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Referat

Das Ziel dieser Arbeit ist die Suche nach möglichen Interaktionspartnern von Aminopeptida-

se N (APN), Neutraler Endopeptidase (NEP) und Dipeptidylpeptidase IV (DPPIV) auf der Zello-

berfläche hämatopoetischer Zellen. Die Suche erfolgte mittels durchflusszytometrischer FRET-

Messung.

Die Ergebnisse sollten mit einer 2. Methode z.B. Koimmunopräzipitation bestätigt werden.

Zur Kalibrierung des Systems wurde eine Positiv- und eine Negativkontrolle etabliert. Als Posi-

tivkontrolle wurde FRET zwischen 2 APN-Monomeren oder zwischen der schweren Kette (HC)

der HLA Klasse-I-Moleküle und β2-Mikroglobulin (β2-Mi) gemessen. Die FRET-Messung zwi-

schenAPN/CD13undSiglec-3/CD33wurde fürmyeloischeZellenalsNegativkontrolle etabliert.Es

konnte eine enge räumliche Beziehung zwischen APN und den Fcγ-Rezeptoren-I und-II gezeigt

werden. Die Ergebnisse wurden verifiziert durch Koimmunopräzipitation undmit Immungold-

Elektronenmikroskopie (im Rahmen der Zusammenarbeit mit dem Panum-Institut, Kopenha-

gen).

Wir konnten für U937-Zellen zeigen, dass die Stimulation mit TPA zur signifikanten Steigerung

der Expression von APN/CD13 undCD64 und zur signifikanten Verringerung des Abstandes zwi-

schen Fcγ-Rezeptor-II und APN führt.

Nach der Stimulation vonU937-Zellenmit TPA kam es zur Verringerung des Abstandes zwischen

APN und HLA-DR. Nach der Stimulation mit LPS konnte eine signifikante Herunterregulation

von CD32 ohne Veränderung des FRET-Wertes zwischen APN und Fc-γ-Rezeptoren-I und -II ge-

zeigt werden.

Nach Stimulation mit IL-4 zeigten wir auf Perikardmakrophagen die Heraufregulation von APN

und Herunterregulation von CD64, verbundenmit einemWegrücken von CD64 von APN.

Auf THP-1-Zellen zeigten wir eine enge räumliche Beziehung zwischen APN/CD13 und den In-

tegrinen CD11b/CD18. Mit der durchflusszytometrischer FRET-Messung konnte weder ein en-

ger Abstand zwischen NEP und CD59 auf Namalwa-Zellen, noch zwischen DPPIV und CD59 auf

Jurkat-Zellen, noch zwischen DPPIV und CXCR4 auf Jurkat-, PM- und Raji-Zellen gezeigt wer-

den, wobei das negative Ergebnis eine räumliche Nähe nicht ausschließen kann.

DiedurchflusszytometrischeFRET-MessungmitFluoreszenz-markiertenAntikörpernerwies sich

als eine probate, kostengünstige und effektive Methode zur Erforschung der APN-Interaktionen

auf der Zelloberfläche.

Tcherkes, Anatolij: FRET-basierte Untersuchung der Kolokalisation der Aminopeptidase

APN/CD13, Dipeptidyl-Peptidase/CD26 und Neprilysin/CD10mit anderenmembranständigen

Molekülen
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1 Einleitung

1.1 Aminopeptidase N

1.1.1 Expression

AminopeptidaseN/CD13 (APN)gehört zurGruppeder transmembranärenEktoenzyme. 1989wur-

de APN als Oberflächenmarker CD13 identifiziert [Look et al., 1989].

Im hämatopoetischen System wird CD13 auf myeloischen Zellen ab der Stammzelle exprimiert

und dient deshalb als pan-myeloisches Antigen. Als solches wird CD13 in der Phänotypisierung

eingesetzt [Fruehauf et al., 2001]. Auch die Zellen in den frühesten Stadien der T- und B- Zelldif-

ferenzierung sind CD13-positiv [Syrjala et al., 1994]., während periphere B- und T-Lymphozyten

keine CD13 exprimieren [Ashmun et al., 1992]. Man findet eine abnorme Expression von CD13

bei einigen hämatologischen B-und T-Zell-Neoplasien [Lendeckel et al., 2000]. Auch bei Nieren-

tumoren [Riemann et al., 1994a] und bei Gelenkentzündungen [Riemann et al., 1993] findet man

APN-tragenden T-Lymphozyten.

Außerhalb des hämatopoetischen System wird APN ubiquitär exprimiert: auf Stromazellen im

Knochenmark, Endothelzellen, Fibroblasten und synaptischer Membran der Nervenzellen wie

aufKeratinozyten,DarmepithelienundaufproximalenNierentubulusepithelzellen [Mina-Osorio,

2008].

1.1.2 Struktur

APN ist eine Alanylaminopeptidase (EC 3.4.11.2) der M1-Familie der Metalloproteasen und zählt

zu den Gluzinkinen. Das humane Gen wurde 1988 kloniert [Olsen et al., 1988] und 1990 auf dem

Chromosom(q25-q26) lokalisiert [Watt andWillard, 1990].DieAufklärungderExon-Intron-Struk-

tur gelang erst 1996 [Lerche et al., 1996]. Diese umfasst eine kodierende Sequenz von 3560 Basen-

paaren, die auf 20 Exone verteilt sind.

Die humane APN ist ein Homodimer aus zwei ca. 140-160 kDa großen, nicht-kovalent assoziier-

ten Untereinheiten. Die Kohlenhydratemachenmindestens 20% des Gewichtes aus. Die Dimeri-

sierung findet intrazellulär statt noch vor der Prozessierung imGolgi-Apparat. Eswird vermutet,

dass die Dimerisierung für den Transport des Moleküls aus dem endoplasmatischen Retikulum

notwendig ist [Danielsen, 1990].

Die kodierende Sequenz beschreibt APN als TypII-Membranprotein von 967 Aminosäuren (AS)

mit einer kurzen (8 – 10 AS) N-terminalen intrazellulären Domäne, einer hydrophoben trans-

membranären Domäne von 24 AS und einer großen extrazellulären Zn-bindende Domäne, die

das katalytische Zentrum mit einem HEXXH...E - Motiv und Glutaminsäure (GXMEN-Motiv)

enthält [Hooper, 1994]. Aus der cDNA–Sequenz lassen sich elf potentielle N-Glykosylierungsorte

und sieben Cystinreste ableiten [Olsen et al., 1988]. Der Extrazellulärbereich enthält zwei Unter-

einheiten.Nach einer Stielregion aus 40AS, reich anSerinund�reonin alsOrt vonO-Glykosylie-

rung, kommt das katalytische Zentrum mit der Zink-Bindungsregion (HELAH-Motiv: AS 388-

392, ein Zinkatom gebunden) [Noren et al., 1997]. Eine hypothetische Struktur von APN/CD13 ist

in der Abbildung 1 dargestellt.
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1 Einleitung

Abbildung 1Hypothetische Struktur von APN/CD13 [Mina-Osorio et al., 2008]
(A) SchematischeDarstellungderOrganisation von siebenDomänen.Das aktiveZentrum ist zwi-

schen den Domänen V und VI lokalisiert. Die Dimerisierung findet zwischen den Domänen VII

des jeweiligenMonomers statt. Die N-Glykosylierungsstellen sindmit schwarzen Pfeilen und die

O-Glykosylierungsstellen sind mit violettem Pfeil gekennzeichnet. Die AS-Sequenz der Mono-

mere ist links dargestellt.(B)Schematische Darstellung der APN-Struktur als Dimer

1.1.3 Funktion

AlsOligopeptidase spaltetAPNvorwiegendneutraleASvomN-Terminus einesProteins, darunter

Alanin. Durch die Spaltung herausragender Peptide aus derMHC-Klasse-II-Grube ist APN/CD13

an der Antigenprozessierung beteiligt [Larsen et al., 1996].

Die enzymatische Spaltung biologisch aktiver Peptide dient als negative Rückkopplung im neu-

roendokrinen Metabolismus. Durch Spaltung von Opioiden beteiligt sich APN an der Regulati-

on der Schmerzempfindung. Durch die Spaltung von Enkephalinen nimmt APN an Stimmungs-

und Schmerzregulation teil [Konig et al., 1996]. Durch enzymatische Spaltung vasoaktiver Pepti-

de, wie Angiotensin III, ist APN an der Blutdruckregulation beteiligt [Danziger, 2008].

Indem APN weitere Peptide, wie Tuftsin, Kinine, Glutathion, Somatostatin, �ymopentin, Neu-

rokinin A enzymatisch spaltet, beeinflusst APN Vorgänge wie Zelldifferenzierung, Proliferati-

on und Apoptose sowie immunologische Funktionen wie Inflammation und Chemotaxis [Mina-

Osorio et al., 2008].

APN/CD13 ist als Rezeptor für Coronavirus [Yeager et al., 1992] und für TGEV (transmissible ga-

stroenteritis virus) [Delmas et al., 1992] bekannt. Durch die Virus-Bindung an APN ist diese an

der Endozytose beteiligt. Neuere Arbeiten belegen zunehmend die Beteiligung von APN an der

Phagozytose durch Monozyten [Mina-Osorio and Ortega, 2005], MΦ (Makrophagen) und Den-
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1.1 Aminopeptidase N

dritischen Zellen (DCs) [Villaseñor-Cardoso et al., 2013]. So ist APN/CD13 in Abhängigkeit der

Lokalisation an verschiedenen Mechanismen beteiligt. Dabei ist für die jeweilige Funktion der

Ort der Expression entscheidend.

1.1.4 Regulation

Es finden sich keine enzymatisch inaktiven Vorstufen (Zymogene) der APN in vivo. Es wird an-
genommen, dass die Enzymaktivität über Synthese, Abbau oder endogene Inhibitoren reguliert

wird.DiekleinenendogenenPeptidewieSubstanzPundBradykinin sind imStande,APN-Aktivität

in geringen Konzentrationen zu hemmen [Xu et al., 1995].

Die Untersuchung der Kristallstruktur von APN zeigte dazu den genauen Mechanismus. Sub-

stanz P blockiert den Kanal zum aktiven Zentrumdes Enzyms [Chen et al., 2012]. Die Expression

vonCD13 nimmt imRahmen des Zellwachstums undDifferenzierung zu [Laouar et al., 1993]. Die

Expression vonAPNauf derOberfläche vonMonozyten/MΦ, Endothelzellen undZellen des rena-
len Epithels wird durch Interleukin-4 (IL-4) und Interferon-γ (IFN-γ) heraufreguliert [Riemann

et al., 1999].

IL-10 reguliert die Expression von CD13 auf Monozyten herunter, während TGF-β (transforming

growth factor β) die Expression von CD13 steigert [Kehlen et al., 2004].

APN/CD13 wurde lange Zeit als myeloischer Marker angesehen. Jedoch findet man im lymphati-

schen SystemAPNauf synovialen T-Lymphozyten der Patientenmit rheumatoider Arthritis [Rie-

mannet al., 1993] und inderperikardialenFlüssigkeit bei PatientennachHerzklappenersatz [Rie-

mann et al., 1994b]. Die tumor-infiltrierenden T-Lymphozyten bei Patienten mit renalem Karzi-

nom (RCC) weisen ebenfalls eine Expression von CD13 auf [Riemann et al., 1994a]. IL-4 und IFN-

γ konnten in separierten B- und T- Lymphozyten keien Expression von CD13 induzieren. Nach

Zell-Zell-Kontakt mit Fibroblasten-ähnlichen Synoviozyten kann unter Stimulationmit Mitogen

die Expression von CD13 induziert werden [Riemann et al., 1997]. Die Ergebnisse deuten auf ei-

ne Beteiligung der APN an Zelladhäsionsprozessen, die einen Zell-Zell-Kontakt und Einwirkung

vonMitogenen erforderlichmachen. Als mögliche Interaktionpartner während der Zelladhäsion

kommen Fibronektine, Integrine, CD40-CD40L und E-Selektine in Frage [Riemann et al., 1999].

1.1.5 Beteiligung von APN an Signaltransduktion

APN ist nicht nur als Enzym bekannt. Die Beteiligung von APN an der Signaltransduktion wurde

seit langem vermutet. 1989 bemerkte MacIntyre eine intrazelluläre Ca
2+
-Freisetzung nach Sti-

mulationvonFc-Rezeptorenmit einemAnti-CD13mAb (monoklonalerAntikörper).Er vermutete,

dass die Signaltransduktion durchKreuzvernetzungmittelsmAb zwischenAPNundFc-Rezeptor

zustande kommt [MacIntyre et al., 1989].

NachfolgendwurdeeineLokalisationderAPN inden«lipid rafts» gezeigt [NavarreteSantos et al.,

2000b]undzusammenmitCALLA/CD10undDPPIV/CD26 indenCaveolae/«lipid rafts» von fibro-

blasten-artigen Synoviozyten (SFC) [Riemann et al., 2001].

Navarrete-Santoszeigte, dass eineKreuzvernetzungvonAPNmitdemEnzymaktivität-hemmen-

den mAb (WM15) zur intrazellulären Ca
2+
Freisetzung führt. Das bedeutet, dass APN unabhän-

gig von der Enzymaktivität an der Signaltransduktion beteiligt ist.Weitere Experimente zeigten,

dass die Signaltransduktion intrazellulär über die C-terminale Domäne erfolgt und zur Aktivie-
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1 Einleitung

rungderMAP-Kinasen (Mitogen-Activated-Protein)ERK1/2, JNKundp38 führt.AufRNA-Ebenen

zeigte sich dabei eine Steigerung der Prozessierung von IL-8-mRNA [Navarrete Santos et al.,

2000a].

Lange Zeit wurde angenommen, dass die zytoplasmatische Domäne (7-aa) von APN an der intra-

zellulären Signaltransduktion beteiligt ist, jedoch war der genauer Mechanismus nicht klar. Die

neusten Arbeiten zeigen, dass eine Kreuzvernetzung von APNmit dem aktivierenden Anti-CD13

mAb (Clone 452, Dr. Meenhard Herlyn, �e Wistar Institute of Anatomy and Biology, Philadel-

phia, PA) auf U937-Zellen eine vorübergehende Steigerung der Phosphorylierung von FAK, ERK

und Src-Kinasen verursacht. Dies führt zur Phosphorylierung von Tyr
6
in der C-terminalen Do-

mäne vonAPN,was eineBindungmit IQGAP, einemzytoskelettalenAdapter-Protein ermöglicht.

Über dieses Adapter-Proteinwird eineweitere Bindung anFAK, ERKundSrc-Kinasen vermittelt,

was ebenfalls zur Freisetzung von intrazellulärem Ca
2+
führt [Subramani et al., 2013].

1.2 Dipeptidylpeptidase IV

Dipeptidylpeptidase IV (DPPIV)/CD26 (EC 3.4.14.5) ist eine Ektopeptidase. Das Enzym wurde

erstmal im Jahre 1966 beschrieben [Hopsu-Havu and Glenner, 1966]. Sie ist in der Lage, die Frei-

setzung vonN-terminalenDipeptiden aus Oligo- und Polypeptiden zu bewirken. Bevorzugt wer-

den Peptide mit Prolin oder Hydroxyprolin [Vanhoof et al., 1995].

1.2.1 Expression von DPPIV

Im Säuglingsorganismus kommt DPPIV ubiquitär vor und lässt sich in verschiedenen Geweben

nachweisen. DPPIV ist mit demOberflächenmarker CD26 identisch [Lojda, 1977].

Imhämatopoetischen SystemwirdCD26 vorwiegend auf lymphatischen Zellenwährend derDif-

ferenzierung und spät im�ymus exprimiert [Morimoto and Schlossman, 1998]. Im peripheren

Blut erscheint sie auf aktivierten B und NK-Zellen (natürlichen Killerzellen) [Bhling et al., 1994]

und auf aktivierten T-Lymphozyten [Mentlein et al., 1984].

Im myeloischen System ist eine Expression auf alveolären Makrophagen [Jackman et al., 1995]

und DCs [Gliddon and Howard, 2002] bekannt.

Auf nicht-hämatopoetischen Zellen ist die Expression von DPPIV/CD26 auf Endothelzellen, He-

patozyten, Enterozyten, Zellen der proximalen Nierentubuli bekannt [Lambeir et al., 2003]. Zu-

sammenmit CD13 undCD10wurde die Expression in denCaveolae auf SFCs gefunden [Riemann

et al., 2001].

1.2.2 Struktur

Die DPIV/CD26-cDNA kodiert ein Protein mit 766 AS und 9 potentiellen Glykosylierungsorten.

Das Gen von DPPIV ist auf Chromosom 2q24.3 lokalisiert und setzt sich aus 26 kleinen Exonen

zusammen [Abbott et al., 1994]. Das Enzym ist ein Homodimer und besteht aus zwei unabhän-

gigen katalytischen Untereinheiten mit einem Molekulargewicht von 100-150 kDa [Smith et al.,

1998]. DPPIV/CD26 ist ein Typ-II-Membranprotein. Wie APN und NEP (CD10/Neutrale Endo-

peptidase, Neprilysin) kommt DPPIV auch in löslicher Form vor. In gebundener Form ist CD26
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Abbildung 2 Schematische Darstellung von DPPIV/CD26 in dimerer Struktur [Lambeir et al.,
2003]

Die vertikale Linie auf der linken Seite repräsentiert die primäre Struktur verschiedener Regio-

nen. Auf der rechten Seite sind mehrere Liganden dargestellt mit bekannten und noch nicht be-

kannten Bindungsorten

durch einen Transmembrananker an der Zelloberfläche fixiert [Vanhoof et al., 1992]. Intrazellu-

lär findet sich nur ein kleiner Rest aus 6 AS gefolgt von einem Transmembrananker (AS 7-28),

eine kurzen flexiblen Stiel (AS 29-39), einer katalytischenDomäne Alpha-Beta-Hydrolasedomäne

(AS 39-51 und AS 506-766) und einer Beta-Propellerdomäne (AS 55-497), die den trichterförmigen

Eingang in das katalytische Zentrum darstellt [Rasmussen et al., 2003].

Ähnlich wie bei APN besitzt DPPIV nur eine kurze intrazelluläre Domäne. Lange Zeit wurde auf-

grundderAS-SequenzeinePhosphorylierungalsAntwort auf eineAntikörperstimulationalsnicht

möglich angenommen [Bristol et al., 1992]. Inzwischen ist eine intrazelluläre Phosphorylierung

an Tyr
6
-Position bei APN bekannt [Subramani et al., 2013]. Die schematische Struktur der DPPI-

V/CD26 ist in der Abbildung 2 dargestellt.

1.2.3 Funktion

Wie auch bei CD13 sind die Funktionen des Enzyms durch die Substrate undOrte der Expression

bedingt. Die DPPIV hat mindestens 4 Funktionen:

• als Serinprotease

Im Immunsystem spaltet DPPIV Chemokine wie RANTES (Regulated on Activation Normal T

Cell Expressed and Secreted), was funktionell zur Hemmung der monozytären Chemotaxis mit

gleichzeitiger Steigerung derMigration der T-Zellen führt [Waumans et al., 2015]. IndemDPPIV

SDF-1α (Stromal-cell-derived factor-1-α) spaltet, wird eine Bindungsstelle am CXCR4 frei und

DPPIV kann als HIV-Co-rezeptor für das Andocken und Eindringen durch den HI-Virus genützt

werden.

Weitere Substrate der DPPIV sindNPY (Neutropeptide Y) [Frerker et al., 2007], GLP-1 (Glucagon-
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Like Peptide-1), GHRH (Growth hormon releasing hormon) [Faidley et al., 2006]. Dadurch ist DP-

PIV/CD26 an endokrinen undWachstumsvorgängen beteiligt. Durch die Spaltung von GLP-1 ist

DPPIV an der Pathogenese des Diabetes mellitus beteiligt [Lambeir et al., 2003].

Eine funktionelle Ähnlichkeit zu NEP lässt sich durch gemeinsame Substrate wie Neuropeptid Y,

Substanz P und BNP (brain natriuretic peptide) [Keane et al., 2011] feststellen. Gemeinsam mit

NEP ist DPPIV an der Steuerung desHungergefühls, der Angst, der Schmerz- und der Kreislauf-

regulation beteiligt [Hildebrandt et al., 2000].

• als Rezeptor

DieASderBeta-PropellerdomänewurdenalsBindungsstelle fürdasHIV-Hüllproteingp120 iden-

tifiziert [De Meester et al., 1999]. HIV-Hüllprotein gp120 geht eine Wechselwirkung mit der C3-

Region von DPPIV/CD26 auf T-Lymphozyten ein. Die Interaktion erfolgt in der Nähe der ADA

(Adenosin-Desaminase) -Bindungsstelle. Die Bindung führt zur Veränderungen derKonformati-

onvongp120,diedasVerdrängenderADAvonseinerBindungsstellehervorruft. InT-Lymphozyten

induziert die Bindung von gp120 anDPPIV die Bildung von Pseudopodien. Auf deren Oberfläche

wurdenCD4, CXCR4 undCD26 inClustern gefunden [Lambeir et al., 2003]. Die Zugabe der lösli-

chenDPPIV zuT-Lymphozyten führt zurBindung vonDPPIV anCavolin-1 [Ohnuma et al., 2005].

EineweitereBeteiligungvonDPPIVanderPathophysiologiederHIV-Infektionpassiert durchdie

Interaktion zwischen Tat-Protein, einem der HIV-Hüllproteine und DPPIV. Durch die Bindung

selbst kann die Rolle von DPPIV in der Pathogenese der HIV-Infektion als weiterer Rezeptor ver-

standen werden. Die Bindung von Tat-Protein an die DPPIV erfolgt in der Nähe des aktiven Zen-

trums des Enzyms, was zu kompetitiven Hemmung führt [Weihofen et al., 2005].

