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Referat und bibliographische Gestaltung

Zielsetzung dieser Arbeit ist die Erweiterung unseres Wissens zum Vorkommen und zur
Regulation von Aminopeptidase N (APN) in verschiedenen Zellsystemen.

Methoden: Mittels Doppelmarker-Immunfluoreszenz und Durchflusszytometrie wurde die
APN-Expression auf T-Zellen auBerhalb des peripheren Blutes verfolgt. Ebenfalls
Durchflusszytometrie sowie =~ APN-Enzymbestimmung und quantitative RT-PCR
verwendeten wir fiir die Untersuchung der Regulation von Membranpeptidasen in
verschiedenen Zellsystemen. In Kokulturexperimenten von Lymphozyten mit adhédrenten
Zellen wurde Zell-Zell-Kontakt als ein moglicher Mechanismus der Induktion lymphozytérer
APN untersucht.

Wesentliche Ergebnisse:

1. APN-tragende Lymphozyten finden sich in verschiedenen Korperfliissigkeiten und
Geweben, u. a. in der Synovialfliissigkeit bei Gelenkentziindungen und in Nierentumoren.

2. Membranpeptidasen konnen durch Zytokine moduliert werden. Interleukin (IL)-4 und
Interferon-y fiihren zur Heraufregulation von APN wund Dipeptidylpeptidase IV
(DPIV)/CD26 in Nierenepithel- und Nierentumorzellen. Transforming growth factor (TGF)-
3 hemmt die Expression von DPIV/CD26 und Glutamylaminopeptidase, nicht jedoch von
APN und bewirkt in Monozyten/Makrophagen sogar eine Heraufregulation von APN. Die
oft mit APN und DPIV/CD26 kolokalisierte Membranpeptidase Neprilysin/CD10 wird in
Fibroblasten-artigen Synoviozyten (SFC) durch TGF-8 und IL-1 gehemmt, wéhrend IL-4
und verschiedene Interferone auch hier zur verstirkten Expression fiihren. IL-4 fiihrt nicht
zur APN-Expression reiner Lymphozytenkulturen.

3. Direkter Zell-Zell-Kontakt von Lymphozyten mit SFC u. a. Zellen fiihrt bereits nach 60
min zu einer lymphozytiren Expression von APN-mRNA und -Protein, Mitogene und
Wachstum der SFC in einem Kollagengel steigern diesen Effekt.

4. Cyclodextrinbehandlung der SFC, die iiber einen Cholesterolentzug zur Zerstdrung
spezieller Membranmikrodoménen fiihrt, hemmt die lymphozytire APN-Induktion nach
Zell-Zell-Kontakt mit SFC. Eine Anwesenheit von APN in Membranmikrodoménen der SFC
konnte erstmalig gezeigt werden.

Schlussfolgerung: AuBerhalb des peripheren Blutes und besonders in Entziindungs-
situationen konnen Lymphozyten APN exprimieren. Zytokine, die wéhrend einer
Entziindung freigesetzt werden, regulieren APN u. a. Membranpeptidasen zellspezifisch und
haben damit Einfluss auf die Spaltung von biologisch aktiven Peptidmediatoren. Zell-Zell-

Kontakt ist ebenfalls ein wichtiger Regulator fiir die Expression von Membranpeptidasen.

Riemann, Dagmar: Arbeiten zum Vorkommen und zur Regulation von Aminopeptidase
N/CD13 mit besonderer Beriicksichtigung ihres Vorkommens auf Lymphozyten
Halle, Univ., Med. Fak., Habilitationsschrift, 116 Seiten, 2002
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1. Einfiihrung und Fragestellung
1.1. Aminopeptidase N — ein ubiquitires Membranenzym mit vielfiltigen
Funktionen

1.1.1. Struktur und Enzymeigenschaften

Aminopeptidase N (APN), auch als Membran-Alanylaminopeptidase oder mikrosomale
Aminopeptidase  bezeichnet (NC-IUBMB-Enzymklassifizierung: EC  3.4.11.2;
Peptidaseklassifizierung: Clan MA, Familie M1, MEROPS-ID: M1.001), ist ein Zink-
abhingiges Metalloenzym mit ubiquitirem Vorkommen und vielfiltigen Funktionen
(Ubersichten in Barrett AJ, 1998A; Lendeckel U et al., 1999; Riemann D et al., 1999;
Riemann D, 2001A). APN ist ein Ektoenzym, d. h. es ist ein integrales Protein der
Plasmamembran mit dem katalytischem Bereich im Extrazelluldrraum (Kenny J et al.,

1987) (Abb. 1).

13.5 nm
aa%e7 Y T TTTTTTTTTTTmTTTTT v
- ’
Loy
L
1 EI
1 c
I,
[P
L
1o
L
926! p
Lo
1
: Ei ha 388-397
! -HELAH-
1 1
1 1
1 ¥

 NARRAR € 2 RRARRAR
RN EE ALY

2 2

Abb. 1: Modell einer moglichen APN-Struktur in Anlehnung an Daten zu
Glutamylaminopeptidase (Hesp JR et al., 1997). Das HELAH-Motiv des aktiven
Zentrums (Aminosédure 388-392) ist markiert. Entsprechend der vor kurzem aufgeklirten
Raumstruktur von Neprilysin/CD10 (Oefner C et al., 2000) konnten sich die 4 Dominen
des Homodimers (anders als hier dargestellt) einander zuwenden und eine Hohle fiir das

Substrat bilden, zu der es von 2 Seiten je einen engen Eingang gibt.

Humane APN ist ein Homodimer aus zwei 150 kDa groBen, nicht-kovalent assoziierten

Untereinheiten. Das Enzym konnte bisher nicht kristallisiert werden. Vorangegangene



Arbeiten zur Tertidrstruktur von APN stammen vorwiegend aus der Kopenhagener
Arbeitsgruppe um Prof. Sjostrom (Biochemie, Panum-Institut). Nach Einbringen von
Schweinenieren-APN in Lipidvesikel wurde elektronenmikroskopisch eine dimere
symmetrische Struktur von 13,5 x 5,5 nm gemessen, getrennt von der Zellmembran durch
einen 5 nm langen Stiel (Hussain MM et al., 1981). Als Klasse-II-Membranprotein hat
APN den Aminoterminus intrazelluldr. Das Enzym ist aufgebaut aus einem kurzen
intrazelluldren Teil aus 8 Aminosduren (ein Tyrosinrest an 5. Stelle), einer aus 23
hydrophoben Aminosiduren bestehenden Zellmembran-durchspannenden Region und
einem Extrazelluldrbereich, der wahrscheinlich - &dhnlich Berechnungen fiir
Glutamylaminopeptidase (Hesp JR et al., 1997) - zwei Untereinheiten enthilt. Nach einer
Stielregion aus einer Kette von 40 Aminosduren, reich an Serin und Threonin als O-
Glykosylierungsangriffspunkten (Noren K et al., 1997), kommt das katalytische Zentrum
mit der Zink-Bindungsregion (HELAH-Motiv: Aminosdure 388-392, ein Zinkatom
gebunden) und danach eine C-terminale Doméne, welche evt. eine Rolle in der

Ligandenbindung spielt.

Als Aminopeptidase spaltet APN (bevorzugt neutrale) Aminosduren vom nicht
substituierten Aminoterminus von Oligopeptiden, Amiden oder Arylamiden. Site-directed
Mutagenesis-Analysen ergaben, dass in APN neben den zwei His-Resten im HEXXH-
Motiv als 3. Zinkligand ein 18 Aminosduren C-terminal vom 2. His liegender
Glutamatrest fungiert (Toh H et al., 1990). Jiingere Untersuchungen ergaben, dass E*°
zur ,anionischen Bindungsstelle® gehort, da Mutationen (Bsp. E350A) den Verlust der
Enzymfunktion bewirken (Luciani N et al., 1998). Weiterhin zeigten chemische
Modifikationen von APN, dass die generelle Organisation des aktiven Zentrums mit der
Beteiligung von Y, R, H und E/D-Resten dem aktiven Zentrum der Endopeptidase
Thermolysin dhnelt (Helene A et al., 1991). Fiir die Messung der Enzymaktivitit der
APN wird sich die Tatsache zu Nutze gemacht, dass APN einige Amidderivate zwischen
L-Aminosduren und aromatischen Aminen spaltet. Die so bestimmte enzymatische
Aktivitdat wurde frither Arylamidase genannt (Rehfeld N et al., 1967). Die am héufigsten
verwendeten Substrate sind Aminoacyl-p-Nitroanilide und Aminoacyl--Naphthylamide,
mit Alanin und Leucin als am héufigsten benutzten Acylgruppen. Der Entzug divalenter
Kationen durch EDTA oder Phenanthrolin hemmt die APN-Enzymaktivitit, da Zink
essentiell bendtigt wird. Fiir eine Kldrung der Spezifitidt der Substratspaltung werden oft
zusitzlich Inhibitoren eingesetzt. APN wird - eher nicht spezifisch - durch mikrobielle
Produkte gehemmt, am bekanntesten sind Bestatin (Ubenimex, relativ unspezifisch,
hemmt besser Argininaminopeptidase und Leucinaminopeptidase als APN), Amastatin

(hemmt besser Glutamylaminopeptidase) und Probestin (Aoyagi T et al., 1990). Zu den



spezifischeren Inhibitoren gehdren auflerdem Actinonin (Umezawa H et al., 1985), PC18

(Reaux A et al., 1999) und RB3014 (Chen H et al., 1999).

1.1.2. Vorkommen und Funktion

Schon 1967 beschrieben Rehfeld und Mitarbeiter eine in fast allen Organen
vorkommende Aminoacylarylamidase-Aktivitit. Auch wenn das verwendete Substrat
nicht spezifisch fiir APN war, bestitigten Arbeiten der nachfolgenden Jahre unter
Verwendung spezifischer Antikorper das ubiquitdre Vorkommen von APN mit besonders
ausgepragter Expression in Diinndarm, Niere und Plazenta. Viele Zellarten, darunter
einige Epithelzellen, Perizyten sowie Fibroblasten tragen APN auf ihrer Oberfldche. Die
physiologischen Konsequenzen der APN-Aktivitit sind vielfiltig und abhingig von der
Lokalisierung des Enzyms. Oft sind an der Spaltung von Peptiden andere, eng
kolokalisierte =~ Membranenzyme  beteiligt,  darunter = Glutamylaminopeptidase,

Dipeptidylpeptidase IV(DPIV)/CD26 und Neprilysin/CD10.

Man kann die APN-Funktionen generell in zwei Bereiche trennen, das sind digestive und
regulative Wirkungen. In der Biirstensaummembran der Diinndarm-Schleimhaut ist APN
am Endabbau von Peptiden beteiligt, APN macht hier 6 - 8 % der Membranproteine aus
(Barrett AJ, 1998A). In &dhnlicher Weise ist APN eine wichtige Komponente der
Biirstensaummembran der proximalen Nierentubuli und ist beteiligt an der

Riickgewinnung von Aminosiuren aus dem Ultrafiltrat.

Tabelle 1: Peptidsubstrate von APN

1. Vasoaktive Peptide | Lysyl-Bradykinin (Palmieri FE et al., 1985)
Angiotensin III (Palmieri FE et al., 1985)

Angiotensin IV
2. Neuropeptid- Leu - u. Met-enkephalin (Ward PE et al., 1990)
hormone Neurokinin A (Wang LH et al., 1991)
Somatostatin (Ward PE et al., 1990)
3. Chemokine und Formyl-Met-Leu-Phe (Spaltung zusammen mit
immunmodulato- | Neprilysin/CD10) (Shipp MA et al., 1993)
rische MCP-1 (Monocyte chemotactic protein) (Weber M, 1996)
Mediatoren Thymopentin (Heizmann J et al., 1996)

Tuftsin (Mathe G, 1987)




Wie andere Oberfldachenproteasen ist APN auflerhalb seiner digestiven Funktion auch am
Prozessieren biologisch aktiver Peptidsubstrate beteiligt und kontrolliert so die lokalen
Peptidkonzentrationen, die an den jeweiligen Rezeptor binden konnen. Einige der
Peptidsubstrate sind in Tabelle 1 gezeigt. Interessanterweise binden viele APN-

Peptidsubstrate an G-Protein-gekoppelte heptahelikale Rezeptoren.

In der Himatopoese ist die Expression verschiedener Membranpeptidasen
charakteristisch fiir bestimmte Entwicklungsstufen von Leukozyten. Molekiile wie
Neprilysin/CD10 und APN/CDI13 werden seit einigen Jahren zur Leukdmie- und
Lymphomtypisierung benutzt. Erst die Sequenzierung der cDNA-Klone dieser Antigene
deckte die Ubereinstimmung mit den bereits klonierten Membranpeptidasen auf, die
ubiquitdr vorkommen und eine Rolle in sehr unterschiedlichen Gebieten auBerhalb der
Himatopoese spielen. APN wird auf Stammzellen und wihrend der gesamten Reifung
von Granulozyten und Monozyten exprimiert. In der Leukdmietypisierung wird APN
deshalb seit vielen Jahren als myeloisches Markermolekiil verwendet (Drexler HG et al.,
1991). Sehr frithe lymphatische Vorlduferzellen tragen ebenfalls APN, verlieren das
Molekiil jedoch in ihrer weiteren Entwicklung (Syrjdlda M et al., 1994; Spits H et al.,
1995). Reife Lymphozyten des peripheren Blutes, der Milz und der Tonsillen sind APN-
negativ. Zellen einer akuten lymphatischen Leukdmie konnen APN tragen, man spricht
dabei von ,myeloischer Koexpression“. Ob diese ,Linienuntreue* ein Zeichen der
neoplastischen Umwandlung der Zelle ist oder aber eine Wiederholung eines Phinotyps,
der physiologischerweise auf einer sehr kleinen Zellpopulation vorkommt, bleibt bislang
unklar. Fille pédiatrischer akuter B-Zellleukosen mit APN-Expression haben keine
schlechtere Prognose als ,,typische* B-Zellleukosen (Pui CH et al., 1998), wihrend es fiir
akute Leukimien des Erwachsenenalters widerspriichliche Ergebnisse gibt (Ubersicht
siche Ryan DH et al., 1992). Auch lymphoproliferative Erkrankungen, die sich von einer
reifen Zelle ableiten, konnen APN tragen. Dabei wurden u. a. spezielle Infiltrationsweisen

der neoplastischen Zellen beobachtet (Pinto A et al., 1992).

Auf Monozyten und ausgereiften dendritischen Zellen wird die Antigenprisentation auf
MHC Klasse-II-Molekiilen durch APN beeinflusst. Das Enzym beschneidet die aus der
Bindungsgrube der MHC Klasse-II-Molekiile heraushingenden Peptide (Larsen SL et al.,
1996). Prolin an vorletzter Stelle des Aminoterminus der Peptide hindert den weiteren
Abbau durch APN. Wirklich findet man am Aminoterminus von auf HLA-DR-Molekiilen
vorkommenden Peptiden sehr hiufig Prolin an vorletzter Stelle (Falk K et al., 1994). Das
Wissen um das Trimmen von Peptiden durch APN wird genutzt, indem z. B. durch

Acetylierung der Aminoterminus von Peptiden blockiert und so deren Immunogenitit



verdndert wird (Dong X et al., 2000). Bei der Reifung dendritischer Zellen aus
monozytoiden Vorlduferzellen steigt die APN-Expression, am deutlichsten bereits nach
24 Stunden (Woodhead VE et al.,, 1998). Plasmazytoide dendritische Zellen, deren
Féhigkeit zur Stimulation allogener T-Zellen gering sein soll (Kohrgruber N et al., 1999),
sind APN-negativ (Chaperot L et al., 2001). Erst nach Differenzierung mit IL-3 und GM-
CSF steigen sowohl die APN-Expression als auch die Fihigkeit zur allogenen T-

Zellstimulation.

