thrombozytenadhasion
Endothelzellen an Leukozyten
Leukozyten
Apikaler Teil der
Zellmembran, mit
desmosomalen
Proteinen

1.4.1 Die Bausteine der JAMs

Wie bereits beschrieben, bestehen die JAMs aus unterschiedlichen Proteinmotiven,

die teilweise weit verbreitet sind?®.

Die C2 Domane ist ein etwa 130 Aminosauren umfassendes Proteinmodul. Sie
wurde erstmals als Bestandteil der Proteinkinase C nachgewiesen
Eine PDZ Domane ist ein ca. 90 Aminosauren langer Proteinkomplex, der in
zahlreichen Variationen vorkommt und bei Protein-Proteininteraktionen eine Rolle

29,30
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spielt. Der Name wurde aus den Anfangsbuchstaben der ersten drei Proteine dieser
Art gebildet, die Anfang der 1990er Jahre entdeckt wurden®'. Bis jetzt sind im
menschlichen Genom Uber 400 solcher PDZ Domanen bekannt®2. Die verschiedenen
Klassen (I-111) teilen sie nach der funktionellen Aktivitat ein®:.

Die Proteine JAM-A, -B, und -C zeigen mit einer Sequenzubereinstimmung von etwa
einem Drittel einen hohen Verwandtschaftsgrad untereinander'®. JAM-A enthalt
jeweils eine einzelne Disulfidbriicke in den Immunglobulin- Domanen, wahrend JAM-
B und -C jeweils zwei besitzen*.

Abbildung 2: schematischer Aufbau eines JAM Proteins

1.4.2 Bindungsverhalten und Bindungspartner

Genauere Analysen der Rezeptorstruktur der JAMs liegen momentan nur fir JAM-A
vor. Durch eine bestimmte Aminosauresequenz (Val-Leu-Val), den so genannten
,Linker“ stehen die beiden Doméanen des JAM nicht senkrecht aufeinander, sondern
sind seitlich aufeinander zugekippt36. Eine weitere Aminosauresequenz, die als
Bindungsstelle fur ein anderes JAM dienen kann, (Arg-Val-Glu) ist jetzt so
ausgerichtet, dass sie die Bindungsstelle eines anderen, ebenfalls gekippten JAMs
binden kann®". Weil beide Molekiile aufeinander zu gekippt sind, wird diese Bindung
als cis- Form bezeichnet. Diese cis- Homodimere kdénnen JAM- Homodimere auf
einer anderen Zelle in trans- Form, also entgegengesetzt gekippt, binden® . Ahnliche
Aminosauresequenzen, wie die des JAM-A sind auch fuar JAM-B (Arg-Leu-Glu) und
JAM-C (Arg-lle-Glu) bekannt. Mdglicherweise bilden JAM-B und -C auf ahnliche
Weise Dimere, eventuell spielt dieser Mechanismus auch fir die Bindung andere
Molekiile eine Rolle®*. JAMs gehen also untereinander molekiilspezifisch
(JAM-A/JAM-A, homophil) klassenspezifisch (JAM-B/JAM-C, heterophil) oder mit
anderen Adhasionsmolekulen Bindungen ein.
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Bindungsstelle

Linker

Abbildung 3: schematische Darstellung homo- und heterophiler JAM Interaktionen

1.4.3 Funktionelle Vielseitigkeit

Die homophilen Interaktionen der JAMs beeinflussen die Permeabilitat von Epithel-
und Endothelzellschichten und spielen deshalb bei entziindlichen Veranderungen
eine wichtige Rolle®®%*4°  Sie sind besonders an den Zell- Zellverbindungen,
beispielsweise tight-junctions von Endothelzellen, von Bedeutung. Homophile JAM-A
stabilisieren die Interzellularverbindungen und senken die Permeabilitat*'*%. Im
Gegensatz dazu zeigten Studien der JAM-C Expression in MDCK (Madin-Darby
Canine Kidney) Zellen und in JAM-C defizienten Endothelzellen eine gesteigerte
Permeabilitat durch kompetitive Bindung und Destabilisierung von VE-Cadherin
Bindungen®**.

Sind die JAMs auf der luminalen Zelloberflache vorhanden, konnen sie weitere,
vielfaltige Bindungen eingehen. Das Integrin LFA-1 bindet JAM-A**. JAM-B kann das
Integrin VLA-4 binden, allerdings nur in Anwesenheit von JAM-C*®. Beide Molekiile
sind auf T-Zellen vorhanden und spielen eine Rolle fir die hohe Affinitat dieser Zellen
fir JAM-B'?. JAM-C interagiert mit MAC-1%°.

Auch als Kofaktoren bei der Aggregation von Thrombozyten spielen die Bindungen
der JAMs eine Rolle. Peptide mit der gleichen Aminosaresequenz wie membran-
distales JAM-A konnten die Thrombozytenaggregation verhindern*®, méglicherweise
unterstiitzen homophile JAM-A die Adhésion von Thrombozyten an Endothel®*. An
Integrine gebundenes JAM-C unterstitzt die Bindung von Thrombozyten an
Leukozyten®’.

Die ersten Hinweise darauf, dass die JAMs Aufgaben bei der Extravasation und
Transmigration Ubernehmen, wurden mit einem monoklonalen AntikOrper gegen
JAM-A von Mausen gemacht®®. Spatere Studien konnten auBerdem zeigen, dass
endothelstandiges JAM-A die LFA-1 abhangige Transmigration von Neutrophilen und
T-Zellen und die Adhasion von Monozyten und T-Zellen unter Flussbedingungen
beeinflusst®.

JAM-B nimmt Funktionen bei der Transmigration wahr. In einem Mausmodell fur
Kontaktdermatitis konnte ein Antikorper gegen JAM-B die entzindliche Reaktion
vermindern®’.

Auch fur JAM-C ist eine Beteiligung an der Leukozyteneinwanderung belegt.
Endothelzellen mit starker Uberexpression von JAM-C bewirken eine verstarkte
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Transmigration von Lymphozyten®**. Entsprechend dazu wird dieser Prozess von
einem Antikdrper gegen JAM-C oder lIésliches JAM-C vermindert®. JAM-C
Antikérper waren auch in Entziindungsmodellen in vivo wirksam*®".

1.5 Die T- Lymphozyten

Bis in die sechziger Jahre des letzten Jahrhunderts hinein wurden die T-
Lymphozyten wegen ihrer mikroskopisch unscheinbaren Gestalt als Immunzellen
unbekannter Funktion bezeichnet®?. Und tatsachlich besitzen ,naive“, ungepragte T-
Zellen noch keine spezielle Aufgabe. Erst wenn die T-Lymphozyten auf ihr
spezifisches Antigen treffen, treten sie in Aktion und stellen dann eine wichtige
Verbindung zwischen dem gewebsstandigen und dem humoralen Immunsystem her.
Auf dem Weg zum reifen T-Lymphozyt passieren sie Knochenmark, Thymus und
Lymphknoten. Als reife Zelle konnen sie dann in das Gewebe auswandern.
Zusatzlich sind sie in der Lage, mit zahlreichen Zellen des Immunsystems wie
dendritischen Zellen und anderen Makrophagen oder B-Lymphozyten in Kontakt zu
treten. HierfUr konnen T-Zellen zahlreiche Rezeptormolekile auf ihrer Oberflache
exprimieren und Zytokine sezernieren'.

1.5.1 T-Lymphozyten konnen zahlreiche Adhasionsmolekiile exprimieren

Lymphatische Vorlauferzellen wandern aus dem Knochenmark aus und reifen im
Thymus zu naiven T-Zellen. Diese gelangen Uber die Blutbahn in periphere
Lymphgewebe, wo sie mit Antigen prasentierenden Zellen (APC) in Kontakt treten.
Sie mussen zuerst die Wande postkapillarer Venolen durchwandern, sog. high
endothelial venoles (HEV). Selektine, die auf naiven T-Zellen exprimiert werden,
weisen hier den Weg Uber Bindung an sulfatisierte Lewis* Anteile von GlyCAM-1 und
CD34, die auf den Endothelzellen vorhanden sind'®'’. Dies sind die so genannten
Adressine der peripheren Lymphknoten, zusatzlich spielt hier noch die Bindung LFA-
1/ ICAM-1 eine Rolle®®. Innerhalb des lymphatischen Gewebes binden die T-Zellen
dann reversibel an die APC, und zwar durch LFA-1, CD2 und ICAM-3 auf der T-Zelle
und ICAM-1, ICAM-2, LFA-3 und DC-SIGN (CD209) auf der APC**. Wahrend dieser
relativ festen Bindungsphase tastet die T-Zelle die APC auf der Suche nach ihrem
spezifischen Antigen ab. Ist dieses vorhanden, wird die naive T-Zelle aktiviert. Hierzu
ist ein Komplex aus MHC Klasse Il Molekul, T-Zellrezeptor, CD4 und weiteren
costimulatorischen Faktoren notwendig®. Durch die Aktivierung der T-Zelle andert
sich das Expressionsmuster ihrer Oberflachenmolekile. So steigt nach Aktivierung
die Expression von LFA-1, CD2, CD4 und VLA-4 an.

Aulerdem produzieren aktivierte T- Zellen eine Reihe von Zytokinen wie TNFa und
IFNy'2. Auch gewebsspezifische Oberflachenmarker, die fiir die Auswanderung der
T-Zellen in das Zielgewebe, sogenanntes Homing, von Bedeutung sind, werden
ausgebildet.

Bestimmte T-Lymphozyten, die in die Haut auswandern, bilden cutaneous
lymphocyte antigen (CLA)*®. Dessen Ligand E-Selektin wird vom Endothel
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entziindeter, postkapillarer Venolen, besonders in der Haut, ausgebildet®”*®. Weiter
oben wurde bereits beschrieben, dass Selektine den ersten Schritt bei der nun
folgenden Auswanderung der T-Zellen in das Gewebe spielen.

1.6 Die Endothelzellen

Durch ihre Lokalisation direkt an der Kontaktstelle zwischen Blut und Gewebe kommt
den Endothelzellen eine besondere Aufgabe beim Austausch von Zellen oder
Nahrstoffen zwischen diesen beiden Kompartimenten zu. Je nach Gewebe und
Erfordernissen ist diese Barriere mehr oder weniger permeabel.

1.6.1 Endothelzellen bilden eine Barriere

In wie weit Immunzellen sie passieren konnen, hangt von verschiedenen Faktoren
ab. T-Lymphozyten bendtigen fur die Transmigration sowohl laminare Stromung als
auch eine adaquate Zytokinstimulation®®. Die Endothelzellen werden ebenfalls von
den Leukozyten und ihren Metaboliten beeinflusst. So sind B-Integrine als deren
Oberflachenmolekiile an der Modulation der Permeabilitét beteiligt®.

AMP aus dem Neutrophilenstoffwechsel erhoht die Durchlassigkeit der
Endothelzellschicht in vitro®'. Auch Glutamat, Heparin-Bindungs-Protein und Enzyme
wie Elastase kénnen diesen Effekt herbeifiihren®63%4,

Auf molekularer Ebene kann dies verschiedene Ursachen haben. Monozyten
verandern bei der Durchwanderung von Endothelzellschichten die Anordnung
bestimmter Proteinkomplexe (VE-Cadherin), die um die zonulae adhaerentes
gruppiert sind®. Ein ahnlicher Vorgang wurde auch fiir ein anderes Molekiil
beschrieben (PECAM-1), jedoch wurden hier Uber das Verhalten widersprichliche
Aussagen gemacht®. Méglicherweise entstehen durch diese Umlagerung oder durch
enzymatische Spaltung Locher in den Interzellularverbindungen, die von den
Leukozyten fiir die Transmigration genutzt werden®':®,

1.6.2 JAMs sind auf Endothelzellen unterschiedlich lokalisiert

Die Expression der JAMs auf verschiedenen Geweben wurde bereits weiter oben
beschrieben. Uber die Lokalisation der einzelnen Mitglieder auf der Oberflache von
Endothelzellen ist Folgendes bekannt.

JAM-A befindet sich an der lateralen Zellmembran, besonders in dem Bereich, der
dem Gefalllumen zugewandt ist. Hier kann es mit bestimmten Proteinen assoziiert
sein, die fiir die Integritit der tight-junctions von Bedeutung sind (z.B. ZO-1)*%
Unter bestimmten Bedingungen ist es auch auf der lumenseitigen Zellmembran zu
finden’®.

JAM-B ist an verschiedenen Stellen entlang der lateralen Zellmembran verteilt.
Méglicherweise ist es fiir die Integritit der tight-junctions von Bedeutung®. Es kann
zudem ebenfalls mit dem tight-junction Protein ZO-1 und auch mit PAR-3 assoziiert
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sein, einem Protein, das fur die Zellpolaritat wichtig ist?®. Auf aktiviertem Endothel
kann es allerdings auch auf der lumenseitigen Zellmembran gefunden werden’".
Auch JAM-C wird unter bestimmten Umstanden auf der apikalen Membran
ausgebildet34. Befindet es sich auf der lateralen Membran, kann es mit
desmosomalen Proteinen assoziiert sein’>.