• Adhäsionsmolekül

DPPIVbesitztdieFähigkeit,mitECM(extrazelluläreMatrix)-Proteinen,wieFibronektinundKol-

lagen I und III zu interagieren. DPPIV besitzt eine Kollagenbindungsstelle zwischen AS 236 und

491. Funktionell spielt dies eineRolle bei Zell-Zell- undZell-ECM-Interaktionen imSinnederZell-

migration und T-Zell-Aktivierung [Lambeir et al., 2003]. Lösliche DPPIV ist in der Lage, neutro-

phile Granulozyten vomOrt der höheren Konzentration zumOrt der niedrigeren Konzentration

wandern zu lassen (Chemorepellent). Diese Funktion geht nach der Zugabe vonDPPIV-Inhibitor

verloren. Der genaueMechanismus ist weitestgehend unbekannt [Herlihy et al., 2013].

• Als kostimulierendes Protein während einer Signaltransduktion

Eswurdenmehrere InteraktionspartnerderDPPIV/CD26 identifiziert:DieKoexpressionvonCD26

undCD45ROwirdaufT-Gedächtniszellenbeobachtet. So interagiertDPPIV/CD26direktmitCD45,

einer Tyrosin-Phosphatase, die den T-Zell-Rezeptor dephosphoryliert und zur Freisetzung von

Ca
2+
und Sekretion von IL-2, T-Zell-Aktivierung und Proliferation führt [Klemann et al., 2016] .

An dem Signaltransduktionsweg beteiligen sich folgende intrazelluläre Proteine: Tyrosinkinasen

der src-, Zap 70, syk-Familien, MAP-Kinasen und Phospholipase C. Die Aktivierung ist an das

Vorhandensein eines aktivierten T-Zell-Rezeptors gekoppelt [Hegen et al., 1997]. Alleinige Stimu-

lation des T-Zell-Rezeptors reicht nicht zur IL-2-Produktion aus. Es bedarf einer Kostimulation

vermittelt durch DPPIV/CD26 [Huhn et al., 2000].

CD26 wurde als Bindungsprotein für adhärente ADA identifiziert [Blanco et al., 1996]. ADA baut
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Adenosin zu Inosin ab. Inosin hemmt die Zellproliferation. Dadurch ist DPPIV anRegulation von

Wachstumsvorgängen beteiligt.

Eine direkte Interaktion zwischen DPPIV und CXCR4 wird vermutet, da DPPIV SDF-α spaltet.

SDF-α ist wiederum als einziger Agonist von CXCR4 bekannt [Lambeir et al., 2003]. Auf �2-

Zellen wurde eine Internalisation von CD26 und CXCR4 gezeigt [Willheim et al., 1997].

CD26 wurde zusammenmit CD13 und CD10 in den Caveolae gezeigt. Dabei wurde eine funktio-

nelle Beteiligung von DPPIV an der T-Zell-Aktivierung vermutet [Riemann et al., 2001].

1.2.4 Regulation

In Abhängigkeit von der Gewebeart wird die Expression von DPPIV/CD26 unterschiedlich regu-

liert.

So führt die Stimulation vonNierenzellkarzinom-Zellen (RCC)mit T-Zell-Zytokinenwie IL-4 und

IL-13 zur Steigerung der Expression und der enzymatischen Aktivität von APN und von DPPIV

[Riemann et al., 1995]. Die Stimulationmit TNF-α hatte einen ähnlichen Effekt wie IL-4 auf APN,

jedoch nicht auf DPPIV. TGF-β hemmt die Expression und enzymatische Aktivität von DPPIV,

aber nicht die von APN. Die Stimulationmit IL-6, IL-7, IL-10 und GM-CSF zeigten keinen Effekt

auf Expression und enzymatische Aktivität von APN und DPPIV [Riemann et al., 1995].

Die Stimulation von RCC-Zellen und Nierentubulus-Zellen mit IFN-α, IFN-β und IFN-γ führte

zur Steigerung der Expression von APN , Aminopeptidase A (APA) und DPPIV. Die Stimulation

mit IL-1, IL-6, IL-7, IL-12 und GM-CSF zeigte keinen Effekt auf die Expression von APN und DP-

PIV. Die Stimulation mit cAMP-Spiegel steigernden Substanzen führt zur Heraufregulation der

Expression von APA, DPPIV aber nicht von APN [Kehlen et al., 1998].

Nach Stimulation von Fibroblasten mit IL-4 und IFN-γ sowie mit Dexamethason und Hydrocor-

tison wurde eine Heraufregulation von APN/CD13 beobachtet. Die Expression von DPPIV/CD26

wies ein anderesMuster auf. Deren Expression nahm nach Stimulationmit IL-1α und IL-1-β zu.

Stimulation mit Glucocorticoiden, TNF-α und TGF-β führten zur Abnahme der Expression von

DPPIV [Sorrell et al., 2003].

Auf humanen gingivalen Fibroblasten führt die Stimulationmit IL-1α zur Steigerung derDPPIV-

Expression [Nemoto et al., 1999]. In einer weiteren Arbeit wurden peripheremononukleäre Blut-

zellen (PBMC) mit IL4, IFN-γ und IL-12 stimuliert.

DieStimulationmit IL-4 führte zurHerausbildungeinesTH2-Phänotypsmit deutlichniedrigerer

Expression von CD26. Die Stimulation mit IFN-γ und mit IL-12 führte zur Herausbildung eines

TH1-Phänotyps und zur Steigerung der Expression von CD26 auf CD4
+
-Zellen [Willheim et al.,

1997; Klemann et al., 2016].

1.3 NEP/CALLA/CD10

NEP oder Neutrale Endopeptidase (EC 3.4.24.11) ist eine �ermolysin-ähnliche Oligopeptidase,

die Peptide bis 50 AS von N-terminaler Seite an den hydrophoben AS hydrolytisch spalten kann

[Roques et al., 1993].

Das Enzymwurde erstmals im Jahre 1974 als «kidney brush border neutral proteinase» beschrie-

ben [Kerr and Kenny, 1974].
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Im 1978 wurde das Enzym als NEP (Neutrale Endopeptidase) identifiziert [Malfroy et al., 1978].

1987 wurde das Enzym kloniert und sequenziert [Devault et al., 1987], woraus die Identität mit

dem Leukozyten-Oberflächenantigen «common acute lymphoblastic leukemia antigen» (CALLA

oder CD 10) erkannt wurde [Letarte et al., 1988].

1992 hat das «Nomenclature Committee of the International Union of Biochemistry andMolecu-

lar Biology (NC-IUBMB)» wegen der vielfältigen Bezeichnungen für diese Peptidase den Namen

Neprilysin vorgeschlagen.

1.3.1 Expression

ImGegensatz zu APN ist NEP ein weit verbreitetes, aber nicht ubiquitär vorkommendes Enzym.

Die Expression ist im hämatopoetischen System nur in einem engen zeitlichen Fenster gegeben,

deswegenwird CD10 alsMarker der frühen B-Zell-Differenzierung imKnochenmark (Common-

und Prä-B-Lymphozyten) eingesetzt. Im peripheren lymphatischen System sind Lymphozyten

nur im follikulärem Zentrum CD10
+
[Fruehauf et al., 2001]. Im Rahmen der T-Zell-Differenzie-

rung wird eine CD10-Expression vermutet [Beaumont et al., 1989]. Auf myeloischen Zellen wird

CD10 als Expressionsmarker der segmentkernigen Granulozyten angesehen [Elghetany, 2002].

CD10 ist inderHämatopathologie einMarkerderunreifenB-Zellenund ist spezifisch fürCommon-

ALL(Akute lymphatischeLeukämie).WeitereCD10-positiveHämatoblastosensindB-lymphoblast-

ischeLeukämie/Lymphome,diffusgroßzelligesB-Zell-Lymphom, follikuläresLymphomundBur-

kitt-Lymphom [Fruehauf et al., 2001].

Im nicht-hämatopoetischen Gewebe lässt sich das Molekül in der Bürstensaum-Membran der

proximalenTubuli undGlomeruli derNierenachweisen. In folgendenLokalisationenwurdeeben-

fallsNEP-Expression festgestellt: Lunge,Darm,Plazenta, Prostata undder Plexus choroideus des

Auges, Gehirn, Ovarien, Fettgewebe und im Pankreas. Im Blut und Samenflüssigkeit kommt die

NEP in einer löslichen Form vor [Maguer-Satta et al., 2011].

1.3.2 Struktur

DasGen fürdieNEPwurde inder chromosomalenRegion3q21-q27 lokalisiert [Barker et al., 1989].

Das Gen umspannt mehr als 80 kb (Kilo-Basenpaaren) besteht aus 24 Exons [D’Adamio et al.,

1989]. Die Klonierung der humanen cDNA ergab ein Glycoprotein bestehend aus 752 AS [Malfroy

et al., 1988].

NEP ist ein homodimeres Ektoenzym, bestehend aus 2 unabhängigen Untereinheiten. Das En-

zym ist ein integrales Membranprotein vom Typ II [Fulcher and Kenny, 1983] und besitzt eine

kleine intrazytoplasmatische Domäne (27 AS), gefolgt von der transmembranären Domäne (22

hydrophoben AS) und der großen extrazellulären Domäne (703 AS), die das katalytischen Zen-

trums beinhaltet. Der C-Terminus des Enzyms beinhaltet das für viele Zink-Peptidasen typische

HExxH-Motiv [Malfroy et al., 1988].

DasMolekulargewicht vonNEP variiert je nachGewebeart zwischen ca. 85 bis 100 kDa, abhängig

vomAusmaß der Glykosylierung. NEP besitzt 5 bis 6 Glykosylierungsstellen,mindestens 4 Disul-

fidbrücken sowie 12 Cysteine, von denen 10 innerhalb der gesamtenM13-Familie derMetallopep-

tidasen konserviert sind [Tam et al., 1985]. In der Abbildung 3 ist eine schematische Darstellung

von NEP/CD10 gezeigt.
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Abbildung 3 Schematische Darstellung von NEP/CALLA/CD10 [Maguer-Satta et al., 2011]
SchematischeDarstellung vonNEP/CALLA/CD10 in dimerer Struktur auf der Zelloberfläche. Die

vertikale Struktur auf der linken Seite repräsentiert die Primärstruktur des Glykoproteins. Die

Zahlen geben orientierende Position der AS an [Roques et al., 1993]. Auf der rechten Seite sind

bekannte Interaktionspartner des Glycoproteins dargestellt. Lyn: ist eine Tyrosinkinase; p85 ist

eine Untereinheit der Phosphoinositid-3-Kinase; (PTEN): Phosphatase and Tensin homolog ist

ein Glycosylphosphatidylinositol (GPI)-verankertes Protein was mit src-Tyrosinkinase assoziiert

ist. Funktionell ist PTEN ein Gegenspieler der PI3-Kinase und somit ein Tumorsuppressor

1.3.3 Funktion

NEP ist während der embryonalen Entwicklung auf verschiedenen Geweben zu finden und wird

alsStammzellmarkerderZellenmitnicht-hämatopoetischenUrsprungdiskutiert [BachelardCas-

cales et al., 2010].

Im Immunsystem spielt NEP eine modulatorische Rolle in der Ausreifung von B-Zellen [Bene,

2005]. Die Hemmung enzymatischer Aktivität von NEP führt zur Reduktion der Produktion von

IL-2 in den T-Lymphozyten [Bhling et al., 1994].

Im myeloischen System reguliert NEP die Funktion von Granulozyten, indem sie proinflamma-

torische Peptide wie Endothelin, Bradykinin, Tachykinine und IL-1-β spaltet und so inaktiviert.

Chemotaktisch wirksame Substrate der NEP sind Met-Enkephalin, Substanz P und FMLP (N--

formyl-L-methionyl-L-leucyl-L-phenylalanine)[Roques et al., 1993].
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1 Einleitung

Die Hemmung von NEP auf polymorphonukleären Leukozyten führt zur Steigerung der Migra-

tion durch das intestinale Epithel [Hofman et al., 1998].

In der Niere und in der Lunge spaltet NEP kreislaufwirksame Peptide wie ANP (atriales natriure-

tisches Peptid) und Endothelin-1 [Kenny and Stephenson, 1988], sowie Angiotensin II [Roques

et al., 1993] und ist somit an der Kreislaufregulation beteiligt.

NEP übt im zentralen Nervensystem den Einfluss auf spezifische physiologische/pathologische

Prozesse wie Schmerz, Entzündung und Nahrungsaufnahme aus [Roques et al., 1993]. So re-

guliert NEP die Entzündungsreaktion durch die enzymatische Spaltung der proinflammatori-

schen Mediatoren wie z. B. Substanz P. Zudem beteiligt sich NEP an der NK1R und β-Arrestin-

vermittelten Signaltransduktion [Cattaruzza et al., 2013]. Die Nähe zum Substrat ist entschei-

dend für die Funktion, so übernimmt NEP den Abbau von Amyloid-β-Peptiden und ist so kausal

an der Entstehung von Alzheimer-Demenz beteiligt [Grimm et al., 2013].

Durch die Spaltung von Bombesin und Endothelin 1 wird die RhoA -abhängige-Signaltransduk-

tion inGang gesetzt,was eineMigrationund Invasion vonProstata-Karzinomzellen zur Folge hat

[Zheng et al., 2006]. Durch die Spaltung von fibroblast growth factor-2 (FGF2 ) wird eine Reduk-

tion der Angiogenese verursacht. Zudem kann CD10 direkt an ezrin/radixin/moesin-Proteinen

binden und dadurch die Bindung an CD44 (Hyaluron-Rezeptor) reduzieren, wodurch die Migra-

tion der Zellen reduziert wird [Iwase et al., 2004].

1.3.4 Signaltransduktion/Regulation

Wie APN und DPPIV ist NEP an Signaltransduktion beteiligt, die von der katalytischen Funkti-

on des Proteins unabhängig ist. APN undDPPIV [Danielsen, 1995], sowie NEP [Navarrete Santos

et al., 2000b] wurden in den «lipid rafts» und in den Caveolae [Riemann et al., 2001] gefunden.

CD10 verursacht die Aktivierung von FAK (focal adhesion kinase). Siewurdemit den intrazellulä-

ren Proteinen Lyn und p85, die an GPI-Anker gebunden sind koimmunopräzipitiert [Sumitomo

et al., 2005].

Es wird ein Komplex zwischenNEP, Lyn und p85 gebildet und die Interaktion zwischen PI3K und

FAK kompetitiv gehemmt. Durch diese Hemmung der Phosphorylierungwird FAK aktiviert. Die

LNCaP-Zellen (Prosta-Karzinom-Zellen) zeigen eine Steigerung der Zellmigration. Auch die en-

zymatisch inaktive NEP ist im Stande PTEN zu rekrutieren und die Aktivierung von AKT (Pro-

teinkinasen B α/β/γ) zu verhindern. Dadurch wird das Zellwachstum stimuliert [Maguer-Satta

et al., 2011].

In glatter Muskulatur senkt NEP die Empfindlichkeit von platelet-derived growth factor recep-

tor (PDGFR). Die Regulation erfolgt via Src- Kinase- abhängige Phosphorylierung von PTEN.Da-

durch wird die Migration und Proliferation der pulmonary artery smooth muscle cell herabge-

setzt [Karoor et al., 2013].
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2 Zielsetzung der Arbeit

Die membranständigen Peptidasen NEP, APN und DPPIV weisen eine Vielzahl Homologien

auf:

Sie werden im hämatopoetischen System in den Caveolae/Rafts exprimiert. Ihre Funktion ist

streng reguliert. Sie sind ander Regulation der Ausreifung undMigration der lymphatischen und

myeloischen Zellen beteiligt. Gemeinsam ist bei APN und DPPIV die Interaktionmit Adhäsions-

molekülen. Auch auf der struktureller Ebene sind Gemeinsamkeiten erkennbar: APN und NEP

sind Zn
2+
-bindende Metallopeptidasen, die eine Homologie zu �ermolysin aufweisen. DPPIV

hingegen ist ein Serinprotease.

Alle 3 Peptidasen kommen als Homodimere vor, auch lösliche Formen sind bekannt. Bei allen 3

finden sich keine kovalente Bindungen zwischenMonomeren und jedesMonomer ist selbststän-

dig katalytisch aktiv. DPPIV und NEP haben wie APN eine große katalytisch aktive Ektodomäne,

eine transmembranäre Domäne und eine kurze zytoplasmatische Domäne.

Alle 3 Proteine sind nicht nur Enzyme, sondern sind auch an der Signaltransduktion unabhängig

von der katalytischen Funktion beteiligt. Bisher ist wenig über genauereMechanismen der Inter-

aktion bekannt.

Das Ziel dieser Arbeit besteht darin, mögliche Interaktionspartner auf der Zelloberfläche häma-

topoetischer Zellen zu finden, diemit CD13, CD10 oder CD26 in einer engeren räumlichen Bezie-

hung stehen, als eine Voraussetzung für eine mögliche Interaktion.

Die Ermittlung der räumlichen Nähe sollte mittels durchflusszytometrischer FRET-Messung er-

folgen. Die Ergebnisse solltenmit einer biochemischenMethode, wie z. B. Koimmunopräzipita-

tion bestätigt werden.

Mögliche Interaktionspartner ergeben sich aus:

• Vorkommen in den «lipid rafts»

• Proteine mit bekannter Beteiligung an der Signaltransduktion, z. B. via GPI-Verankerung

oder Kopplung an ein G-Protein

• Funktionelle Beteiligung an Chemotaxis und Zelladhäsion

Zudem sollen folgende praktische Voraussetzungen der Liganden erfüllt sein:

• Koexpression mit CD13, CD10 oder mit CD26 auf einer Zelle

• Ausreichend hohe Expression der möglichen Interaktionspartner

• Kommerzielle Verfügbarkeit eines FACS (Fluorescence activated cell sorting)-fähigen Anti-

körpers, markiert mit Phycoerythrin und/oder Biotin
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Verwendete Zellen

Für die Experimente im Rahmen der vorliegenden Dissertation wurden hämatopoetische Zellen

und periphere Blutzellen gesunder Spender und Zellen aus Perikard-Flüssigkeit untersucht. Ta-

belle 1 zeigt hämatopoetische Zellen und Zelllinien mit Expression der für die Fragestellung der

Arbeit relevantenmöglichen Interaktionspartner. Anhanddieser Tabelle könnendieExperimente

geplant werden. Die Verwendeten Zelllinien sind in der Tabelle 2 dargestellt. Der Expressions-

Tabelle 1Expression relevanter Antigene
Zelllinien, in Klammern Spezifität: Jurkat(T), Raji-(B), Namalwa-(B), THP-1 und U937-

(monozytär); PM-(Perikard-Makrophagen); PBMo-(periphere Blutmonozyten); «-» 1-10 relativer

Einheiten (RE), «+» 10-100 RE, «++» 100-1000 RE, «+++»>1000 RE, ab «++» Verwendung

möglich; n.d.: nicht gemacht.
1
CD13-transfiziert, sonst «-».

2
CD26-transfiziert.

CD Jurkat Raji Namalwa THP-1 U937 PM PBMo

CD10 ++ ++ ++ - - + -

CD11b - - - ++ ++ +++ +++

CD13 +++
1

- - +++ +++ +++ +++

CD18 ++ n.d. n.d. ++ ++ +++ n.d.

CD26 +++
2

- - - - ++ -

CD32 - ++ ++ ++ ++ ++ +++

CD33 - - - +++ ++ ++ ++

CD54 ++ ++ n.d. ++ ++ ++ n.d.

MIRL/CD59 +++ n.d. ++ ++ + +++ n.d.

CD64 - - - ++ ++ ++ ++

CXCR4 +++ ++ + - - ++ -

HLA-DR - +++ ++ ++ +++ +++ +++

HCMHC-Klasse I n.d. +++ ++ ++ ++ +++ +++

β2-Mi n.d. +++ ++ ++ ++ +++ +++

muster der Zellen/Zelllinien ist in der Tabelle 1 abgebildet.

Perikard-Flüssigkeit wurde freundlicherweise aus der Klinik für Herz und �oraxchirurgie der

Martin-Luther-Universität (Direktor Prof. Dr. Silber) zur Verfügung gestellt. Es handelt sich da-

bei um Perikard-Flüssigkeit von Patienten, die sich einer offenen Herzoperation unterzogen ha-

ben. Bei der Operation wird diese Flüssigkeit nach Anschneiden des Herzbeutels abgesaugt.Wir

erhielten zwischen 2 bis 8ml Flüssigkeit. In der Perikard-Flüssigkeit stellenMakrophagen und T-

Zellen den Hauptanteil der Zellen dar. Die T-Lymphozyten exprimieren Aktivierungsmarker wie

CD69, HLA-DR, CD45 und CD26 und sehr stark CD11b [Riemann et al., 1994a].

PeriphereBlutzellen Periphere Blutzellen erhielten wir von freiwilligen gesunden Spendern. Pe-
riphere Blutmonozyten exprimieren CD13. CD10 findet sich auf Granulozyten. Weitere Oberflä-

chenmoleküle sind in der Tabelle 1 dargestellt.

Das Votum der Ethikkomission der Medizinischen Fakultät der Martin-Luther-Universität vom
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3.1 Material

Tabelle 2Verwendete Zellen
Die Tabelle zeigt die verwendeten Zelllinien mit Zellzugehörigkeit und morphologischer Dif-

ferenzierung sowie eine ATCC-Nr. Die verwendeten Zelllinien wurden kommerziell erworben;

Jurkat
1
CD26

+
und CD13

+
, freundlicherweise zur Verfügung gestellt von Dr. J. Wulfänger

Zelllinie Ursprung Morphologie ATCC ®-Nr.