Es konnte gezeigt werden, dass die individuell sehr verschieden hohe APN-Aktivitéit auf
Neutrophilen durch Methionin-Enkephalin beeinflusst wird und mit der Fihigkeit dieser

Zellen zum respiratorischen Burst korreliert (Balog T et al., 1999).

APN ist auBerdem ein Rezeptor fiir verschiedene Viren, gezeigt fir das TGEV
(transmissible gastroenteritis virus), welches schwere Gastroenteritiden in Ferkeln
verursacht, sowie fiir das humane Coronavirus 229E als Ausloser von Infektionen der
oberen Atemwege (Delmas B et al., 1992; Yeager CL et al., 1992). Wihrend Coronavirus
229E Determinanten im N-terminalen Teil von APN nahe des aktiven Zentrums zum
Andocken benutzt (Aminosidure 260-353), ist fiir die TGEV-Infektion Aminosidure 717-
813 im C-terminalen APN-Bereich wichtig (Kolb AF et al., 1998). APN soll weiterhin
einer von verschiedenen Rezeptoren fiir das Zytomegalie-Virus sein (Soderberg C et al.,
1993), welches sich nur in APN-tragenden mononukleiren Blutzellen vermehren kann
(Larsson S et al., 1998). Es laufen Untersuchungen, die die apikale Expression von APN
ausnutzen fiir einen apikalen Gentransfer iiber Coronavirus-abgewandelte Vektoren in

APN-tragende Zielzellen (Wang G et al., 2000).

Seit einigen Jahren ist bekannt, dass APN auf Perizyten in GefdBwinden vorkommt
(Kunz J et al., 1994). Bei der akuten experimentellen Autoimmunencephalitis ist wihrend
und nach der perivaskulidren Entziindungsreaktion die APN-Expression der kleinen
Hirngefde vermindert, einhergehend mit einer funktionell gestdrten Blut-Hirn-Schranke
(Kunz J et al., 1995). Laut jiingsten Untersuchungen ist APN ein in der Angiogenese
relevantes Molekiil (Pasqualini R et al., 2000). Phagen, die ein Oberfldchenpeptid mit
dem NGR-Sequenzmotiv tragen, sollen in vivo selektiv in Tumorgefifle wandern. Der
Rezeptor fiir NGR-Peptide ist WN/DDGWL (Pasqualini R et al.,, 1995). Ein
entsprechendes Motiv befindet sich in APN sehr nahe dem aktiven Zentrum. Die Autoren
propagieren, dass APN speziell von Endothelzellen in der Angiogenese exprimiert wird
und dass sich mit APN-Inhibitoren Angiogenese und Tumorbildung im Tiermodell

hemmen lassen. Im Mausmodell konnten Tumoren mit Tumornekrosefaktor (TNF)-a



gekoppelt an das zyklische Peptid CNGRC selektiv angegriffen werden (Curnis F et al.,
2000).

Eine 16sliche, durch proteolytische Abspaltung der Membranform entstandene Form von
APN lisst sich in Serum, Synovia, Galle, Urin, Bronchiallavage-Fliissigkeit (BALF) und
Samenfliissigkeit nachweisen. Die im Serum Gesunder gemessene APN-Enzymaktivitit
zeigt eine individuelle Variabilitét, die zum Teil korrelierbar ist mit Alter, Geschlecht und
Rauchverhalten (Sanderink GJ et al., 1988). Serum-APN ist auflerdem ein niitzlicher
Marker bei hepatobilidren Erkrankungen, erhoht vor allem bei Patienten mit bilidrer
Obstruktion (Janas RM et al., 1999). Losliche APN in der Gallenfliissigkeit fordert die
Cholesterolkristallisation, ist also an der Entstehung von Cholesterol-Gallensteinen
beteiligt (Nunez L et al., 1995). In der Synovia entziindeter Gelenke von Patienten mit
Rheumatoidarthritis (RA) wird vermehrt 16sliche APN nachgewiesen (Lees T et al.,
1991). In der BALF korreliert ein Anstieg 16slicher APN mit einer hohen Zahl an
Neutrophilen (Juillerat-Jeanneret L et al., 1997). Nicht zuletzt gilt 16sliche APN im Urin
seit einigen Jahren als niitzlicher Marker zur Erkennung einer akuten Schidigung der

Nierentubuli, z. B. bei Transplantatrejektion (Flynn FV, 1990).

1.1.3. Regulation

Da APN keine Zymogen-Vorlduferform besitzt, muss die Enzymaktivitit iiber Synthese,
Abbau oder endogene Inhibitoren reguliert werden. Bradykinin und Substanz P sind
natiirliche Peptide, die das Enzym in mikromolaren Konzentrationen hemmen kdnnen
(Xu Y et al., 1995). Auch fiir Himorphine als Abbauprodukte der Hamoglobin-B-Kette

wurde eine inhibierende Wirkung beschrieben (Garreau I et al., 1998).

Die APN-Expression wird wie die Expression anderer Membranpeptidasen sowohl in der
Embryonalentwicklung reguliert als auch durch Wachstums- und
Differenzierungsvorginge beeinflusst. APN spielt z. B. eine wichtige Rolle bei der
Entwicklung und funktionellen Reifung der Gallenkanalstrukturen (Lian WN et al.,
1999). Mitogene Aktivierung von Zellen kann mit heraufregulierter APN-Expression
einhergehen (Kunz D et al., 1993; Riemann D et al., 1993), dhnliches gilt fiir die
Zelldifferenzierung. So ist sowohl auf Gewebsmakrophagen als auch auf dendritischen
Zellen im Vergleich zu Blutmonozyten die APN-Expression erhoht (Koch AE et al.,
1991; Woodhead VE et al., 1998). Zytokine konnen Membranpeptidasen regulieren,
gezeigt u. a. fiir Interleukin (IL)-6, das in Osteosarkomzelllinien die APN-Expression

erhoht (Kido A et al., 1999), als auch fiir IL-4, welches APN in Monozyten und



Endothelzellen heraufreguliert (van Hal PT et al., 1994). Glukokortikoide, epidermaler
Wachstumsfaktor (EGF) und Progesteron konnen in zellspezifischer Weise die
Expression von APN erhohen. Glukokortikoide haben einen Finfluss auf die
Polarisierung verschiedener Epithelzellen und regulieren u. a. in Diinndarmepithelzellen
und der fetalen Lunge APN herauf (Danielsen EM et al., 1984; Tangada SD et al., 1995).
EGEF stimuliert APN neben 5’Nukleotidase in glomeruldren Mesangialzellen (Stefanovic
V et al, 1998). In endometrialen Zellen ist die Peptidase wihrend einer

Choriongonadotropin-induzierten Pseudoschwangerschaft erhoht (Olsen J et al., 1995).

Virusinfektionen koénnen eine APN-Expression herabregulieren, wie fiir das humane

Zytomegalie-Virus gezeigt (Phillips AJ et al., 1998).

Inzwischen gibt es einige Informationen zu moglichen Regulationsfaktoren auf
Genebene. Das APN-Gen wird durch 2 verschiedene Promotoren kontrolliert: der nahe
am kodierenden Teil des Gens gelegene, sogenannte epitheliale Promotor kontrolliert die
Transkription in epithelialen Zellen (Olsen J et al., 1991). In Fibroblasten und in
himatopoetischen Zellen ist der 8 kb vom epithelialen Promotor entfernte ,,myeloische*
Promotor aktiv (Shapiro LH et al., 1991). Die funktionelle Analyse des upstream-
Bereiches des epithelialen Promotors fiihrte zur Identifikation eines 300 bp langen
Enhancers, der sowohl in epithelialen als auch in myeloischen Zellen aktiv ist. Mittels
DNase I-Footprintings konnten 5 cis-wirkende Elemente definiert werden: 2 Ets-
Bindungstsellen, sowie je eine C/EBP-, Sp1- und SRF-Bindungsstelle. Punktmutationen
fiihrten in allen Elementen (aufler SRF) zu Aktivititsverringerungen. (Olsen J et al.,
1997). Der epitheliale Promotor enthilt eine TATA-Box und Bindungsorte fiir Spl, fiir
Mitglieder der HNF1 (hepatocyte nuclear factor)-Familie und fiir ein Mitglied der
Steroidhormonrezeptorfamilie, wahrscheinlich COUP-tf (Olsen J et al., 1995). Der
myeloische Promotor dagegen ist GC-reich, ihm fehlt die TATA-Box und er enthilt
Bindungsorte fiir Mitglieder der Transkriptionsfaktorfamilien Myb und Ets (Shapiro LH
et al., 1995). Andere Transkriptionsfaktoren, die an diesem Promotor angreifen, sind
DMP-1, c-Maf und der Koaktivator CBP/p300 (Ubersicht in Kehlen A et al., 2000B). Ein
weiterer, bisher wenig charakterisierter APN-Promotor wurde in alveoldren Epithelzellen

beschrieben (Gillis LD et al., 1998).



1.1.4. Andere, oft mit APN kolokalisierte Membranpeptidasen

1.1.4.1. Dipeptidylpeptidase IV/CD26

DPIV/CD26 (EC 3.4.14.5, Clan SC, Familie S9b, MEROPS ID: S09.003, S09.013) ist
Prototyp einer Familie verwandter Serinproteasen, die u. a. Fibroblastenaktivierungs-
protein (FAP)-a, DPP6 und Seprase einschlie3t (Levy MT et al., 1999; Abbott CA et al.,
2000). Der extrazelluldre Bereich besteht aus Stiel, Glykosylierungsregion, Cystein-
reicher Region und der katalytischen Doméne am C-Terminus. Das Enzym findet sich
reichlich in Epithelzellen der Niere, des Diinndarms und der Plazenta, oft in enger
Kolokalisation mit APN. Auch Fibroblasten und Endothelzellen tragen das Molekiil.
Klonierung der DPIV-cDNA erbrachte die Identitit mit dem T-Zellaktivierungs-Molekiil
CD26 (Tanaka T et al., 1992).

Ahnlich wie bei APN kann man die Funktionen des Membranenzyms grob einteilen in
digestiven Abbau sowie Modifizierung biologisch aktiver Peptide. DPIV/CD26 spaltet
Dipeptide vom Aminoterminus kleiner Peptide, wobei die Sequenz X-Pro bevorzugt
wird, vorausgesetzt die dritte Aminosdure ist weder Prolin noch Hydroxyprolin.
Natiirliche Substrate sind u. a. Bradykinin, Substanz P und B-Chemokine wie Eotaxin,
RANTES (regulated upon activation, normally T-cell expressed and secreted) und SDF
(stromal cell derived factor)-1 (De Meester I et al., 1999). Auch Mitglieder der
Glucagonfamilie, wie Glucagon-like peptide-1, werden gespalten (Pauly RP et al., 1996).
Inhibierung der enzymatischen  Aktivitit verstirkt die Glukose-stimulierte
Insulinsekretion und verbessert die Glukosetoleranz in verschiedenen Tiermodellen fiir
Typ-1I-Diabetes (Holst JJ et al., 1998), was ein verstédrktes internationales Interesse an
DPIV/CD26-resistenten Derivaten von Glucagon-like peptide ausloste (Ubersicht in Xiao
Q et al., 2001). Knock-out-Miuse fiir DPIV/CD26 sind gesund, aber zeigen eine bessere
Glukosetoleranz als Wildtyp-Miuse (Marguet D et al., 2000).

DPIV/CD26 ist involviert in T-Zellaktivierung (Ubersicht in Kihne T et al., 1999) und
auf der T-Zelloberfliche ein Bindungspartner sehr verschiedener Proteine, wie der
Adenosindeaminase (ADA) (Richard E et al., 2000), des Membranenzyms CDA45
(Torimoto Y et al., 1991) oder des Chemokinrezeptors CXCR4 (Herrera C et al., 2001).
Inzwischen sind einige natiirliche Inhibitoren der DPIV/CD26 mit der aminoterminalen
Sequenz XXP bekannt, darunter das HIV-1 Tat-Protein und der Thromboxan-A2-
Rezeptor (Wrenger S et al., 2000), die ebenfalls an das Enzym binden. Interessanterweise
wirken DPIV-Inhibitoren u. a. iiber die Induktion einer Freisetzung des immunsuppressiv
wirkenden Zytokins Transforming growth factor (TGF)-8 (Reinhold D et al., 1997). Das

Enzym soll ein TH-1-dhnliches Bild der Zytokinfreisetzung [Vorherrschen von Interferon



(IFN)-y] fordern und Hemmung der Enzymaktivitit unterdriickt TH-1-assoziierte
Krankheitsbilder, wie z. B. Stress-induzierte Aborte bei Miusen (Hildebrandt M et al.,
2001) oder die experimentelle Autoimmunencephalitis (EAE) in Méusen (Steinbrecher A

et al., 2001).

Seit der Entdeckung von DPIV 1966 durch Hopsu-Havu und Glenner wurde dem Enzym
eine Rolle im Kollagenmetabolismus zugesprochen, weil die zahlreichen Gly-Pro-
Sequenzen im Kollagen potentielle Spaltstellen darstellen. Durch Immunhistochemie und
Affinitdtschromatographie konnte wirklich eine Bindung von DPIV/CD26 an Kollagen
gezeigt werden (Hanski C et al., 1988), wobei das Molekiil iiber seine Cystein-reiche
Region bindet (Loster K et al., 1995). Jiingste Untersuchungen zeigen, da3 DPIV/CD26
neben seiner Exopeptidaseaktivitit auch eine geringe Endopeptidasewirkung ausiibt und
denaturiertes Kollagen Typ I, II, IIl und V zu spalten vermag. Der Umsatz ist jedoch
gering und natives Kollagen kann nicht gespalten werden, so dass DPIV/CD26 eher eine
Hilfsfunktion zukommt (Bermpohl F et al., 1998). In Fibroblasten-artig wachsenden
Synoviozyten (SFC) soll DPIV/CD26 an Kohlenhydratketten von Plasmin(ogen) binden

(Gonzalez-Gronow M et al., 1998), was zu kombinierten Proteaseaktionen fiihren konnte.

1.1.4.2. Neprilysin/CD10

Neprilysin/CD10 (EC 3.4.24.11; Clan MA; Familie M13; MEROPS-ID: M13.001) ist ein
weiteres, oft mit APN kolokalisiertes Membranenzym (Ubersicht in LeBien TW et al.,
1989; Kenny AJ, 1993; Riemann D, 2001C). Es ist Mitglied einer vor kurzem
beschriebenen Genfamilie, die die Kell-Blutgruppenproteine sowie ,.endothelin
converting enzyme* (ECE-1 und -2) einschlie8t (Turner AJ et al., 1997). Das Enzym wird
auch als neutrale Endopeptidase 24.11, Enkephalinase bzw. CALLA (common acute
lymphatic leukemia antigen) bezeichnet. 1974 wurde es von John Kenny und
Mitarbeitern aus Kaninchennieren aufgereinigt (Kerr MA et al., 1974). Unabhingig
davon wurde Neprilysin/CD10 spiter als verantwortliches Ektoenzym fiir die
Inaktivierung von Enkephalinen (endogene Morphin-dhnliche Pentapeptide) im Hirn
entdeckt (Matsas R et al., 1983). Nach Klonieren und Sequenzieren des Enzyms wurde
klar, dass es mit dem leukozytiren Oberflichenmolekiil CALLA identisch ist (Malfroy B
et al., 1988; Shipp MA et al., 1988).