(| atld | o | =)

Tight junction
(zonula occludens)
assoziierte
Proteine: ZO-1,
Z0-2, ZO-3 fur
JAM-B: PAR-3

Umlagerung auf
die apikale
bran moglich

Zonula adherens

VE-Cadherin

. JAM-A Q JAM-B ‘ JAM-C

Abbildung 4: Vorkommen von JAM Proteinen auf Endothelzellen

1.7 Zielsetzung dieser Arbeit

Ziel dieser Arbeit war es, die Beteiligung von JAM-B an den fruhen Schritten der
Extravasation, Capturing, Rolling und Adhasion zu charakterisieren und maogliche
Bindungspartner auf der Lymphozytenoberflache zu identifizieren.

Es kamen Flusskammersysteme zur Anwendung, um eine Beobachtung unter
dynamischen Bedingungen zu gewahrleisten. Mit Antikorpern wurden mdgliche
Bindungspartner des JAM-B auf den T-Lymphozyten oder JAM-B selbst auf
Endothelzellen blockiert.
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2 Material und Methoden
2.1 Material

Zellen
HUVEC: Fa. Promocell/ Heidelberg No.: C-12200
T-Lymphozyten:  Buffy coat DRK Blutspendedienst Frankfurt, Germany

Proteine

JAM B Protein: rh JAM 2-FC Chimera 1 Fa. R&D Systems Wiesbaden, Germany
TNFa: Fa. Cell Concepts Umkirch, Germany rh TNFa

Antikorper

Anti JAM C: goat IgG anti human Fa. R&D

Anti 31 (CD 29):  Mouse IgG 1 Fa. Acris Hiddenhausen, Germany

Anti VLA-4: Mouse IgG 1 anti human Klone 2b4 Fa. R&D

Isotyp JAM-C: goat IgG whole molecule Fa. Dianova

Isotyp JAM-B: Mouse IgG 2a Fa. Dianova Hamburg, Germany

JAM B: Anti human VE-JAM Antibody IgG goat extracellular domain Fa.

R&D Systems Wiesbaden, Germany
Immunfluoreszenz: Alexa Fluor 488 rabbit anti goat Fa. Invitrogen Corporation
Carlsbad, Ca USA

Reagenzien

AIM V Medium liquid Gibco Fa. Invitrogen Corporation Carlsbad, Ca USA
Ammoniak 33% Fa. Merck, Darmstadt, Germany

Ammoniumchlorid Fa. Merck, Darmstadt, Germany

Aqua ad injectabile Fa. Delta Select Pfullingen, Gemany

Biocoll Separating Solution (Ficoll separating solution) Fa. Biochrom Berlin Germany
Borsaure Fa. Merck, Darmstadt, Germany

BSA Albumin bovine Fraction V Fa. Serva Heidelberg, Germany

BSA-L6sung BSA Fraction V Gibco 7,5% Fa. Invitrogen Corporation Carlsbad, Ca
USA

Chloroform, wasserfrei 99% Sigma Aldrich Chemie, Steinheim, Germany
Cyanurchlorid 99% Sigma Aldrich Chemie, Steinheim, Germany
EDTA Gibco 0,5 M pH 8,0 Fa. Invitrogen Corporation Carlsbad, Ca USA
NaOH Natriumhydroxid (Natronlauge) 1Mol/L Fa. Merck, Darmstadt, Germany
FCS 100% Gibco Fa. Invitrogen Corporation Carlsbad, Ca USA
HEPES Gibco 1M Fa. Invitrogen Corporation Carlsbad, Ca USA
Kaliumhydrogencarbonat Fa. Merck, Darmstadt, Germany

NaEDTA Fa. Merck, Darmstadt, Germany

PBS-Puffer -/- (ohne Ca, Mg) Fa. PAA Laboratories, Pasching, Germany
PBS-Puffer +/+ (mit Ca, Mg) Fa. PAA Laboratories, Pasching, Germany
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Salzsaure 37% Fa. Merck, Darmstadt, Germany
Schwefelsaure 95-98%  Fa. Carl Roth, Karlsruhe, Germany

Trypsin Gibco 2,5% Fa. Invitrogen Corporation Carlsbad, Ca USA
Turks-Losung Fa. Merck, Darmstadt, Germany

Wasserstoffperoxid 30% Fa. Carl Roth, Karlsruhe, Germany

Mischungen

Lysingpuffer
1Liter H20
Ammoniumchlorid 8,26g
Kaliumhydrogencarbonat1,00g
Ethylendinitrilotetraessigsaure Dinatriumsalz Dihydrat0,037g
T- Zellpuffer

500 ml PBS -/-,
21 m EDTAO0,5 M,
37,5 ml BSA 7,5%

T- Zellmedium
AIM V Medium liquid
5% FCS

HUVEC- Medium
EGM 2% FCS Fa. Clonetics
ECBM 2% FCS Fa.Promocell

Gerate
Auflichtmikroskop Olympus CKX 41 Fa. Olympus Hamburg, Germany

Fluoreszenzmikroskopie

Kamera Nikon COOLPIX 995 Fa. Nikon, Disseldorf, Germany
Lichtquelle Olympus U-RFL-T Fa. Olympus Hamburg, Germany

Mikroskop  Olympus BX 50 Fa. Olympus Hamburg, Germany

Perfusor Perfusor Secura FT, Fa. Braun, Heidelberg, Germany

Pipetten 5-100 ml Automatic Sarpette Fa. Sarstedt Niumbrecht, Germany
Pipetten 5-1000ul  Eppendorf Reference Fa. Eppendorf Hamburg, Germany

Sterilwerkbank Microflow Fa. Nunc Wiesbaden Germany

Wasserbad Emmi 30 Eco Fa. EMAG Morfelden-Walldorf, Germany
Zellkultur Fa. Leitz, Wetzlar Germany

Zentrifuge Megafuge 1.0 R Fa. Heraeus Hanau Germany

Statistik: SigmaStat 3.5
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Verbrauchsmaterial

g Slide I: Fa. IBIDI GmbH Integrated BioDiagnostics Martinsried Germany
Falcon- Rohrchen 15ml/ 50 ml Fa Greiner Frickenhausen, Germany
MACS Pan T-cell isolation kit human  Fa. Miltenyi Biotec, Bergisch-Gladbach,
Germany

MACS separation columns Fa. Miltenyi Biotec, Bergisch-Gladbach, Germany
Paralell plate flow chamber kit  Fa. GlycoTech, Gaithersburg USA

Pipetten Costar Stripette Fa. Corning Incorporated, Corning NY, USA
Pipettenspitzen. TipOne Fa. Starlab Ahrensburg, Germany

Zellkuktur- Flaschen Fa. Nunc Wiesbaden Germany
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2.2 Methoden

2.2.1 Gewinnung von Leukozyten

Die T-Lymphozyten wurden aus Buffycoats gewonnen. Diese fallen bei der
Herstellung von Erythrozytenkonzentraten an und sind sehr leukozytenreich. Aus den
Buffycoats wurden PBMC (peripheral blood mononuclear cells) mit Hilfe der

Dichtegradientenmethode gewonnen.

Tabelle 7: Arbeitsanleitung Leukozytenextraktion

Arbeitsschritt bendtigt Vorgehen
Zellmaterial suspendieren Buffy coat | mit ca.
100 ml PBS -/- | in einem Becherglas

suspendieren

Auftrennen in die Bestandteile

3 50ml Falcon Réhrchen mit
Fritte
15 ml Separating solution

Ca. 35 ml Zell- Pufferldsung

mit jeweils

fullen und kurz abzentrifugieren
(Flussigkeit befindet sich
danach unter der Fritte)
Oberhalb der Fritte einbringen,
zentrifugieren 2000 rpm, 15
min, Raumtemperatur (RT)

Abtrennen der Lymphozyten

50 ml Falcon Réhrchen
PBS -/-

Uberstand tiber dem weiRen
Lymphozytenring abnehmen,
dann diesen, auf 2 neue
verteilen und mit

auffillen. Zentrifugieren (1100
rem, 8min., 18°C)

Erythrozytenlyse

25 ml Erythrozyten-Lysingpuffer

Uberstand abgieRen, Zellpellets
in einem Rohrchen vereinen
und mit

versetzen, 5 min. im
Kuhlschrank inkubieren, dann
Zentrifugieren (1100 rpm,
8min., 6-12°C)

Waschen

PBS -/-

Uberstand abgieRen, Zellpellet
I6sen, mit

auf 50 ml auffillen und
vorsichtig mischen,
zentrifugieren (1100 rpm, 8min.,
6-12°C) Schritt wiederholen.

Zellzahl einstellen

40 ml T- Zellpuffer

Uberstand abgiefRen, Zellpellet
I6sen, mit

Suspendieren, die Zellen
zéhlen

( z.B. mit Neubauer
Zahlkammer), wahrenddessen
zentrifugieren (1100 rpm, 8min.,
6-12°C)

T- Zellpuffer

Uberstand abgieRen, Zellpellet
[6sen, mit

So aufflillen, dass die
Zellkonzentration 10 hoch 8/ml
entsteht
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2.2.2 lIsolation der T-Lymphozyten

Aus der Leukozytenpopulation wurden gezielt die T-Lymphozyten in Negativisolation
extrahiert. Der verwendete Antikdrper bindet alle Zellen, aulter T- Zellen.

Es werden mit Antikdrpern beladene magnetische Kugelchen verwendet, sog. beads.
Die Antikorpersuspension enthalt Antikorper gegen CD14, CD16, CD19, CD36,
CD56, CD123, und CD235a (Glycophorin A). Diese sind an Biotin gebunden. Beads
besitzen auf der Oberflache Biotinantikdrper. Setzt man diese Losung in der
Trennsaule einem Magnetfeld aus, so werden alle an Antikorper und Beads
gebunden Zellen zurtickgehalten, lediglich die T- Zellen kdnnen passieren.

Tabelle 8: Arbeitsanleitung Extraktion von T-Lymphozyten

Arbeitsschritt

bendbtigt

Vorgehen

Antikérperbindung an PBMC

1 ml der PBMC Suspension
15 ml Falcon Roéhrchen

800 ul T- Zellpuffer
200 pl Hapten Antibody
cocktail

in ein

geben, zentrifugieren (1100
rpm, 8min., 18°C) und in
aufnehmen, mit

versetzen und inkubieren (10
min bei 6-12°C) dann
zentrifugieren (1100 rpm,
8min., 18°C)

Waschen

PBS -/-

Uberstand abgiefen,
Zellpellet I6sen, mit

auf 15 ml auffillen und
vorsichtig mischen,
zentrifugieren (1100 rpm,
8min., 6-12°C)

Schritt wiederholen.

Beadbindung an Antikdrper-
PBMC-Komplexe

800 pl T- Zellpuffer
200 ul Beads

Uberstand abgieRen,
Zellpellet I6sen, mit

und

versetzen und inkubieren (10
min bei 6-12°C) ) dann
zentrifugieren (1100 rpm,
8min., 6-12°C)

Waschen

PBS -/-

Uberstand abgiefen,
Zellpellet I16sen, mit

Auf 15 ml auffillen und
vorsichtig mischen,
zentrifugieren (1100 rpm,
8min., 6-12°C)

Schritt wiederholen.

Trennen der T-Zellenfraktion
aus dem Leukozytengemisch

Trennsaule
1 ml T- Zellpuffer

10 ml T- Zellpuffer

in den Magneten einsetzen
und mit

spulen, dann insgesamt mit
etwa

die geldsten Zellen mogl.
vollstandig auf die Trennsaule
Uberfuhren, Zellen zahlen.

Kultivieren der T- Zellen

T- Zell- Medium

Die Zellen vollstandig

In eine Zellkulturflasche
Uberfuhren, mit

Soweit auffillen, dass die
Zellkonzentration 10° /m
entsteht
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2.2.3 Kultivierung der HUVEC Zellen
Es wurden gefrorene HUVEC Zellen verwendet. Fur jeden Versuch wurden einige

Zellen entnommen,
Objekttrager aufgebracht.

Tabelle 9: Arbeitsanleitung HUVEC Kultivierung

uber mehrere Tage vermehrt und anschliefend auf die

Arbeitsschritt

bendtigt

Vorgehen

Auftauen der Zellen

Kryoréhrchen mit HUVEC
Wasserbad 37°C

1ml HUVEC- Medium

in einem vorgeheizten
schnell auftauen, noch im
Rohrchen sofort mit
suspendieren

Kultivieren der Zellen

HUVEC Zellen
Zellkulturflasche
HUVEC- Medium

streng steril in eine
geben und mit
200ul/cm? auffillen

2.2.4 Pflege der Zellen in der Kulturflasche (ZK)

Tabelle 10: Arbeitsanleitung: HUVEC Pflege

Arbeitsschritt

bendtigt

Vorgehen

Verbrauchtes
Medium entnehmen

10 ml PBS +/+

Flussigkeit vorsichtig aus der
Zk- Flasche abgief3en, mit
vorsichtig nachspulen

Neues Medium einflllen

HUVEC- Medium
FCS 100%

Aus

und

eine 5% FCS- Lésung
herstellen und die
entsprechende Menge
(200pl/cm?) vorsichtig in die ZK-
Flasche geben
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2.2.5 Separieren der Zellen

Die HUVEC teilen sich in Kultur und bilden so nach und nach auf dem Boden der
Kulturflasche einen Zellrasen. Diese feste Adhasion muss geldst werden, um die
Zellen auf dem Tragerslide anzusiedeln.