Raji Burkitt-Lymphom; B-Lymphozyt Lymphoblast CCL-86 ™

Jurkat
1

Akute T-Zell Leukämie; T-Lympho-zyt Lymphoblast TIB-152 ™

U937 Histiocytisches Lymphom; myeloische

Linie, Histiozyten

Monozyt CRL-1593.2 ™

THP-1 akute monozytische Leukämie Monozyt TIB-202 ™

Namalwa Burkitt-Lymphom; B-Lymphozyt Lymphoblastoid CRL-1432 ™

02.12.2003 liegt vor.

3.1.2 Verwendete Antikörper und Stimulanzien

In der Tabelle 3 sind Antikörper aufgelistet, die in den FACS-Versuchen Verwendung fanden. In

der Tabelle 4 sind primäre und sekundäre Antikörper sowie Firma und Bezugsort dargestellt, die

für die Koimmunopräzipitation verwendet wurden. In der Tabelle 5 sind Zytokine und Konzen-

trationen gezeigt, die in der Herstellung dieser Arbeit Verwendung fanden.

Tabelle 3Verwendete monoklonale Antikörper
Die Antikörper sind entweder direkt mit Phycoerythrin (PE) markiert, oder sind biotinyliert (b)

Antikörper Clon Firma

CD10 PE ALB1 Immunotech, Marseille

CD10 PE H10a BD, Heidelberg

CD11b PE M1/70 BD, Heidelberg

CD13 PE 22A5 Dako, Hamburg

CD13 PE LeuM7 BD, Heidelberg

CD13 PE WM15 BD, Heidelberg

CD26 PE M-A261 BD, Heidelberg

CD32 PE FLI 8.26 BD, Heidelberg

CD33 PE P67.6 BD, Heidelberg

CD54 (Leu54) PE LB-2 BD, Heidelberg

CD59 PE p282 (H19) BD, Heidelberg

Fortsetzung von Tabelle 3
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3 Material undMethoden

Tabelle 3:Verwendete monoklonale Antikörper

Antikörper Clon Firma

CD64 PE 10.1 Ancell, Hamburg

CXCR4 PE CD184 12G5 BD, Heidelberg

HLA-DR PE L243 BD, Heidelberg

MHC-Klasse I PE G46-2.6 BD, Heidelberg

β2-Mi PE TÜ99 BD, Heidelberg

CD10 b SN5c Serotec, Puchheim

CD13 b LeuM7 BD, Heidelberg

CD18 b IAB4 Ancell, Hamburg

CD26 b M-A261 BD Pharmingen, Heidelberg

CD32 b FLI 8.26 (2003) BD, Heidelberg

CD54 b 8.4 A6 Ancell, Hamburg

CD59 b BAA-10G Ancell, Hamburg

CXCR4 b 12G5 R &D Systems,Wiesbaden

HLA-DR b L243 BD, Heidelberg

Tabelle 4Antikörperliste für Koimmunopräzipitation
Die Tabelle zeigt eine Auflistung der Antikörper, die in der Immunpräzipitation verwendet wur-

den, mit Antikörper-Bezeichnung, Clon-Angabe in eckigen Klammern, Spezies-Zuordnung, An-

gabevon Isotyp (m:monoklonal, p: polyklonal) undBezugsort.AntiCD13Wistarwurde freundlich

zur Verfügung gestellt durch Dr. M. Herlyn, Wistar-Institus, Philadelphia, PA

Ak / Clon /Markierung Spezies Isotyp Firma / Bezugsort

CD13 [Wistar, 452] Maus IgG; m Wistar Institute of AnatomyandBiolo-

gy, Philadelphia, PA
1

CD13 [WM15] Maus IgG1, κ; m BD Biosciense, Heidelberg

CD13 [3D8] Maus IgG2a, κ; m Santa Cruz, Heidelberg

CD13 Kaninchen IgG; p Panum Institut, Kopenhagen, Däne-

mark

CD32 [FLI8.26 (2003)] Maus IgG2, κ; m BD Biosciense, Heidelberg

CD32 [2E1] Maus IgG2a; m Dianova, Hamburg

Fortsetzung von Tabelle 4

14



3.1 Material

Tabelle 4: Antikörperliste für Koimmunopräzipitation

Ak / Clon /Markierung Spezies Isotyp Firma / Bezugsort

CD32-A [N-20] Ziege IgG; p Santa Cruz, Heidelberg

CD32-A/C [C-17] Ziege IgG; p Santa Cruz, Heidelberg

CD64 [N-19] Ziege IgG; p Santa Cruz, Heidelberg

CD64 [10.Jan] Maus IgG1, κ; m Dianova, Hamburg

CD64 [10.01] Maus IgG1, κ; m Dako, Hamburg

anti-Ziege IgG-HRP Kaninchen IgG; p Amersham-Pharmacia, Freiburg

anti-Maus IgG-HRP Schaaf IgG; p Amersham-Pharmacia, Freiburg

Tabelle 5Verwendete Stimulanzien

Stimulanz Quelle

IL-4 PBHHannover/Strathmann

LPS Sigma, Hamburg

TPA Sigma-Aldrich, Seelze b. Hannover

Substanz P Sigma-Aldrich, Seelze b. Hannover

Charakterisierung verwendeter Stimulanzien mit Quelle und Firma

3.1.3 Lösungen und Puffer

In der Tabelle 6 sind für die Experimente verwendeten Lösungen samt Herstellung und Bezugs-

quelle dargestellt.

Tabelle 6Verwendete Lösungen und Puffer

Lösung/Puffer Hersteller/Herstellung

FACS clean Becton Dickinson, Heidelberg

FACS rinse Becton Dickinson, Heidelberg

FACS flow Becton Dickinson, Heidelberg

TRIS pH 8,8:

1,5 M Tris base 91g in 500ml dH2O

pH 8,8 mit HCl/NaOH einstellen

0,4% SDS 2 g

Fortsetzung von Tabelle 6
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3 Material undMethoden

Tabelle 6: Verwendete Lösungen und Puffer

Lösung/Puffer Hersteller/Herstellung

TRIS pH 6,8

0,5M Tris base 6,05 g in 100ml dH2O

pH 6,8 mit HCl/NaOH einstellen

0,4% SDS 0,4 g

Probenpuffer 6x

70% SDS- Tris 0,5M, pH 6,8 7 ml

3% Glycerol 3 ml

10% SDS 1g

Bromphenolblau 1,2 mg

10% -Mercaptoethanol 1 ml

0,5 ml Aliquots bei -70 lagern

RIPA I

1% NP40 substitute 0,5 ml

0,5% Deoxycholat 0,25 g

4 mMEDTA 0,4 ml 500mM

PBS auf 50 ml auffüllen

RIPA II

150 mMNaCl 5 ml 1,5M

1% Triton X-100 0,5 ml

1% Deoxycholat 0,25 g

0,1% SDS 0,5 ml 10%

4mMEDTA 0,4 ml 500mM

PBS auf 50 ml auffüllen

30% Acrylamid/0,8% Bisacrylamid

30% Acrylamid 30 g

0,8% Bisacrylamid 0,8 g

dH2O auf 100ml auffüllen und filtrieren

Coomassie-Färbelösung

50%Methanol 500ml

10% Essigsäure 100ml

dH2O auf 1000ml auffüllen

Coomassie Brillant Blue R 2,5 g

Coomassie-Entfärbelösung

15%Methanol 150 ml

10% Essigsäure 100ml

TBST

1×TBS, 0,1% Tween-20
dH2O auf 1000ml auffüllen

Anodenlösung I-pH 10,4

0,3 M Tris

20% (v/v) Methanol

destilliertesWasser auf 1000ml auffüllen

Anodenlösung II-pH 10,4

25 mM Tris,

20% (v/v) Methanol

destilliertesWasser

Fortsetzung von Tabelle 6
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3.1 Material

Tabelle 6: Verwendete Lösungen und Puffer

Lösung/Puffer Hersteller/Herstellung

Kathodenlösung-pH 7,6

40 mM 6-Aminohexansäure,

20% (v/v) Methanol

destilliertesWasser

TBS

137 mMNaCl, 6,5 mMNa2HPO4

1,5 mMKH2PO4, 2,7 mMKCl

Protein G Sepharose Amersham Biosciences, Freiburg

Protease-Phophatase Inhibitor-

Cocktail

�ermo Scientific, Bonn

BCA Protein Assay Kit Merck Chemicals Ltd., Nottingham, U.K.

Tris-Acetat-Gel NuPAGE Invitrogen, Darmstadt

Tris-Glycin-Gel Novex Invitrogen, Darmstand

Ponceau S Sigma-Aldrich, Steinheim

Molekulargewichtsmarker Sigma-Aldrich, Steinheim

Peroxidase Detektionsreagenz 1+2 Amersham Biosciences, Freiburg

NP40 10% Sigma-Aldrich, Steinheim

Tween-20 Roth, Karlsruhe

3.1.4 Verwendete Geräte, Software und Verbrauchsmittel

Tabelle 7Verwendete Geräte und Verbrauchsmittel

Gerät Hersteller

Durchflusszytometer, FACSCalibur BD Bioscience, Heidelberg

Neubauerzählkammer Marienfeld, Lauda-Königshofen

Mikroskop CH30 (10x10) Olympus, Hamburg

Vortex Genie 1 Bender &Hoebin AG, Ismaning

Specol 11 Carl Zeiss, Jena

Zentrifuge Typ 5415C Eppendorf, Hamburg

�ermomixer 5436 Eppendorf, Hamburg

Zentrifuge Rotina 38 Hettich,Tuttlingen

Zentrifuge Rotanta/TRC Hettich, Tuttlingen

automatische Pipetten Abimed, Langfeld

FACS-Röhrchen 5 ml BD Falcon, Heidelberg

In der Arbeit wurden folgendes Software verwendet: CellQuest (Version 2.0), BD Bioscience,

Heidelberg; SigmaPlot 10.0 Systat Software, Chicago, IL; Photoshop CS4 Adobe, München; Mi-
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3 Material undMethoden

crosoftOffice 2010MicrosoftCorporation,Redmond,WA.Rversion2.14.2 (2012-02-29)Copyright

(C) 2012�e R Foundation for Statistical Computing ISBN 3-900051-07-0

3.1.5 Statistischen Analysen

Alle angegebenen p-Werte wurden mit Hilfe des Mann-Whitney-U-Testes für zwei unabhängige

Stichproben ermittelt. Das Signifikanzniveau der p-Werte wurde mit< 0,05 festgelegt. Alle an-

gegebenen p-Werte wurden aufgrund der geringen Fallzahl nicht für das Problem des multiplen

Testens korrigiert (Bonferoni-Korrektur).

3.2 Methode I: FRET in der Durchflusszytometrie

3.2.1 FRET-Grundlagen

Bestrahlt man ein Fluorophormit einem Laserlicht einer Frequenz, die im Absorptionsspektrum

des Fluorophors liegt, so wird das Fluorophor in den angeregten Zustand gebracht und strahlt

wieder zurück. Jedoch ist das Emissionsspektrum des Fluorophors in den roten Bereich verscho-

ben (Stokes-Shift). Vergleich Abbildung 4.

Befindet sich in der unmittelbarenNähe des angeregten Fluorophors (Donor) ein zweites Fluoro-

phor (Akzeptor), das sich vom Donor in seinen spektralen Eigenschaften unterscheidet, so kann

die Energie strahlungslos von dem Donormolekül auf das Akzeptormolekül übertragen werden.

Die Übertragung erfolgt via «long range dipole-dipole interactions». Abbildung 4 A zeigt FRET in

einem Jablonski-Diagramms. Die Energieübertragung kann mit einem Gleichgewicht beschrie-

ben werden: (Gleichung 1)

D∗ +A ⇀↽ D +A∗
(1)

Die Energietransfer-Effizienz (ETp) ist die Anzahl der zum Akzeptor transferierten Photonen,

nominiert auf die gesamte Absorption und kann mit einer weiteren Gleichung 2 anhand der Ab-

bildung 4 mit Hilfe von Geschwindigkeitskonstanten beschrieben werden.

ETp =
kT

kT + kF + kD
=
Energietransferrate

Donorabsorption
(2)

und die spektralen Verläufe sind in der Abbildung 4 B erklärt. Bei FRET kommt es zur Verrin-

gerung der Intensität im Donor-Emissionsspektrum (roter Pfeil). Der Vorgang wird als «donor

quenching» bezeichnet.Donorquenchingwirdbegleitet voneinerSteigerung imEmissionsspek-

trum des Akzeptors (violetter Pfeil). Der Vorgang wird «donor sensitised emission» genannt.

Die Energietransfereffizienz kann über die Fluoreszenzlebensdauer desDonors τD, beziehungs-

weise über den Förster-Radius (R0) ausgedrückt werden (Abbildung 5 C und Gleichung 3). Somit

ist die ETp ein indirektes Maß für die Abstände auf der Zelloberfläche.

ETp =
kT

kT +
1
τD

=
11 +

 R

R0

6


(3)

Der Förster-Radius R0 ist der Abstand, bei dem genau die Hälfte aller Anregungen des Donors
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3.2 Methode I: FRET in der Durchflusszytometrie

Abbildung 4Das Prinzip von FRET in Jablonsiki-Diagrammund auf der Fluorophorebene,modi-

fiziert nach [Szöllősi et al., 2006]

A: D: Donor im nicht-aktivierten Zustand, D
∗
: Donor im aktivierten Zustand, A: Akzeptor

im nicht-aktivierten Zustand und A
∗
: Akzeptor im aktivierten Zustand. kF , beschreibt FRET-

wirksame Emissionen vomDonor, kD beschreibt alle anderen Emissionen imGrundzustand, kT

ist die Geschwindigkeit der Hinreaktion und k
A
F beschreibt die durch FRET entstandene Emis-

sion vom Akzeptor. B: DAbs, DEm: Emissionspektren von Donor (PEAbs, PEEm); AAbs, AEm Ab-

sorptionsspektrum von Akzeptor (Cy5Abs, Cy5Em). Die graue Fläche zeigt das spektrale Überlap-

pungsintegral J(λ) zwischen der Fluoreszenz des Donors und der Absorption des Akzeptors als

Voraussetzung für FRET

auf den Akzeptor übertragen werden. Für jedes Fluorophorenpaar ist R0 eine spezifische Kon-

stante. Die Berechnung vonR0 ist in der Gleichung 4 gezeigt.

R6
0 = 8.8× 10−24ΦDκ

2η−4J(λ) (4)

R: Abstand zwischen Donor und Akzeptor; R0: Förster-Radius; ΦD ist die Fluoreszenzquan-

tenausbeute;κ2
: Orientierungsparameter, beschreibt die Anordnung derÜbergangsdipolmo-

mente, kannWerte zwischen 0 und 4 annehmen; η: Refraktionsindex, beschreibt wie dasMe-

dium zwischen den Fluorophoren den Energietransfer beeinflusst; J(λ): beschreibt die spek-

trale Überlappung (Überlappintegral)

Die FRET-Übertragung ist richtungsabhängig κ2
beschreibt die Ausrichtung der Dipole beider

Fluorophore imRaum. In Abbildung 5 A ist reometrischeWechtselwirkung zwischen demDonor

und dem Akzeptor dargestellt.

κ2 = (cosΘR − 3cosΘD · cosΘA) (5)

Dabei kann κ2
im wesentlichen 3 Werte annehmen (Abbildung 5 B). Stehen beide Dipole senk-

recht aufeinander, so nimmt κ2
den Wert von 0 an. Sind die beiden Dipole gleichgerichtet, so

nimmt κ2
den Wert 1 an. Wenn die Fluorophore frei rotieren, so wird statistisch gemittelt und

denWert 2/3 angenommen.

Somit, umeinemöglichst effiziente strahlungsfreieÜbertragungder Energie vomDonor auf den
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Abbildung 5Räumliche Abhängigkeit zwischen κ2
und Förster-Radiusmodifiziert nach [Szöllősi

et al., 1999],[Loura, 2012]

A:ΘDWinkel zwischenEmission-Dipol desDonorsundder gedachtenVerbindungzwischenden

beiden Fluorophoren,ΘR Winkel zwischen Emissionsdipol des Donors und dem Absorptionsdi-

pol des Akzeptors,ΘA Winkel zwischen dem Absorptions-Dipol und der gedachten Verbindung

zwischen den beiden Fluorophoren B: geometrische Beziehung zwischen zwei Dipolen: κ2
kann

die Werte 0 ≤ κ2 ≤ 4 annehmen (in den meisten Fällen wird der Wert von κ2 = 2/3 ange-
nommen C: Für jedes Fluorphoren Paar existiert ein Förster-Radius, bei dem die Effizienz der

Energieübertragung 50% beträgt

Akzeptor über FRET zu ermöglichen, müssen drei wesentlichen Kriterien erfüllt sein [Szöllősi

et al., 1987]:

1. Der räumliche Abstand zwischen Donor- und Akzeptor-Farbstoff darf nicht größer als 10

nm sein

2. Das Strahlungsemissionsspektrum des Donorfarbstoffs muss mit dem Absorptionsspek-

trum des Akzeptorfarbstoffs überlappen

3. Donor- und Akzeptorfarbstoff sollten möglichst parallele elektronische Schwingungsebe-

nen haben (oder zumindest frei rotieren)

3.2.2 Durchflusszytometrie

Durchflusszytometrie istdie automatisierteMessungvonFluoreszenz-undStreulichteigenschaf-

ten von Zellen/Partikeln in Suspension. Die Messung erfolgt in einemDurchflusszytometer.
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Die Funktionsweise des Zytometers wird anhand des Durchflusszytometers der FACS Calibur

(BD Bioscience, Heidelberg) erklärt. ImWesentlichen besteht der FACS Calibur aus vier Kompo-

nenten: 1. Flüssigkeitssystem, 2. optisches System, 3. Detektionseinheit, 4. Datenverarbeitung.

Im hydrodynamischen System werden die Zellen aus dem Probegefäß angesaugt und in einem

FACS-Puffer aufgenommen. Die Zellen werden in einem Strom im «Gänsemarsch» dem opti-

schen System (Messküvette) zugeführt. Die s.g. «hydrodynamische Fokussierung» verhindert

durch laminare Strömungseigenschaften eine Durchmischung von Probenlösung und Träger-

flüssigkeit.

In derMessküvette trifft das Laser-Licht im rechenWinkel auf den Flüssigkeitsstrom.Das analo-

ge Signalwird in einemoptischen SystemausUmlenkspiegel, Filter undPhotodioden aufgenom-

men, verstärkt und in ein digitales Signal umgewandelt sowiemit elektronischer Datenverarbei-

tung analysiert. Es werden folgende Signale aufgenommen: 1. Vorwärtsstreulicht (forward light

scatter, FSC) in einem Winkel zwischen 1,5 und 1,0° zur Strahlenrichtung des Anregungslasers

und 2. Seitwärtsstreulicht (sideward scatter, SSC ) im 90°-Winkel. 3. Die Fluoreszenz, gemessen

in unterschiedlichen Fluoreszenzkanälen.

Während FSC die Information über Größe der Zellen liefert, wird im SSC-Streulicht Information

über die Granularität gesammelt.

DasDurchflusszytometer FACSCalibur besitzt 2 Laser: Argon-Laser (488 nm ) und rotenDioden-

laser (~635 nm). Die Abbildung 6 zeigt die schematische Anordnung der Spiegel und der Filter im

FACSCalibur.

3.2.3 Immunfluoreszenz

Die Immunfluoreszenz ist eine biochemische und medizinische Analysemethode, bei der Anti-

körper eingesetzt werden, die mit Fluorophorenmarkiert sind. Durch die Antikörper-Farbstoff-

Kopplung wird die Spezifität des Antikörpers mit der Möglichkeit der Visualisierung durch den

Farbstoff kombiniert. Dadurch ist es möglich, in vivo spezifische Epitope auf der Zelloberfläche
zu visualisieren. Es wird zwischen einer direkten und indirekten Immunfluoreszenz unterschie-

den.

Währendbei der direkten Immunfluoreszez einAntikörper bereits andenFarbstoff gekoppelt ist,

wird bei der indirekten Immunfluoreszenz das Epitop in einem weiteren Schritt visualisert. Ein

Beispiel dazu ist Biotin-Avidin-System [Schiemann and Busch, 2007].

Mit Hilfe von Immunfluoreszenz kann mittels Durchflusszytometrie auch FRET gemessen wer-

den.

3.2.4 Berechnung der FRET-Effizienz ETp in der Durchflusszytometrie

ß Für die durchflusszytometrische Berechnung des ETp zwischen 2 Molekülen auf der Zellober-

fläche sind 2 Antikörper notwendig, die gegen das jeweilige Epitop (z.B. CD13 und CD32) gerich-

tet sind. Dabei muss der eine Antikörper mit einem Donorfarbstoff und der andere mit einem

Akzeptorfarbstoff markiert sein. Als Donor wurde Phycoerythrin und als Akzeptor Cyanin 5 ver-

wendet.

MitHilfe der Zwei-Laser-Anregung amFACSCaliburwirdmit demArgon-Laser bei 488 nmselek-

tiv der Donorfarbstoff (PE) undmit einem roten Laser bei 635 nmder Akzeptorfarbstoff (Cy5) an-
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Abbildung 6 Schematischer Aufbau des Gerätes FACS Calibur [Becton and Company, 2007]
Schematische Darstellung des optischen Systems des Durchflusszytometers FACSCalibur. DM:

dicroischer Spiegel, LP: Langpassfilter, SP: Kurzpassfilter; FL1-FL4: Detektoren für Fluroeszenz-

kanäle 1-4, SSC: Deterctor für sideward scatter light und FSC: Photodiode für Forward Scatter.