Neprilysin/CD10 ist eine Metalloprotease der Gluzincin-Familie und spaltet Oligopeptide
(bis 40 Aminoséduren) bevorzugt am Aminoende hydrophober Aminosédurereste (Phe,

Leu, Met) (Abb. 2) und wird, dhnlich wie Thermolysin, von Phosphoramidon und
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Thiorphan gehemmt (Hersh LB et al.,, 1986). Das Enzym kommt ubiquitir vor, mit
besonders hohen Konzentrationen in den Epithelzellen der Biirstensaummembran der
proximalen Nierentubuli, von Diinndarm und Plazenta. Auch findet man es auf
Fibroblasten, lymphoiden Vorlduferzellen in Knochenmark und Thymus sowie auf reifen
Granulozyten. Eine 16sliche Form findet sich im Serum und soll u. a. mit der bronchialen
Hyperreaktivitét korrelieren (Ratti H et al., 2001) und ist besonders hoch in der Synovia
von RA-Patienten (Appelboom T et al., 1991). Prostatosomen enthalten neben APN und
DPIV/CD26 auch Neprilysin/CD10 (Renneberg H et al., 2001). Die Funktion des Enzyms
variiert mit seiner Lokalisation, in den Nieren werden Peptide des Ultrafiltrates, Kinine
und der ,,atrial natriuretic factor* gespalten, im ZNS Opioidpeptide wie Substanz P und
Enkephaline, und auf Neutrophilen das chemotaktische Peptid FMLP (Painter RG et al.,
1988; Erdos EG et al., 1989). Im Hirn ist es hauptverantwortlich fiir den Abbau des
Amyloid-B-Peptids (Takaki Y et al., 2000). Knock-out-Méuse fiir Neprilysin/CD10
zeigen eine erhohte Sensibilitdt fiir septischen Schock, was durch den verminderten
Abbau von Mediatoren wie Endothelin, Bradykinin, Tachykinine oder Enkephaline
verursacht sein konnte (Lu B et al., 1995). Ein Verlust der Expression von
Neprilysin/CD10 auf Prostatakarzinomzellen geht mit einer gesteigerten Migration der
Tumorzellen einher (Sumitomo M et al., 2000), ein Vorgang, der wahrscheinlich durch

direktes Signaling iiber das Membranenzym ausgelost wird (siehe Kapitel 1.1.5.3.).

Substanz P Arg-Pro-Lys-Pro-Gln-GlntPhetPhe-GlytLeu-MetNH2
Neurokinin A His-Lys-Thr-Asp-Ser-Phe-Val-Gly-Leu-MetNH,
Angiotensin I Asp-Arg-Val-Tyr-Ile-His-ProYPhe-His-Leu
BradyKkinin Arg-Pro-Pro-Gly-Phe-Ser-Pro-Phe-Arg

Enkephaline  Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu(Met)

FMLP N-formyl-Met-Leu-Phe
Neurotensin Glu-Leu-Tyr-Glu-Asn-Lys-Pro-Arg-Arg-Pro-Tyr-Ile-Leu
Oxytocin (ijs-Tyr-Ile-Gln-Asn-Cys-Il’ro-Leu-GlyNH2

Abb. 2: Durch Neprilysin/CD10 gespaltene Bindungen in Peptidsubstraten (nach LeBien
TW et al., 1989).

Neprilysin/CD10 ist eine der wenigen Membranpeptidasen, deren Tertidrstruktur
inzwischen aufgekldrt werden konnte (Oefner C et al., 2000). Die Struktur zeigt zwei

mehrfach verbundene Dominen pro Proteinkette, die eine groBe zentrale Hohle



11

umschliefen, in der sich das aktive Zentrum befindet. Der Zugang zur Hohle ist eng und

bestimmt die Grofle der Peptidsubstrate.

1.1.4.3. Glutamylaminopeptidase

Glutamylaminopeptidase (EC 3.4.11.7; Clan MA, Familie M1, MEROPS ID: M01.003),
frither auch als Aminopeptidase A bezeichnet, bzw. Angiotensinase A oder BP-1/6C3-
Molekiil, ist - dhnlich wie APN - ein homodimeres Typ-II-Membranprotein mit zwei
extrazelluliren Dominen, in der N-terminalen Doméne mit HEXXH-Sequenz und
Zinkbindungsstelle im aktiven Zentrum sowie mit C-terminaler Substratbindungsdoméine

(Hesp JR et al., 1997, Ubersicht in Barrett, 1998B).

Das Enzym kommt auf der Biirstensaummembran der Nierentubuli und des Diinndarms
sowie auf GefidBendothelzellen, stromalen Zellen des Knochenmarks und des Thymus
sowie friihen B-Zellvorstufen (BP-1-Antigen in Méusen) vor. IL-7 induziert sowohl die
Proliferation von B-Zellvorstufen als auch die Expression von Glutamylaminopeptidase
auf diesen Zellen (Welch PA et al., 1990). Das Enzym spaltet selektiv aminoterminale
Glutamyl- und Aspartylreste von Peptidsubstraten wie Angiotensin II oder
Cholecystokinin-8 und ist assoziiert mit so unterschiedlichen biologischen Prozessen wie
der B-Lymphozytenreifung, der Angiogenese oder der Blutdruckregulation. Aus diesen
Wirkungsgebieten ergeben sich klinische Fragestellungen der gezielten Beeinflussung des

Enzyms, z. B. zur Blutdrucksenkung (Reaux A et al., 2000).

1.1.5. Funktionelle Relevanz von Membranpeptidasen

Abb. 3 zeigt die vielfiltigen Funktionen von Membranektopeptidasen, die sowohl in
Differenzierung, Proliferation und Apoptose, als auch bei der Chemotaxis und in
Invasionsvorgingen eine Rolle spielen und dabei hemmende und aktivierende Funktionen

innehaben.



12

Proliferation
Modulation der Wirkung
von Peptid- Differenzierung
substraten

Ay

/‘
N
\ Sekretion von

Zytokinen

Membranpeptidasen

~l

Direkte Signalwirkung
iiber das Membranprotein

/ Apoptose

Adhésion/Abbau
extrazelluldre Matrix

Chemotaxis/Motilitit

Abb. 3: Biologische Effekte, die mit Membranpeptidasen assoziiert sind. Die

enzymatische Aktivitdt wird nicht fiir simtliche der aufgezeigten Funktionen benétigt.

1.1.5.1. Membranpeptidasen und Wachstumsvorginge

Zellmembranverankerte Proteasen kdnnen in Wachstumsprozessen von Zellen integriert
sein. Mitogene stimulieren die Expression von Membranpeptidasen. Andererseits
bewirken viele Proteinaseinhibitoren eine Hemmung des Zellwachstums. So verringert
Hemmung der APN-Enzymaktivitit die Proliferation der APN-positiven leukdmischen T-
Zellinie Karpas 299 (Lendeckel U et al., 1998). Auch Neprilysin/CD10 moduliert
zelluldre Proliferation. Das Enzym spaltet Bombesin-dhnliche Peptide, die Mitogene fiir
Fibroblasten und Bronchialepithelzellen darstellen. Bombesine sind auch essentielle
autokrine Wachstumsfaktoren fiir viele Bronchialkarzinome, auf denen das Enzym nur in
geringer Menge exprimiert wird. Die Expression von Neprilysin/CD10 ist in
Bronchialepithelzellen wie auch Bronchialkarzinom-Zelllinien invers korreliert mit dem
Proliferationsverhalten (Ganju R et al., 1994). Der zytoplasmatische Teil von
Neprilysin/CD10 enthilt zwei potenzielle Erkennungsorte fiir die ubiquitir vorkommende
Serin/Threonin-Kinase ,,Caseinkinase-II*, die selbst in Zellwachstum und -differen-
zierung integriert ist. Zum Beispiel wird ihre Aktivitit beim Ubergang von der spéten G1-
zur S-Phase benotigt (Pepperkok R et al., 1994). Ganju und Mitarbeiter konnten 1994
zeigen, dass Caseinkinase-II intrazelluldre Serin- und Threoninreste von Neprilysin/CD10

phosphorylieren kann und vermuten eine mogliche Funktion fiir die Internalisierung des
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Enzyms (da in der S-Phase des Zellzyklus, wenn die Aktivitdt von Caseinkinase-II sehr
hoch ist, Neprilysin/CD10 herabreguliert wird). Interessanterweise fand man in
bestimmten epithelialen Tumoren mit reduzierter Expression an Neprilysin/CD10
besonders hohe Caseinkinase-II-Aktivitit (Daya-Makin M et al.,, 1994), auch in
Nierentumoren (Stalter G et al., 1994), fiir die unsere Arbeitsgruppe erstmalig die

Herabregulation von Neprilysin-Enzymaktivitit zeigen konnte (Gohring B et al., 1998).

1.1.5.2. Membranpeptidasen und Adhiision an extrazellulidre Matrix

Proteolyse reguliert die Zusammensetzung der extrazelluldren Matrix (ECM), den Umbau
von ECM-Strukturen sowie die Freisetzung von an ECM gebundenen Mediatoren. Mit
dem Umbau der ECM in Beziehung gebracht werden vorrangig Matrixmetalloproteasen,
die zum Teil als membranverankerte Formen vorkommen, Adamalysin-verwandte
Membranproteinasen (die Disintegrin und Metalloproteinasedomine tragen) und
Gewebsserinproteasen wie Thrombin, Urokinase, Plasminogenaktivator vom Gewebetyp
und Plasmin (Werb Z, 1997). Membranpeptidasen konnen jedoch ebenfalls
Zelladhdsionsvorginge beeinflussen, denkbar z. B. iiber die Spaltung von Substraten, die
ihrerseits Zelladhdsion modulieren. Als Beispiel kann die [3,-Integrin-abhingige
Adhésivitdt iiber Neuropeptide und Chemokine und deren G-Protein-gekoppelte
Rezeptoren stimuliert werden. Neuropeptide wie ,,Calcitonin-gene related protein®,
Neuropeptid Y und Somatostatin fordern ebenso wie das Chemokin ,,macrophage
inflammatory protein“ (MIP)-1[3 die T-Zelladhésion an Fibronektin. Substanz P hemmt
die Adhisionssteigerung durch die genannten Mediatoren (Levite M et al., 1998).
Peptidasen konnen an ECM binden, was zur Fokussierung proteolytischer Prozesse an
definierte Orte fiihrt. AuBerdem kann es durch ECM-Bindung zur Enzymaktivitits-
erhdhung kommen, zum Schutz vor Inhibitoren, zum Anstieg der Halbwertszeit des
Enzyms bzw. zur Wechselwirkung (Aktivierung, Inaktivierung) mit anderen Enzymen.
So bindet DPIV/CD26 iiber seine Cystein-reiche Region an Kollagen (besonders Typ I
und III) (Loster K et al., 1995). Auch fiir APN gibt es Hinweise auf eine Bindung an
ECM (Menrad A et al., 1993), jedoch fehlen neuere Arbeiten zu diesem Thema.

1.1.5.3. Membranpeptidasen und Signaltransduktion

Membranverankerte Peptidasen iiben sehr vielféltige zellbiologische Wirkungen aus, die
durch die reine Enzymwirkung oft nicht zu erkldren sind. Die meisten Daten zu einer
Signaltransduktion iiber eine Membranpeptidase gibt es zu DPIV/CD26. CD26-

Antikorper iiben einen komitogenen Effekt auf eine T-Zellaktivierung iiber den CD3-T-
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Zellrezeptor (TCR)-assoziierten Komplex aus. Dieser Prozess wird begleitet von einer
erhohten Tyrosinphosphorylierung der £-Kette des TCR mit erhohter Aktivitit der CD4-
assoziierten p56lck-Tyrosinkinase (Kédhne T et al., 1995; Mittriicker HW et al., 1995),
wobei die TCR-assoziierten Adaptorproteine LAT (linker for activation of T cells) und
TRIM (TCR interacting molecule) nicht beteiligt sein sollen (Hiithn J et al., 2000). Nach
DPIV/CD26-Crosslinking findet man auBerdem eine hohere Phosphorylierung von
p59fyn, ZAP70 und verschiedenen Mitogen-aktivierten Protein (MAP)-Kinasen (Hegen
M et al., 1997). Da der intrazelluldre Teil von DPIV/CD26 nur aus 6 Aminosduren
besteht, sucht man zusitzliche, an der Signaltransduktion beteiligte Molekiile, z. B. soll
CD45 als Membran-assoziierte Tyrosinphosphatase mit DPIV/CD26 koprizipitierbar sein
(Torimoto Y et al., 1991). Arbeiten mit Deletionsmutanten zeigen, dass fiir die Signal-
auslosung die proximale Glykosylierungs-reiche Region des Molekiils ausreicht, d. h. die
enzymatische Wirkung wird hierzu nicht zwangsldufig benotigt (Hiihn J et al., 2000). Die
Signalinduktion tiber DPIV/CD26 ist nicht auf T-Zellen beschrinkt: in SFC erfolgt iiber
die Lektin-dhnliche Region des Enzyms die Bindung an Kohlenhydratketten von
Plasmin(ogen) (Gonzalez-Gronow M et al, 1998). Die Autoren diskutieren, dass der
intrazelluldre Kalziumanstieg nach Plasminogenspaltung durch Rezeptor-gebundene

Urokinase iiber DPIV/CD26 mediiert sein konnte.

Neprilysin/CD10 ist in B-Zelllinien Bestandteil von Detergenz-resistenten
Membranmikrodomédnen  (siehe Kapitel 4.3.), die reich an Cholesterol,
Glykosphingolipiden, Glykosylphosphatidylinositol (GPI)-verankerten Proteinen sowie
Phosphotyrosinkinasen sind (Angelisova P et al., 1999). Als Rafts oder Caveolae
bezeichnet, sind diese Membrandominen an Signaltransduktionsvorgingen iiber GPI-
verankerte Proteine beteiligt, spielen aber auch eine essentielle Rolle in der
Signaliibermittlung tiber TCR, B-Zellrezeptor und F.-Rezeptoren. In Immunprizipitaten
von  Neprilysin/CD10  ldasst  sich  mittels in  vitro-Kinase-Assay  eine
Tyrosinphosphorylierung u. a. der Lyn-Kinase nachweisen (Ganju RK et al., 1996).
Neprilysin/CD10 kann also neben der Ektoenzymwirkung iiber die Vermittlung von
Tyrosinkinasen aus Membranmikrodoménen direkt an Signaltransduktionsvorgingen

beteiligt sein.

Auch fiir APN gibt es Hinweise auf eine mogliche Beteiligung an direkter
Signaliibermittlung. Mclntyre und Mitarbeiter beschrieben 1987 eine Kalziumerh6hung
in myeloischen U937-Zellen mittels APN-spezifischer monoklonaler Antikorper (mAk),
wobei sie eine Signaliibermittlung iiber F.-Rezeptoren vermuteten. Die Ergebnisse zur

Kalziumerhohung durch CDI13-mAk konnten in unserer Arbeitsgruppe bestitigt und
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erweitert werden (Navarrete Santos A et al., 2000A). APN-spezifische mAk bewirken
eine zweigipflige Kurve des Anstiegs des freien intrazelluliren Kalziums mit schneller
schmaler Kurve durch die Freisetzung aus intrazelluliren Speichern und einem ldnger
anhaltenden Plateau durch den Einstrom von Kalzium aus dem Extrazelluldrraum in die
Zelle. Verschiedene APN-spezifische mAk zeigten durchaus Unterschiede in der
Signalauslosung, so reichte fiir einige Antikdrper (z. B. WM-15, Enzymaktivitit
hemmend) einfache Ligandierung fiir das Kalziumsignal, fiir andere mAk war Kreuz-
vernetzung mit einem Sekundirantikorper notig (z. B. SJ1D1, Enzymaktivitit nicht
inhibierend). Tyrosinkinaseinhibitoren und Hemmer der Phosphatidylinositol-3-Kinase
unterdriickten das Kalziumsignal. APN-spezifische mAk konnten aulerdem eine schnelle
Aktivierung der MAP-Kinasen ERK1/2, JNK und p38 auslésen, NF-kB aktivieren und
die mRNA fiir das chemotaktische Peptid IL-8 heraufregulieren (Navarrete Santos A et
al., 2000A). Die APN-Enzymaktivitit war fiir den Effekt nicht nétig. Ahnlich wie fiir
Neprilysin/CD10 in B-Zellvorstufen gezeigt, konnte auch die in Monozyten von unserer
Arbeitsgruppe erstmalig beschriebene Raft-Assoziation von APN (Navarrete Santos A et

al., 2000B) wichtig fiir die direkte Signaliibermittlung durch APN-Ligandierung sein.