Tabelle 11: Arbeitsanleitung HUVEC Separation

Arbeitsschritt

bendtigt

Vorgehen

Medium entnehmen

10 ml PBS -/-

Flussigkeit vorsichtig aus der
Zk- Flasche abgief3en, mit
vorsichtig nachspulen

Zellen ablosen
-Calcium binden

3 ml EDTA 0,02%

Mit

gut spulen, den Zustand der
Zellen am Auflichtmikroskop
Uberwachen, ca. 5 min.
inkubieren, Uberstand
abgieRen, sammeln

Zellen ablosen
-Zellkontakte trennen
-Zellen aus der Flasche
entfernen

1,5 ml EDTA 0,02%
1,5 ml Trypsin 0,125%

FCS 30%
HUVEC- Medium

Eine Mischung aus

Und

in die ZK- Flasche geben, 3
min. inkubieren, leicht
schwenken dann in gleicher
Menge und Verhaltnis

und

einflllen, schwenken,
Uberstand abgiefen, sammeln

Waschen Uberstand zentrifugieren (1100
rpm 7min) und in
5 ml HUVEC- Medium | aufnehmen
Ausbringen Jeweils 1 ml Suspension auf ein

IBIDI Slide

Brutschrank, 37°C 5% CO2

geben, Anschlief3end die Slides
im(Vorsicht: in der Kammer
durfen keine Luftblasen
entstehen!)

inkubieren, so lagern, dass Luft
auch von unten zirkulieren kann

2.2.6 Pflege der Zellen auf dem Slide

Bis auf dem Tragerslide ein homogener Zellrasen entstanden ist, kbnnen einige Tage
vergehen. Das Nahrmedium muss in dieser Zeit gewechselt werden.

Tabelle 12: Arbeitsanleitung HUVEC Ndhrmediumwechsel

Arbeitsschritt

Benotigt

Vorgehen

Wechsel des
Nahrmediums

1 ml HUVEC- Medium

In das eine Reservoir des
Slides

einfullen.

Auf der anderen Seite die
gleiche Menge Flussigkeit
entnehmen
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2.2.7 Flusskammer mit Proteinbeschichtung

Fir die Versuche mit proteinbeschichteten Glasplattchen (Slides) wurde eine
Flusskammer der Firma GlycoTech verwendet. Am Zulauf der Kammer wurde ein
Perfusor Uber einen Kunststoffschlauch angeschlossen. Dazwischen wurde ein
Dreiwegehahn geschaltet. Der Perfusor war mit HEPES Medium gefullt und erzeugte
einen kontinuierlichen Fluss in der Kammer. Am anderen Ende der Kammer fuhrte
ein zweiter Schlauch die verbrauchte Flissigkeit ab. Der dritte Schlauch war mit
einer Vakuumpumpe verbunden, die durch Unterdruck fir den festen Kontakt
zwischen Glasslide und Flusskammer sorgte. Uber den Dreiwegehahn wurde mittels
einer Einmalspritze jeweils 1ml Zellsuspension pro Versuch zugegeben. Der Versuch
fand unter einem Auflichtmikroskop mit einem 10-fach Objektiv statt. Mir einer
digitalen Videokamera wurden ca. 30 Sekunden lange Filmsequenzen
aufgezeichnet, und zwar 30 Sekunden nach der Injektion der Zellen, nach 6 Minuten
und nach 12 Minuten. Diese Filme dienten spater zur Auswertung.

-
e
Abbildung 5: Glyco Tech Flusskammersystem

2.2.8 Berechnung des Scherkraft

Mit Hilfe der festen Daten der Flusskammer (Lange des Kanals, Breite) und Kenntnis
des Viskositatskoeffizienten fur das Medium, wurde die Flussrate des Perfusors so
eingestellt, dass Scherkrafte (shearstress) von 0,2 dyn/cm?® herrschten. Um
Randeffekte zu vermeiden, wurden die Filmsequenzen ausschliellich in der Mitte der
Kammer aufgenommen.

Berechnung des shearstress 1 [N/ m?]

6 - n- Q

(w-h?)

n: Viskositatskoeffizient [Pa x sec.] ( Wasser 20°C: 1,002 x 1073)
Q: Durchfuss [I/ sec]

w: Breite [m]

h: Hohe [m]

’E:
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2.2.9 Aufbereitung der T-Lymphozyten am Versuchstag

Am Versuchstag wurden die T-Lymphozyten mit monoklonalen Antikorpern inkubiert.
Diese waren gerichtet gegen VLA-4, B1-Integrin oder JAM-C, jeweils 1ug/ml
Zellsuspension. Bei der Kombination der VLA-4 und B1 Antikérper wurden diese
Konzentrationen beibehalten. Isotypkontrollen wurden in gleicher Konzentration bzw.
im Kombinationsversuch mit 2ul/ml Zellsuspension durchgefuhrt.

Tabelle 13: Arbeitsanleitung Aufbereitung T-Lymphozyten

Arbeitsschritt Benotigt Vorgehen
Zellen vom Medium trennen Den Inhalt der ZK- Flasche in
ein

Falcon Roéhrchen 50 ml | Uberflihren. Mit

PBS -/- | Auf 50 ml aufflllen, Zellen
zahlen. Zentrifugieren (1100
rpm 8 min. RT)

Zellkonzentration einstellen Mit
T-Zellpuffer | so auffillen, dass die
Zellkonzentration 10%/ml betragt

Zellen mit Antikérper beladen Falcon Réhrchen 15 ml | mit 1,5 ml der Zellsuspension
fullen und mit

geldstem Antikorper | versetzen. Inkubieren (1 Std.
37°C)

Zentrifugieren (1100 rpm 8 min.
RT) und mit

1,5 ml T-Zellpuffer | resuspendieren, sofort
verbrauchen
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2210 Reinigung der Glasslides

Um die Vorraussetzungen fur die Bindung von JAM B Protein an die Glasoberflache
zu schaffen, wurden mehrere Wasch- und Aufbereitungsschritte durchgefuhrt. Ziel
war, auf der Glasoberflache eine Schicht Cyanurchlorid zu erhalten, um spater das

Protein daran binden zu kdnnen.

Tabelle 14: Arbeitsanleitung Vorbereitung der Glastrager

Arbeitsschritt bendtigt Vorgehen

Entfernung von Riickstanden 10 Slides | in das

auf dem Glas Becherglas | geben und mit
70 ml Konz. Schwefelsaure 95 % | und

30 ml H202

versetzen. Im
Ultraschallbad fiir 30
min. bei 80 °C
inkubieren. Anschl.
Flissigkeit abgiel3en

waschen

50 ml Aqua dest.

in das Becherglas
geben. Slides darin
schwenken. Wasser
wieder abgieften. 10 mal
wiederholen

Freilegen der OH- Gruppen

20 ml konz. Ammoniak
20 ml H202
100 ml Aqua dest.

Eine Mischung aus

In das Becherglas geben
und mit den Slides fiir 30
min. im Ultraschaslibad
bei 80°C inkubieren

waschen

50 ml Aqua dest.

in das Becherglas
geben. Slides darin
schwenken. Wasser
wieder abgieRen. 10 mal
wiederholen

trocknen

Slides und Becherglas

Im Trockenschrank bei
60°C

Beschichtung mit Cyanurchlorid

Becherglas
Chloroform
Cyanurchlorid
Slides

In dem

gesattigte Losung aus
und

ansetzen, die
dazugeben und im
Ultraschallbad 30 min.
bei Raumtemperatur
inkubieren. Flussigkeit
abgielen.

waschen

Chloroform

Becherglas zur Halfte
mit

fullen und im
Ultraschallbad 30 min.
bei Raumtemperatur
inkubieren. Flissigkeit
abgiel3en.

trocken

Slides

Bei Raumtemperatur
trocknen
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Beschichtung mit JAM-B Protein

Auf der Glasoberflache wurde eine homogene Schicht JAM-Protein gebunden. Durch

die Vorbehandlung wurde sichergestellt,

Bedingungen der Flusskammer auf dem Glas haftet.

Tabelle 15: Arbeitsanleitung Aufbringen der Proteinbeschichtun

dass das Protein auch unter den

Arbeitschritt

bendtigt

Vorgehen

Herstellen der Pufferlésung

100 ml Aqua dest.
68,5 mg Borat

mit
suspendieren

NAOH
HCL
0,5% BSA- Protein (500mg)

Mit wenigen Tropfen

oder

den pH Wert auf 8,8 einstellen
zugeben und unter Rahren
auflésen

Lésung des Proteins

lyophilisiertes JAM-B
Aqua dest.
(50ug in 100pl)

mit
suspendieren

Herstellen der Proteinldsung

1 ml Boratpuffer
2,5ug (5pl)geldstes JAM Protein

Unmittelbar vor Gebrauch
und

suspendieren auf das Slide
geben und fir 2 Stunden
inkubieren

2.2.12 Immunfluoreszenz

Die Beobachtungen in der Flusskammer und damit die Aussagen uber JAM-B
setzten voraus, dass ausreichend Protein an die Glasoberflache gebunden hatte.
Zum Nachweis wurden Immunfluoreszenzfarbungen durchgefuhrt. Im Sinne einer
Sandwich Methode wurde ein Antikérper gegen JAM-B mit einem
Fluoreszenzantikorper gekoppelt. Durch den Vergleich von beschichteten zu
unbeschichteten Slides mit entsprechender Fotodokumentation wurde JAM-B auf der
Glasoberflache nachgewiesen.

Tabelle 16: Arbeitsanleitung Immunfluoreszenz

Arbeitsschritt bendtigt Vorgehen

Vorbereitung gereinigtes und mit JAM Protein
beschichtetes Slide
Petrischale

in eine kleine

Geben, und mehrmals
vorsichtig mit

spulen (Slide darf nicht
trocknen!)

PBS

Primarantikbrperauftrag geldsten Antikérper | auf das Slide geben, inkubieren

Waschen mit

PBS | waschen, dann
Sekundarantikérperauftrag geldsten Antikérper | auf das Slide geben, inkubieren
Waschen mit

PBS | waschen unter entsprechendem

Mikroskop beurteilen
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2.2.13 Flusskammer mit HUVEC

Um die Rolle von JAM B bei der Adhasion von T-Zellen an Endothel zu untersuchen,
wurde ein Flusskammersystem der Firma IBIDI verwendet. In den Objekttrager ist ein
Kanal eingelassen, die Enden sind offen. Der Kanal ist innen mit Kollagen
beschichtet. Die Slides wurden mit Zu- und Ablaufschlauch versehen, unter dem
Mikroskop platziert wobei eine Infrarot-Warmequelle fur gleich bleibende Temperatur
sorgte.

Als Flussmedium wurde AIM V Gibco (2%FCS) verwendet, das am Zulauf in einem
Reservoir bereit stand. In einem zweiten Reservoir wurden die T- Zellsuspension
eingefullt, mittels eines Schalters konnte entweder Medium oder Zellsuspension in
das Zulaufsystem gegeben werden.

Am Ablauf war ein Perfusor angebracht, der durch Unterdruck fur gleichbleibenden
Fluss sorgte. Der Sog des Perfusors wurde so eingestellt, dass in der Flusskammer
ein shearstress von 0,2 dyn/cm? herrschte (Berechnung nach bereits beschriebener
Formel).

i

Abbildung 6: Flusskammersystem IBIDI

Am Versuchstag wurden die HUVEC auf dem Objekttrager mit TNFa 400 1U/ml eine
Stunde vor Versuchsbeginn im HUVEC Medium (2%FCS) stimuliert. Vor
Versuchsbeginn wurde JAM-B Antikorper 1ug/ml in die Flusskammer eingebracht.
Die Kontrollen blieben hierbei unbehandelt, bzw. wurden in gleicher Weise mit
Isotypantikorper versetzt.

2214 Mikroskopie und Filmaufzeichnung

Zu festgelegten Zeitpunkten wurden Videosequenzen aufgezeichnet, die spater fur
die Auswertung herangezogen wurden.

Tabelle 17: Protokoll Filmaufzeichnung

Minute 0 Start Zellen

Minute 4 Start Film 1

Minute 6 Stopp Zellen

Minute 9 Stopp Film 1

Minute 11 Start Film 2

Minute 10 Stopp Film 2

Minute 14:15 Start Film 3

Minute 14:45 Stopp Film 3

Minute 16 Ende Bilder zur Auswertung
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2215 Auswertung der Filme

Die Auswertung der Filme wurde am Computerbildschirm vorgenommen. Zur
Quantifizierung der Ergebnisse wurden hierzu drei Parameter ausgewertet.