Für die Bandpassfilter ist die maximale Transmission und die Hälfte der Bandbreite angegeben

geregt.DieEmissionsspektrenwerden inden entsprechendenKanälendetektiert.Dabeiwird für

jede Zelle ein Datensatz in allen Fluoreszenzkanälen (FL1-FL4) aufgenommen (siehe auch Kapi-

tel 3.2.7). Um FRETmit Hilfe der Durchflusszytometrie zumessen, sindmindestens vier Proben

notwendig:

1. ungefärbte Probe, die als Autofluoreszenz bezeichnet wird

2. Donor-only-Probe in der die Zellen nur mit demDonor-Farbstoff (PE) markiert werden

3. Akzeptor-only-Probe: Die Zellen werden nur mit Akzeptor-Farbstoff markeiert (Cy5) und

4. Doppelfärbung (FRET) in der die Zellen sowohl mit PE als auchmit Cy5 markiert werden

Die Methode der durchflusszytometrischen FRET-Messung wurde bei Frau Dr. Pfeiffer, Univer-

sität Regensburg, Institut für klinische Chemie und Labormedizin erlernt und verwendet eine

Kombination aus direkter und indirekter Immunfluoreszenz. Dabei wird der Antikörper gegen

das 1. Epitop direkt mit dem Donorfarbstoff (PE) markiert. Der 2. Antikörper gegen das 2. Epi-

top wird biotinyliert hinzugegeben und erst im zweiten Schritt an den Akzeptor-Farbstoff (Cy5)
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via Biotin-Streptavidin-Bindung gekoppelt. Siehe auch (Kapitel 3.2.3).In der Tabelle 8 ist ein Fär-

beschema gezeigt. Die Vorteile der indirekten Immunfluoreszenz liegen in derMinimierung der

sterischenWechselwirkungen zwischen 1. und 2. Antikörper bei Epitopbesetzung.

3.2.5 Versuchsanordnung

Für die Untersuchung der Kolokalisation von CD13, CD10 und CD26 mit anderen Membranmo-

lekülen wurden am Tag der FRET-Analysen ca. 5× 106
zu untersuchenden Zellen geerntet und 2

× in 0,5 %-iger PBS/BSA-Lösung gewaschen. Bei Stimulationsversuchenwerden die Zellen zuvor
stimuliert wie in dem Kapittel 3.2.6 erklärt ist.

Der geplante Ansatz wurde durchgeführt wie in der Tabelle 8 beschrieben.

Umunspezifische Bindung zu vermeiden,wurde jede Probemit 1µl polyklonalemhumanem IgG

(Stammlösung 1mg/1 µl) für 15minbeiRaumtemperatur (RT) inkubiert. ImAnschlusswurdendie

Proben entsprechend der in Tabelle 8 dargestellten Reihenfolge gefärbt.

Tabelle 8Versuchsanordnung für die FACS-Färbungen
Die Probennummern in den Klammern bedeuten die Nummern der Proben nach Teilung. Siehe

auch Kapitel 3.2.4. Die Menge der Zellsuspension ist in µl angegeben. Maximal wurde 10
6
Zel-

len/ml angesetzt

Proben-
nummer

Donor-
Antikörper

Akzeptor-
Antikörper

Menge
Zellen in µl

Cy5 in
µl

Bezeichnung

1 (9) CD13 PE CD13 b 100 - Donor-only

2 (10) CD32 PE CD13 b 100 - Donor-only

3 (11) CD64 PE CD13 b 100 - Donor-only

4 (12) CD33 PE CD13 b 100 - Donor-only

5 CD13 b 50 5 Akzetor-only

7 IgG-PE 50 - Isotypkontrolle

8 50 - Autofluoreszenz

Teilung der Proben 1-4 in 9-12

9 CD13 PE CD13 b 50 5 Doppelfärbung

10 C32 PE CD13 b 50 5 Doppelfärbung

11 CD64 PE CD13 b 50 5 Doppelfärbung

12 CD33 PE CD13 b 50 5 Doppelfärbung

DieAntikörperwurden in zuvor ermitteltenSättigungskonzentrationen (Datennicht gezeigt) zu-

geführt.

Nach Färben wurden die Proben 1-8 gemischt und bei 0° C für 40 min unter Lichtausschluss in-

kubiert. Vor der Teilung wurden die Proben erneut gemischt. Im Anschluss erfolgte die Teilung

der Proben 1-4 in die 9-10, wie in der Tabelle 8 gezeigt.

Nach Teilung wurden die Zellen bei 4° C in 0,5 %-iger BSA/PBS-Lösung gewaschen. Die Proben

5-6 und 9-12 wurdenmit je 5 µl Cy5-SA (Endverdünnung in der Probe 1:20) inkubiert.

Nach 30 minütiger Inkubation bei 0° C wurden die Proben wieder 2 × bei 4° C in 0,5 %-iger

BSA/PBS-Lösung gewaschen und in 0,2-0,4 ml PBS aufgenommen. Im Anschluss wurden die

Proben im Durchflusszytometer FACS Calibur bei folgenden Einstellungen gemessen:
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• FSC und SSC im linearenModus

• Fluoreszenz-Kanäle FL2-FL4 im logarithmischenModus

• Pro Ansatz wurdenmindestens 5.000 Zellen des gewählten Zelltyps gemessen

3.2.6 Stimulationsansätze

Stimulationmit LPS:AmTag der Stiumlationsversuchemit anschließender FRET-Messungwur-

den 5×106
Zellen geerntet und 2 × in PBS gewaschen und für 15 min mit 40 ng/ml LPS bei RT

inkubiert und weiter verarbeitet, wie in der Tabelle 8 dargestellt.

Stimulationmit SubstanzP:Eswurden 5× 106
Zellen geerntet und für 48 Stundenmit 20 µg/ml

der Substanz P bei RT inkubiert. ImAnschluss wurden die Zellen 2× in PBS gewaschen undwei-
ter verarbeitet, wie in der Tabelle 8 dargestellt.

Stimulation mit IL-4: Es wurden 5 × 106
Zellen geerntet und für 2 Tage in Kultur mit 40 ng/ml

IL-4. Im Anschluss werden die Zellen 2 × in PBS gewaschen und weiter verarbeitet, wie in der
Tabelle 8 dargestellt.

Stimulationmit TPA: Es wurden 5× 106
Zellen geerntet und für 2 Tage in Kultur mit 10

−7
mol/l

TPA bei RT inkubiert. Im Anschluss werden die Zellen 2 × in PBS gewaschen und weiter verar-
beitet, wie in der Tabelle 8 dargestellt.

3.2.7 Datenaufnahme

DieMessungwurde imDatenfile FSC 2.0, FlowCytometry Standard 2.0 gespeichert. Dabei wur-

den folgenden Parameter aufgenommen: FSC, SSC, FL1-FL4. Die gesammelten Datensätze wur-

denmithilfe der Standardsoftware (CellQuest, BD Bioscience, San Jose, CA, USA) analysiert.

3.2.8 Datendarstellung und Datenverarbeitung

Zur IdentifizierungderZellpopulationwerdendie ParameterGröße (FSC) undGranularität (SSC)

in einem zweidimensionalenDiagramm, einemDot- oderDensity-Plot graphisch dargestellt (Ab-
bildung 7 A). Diese Darstellung ermöglicht, eine Population der vitalen Zellen von den Zelltrüm-

mern zu trennen. Das Verfahren wird als «Gating» bezeichnet. Dabei wird rechnerisch ein Be-

reich eingegrenzt, aus dem die Information weiterverarbeitet werden soll (Vergleich Abbildung 7

B und C). Aus dem Gate ist es möglich, deskriptive statistische Daten zu jedem gemessenen Pa-

rameter zu generieren.

In einer weiteren Dot-Plot-Darstellung wird das Anfärben der Zellen mit Farbstoff-markierten

Antikörpern dargestellt, z. B. FL2 für PE (Vergleich Abbildung 4 B). Die Fluoreszenzintensität ei-

nes Farbstoffes wird auf der Ordinate gegen das SSC-Signal auf der Abszisse aufgetragen. Mit

dieser Darstellung lassen sich die Zellpopulationen anhand des Färbeverhaltens als indirektes

Maß für die Expression spezifisch gefärbter Moleküle auf der Zelloberfläche darstellen.

Eine weitere Form der Datendarstellung ist ein Histogramm.Dabei wird die Information von ei-

nem der gemessenen Parametern gegen die Anzahl der Ereignisse aufgetragen. (Abbildung 8).

Mithilfe von Gating können die Subpopulationen eingegrenzt und deskriptiv statistisch verar-

beitet werden.
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Abbildung 7Auswertungmittels Zweiparameteranalyse (Dot-Plot)
Graphische Darstellung der Zelllinie THP-1 in einem A: FSC/SSC-Dot-Plot,B: FL2/SSC-Dot-Plot,

C: FL4/SSC-Dot-Plot; Gating ist durch das Anlegen der Bereiche R1-3 dargestellt

Abbildung 8Auswertungmittels Einparameteranalyse (Histogramm)
Graphische Darstellung in einemHistogramm;M1, M2 undM3 sind eindimensionale Gates

Gleichung 7 beschreibt die Korrektur der spektralen Überlappung zwischen FL2 und FL3 und

die Gleichung 8 die Korrektur der Überlappung zwischen FL3 und FL4.

ETp =

FL3(D,A)-FL2(D,A)

a

−
FL4(D,A)

b

FL3(D,A)

(6)

a =
FL2(A)

FL3(A)

(7)

b =
FL4(D)

FL3(D)

(8)

ETp:Energietransfereffizienz, FL2: Fluoreszenzkanal 2 (488→ 585nm), FL3: Fluoreszenzkanal

3 (570→ 580nm),FL4: Fluoreszenzkanal 4 (633→670nm);D:Donor,A:Akzeptor [Pfeiffer et al.,

2001]

DieMessungenwurdenmitHilfederStandardsoftwareCellQuestdurchgeführt.DieMean-Werte

der gemessenen Datensätze wurden in das Tabellenkalkulationsprogramm Microsoft Excel un-

ter Verwendung der Formeln 6, 7 und 8 eingegeben. Für jedes FRET-Paar wurde der ETp-Wert

bestimmt.
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3.3 Methode II: Koimmunopräzipitation

Um die mittels Durchflusszytometrie beobachtete Kolokalisation mit einer zweiten Methode zu

verifizieren, wurde Koimmunopräzipitation verwendet.

Bei dieserMethodewerden die Zellen zerstört (lysiert) und in Lösung aufgenommen. Die Lösung

wirdmit dem primären Antikörper, einem polyklonalen Antikörper, z. B. gegen CD13, inkubiert.

Durch die Kopplung an Protein G-Sepharose kann das Protein aus der Lösung spezifisch isoliert

(präzipitiert) werden. Nach Abtrennung von anderen Zellbestandteilen werden die Proteinkom-

plexe in ihre Fragmente zerlegt und mittels SDS-PAGE aufgetrennt. Im Western Blot wird an-

schließendmit spezifischen Antikörpern der Bindungspartner, z. B. CD32 oder CD64, detektiert.

3.3.1 Vorbereitung der Zellen

ProAnsatzwurden 10
7
THP-1 Zellen pelletiert und in PBSbei 4°C gewaschen, anschließend in 400

µl RIPA-Puffer lysiert. Zum Schutz des Lysates vor Proteolyse und Phosphorylierung wurden je

10 µl Protease- und Phosphataseinhibitoren verwendet.

• Kopplung des primären Antikörpers an Protein-G-Sepharose

Parallel wurde der Primärantikörper an Protein-G-Sepharose (Amersham pharmacia biotech)

gebunden. Dafür wurden für 4 Ansätze 300 µl Protein G- Sepharose entnommen und bei 4° C für

20 s pelletiert und anschließend 4× inRIPA-Puffer gewaschenund in 1200µl PBSaufgenommen.
Je 300 µl Anti-Maus-IgG- Sepharose wurde in 4× 2 ml Eppendorf-Tubes überführt. Die verwen-
deten Antikörper sind in Tabelle 4 dargestellt.

• Inkubation des Zelllysates mit dem an Protein-G-Sepharose gekoppelten Antikörper

Die Ansätze wurden über Nacht bei 4° C in einem Reaktionsgefäß rotiert. Anschließend wurde

3 × in PBS bei 4°C gewaschen und in je 200 µl PBS aufgenommen. Zu den Ansätzen (Tabelle 4)
wurde je 100 µl Zelllysat hinzugefügt und bei 4°C 2 Stunden in einem Greiner-Röhrchen rotiert.

Dannwurden die an die Beads gebundenen Antikörpermit demTHP1-Lysat inkubiert und so das

spezifische Protein gebunden.

• Elution

Die pelletierte Sepharose wurde in 40 µl SDS-Puffer und 4 µl DTT aufgenommen und bei 95°

C erhitzt, dabei wurde das Protein von der Sepharose abgelöst. Die präzipitierten Proben, sowie

der Waschüberstand wurden auf ein 10% -iges Tris-Glycin-Gel aufgetragen und im SDS-PAGE

aufgetrennt und imWestern Blot untersucht.

• Konzentrationsbestimmung von Proteinlösungen

Die Proteinmenge wurde nach der Biuret-Methode durchgeführt. Dabei werden Cu
2+
-Ionen

in alkalischer Lösungdurchdie Proteine zuCu
+
-Ionen reduziert.Die reduziertenCu

+
-Ionenbil-

denmit der Bicinchonininsäure einen violetten Farbkomplex [Smith et al., 1985].

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Proteinkonzentrationen mit dem BCA Protein Assay Kit
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(Merck Chemicals Ltd., Nottingham, U.K) bestimmt. Anhand eines mitgemessenen BSA-Stan-

dards konnte die Proteinkonzentration mittels linearer Regression bestimmt werden. Die Mes-

sungen wurden bei 562 nm in einem Specol-Spektrometer durchgeführt.

3.3.2 SDS-PAGE

Die Elektrophorese dient zur Trennung von Proteinen auf der Grundlage ihrerWanderung in ei-

nemelektrischen Feld. Bei der Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese (PAGE)werdendie Proteinpro-

ben auf eine hochvernetzte Gelmatrix aus Polyacrylamid gegeben, an die anschließend ein elek-

trisches Feld gelegt wird.

Die Matrix wird durch Pufferung auf einen schwach alkalischen pH-Wert eingestellt, so dass die

meisten Proteine in einer anionischer Form vorliegen und zur Anode wandern.

Die Gelmatrix bremst die wandernden Proteine auf der Basis ihrer Ladung. Die Ladung ist pro-

portional zur Größe des Proteins. Eine Modifikation der Elektrophorese-Technik verwendet die

negativ geladenenAnionen desDetergensNatriumdodecylsulfat, umdie natürlichen Ladung der

Proteine zu maskieren, so dass die Trennung nur noch aufgrund der Masse der Proteine erfolgt.

Bei der SDS-PAGE wird das Detergens sowohl dem Polyacrylamidgel als auch den Proteinpro-

ben hinzugefügt. Zu den Proteinproben wird außerdem ein Reduktionsmittel gegeben, um al-

le Disulfidbindungen zu reduzieren. Alle SDS-Protein-Komplexe sind stark negativ geladen und

wandernzurAnode,dabei ist ihreWanderungsgeschwindigkeit durchdasGelumgekehrtpropor-

tional zum Logarithmus ihrer Masse. Da größere Proteine beim Durchwandern der netzartigen

Struktur des Gels einen größeren Widerstand überwinden müssen, wandern sie langsamer als

die SDS-Komplexe kleinerer Proteine [Laemmli, 1970].

Die Elektrophorese wurde in vertikalen Elektrophorese-Kammern durchgeführt. Je nach Größe

der Proteine wurden Trenngele mit Acrylamid-Konzentrationen zwischen 7 % und 12 % einge-

setzt. Es wurden Tris-Glycin-Gele und Tris-Acetat-Gele der Firma NuPAGE (Invitrogen) verwen-

det. Die Tris Glycin-Gele wurden auch gegossen [Sambrook and Russell, 2001]. Die Elektropho-

rese erfolgte dann mit der elektrischen Spannung von 150 V konstant über 1 Stunde und bis die

Lauffront das Ende des Trenngels erreicht hatte. Ein Gel besteht aus einem Sammel- und Trenn-

Gel. Die selbst gegossenen Gele wurdenmit unterschiedlichem Acrylamidgehalt (Sammelgel 4%,

Trenngel 7-12 %) verwendet.

ZumAbschätzen derMolekulargewichtsgröße wurdenMolekulargewichtsmarker (Firma Sigma)

verwendet.

Der Erfolg der Elektropherese wurde mittels Coomassie-Färbung beurteilt. Coomassie Brillant

Blau bindet nicht spezifisch die Proteine innerhalb der Gelmatrix. Die Proteine werden als blau-

en Banden im durchsichtigen Gel visualisiert [Wilson, 1983]. Weitere Analyse erfolgt imWestern

Blot.

3.3.3 Western Blot

Western Blot, auch Immunoblot genannt, dient der Darstellung und Detektion gelelektropho-

retisch aufgetrennter Proteine nach Übertragung auf eine geeignete Trägermembran mit Hilfe

immunologischer Methoden.

Als Trägermembran dient eine Nitrozellulose-Membran [Towbin et al., 1979]. Ein wesentlicher
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Vorteil dieser Methode besteht darin, dass das gesuchte Protein nicht in einem Gel verteilt, son-

dern auf der Oberfläche einerMembran konzentriert ist und somit wesentlich leichter detektiert

werden kann.

Die Methode besteht aus mehreren Schritten:

• Übertragen der aufgetrennten Proteine auf eine Membran

• Blockierung der unspezifischen Bindungsstellen der Membran

• Inkubation der Membranmit spezifischen Antikörpern

• Detektion des gebunden Antikörpers

DasÜbertragender aufgetrenntenProteinewurde imelektrischenFeld (elektrophoretischeEluti-

on)mittels «semi-dry»-Methodedurchgeführt.DasSammelgel desPolyacrylamidgelswurde vom

Trenngel abgetrennt und in eine semidry-Blot-Kammer eingebracht.

Auf die Anodewurden jeweils drei LagenWhatman Papier gelegt, die zuvor in die der Anoden-

lösung I und II getränkt waren. Im Anschluss wird das Blottmembran aus Nitrozellulose gelegt,

diese wurde zuvor in der Anodenlösung II getränkt. Das Trenngel wird auf das Blotmembran ge-

legt, gefolgt von 3 Lagen Whatman-Papier getränkt in der Kathodenlösung. Die Schichten wer-

den Luftblasen-frei gelegt. Die Zusammensetzung der Lösugen ist in der Tabelle 6 gezeigt. Die

Kammer wird mit einem Deckel verschlossen, der eine Kathode im elektrischen Feld darstellt.

Die Elektropherese erfolgte für eine Stunde bei RT mit einer Stromstärke von 0,8 mA pro cm
2

Gelfläche. Das Ergebnis der Übertragung wurde durch Ponceau-S-Färbung visualisiert und do-

kumentiert. Der Molekulargewichtsmarker wurde nachgezeichnet.

• Blockierung der unspezifischen Bindungsstellen der Membran

Die Membran wurde nach Transfer über Nacht in einer Milchpulverlösung blockiert.

• Inkubation der Membranmit spezifischen Antikörpern

Amnächsten Tag wurde dieMembran in 5ml eines 5%Milch-TBST-Puffer überführt und der pri-

märe monoklonale Antikörper anti-CD13 (Wistar) in 1:500 Endkonzentration für 1,5 Stunden bei

RT rotiert. Im Anschluss wird die Membran 3 x in TBST-Lösung gewaschen.

• Detektion des gebundenen Antikörpers

DieDetektiongeschieht im indirektenNachweis.DabeiwirddergebundenespezifischePrimäran-

tikörper mit einem Sekundärantikörper nachgewiesen. Der Zweitantikörper ist ein Anti-Maus-

Antikörper,markiertmitMeerrettich-Peroxidase (HRP).NachZugabedesSubstrates (Amersham,

ECL Prime) kommt es zur Chemilumineszenz. DieMembranwirdmit einem 1:1000 inMilch ver-

dünntenanti-Maus-Meerrettich-Peroxidase-Antikörper für 1,5Stunden inkubiert.Nach3Wasch-

schritten von je 5 min bei RT im TBST-Lösung wurde die Membran im vierten Waschschritt in

TBS-Lösung gewaschen. Nach Zugabe von Substrat (Amersham) wurde die Membran in eine Fo-

lie luftdicht eingeschweißt und nach einer Minute Wirkdauer des Substrates auf einen Planfilm

(Kodak, BioMax) in derDunkelkammer zwischen 3-60Minuten exponiert. Der Planfilmwurde in

einem Entwickler (Ilford) entwickelt in einem Fixierer (Ilford) fixiert.