Bisher fehlen Hinweise darauf, welche Liganden von APN in vivo direkt Signale in eine
Zelle iibermitteln konnen. Denkbar wiren natiirlich Substrate (siehe Tabelle 1) aber auch
Inhibitoren wie Substanz P und Bradykinin. Andere bekannte Liganden sind Galectin-4
(beschriebene Koprizipitation mit APN in Diinndarmepithel, Danielsen EM et al., 1997)
oder Hamorphine als Abbauprodukte der B-Kette von Hidmoglobin (Garreau I et al.,
1998). Das Wissen um die hohe Affinitit von APN zum Lektin Concanavalin (Con) A
wird seit mehreren Jahren fiir die Reinigug von APN verwendet (ConA-Sepharose). Auch
die bekannte Bindung von Coronaviren oder Zytomegalie-Virus an das APN-Molekiil
konnte direkt Signaltransduktion induzieren. Tatsdchlich diskutieren Hansen GH und
Mitarbeiter (1998), dass TGEV-Coronaviren als Cross-linker von APN fungieren und so
ein Endozytosesignal auslosen. SchlieBlich wire auch iiber die Bindung von in vitro-

Korrelaten der CNGRC-Peptide (siehe Kap. 1.1.2.) eine Signalinduktion denkbar.

Abb. 4 zeigt, dass Signaliibermittlung durch Membranpeptidasen entweder direkt iiber
das Membranprotein vorstellbar ist, wobei es zu einer Assoziation mit zusitzlichen
Proteinen kommen kann und die Enzymwirkung nicht zwangsldufig notwendig ist.
Andererseits konnen biologische Peptidmediatoren iiber eine Substratspaltung durch
Membranpeptidasen in ihrer Aktivitdt moduliert werden, was sich in verdnderter Bindung
an die Substratrezeptoren auswirkt. Dabei ist aufféllig, dass Neuropeptide, Kinine oder

chemotaktische Substanzen, die Substrate von Membranpeptidasen sein koénnen, G-
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Protein-gekoppelte Rezeptoren mit sieben Transmembrandominen benutzen. Fiir
DPIV/CD26 wurde die Lokalisation in einem Komplex zusammen mit dem
Chemokinrezeptor CXCR4 beschrieben (Herrera C et al., 2001), sodass das Substrat
SDF-1 den Rezeptor und die Peptidase in enger Nachbarschaft vorfindet.

RNAARRRS
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Abb.4: Mogliche Signaliibermittlung iiber Membranpeptidasen. Das Dreieck
symbolisiert ein Peptidsubstrat, welches entweder iiber einen G-Protein-gekoppelten
Rezeptor Signale in eine Zelle ibermittelt oder aber durch Bindung an eine
Membranpeptidase. Letztere kann auflerdem durch enzymatische Spaltung die

Substratbindung an den Rezeptor modulieren.

1.1.5.4. Membranpeptidasen und Tumoren

Proteolytische Enzyme konnen Tumorprogression fordern, indem sie durch Abbau von
ECM Zellen aus ihrem durch ECM induzierten Zellzyklusarrest ausbrechen lassen und
Entdifferenzierung  unterstiitzen oder indem sie Angiogenesefaktoren und
Wachstumsfaktoren aus der ECM freisetzen. Auch Membranpeptidasen konnen die
Metastasierung von Tumorzellen unterstiitzen. So soll die Mitwirkung von DPIV/CD26
wichtig sein bei der Adhidsion von Brust- und Prostatakarzinomzellen an
Lungengefiiendothel (Johnson RC et al., 1993). Metastasierende Tumorzellen dringen in
die ECM mittels Membranausstiilpungen, sog. Invadopodien, ein. Auf den Invadopodien
befinden sich neben Matrixmetalloproteinasen, wie z. B. MMP-2, auch Membran-

peptidasen wie DPIV/CD26 und Seprase (Chen WT 1996). Seprase ist eine mit
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DPIV/CD26 verwandte Serin-Membranpeptidase, deren Aktivitdt in Melanomzellen mit
der Invasivitit direkt korreliert sein soll (Goldstein LA et al., 1997). Fibroblasten aus dem
Tumorstroma exprimieren FAP, ein ebenfalls DPIV/CD26-idhnliches Enzym (Scanlan MJ
et al., 1994).

Tumorzellen zeigen oft anomale Expression von Membranpeptidasen, wobei sowohl
Uberexpression als auch Verminderung dieser Membranbestandteile vorkommen. So ist
die Expression von DPIV/CD26 auf Schilddriisenneoplasien niitzlich in der Abgrenzung
zu gutartigen Gewebshyperplasien (Kotani T et al., 1991). Andererseits gilt der Verlust an
DPIV/CD26 auf Melanomzellen als Zeichen der Unabhidngigkeit von exogenen
Wachstumsfaktoren (Morrison ME et al, 1993). Beispiele fiir Tumoren mit
herabregulierter bis fehlender Expression von Neprilysin/CD10 sind Bronchialkarzinome,
wenig differenzierte Adenokarzinome des Magens und des Kolons, Androgen-
unabhiingig wachsende Prostatakarzinome und auch Nierentumoren (Ubersicht in
Riemann D, 2001C). In Prostatakarzinomen konnte eine die Herabregulation des
Membranenzyms begleitende Hypermethylierung der Neprilysin/CD10-Promotorregion
gezeigt werden (Usmani BA et al.,, 2000). Die herabregulierte Neprilysin/CD10-
Expression wird als Schritt in der Tumorentstehung verstanden, weil Bombesine als
Substratpeptide  mit =~ Wachstumsfaktoreigenschaften  fiir ~ Epithelzellen  ohne
Neprilysin/CD10 langsamer abgebaut werden. Die Neuropeptide Endothelin-1 und
Bombesine stimulieren auflerdem {iiber ihre G-Protein-gekoppelten heptahelikalen
Rezeptoren Liganden-unabhingig den IGF-IR (insulin-like growth factor-1 receptor) mit
resultierender Aktivierung der Serin-Threoninkinase Akt und antiapoptotischer Wirkung.
Diese Vernetzung der Signaltransduktion zweier Rezeptoren wird durch Neprilysin/CD10
gestort (Sumitomo M et al., 2001). Weiterhin soll das Membranmolekiil Neprilysin/CD10
auch ohne Enzymfunktion eine Rolle in der Tumormigration spielen. Assoziiert an das
Membranmolekiil ist die Src-Kinase Lyn, die durch Bindung an die p85-Untereinheit von
Phosphoinositol-3-Kinase letztere von einer Bindung an fokale Adhisionskinase (FAK)
abhilt, was zu einem schlechteren Migrationsvermdgen Neprilysin/CD10-tragender
Tumorzellen fiihrt (Sumitomo M et al., 2000). Es gibt aber auch Beispiele fiir Tumoren
mit einer heraufgesetzten Expression von Neprilysin/CD10, wie hepatozellulidres
Karzinom, Gliom und malignes Melanom, fiir die &hnliche Untersuchungen zur
Migrationsfihigkeit bisher fehlen. Akute B-Zellleukidimien des Kindesalters tragen hiufig
Neprilysin/CD10 (CALLA-positiv, common ALL). Im Melanom soll die Anzahl
Neprilysin/CD10-tragender Tumorzellen mit der Eindringtiefe in die Haut ansteigen

(Carrel S et al, 1993). Die Expression des Membranenzyms wurde bereits fiir
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Therapieversuche mit CD10-Antikorpern gekoppelt an  Superantigene, wie

Staphylokokkenenterotoxin A, genutzt (Krull F et al., 1997).

Fiir APN gibt es mehrere Untersuchungen, die eine Rolle in der Tumormigration und -
proliferation zeigen. So migrieren Melanomzellen, die - anders als Melanozyten - APN
tragen, in Anwesenheit von APN-Inhibitoren bzw. APN-spezifischen mAk schlechter
durch Matrigel (Menrad A et al., 1993). Hemmung der APN in Kulturen von Chorion-
karzinomzellen supprimiert das Tumorwachstum (Ino K et al.,, 1994). Der relativ
unspezifische APN-Inhibitor Bestatin wird als Ubenimex u. a. in der Tumortherapie
myeloischer Leukosen verwendet (Tatsumi N et al.,, 1991; Ota K et al.,, 1992).
Lymphatische Hidmoblastosen kénnen ebenfalls APN tragen. Da das Enzym in der
Leukdmietypisierung als myeloischer Marker gilt, spricht man dann von ,,myeloischer
Koexpression®. Eine Expression von APN auf B-Zellen eines Non-Hodgkin-Lymphoms
scheint mit einem diffusen Verteilungsmuster der Knochenmarksinfiltration
einherzugehen (Pinto A et al., 1992). Eine fiir die Tumortherapie bedeutende Entdeckung
ist, dass APN als Regulator endothelialer Zellmorphogenese an der Tumorangiogenese
beteiligt ist (Bhagwat SV et al., 2001), was fiir Therapieversuche ausgenutzt werden

kann.

1.2. Zielsetzung

Ziel der beschriebenen Arbeiten war es, unser Wissen zum Vorkommen und zur
Regulation von APN u. a. membranstindiger Peptidasen in verschiedenen Zellsystemen
zu erweitern. Insbesondere sollten mehr Informationen zum Vorkommen und Entstehen
APN-positiver Lymphozyten und zur APN-Regulation durch Zytokine und Zell-Zell-

Kontakt gesammelt werden.
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2. MATERIAL UND METHODEN

2.1. Patienten-Untersuchungsmaterial

2.1.1. Synovialfliissigkeit

Synovia wurde uns freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von der
Universitadtskinderklinik (Frau Dr. V. John) und der Orthopiddischen Universititsklinik
(Dr. J. Brandt). Diagnosestellung und Indikation zur Punktion lagen allein in den Hénden
der Kliniker. Die Proben erreichten unser Instiut in Heparinmonovetten und wurden
innerhalb moglichst kurzer Zeit der Immunphénotypisierung zugefiihrt. Dazu wurden die
zum Teil sehr viskosen Fliissigkeiten nach Zellzdhlung mit PBS verdiinnt und bei 600 x g
zentrifugiert. Die Doppelmarkerfluoreszenzfirbung erfolgte wie im Abschnitt 2.5.1.
beschrieben. Wir teilten die Patienten nach ihrer Diagnose ein in die drei Gruppen:
juvenile chronische Arthritis (JCA), RA und traumatische Arthritis (TA). In letztere

Gruppe wurden auch nicht-infektiose Ergiisse nach Gelenksoperation einbezogen.

2.1.2. Perikardfliissigkeit

Perikardfliissigkeit von Patienten mit offener Herzoperation wurde uns aus der Klinik fiir
Herz- und Thoraxchirurgie unserer Universitit zur Verfiigung gestellt (Dr. M. Hermann,
Dr. A. Simm). Bei der Operation wird diese Fliissigkeit nach Anschneiden des
Herzbeutels abgesaugt. Wir erhielten zwischen 2 ml und 8 ml Fliissigkeit von im
wesentlichen 3 Patientengruppen: Kinder mit Herzoperation wegen verschiedener
Fehlbildungen, Erwachsene mit Herzklappenoperationen (oft Entziindungen in der
Anamnese) und Erwachsene mit chronisch-ischdmischer Herzkrankheit. Wir bestimmten
erstmals den Immunphinotyp von Lymphozyten aus Perikardfliissigkeit (Doppelmarker-
Immunfluoreszenz), nutzten die Fliissigkeit aber auferdem auch als Reservoir an
Monozyten/Makrophagen, die iiber einfache Adhirenz in serumhaltigem Kulturmedium
[RPMI-1640 mit 10 % fetalem Kéilberserum (FCS) (C.C. Pro GmbH, Neustadt/W.) und
Antibiotika (1 pl/ml Fungizone von Life Technologies Eggenstein, 0,75 pl/ml Refobacin

von Merck)] an Kulturgefdfle gewonnen wurden.

2.1.3. Bronchiallavage-Fliissigkeit

Wir nutzten zellreiche Bronchiallavage-Fliissigkeiten (BALF), die an unser Labor im Jahr
2000 zur Immunphinotypisierung gesendet wurden, um eine APN-Expression auf T-
Zellen zu untersuchen. Anfordernde Einrichtungen waren die Klinik fiir Innere Medizin

des Krankenhauses Martha-Maria Dolau und die Klinik fiir Innere Medizin KIM2 15
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unserer Universitit. Die Patientendiagnosen wurden uns freundlicherweise von Chefarzt
Dr. W. Schiitte (Délau) und Frau Dr. B. Wollschldger (KIM1 I5) mitgeteilt. Zellen der
BALF wurden im wesentlichen wie von Costabel beschrieben pripariert (Costabel U,
1994), d. h. BALF wird tiber Mull filtriert, um den Schleim zu entfernen. Die Zellen
werden zweimal mit PBS gewaschen und mit direkt markierten mAk inkubiert. Parallel
erfolgte mit der Zytozentrifuge die Herstellung von Objekttrigerpriparaten zur
Leukozytendifferenzierung nach Trocknung der Zellen, Methanolfixierung und Firbung

nach Pappenheim. 600 Zellen pro Objekttrager wurden ausgezihlt.

2.1.4. Tumoren

208 Tumorproben erhielten wir in den Jahren 1993 bis 1997 nach Inspektion durch die
Routinepathologie (Prof. Holzhausen, Institut fiir Pathologie unserer Universitit). Sie
stammten aus der Urologischen  Universititsklinik, der  Thoraxchirurgie,
Allgemeinchirurgie, Frauenklinik und Neurochirurgie. Die Tumorhistologien erhielten
wir durch freundliche Mithilfe von Dr. R. Hintze aus dem Institut fiir Pathologie unserer
Universitét. Die Tumoren erreichten unser Institut in RPMI 1640-Medium mit 5 % FCS
und Antibiotika (1 pl/ml Fungizone von Life Technologies Eggenstein, 0,75 pl/ml
Refobacin von Merck). Tumorinfiltrierende Lymphozyten (TIL) wurden innerhalb von

maximal 6 Stunden pripariert (siehe Kapitel 2.2.6.).