Rolling: Auf den Bildschirm wurde eine Maske aufgeklebt, die ein 5x5 cm grofes,
quadratisches Fenster enthielt. In diesem Fenster wurden fir jeweils 10 Sekunden
die rollenden Zellen gezahlt, und zwar jeweils einmal am Anfang, in der Mitte und am
Ende des Films. In jeder Filmsequenz wurde an drei unterschiedlichen Stellen des
Bildschirmes gezahlt, und das in jedem der drei Filme eines Versuchsdurchganges,
sodass pro Versuch 27 Messwerte entstanden.

Die Male des Kameraausschnittes waren bekannt. Daraus konnte dann Uber die
Bestimmung des 5x5 cm Quadrates die Zellzahl pro mm? pro sec errechnet werden.
Rolling velocity: Es wurde eine Schablone mit einem Fenster der Groze 3x10 cm auf
den Bildschirm geklebt, und zwar so, dass die lange Seite des Rechtecks parallel
zur Flussrichtung der Zellen war.

Per Zufall wurde die Filmsequenz gestoppt, und die Zelle, die sich am nachsten zum
Rand des Fensters und am deutlichsten in der Fenstermitte befand, zur
Geschwindigkeitsmessung ausgewahlt. Gemessen wurde die Zeit, die die Zelle
bendtigt um die definierte Strecken zuruckzulegen. Daraus wurde die
Geschwindigkeit errechnet. Auf diese Weise wurden 60 Zellen pro Versuch
ausgewertet.

Sticking: Am Ende des letzten Filmes eines Versuches wurden die haftenden Zellen
pro Bildschirm ausgezahlt. Hierzu wurden die letzten 10 Sekunden des Filmes
abgespielt, um sicher zwischen rollenden und adharenten Zellen unterscheiden zu
kénnen. Uber die bekannte Abmessung des Kameraausschnitts konnte die Zellzahl
pro mm? errechnet werden.
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3 Ergebnisse

3.1 Zusammenfassung der Ergebnisse

Ziel dieser Arbeit war es, die Beteiligung von JAM-B an den frihen Schritten der
Extravasation, Capturing, Rolling und Adhasion zu charakterisieren und maogliche
Bindungspartner auf der Lymphozytenoberflache zu identifizieren. Zur
Quantifizierung wurden drei Parameter betrachtet. Als dynamische GréRen die Zahl
auf der Oberflache rollenden Zellen pro Zeit (Rolling) und deren Geschwindigkeit
(Rolling Velocity). Am Ende jedes Versuchs wurde die Zahl der fest an der
Oberflache anhaftenden Zellen (Sticking) bestimmt.

Es konnte gezeigt werden, dass T-Lymphozyten in einem dynamischen System mit
JAM-B interagieren kdonnen, und zwar deutlich mehr als mit einer unspezifischen
Proteinmatrix. Dies lie} sich auch fur die Anhaftung der Zellen an JAM-B zeigen.
Durch die Blockade des Integrins VLA-4 kam es zu einer Abnahme der rollenden
Zellen. Gleiches gilt fur die alleinige Blockade der Integrinuntereinheit 31 mittels
Antikdrper, hier erhdhte sich zusatzlich die Geschwindigkeit der rollenden Zellen.
Eine gemeinsame Behandlung mit beiden Antikérpern erbrachte keine zusatzlichen
Effekte. Die Anzahl der anhaftenden Zellen vermochte allerdings nur diese
Kombination beider Antikorper zu senken.

Wurde eine Endothelzellschicht mit einem JAM-B Antikdrper behandelt, nahm die
Zahl der rollenden Zellen ab und deren Geschwindigkeit zu. Die Zahl adharenter
Zellen anderte sich nicht.

Abbildung 7: Flusskammer mit Proteinbeschichtung: geringe und hohe Zellzahl nach 10
Minuten
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At.>-b|Idulng 8: FIusskammer m|t HUVEC hohe und geringe Zellzahl nach 10 Minuten

3.2 JAM-B lasst sich auf einer Glasoberflache fixieren und bildet
eine homogene Schicht

Zur Prufung, ob sich JAM-B Protein wie angestrebt auf der Glasoberflache fixieren
lasst, wurden JAM-B auf einzelnen Slides mit Immunfluoreszenz nachgewiesen. Der
fluoreszenzmarkierte Antikorper ist spezifisch fur JAM-B, die Kontrolle mit BSA-
Beschichtung liel3 sich nicht anfarben.

Abbildung 9: fluoreszenzmikroskopischer Nachweis von JAM-B vs. Kontrolle

3.3 T-Lymphozyten rollen auf einer JAM-B beschichteten
Oberflache

Um die Beteiligung von JAM-B am Rolling von T-Lymphozyten zu charakterisieren,
wurden diese Zellen tber ein mit JAM-B Protein beschichtetes Glasslide perfundiert.
Mit Hilfe des vorher beschriebenen Versuchsaufbaus wurde in der Kammer ein
kontinuierlicher Fluss mit einem shearstress von 0,2 dyn/ cm? erzeugt. Es wurden
Videosequenzen des Versuchs aufgezeichnet und zur Auswertung herangezogen.
Um unspezifische = Wechselwirkungen zwischen Oberflache und Zelle
herauszurechnen, wurde ein Kontrollexperiment mit einem BSA-beschichteten Slide
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durchgefuhrt, und dieses unspezifische Rolling mit dem bei JAM-B Beschichtung
verglichen.

Es konnte gezeigt werden, dass auf der JAM-B beschichteten Oberflache signifikant
mehr Zellen rollten. Dies deutet darauf hin, dass T-Lymphozyten auch unter
dynamischen Bedingungen direkt mit JAM-B in Kontakt treten konnen.

- *

BSA

0,0 20,0 40,0 60,0 80,0 100,0 120,0 140,0 160,0 180,0 200,0

Zellen/mm?/Sek.

Abbildung 10: Ergebnis Zellrolling JAM-B vs. Kontrolle

Die Abbildung zeigt die mittlere Anzahl der rollenden Zellen pro mm? und Sekunde.
Wahrend die mittlere Anzahl rollender Zellen bei der BSA-Beschichtung (n=8) bei
86,4 (+78,4/ -61,8) lag, war sie bei der JAM-B Oberflache (n=8) mit 147,9 (+32,2/-
28,4) signifikant erhdéht (*p=0,0036). Der Fehlerindikator zeigt die hdchste, bzw.
niedrigste gemessene Zellzahl aller Stichproben. Die Auswertung erfolgte mittels
unpaired t- Test.

3.4 Auf einer JAM-B beschichteten Oberflache adharieren T-
Lymphozyten bevorzugt

Am Ende jeder Stichprobe wurde die Anzahl der adharenten Zellen pro Flache

ermittelt. Es zeigte sich, dass an der JAM-B Oberflache deutlich mehr Zellen
adharent waren als in den Kontrollexperimenten mit unspezifischem Protein (BSA).

_— *

r
BSA

00 2,0 40 6,0 8,0 10,0 2,0 %0 16,0 8,0
Zellen/mm?

Abbildung 11: Ergebnis Zelladhdasion JAM-B vs. Kontrolle
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Auf JAM-B adharierten durchschnittlich 13,0 Zellen/mm? (+2,3/- 1,6), deutlich mehr
als auf BSA mit 4,1 Zellen/mm? (+8,8/- 3,8), (jeweils n=8), (*p< 0,05). Die Auswertung
erfolgte mittels t- Test. Es bestatigte sich also die hohe Affinitat der T-Lymphozyten
zu JAM-B.

3.5 Ein Antikorper gegen 1 Integrin und ein VLA-4 Antikorper
vermindern das Rolling von T-Lymphozyten auf JAM-B

Es konnte gezeigt werden, dass JAM-B das Rolling von T-Lymphozyten férdert. Um
die beteiligten Molekule auszumachen, wurden auf den T- Zellen einmal das
komplette Integrin VLA-4 mit einem Antikorper geblockt. In weiteren Versuchen
wurde nur die B1 Untereinheit des VLA-4 blockiert und das Rolling wie oben
beschrieben quantifiziert.

+ Isotyp zu VLA-4/ R1

‘ )

+ anti VLA-4 [ | *

0,0 20,0 40,0 60,0 80,0 100,0 120,0 140,0 160,0 180,0 200,0
Zellen/mm?Sek.

Abbildung 12: Ergebnis Zellrolling nach Antikorperblockade von 31 oder VLA-4

Die Abbildung zeigt die mittlere Anzahl der rollenden Zellen pro mm? und Sekunde.
Die Blockade von VLA-4 auf T- Zellen (n=7) senkt das Rolling auf JAM- B signifikant
auf 80,6 Zellen (+27,5/ -25,9) im Vergleich zum Experiment ohne Antikorper (*p <
0,001). Auch im Vergleich zur Isotypkontrolle (n=7) sank das Rolling signifikant (*p <
0,001). Die Blockade der 31 Untereinheit senkt das Rolling ebenfalls signifikant auf
72,5 Zellen (+19,4/ -42,3), (*p< 0,001).

Dies gibt einen deutlichen Hinweis darauf, dass VLA-4 mit JAM-B interagieren kann.
Moglicherweise wird die Bindung von VLA-4 und JAM-B Uber die B1 Untereinheit des
VLA-4 vermittelt. Die Moglichkeit von Bindungen zwischen JAM-B und VLA-4 sind ja
bereits bekannt, sie scheinen aber auch in der frihen Phase der Extravasation eine
Rolle zu spielen. Der Fehlerindikator zeigt die hochste, bzw. niedrigste gemessene
Zellzahl aller Stichproben. Die Auswertung erfolgte mittels one way ANOVA.
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3.6 Die Kombination von VLA-4 und B1 spezifischen Antikorpern
haben keinen additiven Effekt im Vergleich zur Einzelgabe

Wenn die B1 Untereinheit des VLA-4 die Bindung zu JAM-B vermittelt, sollte eine
Blockade von VLA-4 und B1 in Kombination keinen zusatzlichen Effekt auf das
Rolling haben.

+ Isotyp zu VLA4+ 31 H
_— *
+ anti VLA-4 [
0,0 20,0 40,0 60,0 80,0 100,0 120,0 140,0 160,0 180,0 200,0
Zellen/mm?Sek.

Abbildung 13: Ergebnis Zellrolling nach Antikorperblockade von 31 oder VLA-4

Die Abbildung zeigt die mittlere Anzahl der rollenden Zellen pro mm? und Sekunde.

In diesen Versuchen (n= 5) reduzierte sich das Rolling auf 69,4 Zellen (+35,1/- 32,4),
was sowohl signifikant zum Experiment ohne Antikorper (*p< 0,001) als auch zur
Isotypkontrolle war (*p< 0,05). Im Vergleich zur Blockade von VLA 4 oder 31 wurde
keine Signifikanz erreicht (p> 0,05). Dieses Ergebnis legt die Vermutung nahe, dass
die 31 Untereinheit des VLA 4 die Bindung zu JAM-B vermittelt (und nicht die eines
anderen Molekuls). Der Fehlerindikator zeigt die hochste, bzw. niedrigste gemessene
Zellzahl aller Stichproben. Die Auswertung erfolgte mittels one way ANOVA.
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3.7 Die Blockade von B1 Integrin erhoht die Geschwindigkeit der
rollenden Zellen

+ Isotyp zu VLA-4/ :
31 ’

+anti 31 | | %
0,0 100,0 200,0 300,0 400,0 500,0 600,0 700,0

um/ Sek.

Abbildung 14: Ergebnis Rollgeschwindigkeit bei Blockade von B1 Integrin

Die Gabe eines Antikorpers gegen B1 Integrin erhdht die Geschwindigkeit der auf
JAM-B rollenden T- Zellen im Vergleich zum Experiment ohne Antikorper signifikant.
Die mittlere Geschwindigkeit ohne Antikdrper betrug 312 um/Sekunde (+209,0/-
156,9) und wird durch Blockade von B1 auf 522,9 ym/Sekunde (+105,6/- 88,4)
gesteigert (*p< 0,05). Bezogen auf die Isotypkontrolle war diese Steigerung nicht
signifikant. Auch mit einem VLA-4 Antikdrper wurde keine signifikante Steigerung der
Geschwindigkeit gemessen. Die Kombination beider Antikorper fuhrte aber wiederum
zur Steigerung der Geschwindigkeit auf 507,0 ym/Sekunde (+124,1/ -118,8), die im
Vergleich zur Kontrolle ohne Antikérper signifikant war (p< 0,05). Die Auswertung
erfolgte mittels one way ANOVA.
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3.8 Die Blockade von VLA-4 und 31 vermindert die Zahl adharenter
T-Lymphozyten auf JAM-B

+ Isotyp zu VLA-4/ 31 —

T T T T T T T T T 1
0,0 2,0 4,0 6,0 8,0 10,0 12,0 14,0 16,0 18,0

Zellen/mm?