Nach Trocknen wurden die Planfilme ausgewertet.
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• Stripping und erneute Detektion

Stripping und erneute Detektion mit dem primären Antikörper: Die Nitrozellulose-Membran

wird im Anschluss bei 50° C in einem Strippuffer gewaschen. Dabei werden alle gebrauchten

Antikörper entfernt, sodass erneut mit einem Primärantikörper markiert werden kann. Nach

3 Waschschritten in 5 ml TBST-Puffer für je 5 min bei RT wurde die Membran mit dem Anti-

CD32-AntikörperKlonC17 (SantaCruz,Heidelberg, Ziege) inVerdünnung 1:500 inkubiert. Als se-

kundärer Antikörper wurde ein Anti-Ziege-HRP (Amersham) in der Verdünnung 1:1000 verwen-

det. Die weiterenWaschschritte sowie Detektion und Auswertung wurden wie oben beschrieben

durchgeführt.
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4 Ergebnisse

4.1 Positivkontrolle

Eine Positivkontrolle ermöglicht eine Prüfung der Richtigkeit der FRET-Messung. Im Rahmen

dieser Arbeit wurde eine Positivkontrolle etabliert, die strukturelle Eigenschaften von APN als

Homodimer sowie vonMHC-I als einMembranprotein bestehend aus einer schweren und leich-

ten Kette (β2-Mikroglobulin) ausnutzt.

4.1.1 FRET zwischen APN-Monomeren

Zwischen 2 Monomeren eines Homodimers setzt man eine enge räumliche Beziehung voraus,

deswegenwurdeeinehoheEnergietransfereffizienzzwischen2APN-Monomerenerwartet.Hier-

zuwurden die Zellen, die APN exprimierenmit jeweilsmit 2mAbmarkiert, die gegen das gleiche

Epitop (gleicher Clon) gerichtet sind. Der erste Antikörper ist mit Phycoerythrin, einem Donor-

Farbstoff markiert, und der zweite Antikörper mit Cy5, einem Akzeptor-Farbstoff markiert. Auf

dieseWeise kann FRET zwischen 2Monomeren gemessen werden.

Die Ergebnisse der Versuche sind in der Tabelle 9 dargestellt. Die FRET-Effizienzen waren auf

allen gemessenen Zellen vergleichbar hoch und lagen zwischen 42,1 und 57,1 %.

4.1.2 FRET zwischen β2-Mikroglobulin und der schweren Kette der
MHC-Klasse-I-Molekülen

Die FRET-Effizienz zwischenHC-MHC-Klasse-I-Moleküls und dem β2-Miwurde als Positivkon-

trolle bei den Zellen verwendet, wo CD13 nicht exprimiert wird.

In der Tabelle 9 sind die Ergebnisse der Positivkontrollen auf verschiedenen Zellen dargestellt.

Tabelle 9 FRET-Positivkontrolle
Positivkontrolle der FRET-Effizienz zwischen zwei APN-Monomeren bzw. zwischen β2-Mi und

der HC MHC-Klasse-I-Moleküle. In der Tabelle sind Zellen, Donor und Akzeptor; Mean-Werte

der Fluoreszenzintensitäten von Donor und Akzeptor, Energietransfereffizienz ETp mit ± (SD)
Standardabweichung und Anzahl der Versuche n dargestellt.

1
Es wurden mit CD13 transfizierte

Jurkat-Zellen verwendet

Zellen Donor Akzeptor Donor-Mean Akzeptor-Mean ETp in% n
PBMo CD13 PE CD13 b 519± 280 730± 490 57,1± 7,1 5

PM CD13 PE CD13 b 601± 652 657± 522 47,8± 20,8 3

THP-1 CD13 PE CD13 b 856± 270 638± 155 61,0± 5,2 6

U937 CD13 PE CD13 b 318± 174 140± 52 52,8± 10,6 6

Jurkat
1

CD13 PE CD13 b 400± 128 296± 31 38,7± 8 3

PM β2-Mi PE MHC-I b 1154± 149 2275± 83 27,6± 1,9 2

U937 β2-Mi PE MHC-I b 321± 79 981± 230 18,4± 2,1 5

Raji β2-Mi PE MHC-I b 1014± 127 1083± 153 18,6± 1,0 2
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4.2 Negativkontrolle

DerWert der Positivkontrolle zwischen β2-Mi und der HCMHC-Klasse-I-Moleküle ist im Allge-

meinen geringer, als derWert zwischen zwei APN-Monomeren. Es liegt zwischen 18,4 und 27,6%.

4.2 Negativkontrolle

Um die Spezifität der Messungen zu verbessern ist eine Negativkontrolle notwendig. In der Ar-

beit von [Pérez-Oliva et al., 2011] wurde CD33 als «nonraft-Marker» beschrieben.

FRETzwischenAPNundCD33wurdegemessen (Tabelle 10).DerETp-WertwurdealsNegativkon-

trolle verwendet. Die Expression von CD33 war auf PM-Zellen am höchsten, gefolgt von PBMo.

Tabelle 10 FRET-Negativkontrolle
Negativkontrolle der FRET-Effizienz gemessen zwischen CD13 und CD33 auf PBMo, PM und der

Zelllinie THP-1. In der Tabelle sind Zellen, Donor und Akzeptor; Mean-Werte der Fluoreszenzin-

tensitäten von Donor und Akzeptor, Energietransfereffizienz ETp mit ± (SD) Standardabwei-

chung und Anzahl der Versuche n dargestellt

Zellen Donor Akzeptor Donor-Mean Akzeptor-Mean ETp in% n
PBMo CD33 PE CD13 b 703± 731 1012± 403 6,0± 2,0 6

PM CD33 PE CD13 b 823± 156 602± 250 4,9± 0,75 3

THP-1 CD33 PE CD13 b 213± 35 728± 81 6,3± 0,6 4

Die Expression auf dermonozytären Zelllinie THP-1war deutlich niedriger als die auf PM-Zellen.

Die Expression von CD13 war auf PBMo am höchsten, gefolgt von THP-1 Zellen. Die Werte der

FRET-Effizienz waren vergleichbar niedrig und lagen zwischen 4,9 und 6,3%. Deswegen wurde

der ETp-Wert von 6,3% als cut-off-Wert für die Energietransfereffizienz angenommen. Um die

Sensitivität der Messung zu erhöhen wurde der cut-off-Wert durch uns auf> 10% gesetzt.

4.3 Kolokalisation von CD13/APN mit CD32/Fcγ-Rezeptor II und
CD64/Fcγ-Rezeptor I

Die Experimente sollen zeigen, ob Fcγ-Rezeptor-I und -II eine enge räumlicheNähemit CD13 als

Voraussetzung für eine Signaltransduktion eingehen. Die Experimente wurdenmitmyeloischen

Zellen durchgeführt. Die Ergebnisse sind in der Tabelle 11 gezeigt. Die Expression von CD13 war

auf PM-Zellen am höchsten. Die Zelllinien THP-1 und U937 exprimierten vergleichsweise wenig

CD64. In der Abbildung 9 ist gezeigt, dass die Fluoreszenzintensität von CD64 signifikant von

der Isotypkontrolle zu trennen ist (T-Test für 2 unabhängige Stichproben; p=0,0069). Die FRET-

Effizienz zwischen CD32 und CD13 war auf peripheren Blutmonozyten am höchsten. Die FRET-

Effizienz zwischenCD64undCD13war aufU937-Zellen höher als auf peripherenBlutmonozyten,

gefolgt von PM und THP-1-Zellen.
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4 Ergebnisse

Tabelle 11Kolokalisation zwischen CD32 und CD64mit APN
Die Tabelle zeigt Fluoreszenzintensität von CD13 und CD32; ± SD ist Standardabweichung des
Mittelwertes, ETp ist die Energietransfereffizienz in %, n ist die Anzahl der Versuche. Als Positiv-

kontrolle dient ETp-Wert zwischen CD13 und CD13

Zellen Donor Akzeptor Donor-Mean Akzeptor-Mean ETp in% n
PBMo CD32 PE CD13 b 1619± 1251 1328± 783 26,6± 16,0 6

PM CD32 PE CD13 b 2259± 634 657± 310 15,9± 8,6 5

THP-1 CD32 PE CD13 b 390± 289 598± 96 17,4± 5,3 8

U937 CD32 PE CD13 b 561± 460 171± 84 15,2± 7,6 5

PBMo CD64 PE CD13 b 1219± 69 1920± 658 18,04± 3,7 4

PM CD64 PE CD13 b 840± 486 827± 504 14,2± 8,7 3

THP-1 CD64 PE CD13 b 190± 89 570± 30 13,0± 1,8 6

U937 CD64 PE CD13 b 63± 4 270± 341 34,7± 13,1 5

Abbildung 9 Fluoreszenzintensität von CD64 auf U937-Zellen
Histogramm-Darstellung der Fluoreszenzintensitäten im Fluoreszenzkanal 2 von Isotypkontrol-

le (Mean-Wert 4) und CD64 (Mean-Wert 69)

4.3.1 Koimmunpräzipitation zwischen APN/CD13 und Fcγ-Rezeptor II/CD32 und
Fcγ-Rezeptor I/CD64

Die in den durchflusszytometrischen Versuchen gezeigte Nähe zwischen CD32 und CD64 mit

CD13 sollte nun in einer zweiten Methode überprüft werden. Dazu wurde Koimmunpräzipita-

tion verwendet.Wegen der guten Expression von CD13, CD32 undCD64 sowie hohenWerten der

FRET-Effizienz auf THP-1-Zellen wurden für die Experimente THP-1-Zellen verwendet.

Die Ergebnisse der Koimmunopräzipitation zwischen APN und Fcγ-Rezeptor II sind in der Ab-

bildung 10dargestellt.DieVersuche,CD64 auf THP-1-ZellenundaufU937-Zellen zupräzipitieren

schlugen fehl. Die Präzipitation von CD13 mit polyklonalem Antikörper auf THP-1-Zellen gelang

zwar, jedoch konnte auf den Präzipitaten CD64 weder mit einem polyklonalen Antikörper (CD64

N-19, Santa Cruz) noch mit einem monoklonalen Ak (CD64 10.01. Dianova und Dako) detektiert

werden.
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4.3 Kolokalisation von APNmit Fc-Rezeptoren

Abbildung 10Koimmunpräzipitation von CD32 und CD13 auf THP-1-Zellen
A: Es wurde mit einem Anti-CD32 N20 Antikörper präzipitiert. Die erste Linie zeigt das Präzi-

pitat von Zellysat bei 65 kDa. Die 2. Linie zeigt Detektion mit einem Anti-CD13 3D8 Antikörper.

Hier zeigt sich die Bande bei 65 kDa als Ausdruck derKo-IP zwischenCD13 undCD32.Die 3. Linie

zeigt Positivkontrolle mit Anti-CD32 C17 Antikörper. B: Es wurde mit einem Anti-CD13 Antikör-

per präzipitiert. Die erste Linie zeigt die Menge des präzipitierten Zellysates bei 177 kDa. Die 2.

Linie zeigt Detektionmit einemAnti-CD13 3D8 Antikörper, als Positivkontrolle. Die 3. Linie zeigt

Detektion mit einem Anti CD32 C-17-Antikörper. Hier zeigt sich eine Bande bei 177 kDa als Aus-

druck der Ko-IP zwischen CD13 und CD32.

4.3.2 Stimulation von THP-1-Zellen mit LPS

LPS (Lipopolysaccharid) ist ein Protein der Zellwand der Gram-negativen Bakterien. Monozyten

werdendurchLPSaktiviert.DerHauptaktivierungswegverläuftüber einenmitCD14-gekoppelten

Mustererkennungsrezeptor. Nach Bindung von LPS an den membranständigen CD14-Rezeptor

wird eine über NF-κB vermittelte Signaltransduktion in Gang gesetzt, die zur Transkription und

Freisetzung proinflammatorischer Zytokine wie IL-6, IL-1 und TNF-α führt [Beutler and Riet-

schel, 2003].

Die Stimulation mit LPS sollte zeigen, ob die Abstände zwischen APN und Fcγ-Rezeptor I sowie

zwischen APN und Fcγ-Rezeptor-II dadurch beeinflusst werden. Zudem soll untersucht werden,

ob die Stimulationmit LPS einen Einfluss auf die Expression von APN, Fcγ-Rezeptor I und II hat.

Auch dieses Experiment wurde mit THP-1-Zellen durchgeführt. Da die LPS-vermittelte Reakti-

on über den CD14-Rezeptor erfolgt, ist die Expression von CD14 auf THP-1-Zellen entscheidend.

Die Expression von CD14 ist in der Abbildung 11 dargestellt. Sie ist signifikant von der Isotypkon-

trolle zu trennen (T-Test für 2 unabhängige Stichproben; p=0,0026) In der Abbildung 12 ist die

Expression von CD13, CD32 und CD64 sowie die FRET-Effizienz zwischen CD32 und CD13 sowie

zwischen CD64 und CD13 dargestellt. Als Positivkontrolle wurde FRET zwischen 2 APN-Mono-

meren gemessen. Die Expression vonCD32 sinkt signifikant nach Stimulationmit LPS,während

die Expression der CD13 und von CD64 in etwa gleich bleiben. Die Unterschiede der Expression

sind nicht signifikant (n.s.) und korrelieren nicht mit den räumlichen Abständen auf der Zello-

berfläche, so bleiben die FRET-Effizienzen zwischen APN und Fc-Rezeptoren vor und nach der

Stimulation mit LPS in etwa gleich
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4 Ergebnisse

Abbildung 11 Fluoreszenzintensität von CD14 auf THP-1-Zellen
Histogramm-Darstellung der Fluoreszenzintensitäten im Fluoreszenzkanal 2 von Isotypkontrol-

le (Mean-Wert 9) und CD14 (Mean-Wert 65)

Abbildung 12 Stimulation von THP-1-Zellen mit LPS
A: Fluoreszenzintensität als Mittelwert± SD von CD32, CD64 und CD13; B: ETp als Mittelwert±
SD zwischen CD13 und CD13, CD32 und CD13 sowie zwischen CD64 und CD13; n=3

4.3.3 Stimulation von THP-1-Zellen mit Substanz P

Substanz P steht in direktem Bezug zu den untersuchtenMetallopeptidasen. Sie ist ein Substrat

derDPPIVundderNEPundhemmt ingeringenKonzentrationendieAktivität vonAPN [Xuet al.,

1995]. Die Experimente sollten zeigen, ob Substanz P einen Einfluss auf die Expression von APN

und/oder Fcγ-Rezeptor-I und / oder -II hat, und ob Substanz P eine Veränderung der räumlichen

Beziehung zwischen APN und Fcγ-Rezeptor-I und -II verursachen kann. Die Stimulationsversu-

che wurden mit THP-1-Zellen durchgeführt. In der Abbildung 13 sind die Ergebnisse der Stimu-

lation mit Substanz P auf THP-1-Zellen gezeigt. Durch die Stimulation mit Substanz P lässt sich

keine sichere Veränderung der Expression von CD13, CD32 und CD64 feststellen. In der FRET-

Messung findet sich erwartungsgemäß ein starker Energietransfer zwischen CD13 und CD13 im
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4.3 Kolokalisation von APNmit Fc-Rezeptoren

Abbildung 13 Stimulation von THP-1-Zellen mit Substanz P
A: In der Abbildung sind Fluoreszenzintensitäten alsMittelwert± SD von CD13, CD32 und CD64
in THP-1-Zellen dargestellt. B: In der Abbildung sind ETp Werte als Mittelwert ± SD zwischen

CD13 und CD13, CD32 und CD64 sowie CD64 und CD13 dargestellt; n=3

SinnederPositivkontrolle. Es finden sich ebenfalls hoheETp-Werte zwischenCD32undCD13und

zwischen CD64 und CD13. DieWerte sindmit den anderen Ergebnissen (Tabelle 11) vergleichbar.

Somit führt die Stimulationmit Substanz P weder zur Veränderung der Expression noch zur Va-

riation der Abstände zwischen Fcγ-Rezeptor II und I und APN.

4.3.4 Stimulation von Perikard-Makrophagen mit IL-4

IL-4 gehört zu den anti-inflammatorischen Zytokinen. Die Stimulation mit IL-4 führt zur Stei-

gerung der Expression von APN aufMonozyten/MΦ [van Hal et al., 1994]. Derselbe Effekt wurde

auch auf PM [Riemann, 2002] und auf gingivalen Fibroblasten [Kunii et al., 2005] beschrieben.

UnsereExperimente sollten klären, obdie Stimulationmit IL-4 zu einer räumlichenVeränderung

der Beziehung zwischen Fcγ-Rezeptor und APN bzw. zwischen HLA-DR und APN führen.

In der Abbildung 14 ist die Stimulation von PM mit IL-4 dargestellt. Die Expression von CD13

wird durch Stimulation mit IL-4 signifikant heraufreguliert. Die Expression von CD32 auf PM

ist deutlich höher als auf peripheren Blutmonozyten (vergleiche Tabelle 11) und wird durch die

Stimulation mit IL-4 nicht beeinflusst. Die Expression von CD64 ist höher als bei den periphe-

ren Blutmonozyten und nimmt nach der Stimulationmit IL-4 signifikant von 590± 449 auf 359±
43 ab. Die Expression von HLA-DR auf Perikard-Makrophagen ist höher als bei peripheren Blut-

monozyten (Vergleich Tabelle 4.6) und nimmt nach Stimulation mit IL-4 tendenziell, jedoch n.s.

von 1391± 1032 auf 2543± 885 zu (p=0,082). Trotz unterschiedlicher Expression bleibt die FRET-
Effizienz, gemessen zwischen 2APN-Monomeren in etwa gleich. Somit führt die Stimulationmit

IL-4 zu keiner Veränderung der APN-Monomere. Nach Stimulation mit IL-4, nimmt die FRET-

Effizienz gemessen zwischen CD32 und CD13 zu und erreicht den auf peripheren Blutmonozy-

ten gemessenenWert von 26,6 %. (Vergleiche Tabelle 11). Die FRET-Effizienz zwischen CD64 und
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4 Ergebnisse

Abbildung 14 Stimulation von Perikard-Makrophagenmit IL-4
A: Fluoreszenzintensitäten als Mittelwert ± SD von CD13, CD32, CD54 und von HLA-DR ohne

und nach der Stimulation mit IL-4; B: ETp als Mittelwert ± SD, der Interaktion zwischen CD13
und CD13, CD32 und CD13, CD64 und CD13 sowie zwischen HLA-DR und CD13 ohne und nach

der Stimulation mit IL-4; n=2

CD13 nimmt signifikant ab. Trotz IL-4 vermittelter Steigerung der Expression von HLA-DRwird

die FRET-Effizienz zwischen HLA-DR und CD13 nicht durch die Stimulation beeinflusst.

4.3.5 Stimulation von U937-Zellen mit TPA

Durch die Stimulation der unreifen myelo-monozytären Zelllinie U937 mit TPA (12-O-tetradeca-

noylphorbol-13-acetate), einem Phorbolester, wird eine Differenzierung in Richtung reifen Mo-

nozyten induziert [Nilsson et al., 1980]. Durch die Ausreifung der Zelllinie erwarten wir, dass

U937-Zellen einenmonozytären Immunphänotyp undmonozytäre Funktionen annehmen.

Die funktionelle Kolokalisation zwischenAPNund Fcγ-Rezeptor ist dabei von besonderem Inter-

esse. In der Abbildung 15 sind die Ergebnisse der Expression und der FRET-Effizienz dargestellt.

Die Expression des Fcγ-Rezeptor I/CD64 und APN sind auf U937-Zellen, imVergleich zu anderen

untersuchten Zellen, am geringsten.

Die Stimulationmit TPA führt zur signifikanten Steigerungder Expression vonAPNauf etwadas

Niveau der peripheren Blut-Monozyten bzw. PM (vergleiche Tabelle 11). Die Expression von Fcγ-

Rezeptor I/CD64 ist auf U937-Zellen niedrig, jedoch deutlich von der Isotyp-Kontrolle zu trennen

(Abbildung 9). TPA erhöht die CD64-Expression signifikant. TPA führt zur nicht signifikanten,

jedoch tendentiellen Steigerung der Expression von CD32.

Die Messung der FRET-Effizienz zwischen 2 APN-Monomeren diente als Positivkontrolle. Die

Werte der Positivkontrolle waren mit anderen gemessenen Positivkontrollen vergleichbar. Siehe

Tabelle 9.

Nach Stimulationmit TPA nimmt der Abstand zwischen 2 APN-Monomeren nicht signifikant ab,
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4.4 Kolokalisation vonNEP, APN undDPPIVmitMIRL/CD59

Abbildung 15Ergebnisse der Stimulation von U937-Zellen mit TPA
A: In der Abbildung sind Fluoreszenzintensitäten alsMean-Wert± SD vonCD13, CD32 undCD64
inU937-Zellendargestellt;B: InderAbbildung sindETpWerte alsMittelwert±SDzwischenCD13
und CD13, CD32 und CD13, sowie CD64 und CD13 nach Stimulation mit TPA abgebildet; n=3

währendETp zwischenCD32 undCD13 signifikant steigt. (Vor Stimulation: 7,3±1,9, nach Stimu-
lation: 25±12). Die FRET-Effizienz zwischen CD64 und CD13 nimmt nach Stimulation mit TPA
nicht signifikant zu (Vor Stimulation: 26±12, nach Stimulation: 36±12).
Somit führt die Stimulationmit TPAzueiner signifikantenVerringerungdesAbstandes zwischen

CD13 und CD32 bzw. zur tendenziellen Verringerung des Abstandes zwischen CD13 und CD64.

4.4 Kolokalisation von CD10/NEP, CD13/APN und CD26/DPPIV mit
MIRL/CD59

CD59 oder MIRL (membrane inhibitor of reactive lysis) ist auch als Protectin bekannt. Es ist ein

GPI-verankertes-Glykoprotein, das auf einer Vielzahl von Zellen hämatopoetischen und nicht-

hämatopoetischen Ursprunges vorkommt. Im hämatopoetischen System verhindert CD59 die

Bindung desMembranangriffskomplexes und schützt die Zellen vor Zerstörung durch das Kom-

plement–System [Xiao et al., 2017].