2.2. Zellpriaparationen und Zellkultivierungsverfahren

2.2.1. Priparation und Langzeitkultivierung Fibroblasten-artiger Synoviozyten
Pannusgewebe von Patienten mit JCA wurde uns in den Jahren 1991 bis 1998
freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von Frau Dr. V. John der Universitits-
kinderklinik, Pannusgewebe von RA-Patienten erhielten wir aus der Orthopéddischen
Klinik unserer Universitdt (Dr. J. Brandt) sowie der Rheumaklinik Vogelsang (Prof.
Kekow). Unser Institut hatte keinerlei Einfluss auf die Indikationsstellung zur
Synovektomie. Das Pannusgewebe erreichte uns in sterilem Medium mit
Antibiotikazusatz (1 pl/ml Fungizone von Life Technologies Eggenstein, 0,75 pl/ml
Refobacin von Merck) und 5 % FCS und wurde von uns innerhalb von 6 Stunden steril
weiterverarbeitet. Das Gewebe wurde fein zerschnitten und in einer Losung mit 0,5
mg/ml Kollagenase vom Typ II (SIGMA) und 0,15 mg/ml DNAse I (Boehringer
Mannheim) ein bis zwei Stunden bei 37 °C unter Riihren inkubiert. Nach Zugabe von
serumhaltigem Kulturmedium wurde das Zellgemisch mit einem Spritzenkolben durch

ein Metallsieb (SIGMA Cell dissociation kit; 100 wm Porenweite) geriihrt und bei 450 x g
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bei 4 °C fiir 10 min zentrifugiert. Nach zweimaligem Waschen mit PBS erfolgte die
Einsaat der Zellen in mit 0,5 % Gelatine (SIGMA) in PBS fiir 60 min bei 37 °C
vorbeschichtete Zellkulturflaschen in RPMI 1640-Medium mit 20 % FCS, 0,2 mM
Glutamin, 750 pl Refobacin (Merck, Darmstadt) und 1 ml/l Fungizone (Gibco BRL,
Eggenstein) in einem Brutschrank mit einem CO,-Gehalt von 5 %. Nach 24 Stunden
erfolgte ein zweimaliges Waschen der adhédrenten Zellen, die innerhalb von 6-14 Tagen
zur Konfluenz heranwuchsen. Das Umsetzen der konfluenten Zellkulturen erfolgte durch
zweimaliges langsames Spiilen der Zellen mit auf 37 °C vorgewidrmter EDTA-Lsung
(0,2 mM in Hank’s ohne Kalzium und Magnesium) und nachfolgender 5-miniitiger
Inkubation der Zellen mit 0,05 mg/ml Trypsin bei 37 °C. Die Zellen wurden ca.
wochentlich 1 : 4 umgesetzt. Zur Einsaat wurde den Zellen eine Wachstumsfaktor-
préiparation fiir Endothelzellen (ECGS) (final 25 pg/ml; C.C. Pro GmbH, Neustadt/W.)
zugesetzt, wobei 50 mg ECGS mit 7 ml Heparin (Konservierungsmittel-frei, Seromed)
auf 25 ml Medium als Stamml6sung portioniert (bei —20 °C gelagert) und in der Kultur

final 1 : 80 verdiinnt wurde.

In der Primérkultur und den beiden ersten Passagen waren stark MHC Klasse-II-positive
synoviale Makrophagen nachweisbar, ab der 3. Passage erhielten wir morphologisch
einheitlich erscheinende SFC (negativ fiir CD14 als Monozytenmarker, Charakterisierung
in: Schwachula A et al., 1994), die wir im Stickstoff einfroren oder bis zur 8. Passage fiir
Kokultivierungsversuche mit Lymphozyten und Regulationsversuche der Expression

verschiedener Membranpeptidasen verwendeten.

2.2.2. Nierentubulusepithel- und Nierentumorzellen

Nephrektomiegewebe von Nierentumorpatienten wurde uns freundlicherweise aus der
Urologischen Universitétsklinik zur Verfiigung gestellt. Nach Begutachtung durch einen
Pathologen erhielten wir Nierentumorgewebe und - falls moglich - morphologisch
unbeteiligt wirkendes Gewebe der entnommenen Niere. Das Gewebe wurde unter sterilen
Bedingungen weiterverarbeitet. Die Methode zur Zellgewinnung umfasste wie bei den
Synoviozyten: Zerschneiden mit anschlieBendem enzymatischen Verdau unter Riihren
mit Kollagenase/DNAse bei 37 °C, Riihren des Zellgemischs mit einem Spritzenstempel
durch ein Sieb und einen Waschschritt. Danach folgten eine Dichtegradienten-
zentrifugation iiber Ficoll (Dichte 1,077 g/ml, Pharmacia) mit Zentrifugation fiir 15 min
bei 900 x g, Ernten der Zellen in der Interphase und zwei Waschschritte mit PBS
(Zentrifugation fiir 10 min bei 450 x g). Der enzymatische Verdau der meist klarzelligen

(weichen) Tumorproben beschrinkte sich auf 30 min. Normales Nierenrindengewebe
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wurde ein bis zwei Stunden enzymatisch behandelt. Die Zellen wurden in Gelatine-
beschichtete Kulturflaschen eingesidt und erhielten Parker Medium, angereichert mit
Antibiotika, 20 % FCS, 50 pmol 2-Mercaptoethanol und 2 mmol Glutamin. Die Anzucht
gelang bei ca. 20 % der Nierentumorkulturen und 90 % der Nierentubulusepithelzellen,
allerdings konnte selten eine Zelllinie tiber die 3./4. Passage hinaus kultiviert werden,
auch nicht unter Benutzung eines epithelialen Wachstumsfaktors (EGF, C.C. Pro GmbH
Neustadt/W.). Umsetzen der Zellen mit EDTA und Trypsin erfolgte wie im Kapitel 2.2.1.
beschrieben. Die Zellen wurden sowohl fiir Kokultivierungsversuche mit Lymphozyten

als auch fiir Regulationsversuche von Membranpeptidasen mit Zytokinen verwendet.

2.2.3. Kultivierung humaner Nabelschnurvenen-Endothelzellen

Die Isolierung der Endothelzellen aus Nabelschnurvenen erfolgte mit nur geringen
Variationen entsprechend der Methode nach Jaffe (1973). Die Methode ist gut
dokumentiert in meiner Promotionsschrift (Riemann D, 1990). Da wir in der Zeit von
1988 bis 1991 einen groen Grundstock an eingefrorenen Zellen anlegten, konnten die
hier beschriebenen Arbeiten mit aufgetauten Zellen durchgefiihrt werden, die in Gelatine
beschichtete Kulturflaschen eingesit wurden. Kulturmedium war Medium 199 (Parker
Medium) von GIBCO, angereichert mit 20 % FCS, 2 mmol Glutamin sowie dem
Wachstumsfaktor ECGS (final 25 pg/ml; C.C. Pro GmbH Neustadt/W.).

2.2.4. Priparation und Kurzzeitkultur von tonsilliiren Lymphozyten

Gaumen- und - in seltenen Fillen - Rachenmandeln wurden wuns von
Tonsillektomiepatienten (Alter 2-39 Jahre) mit tonsilldrer Hypertrophie und/oder
rekurrierenden Tonsillitiden von der Universitits-HNO-Klinik (Dr. T. Stange)
freundlicherweise zur Verfiigung gestellt. Die Tonsillen kamen in steriles
Transportmedium (5 % FCS), das bei 4 °C gelagert wurde. Die Verarbeitung erfolgte
innerhalb von 6 Stunden: Die Tonsillen wurden unter stindiger Befeuchtung mit PBS fein
geschnitten, durch ein Metallsieb (Porenweite 100 pm) gedriickt und iiber einen Ficoll-
Dichtegradienten (1,077 g/ml; Pharmacia) gegeben (Zentrifugation fiir 20 min bei 900 x
g), um mononukleidre Zellen zu gewinnen. Nach zweimaligem Waschen der Zellen aus
der Interphase (8 min bei 450 x g zentrifugiert) erfolgte durch Adhédrenz an
Plastkulturflaschen in RPMI 1640-Medium mit 10 % FCS und Antibiotika iiber 2
Stunden eine Abreicherung der Monozyten. T- und B-Lymphozyten wurden nach
Bestimmung der Gesamtzellzahl in einer Neubauer-Kammer (Uberpriifung der Vitalitit

mit 0,04 % Trypanblau) iiber eine Rosettierung mit Schaferythrozyten getrennt. Die
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Schaferythrozyten (Behringwerke, Marburg) mussten in Vorbereitung zweimalig mit
PBS gewaschen werden. Das Sediment wurde in RPMI 1640-Kulturmedium mit 10 %
FCS aufgenommen (fir 1 ml Erythrozytensediment 19 ml Kulturmedium) und
resuspendiert. Danach erfolgte eine Zugabe von Polyethylenglycol (SIGMA,
Deisenhofen). Die so behandelten Erythrozyten konnten bei 4 °C mehrere Wochen
aufbewahrt werden. Zur Trennung wurden fiir 10° Zellen je 2 ml 5 % ige vorbehandelte
Schaferythrozytenlosung zugegeben, die Zentrifugenrhrchen vorsichtig um die
Langsachse rotiert und 10 min bei 110 x g zentrifugiert. Nach Abnahme der (nicht
rosettierten) B-Lymphozyten (zweimaliges Waschen mit PBS, Ermittlung der Zellzahl
und der Reinheit iiber direkte Markierung mit dem Monozytenmarker CD14, dem T-
Zellmarker CD3 und dem B-Zellmarker CD19 mittels Durchflusszytometrie) erfolgte die
Freisetzung der rosettierten T-Zellen durch Lyse der Erythrozyten mit Ery-Lyse-Losung
(8,29 g NH4Cl, 372 mg EDTA, 1 g KHCO; auf 11 Aqua dest., pH 7,2). Die Reinheit von
B- und T-Zellen lag jeweils meist iiber 95 %. Sowohl B- als auch T-Zellen wurden fiir

Kokultivierungsversuche verwendet.

2.2.5. Priparation und Kurzzeitkultur von Lymphozyten aus peripherem Blut

Peripheres Blut erhielten wir von freiwilligen Gesunden und Buffy Coat-Proben der
Blutspende Bergmannstrost (freundliche Vermittlung Dr. R. Tietze). Nach Verdiinnung
mit dem gleichen Volumen PBS (Zimmertemperatur) praparierten wir aus dem Blut iiber
Dichtegradientenzentrifugation mit Ficoll mononukleire Zellen (Zentrifugation wie oben
beschrieben). Monozyten wurden durch Adhérenz (2 Stunden, 37 °C, Medium RPMI-
1640 mit 10 % FCS) abgereichert. Eine Abreicherung von Thrombozyten erfolgte durch
Waschen der Zellen mit PBS mit 5 mM EDTA. Die Zellen wurden fiir
Kokultivierungsversuche eingesetzt. Das Medium zur Lymphozytenkultivierung bekam
100 U/ml IL-2 (Eurocetus) und zum Teil Mitogene wie PHA-L (2-5 pg/ml, Boehringer)

zugesetzt.

2.2.6. Priparation tumorinfiltrierender Lymphozyten

Sowohl aus Nierenkarzinomen als auch aus Bronchialkarzinomen und anderen Tumoren
praparierten wir tumorinfiltrierende Lymphozyten (TIL), um deren Expression von APN
zu untersuchen. Das uns zur Verfiigung stehende Tumorgewebe wurde in 5 mm® groBe
Stiicke zerschnitten und mit 0,1 % Kollagenase II und 0,015 % DNAse I (SIGMA) fiir 30
min bis 2 Stunden (abhéngig von der Konsistenz des Gewebes) bei 37 °C unter Riihren

inkubiert. Das Zellgemisch wurde durch ein Metallsieb mit 100 pm Porenweite (SIGMA)
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gegeben, um nicht verdaute Stiicken zu entfernen, und gewaschen. Nach
Dichtegradientenzentrifugation iiber Ficoll (Zentrifugation wie oben beschrieben) und
Ernten der Zellen aus der Interphase wurden die mononukledren Zellen zweimal mit PBS
gewaschen (8 min bei 450 x g zentrifugiert) und mit direkt markierten Antikdrpern

inkubiert.

2.2.7. Sonstige Zelllinien

Die HUT78- und Jurkat-T-Zelllinien und die frithe monozytire Linie U937 (ATCC)
erhielten wir freundlicherweise von Prof. Ole Werdelin vom Institut fiir Inmunologie des
Panum-Institutes Kopenhagen, Dinemark. Die meisten leukdimischen Zelllinien wurden
in RPMI-1640 mit 10 % FCS, Antibiotika, 2 mmol Glutamin und 50 pmol 2-
Mercaptoethanol kultiviert. Hautfibroblasten von Neugeborenen (Linie 177) bekamen wir
freundlicherweise von Frau Dr. Schmidt aus dem Institut fiir Pathologie unserer
Universitét. Fibroblasten aus Tonsillen erhielten wir wihrend der Langzeitkultivierung
von tonsillaren Lymphozyten als Nebenprodukt. Die Fibroblasten wuchsen - wie auch die
von DSM (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen, Braunschweig)
erworbenen Nierentumorzelllinien Caki-1 und Caki-2 und die von Dr. M. Schirner
(Schering AG Berlin) zur Verfiigung gestellte Prostatakarzinomzelllinie PC3 in oben
genanntem Kulturmedium. Die relativ reife Monozytenlinie Mono-Mac-6 kauften wir
ebenfalls von DSM. Das Kulturmedium dieser Zellen enthielt zusitzlich 1 mmol/l
Pyruvat und 9 pg Insulin/ml. ECV340-Zellen (frither: spontan transformierte Gefif3-
endothelzelllinie; jetzt: Gallengangskapillarepithelzelllinie) wurden uns freundlicherweise
von Frau Dr. C. Gléser (Institut fiir Humangenetik unserer Universitit) zur Verfiigung
gestellt und in RPMI 1640-Kulturmedium mit nur 5 % FCS kultiviert. ECV340-Zellen
(negativ fiir APN), die stabil mit verschiedenen APN-Varianten (Wildtyp und Deletion
des Membranankers) transfiziert wurden (Thiele K et al., 1997), stellte Frau Katja Thiele

aus unserem Institut zur Verfiigung.

2.2.8. Mykoplasmentest

Zum Nachweis von moglichen Mycoplasmeninfektionen verwendeten wir einen Enzym-
Immunoassay-Kit von Boehringer Mannheim, der polyklonale Antikérper gegen die 4
Hauptkontaminanten enthilt. Der Test wurde ca. 14-tiglich entsprechend dem Kit-

Protokoll durchgefiihrt. Kontaminierte Kulturen wurden verworfen.
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2.3. Priparation von Zellmembranen aus Synoviozyten

SFC wurden mittels EDTA und Trypsin aus den Kulturflaschen abgeldst, und bei 4 °C
dreimal mit steriler PBS-Losung (pH 7,2) gewaschen. Die Zellzahl wurde mit
Zellfraktionierungspuffer auf 3 x 10’ Zellen/ml eingestellt. Dieser Puffer enthielt: 0,25 M
Saccharose, 0,1 M MgCl,, 10 mM Tris-HCI (pH 7,4) und 1 mM PMSF (SIGMA). Die
Zellen wurden mit einem Potter-Homogenisator oder mit Ultraschall (BANDELIN
Sonoplus GM70) zerkleinert und bei 4 °C mit 1 000 x g zentrifugiert, um Kerne und nicht
zerstorte Zellen entfernen zu konnen. Der Uberstand wurde in 6 ml groBe Beckman-
Polyacryl-Zentrifugenrohrchen gefiillt, mit Fraktionierungspuffer aufgefiillt und mit einer
Metallkappe verschlossen fiir 30 min bei 4°C bei 100 000 x g zentrifugiert (Beckman
Ultrazentrifuge, SW55-Festwinkelrotor), um Zytosol und Membranfraktion zu trennen. In
einer Sterilbox wurde das Rohrchen aufgeschnitten und das Pellet mit
Fraktionierungspuffer aufgenommen und in ein neues Rohrchen iiberfiithrt, um danach ein
zweites Mal unter den gleichen Bedingungen zu zentrifugieren. Die gewaschene
Membranfraktion wurde mit 1 ml PBS aufgenommen. Wir entnahmen Anteile fiir
Proteinbestimmung und Enzymaktivititsmessung. Die portionierten Membranfraktionen

wurden bei -70 °C eingefroren.

2.4. Zytokine fiir Zellkultur und Regulationsversuche

Tabelle 2 veranschaulicht Herkunft und Konzentration séamtlicher verwendeter Zytokine.
Betaseron war ein Geschenk der Schering AG (Dr. M. Schirner), TNF-a ein Geschenk
der Knoll AG. Alle Zytokine wurden als Stammldsung bei —80 °C gelagert. Von TGF-
wurden zur Aktivierung des Zytokins Stammldsungen in HCI hergestellt (2 pg in 200 p
0,05 N HCI), portioniert und erst kurz vor Gebrauch mit serumhaltigem Kulturmedium

verdiinnt.