Abbildung 15: Ergebnis Zelladhasion bei Blockade von VLA-4 und 1

Die Blockade von VLA-4und 1 auf T- Zellen senkt die Anzahl der adharenten Zellen
auf JAM-B signifikant. Bei gleichzeitiger Gabe beider Antikérper (n= 4) liegt diese im
Mittel bei 1,9 Zellen/ mm? (+1,4/- 1,7) und damit deutlich unter der Zahl ohne
Antikérpergabe (*p< 0,001). Auch im Vergleich zur Isotypkontrolle mit 12,9
Zellen/mm? (+0,8/-1,0) besteht Signifikanz (*p< 0,001), was physikalische Effekte
allein durch die Antikorperbeladung der Zellen unwahrscheinlich macht. Allein konnte
weder die VLA-4- noch die B1- Blockade mit Antikérper die Adhasion signifikant
senken, moglicherweise durch die kompensatorische Wirkung anderer
Adhasionsmolekulle, die erst unter statischen Bedingungen aktiv werden. Die
Auswertung erfolgte mittels one way ANOVA.
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3.9 JAM-C hat keinen Einfluss auf das Rolling von T-Lymphozyten

+ Isotyp zu JAM C AK
0,0 20,0 40,0 60,0 80,0 100,0 120,0 140,0 160,0 180,0 200,0

Zellen/mm?/Sek.

Abbildung 16: Ergebnis Zellrolling bei JAM-C Blockade

Die Behandlung der T-Lymphozyten mit einem monoklonalen Antikdrper gegen JAM-
C hat keinen Einfluss auf das Rolling dieser Zellen. In diesen Versuchen (n=4)
konnte kein Unterschied zu den Kontrollen ohne, bzw. mit Isotypantikdrper
gemessen werden. Ahnlich fielen die Ergebnisse auch fir die Rolling Velocity und die
Zahl der adharenten Zellen aus (Daten nicht aufgefuhrt). Moglicherweise sind die
Kontakte zwischen T-Zelle und JAM-B unabhangig von JAM-C.

3.10Relevanz von JAM-B fiir Interaktionen von Endothelzellen und
T-Lymphozyten

Diese Experimente sind insofern artifiziell, als das Verhalten von T-Zellen auf
isolierten Adhasionsmolekulen untersucht wurde. Um der physiologischen Situation
naher zu kommen, wurden gleichartige Experimente unter Verwendung von
Zellrasen aus HUVEC anstelle der isolierten Adhasionsmolekule wiederholt.

Um interindividuellen Unterschieden und einer moglichen Aktivierung der Zellen
bereits im Spender Rechnung zu tragen, wurde ein Leerexperiment ohne Antikoérper
durchgefiihrt, und die Anderungen bei Antikdrperblockade relativ zu diesem
betrachtet.
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3.11Ein JAM-B Antikorper vermindert Rolling von T-Lymphozyten

40,00 ~
20,00

0,00

|-

Isotyp

-40,00 - l

-60,00 - anti JAM-B

Abweichung von Baseline [%]

*

-80,00 -

Abbildung 17: Ergebnis Zellrolling bei JAM-B Blockade auf HUVEC

Die Anzahl der rollenden Zellen pro Flache und Zeit wird durch die Inhibition von
JAM-B auf Endothelzellen im Vergleich zur Leerprobe (n= 8) signifikant (* p< 0,02)
gesenkt. In einer Konzentration von 0,01 pg/ml (n=6) senkte der Antikdrper das
Rolling auf 66,73% (+30,86/ -17,59 Prozentpunkte). Der Isotypantikdrper (n=4) in
gleicher Konzentration senkt das Rolling nicht signifikant auf 83,22% (+44,76/ -48,25
Prozentpunkte). Im Vergleich zum Isotypantikérper ging das Rolling bei JAM-B
Blockade zwar zuriick, diese Anderung erreichte jedoch kein signifikantes Niveau.
Eine hdhere Antikérperkonzentration fihrte zu einem abnehmenden Effekt (Daten
nicht aufgeflthrt).

Das Diagramm zeigt den mittleren Anteil der rollenden Zellen bezogen auf die
Leerprobe der jeweiligen Stichprobe. Der Fehlerindikator gibt den hochsten bzw.
niedrigsten gemessenen relativen Anteil aller Stichproben wieder.

Die Auswertung erfolgte mit ANOVA on ranks.



43

3.12Ein JAM- B Antikorper erhoht die mittlere Rollgeschwindigkeit
von T-Lymphozyten

_ I '
1

Isotyp

0,00 200,00 400,00 600,00 800,00 1000,00 1200,00 1400,00 1600,00

um/Sek.

Abbildung 18: Ergebnis Rollgeschwindigkeit bei JAM-B Blockade auf HUVEC

Die Blockade des membranstandigen JAM-B von HUVEC- Endothelzellen erhdhte
die durchschnittliche Rollgeschwindigkeit der darUber perfundierten T- Zellen im
Vergleich zum Leerexperiment signifikant.

Die durchschnittliche Geschwindigkeit der rollenden Zellen wurde durch die Inhibition
von JAM-B auf Endothelzellen signifikant (* p<0,02) erhoht. In den Leerproben (n=8)
erreichten die Zellen nur eine durchschnittliche Geschwindigkeit von 441,42 um/sek.,
der Antikorper in einer Konzentration von 0,01ug/pl (n=6) steigerte die
Geschwindigkeit auf 874,80 pm/sek. In der Isotypkontrolle (n=4) war die
Geschwindigkeit erhoht (717,51 um/sek.), dies ist im Vergleich zur Leerprobe nicht
signifikant. Hohere Antikorperkonzentrationen erbrachten keinen zusatzlichen Effekt.
(Daten nicht aufgefuhrt).

Das Diagramm zeigt die mittlere Geschwindigkeit der rollenden Zellen aus allen
Stichproben.  Der  Fehlerindikator gibt die hoéchste bzw. niedrigste
Durchschnittsgeschwindigkeit aller Stichproben an. Die Auswertung erfolgte mit
ANOVA on ranks.
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3.13Ein JAM-B Antikorper hat keinen Einfluss auf die feste
Adhasion von T-Lymphozyten
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Abbildung 19: Ergebnis Zelladhasion bei JAM-B Blockade auf HUVEC

Die Blockade von JAM-B auf Endothelzellen hat keinen Einfluss auf die feste
Adhasion der Zellen.

Relativ zur Leerprobe adharierten bei einer JAM- B Antikdrperkonzentration von
0,01pg/pl durchschnittlich 102,77% Zellen (+54,55/ -35,74 Prozentpunkte). Die
Isotypkontrolle erhdhte die Anzahl der adharenten Zellen auf im Mittel auf 117,78%
(+67,07/ -68,33 Prozentpunkte).

Das Diagramm zeigt den mittleren Anteil der adharenten Zellen bezogen auf die
Leerprobe der jeweiligen Stichprobe. Der Fehlerindikator gibt den hochsten bzw.
niedrigsten gemessenen relativen Anteil aller Stichproben wieder. Die Auswertung
erfolgte mit einer ANOVA on ranks.
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3.14Die Auswertungsergebnisse sind unabhangig vom Untersucher

Zur Gewinnung der Ergebnisse mussten die Filmsequenzen jedes Versuchs am
Computerbildschirm analysiert werden. Der Untersucher ermittelte hierbei die
Geschwindigkeit zufallig ausgewahlter Zellen und bestimmte die Anzahl rollender
Zellen in verschiedenen Bildausschnitten zu definierten Zeitpunkten. Die Ergebnisse
sollen moglichst unabhangig von subjektiven Einflissen des Untersuchers sein.
Deshalb wurden die Ergebnisse verschiedener Untersucher verglichen. Es konnte
gezeigt werden, dass verschieden Untersucher mit der verwendeten Methode zu
annahernd gleichen Ergebnissen kamen. Exemplarisch sind hier zwei Ergebnisse fur
rollende T-Lymphozyten auf JAM-B beschichteter Oberflache dargestellit.
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bbildung 20: Ergebnis Vergleich zweier Untersucher bei gleichem Versuch
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4 Diskussion

4.1 Flusskammersysteme als Modelle fur menschliche BlutgefaRe

In menschlichen Blutgefalken wirken durch Blutfluss und Blutdruck Krafte auf die dort
vorhandenen Zellen ein. Der Blutdruck bzw. der Fullungszustand des Gefalies sorgt
fur eine nach aulien gerichtete Kraft. Die in Richtung des Blutflusses wirkende Kraft
ist tangential zum GefalRlumen ausgerichet. Diese wird auch als Schubspannung
(Shear-Flow) bezeichnet, sie erzeugt Scherkrafte (Shear-Stress) entlang der
Endothelzellschicht. Diese kann Auswirkungen auf das Verhalten der Endothelzellen
selbst und der Leukozyten, die mit diesen in Kontakt treten, haben. Aus diesem
Grund werden bei Experimenten in vitro, die sich mit Extravasation beschaftigen,
Flusskammersysteme mit einer kontinuierlichen Strémung verwendet.

Vor den 1990er Jahren wurden die meisten Experimente in vitro, die sich mit
Zelladhasion beschaftigten, unter statischen Bedingungen durchgefuhrt. Dies steht
klar im Widerspruch zu dem normalen physiologischen Umfeld der BlutgefalRe, in
denen die Extravasation stattfindet’>. Obwohl die physikalischen Verhaltnisse in
diesem System noch nicht bis ins Detail geklart sind, nimmt man einen
gleichmaRigen Fluss mit einem parabolen Geschwindigkeitsprofil an’®. Dieser
laminare Fluss treibt die Leukozyten und Thrombozyten in den Randbereich dieser
Stromung, wo sie mit den Endothelzellen der GefaRwand in Kontakt treten kdnnen.
Die Erythrozyten befinden sich in der Mitte des Lumens und verdrangen die
Leukozyten in die Randbereiche. Um diese Gegebenheiten experimentell
nachzuahmen, wurden Flusskammersysteme entwickelt und die erhobenen Daten
waren oftmals konform mit denen aus Versuchen in vivo, wie etwa der
Intravitalmikroskopie”. Trotzdem sind diese Modelle nur unvollkommen, da die
Erythrozyten, Thrombozyten und das Blutplasma fehlen, was Einflisse auf die
Viskositat des Flussmediums hat.

4.2 Zellen reagieren auf Shear-Stress

Nicht nur die physikalischen Gegebenheiten innerhalb des Blutgefalles, auch die
Zellen selbst werden vom Shear-Stress beeinflusst. Neben Thrombozyten und
Erythrozyten, die sensibel gegenuber den unter Strdmungsbedingungen wirkenden
Kraften sind, ist bekannt, dass auch Endothlezellen hierdurch stimuliert werden
kénnen. So wird durch kontinuierlichen Fluss Uber Endothel die Transkription vieler
Gene in diesen Zellen verandert’. Auch die Sekretion gefaRaktiver Substanzen wie
Prostacyclin oder NO (Stickstoffmonoxid) werden durch den Shear-Stress
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beeinflusst’®. Neben den beschrieben Zelltypen sind natiirlich auch die Leukozyten
den Flussbedingungen in den Blutgefallen ausgesetzt und werden moglicherweise
hierdurch beeinflusst. So konnte gezeigt werden, dass neutrophile Granulozyten
vermehrt Pseudopodien ausbilden und an der Gefallwand adharierten. Bei
Beendigung des Flusses anderte sich auch der Zustand der Neutrophilen innerhalb
von Minuten, bei Fehlen von extrazellularem Kalzium blieben die Veranderungen
ganz aus’®. Andernorts wurde beobachtet, dass fiir die Transmigration bestimmter T-
Lymphozyten in vitro neben Zytokinstimulation ein laminarer Shear-Flow essentiell
ist’””. Durch diese Beobachtungen lassen sich zwar keine generellen Aussagen iiber
den Einfluss von Shear-Stress auf Leukozyten machen. Ebenso sind die
Mechanismen, die die Zellen zur Wahrnehmung des Flusses befahigen,
weitestgehend unbekannt. Es wird aber deutlich, wie komplex verschieden Faktoren
Einfluss auf die Leukozytenadhasion haben und, dass Shear-Stress ein wesentlicher
Teil hiervon ist.

4.3 Gewinnung der Ergebnisse

Wenn Experimente unter dynamischen Bedingungen durchgefuhrt werden mussen,
stellt sich generell das Problem der Auswertung der Rohdaten, weil sie unmittelbar
unter den Versuchsbedingungen erfolgen muss und keinen Raum lasst fir
aufwandige quantitative oder qualitative Methodik. Um trotzdem die Moglichkeit einer
zweizeitigen Trennung von Experiment und Auswertung zu haben, wurden
Filmsequenzen oder Bilder unmittelbar wahrend des Experimentes aufgezeichnet
und fur die Ergebnisgewinnung herangezogen. Fur die Bewertung von Bild- und
Filmmaterial ist jedoch nach wie vor das menschliche Auge unerlasslich, allerdings
mit der Folge einer mdglicherweise subjektiven Beeinflussung der Ergebnisse. Dies
trifft nicht nur auf Flusskammer oder intravitalmikroskopische Experimente zu,
sondern auch auf zahlreiche Arbeiten, die Entziindungsinfiltrate nach histologischer
Aufarbeitung auswerten. Es wird deshalb haufig ein genau definiertes Vorgehen bei
der Bewertung vom Untersucher verlangt oder versucht, durch das Benutzen von
Scores die Ergebnisfindung objektivierbarer zu machen®.