In dieser Arbeit ist jedoch die Rolle desMoleküls als GPI-verankertes Glykoprotein von Interesse,

weil es ein Bestandteil von «lipid rafts» ist. Die Untersuchung der möglichen Kolokalisation zwi-

schenNEP,DPPIVwurde auf derT-Zelllinie Jurkat undauf einerB-ZelllinieNamalwauntersucht.

Die Ergebnisse sind in der Tabelle 12 gezeigt. Die Expression vonCD59 ist auf den lymphatischen

Zelllinien Jurkat undNamalwa amhöchsten.Die Expression vonCD13war erwartungsgemäßauf

monozytären Zelllinien am höchsten, gefolgt von Jurkat (CD13-transfiziert). Die Messwerte der

FRET-Effizienz waren durchwegs niedrig.

37



4 Ergebnisse

Tabelle 12Kolokalisation zwischen NEP, APN, DPPIV undMIRL/CD59
InderTabelle sindZellen,DonorundAkzeptor;Mean-Werte der Fluoreszenzintensitäten vonDo-

nor und Akzeptor, Energietransfereffizienz ETpmit± SDundAnzahl der Versuche n dargestellt.
Jurkat

1
: CD13

+

Zellen Donor Akzeptor Donor-Mean Akzeptor-Mean ETp in% n
Namalwa CD10 PE CD59 b 384± 210 246± 25 3,2± 0,1 2

Jurkat CD26 PE CD59 b 462± 70 2369± 471 5,4± 2,3 3

THP1 CD13 PE CD59 b 3257 176 1,98 1

Jurkat
1

CD59 PE CD13 b 1141 830 4,04 1

4.5 Kolokalisation von APN/CD13, NEP/CD10 und DPPIV/CD26 mit dem
Chemokinrezeptor CXCR4

DPPIV/CD26 spaltet Chemokine wie RANTES und SDF-1 α, einen Liganden für den CXCR4-Re-

zeptor. CXCR4 ist ein Transmembranprotein aus der Gruppe der G-Protein-gekoppelten Rezep-

toren und ist wie APN in den «lipid rafts» lokalisiert [Chinni et al., 2008]. Unsere Experimente

sollten zeigen, ob eine enge räumliche Beziehung zwischen CXCR4 und den Membranpeptida-

sen APN, NEP und DPPIV besteht. In der Tabelle 13 sind Ergebnisse der Kolokalisation zwischen

APN, NEP, DPPIV und CXCR4 dargestellt. Die Untersuchungen der Kolokalisation mit CXCR4

mussten aufgrund des divergenten Expressionsmusters auf verschiedenen Zellen durchgeführt

werden. So wurde FRET zwischen APN und CXCR4 auf PM gemessen, FRET zwischen CXCR4

undNEP auf der B-Zelllinie Raji und zwischen CXCR4 undDPPIV auf der T-Zelllinie Jurkat. Ver-

gleiche Tabelle 1.

Als Positivkontrolle wurde auf Raji-Zellen FRET zwischen schwerer Kette von MHC-Klasse I und

β2-Mi gemessen. Auf PM wurde als Positivkontrolle FRET zwischen 2 APN Monomeren gemes-

sen. Durch die Verwendung von mit APN transfizierten Jurkat-Zellen war es möglich, FRET wie

bei PM zwischen 2 CD13-Monomeren zumessen. Vergleiche Tabelle 9.

Die Negativkontrolle zwischen CD33 und CD13 wurde auf PM gemessen. Vergleiche Tabelle 10.

Die Expression von CXCR4 war auf Jurkat-Zellen am höchsten. Raji-Zellen und PM wiesen eine

geringere Expression auf, die jedoch deutlich von der Isotypkontrolle abwich (Werte nicht ge-

zeigt).

Tabelle 13Kolokalisation zwischen APN, NEP und DPPIVmit CXCR4
InderTabelle sindZellen,DonorundAkzeptor;Mean-Werte der Fluoreszenzintensitäten vonDo-

nor und Akzeptor, Energietransfereffizienz ETpmit± SD und Anzahl der Versuche n dargestellt

Zellen Donor Akzeptor Donor-Mean Akzeptor-Mean ETp in% n
Jurkat CD26 PE CXCR4 b 690± 74 707± 97 4,2± 3,4 5

Raji CXCR4 PE CD10 b 185± 157 357± 95 5,4± 6,4 2

PM CXCR4 PE CD13 b 88,3± 9,1 184± 136 4,8± 2,8 2

Raji β2-Mi PE MHC-I b 1014± 127 1083± 153 18,6± 1,0 2
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4.6 Kolokalisation von APN undNEPmit HLA-DR

DieExpression vonCD26war auf Jurkat-Zellen höher als die Expression vonCD10 auf Raji-Zellen

und als die Expression von CD13 auf PM. Die FRET-Effizienzen der Positivkontrollen waren mit

den anderen Positivkontrollen vergleichbar. Die FRET-Effizienz zwischen CXCR4 und CD26 auf

Jurkat-Zellen war nicht von der Negativkontrolle zu trennen.

Auf Raji-Zellen war die FRET-Effizienz zwischen CXCR4 und CD10 sehr niedrig. Die FRET-Effi-

zienz zwischen CXCR4 und CD13 auf PMwar ebenfalls niedrig.

Zusammenfassend kann eine enge räumlicheBeziehung zwischenAPN,NEP,DPPIVundCXCR4

nichtbewiesenwerden.DasnegativeErgebnisderFRET-Messungkanneine räumlicheNähezwi-

schen den o.g. Proteinen, jedoch nicht ausschließen (Siehe Kapitel5.6.5).

4.6 Kolokalisation von APN und NEP mit HLA-DR

Das Ziel der Experimente ist es zu prüfen, ob APN und NEPmit HLA-DR in einer engen räumli-

chen Beziehung zueinander stehen, als eine Voraussetzung für eine Beteiligung an der intrazel-

lulären Signaltransduktion.

Da die Koexpression von Membranpeptidasen nicht auf allen hämatopoetischen Zellen im glei-

chen Maße vorliegt, haben wir die Kolokalisation zwischen APN und HLA-DR in folgenden Zel-

len untersucht: periphere Blutmonozyten (PBMo), Makrophagen (PM) und monozytäre Zelllinie

U937. Die Kolokalisation zwischen NEP/CD10 undHLA-DRwurde auf Raji-Zellen untersucht. In

der Tabelle 14 sind die Ergebnisse der FRET-Messungen zwischen HLA-DR und den membran-

ständigen Peptidasen APN und NEP dargestellt. Die höchste Expression von HLA-DR gab es auf

PM-Zellen , gefolgt vonperipherenBlutmonozytenundderB-ZelllinieRaji.Die geringsteExpres-

sion von HLA-DR war auf der myelo-monozytären Zelllinie U937 zu finden. Die Expression von

CD13 auf U937-Zellen war geringer als auf PM-Zellen. Die höchste Expression wiesen PBMo auf.

Die FRET-Messungen zeigten durchweg einen niedrigen Wert der FRET-Effizienz. Die niedri-

gen ETp-Werte können, wie in den anderen Experimenten, die Kolokalisation derMoleküle nicht

ausschließen, hierzu siehe Kapitel 3.2.1.

4.6.1 Stimulation von U937-Zellen mit TPA

InderAbbildung 16 sinddieErgebnissederStimulationmitTPAaufU937-Zellendargestellt.Nach

der Stimulationmit TPA steigt sowohl die Expression vonHLA-DR als auch der HLA-I-Moleküle.

Die FRET-Effizienz zwischen HLA-DR und CD13 nimmt nach der Stimulation mit TPA ebenfalls

Tabelle 14Kolokalisation zwischen APN und NEPmit HLA-DR
InderTabelle sindZellen,DonorundAkzeptor;Mean-Werte der Fluoreszenzintensitäten vonDo-

nor und Akzeptor, Energietransfereffizienz ETpmit± SD und Anzahl der Versuche n dargestellt

Zellen Donor Akzeptor Donor-Mean Akzeptor-Mean ETp in% n
PBMo HLA-DR CD13 1232± 156 409± 63 5,6± 0,6 2

PM HLA-DR CD13 2376± 363 289± 80 2,3± 1,4 2

U937 HLA-DR CD13 501± 276 186± 152 5,1± 2,9 6

Raji HLA-DR CD10 1616± 665 353± 246 0,8± 0,1 2
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4 Ergebnisse

Abbildung 16 TPA-induzierte Stimulation von HLA-DR und CD13 auf U937-Zellen
A: In der Abbildung sind Fluoreszenzintensitäten alsMean-Wert±SDvonCD13,HLA-DR,MHC-
Klasse I und β2-Mi dargestellt. B: In der Abbildung sind ETp Werte als Mittelwert± SD der Po-
sitivkontrollen zwischen CD13 und CD13, β2-Mi und MHC-Klasse-I und zwischen HLA-DR und

CD13 vor und nach der Stimulation mit TPA auf U937-Zellen dargestellt; n=3

von 6± 5,9 auf 14,8± 8 % zu. Damit kann die TPA-induziertemonozytäre Reifung zu einer Kolo-
kalisation führen.

4.7 Kolokalisation zwischen APN und den Adhäsionsmolekülen CD11b, CD18
und CD54

Zell-Zell-Kontakt zwischen T-Lymphozyten undMonozyten, Endothelzellen und SFC führt zu ei-

ner schnellen Expression von APN-mRNA in den T-Lymphozyten [Riemann et al., 1997; Kehlen

et al., 2000]. Die APN ist in der Lage, durch die Zelladhäsion eine Signaltransduktion intrazellu-

lär zu verursachen [Mina-Osorio et al., 2006].

Unsere Untersuchungen sollen klären, ob APN in der Nähe von Adhäsionsmolekülenwie CD11b/-

CD18 und/oder CD54 lokalisiert ist. Die Experimentewurden auf PM-Zellen, ausgereiftenMono-

zyten/MΦund auf den unreifenmonozytärenZelllinienU937 undTHP-1 durchgeführt. In der Ta-

belle 15 sind die Ergebnisse dargestellt.

Die Kolokalisation mit CD13 wurde auf Perikard-MΦ untersucht. Die Expression von CD54 war

niedriger als die CD13-Intensität. Es ergab sich eine hohe SD. Die niedrigen Werte der FRET-

EffizienzkönnendieKolokalisationderMoleküleMethoden-bedingt (VergleichKapitel 3.2.1) nicht

ausschließen.

Die Expression von CD11b war auf U937-Zellen niedrig, jedoch klar von der Isotypkontrolle zu

trennen (Daten nicht gezeigt). Die ETp-Werte zwischen APN und CD11b waren hoch. Da CD11b

ein Heterodimärmit CD18 bildet, wurde zwischen APN und CD18 ebenfalls FRET gemessen. Auf

den THP-1-Zellen war die Expression von CD18 deutliche höher. Die Energietransfer-Effizienz
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4.8 Interaktionspartner von Fc-Rezeptoren auf monozytären Zellen

Tabelle 15Kolokalisation zwischen APN und Adhäsionsmolekülen
InderTabelle sindZellen,DonorundAkzeptor;Mean-Werte der Fluoreszenzintensitäten vonDo-

nor und Akzeptor, Energietransfereffizienz ETpmit± SD und Anzahl der Versuche n dargestellt

Zellen Donor Akzeptor Donor-Mean Akzeptor-Mean ETp in% n
PM CD54 PE CD13 b 267± 124 690± 616 5,9± 8,5 2

U937 CD11b PE CD13 b 60,2± 47 593± 635 18,5± 16,9 7

THP-1 CD13 PE CD18 b 1201± 108 1285± 344 11,5± 0,6 2

zwischen APN und CD18 war hoch. Wir vermuten eine engere räumliche Beziehung zwischen

dem β2-Integrin CD11b/CD18 und CD13.

4.8 Interaktionspartner von Fc-Rezeptoren auf monozytären Zellen

Im Rahmen dieser Arbeit konnte die Assoziation zwischen APN und Fc-Rezeptoren gezeigt wer-

den. Nun soll nach einer räumlichen Beziehung zu anderen Mitgliedern von «lipid rafts » un-

tersucht werden. Es wurde FRET zwischen Fc-Rezeptoren und HLA-DR, CD59 und Integrinen

Tabelle 16 Interaktionspartner von Fc-Rezeptoren auf monozytären Zellen
InderTabelle sindZellen,DonorundAkzeptor;Mean-Werte der Fluoreszenzintensitäten vonDo-

nor und Akzeptor, Energietransfereffizienz ETpmit± SD und Anzahl der Versuche n dargestellt

Zellen Donor Akzeptor Donor-Mean Akzeptor-Mean ETp in% n
U937 CD32 HLA-DR 1551± 391 2240± 95 15,5± 0,4 2

U937 CD64 HLA-DR 668± 189 2288±171 24,3± 2,2 2

U937 CD32 CD54 1509± 178 881± 96 5,9± 1,6 2

THP-1 CD32 CD54 1156± 420 566± 384 3,8± 3,8 4

THP-1 CD32 CD59 1196± 30 970± 722 14,3± 4,8 3

THP-1 CD32 CD18 1201± 108 1285± 344 13,0± 1,4 2

gemessen. Die Ergebnisse sind in der Tabelle 16 dargestellt. Die Expression vonHLA-DRwar auf

U937-Zellen höher als auf THP-1-Zellen. Die Expression von β2-Integrin/CD18 war auf THP-1-

Zellen deutlich höher als auf U937-Zellen. Die Expression von Fcγ-Rezeptor II/ CD32 variierte

stark auf U937-Zellen und war in etwamit der Expression auf THP-1-Zellen vergleichbar.

Die FRET-Effizienz zwischenCD32 undCD18war auf THP-Zellen hoch . Die FRET-Effizienz zwi-

schenCD54undCD32war sowohl auf THP-1 als auch aufU937-Zellenniedrig.Die FRET-Effizienz

zwischenCD32 undHLA-DRwar auf U937-Zellen hoch. Die vorgestellten Ergebnisse, gebenHin-

weise auf eine enge Kolokalisation von Fcγ-Rezeptor II mit β2-Integrin CD11b/CD18 und MIR-

L/CD59 sowie zwischen CD64 und HLA-DR.
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5 Diskussion

5.1 FRET in der Durchflusszytometrie

Es gibt 3 am häufigsten verwendeten Arten der FRET-Messung: 1. Messung der Fluoreszenzin-

tensität, 2. Zeitdauer der Fluoreszenz und 3. Anisotropie-Messung [Shrestha et al., 2015]. In der

Durchflusszytometrie wird am häufigsten die Messung der Fluoreszenzintensität als Variable

verwendet. FRET wird nicht direkt visualisiert, wie in der Mikroskopie, sondern ratiometrisch

ermittelt.Man kann über die Fluoreszenzintensität FRETmit einer spektralen Analyse in 2Kanä-

len und in 3 Kanälenmessen. Bei einer 2-Kanal-Methodewird die Intensität imDonor-Kanal und

im FRET-Kanal gemessen. Bei einer 3 Kanal-Methode wird zusätzlich noch im Akzeptor-Kanal

gemessen.

Mit Fortschreitender technischenEntwicklung ist eineMehrkanal-Messungmöglich, so kannein

FACS-Calibur bereits in 3 Kanälen arbeiten. Die in dieser Arbeit verwendete Methode ist eine 3-

Kanal-basierte Methode.

EineweitereEntwicklungder 3Kanal-MethodeaufdemZytometerFACS-Calibur ist eine 3-Kanal-

Methode zur FRET-Messung bei niedriger SNR (Signal-to-noise ratio).Hierfürwerden die FRET-

Messungen auf Einzelzell-Ebene (Cell by Cell) durchgeführt [Sebestyen et al., 2002].

Neue Ansätze finden sich in laser scanning cytometry (LSC). Dabei werden die Vorteile des FACS,

wie hoher Zelldurchsatz, mit der hohen örtlichen Auflösung eines Mikroskops kombiniert. Die

technischen Voraussetzungen dafür erfüllte die nächste Generation der Zytometer mit Sorter

Funktion z.B. FACSAria III.

Die Daten werden auf Einzelzellebene aufgenommen und mit Pixel by Pixel Verfahren kombi-

niert . So kann FRETmit der 3 Kanal-Methode in einem ratiometrischen Verfahren ermittelt und

der räumlichen Koordinate der Zelle zugewiesen werden [Szalóki et al., 2013]. Damit kann FRET

räumlich, zeitlich und statistisch genau visualisiert werden.

5.2 Positivkontrollen

In der Untersuchung der Kolokalisation von APN, NEP undDPPIVmit anderenMembranprotei-

nen wurde es notwendig, die Ergebnisse der FRET-Messungen auf verschiedenen Zellen mitein-

ander zu vergleichen. Somit wurde eine Positivkontrolle eingeführt. Die Anwendung von Positiv-

kontrollen während der FRET-Messung dient derMethodenvalidierung und zumAusschluss von

falsch negativen Ergebnissen.

Als Kandidaten boten sich dieMoleküle an, die einen bekannten homodimeren Charakter haben,

wie z. B. APN, NEP und DPPIV und die Moleküle, bei denen eine Interaktion bekannt ist, wie

z. B. schwerer Kette von HLA-Klasse-I-Molekülen und β2M. Die Voraussetzung für die Verwen-

dung der Positivkontrolle ist die Expression der o. g. Membranproteinen auf der Zelloberfläche

der zu untersuchenden Zellen.

Der Einsatz der durchflusszytometrischen FRET-Messung zwischen zwei APN-Monomeren er-

wies sich als eine gute Positivkontrolle, jedoch kann diese nur in Zellen verwendet werden, die

APNexprimieren. Bei fehlenderAPN-Expressionwurde FRETzwischen schwererKette vonHLA-
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5.3 Negativkontrolle

Klasse-I-Molekülen und β2M als 2. Positivkontrolle etabliert. Die Positivkontrolle wurde immer

mitgemessen. Unsere Ergebnisse der Positivkontrolle zwischen der schweren Kette von HLA-

Klasse-I-Molekülen und dem β2M (Tabelle 9) sind mit den publizierten Daten von Vámosi et al.

[2007] vergleichbar. In unserenMessungenwar die FRET-Effizienz 18,2%±2,1 und in demBuch-

beitrag von Vámosi et al. [2007] zwischen 15 und 30%.

Somit kann sowohl FRET-Messungzwischen2APN-Monomerenundzwischender schwerenKet-

te von HLA-Klasse-I-Molekülen und β2M als Positivkontrolle verwendet werden.

Da HLA-Moleküle von allen kernhaltigen Zellen exprimiert werden, ist prinzipiell diese Positiv-

kontrolle für eine breitere Verwendung geeignet. Aufgrund unserer Ergebnisse ist die Verwen-

dung beider Positivkontrollen gleichwertig.

5.3 Negativkontrolle

Es wir empfohlen, für die durchflusszytometrischen FRET-Untersuchungen eine systeminterne

Negativkontrolle zu etablieren und sich dann an den cut-off-Wert zu orientieren [Nagy et al.,

2006].Hierzumüssen beideMoleküle, zwischen denen FRETgemessenwerden soll, ausreichend

exprimiert sein. Dabei soll die Intensität mindestens das Doppelte der Hintergrundfluoreszenz

betragen [Davis and Muller, 2007]. Trotz ausreichender Expression dürfen die Moleküle sich in

ihrer Funktion nicht beeinflussen. Während CD13 in den «lipid rafts» vorkommt , wurde CD33

als ein non-raft-Molekül identifiziert[Pérez-Oliva et al., 2011]. In der Arbeit vonMina-Osorio and

Ortega [2005]wurde gezeigt, dassCD33 keinenEinfluss auf dieCD13- oderCD64 vermittelte Pha-

gozytose auf U937-Zellen hat.

In unserenMessungen lag der cut off-Wert für FRET-Effizienz zwischen 4,4-6,3% (vergleicheKa-

pitel 4.1.2). Basierend auf der Berechnung von Förster-Radien für das Fluorophoren-Paar PE und

Allophycocyanin (APC)wurdedie Signifikanzgrenze desEnergietransfers ermittelt. Sie lag bei ca.

5% [Glazer and Stryer, 1983]. In der Arbeit von [Pfeiffer et al., 2001], wird diese Berechnung zi-

tiert und als Signifikanz-Grenze für Energietransfereffizienz zwischenDonor-Akzeptor-Paar PE

und Cy-5 angegeben.

Auf myeloischen Zellen wurde der Etp-Wert für FRET zwischen CD13 und CD33 als Negativkon-

trolle etabliert. Umdie Aussagekraft noch zu verbessernwurde für weitere Untersuchungen (Ko-

IP) derWert von 10% gefordert.

Leider kann unsere systeminterne Negativkontrolle nur dort einsetzt werden, wo CD13 gemein-

sammit CD33 exprimiert wird. Die Koexpression von CD13 und CD33 (Siglec-3), einemMitglied

der Immunglobulin-Superfamiliewirdwährendder frühenmyelo/monozytärenEntwicklungbe-

obachtet. Auf reifen, peripheren Blutleukozyten wird die höchste Koexpression auf Monozyten,

gefolgt von Neutrophilen, Basophilen und eosinophilen Granulozyten beobachtet [Terstappen

et al., 1990].

Die niedrigen FRET-Werte schließen eine Interaktion zwischen zwei Proteinen keinesfalls aus.

Die quantenmechanische Natur von FRET stellt selbst eine Fehlerquelle dar. So ist der Förster-

Radius von der Ausrichtung der Dipole zueinander abhängig (κ2
) siehe (Abbildung 3).