Fiir die Regulation der Proteinexpression von Membranpeptidasen wurden Zellen fiir 3
Tage (nur bei IFN-a, -8 und -y 3 - 5 Tage) mit Zytokinen stimuliert, fiir die Regulation
der mRNA-Expression 6 - 24 Stunden. Das verwendete Kulturmedium enthielt in den
meisten Féllen 10 % FCS mit Antibiotika und keine weiteren Wachstumsfaktoren. In
manchen Versuchen verwendeten wir den Proteinkinase C-Aktivator Phorbol-12-

Myristat-13-Acetat (PMA) (Sigma) in einer Konzentration von 10 ng/ml.
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Tabelle 2: Charakterisierung der verwendeten Zytokine.

ZYTOKIN QUELLE KONZENTRATION
IL-18 PBH Hannover/Strathmann 5 ng/ml
IL-2 EuroCetus 100 U/ml
IL-4 PBH Hannover/Strathmann 2 ng/ml
IL-6 Prof. Heinrich (Aachen) 500 U/ml
IL-7 PBH Hannover/Strathmann 10 ng/ml
IL-10 Genzyme Corp. Cambridge 10 ng/ml
IL-13 ICC Ismaning 10 ng/ml
TNF-o. Knoll AG, Ludwigshafen 10 ng/ml
TGF-B1 PBH Hannover/Strathmann 10 ng/ml
TGF-2 R&D Systems Wiesbaden 10 ng/ml
IFN-y PBH Hannover/Strathmann 200 U/ml
IFN-a2b (Intron A) Essex Pharma GmbH Miinchen 1000 U/ml
IFN- (Betaseron) Schering AG Berlin 1000 U/ml
GM-CSF PBH Hannover/Strathmann 5 ng/ml

2.5. Immunfluoreszenzfirbungen

2.5.1. Antikérper und Firbemethoden

Tabelle 3 gibt einen Uberblick iiber simtliche verwendeten Antikorper. Fiir die
Charakterisierung von Lymphozyten verwendeten wir meist Doppelfiarbungen. Die Zellen
wurden nach zwei Waschschritten auf eine Zellzahl von 1 x 10° Zellen/ml eingestellt und
100 pl Zellsuspension bei Zimmertemperatur fiir 20 min mit den direkt markierten
Antikorpern unter Lichtausschluss inkubiert. Die benétigte Menge an Antikorpern hatten
wir in Vorversuchen austitriert. Es schloss sich ein Fixationsschritt fiir 10 min mit 1 %-
iger Paraformaldehydldsung in PBS (pH 7,2) an und zwei Waschschritte mit PBS. Die
Zellen wurden in PBS aufgenommen und bis zur Messung im Dunkeln aufbewahrt. Zur
Messung von T-Zelloberflichenmolekiillen wurde Doppelfirbung mit CD3 als T-
Zellmarker (z. B. FITC-markiert) und dem zu bestimmenden Marker in einer anderen
Fluoreszenz [z. B. Phycoerythrin (PE)] verwendet. Adhdrente Zellen wurden fiir die
Durchflusszytometrie mit EDTA/Trypsin oder mit speziellem Enzym-freiem Zellabloser
(SIGMA Cell Dissociation Solution Nonenzymatic) aus den Kulturgefdafen isoliert und
zweimal mit PBS gewaschen. Die Firbung erfolgte entweder mit direkt markierten
Antikoérpern (Methode bei Zimmertemperatur, siehe oben) oder als indirekte

Immunfluoreszenzmethode: 40 min Inkubation bei 4 °C mit dem ersten, nicht markierten
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Antikorper, zweimaliges kaltes Waschen der Zellen, 30 min Inkubation bei 4 °C mit

einem gegen den Primirantikdrper gerichteten, fluoreszenzmarkierten Sekundir-

antikorper, Waschen und Fixieren der Zellen. Isotypkontrollen spielten eine besondere

Rolle bei der Fiarbung von Monozyten/Makrophagen. Hier wurde auflerdem zur

Unterdriickung einer unspezifischen Anfirbung eine 10-miniitige Inkubation mit

Pferdeserum vor Zugabe des Antikorpers praktiziert.

Tabelle 3: Ubersicht der verwendeten Antikorper (& = nicht markiert). Zum Setzen eines

automatischen Lymphozytengates wurde die Kombination CD45 FITC/CD14 PE
(Simultest IMK Plus, Rohrchen A, BD Heidelberg) und als Isotypkontrolle IgG1
FITC/IgG2a PE (Simultest Rohrchen B) verwendet.

ANTI- KLON KONJU- QUELLE SPEZIFITAT
GEN GATION
APA BP-1 %) D. Cooper, Howard | Glutamylaminopeptidase
Hughes Med.
Institute
Caveolin | Polyklonal %) Transduction Lab. Caveolae-spezif. Molekiil
CD3 Leu-4 FITC, PE BD, Heidelberg CD3-Molekiilkomplex auf
T-Zellen
CD4 Leu-3a FITC, PE BD, Heidelberg Helferzell-spezif. Molekiil
CDS8 Leu-2a FITC, PE BD, Heidelberg Zytotoxische T-Zellen
CD10 ALB2 %) Immunotech Neprilysin
CD10 HI10A PE BD, Heidelberg Neprilysin
CDl11b Leu-15 PE BD, Heidelberg Integrin, aM-Untereinheit
CD13 WMI15 PE Pharmingen/BD APN (Enzymaktivitét
hemmend)
CD13 Leu-M7 J; PE BD, Heidelberg APN
CD13 SJ1D1 %) Immunotech APN
CDl14 FITC, PE BD, Heidelberg Teil des LPS-Rezeptors,
Monozytenmarker
CD16 Leu-11 PE BD, Heidelberg | Fc-Rezeptor fiir IgG, Typ III
CD19 Leu-12 FITC, PE BD, Heidelberg B-Zell-spezifisches Antigen
CD25 B1.49.9 PE Immunotech IL-2-Rezeptor, o-Kette
CD26 Tal FITC, PE Coulter/IT DPIV
CD45RO UCHL1 PE DAKO, Hamburg Memory-Marker,
180 kDa-Form
CD54 LB-2 PE BD, Heidelberg ICAMI1-Molekiil
CD59 P282(H19) PE BD, Heidelberg Komplementschutzmolekiil
CD69 TP/55.3.1 PE Immunotech AIM, friither
Aktivierungsmarker
HLA-DR L243 PE BD, Heidelberg MHC Klasse II-Molekiil
CD134 ACT35 PE Pharmingen/BD 0X40, Aktivierungsmarker
CD137 4B4-1 PE Pharmingen/BD 4-1BB, Aktivierungsmarker
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2.5.2. Durchflusszytometrie

Durchflusszytometrische Messungen erfolgten am FACScan der Firma BD Heidelberg
mit der Simulset-, Cellquest- oder der Lysis-Software. Ein Gate wurde meist anhand der
Streulichteigenschaften (im Punktediagramm: Vorwirtsstreulicht aufgetragen auf
Abszisse, Seitwirtsstreulicht auf Ordinate) auf die interessierende Zellpopulation gesetzt.
2000 bis 5000 Zellen wurden im gesetzten Gate hinsichtlich ihrer Fluoreszenz-
eigenschaften FL.1 und/oder FL2 (logarithmische Auftragung) analysiert. Nach Setzen
einer Grenze zur Autofluoreszenz im Kontrollrohrchen erfolgte die Auswertung als %
positive Zellen. Im Falle einer anndhernden Normalverteilung der gefirbten
Zellpopulation verwendeten wir zur Auswertung den Mean-Wert (mittlerer

Fluoreszenzkanal) als Messwert fiir die Fluoreszenzintensitit.

Zur Quantifizierung der APN-Expression auf Lymphozyten verwendeten wir eine
spezielle Priaparation des PE-markierten Leu-M7-mAk (Protein : Farbstoff annihernd 1 :
1) (BD Heidelberg) und standardisierte Kiigelchen mit 4 Konzentrationen an PE
(QualntiBRITETM PE, BD Heidelberg), die vor der zu messenden Probe mit den gleichen

Geriteeinstellungen fiir die Fluoreszenz gemessen werden mussten.

2.5.3. Fluoreszenzmikroskopie

Féarbungen fiir die Mikroskopie erfolgten direkt in 8-Kammer-Objekttrigern (Lab Tek
Chamber Slides, borosilicate, Nunc), deren Kammerwinde nach Durchfiihrung sémtlicher
Férbeschritte sehr leicht abziehbar sind, um den Objekttriger eindecken zu konnen. Zur
Membranpermeabilisierung beim Nachweis intrazelluldrer Antigene verwendeten wir
0,5 % NP40 in PBS nach Fixierung der Zellen mit 4 % Paraformaldehyd (in PBS, pH 7,2)
fiir 10 min. Als stabilen Fluoreszenzfarbstoff nutzten wir meist Cy3, gekoppelt an den
Sekundirantikorper. Als fliissiges Eindeckmedium mit Ausbleichschutz fand Citifluor
AF-1 (Polysciences Europe GmbH, Eppelheim) Verwendung. Um die Beweglichkeit von
Suspensionszellen fiir die Betrachtung am Laserscanningmikroskop (LSM)
einzuschrinken, wurde das fest werdende Gel/Mount-Eindeckmedium (Biomeda Corp.,

Natutec Frankfurt/M.) benutzt.

Fiir die Mikroskopie stand uns in unserem Institut ein Olympus Mikroskop (BH-2) mit
Filtern fiir Griin-, Rot- und UV-Farbstoffe sowie ein inverses Fluoreszenzmikroskop von
Firma Leica (DMiL) mit Spezialfilter fiir EGFP sowie einen Filter fiir rote Farbstoffe zur
Verfiigung. Ein LSM der Firma Carl Zeiss Jena mit UV-, Argon- und Helium/Neon-Laser
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konnte von wuns am Leibniz-Institut fiir Pflanzenbiochemie genutzt werden
(Ansprechpartner Frau Dr. Bettina Hause), ein LSM der Firma Leica im Institut fiir

Anatomie (Ansprechpartner Frau Navarrete Santos).

2.6. Kokultivierungsversuche

Adhdrent wachsende Zellen wurden in flache, mit 0,5 % Gelatine (in PBS)
vorbeschichtete 12- oder 24-Napf-Kulturplatten eingesiit (ca. 5 x 10* Zellen/ml) und bis
zur Konfluenz kultiviert. Lymphozyten (tonsilldr, aus peripherem Blut oder lymphozytére
Linien) wurden in einer Konzentration von 5 x 10° Zellen/ml zu den adhirenten Zellen
zugegeben und zwischen 30 min und 4 Tagen kultiviert. Fiir die Kokultur mit SFC oder
Fibroblasten wurde serumfreies AIM V-Medium (Life Technologies, Eggenstein)
verwendet, fiir die Kokultur mit Endothelzellen, Tubulusepithelzellen oder Makrophagen
Medium mit 10 % FCS (Parker-Medium fiir Endothel, sonst RPMI-1640). Tonsilldre B-
Lymphozyten wurden in Iscove’s Medium mit 10 % FCS, 0,5 % BSA, 50 pg/ml
Transferrin und 50 pmol 2-Mercaptoethanol unter Zusatz von IL-2 und IL-4 (Tabelle 2)
kultiviert. In Parallelversuchen wurden Lymphozyten unter dhnlichen Kulturbedingungen
ohne adhirente Zellen kultiviert. Nach Ende der Kokultivierungszeit wurden die
Lymphozyten durch kriftiges Spiilen von den adhérenten Zellen abgeldst und meist fiir
die Durchflusszytometrie mit FITC- und PE-markierten mAk inkubiert (z.B. CD3 als T-
Zellmarker oder CD19 als B-Zellmarker FITC-markiert, APN mit CDI13-mAk PE-
markiert). Die Kokultur wurde zum Teil mit fixierten adhidrenten Zellen durchgefiihrt.
Die Fixierung erfolgte mit 1 % frischer Paraformaldehydlosung in PBS (pH 7,2) fiir 15
min bei Zimmertemperatur. Danach wurden die Zellen sehr griindlich gewaschen

(dreimal PBS fiir je 5 min) und mit Lymphozyten kokultiviert.

Losliche humane APN erhielten wir als Priaparation aus Nieren von Prof. Hiitter (ehemals
Pathobiochemisches Institut unserer Universitdt). Mitogene wie ConA (SIGMA, 50
pg/ml) oder PHA-L (Boehringer Mannheim, 2-5 pg/ml) wurden auf ihre Wirkung in der
Kokultur untersucht. CD3-mAK (Ortho Diagnostics) wurden in einer Endkonzentration
von 1 pg/ml und CD28-mAk (Biosource, Ratingen) mit 0,5 pg/ml zur T-Zellstimulation
verwendet. Aktinomycin (SIGMA) wurde in einer Konzentration von 0,2-1 pg/ml,
Cycloheximid (SIGMA) von 5-9 uM und Cytochalain B (SIGMA) von 1-100 pM der
Kokultur zugesetzt (30-miniitige Vorinkubation der Lymphozyten mit dem Mediator).
Einen Protease-Inhibitorencocktail, bezogen von SIGMA, testeten wir auf seinen Einfluss

auf die lymphozytire APN-Induktion nach Zellkontakt mit adhédrenten Zellen. Ebenso
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untersuchten wir den Einfluss einzelner Inhibitoren, wie Actinonin als APN-Inhibitor
(SIGMA, 10*M), E64, PMSF (Boehringer Mannheim, 100 pg/ml), Pepstatin (Boehringer
Mannheim, 2 pg/ml), 1,10-Phenanthrolin (SIGMA, 10™ M) und den TNF-a-
Proteaseinhibitor (TAPI, 50-300 puM), freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von
Firma Immunex (Washington). Wir untersuchten auferdem einen moglichen Einfluss
einer Vorinkubation der vitalen oder fixierten SFC mit verschiedenen APN-spezifischen
mAk (1 : 20, 15 min, 20 °C) auf die lymphozytire APN-Expression nach Kokultur mit
SFC. Fiir Versuche mit Cholesterolentzug wurden native und Paraformaldehyd-fixierte
SFEC fiir 1 Stunde mit 1-4 % Methyl-3-Cyclodextrin (SIGMA) behandelt und nach zwei
Waschschritten erfolgte Immunfluoreszenzfarbung fiir APN oder das GPI-gekoppelte
Molekiil CD59. Auflerdem verwendeten wir diese Zellen zur Messung der Ala-pNA-
spaltenden Enzymaktivitdt und zur Kokultivierung mit tonsilliren Lymphozyten, die fiir
diese Versuche Medium RPMI-1640 angereichert mit 10 % lipidfreiem FCS (C. C. Pro)

erhielten.

In einigen Versuchen wurden die Lymphozyten in Transwell-Kammern mit einer
Porenweite von 0,4 um (Polycarbonat, Costar) getrennt von den adhédrenten Synoviozyten
eingesit. Andere Transwell-Versuche beinhalteten das Einsden von Endothelzellen auf
Matrigel (Matrigel EHS, Boehringer Ingelheim)-beschichteten Filtern mit 8 um groBen
Poren (Costar). Nach Konfluenz dieser Zellen wurden Lymphozyten in die obere
Kammer gegeben und nach einer definierten Zeit 1. aus der unteren Kammer (Zellen nach
Migration), 2. als Fraktion nicht adhérenter, iiber den Endothelzellen schwimmenden
Zellen und 3. als adhédrente Fraktion auf der Endothelzellschicht geerntet und nach
Inkubation mit direkt markierten Antikorpern in der Durchflusszytometrie auf ihre APN-

Expression untersucht.