Die Auswertung wurde sowohl beim Flusskammermodell mit Proteinbeschichtung als
auch bei den HUVEC Experimenten manuell durchgefuhrt. Um eine mdglichst hohe
Objektivitat zu sichern, wurden die Zellen =zufallig ausgewahlt, bzw. die
Beobachtungsfelder flr alle Versuchsbedingungen gleich gewahlt. Es wurden zudem
die Ergebnisse verschiedener Auswerter verglichen, wobei sich eine groRe
Ubereinstimmung bezlglich der Ergebnisse zeigte.
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4.4 Ergebnisse

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, das JAM-B auch in der frihen Phase der
Extravasation von Leukozyten, dem tethering und rolling, von Bedeutung sein kann.
Auf einer homogenen JAM- B Oberflache kénnen diese Phanomene deutlich starker
beobachtet werden als auf einer unspezifischen Proteinmatrix (BSA). Es wird also
deutlich, dass T- Lymphozyten in der Lage sind, auch unter dynamischen
Bedingungen mit JAM-B zu interagieren, was ja fur fest an Endothel gebundene
Leukozyten bereits gezeigt worden ist.

4.5 T-Lymphozyten interagieren unter dynamischen Bedingungen
mit JAM-B

Es ist bereits bekannt, dass T-Lymphozyten JAM-B binden kénnen’®’®. Die
Ergebnisse dieser Arbeit deuten darauf hin, dass dies auch unter dynamischen
Bedingungen der Fall sein kann.

Auf einer mit JAM-B beschichteten Oberflache wurde mehr Rolling beobachtet als
auf unspezifischem Protein. Werden HUVEC mit einem monoklonalen Antikorper
gegen JAM-B behandelt, so rollen weniger T-Lymphozyten auf ihnen. Inwieweit diese
Beobachtungen auch in vivo von Bedeutung sind, ist unklar. Zwar wurde bereits
gezeigt, dass ein JAM-B Antikorper die Entstehung eines entzindlichen Infiltrates
inhibieren kann®®. Ob hierbei aber vermindertes Rolling von zentraler Bedeutung ist,
konnte nicht ermittelt werden. Die Extravasation ist ein komplizierter Prozess, an
dem zahlreiche Molekule beteiligt sind. Dies macht bei Blockade eines einzigen
Moleklils Kompensationsmechanismen wahrscheinlich. Es sind bereits zahlreiche
Adhasionsmolekule bekannt, die das Capturing/Rolling vermitteln.

4.5.1 Rolling wird durch zahireiche Adhasionsmolekiile vermittelt

Hier sind Selectine, im speziellen E- und P- Selectine von zentraler Bedeutung
Die Expression von E- Selectin auf der Endothelzelle wird transkriptionell
reguliert?®®’, wahrend das P- Selectin hauptsichlich in den Weibel- Pallade
Korperchen von Endothelzellen gespeichert ist. Es wird von dort aus durch
Exozytose relativ schnell an die Membranoberflache befordert™®. Ein kleiner Teil der
P- Selectin Expression ist transkriptionell durch inflammatorische Stimuli reguliert82.
Die Selectine binden an Glycoprotein oder Glycopeptidrezeptoren der Leukozyten
wie PSGL-1 oder CLA®®* Durch Chemokine wird die noch lockere Bindung der
Zellen verstarkt, das Rolling stoppt®. Die zentrale Bedeutung von E- und P-Selectin
fir das Leukozytenrolling konnte in verschiedenen Arbeiten gezeigt werden®?®'. In
einer Studie konnte allerdings ein spezifischer Antikorper gegen E-Selectin die

1115
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Entziindungsaktivitit einer Psoriasis nicht vermindern®. Wurden hingegen beide
Selectine mit Efomycin M blockiert, so sorgte dies in einem Mausmodell fur ein
vermindertes Rolling und eine geringere chronische Entziindung®. Zu dem durch
Selectine vermitteltem Rolling kommen die Interaktionen der auf T- Lymphozyten
vorhandenen R1- Integrinen. Hiervon ist VLA-4, ein heterodimerer Rezeptor von
Bedeutung, der Molekule aus der Immunglobulinfamilie wie VCAM- 1 und MAdCAM-
1, bindet'". VLA-4 befindet sich in den Spitzen der Mikrovilli und kann somit in der
frihen Phase des Adhasionsprozesses aktiv sein®. Die (berwiegend lockeren
Zellbindungen, die durch die Selectine und VLA-4 vermittelt werden, werden im
weiteren Prozess erganzt durch die Aktivierung und feste Adhasion der Zellen. Hier
spielen die B2 Integrine, z.B. das lymphocyte function- associated antigen- 1 (LFA1),
die mit Rezeptoren aus der Immunglobulinfamilie wie intercellular adhesion
molecule- 1 (ICAM1) binden, eine wichtige Rolle®"?. Aber auch die B1 Integrine wie
etwa das a4p1 (VLA-4) und seine Bindung an V-CAM sind hier beteiligt®.

4.5.2 Die JAMs beeinflussen die Leukozytenwanderung

Wenn JAM-B am Capturing/ Rolling beteiligt ist, so hat es seine Rolle als eines von
vielen Molekulen, die diesen komplexen Schritt vermitteln. Bisher wurde JAM-B eine
Rolle bei der Transmigration von Leukozyten zugeschrieben. Dies liegt nah, wenn
man die bekannte Lokalisation des JAM-B auf Endothelzellen betrachtet: Bisherige
Beobachtungen zeigen es im Bereich der tigtht junctions, assoziiert mit spezifischen
Proteinen®. So konnte ein monoklonaler  JAM-B  Antikdrper  die
Leukozyteneinwanderung in entziindete Haut vermindern®®. Auch fiir die anderen
beiden klassischen JAM-Moleklile sind Beobachtungen im Bereich der
Transmigration gemacht worden. Antikorper gegen JAM-A konnten in vivo die
Extravasation von Lymphozyten bei Zytokin- induzierter Meningitis vermindern®*. Bei
bakteriell oder viral induzierter Meningitis versagte der gleiche Antikorper,
moglicherweise Zeichen fur funktionelle Einschrankungen des JAM-A auf bestimmte
Zellpopulationen oder Organbereiche®. In vivo verringerte ein JAM-C Antikorper die
Neutrophlieneinwanderung in einem Peritonitismodell®’. Die JAMs kdénnen also an
der Transmigration von Leukozyten beteiligt sein. Es wurden auch noch eine Reihe
anderer Molekdle identifiziert, deren funktionelle Bedeutung hierbei gezeigt wurde.
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4.5.3 Transmigration ist von mehreren Adhasionsmolekiilen abhéangig

Tabelle 18: Adhdsionsmolekiile, deren Blockierung Effekte auf die Transmigration haben

Molekdl Funktion

PECAM1 Blockade verhindert
Leukozytentransmigration in vitro und in
vivo™

MIC2 (CD99) monoklonaler Antikérper verhindert
Monozytendiapedese durch Endothel®®

VE-Cadherin Blockade erhdht die Permeabilitat von
Endothel in vitro und erhdht den
Leukozyteneinstrom in vivo®”

JAM- A, -B, -C Funktion wurde besprochen

Die Migration durch den Interzellularraum soll hier nicht genauer betrachtet werden.
Leukozytenintegrine interagieren mit Bestandteilen der extrazellularen Matrix.

Tabelle 19: an der Transmigration beteiligte Faktoren

Integrin Bindung an
B1 Integrine extrazellulare Matrix
al1p1, az2p1, a5p1 Kollagen Typl, Fibronectin, Chondroitinsulfat,
Laminin, Hyaluronsaure
al1p1, a2p1, a3p1 a6p1 epidermale Basalmembran
Kollagen Typ IV, Laminin
B2 Integrine interstitielles ICAM1
alLp2
CD 44

4.5.4 Die 1 Untereinheit des VLA-4 bindet an JAM-B

Es konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass die gleichzeitige Blockade von a431
Integrin (VLA-4) und 1 Integrin auf T-Lymphozyten die Anzahl adharenter Zellen auf
einer JAM-B beschichten Oberflache vermindert. Dies bestatigt Beobachtungen, die
VLA-4 als Bindungspartner von JAM-B identifizierten®®. Eine Einzelgabe beider
Antikorper in halber Konzentration hatte hier keinen Effekt. In diesen Experimenten
kam es zu vermindertem Rolling und einer erhohten Rolling Velocity nach Inkubation
der T-Lymphozyten mit Antikorper gegen 31 Integrin oder VLA-4. Offensichtlich kann
VLA-4 auf T-Lymphozyten auch wahrend des Rolling an JAM-B binden. Eine
Kombination beider Antikérper hatte hier keinen zusatzlichen Effekt. Die
Zusammenschau dieser Beobachtungen lasst vermuten, dass die 31 Untereinheit
des VLA-4 die entscheidende Bindungsstelle fur JAM-B darstellt. Parallel wurden
Versuche mit einem monoklonalen JAM-C Antikorper durchgefuhrt, der aber keinen
messbaren Effekt auf Rolling und Adh&sion hatte. Ahnliches zeigen aktuelle
Beobachtungen, die keine Relevanz von JAM-C fur die Transmigration neutrophiler

Granulozyten unter Flussbedingungen sahen'®.
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4.6 Integrine sind vielseitige Signalmolekiile

Integrine sind heterodimere Rezeptoren, die sich aus einer a und einer B Einheit
zusammensetzen. Aus den bekannten 18 a und 8 B Untereinheiten entstehen
insgesamt 24 verschiedne Integrine'®’. In unterschiedlicher Form finden sie weite
Verbreitung nicht nur auf menschlichen Zellen sondern bereits bei einfachen Tieren
wie etwa Schwammen'®. Wie die JAM- Proteine stellen sie also eine evolutionar
aullerst erfolgreiche Gruppe von Oberflachenmolekulen dar. Die von den Integrinen
geregelten Funktionen sind vielfaltig und beinhalten Proliferation, Apoptose, Zellform
und Polaritat, Beweglichkeit, Genexpression und Differenzierung. Man nimmt an,
dass Integrine in einem aktiven und inaktiven Zustand vorkommen, der auf
Konformationsanderungen der Proteine beruht. Der jeweilige Zustand hangt von der
Aktivitat der Zelle ab und kann etwa durch Zytokinstimulation gedndert werden™".
Die JAM-Proteine konnen Integrine binden. JAM-A ist Ligand des
Leukozytenintegrins LFA-1 (aLB2)**, JAM-B bindet VLA-4 (a4B1)*® und JAM-C kann
unter bestimmten Umstanden an aMB2 Integrin binden'®.

Uber die Struktur der Integrine sind mittlerweile zahlreiche Details bekannt. Etwa die
Halfte der bei Saugetieren vorkommenden a Untereinheiten besitzt eine so genannte
I/A Doméne an deren Spitze ist oftmals ein Metallion komplexiert ist'®*. Aus diesem
Grund, und weil diese Domane die Bindungsstelle der Untereinheit enthalt, wird sie
als metal ion adhesion site (MIDAS) bezeichnet. Auch zahlreiche B Untereinheiten
besitzen ein MIDAS Motiv, Uber das sie Liganden binden konnen. Flr die zwei
Aktivitatszustande der Integrine scheint ebenfalls das MIDAS Motiv mit dem
Metallkomplex verantwortlich zu sein'™'. Es ist bisher nicht bekannt, ob bei der
Bindung an die JAMs ebenfalls MIDAS verantwortlich ist. Auch wenn die
Beobachtungen dieser Arbeit zumindest die Bedeutung des (1 Integrins hierfur
herausgestellt haben, ware eine genauere Charakterisierung sicher wiinschenswert.
Auch von Seiten der JAMs sind hinsichtlich der Bindung noch nicht alle Details
geklart. Wahrend lI6sliches JAM-C bevorzugt als Homodimer zu finden ist, verbleit
JAM-B als Monomer™®'%, Bei Anwesenheit von JAM-B und JAM-C bilden sich
dagegen bevorzugt heterodimere Strukturen. Diese Interaktionen beinflussen auch
die Integrinbindung, da sie JAM-C fiir aMB2 Integrin erreichbar machen kénnen'®.
Auf T-Lymphozyten konnte JAM-B bisher nicht nachgewiesen werden, deshalb sind
die eben beschriebenen Mechanismen der Integrinbindung nicht wahrscheinlich.
Welcher Teil der extrazellularen Domanen des JAM-B die Integrine bindet ist unklar.
Fir JAM-C konnte gezeigt werden, dass die membran-distale V-Domane eine
Bindung mdglich macht, allerdings hier die Bindung zu JAM-B. Fur die C2-Domane
wurde eine stabilisierende Funktion postuliert'®. Fiir JAM-B sind solche Daten bisher
nicht bekannt. Der hohe Verwandtschaftsgrad beider Molekile macht aber ahnliche
Mechanismen wahrscheinlich.
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4.7 Die JAM Expression ist bei Krankheit verandert