Der Wert wird als 2/3 angenommen (s.g. dynamisch-isotropisches Limit) [Loura, 2012]. Zudem

kann ein Donor-Molekül unter bestimmten Voraussetzungen mehrere Akzeptormoleküle anre-

gen und somit unterschiedliche «Entfernungen» generieren.Wird eine Interaktion dennoch ver-
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5 Diskussion

mutet, so ist es notwendig, diese mit anderen Antikörpern oder in einer anderen Methode zu

überprüfen.

5.4 Untersuchung der Kolokalisation von APN mit anderen
Membran-Molekülen

5.4.1 Kolokalisation von APN mit Fcγ-Rezeptoren

Erstmalig wurde die Interaktion zwischen APN und Fcγ-Rezeptor-II von [MacIntyre et al., 1989]

vermutet. Er stellte eine Erhöhung intrazellulärer Ca
2+
-Freisetzung inU937-Zellen durch Stimu-

lation der Zellen mit einem Anti-CD13 mAb (WM15) fest. Dabei vermutete er eine Kreuzvernet-

zung, vermittelt durch Antigenbindung des monoklonalen Anti-CD13 Antikörpers und Bindung

des Fc-Teils des Antikörpers an den Fc-Rezeptor. Infolge dieser Bindung soll eine Formation auf

der Zelloberfläche entstehen, die für dieCa
2+
-Freisetzung verantwortlich ist.Dadamals nur eine

Signaltransduktion via Fc-Rezeptor bekannt war, schlussfolgerte er, dass durch die Kreuzvernet-

zungder Fc-Rezeptor aktiviertwird.Navarrete Santos et al. [2000b] demonstriertemit demAnti-

CD13 mAb (WM15) Ca
2+
-Freisetzung. Da Anti-CD13 (WM 15) in der Nähe des aktiven Zentrums

vonAPNbindet unddie Enzymaktivität hemmt, ist die Krezvernetzung vonAPNunabhängig von

deren Enzymeigenschaften.

Aufschlüsselung der Struktur von APN und Computersimulation der Wechselwirkung der Di-

mere in einem 3D-Modell demonstrieren Veränderung der Konformation beim Spalten der Sub-

strate. Es wird vermutet, dadurch eine Initiierung der Signaltransduktion zu begünstigen [Chen

et al., 2012]. Der selbe Mechanismus kann durch die Kreuzvernetzung von Dimeren durch einen

Antikörper für die Signaltransduktion ursächlich sein.

Subramani et al. [2013] beschrieb jedoch eine Stelle in der intrazytoplasmatischen Domäne von

APN, die phosphoryliert werden kann und somit eine direkte Beteiligung von APN an intrazellu-

lären Signaltransduktionsmechanismen erklärt.

In der Arbeit von Navarrete Santos et al. [2000b] wurde das Vorkommen der APN in den «lipid

rafts» gezeigt. CD32 wurde ebenfalls in den «lipid rafts» nachgewiesen [Bournazos et al., 2009]

und als Marker für «lipid rafts» verwendet [Wallner et al., 2016].

In dieser Arbeit konnten wirmit FRET-Messungen eine enge räumliche Nähe zwischen APN und

den Fc-Rezeptoren-I und II auf myeloischen Zellen zeigen. Eine Bestätigung der Kolokalisation

muss auch mit anderen Methoden gelingen. Als weitere Methode wurde Ko-IP gewählt (Verglei-

che Kapitel 3.3). In mehreren Versuchen konnte APN und CD32, jedoch nicht CD64 präzipitiert

werden. Zwischen CD13 und CD64 konnte somit keine Ko-IP gezeigt werden. Der Grund dafür

liegt zu einem Teil in der niedrigen Expression von CD64 auf THP-1-Zellen (Vergleich Tabelle 11)

und zumanderen Teil an derMethode selbst. Die Ko-IPweist imVergleich zu Immunfluoreszenz

niedrigere Sensitivität auf. Durch die Denaturierung werden viele Epitope zerstört. Durch die

Präzipitation mit einem polyklonalen Antikörper ohne bekannte Epitop-Selektivität werden nur

ca. 1-2% des Gesamt-IgG gebunden. Solch ein Antikörper kann im Westernblot gut funktionie-

ren, jedoch für Ko-IP völlig ungeeignet sein [�ermo-scientific, 2009].

Weitere Versuche (Arbeit von Frau Dr. T. Bloß) mit Kreuzvernetzung und anschließender Koim-

munopräzipitation waren ebenfalls nicht erfolgreich (Daten nicht publiziert).
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5.4 Untersuchung der Kolokalisation von APNmit anderenMembran-Molekülen

Als eineweitereNachweismethode der Interaktion zwischenAPNund Fc-Rezeptorenwurde kon-

fokale Laser-Scanning-Mikroskopie und die Elektronenmikroskopie mit Immunogold-Methode

verwendet. Dadurch gelang es, die Interaktion zwischen CD32, CD64 undCD13 auf THP-1-Zellen

durch Herrn Dr. J. Wulfänger mittels Laser-Scanning-Mikroskopie und durch Prof. Danielsen

(AmPanum-Institut inKopenhagen,Dänemark)mittels Elektronenmikroskopie [Riemann et al.,

2005] zu zeigen.

Fast zeitgleich fandenMina-Osorio and Ortega [2005] eine funktionelle Kolokalisation zwischen

APN und Fc-Rezeptoren bei Phagozytose auf U937-Zellen. Dabei wurden Fluoresceinisothiocya-

nat (FITC)-markierte anti-Dinitrophenol-AntikörperandieErythrozytengekoppelt.DieErythro-

zyten werden durch den Fcγ-Rezeptor I auf Phagozyten gebunden und gefressen. Zur Visuali-

sierung von CD13 wurden biotinylierte Anti-CD13 F(ab)2-Fragmente (Wistar-Clon) verwendet,

die in einem zweiten Schritt über Biotin-Streptavidin-Bindung mit Texas Red gefärbt worden.

Mittels Laser-Scanning-Mikroskopie wurde eine Kolokalisation nur an den Stellen gesehen, wo

U937-Zellen die Erythrozyten phagozytieren, zudem wurde eine verstärkende Wirkung auf die

Signaltransduktion gezeigt (Verlängerung der Dauer der Syc-Phosphorylierung, induziert durch

Fcγ-Rezeptor I). Die Erythrozyten, die über Fcγ-Rezeptor I mit Mitwirkung von CD13 phagozy-

tiert werden, sind schneller phagozytiert als über Fcγ-Rezeptor I allein [Mina-Osorio andOrtega,

2005].Die Arbeit vonVillaseñor-Cardoso et al. [2013] zeigte, dass eineKreuzvernetzung vonCD13

mit Anti-CD13-Antikörper (Wistar-Clon) auf Makrophagen und DCs zur Steigerung der Phago-

zytose von Zymosan und Bakterien führt. Dabei wurde die Internalisierung von CD13 in einem

Phagosomgezeigt. Zymosan ist einHomoglykan aus sichwiederholendenGlucose-Einheitenmit

einer β-1,3-glykosidischen Bindung. Zymosan aktiviert den TLR-2 und den alternativenWeg des

Komplementsystems [Sato et al., 2003], somit lässt sich eine Rolle von APN an der Komplement-

vermittelten Phagozytose vermuten.

5.4.2 Kolokalisation von CD10/NEP, CD13/APN und CD26/DPPIV mit
MIRL/CD59

Hinweise für eine Interaktion zwischen NEP und GPI-verankerten Molekülen sind bereits be-

kannt. So wird im Review vonMaguer-Satta et al. [2011] die Beteiligung von CD10 an der Signal-

transduktion via GPI-Komplex beschrieben [Maguer-Satta et al., 2011].

Es gibt auchmehrere Hinweise auf eine Beteiligung von DPPIV an GPI-vermittelter Signaltrans-

duktion. Eine direkte Interaktion zwischen Glypican 3 (GPC3), einem GPI-verankertem Protein

und CD26 wurde von Davoodi et al. [2007] beschrieben.

CD59 ist ein GPI-verankertes Molekül, das Komplementaktivierung auf der Ebene der Bildung

des Membranangriffskomplexes (MAC) inhibiert. In der Literatur ist eine Expression von CD59

auf den Zellen der Erythropoese, Granulozyten, Monozyten, Lymphozyten und �rombozyten

beschrieben [Hillmen and Richards, 2000]. Im hämatopoetischen System findet sich eine Anrei-

cherung von CD59 in den Mikrodomänen von Caveolae [Sprenger et al., 2006]. Die Lokalisation

von CD59 wurde (wie APN) in den «lipid rafts» auf Nierenepithel [Danielsen, 1990] undMonozy-

ten [Navarrete Santos et al., 2000b] gezeigt. Die Lokalisation von NEP und DPPIV in den «lipid

rafts» und Caveolae von SFCs wurde gezeigt von [Riemann et al., 2001].

Die Kolokalisation zwischen NEP und DPPVI konnte in der B-Zelllinie Namalwa und in der T-
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5 Diskussion

Zelllinie Jurkat gezeigt werden. Die Expression von APN auf Jurkat-Zellen wurde nur nach Zell-

Zell-Kontakt mit SFCs beschrieben [Kehlen et al., 2000]. Für die Untersuchung der Kolokalisati-

onmit APNwurdenmit CD13 transfizierte Jurkat-Zellen verwendet. Es konnte trotz ausreichen-

der Expression von APN undMIRL kein FRET gemessen werden. Auf denmyeloischen Zelllinien

U937- und THP-1 fand sich eine sehr inhomogene Expression von CD59, was eine Aussage der

FRET-Messung zwischen CD59 und CD13 limitiert.

DieMessergebnisse der FRET-Messung zwischenNEP undCD59/MIRL aufNamalwa-Zellen und

zwischenDPPIVundMIRLauf Jurkat-Zellenwarenebenfalls niedrig.Eine funktionelle Interakti-

on nach Zell-Zell-Kontakt oder nach Aktivierung der T-Zellen wurde nicht durchgeführt. Anhand

von FRET-Messungen konnte man eine mögliche Interaktion in dieser Arbeit nicht aufdecken.

5.4.3 Interaktion zwischen APN und Adhäsionsmolekülen

Im Rahmen dieser Arbeit konnten wir mittels durchflusszytometrischer FRET-Messung eine en-

ge räumliche Beziehung zwischen APN und Beta-2-Integrin/ CD11b/CD18 zeigen.

β2-Integrin ist einHeterodimer und besteht aus 2Untereinheitenα (CD11b) undβ (CD18). In un-

seren Experimenten wurde FRET sowohl zwischen APN und beiden Untereinheiten detektiert.

Hinweise auf eine mögliche Interaktion zwischen Adhäsionsmolekülen und APN liegen schon

länger vor. Die Interaktion kann sowohl enzymatisch, als auch unabhängig von den Enzymei-

genschaften ablaufen [Bauvois, 2004].

Ein enzymunabhängigerMechanismuswurdewährendderhomotypenAggregationvonMonozy-
ten vermutet. Die Bindung von APN-Glykosylierungsstellen an Galectin-3 wurde auf U937-Zellen

gezeigt.DadasGalectin-3anderFcγ-Rezeptor-vermitteltenSignaltransduktionbeteiligt ist,wird

eine Kooperation zwischen APN und Fcγ-Rezeptor via Galectin-3 bei Phagozytose, Angiogenese,

Tumorinvasion undMetastasierung diskutiert [Mina-Osorio et al., 2007].

Die Expression vonGalectin-3 ist im Immunsystem auf folgendenGeweben bekannt:Monozyten

undMakrophagen [Liu et al., 1995], aktivierte T-Zellen [Joo et al., 2001].

Mina-Osorio et al. [2008] zeigte auf HUVEC-Zellen (human umbilical vein endothelial cell), wie

eine Ligation von APN mit anti-APN-Antikörpern (Wistar, WM15, YK2) zu einer Ausbildung von

Filopodien führt.

Die Arbeit von Riemann et al. [2001] zeigte wie Zell-Zell-Kontakte die Expression von APN auf

T-Lymphozyten und auf SFCs steigern. Die gleichzeitige Heraufregulation der Expression von

APN und Integrinen (ανβ 3 und 5) wurde in Endothelzellen bei Tumorneoangiogenese beobach-

tet[Veikkola et al., 2000].

Einweiterermöglicher Interaktionspartner vonAPNist ICAM-1, einMitgliedder Immunglobulin-

-Superfamilieund funktionellerRezeptor fürβ2-Integrin.DieExpressionvon ICAM-1kanndurch

proinflammatorische Stimuli wie TNF-α und IL-1 induziert werden [Xiao et al., 2014]. Die durch

ICAM-1 und ICAM-2 vermittelte Signaltransduktion ist entscheidend für die Diapedese und Ex-

travasation von neutrophilen Granulozyten in entzündetes Gewebe [Lyck and Enzmann, 2015].

Eine Interaktion zwischen APN und ICAM-1 wurde von [Jenke et al., 2013] auf DCs gezeigt. Da-

bei induzierte APN via TLR4 (toll like receptor) eine NF-κB vermittelte Herunterregulierung von

ICAM-1 und proinflammatorischen Zytokinen wie TNFα, IL-6, IL-12 und CCL2.

In der direkten FRET-Messung zwischen APN und ICAM-1 auf PM-Zellen konnten wir keinen
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FRET messen. Auch die Indirekte Messung zwischen Fcγ-Rezeptoren konnte kein FRET gemes-

sen werden.

Durch die durchflußzytometrische FRET-Messung konnte eine räumlichen Nähe zwischen APN

und β2-Integrin, sowie zwischen CD32, CD64 und β2-Integrin, jedoch nicht zwischen APN/CD13

und ICAM-1/CD54, sowie zwischen CD32 und CD54 nachgewiesen werden (Vergleich Tabellen 15

und 16).

Die FRET-Messung kann in dieser Versuchsanordnung, jedoch die Interaktion zwischen ICAM-1

und APNnicht ausschließen. Es istmöglich, dass die Interaktion zwischen APNund ICAM-1 erst

unter bestimmten Bedingungen z.B. Inflammation zu Stande kommt.

5.5 Zweidimensionale Kartierung der Zelloberfläche

IndieserArbeitwurdenach einer direkten Interaktion zwischenAPN,NEPundDPPIVmit einem

vermuteten Interaktionspartner gesucht. Die Voraussetzung für die Untersuchung war eine be-

kannte Lokalisation derMoleküle in den «lipid rafts».Methodisch bedingt ist eine FRET-sensitive

Untersuchung im Bereich zwischen 1-10 nmmöglich. Da die FRET-Messung von vielen Faktoren

abhängt (VergleicheKapitel 3.2.1), ist einnegatives FRET-Ergebnis nur alsHinweis zubetrachten.

Umdie FRET-basierten Untersuchung zu veranschaulichen, ist eine Art Kartierung der Zellober-

fläche von Vorteil. Die zweidimensionale Darstellung der APN mit möglichen Interaktionspart-

nernundder Interaktionspartner untereinander (Abbildung 17) erweitert dieVorstellungüberdie

Kolokalisation auf der Zelloberfläche und bietet einen Ausblick über 10 nm hinaus.

5.5.1 Kolokalisation zwischen Fcγ-Rezeptor II/CD32 und der β-Untereinheit des
β2-Integrins/CD18

Die Kolokalisation beider Moleküle wurde auf Monozyten/Makrophagen in FRET-Technik in der

Arbeit von Pfeiffer et al. [2001] gezeigt. Eine weitere Arbeit von Pilling et al. [2009] bestätigte

das Ergebnis. Die Ergebnisse der Kolokalisation lassen sich in unseren Experimenten mit THP-

1-Zellen bestätigen. In der Abbildung 17 ist eine mögliche Anordnung der Moleküle auf mono-

zytären Zellen gezeigt. Die räumliche Nähe lässt eine modulatorische Wirkung von APN auf die

β2-Integrin-Fcγ-Rezeptor-II-vermittelte Signaltransduktion vermuten.

In der Arbeit von Futosi et al. [2013] wurde eine funktionelle Interaktion zwischen ITAM-Motiven

(Immunoreceptor tyrosine-based activation motif) der Fc-Rezeptoren und dem β2-Integrin auf

neutrophilenGranulozytengezeigt.Die intrazelluläreAktivierungverläuft viaSyk-Tyrosin-Kinase.

Die Syk
−/−

negativen Neutrophilen sind nicht mehr im Stande, eine Signaltransduktion via β2-

Integrin oder Fc-Rezeptor zu vermitteln [Futosi et al., 2013]. Da APN in Position Tyr
6
phosphory-

liertwerdenkann [Subramani et al., 2013], ist eine synergistischeAktivierung vonAPN,CD18und

CD32 denkbar. Eine solche Interaktion ist im Rahmen der Inflammation bzw. der Phagozytose,

Differenzierung von Monozyten zu MΦ und DCs nach Stimulation mit IL-4 denkbar. Diese Vor-

gänge werden durch die Signaltransduktion via Fcγ-Rezeptor vermittelt [Tanaka et al., 2009].

Nach Stimulation mit IL-4 fand sich eine Steigerung von FRET zwischen Fcγ-Rezeptor II und

APN und eine Abnahme von FRET zwischen Fcγ-Rezeptor I und APN (vergleiche Abbildung 14).

Vor dem Hintergrund dieser Befunde vermuten wir eine modulatorische Rolle der APN bei Fcγ-
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Abbildung 17 Cluster-Darstellung der Interaktionen von APN mit verschiedenen Molekülen auf

monozytären Zellen

Die Abbildung stellt eine schematische Anordnung derMoleküle umAPN aufmyeloischen Zellen

dar. In den Pfeilen ist der Mean-Wert der Energietransfereffizienz± SD gezeigt. Als Positivkon-
trolle wurde der Energietransfer zwischen 2 APN-Monomeren genommen. Die Überschneidung

der farblichen Felder bedeuten eine Entfernung zwischen 1-10 nm

Rezeptor-vermittelten Zelldifferenzierungsvorgängen, die möglicherweise eine Mitwirkung von

Integrinen erfordern. Inwiefern die Beteiligung von Integrinen stattfindet, lässt sich imRahmen

dieser Arbeit nicht klären. Hierzu sind weitere Untersuchungen nötig.

5.5.2 Interaktion zwischen CD32 und CD59

Im Rahmen dieser Arbeit konnten wir mit Hilfe der durchflusszytometrischen FRET-Messung

eine räumliche Nähe zwischen Fcγ-Rezeptor II und CD59 feststellen (siehe Tabelle 16). Bisher
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wurde auf den epithelialen DCs des respiratorischen Traktes eine simultane Überexpression von

CD59 und Fcγ-Rezeptoren IA, IIA und IIB gezeigt. Eine funktionelle Interaktion zwischen GPI-

verankertemCD59undFcγ-RIIAwurde auf Jurkat-Zellengezeigt, diemit Fcγ-Rezeptor IIA trans-

fiziert wurden. Nach einer Kreuzverneztung von CD32 und CD59 wurde ein intrazellulärer In-

flux von ([Ca
2+
]i) beobachtet. Eine Ursache dafür wurde in der Tyrosin-abhängigen Aktivierung

der ITAM-Domäne des Fcγ-Rezeptors-IIA gefunden [Green et al., 1997]. In der zweidimensiona-

len Darstellung von Pfeiffer et al. [2001] wurde eine Nähe zwischen dem GPI-verankertem Fcγ-

Rezeptoren-III (CD16) undCD32aufU937-Zellenbeschrieben.Die Interaktion zwischenAPNund

Fcγ-Rezeptoren-I und II wurde durch uns bereits beschrieben [Riemann et al., 2005].

Somit konntenwirmit unserer durchflusszytometrischenFRET-Messungen eine bekannte Inter-

aktion zwischen CD32 und demGPI-verankertenMolekül CD59 bestätigen.

5.5.3 Interaktion zwischen HLA-DR und Fcγ-Rezeptor-I/CD64 und
Fcγ-Rezeptor-II/CD32

Physiologischerweise sind beide Moleküle (HLA-DR und Fcγ-Rezeptor-I, -II) in antigenpräsen-

tierenden Zellen, wie Monozyten/Makrophagen und DCs zu finden. Die Bindung eines Immun-

komplexes an einen Fc-Rezeptor führt zur Signaltransduktion, vermittelt durch Tyrosin-basierte

Aktivierungdes Fcγ-Rezeptors.DieseAktivierung führt zurHeraufregulierung vonMHC-Klasse-

I und -II Molekülen und kostimulatorischen Proteinen[Pincetic et al., 2014].

Die Fc-Rezeptorenbilden eineBrücke zwischenangeborenemundadaptivemImmunsystem.Die

Interaktion zwischen Fc-Rezeptoren und MHC-Klasse-I und -II-Molekülen findet u.a. im Rah-

men der Antigenprozessierung statt. So erfolgt die Internalisation von IgG-Immunkomplexen

und die Präsentation von diesem Antigenmithilfe derMHC-I- oder -II-Moleküle im Rahmen der

Kreuzpräsentation [Baker et al., 2013].

In unseren Versuchen konnte eine enge räumliche Nähe zwischen HLA-DR und Fcγ-Rezeptor I

und II gezeigt werden. Die Ergebnisse sind in der Tabelle 16 dargestellt. In der Abbildung 17 ist

eine Kolokalisation zwischen APN und Fc-Rezeptoren sowie zwischen Fc-Rezeptoren und HLA-

DR dargestellt. Der direkte Nachweis der Kolokalisation zwischen APN und HLA-DR war leider

nicht erfolgreich (Vergleich Tabelle 14).

Funktionell betrachtet, bedeutet Kolokalisation zwischen APN, Fc-Rezeptoren und HLA-DR ei-

ne mögliche Beteiligung der APN an Chemotaxis, Phagozytose und Antigenprozessierung. Wie

bereits im Kapitel 5.5.1 diskutiert, ist eine nichtenzymatische Beteiligung der APN denkbar. Im

Falle der Antigenprozessierung ist auch eine enzymatische Interaktion denkbar.