Ein mehr an in vitro-Verhiltnisse angepasster Kokultivierungsversuch beinhaltete das
Eingieen von SFC in ein Kollagengel: Angesiuertes (und deshalb fliissiges) Kollagen
Typ I aus Rattenschwénzen (BD, Heidelberg) wurde mit 1 N NaOH neutralisiert und die
SFC in moglichst kleinem Volumen beigemischt. Als Serumausgleich wurde ITS+
Premix (BD, Heidelberg), eine Mischung aus Insulin, Transferrin, Linolsdure u. a.
Bestandteilen, zugesetzt. Eine mogliche Mischung war folgende:

491 Wl ITS

8,9 ul 1 N NaOH

500 pl Kollagen Typ I (365 mg/ml)

10-20 ul suspendierte SFC (3-5 x 10° Zellen/500 pl Gel).



31

Nach 15-20 min im Brutschrank war das Gel fest, die SFC begannen sich nach ca. 24
Stunden auszustrecken. Fiir 12-Napf-Platten verwendeten wir 200 pl Gel pro Kavitiit, fiir
6-Napf-Platten 350 pl. Auf das Gel wurde eine diinne Mediumschicht aufgesetzt, um ein
Austrocknen zu verhindern. Tonsilldre T-Lymphozyten, die in dieses Gel wanderten,
wurden nach 2 Stunden mit Kollagenase Typ IA (0,05 % in serumfreiem Medium,
SIGMA) aus dem Gel befreit und auf ihre APN-Expression im Durchflusszytometer nach
direkter Immunfluoreszenzfarbung untersucht. Kontrollzellen wanderten in ein leeres Gel

oder wurden nur mit Kollagenase behandelt.

2.7. Proteinbestimmung nach Lowry

Samtliche Proteinbestimmungen wurden mit der empfindlichen Methode nach Lowry in
der Modifikation nach Langner (Langner J et al., 1971) durchgefiihrt. Alle Proben wurden
mit 0,01 N NaOH auf eine Proteinkonzentration von 2-15 pg/20 pl Probe verdiinnt und
die Bestimmung erfolgte in Vierfachansidtzen. Als Standard diente eine
Humanserumalbuminlésung mit einer Konzentration von 0,75 g/l. 200 pl einer Losung
aus 1 Teil 1 % CuSO4-5 H,0O und 50 Teilen aus 4 % Na,CO; und 0,04 % K-Na-Tartrat in
0,2 N NaOH wurde mit 20 pl der Proteinlosung in 10 x 60 mm-Glasgefdlen gemischt
und 20 min bei Raumtemperatur belassen. Dann erfolgte die Zugabe von 200 pl 0,18 N
Folin-Ciocalteau-Reagenz mit kréftigem Vermischen. Nach einer 2-stiindigen Inkubation
bei Zimmertemperatur erfolgte die Messung bei 578 nm am Spektrophotometer

(Ultrospec III, Pharmacia).

2.8. Messung der Enzymaktivitit von APN und DPIV/CD26

Die Enzymaktivititsmessung von APN wurde mit 2,5 mmol Alanin-p-Nitroanilid-
Substratlosung (Ala-pNA, SIGMA) und die von DPIV/CD26 mit 2,5 mmol Gly-Pro-
pNA-Substratlosung (SIGMA) durchgefiihrt. Die dreimal mit PBS gewaschenen vitalen
Zellen bzw. die Membranfraktionen wurden bei 37 °C zwischen 30 und 120 min in 67
mM Na,HPO,-Puffer (pH 7,2) mit dem Substrat inkubiert. Ein O-min-Wert wurde
genauso mitgefiihrt wie ein Substrat-Leerwert iiber die gesamte Reaktionszeit. Abstoppen
der enzymatischen Reaktion erfolgte durch Pipettieren von 100 pl Reaktionsgemisch in
400 pl 1 M Natriumacetatpuffer (pH 4,4). Nach kurzer Zentrifugation (10 000 x g) wurde
der Betrag an gebildetem p-Nitroanilin im Uberstand durch Ermitteln des OD-Wertes bei
390 nm am Spektrophotometer (Ultrospec III, Pharmacia) ermittelt (¢ = 11,5 x 10°

cm?*/mol fiir p-Nitroanilin). Durch Subtraktion des O-Minutenwertes vom Extinktionswert
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nach 30-120 min erhielt man die Extinktionsdifferenz von der auflerdem der
entsprechende Wert der Extinktionsdifferenz des Substratleerwertes abgezogen wurde.
Reaktionsgefdle fiir Suspensionszellen waren Eppendorf-Rohrchen (Inkubation im
Wasserbad). Adhidrente Zellen wurden nach griindlichem Waschen direkt in 48-well-
Platten im CO,-Brutschrank mit 200 pl Substratpuffer inkubiert. Die Zellzahl wurde
durch Ablosen der Zellen durch EDTA/Trypsin nach der Inkubation bestimmt.
Enzymaktivititen wurden als pkat/ml bzw. pkat/10° Zellen berechnet.

Zur Spezifizierung der Ala-pNA-Spaltung verwendeten wir eine 30-miniitige

Vorinkubation der Zellen mit Inhibitoren wie Actinonin und Probestin (10’4 bis 10°® M).

2.9. RNA-Isolierung, cDNA-Synthese und PCR

Samtliche Arbeiten der RNA-Isolierung, des Primerdesigns und der RT-PCR wurden von
Frau Dr. Astrid Kehlen durchgefiihrt. Die Priparation der Gesamt-RNA erfolgte nach der
Methode von Chomczynski und Sacchi (1987). Nach einer 10-miniitigen Phase bei
Raumtemperatur wurde die cDNA bei 42 °C iiber 50 min mit 500 pg Gesamt-RNA in
Anwesenheit einer Verdiinnungsreihe der internen kompetitiven Standard-RNA in 13 pl
Diethylpyrocarbonatwasser, 4 pl 5-fachem Reverse-Transkriptions-Puffer (250 mM
Tris/HCI pH 8,3, 375 mM KCI, 15 mM MgCl,), 1 pl dNTP-Gemisch (10 mM an dATP,
dCTP, dGTP, dTTP), 2 pl 0,1 M DTT, 1 ul (50 pmol) Random-Primer (Boehringer
Mannheim) und 1 pl (200 U/ul) Superscript Plus (Life Technologies, Karlsruhe)

synthetisiert.

Die genauen Bedingungen der Standardkonstruktion fiir APN und DPIV/CD26 sind unter
’Riemann et al., 1995 nachzulesen. Die Primer fiir die Neprilysin/CD10-
Standardsynthese und nachfolgende RT-PCR hatten folgenden Aufbau:

1 CTG ATA TCA ACA CTC CAA AGC CAG CAA GTC ATC AGA CTG CA
2 GAT TTA GGT GAC ACT ATA GAA TAC CTG ATA TCA ACA CTC CAA
AGC CA

GCC AAG TCG AGG TTG GTG AA
4 CTG ATA TCA ACA CTC CAA AGC CA

Um eine verkiirzte, homologe Standard-RNA zu erhalten, wurde in einer PCR mit dem
zusammengesetzten Primer 1 (enthdlt Sequenz des 5’-Primers und eine interne

spezifische CD10-Sequenz) und dem 3’-Primer 3 mit Hilfe eines CD10-Amplifikates
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(erhalten mit den Primern 4 und 3) als Template eine Deletion erzeugt. Das so erhaltene
verkiirzte CD10-Amplifikat wurde nach Reinigung (Gel-Extraktions-Kit; Qiagen, Hilden)
als Template in einer zweiten PCR mit den Primern 2 (zusammengesetzter Primer aus der
Sequenz fiir den SP6-RNA-Polymerase-Promotor und der Sequenz fiir den CD10-Primer
4) und 3 eingesetzt. Nach erfolgter Reinigung (Gel-Extraktions-Kit) wurde das Produkt in
einer in-vitro-Transkriptionsreaktion mittels SP6-RNA-Polymerase (Roche) in die CD10-
Standard-RNA umgeschrieben. Die Konzentration der Standard-RNA wurde durch OD-

Messung bei 260 nm ermittelt.

10 %-Anteile der so synthetisierten cDNA wurde in 50 pl folgender Losung
aufgenommen: 50 mM Tris-HCI (pH 9,0), 1,5 mM MgCl,, 0,1 % Triton X-100, 0,1 mM
von jedem dNTP, 1 U Taq Polymerase (AGS Heidelberg oder Qiagen, Hilden) und 25
pmol vom jeweils entsprechenden Sense-Primer bzw. Antisense-Primer. Die PCR-
Reaktion wurde in einem Thermoblock (Biometra Gottingen) fiir 30 Zyklen: 60 s bei je
94 °C, 60 °C und 72 °C durchgefiihrt. 10 pl jedes Reaktionsproduktes wurde auf einem
1,5 % Agarosegel (mit 0,1 9% Ethidiumbromid) in Tris-Acetat/EDTA-
Elektrophoresepuffer aufgetrennt. Die relativen Intensititen der Banden von Target- und
Standard-PCR-Produkten, sichtbar gemacht mit UV-Licht, wurden mit Hilfe der Scan

Pack 2,0-Software (Biometra Gottingen) densitometrisch ausgewertet.

2.10. Statistische Verfahren

Die Daten sind, falls nicht anders angegeben, als Mittelwert + Standardabweichung (SD)
angegeben. Beim Vergleich des Phédnotyps von Zellen aus dem Blut eines Patienten mit
solchen aus verschiedenen Geweben (%-Werte, abhingige Werte) verwendeten wir den
Wilcoxon-Test. Fiir den Vergleich unabhingiger Stichproben (%-Werte), nutzten wir den
Mann-Whitney-U-Test (zwei Fallgruppen) bzw. den Kruskall-Wallis-H-Test (zwei oder
mehr Fallgruppen). Alle Tests wurden, wie auch die bivariate Korrelation, mit Hilfe der

Software SPSS Version 10 durchgefiihrt.
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3. ERGEBNISSE

3.1. APN - ein lymphozytirer Marker

3.1.1. Synoviale Lymphozyten tragen APN

Tabelle 4 gibt einen Uberblick iiber die zellulire Zusammensetzung der Synovia der
verschiedenen Patientengruppen. Deutlich erkennbar sind die hohen Schwankungen der
Werte in allen Gruppen. Lymphozyten machten in allen Gruppen im Durchschnitt ca. 15-
20 % der Leukozyten aus, wobei sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den

Gruppen ergaben.

Tabelle 4: Zellzahl (in Gpt/l) und leukozytire Zusammensetzung (in % der Leukozyten)
der Synovialfliissigkeiten in den Gruppen RA, JCA und TA.

ZELLZAHL | LYMPHO- | MONO- | GRANULO-
ZYTEN ZYTEN ZYTEN
RA Spanne 0,4 -38 1-51 2-74 4-93
n=35 |MW+SD| 13,4+10,3 14+ 10 17+ 18 71+ 19
JCA Spanne 0,3-93,6 1-92 1-76 0-98
n=53 |[MW+SD| 17,6 +15,1 20+ 19 12+ 12 66 + 25
TA Spanne 0,2-34,3 1-70 1-70 3-96
n=19 | MW +SD 95+11 21+£23 24 +22 50+33

Tabelle 5 gibt einen Uberblick iiber Helferzellen und zytotoxische Zellen der Synovia in
den 3 Gruppen. Tendenziell hatten Patienten mit JCA die hochsten Helferzellanteile, auch

wenn das nicht statistisch signifikant war.

Tabelle 5: Anteil an Helferzellen und zytotoxischen T-Zellen (in % der T-Zellen) in der

Synovia der 3 Patientengruppen.

CD4+- CD8+- RATIO
ZELLEN | ZELLEN | CD4/CD8

RA MW + SD 32+13 43 + 14 1L1+1,2
JCA MW + SD 42+ 14 33+ 12 1,5+0.8
TA MW + SD 36+ 19 29+ 11 1,7+2,0
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Im Vergleich der Expression bestimmter Oberflichenmolekiile auf T-Zellen zwischen
peripherem Blut und Synovialfliissigkeit (Mischgruppe von Patienten mit RA und JCA)
ergaben sich einige charakteristische Unterschiede (Abb. 5): Deutlich mehr synoviale T-
Zellen tragen HLA-DR als MHC Klasse-II-Molekiil, CD45RO als Marker fiir
stattgefundenen Antigenkontakt und APN. Fiir CD25 fanden wir keinen signifikanten
Unterschied zwischen Blut und Synovia. DPIV/CD26 wird dagegen auf einem signifikant

hoheren Anteil an T-Zellen des peripheren Blutes exprimiert.

CD45RO HLA-DR CD26 CD25 CD13
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Abb. 5: Vergleich der Expression verschiedener Oberflichenmolekiile auf T-Zellen des
peripheren Blutes (PBL) und der Synovia (SF) von Patienten mit JCA und RA (jeweils

zusammengehorige Werte verbunden).

Helfer- und zytotoxische T-Zellen tragen gleichermafen APN (Daten nicht gezeigt).
Auch Lymphozyten, die wir nach Isolierung aus Pannusgewebe charakterisierten, trugen

APN. Im Pannusgewebe beobachteten wir erstmalig APN-positive B-Zellen.

Beim Vergleich verschiedener Patienten gab es zwischen den Gruppen RA, JCA und TA
hinsichtlich APN-tragender T-Zellen keinen signifikanten Unterschied (Tabelle 6). Dies
kann zum einen der zu groben Einteilung geschuldet sein (z.B. JCA als heterogene
Gruppe). Andererseits braucht die APN-Expression kein statischer Marker zu sein und
kann - von einer Reihe von Faktoren beeinflusst - mit hoher Amplitude schwanken. T-

Zellen in den Gruppen RA und JCA zeigten prozentual geringere Werte an DPIV/CD26
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als solche in der TA-Gruppe. Eine Korrelation der Einstundenwerte der
Blutsenkungsreaktion (ESR) als systemischer Entziindungsmarker mit der APN-
Expression synovialer T-Zellen (Abb. 6) erbrachte ebenso wie eine Korrelation der
Anzahl synovialer Leukozyten mit der APN-Expression synovialer T-Zellen keinen

signifikanten Zusammenhang.

Tabelle 6: Vergleich der Expression verschiedener Oberflichenmolekiile auf T-Zellen in

den Gruppen RA, JCA und TA. Die Angaben sind % der T-Zellen.

ANZAHL CD13 CD26 HLA-DR CD25
RA 35 37+15 49 + 12 67+ 15 18+11
JCA 53 42 + 17 47+ 16 58+ 18 11+7
TA 19 32 +21 65 +20 59+ 18 15+ 14
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Korrelation nach Pearson: 0,111
Signifikanz: 0,309

Abb. 6: Bivariate Korrelation der APN-Expression auf synovialen T-Zellen (in % der T-
Zellen) mit den ESR-Werten von Patienten mit JCA und RA.

3.1.2. APN auf T-Zellen der Perikardfliissigkeit
Wir erhielten in den Jahren 1992-1994 Perikardfliissigkeit von 127 Patienten, die sich

einer offenen Herzoperation unterzogen. Die Patienten lieBen sich in 3 Gruppen teilen: 45
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Patienten (24 Minner, 21 Frauen; Altersmittelwert 54 Jahre; ESR: 33,5 mm/h) mit einer

Herzklappenoperation (oft Entziindungen in der Anamnese), 27 Patienten
(Ménner/Frauen: 13/14; Altersmittelwert 8,8 Jahre; mittlerer ESR 12,8 mm/h) mit
angeborenem Herzfehler und 55 Patienten mit chronisch-ischdmischer Herzkrankheit

(Ménner/Frauen: 41/14; Altersmittelwert 58,8 Jahre; mittlerer ESR 24,3 mm/h).

Wir fanden in der Perikardfliissigkeit 0,3 - 17 Gpt/l Leukozyten, mit ca. einer reichlichen
Hilfte Monozyten/Makrophagen und einem reichlichen Drittel Lymphozyten, wobei es
keine signifikanten Unterschiede in der Zellzusammensetzung zwischen den Gruppen
gab. Granulozyten machten meist einen nur geringen Anteil der Leukozyten aus (Tabelle

7.