Bei der Transmigration von Leukozyten spielt JAM-B, lokalisiert im Bereich der tight-
junctions, eine wichtige Rolle. Um jedoch nicht nur eine theoretische, sondern auch
eine funktionell bedeutsame Rolle bei der frihen Extravasation einnehmen zu
konnen, war die Beobachtung wichtig, dass JAM-B nach Applikation eines
inflammatorischen Stimulus auch auf der apikalen bzw. lumenseitigen Zellmembran
exprimiert wird. Nur dies erlaubt einen Kontakt zwischen JAM-B und mdglichen
Liganden wie dem a4p1 Integrin VLA4 wahrend des Capturing/Rolling. Es wurde
bereits fur einige Adhasionsmolekulle gezeigt, dass deren Verteilung und Lokalisation
von Bedeutung sein kann. So kann etwa a4 oder 7 Integrin, wenn es auf den
Spitzen der Mikrovilli von T-Lymphozyten lokalisiert ist, auch fur den initialen Kontakt
dieser Zellen mit dem Endothel verantwortlich sein kann®. Wird CD44,
normalerweise auf den Mikrovilli nicht vorhanden, auf transfizierten Zellen dort
exprimiert, so kann dieses Molekiil lockere Zellkontakte und Rolling vermitteln'®.
Auch fur die JAMs ist bekannt, dass sie, je nach Stimulus, auf unterschiedlichen
Teilen der Zellmembran exprimiert sein kdnnen. In vitro fihrte die Stimulation von
Endothelzellen mit TNFa und IFNy zu einer Umverteilung von JAM-AC.
Normalerweise im Bereich der Interzellularverbindungen vorhanden, kam es zur
Expression auf der apikalen Seite der Zellmembran, wo es von rollenden Leukozyten
erreicht werden kann. Auch nach Stimulation mit basic fibroblast growth factor findet
eine Umverteilung von JAM-A auf die Zelloberflache statt’®. In GefaRwandlasionen,
wie etwa bei Artherosklerose, scheint JAM-A ebenfalls vermehrt vorzukommen,
ebenso steigt die Menge an in Ratten mit Hypertonie'®. Fiir die Expression von
JAM-A scheinen also sowohl bekannte Zytokine als auch unbekannte entzindliche
oder physikalische Faktoren verantwortlich zu sein. JAM-B kann ebenfalls nach
Zytokinstimulation auf die lumenseitige Zellmembran von Endothelzellen umgelagert
werden’". Vermehrt wird JAM-B auch in Geweben mit chronisch-entziindlichen
Veranderungen gefunden wie Asthma bronchiale, interstitielle Nephritis,
Autoimmunhepatitis und alkoholtoxischer Leberzirrhose’. Dies bedeutet fiir JAM-B,
dass seine Funktion zumindest teilweise von seinem Expressionsmuster abhangt.
Die genauen Signalmechanismen, wirksame Stimuli, und die Mechanismen der
Translokation von der lateralen auf die apikale Zellmembran sowie deren Relevanz in
vivo wurden in dieser Arbeit nicht geklart.

JAM-C wird, ahnlich wie JAM-A vermehrt auf artherosklerotisch verandertem
Endothel gefunden. Eine Umlagerung von den Interzellularverbindungen auf die
apikale Zellmembran konnte nach Stimulation mit oxidierten Lipoproteinen
beobachtet werden'®. Das Vorhandensein von JAM-B konnte hingegen eine
Rekrutierung von JAM-C weg von der apikalen Seite hin zu den
Interzellularverbindungen bewirken'®. Teilweise sind die Berichte {ber die
Lokalisation der JAMs noch widerspruchlich. Eine Arbeitsgruppe konnte JAM-C auf
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MDCK (Madin-Darby canine kidney) Zellen zuerst nur im Bereich der tight junctions
nachweisen. Spater fand sich JAM-C dann auch auf der apikalen Membran dieser
Zellen. Zur Erklarung dieser Diskrepanz zog man die Dauer heran, in denen die
Zellen bis zur Analyse kultiviert wurden (2 Tage vs. 11Tage)'®®. Zusammenfassend
zeigen die Daten fur die JAM-Proteine eine ausgepragte Variabilitdt der Expression,
wobei unterschiedlichste Faktoren hierauf Einfluss nehmen kdnnen.

4.8 Die Familie der JAMs: differenzierte Expression

Die Proteine der JAM-Familie sind in ihrem Vorkommen auf bestimmte Gewebe
beschrankt. Es wurde gezeigt, dass JAM-B beispielsweise an epithelialen Zellen
fehlt, wahrend es in den Venolen mit hohem Endothel des Lymphknotens und der
Peyerschen Plaques in hoher Dichte vorkommt, beides Orte mit hohem
Leukozytenverkehr'™®. JAM-A hingegen besitzt ein weites Expressionsmuster auf
unterschiedlichsten Geweben von Epithel und Endothel'®. Diese Heterogenitét von
Interzellularverbindungen konnte auch in funktionellen Studien gezeigt werden: Die
Behandlung mit einem JAM-A Antikorper blockierte die Monozyteninfiltration in einem
Entziindungsmodell mit subkutanen Air-Pouches'". Unerwarteter Weise zeigten
Mause mit einer fehlenden JAM- A Expression eine gesteigerte Entzindungsantwort
in einem Modell fir Hypersensitivitat vom Spattyp. Diese Beobachtung war verknupft
mit einer erhdhten Wanderung JAM-A defizienter dendritischer Zellen in periphere
Lymphknoten''?. Dieser entziindungshemmende Effekt von JAM-A konnte auch in
einem Modell von Colitis beobachtet werden. JAM-A defiziente Mause zeigten
verstarkte leukozytare Infiltrate und gesteigerte Permeabilitat des Epithels im
Vergleich zur Wildtypkontrolle. Ob gleich die Entzindung bei diesen Tieren klinisch
eindrucksvoller verlief, fanden sich in der betroffenen Mukosa weniger Schaden und
erhohte Epithelproliferation23. Im Gegensatz dazu fuhrte die JAM-B Inhibition zu einer
milderen Immunantwort bei einem Modell von Kontaktallergie‘“’. Die Funktion der
JAMs ist also moglicherweise abhangig von dem Gewebe, in dem sie vorkommen.
Im Hinblick auf eine antiinflammatorische Therapie wurden sich fur JAM-B einige
Vorteile ergeben. Sein recht spezifisches Vorkommen in leukozytenreichen Geweben
konnte weniger Nebenwirkungen verursachen als bei JAM-A, das wesentlich
verbreiteter ist. Epitheliale Barrieren wirden durch die Inhibition ebenfalls nicht
beeintrachtigt, was die Komplikationsrate unter Immunsuppression senken konnte.

4.9 Die Familie der JAMs: differenzierte Adhasion

Die Mitglieder der JAM Familie unterscheiden sich nicht nur hinsichtlich ihres
Expressionsmusters an Zellverbindungen, sondern auch in der Fahigkeit, mit
unterschiedlichen Leukozytenpopulationen zu interagieren. Dies ist zum einen durch
die unterschiedlichen Liganden der JAMs wie Integrine bedingt. Zum anderen zeigen
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Daten aus Experimenten in vivo, dass JAM-A zwar Neutrophile, nicht aber T-
Lymphozyten in einem Modell mit Reperfusion nach Ischamie bindet'". Fiir JAM-C
wurde in vitro gezeigt, dass die Transmigration von Neutrophilen unter
Flussbedingungen unabhéngig von JAM-C ist'®. Im Gegensatz dazu zeigt diese
Arbeit, dass JAM-B mit T-Lymphozyten unter dynamischen Bedingungen interagiert.
Moglicherweise bergen diese Beobachtungen und das Profil von JAM-B Vorteile fur
eine Nutzung als therapeutisches Ziel.

Obwohl JAM-B vergleichsweise unselektiv an der Extravasation beteiligt ist, scheint
es andererseits relativ organspezifisch in diesem Prozess zu sein: Wahrend die
Blockade von JAM-B mittels Antikorper die Entzindungsreaktion in der Haut deutlich
senkte, hatte derselbe Antikorper bei der Generierung der Immunantwort nur einen
marginalen Effekt’’. Diese unterschiedliche Beeinflussung von JAM-B in
immunologischen Prozessen macht es als potentiellen Angriffspunkt einer
antiinflammatorischen Therapie bei chronisch entzindlichen Hauterkrankungen
interessant, beispielsweise der Psoriasis. Der Vorteil ware ein guter hautspezifischer
Effekt auf die Entzlindung bei gleichzeitig geringer systemischer Immunsuppression.

4.10Ergebnisse in Zusammenschau und Probleme dieser Arbeit

4101 Ist JAM-B Bindung an VLA-4 unabhéangig von JAM-C?

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass T-Lymphozyten an JAM-B binden kénnen und
damit bereits bekannte Ergebnisse bestatigt'™*. Hierfiir zeigt sich vermutlich das T-
Zellintegrin VLA-4 verantwortlich, dessen Bindung an JAM-B ebenfalls bereits
beschrieben wurde*®. Allerdings war man bisher davon ausgegangen, dass diese
Interaktion nur bei Anwesenheit von JAM-C stattfinden kann. In unseren Versuchen
hatte ein monoklonaler Antikérper gegen JAM-C keinen Effekt auf das Rolling von T-
Lymphozyten. Zu ahnlichen Ergebnissen kamen auch andere Arbeitsgruppen, die
zeigen konnten, dass die Transmigration neutrophiler Granulozyten unter
Flussbedingungen unabhangig von JAM-C ablauft'®. Die Beobachtung, dass fiir die
VLA-4 Bindung an JAM-B JAM-C vorhanden sein muss, wurde anhand statischer
Bindungsassays gemacht und spiegelt somit nicht die Bedingungen in unseren
Experimenten wider. Mdglicherweise ist die Funktion von JAM-B beim
Capturing/Rolling unabhangig von JAM-C.

4.10.2 Warum vermindert JAM-B Blockade das Rolling, aber nicht
die Adhasion?

In allen Experimenten vermochten die monoklonalen Antikérper keine suffiziente

Reduktion adharierender T-Lymphozyten herbeifuhren. Dies kann damit erklart

werden, dass bei bereits gebundenen Zellen kompensatorisch andere Molekule die
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feste Adhasion vermitteln. Zudem ist der Versuchsaufbau explizit fir Beobachtungen
unter Flussbedingungen ausgelegt. Beobachtungen nach dem Ausschalten der
Stromung sind somit nur begrenzt zu verallgemeinern. Allerdings reduzierte die
Blockade von JAM-B auf HUVEC nicht die Zahl der adharenten Zellen, wahrend ein
JAM-B Antikérper in vivo das entziindliche Infiltrat verkleinern kann*®. Wiederum
erlaubt der Versuchsaufbau mit HUVEC keine genauen Aussagen uber das
Transmigrationsverhalten der T-Lymphozyten, es ist aber naturlich leicht vorstellbar,
dass fest gebundene Zellen auch transmigrieren und ein entzindliches Infiltrat
verursachen. Fur diese Diskrepanz zwischen Ergebnissen in vivo und in vitro kann
hier keine schllssige Erklarung gegeben werden. In dem in dem Tiermodell wurde
erst nach 48 Stunden die Entzindungsantwort evaluiert, in vitro nur bis 30 Minuten
nach Versuchsbeginn. In dem unbeobachteten Zeitraum, der immerhin fast zwei
Tage betragt, finden moglicherweise Wanderungsbewegungen der Leukozyten in
beide Richtungen statt. Transmigration ist kein unidirektionaler Vorgang, ein
gewisser Teil der Zellen wandert auch immer wieder vom entzindlichen Infiltrat weg
in Richtung des Gefallumens. Dieser als Reverse Transmigration bezeichnete
Vorgang spielt mdglicherweise bei der Entzindungsmodulation von JAM-C eine
Rolle™®.

4.10.3 Verhindert JAM-B die Rickwanderung der Inmunzellen in die
Blutgefale (reversed transmigration)?

Es wurden verschiedene Stimuli angesprochen, die Zellen dazu veranlassen, aus
dem Blutgefallsystem in das Gewebe auszuwandern. Die einzelnen Schritte wurden
differenziert besprochen und sollen an dieser Stelle nicht naher erlautert werden.
Letztendlich sind aber fur die klinisch sichtbare Entzindungsreaktion viel mehr
Schritte erforderlich als die eigentliche Extravasation. Ein entzlndliches Infiltrat
entsteht erst im Verlauf von mehren Stunden, und nicht alle Zellen, die die
Endothelschicht durchdrungen haben beteiligen sich daran. Fur einen Teil der initial
eingewanderten Zellen ist der Stimulus unter Umstanden nicht stark genug, um
dauerhaft im Gewebe zu verweilen. Deshalb kommt es nach einiger Zeit zu einer
Ruckbewegung in Richtung des Gefallumens, der sogenannte ,Reversed
Transmigration®. So lie® sich in einem Modellgewebe aus humanen Endothelzellen
und bovinem Kollagen die Rate ruckwarts migrierender CD16 positiver Monozyten
bei Zusatz eines Antikorpers gegen den Lipidtranssporter MDR-1 signifikant
senken'®. Eine andere Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass ein Antikdrper gegen
JAM-C fiir eine héhere Rate an riickwérts- transmigrierenden Zellen sorgte'".
Bekanntermal3en reduziert die Blockade von JAM-C die Entzindungsantwort in vivo,
mdglicherweise durch eine gesteigerte Zahl von Leukozyten, die wieder aus dem
Entzindungsherd auswandern. Eine ahnliche Vermutung legen unsere Ergebnisse
mit JAM-B nahe: Wahrend ein JAM-B Antikorper das Entzindungsinfiltrat in vivo
signifikant reduzieren konnte*®, vermochte er die Anzahl der adharenten Leukozyten
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auf HUVEC in vitro nicht zu verringern. Die erhdhte Reverse Transmigration kam
besonders in einem Zeitraum zwischen 30 und 45 Minuten nach Versuchsbeginn
zum tragen, in dieser Zeit wurden weder die in vitro noch die in vivo Experimente mit
JAM-B ausgewertet. Ob also noch ein anderer Mechanismus diese Diskrepanz
zwischen in vitro und in vivo Beobachtung erklaren kann, muss noch geklart werden.