5.6 Stimulationsversuche

Durch die Stimulation von myeloischen Zelllinien THP-1 und U937 mit LPS, Substaz-P, IL-4 und

TPA soll geprüft werden, ob es auch zu einer räumlichen Veränderung zwischen APN und Fc-

Rezeptoren kommt.

49



5 Diskussion

5.6.1 Stimulation mit LPS

LPS bindet an Mustererkennungsrezeptoren und stimuliert Phagozytose. Die Auswirkung der

Stimulation mit LPS auf APNwurde in dieser Arbeit und zu einem späteren Zeitpunkt durch die

Arbeitsgruppe von Shapiro untersucht [Subramani et al., 2013].

InunserenExperimentenhat die Stimulationmit LPS zurVerringerungderExpression vonCD32

bei in etwagleichbleibenderExpression vonCD13undCD64 (Abbildung 12) geführt.Dabeiwardie

Kolokalisation zwischen APN und den Fc-Rezeptoren stets nachweisbar und wurde von der Sti-

mulation nicht beeinflusst.

In der Arbeit von Pfeiffer et al. [2001] wurde eine Kolokalisation zwischen CD14 und den Fcγ-

Rezeptoren-I und -II sowie CD18 auf Monozyten gezeigt. Nach Stimulation mit LPS kam es zu

einer signifikante Steigerung von FRET zwischen CD18 und CD14. Eine Veränderung von FRET

zwischen CD64 und CD32 und CD18 auf THP-1-Zellen wurde nicht beobachtet. Dort wurde nach

Aktivierung von Monozyten mit LPS eine Cluster-Bildung zwischen CD18/CD11b und CD14 und

Toll-like Rezeptor-4 (TLR4) beobachtet. Zudemwurde gezeigt, wie ein Teil von CD32 durch CD16

ersetzt wurde.

In Anlehnung an die Arbeit von [Pfeiffer et al., 2001] wurde in unseren Experimenten ebenfalls

mit 40 ng/ml LPS über 15min stimuliert. Unsere Arbeit zeigt eine Interaktion zwischen APN und

Fc-Rezeptoren auf monozytär- differenzierten THP-1-Zellen. Die Abstände zwischen APN und

Fcγ-Rezeptoren-I und -II bleiben nach Stimulation mit LPS gleich, was mit der Aussage der Ar-

beit von Pfeiffer et al. [2001] übereinstimmt.

Anhand von unserenDatenwurde einemodulatorische Rolle von APNnach LPS-Stimulation ver-

mutet, die jedoch nicht über FC-Rezeptoren abzulaufen schien. Eine direkte Kolokalisation zwi-

schen APN und CD14 konnte in unseren FRET-Experimenten nicht gezeigt werden (Daten nicht

publiziert).

In der Arbeit von Ghosh et al. [2015] führt die Stimulation mit LPS auf Monozyten zu einer Bin-

dung von LPS an CD14 und Cluster-Bildung zwischen TLR4 und CD14/LPS-Komplexen. Diese

Cluster-Bildung führt zu einer zeitabhängigen Endozytose und Internalisierung von TLR4-APN-

Dynamin-Komplexen. Der Effekt ist ca. 40 min nach Stimulation mit LPS maximal ausgeprägt.

Bei CD13
KO

-Mäusen konnte keine TLR4-vermittelte Aktivierung mehr nachgewiesen werden.

Somit ist es möglich, dass Fcγ-Rezeptor II, der mit CD13 kolokalisiert ist, im gleichen Zug in-

ternalisiert wird.

In der Arbeit von Huschak et al. [2003] wurde beschrieben, dass die Stimulation von periphe-

ren Blutmonozyten mit LPS zur Steigerung der CD13-Expression führt. Die Stimulationsdauer

betrug dabei zwischen einem und 3 Tagen. In dieser Arbeit wählten wir eine kürzere Stimulati-

onsdauer von 5 Minuten aus. Die 5 Minuten reichen offenbar nicht aus um den Effekt in vollem

Umfang zu erzeugen.

Der biologische Sinn dieser Interaktion könnte im Rahmen der M1-Differenzierung von THP-1-

Zellen zu den «Effektorzellen der Opsonierung» erklärt sein. Dabei wird die stimulierendeWir-

kung von Fcγ-Rezeptor II nicht mehr benötigt und wird deswegen herunterreguliert. Durch die

Regulation der Rezeptor-vermittelten Antigen-Aufnahme in DCs erfolgt die Kontrolle von Ak-

tivierungsgrad der T-Zellen [Ghosh et al., 2015], damit wird die zentrale Rolle der APN an der

Schaltstelle zwischen unspezifischer und spezifischer Immunantwort deutlich.
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5.6.2 Stimulation mit Substanz P

SP ist ein Neuropeptid und gehört zur Gruppe der Tachykine. Die Wirkung der Substanz P wird

durch die Bindung an den G-Protein-gekoppelten Neurokinin Rezeptor (NKR) vermittelt.

Die Produktion von SP konnte in Granulozyten, Monozyten und Makrophagen [Ho et al., 1997]

sowie auf Eosinophilen [Aliakbari et al., 1987] und auf peripheren Blutmonozyten [Lai et al., 1998,

1999] identifiziert werden.

SP blockiert die enzymatischen Aktivität von APN [Xu et al., 1995]. Die Röntgen-Struktur-Unter-

suchungen von APN haben gezeigt, wie SP den Kanal zum aktiven Zentrum des Enzyms sterisch

blockiert [Chen et al., 2012]. Dadurchwird eine hemmendeWirkung der SP auf die Enzymeigen-

schaften von APN erklärt.

Als biologische Konsequenz dieser Interaktion vermutete Chen et al. [2012] eine Initialisierung

der Signaltransduktion.

VorliegendeArbeit sollte klären, obdieBindung vonSubstanzP anAPNzu einerVeränderungder

Expression und/oder zur Veränderung des Abstandes zwischen APN und den Fcγ-Rezeptoren-I

und -II führt.

ImRahmendieserArbeit konntekeineVeränderungderExpressionvonAPNodervonFcγ-Rezeptor

I oder II gesehen werden. Auch der Abstand zwischen 2 APN-Monomeren sowie zwischen Fcγ-

Rezeptoren und APNwar von der Stimulation nicht beeinflusst.

5.6.3 Stimulation mit IL-4

Im Rahmen dieser Arbeit konnten wir eine Heraufregulation von APN nach Stimulationmit IL-4

auf PM-Zellen zeigen. Dies deckt sichmit denDaten von [Kunii et al., 2005] auf Fibroblasten und

[van Hal et al., 1994] auf peripheren Blutmonozyten.

MembranpeptidasenkönnendurchZytokinemoduliertwerden. IL-4undIFN-γ führen inNieren-

Epithel- undNierentumoren zurHeraufregulation von APN, jedoch nicht vonDPPIV/CD26 [Rie-

mann et al., 1994a]. Die oft mit APN und DPPIV kolokalisierte Membranpeptidase NEP/CD10

steigert ihre Expression in SFCs nach Stimulation mit IL-4. Der Effekt bleibt auf Lymphozyten-

Kulturen aus [Riemann, 2002].

In unseren Experimenten konnten wir eine tendenzielle Steigerung der Expression vonHLA-DR

zeigen. Die Ergebnisse liegt in einem Trend mit den Daten von Huschak et al. [2003], erhoben

auf peripheren Blutmonozyten.Wir zeigten auch eine Reduktion der Expression vonCD64. Ähn-

liche Ergebnisse wurden von Boltz-Nitulescu et al. [1995] auf Monozyten, MM6, THP-1 und U93

gezeigt.

Die signifikante Reduktion der Expression von aktivierenden CD64 und Steigerung des Abstan-

des zwischen zu APN deuten auf die Reduktion der Aktivierung der Zellaktivität. Die Vorgänge

sind in der Abbildung 18 verdeutlicht. Eine biologische Erklärung für diesen Sachverhalt kann in

der antiinflammatorischenWirkung von IL-4 liegen. Die Expression von CD32 blieb hingegen in

etwa gleich. Auch die FRET-Effizienz zwischen APN und Fcγ-Rezeptor II/CD32 ist gleich geblie-

ben.

Aus der Literatur ist bekannt, dass IL-4 ein anti-inflammatorisches Zytokin ist das an verschie-

denen regulatorischen Prozessen beteiligt ist. DieWirkung von IL-4 ist über die Bindung des Zy-

tokins an den IL-4-Rezeptor vermittelt [Moshkovits et al., 2015].
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Abbildung 18 Schematische Darstellung der Interaktionen nach Stimulation mit IL-4
A Schematische Darstellung der Expression von APN mit Fc-Rezeptoren und HLA-DR auf der

Oberfläche von Perikardmakrophagen. Die ovale Fläche stellt den Abstand zwischen 1-10 nm dar

(FRET); B nach Stimulation mit IL-4 kommt es zu Umverteilung auf der Zelloberfläche, hier in
Form der Endo- und Exocytose dargestellt. Dabei werden die stimulierenden Rezeptoren Fc-γ I

und IIA eliminiert und Fc-γ IIB exprimiert. Die Expression von APN und HLA-DR nehmen zu;

CDie Umverteilung hat zur Verringerung des Abstandes zwischen APN und Fcγ-RIIB, sowie zur
Zunahmedes Abstandes zwischenAPNund Fc-γ I geführt. Trotz Zunahmeder Expression findet

sich kein FRET zwischen APN und HLA-DR

Die Stimulation von PMmit IL-4 führt zur Zunahme der Expression des inhibierenden Fcγ-Re-

zeptors-IIB, um den Aktivierungsgrad der IgG-vermittelten Vorgänge wie z.B. Infektion zu sen-

ken [Pincetic et al., 2014]. Zudem kommt es zur «alternativen Aktivierung» von MΦ mit Ausbil-

dung eines s.g.M2-Phänotyps.DieM2-MΦ sind anderHemmungproinflammatorischer Stimu-

li und Förderung der Reparaturprozesse beteiligt [Gordon, 2003]. Vor diesemHintergrund kann

die gleichbleibende Expression von CD32 durch die Zunahme der inhibierenden Subpopulation

bei gleichzeitiger Abnahme der aktivierenden Population (Fcγ-RIIA) vermutet werden. Zudem

bedingt die IL-4-vermittelte Steigerung der Expression von Fcγ-RIIB eine Zunahme der Expres-

sion von HLA-II und und HLA-I-Molekülen [Nimmerjahn and Ravetch, 2008].

Somit scheint APN eine antiinflammatorische Rolle zu spielen. indem es die aktiverende Rezep-

toren verlässt und die inhibierenden stimuliert. ImBezug auf das Zusammenspiel zwischenAPN

und HLA-DR lassen sich keine direkte Einflüsse ableiten.

5.6.4 Stimulation von U937-Zellen mit TPA

TPA ist ein Phorbolester. Durch die Stimulation mit TPA kann eine unreife monozytäre Zelllinie,

wie U937, in Richtung der reifen Monozyten differenziert werden [Nilsson et al., 1980].

52



5.6 Stimulationsversuche

In unseren Experimenten haben wir auf U937-Zellen eine signifikante Zunahme der Expression

von APN nach der Stimulation mit TPA gezeigt.

Wenn man das Expressions-Niveau von CD13 vor und nach TPA-Stimulation mit der Expressi-

on von CD13 auf anderen Zellen vergleicht, so kommt man in den Bereich der peripheren Blut-

Monozyten bzw. Perikard-Makrophagen. Die Steigerung der Expression von APN kann Folge der

TPA-vermittelten Ausreifung der U937-Zellen zu MΦ-ähnlichen Zellen sein. Die Expression von
Fcγ-Rezeptor II bleibt von der Stimulationmit TPA unbeeinflusst. In der Literatur ist eine durch

TPA-Stimulation vermittelteHerrunterregulationderExpression vonCD64auf dermyelo-mono-

zytären Zelllinie HL-60 beschrieben [White et al., 2005].

In unseren Experimenten war die Expression von CD64 niedrig, jedoch deutlich von der Isotyp-

Kontrolle zu trennen. Nach Stimulation mit TPA steigt die Expression von CD64 an und erreicht

das Expressions-Niveau, das wir von peripheren Blutmonozyten kennen. Eine mögliche Erklä-

rung könnte eine weitere initiale Ausreifung von U937 (Monozyt/Makrophage) sein.

Die Stimulationmit TPA aufU937-Zellen führt zur Steigerung der Expression vonAPNundHLA-

DR.

Frühere Arbeiten [Bianchi-Scarrá et al., 1993] über den Einfluss von TPA auf das Expressions-

verhalten von HLA-DR und APN haben gezeigt, dass die Expression von HLA-DR um 13,6 % zu-

nimmt, während die Expression von CD13 um 10,7 % abnimmt. Auch in unseren Experimenten

war die Zunahme der Expression von HLA-DR um 8,1 %. Im Bezug auf APN war in unseren Ex-

perimenten eine Steigerung um 260 % zu verzeichnen.

In der Arbeit von Bianchi-Scarrá et al. [1993] wurdemit TPA in derDosierung von 10
−7
mol/l über

24 Std. inkubiert, während in unserer Arbeit, bei gleicher Dosierung, die Dauer der Stimulation

48 Stunden betrug.

DieArbeitenvon [Hatanakaet al., 2002]und [Liuet al., 2012] auf einerunreifenmonozytärenZell-

linie HL-60 bestätigen unsere Ergebnisse. Die Steigerung der FRET-Effizienz zwischen HLA-DR

und APN nach der Stimulation mit TPA lässt vermuten, dass die durch TPA induzierten Wachs-

tums-/Differenzierungsvorgänge eine engere räumliche Nähe zwischen APN und HLA-DR not-

wendigmachen. Biologisch könnte die Interaktion bedeuten, dass APNundHLA-DR an gleichen

Signaltransduktionswegen beteiligt sind, die während der Differenzierung von U937-Zellen zu

Monozyten/MΦ aktiviert werden. Ob es dadurch zu einer Steigerung der intrazellulären Ca
2+
-

Freisetzungkommt, lässt sich sicherlich anhandder FRET-Messungennicht belegen.Hierzu sind

weiterführende Experimente notwendig.

5.6.5 Interaktion zwischen APN/CD13, NEP/CD10, DPPIV/CD26 und CXCR4

Sowohl CXCR4 als auch APN/CD13 [Mina-Osorio et al., 2008],DPPIV/CD26 [Herlihy et al., 2013]

und NEP [Roques et al., 1993] sind an der Chemotaxis beteiligt. Durch die enzymatische Aktivi-

tät können die Metallopeptidasen chemotaktisch wirksame Peptide inaktivieren und so die Che-

motaxis steuern. CXCR4 ist der einzige bekannte Rezeptor für das Chemokin SDF-1α. Struktu-

rell gehört CXCR4 zur Klasse der transmembranären G-Protein-gekoppelten 7-Transmembran-

proteine. Die Bindung des Liganden an den Rezeptor führt zur Chemotaxis von Zellen zum Ort

der SDF-1α-Freisetzung.DieDPPIV ist in der Lage, SDF-1α enzymatisch zu spalten und dadurch

die Bindung an CXCR4 zu verhindern. CXCR4 wurde wie APN in den «lipid rafts » gefunden
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[Chinni et al., 2008]. Es ist nicht klar ob die Interaktion zwischen CXCR4 und Metallopeptida-

sennur enzymabhängig abläuft.Denkbarwäre eine intrazelluläreSteuerungderEmpfindlichkeit

von CXCR4. Hierfür wird eine räumliche Nähe vorausgesetzt. Durch die FRET-Untersuchungen

sollte geprüft werden, ob die enge räumliche Nähe zwischen Metallopeptidasen und CXCR4, als

Hinweis für eine mögliche nicht-enzymatische Interaktion vorliegt.

Anhand der Befunde der FRET-Untersuchungen konnte keine räumliche Nähe zwischen APN,

NEP und DPPIV gezeigt werden. Ob eine räumliche Nähe nur unter bestimmten Voraussetzun-

gen (wie z.B. Stimulation mit Liganden; bestimmte Aktivierungsprozesse wieWachstum, Diffe-

renzierung, Infektion etc.) zu Stande kommt, kann diese Arbeit nicht beantworten. In der Arbeit

von [Wulfänger et al., 2008] konnte eine enzymabhängig Modulation von CXCR4 vermittelter

Chemotaxis durch APN gezeigt werden. Eine enzymunabhängige, rezeptor-vermittelte Interak-

tion konnte für diesen Prozess nicht bewiesen werden.
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6 Zusammenfassung

DieMetallopeptidasen APN, NEP und DPPIV sind ubiquitär verbreitet. Die Funktion der Pro-

teine ist komplex und noch nicht ganz verstanden. So haben die Proteine auch enzymunabhän-

gige Funktionen in der Membran und sind Bestandteile vonMembranmikrodomänen.

Mittels durchflusszytometrischer FRET-Messung führten wir eine Studie der Kolokalisation der

MembranproteineAPN,NEPundDPPIVmit andernMembranproteinenauf Immunzellendurch.

Wir verwendeten dabeimit FluorochromenPhycoerythrin undCyanin 5markierte Antikörper. Es

zeigte sich eine enge räumliche Beziehung zwischen APN und Fc-γ-Rezeptoren-I und -II auf den

monozytären Zellen U937 und THP-1. Die Beziehung konnte mit Koimmunopräzipitation und

im Rahmen der Zusammenarbeit mit Panum-Insitut Kopenhagen mit Immungold-Elektronen-

Mikroskopie bestätigt werden[Riemann et al., 2005].

Zur Kalibrierung des Systems wurde eine Positiv- und eine Negativkontrolle etabliert. Bei Posi-

tivkontrolle wurde FRET zwischen 2 APN-Monomeren, oder zwischenHLA-Typ-I und β2-Mikro-

globulin gemessen.

Die FRET-Messung zwischenAPN/CD13 und Siglec-3/CD33wurde auf denmyeloischen Zellen als

Negativkontrolle etabliert.

Wir konnten zeigen wie die Stimulation mit TPA zur signifikanten Steigerung der Expression

von APN/CD13 und CD64 auf der monozytären Zelllinie U937, jedoch zu keiner Veränderung der

Abstände zwischen Fc-Rezeptor-II und-I und APN führt. Nach Stimulation mit IL-4 konnte eine

Steigerung der Expression von APN gesehen werden. Zudem zeigten wir wie APN von CD64 weg

und zuCD32 hin rückt. Zudemkonntenwir zeigen, dass APNmitHLA-DR aufU937-kolokalisiert

ist. Nach Stimulation mit TPA nimmt die räumliche Nähe zwischen APN und HLA-DR zu.

Auf THP-1 Zellen fanden wir eine enge räumliche Beziehung zwischen APN/CD13 mit den Inte-

grinen CD11b/CD18.

Die durchflusszytometrische FRET-Messung erwies sich als eine probate Methode zur flächen-

haften Untersuchung der intermolekularen Beziehungen auf der Zelloberfläche.
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8 Thesen

1. Fluoreszenz-Resonanzenergietransfer (FRET) lässt sich amDurchflusszytometer mit dem

Donor-Akzeptor-PaarPhycoerythrinundCyanin5messen.DieGrenzederEnergietransfer-

Effizienz (ETp)für FRET liegt bei 10

2. Die FRET-Messung zwischen 2 APN-Monomeren oder zwischen der schweren Kette der

Klasse-I-MHC-Moleküle und β2-Mikroglobulin ist als Positivkontrolle für eine durchfluss-
zytometrische FRET-Messung geeignet.

3. Durch die FRET-Messung zwischen APN/CD13 und Siglec-3/CD33 kann eine Negativkon-

trolle etabliert werden. Die ETp-Werte liegen zwischen 4,9 und 6,3.

4. Mittels durchflusszytometrischer FRET-Messung konnte auf hämatopoetischen Zellen ei-

ne enge räumlicheBeziehungzwischenAPNunddenFcγ-Rezeptoren-Iund-II gezeigtwer-

den. Die Ergebnisse wurden verifiziert durch Koimmunopräzipitation und mit Immun-

gold-Elektronenmikroskopie

5. Stimulationmit TPA führt auf dermonozytärenZelllinieU937 zur signifikantenSteigerung

der Expression von APN/CD13 und CD64 und zur signifikanten Verringerung des Abstan-

des zwischen Fcγ-Rezeptor-II/CD32 und APN.

6. Nach Stimulation von Perikardmakrophagen mit IL-4 nimmt die APN-Expression signifi-

kant zu. Die Expression von CD64 nimmt ab, verbunden mit einemWegrücken von CD64

von APN.

7. Nach Stimulation der monozytären Zelllinie THP-1 mit LPS kommt es zur signifikanten

Abnahme der Expression von Fcγ-Rezeptor-II/CD32, ohne Veränderung des FRET-Wertes

zwischen den APN und Fc-γ-Rezeptoren-I und -II.

8. Nach Stimulationmit TPA nimmt die räumlicheNähe zwischen APNundHLA-DR tenden-

ziell zu.

9. Die Stimulation von THP-1-Zellen mit Substanz P, einem Inhibitor der enzymatischen Ak-

tivität von APN, hatte in unseren Versuchen keinen Einfluss auf Expression und auf die

räumliche Verteilung zwischen APN und den Fcγ-Rezeptoren-I und -II.

10. APN/CD13 istmit den Integrinen CD11b/CD18 in THP-1-Zellen eng assoziiert. In der direk-

tenMessung ergab sich Energietransfer-Effizienz für FRET von 11,5± 0,6.
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