4.11 JAM-B ist ein vielseitiges Adhasionsmolekul

Die JAM Molekule gehdéren zur Immunglobulin- Superfamilie, speziell der
Untergruppe CD2 und bestehen aus zwei extrazellularen den Immunglobulinen
ahnlichen Domanen, einer einzelnen transmembranaren Domane und einem kurzen
intrazellularen Endteil. Molekule dieser Art finden sich bereits bei niederen Tieren wie
etwa bestimmten Schwammen. Die eigentlichen JAMs werden bereits von Fliegen
und Moskitos zur Infektabwehr verwandt''”. Es handelt sich also um evolutionar
aulderst erfolgreiche Strukturen, die, wie bereits ausgefuhrt, unterschiedlichsten
Aufgaben dienen. Dies ist beispielsweise das aufRerst komplizierte und subtile
Zusammenspiel bei der Extravasation in Saugetieren. Aber auch radikalere
Mechanismen der Infektabwehr sind bekannt. So kdnnen die V- Domanen der JAMs
gut von Viren gebunden werden, ein Beispiel dafur ist JAM-A bei der
Reovirusbindung’®. Virusbindung an VE-JAM I6st die Apoptose der betroffenen
Zelle aus, eine wirkungsvolle wenn auch radikale Form der Abwehr. Diese kann bei
einfachen Tieren, etwa bei Korallen beobachtet werden''®. Die JAMs sind aber nicht
nur auf Zellen der Immunabwehr vorhanden. Neuere Arbeiten berichten von
Vorkommen in der Retina und in Spermien. In der Retina wird JAM-C mit der
Retinogenese in Verbindung gebracht'?’. In Spermien von Mausen ist JAM-A fiir die
Motilitdt unerlasslich'®'. Sie scheinen somit nicht nur in vielen Spezies an
unterschiedlichsten Stellen vorzukommen, sondern auch in ihrer Funktionalitat wahre
Multitalente zu sein. Moglicherweise Ubernehmen sie verschiedenste Funktionen bei
Immunabwehr und Regelung von Zellverkehr, und zwar so lange, bis spezifische
Molekule fur diese Aufgaben zur Verfiugung stehen.

So lasst sich vielleicht auch die Multifunktionalitat des JAM-B auffassen. Die
Lokalisation von JAM- B auf der lumenseitigen Zellmembran von Endothelzellen
erlaubt durch Interaktion mit a4B31 Integrin sowohl rolling als auch sticking in vitro.
Diese Beobachtung unterscheidet die (patho)- physiologische Rolle von JAM- B von
der der meisten anderen bekannten Adhasionsmolekile: Mit der Ausnahme von
VLA4/ VCAM1 die sowohl beim langsamen rolling als auch bei der festen Adhasion
von Leukozyten in der Haut beteiligt sind'®, JAM A/LFA 1, beteiligt bei Adhésion und
Transmigration** und MAC1/ JAM C auch hier bei Adhasion und Transmigration
beteiligt*”'??, vermitteln alle Adhasionsmolekiile in der Kaskade der Extravasation
nur einen einzigen spezifischen Schritt. Dies erlaubt eine genaue Gewebs- und
zellpopulationsspezifische Steuerung dieses Prozesses. Im Gegensatz zu diesen
Spezialisten unter den Molekulen scheint JAM-B eine Grenzfunktion auszutben, da
es an den meisten Schritten der Extravasation beteiligt ist.
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5 Zusammenfassung

Die Entzindung ist eine grundlegende und lebensnotwendige Reaktion unseres
Immunsystems. Leukozyten wandern aus der Blutbahn an die Orte des
entzindlichen Geschehens. Fur diesen Prozess der Extravasation sind
Adhasionsmolekile notwendig, die den gesamten Vorgang vom ersten Kontakt mit
dem Endothel bis zur Transmigration durch die Basalmembran vermitteln. Eines
dieser Molekile ist das Junctional adhesion molecule-B (JAM-B), ein Immunglobulin-
ahnliches Adhasionsmolekil. JAM-B ist an der Transmigration von Leukozyten
beteiligt, es bindet an T-Lymphozyten und speziell das Integrin VLA-4 (a4p1) unter
Beteiligung des verwandten JAM-C.

JAM-B befindet sich bevorzugt im Bereich der lateralen Zellmembran von
Endothelzellen, kann aber nach Stimulation mit TNFa auch auf der apikalen
Membranseite gefunden werden. Diese Arbeit behandelt die Fragestellung, ob JAM-
B auch in der frihen Phase der Extravasation mit T-Lymphozyten in Kontakt treten
kann.

Zuerst wurde untersucht, ob JAM-B unter dynamischen Bedingungen mit T-
Lymphozyten in Kontakt treten kann. Die T-Lymphozyten wurden aus
Leukozytenkonzentraten extrahiert. Sie wurden Uber eine mit JAM-B Protein
beschichtete Glasoberflache perfundiert und die Anzahl der rollenden Zellen, deren
Geschwindigkeit und die Zahl der adharenten Zellen bestimmt. Als Negativkontrolle
diente ein mit unspezifischem Protein (BSA) beschichtete Oberflache.

Um die Rolle des madglichen Bindungspartners VLA-4 zu charakterisieren, wurden
die T-Lymphozyten mit monoklonalen Antikérpern gegen VLA-4 oder der (1
Untereinheit dieses Integrins oder JAM-C inkubiert. Von allen Antikdrpern wurden
zudem entsprechende Isotypkontrollen durchgeflhrt.

In diesen Versuchen konnten bereits publizierte Beobachtungen reproduziert
werden: So adharierten die T-Lymphozyten bevorzugt auf JAM-B im Vergleich zur
Kontrolle mit unspezifischem BSA. Antikérper gegen VLA-4 und B1 Integrin
vermochten die Zahl adharenter Zellen signifikant zu senken. Es zeigte sich
aulerdem, dass auf JAM-B vermehrt Zellen rollten und deren Geschwindigkeit im
Durchschnitt niedriger war. Damit fanden sich erstmals Hinweise darauf, dass JAM-B
auch unter dynamischen Bedingungen an T-Lymphozyten bindet. Antikérper gegen
VLA-4 oder B1 Integrin fuhrten das Rolling auf das Niveau der Kontrolle zurtck. Ein
JAM-C Antikorper hatte keinen Effekt, sodass JAM-B vermitteltes Rolling und
Adhasion mdglicherweise unabhangig von JAM-C sind.

In weiteren Experimenten wurde die Relevanz dieser Interaktionen in einer
Flusskammer mit Endothelzellbeschichtung untersucht. Auf einem speziellen
Objekttrager mit Flusskanal wurden humane Endothelzellen (HUVEC) angezlichtet
und vor Versuchsbeginn mit TNFa inkubiert. Anschlie®end wurde ein monoklonaler
Antikérper gegen JAM-B aufgebracht und T-Lymphozyten durch die Flusskammer
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perfundiert. Die Auswertung erfolgte anhand der Parameter aus dem ersten
Flusskammerexperiment.

Der JAM-B Antikorper verminderte das Rolling signifikant im Vergleich zur
Leerkontrolle und flhrte zur Erhéhung der Rollgeschwindigkeit dieser Zellen. Die
Zahl adharenter Zellen vermochte er nicht zu senken. Wenn JAM-B durch
Stimulation auf der Oberflache von Endothel exprimiert wird, kann es also an der
Extravasation von T-Lymphozyten beteiligt sein. Die Daten zeigen, dass JAM-B mit
T-Lymphozyten unter dynamischen Bedingungen interagieren kann und deuten
darauf hin, dass es an der Extravasation beteiligt ist.

Die Antikorper konnten bei Einzelgabe die Zahl adharenter Zellen nicht senken.
Mdglicherweise ist dies Folge der kompensatorischen Wirkung anderer
Adhasionsmolekule. In vivo Experimente unterstutzen die These von der Beteiligung
des JAM-B an der Entzindungsreaktion. Ein monoklonaler Antikorper konnte das
entzuandliche Infiltrat in einem Mausmodell von Kontakthypersensitivitdt vom Spattyp
reduzieren. Da in der vorliegenden Arbeit der Antikorper die Zahl adharenter Zellen
nicht verringern konnte, kommen maoglicherweise andere Mechanismen in Betracht.
Fir JAM-C wurden ahnliche Daten erhoben, hier lag die Ursache der milderen
Entzindungsantwort nicht in einer verringerten Zahl eingewanderter Zellen. Die
Blockade fuhrte vielmehr zur vermehrten Rickwanderung der Zellen aus dem
Entzindungsgebiet. Moglicherweise liegt bei JAM-B ein ahnlicher Mechanismus vor.
JAM-B erfullt als phylogenetisch altes Molekul verschiedene Aufgaben bei der
Extravasation. Sein Expressionsmuster auf Endothel, besonders der lymphatischen
Gefalle, macht es als Ziel fur innovative anti-inflammatorische Therapieansatze
interessant.

Abstract

Inflammation is a basic and vitally essential reaction of our immune system.
Leukocytes move out of the bloodstream to the location of the inflammatory event.
Adhesion molecules are required for the process of extravasation and assist the
entire process, from initial contact with the endothelium, through the transmigration
across the basal membrane. One of these molecules is the junctional adhesion
molecule-B (JAM-B), an immunoglobulin-like adhesion molecule. JAM-B is involved
in the transmigration of leukocytes, it binds with T-lymphocytes and particularly with
the integrin VLA-4 (a4B1) in cooperation with the related JAM-C molecule.

JAM-B is generally found near the lateral cell membrane of endothelial cells, but can
be found on the apical membrane side after stimulation with TNFa. This paper deals
with the issue of whether JAM-B can come into contact with T-lymphocytes in earlier
phases of extravasation.

Initial experiments tested whether JAM-B came into contact with T-lymphocytes in
dynamic conditions. The T-lymphocytes were extracted from leukocyte
concentrations.
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They were perfused over a glass surface covered with JAM-B proteins and the
amount of rolling cells, their speed and the number of adherent cells was
predetermined. A surface covered with an unspecific protein (BSA) served as
negative control. To characterize the role of VLA-4, the potential binding partner, T-
lymphocytes were incubated against VLA-4, the 31 subunit of the integrin or JAM-C
with monoclonal antibodies. Corresponding isotype tests were carried out on all
antibodies.

In these tests, previously publicized observations were reproduced: where T-
lymphocyctes preferentially adhered to JAM-B as compared to the control with the
unspecific BSA. VLA-4 and [31 integrin antibodies were capable of significantly
reducing the number of adherent cells. It was also demonstrated that JAM-B
propagated cells rolled and that on average their speed was lower. This initially
suggests that JAM-B binds with T-lymphocytes in dynamic conditions. VLA-4 and 31
integrin antibodies return the rolling back to the level of the control. The JAM-C
antibody had no effect, such that rolling and adhesion facilitated by JAM-B may be
independent from JAM-C.

Further experiments examined the relevance of these interactions in a flow chamber
with an endothelial cell coating. Human umbilical vein endothelial cells (HUVEC)
were grown on a special slide with a flow channel and incubated with TNFa prior to
experimentation. Afterwards, T-lymphocytes were incubated with a monoclonal
antibody against JAM-B and perfused through the flow chamber. The analysis took
place based upon the parameters from the first flow chamber experiment.

The JAM-B antibody reduced the rolling significantly in comparison to the control and
led to an increased roll speed for these cells. The number of adherent cells was not
reduced. If JAM-B can be expressed through stimulation on the surface of endothel,
then it can play a role in the extravastion of T-lymphocytes.

Individually, the antibody was not able to reduce the amount of adherent cells. This
could be due to the compensatory effect of other adhesion molecules. In vivo
experiments support the assumption of the participation of JAM-B on the
inflammation reaction. A monoclonal antibody was able to reduce the inflammatory
infiltrate in a mouse model of late phase contact hypersensitivity. Since the amount of
adherent cells could not be reduced by the antibody in these experiments, it is
possible that other mechanisms must be taken into consideration. Similar data was
observed for JAM-C. In this case, the cause of the mild inflammation response was
not due to a reduced amount of migrated cells. Rather, the blockage leads to an
increased return of the cells to the inflamed area. Potentially, a similar mechanism
occurs with JAM-B.

As a phylogenetically old molecule, JAM-B performs various tasks in extravasation.
Its expression pattern on endothelial cells, especially on the lymphatic tissues, makes
it an interesting subject for innovative anti-inflammatory therapy.
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