Tabelle 7: Zellzahl (in Gpt/l) und leukozytire Zusammensetzung (in % der Leukozyten)
der Perikardfliissigkeiten in den Gruppen Herzklappenerkrankung (Gruppe 1),
angeborene Herzfehler (Gruppe 2) und chronisch-ischimische Herzerkrankung (Gruppe

3) (MW = Mittelwert).

ZELLZAHL | LYMPHO- MONO- |GRANULO-
ZYTEN ZYTEN ZYTEN

Gruppe 1 Spanne 0,7-17,5 9-74 19 — 87 1-38

n=45 MW 2,75 33 59 6
Gruppe 2 Spanne 03-34 8-61 25-63 2-27

n=27 MW 1,4 36 48 11
Gruppe 3 Spanne 0,3-9,3 10-79 13 -82 0-30

n=>55 MW 2,4 38 49 8

Beim Vergleich des Phénotyps der T-Zellen aus der Perikardfliissigkeit mit dem von
Zellen aus parallel entnommenem peripherem Blut ergaben sich folgende Auffilligkeiten
(Abb. 7): In der Perikardfliissigkeit gab es signifikant mehr CD45RO und HLA-DR-
positive T-Zellen als im peripheren Blut. DPIV/CD26 wurde in der Perikardfliissigkeit -
anders als in Synovia - auf signifikant mehr T-Zellen exprimiert als im peripheren Blut.
Keinen Unterschied zwischen Perikardfliissigkeit und Blut ermittelten wir fiir CD25-
positive Zellen. APN wurde in den meisten Fillen auf T-Zellen aus Perikardfliissigkeit
exprimiert, wenn auch auf einem geringeren Prozentsatz an Zellen als in

Synovialfliissigkeit.
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Abb. 7: Vergleich bestimmter Oberflidchenproteine auf T-Zellen im Blut (PBL) und der
Perikardfliissigkeit (P) von erwachsenen Patienten mit offener Herzoperation

(zusammengehorige Werte verbunden).

Beim Vergleich des T-Zellphénotyps der drei Gruppen untereinander beobachteten wir in
der Gruppe der Patienten mit Herzklappenerkrankungen einen signifikant hoheren Anteil
APN-tragender T-Zellen (Abb. 8). Dieser Unterschied war der einzige signifikante
zwischen den erwachsenen Patienten der Gruppe 1 und 3. T-Zellen aus der
Patientengruppe der angeborenen Herzerkrankungen (Kinder und Jugendliche) hatten die
hochsten Anteile an CD11b und CD69 und die geringsten Anteile an CD25 (letzteres nur
signifikant zwischen Gruppe 1 und 2). Auch das an CDlla und CD11b bindende
Adhisionsmolekiil ICAM-1/CD54 fand sich haufiger in der Gruppe 2 (signifikant nur
zwischen Gruppe 2 und 3). Diese Ergebnisse entstanden unter Mitwirkung der
Promovenden Silke Mittenzwei und Jorg Menschikowski und wurden publiziert

(Riemann D et al., 1994).
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Abb. 8: Vergleich des T-Zellphénotyps in den Gruppen Herzklappenerkrankung (Gruppe
1), angeborene Herzfehler (Gruppe 2) und chronisch-ischdmische Herzerkrankung
(Gruppe 3). Dargestellt sind Box-Plots mit dem Mittelwert (gepunktete Linie) und dem
Median (glatte Linie). Die Box umschliet die 25. bis 75. Percentile. Die 5. und 95.

Percentilen sind als Fehlerbalken wiedergegeben.

3.1.3. Phiinotyp von T-Zellen aus Bronchiallavage-Fliissigkeit

Erkrankungen der Lunge gehen nahezu immer mit einer Alveolitis, charakterisiert durch
die Anwesenheit von Entziindungszellen im Bereich der Alveolarwand, einher. Wir
untersuchten den T-Zellphinotyp in zellreicher BALF (>5 x 10° Zellen/100 ml) von
Patienten mit Sarkoidose. Der Lymphozytenanteil schwankte zwischen 9 - 82 % der
Leukozyten. T-Zellen machten den iiberwiegenden Teil der Lymphozyten aus, der B-
Zellanteil lag meist unter 2 % der Gesamtlymphozyten. Natiirliche Killer (NK)-Zellen
waren 0 - 9 % der Lymphozyten (0,8 £ 0,7 %). Wie in Tabelle 8 dargestellt, machen
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APN-positive T-Zellen nur einen geringen Anteil der BALF-Lymphozyten von
Sarkoidosepatienten aus, wihrend ein hoher Prozentsatz der T-Zellen positiv fiir HLA-
DR und DPIV/CD26 war. Auch in anderen Patientengruppen beobachteten wir eher
geringe Anteile APN-positiver T-Zellen in der BALF (selten iiber 20 % der T-Zellen,
nicht dargestellt).

Tabelle 8: Lymphozytire Zusammensetzung der BALF von 14 Patienten mit Sarkoidose.
T-Zellen, CD4- und CDS8-positive Zellen sind als % der Lymphozyten, die anderen
Oberflachenmolekiile als % der T-Zellen angegeben.

T- CD4 CD8 HLA-DR APN | DPIV/CD26 CD25
ZELLEN
96 +2 67 £ 18 2015 56 £17 11£5 78 £15 7+4

3.1.4. Vergleich des Phianotyps von T-Zellen aus verschiedenen Lokalisationen
auflerhalb des peripheren Blutes

Vergleicht man die APN-Expression auf T-Zellen auBlerhalb des peripheren Blutes von

Patienten mit verschiedenen entziindlichen Erkrankungen fillt einem die besonders hohe

Expression in der Synovialfliissigkeit auf und die geringe Expression in der BALF (Abb.

9).
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Abb. 9: Vergleich des Phinotyps von T-Zellen aus Synovia (S) von Patienten mit
rheumatischen Gelenkerkrankungen, aus Perikardfliissigkeit (P) von Patienten mit
Herzklappenerkrankungen und aus BALF (B) von Patienten mit entziindlichen und
fibrotischen Lungenerkrankungen. Die % positiven Zellen beziehen sich auf die

Gesamtzahl an CD3-positiven T-Zellen (Doppelfirbung).
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Eine dhnliche Verteilung (in einem hoheren Bereich) zeigt die Expression von HLA-DR-
Molekiilen auf T-Zellen. Wihrend CD45RO auf den T-Zellen auBlerhalb des peripheren
Blutes in den 3 Gruppen in dhnlich hoher Expression vorkommt, ist der Prozentsatz
DPIV/CD26-positiver T-Zellen am geringsten in der Synovialfliissigkeit und der CD69-
positiver T-Zellen am hochsten in der BALF.

3.1.5. APN auf tumorinfiltrierenden T-Zellen

Mittels Zweifarbenimmunfluoreszenz und Durchflusszytometrie ~wurden auch
tumorinfiltrierende T-Zellen, die vorwiegend aus Nieren- und nicht-kleinzelligen
Bronchialkarzinomen pripariert wurden, auf ihre Expression an APN untersucht. Die
Daten bearbeitete Frau Katrin Eiselt im Rahmen ihrer Promotionsarbeit. Hinsichtlich der
lymphozytiren Zusammensetzung gab es zwischen den TIL aus Nierentumoren
(tiberwiegend hellzellig) und aus Bronchialkarzinomen (eingeteilt in Plattenepithel-
karzinome und Adenokarzinome) die in Tabelle 9 gezeigten signifikanten Unterschiede.
Der B-Zellanteil war signifikant hoher in den Lungentumoren, dagegen hatten
Nierentumoren einen hoheren Anteil an NK-Zellen. Der Anteil zytotoxischer T-Zellen

tiberwog leicht in den Nierentumoren.

Tabelle 9: Zellulidre Zusammensetzung der TIL isoliert aus Plattenepithelkarzinomen der
Lunge (Gruppe 1, n = 79), Lungen-Adenokarzinomen (Gruppe 2, n = 32) und hellzelligen
Nierenkarzinomen (Gruppe 3, n = 78). Die Angabe der Werte erfolgt als % an

Lymphozyten.
T-ZELLEN | B-ZELLEN | NK-ZELLEN | CD4+-T- CD8+-T-
ZELLEN ZELLEN
Gruppe 1 74 + 15 18+ 15 8+7 32+12 31+12
Gruppe2| 75+14 16 + 14 9+8 3412 3014
Gruppe3| 77+13 5+5 17+£12 28+£13 38+ 16

Chromophile und gemischte Nierentumoren hatten eine dhnliche TIL-Zusammensetzung
wie die hellzelligen Nierentumoren (Daten nicht gezeigt). Dagegen zeigte sich in 2
chromophoben Nierentumoren ein deutlich hoherer B-Zellanteil (18 = 3 % der
Gesamtlymphozyten) sowie ein hoherer Anteil an Helferzellen (47 + 3 % der
Lymphozyten). In 4 kleinzelligen Lungentumoren beobachteten wir einen deutlich
hoheren B-Zellanteil (31 £ 18 % der TIL), wihrend 5 groBzellige Bronchialkarzinome

einen besonders geringen B-Zellanteil hatten (7 + 4 % der TIL). Adenosquamdse
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Karzinome unterschieden sich in ihrer lymphozytiren Zusammensetzung nicht von

Plattenepithelkarzinomen und Adenokarzinomen (Daten nicht gezeigt).

Die tumorinfiltrierenden T-Zellen im Nierentumorgewebe zeigten gegeniiber den T-
Zellen aus peripherem Blut einige signifikante Unterschiede (Abb. 10). TIL hatten
deutlich hohere Anteile APN-, HLA-DR- und CD45RO-positiver T-Zellen, gepaart mit
geringeren Prozentzahlen CD25-positiver T-Zellen. Beim Vergleich des Anteils
DPIV/CD26-positiver T-Zellen in Tumoren mit parallelen Werten aus peripherem Blut

fiel ebenfalls eine leichte Verringerung in den TIL auf.
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Abb. 10: Vergleich der Expression verschiedener Oberflichenmolekiile auf T-Zellen des
peripheren Blutes (PBL) und TIL aus Nierentumoren (zusammengehorige Werte

verbunden).

Signifikant mehr T-Zellen aus Nierentumoren waren im Vergleich zu solchen aus
Bronchialkarzinomen positiv fiir APN, DPIV/CD26 und HLA-DR als MHC Klasse-II-
Molekiil (Tab. 10). Lungentumoren hatten dagegen mehr CD25+-, CD69+- und ICAM-
1/CD54+-T-Zellen. Zwischen den beiden Lungentumorgruppen der Tabelle gab es keine
signifikanten Unterschiede, auch wenn fiir das Integrin CD11b die geringsten Anteile
positiver T-Zellen in der Plattenepithelkarzinomgruppe waren (signifikanter Unterschied
nur zu Nierentumoren). In zwei chromophoben Nierentumoren fanden wir deutlich
geringere Anteile APN-positiver (9 £ 11 %), HLA-DR-positiver (19 £ 8 %) und CD11b-
positiver (7 £ 8 %) T-Zellen. Die chromophilen Nierentumoren (n = 12) hatten einen

hoheren Anteil an HLA-DR-positiven (75 + 16 %) und CD11b-positiven (44 + 22 %) T-
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Zellen, und eher weniger APN-exprimierende T-Lymphozyten (34 = 23). Bei den
Bronchialkarzinomen hatten die 4 kleinzelligen Tumoren die geringsten Anteile APN-
positiver T-Zellen (10 = 4 %), wihrend die 5 groBzelligen Lungentumoren mit 22 + 20 %
APN-positiven und 62 + 16 % HLA-DR-positiven die hochsten Anteile hatten. Diese

Unterschiede miissen mit hoheren Zahlen verifiziert werden.

Tabelle 10: Expression Aktivierungs-assoziierter T-Zelloberflichenmolekiile (angegeben
in % der T-Zellen) auf TIL aus Plattenepithelkarzinomen der Lunge (Gruppe 1),

Adenokarzinomen der Lunge (Gruppe 2) und hellzelligen Nierentumoren (Gruppe 3).

CD13 | HLA-DR | CD11B | CD25 CD69 CD54 CD26
Gruppe 1| 15+ 10 | 5316 17+£9 22 +8 878 | 23£12 | 4010
Gruppe 2| 14+6 49+ 16 22+£11 19£9 | 810 | 27+15 | 45+£15
Gruppe 3| 42 +22 67 £ 18 3217 8+ 4 64+16 | 14+10 | 62+13

Beim Vergleich der TIL aus Lungentumoren mit Lungenmetastasen von verschiedenen
Primértumoren beobachteten wir keine signifikanten Unterschiede im T-Zellphénotyp fiir
APN, HLA-DR, CD25 und CDI11b. Bei

Lungenmetastasen unterschiedlicher Primirlokalisation war der hohe Anteil APN-

der separaten Aufschliisselung der
positiver T-Zellen in Nierentumormetastasen offensichtlich (Tabelle 11). Metastasen aus
Nierentumoren zeigten einen hoheren Anteil von NK-Zellen, Befunde, die mit hoheren

Fallzahlen verifiziert werden miissen.

Tabelle 11: Ergebnisse der Phinotypisierung von TIL in Lungenmetastasen mit

unterschiedlicher Primérlokalisation

PRIMAR- B-ZELLEN T-ZELLEN NK-ZELLEN CD13
TUMOR (% LYMPHO.) (% LYMPHO.) | (% LYMPHO.) | (% T-ZELLEN)
Mamma 11+10 81+9 8+3 21 +£15
n==6
Niere 9+5 7719 14+9 65140
n=4
Malignes 14+14 81+14 4+1 11+10
Melanom
n=4
Magen- 13+6 78 +11 10£5 12+8
Darm-Trakt
n=2
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Abb. 11 zeigt den Phénotyp von TIL aus einem Lungentumor, die iiber eine Woche mit
500 U/ml IL-2 kultiviert wurden und deshalb auch CD25 (IL-2-Rezeptor, a-Kette) in
hohem Prozentsatz exprimieren. Deutlich sichtbar ist die Expression von APN/CD13 auf
T-Zellen (Doppelfirbung mit CD3), wihrend die in der Kultur anwesenden B- oder NK-
Zellen APN-negativ sind.
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Abb. 11: Phiénotypisierung mittels Doppelmarkerfluoreszenz und Durchflusszytometrie
von fiir eine Woche mit hoher IL-2-Konzentration kultivierten Lymphozyten aus einem

Lungentumor.

3.2. Arbeiten zur Regulation von APN und anderen Membranpeptidasen

3.2.1. Regulation von APN in Nierentubulusepithel- und Nierentumorzellen

Eine Reihe verschiedener Zytokine wurde von uns auf ihre Wirkung auf die Expression
verschiedener Membranpeptidasen in kultivierten Nierentumor- und
Nierentubulusepithelzellen untersucht. Wir beobachteten keine signifikanten
Unterschiede zwischen beiden Zellarten, deshalb wurde nachfolgend bei den
Regulationsversuchen nicht zwischen beiden Zellarten unterschieden. Wie in Tabelle 12
verdeutlicht, fanden wir dhnlich den Literaturbefunden zu Gefid3endothelzellen und
Monozyten, eine Heraufregulation von APN durch IL-4 sowie IL-13. Der Zeitverlauf der

APN-Erhohung entsprach den bei Monozyten beschriebenen 2-3 Tagen. Auch
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DPIV/CD26 lief} sich durch IL-4 hochregulieren, nicht jedoch Glutamylaminopeptidase

(nicht gezeigt), die in deutlich geringerer Intensitit exprimiert wurde.

Tabelle 12: Regulation der Proteinexpression und der Enzymaktivitit von APN und
DPIV/CD26. Nierentumorzellen wurden fiir 3 Tage (5 Tage bei IFN-y) mit verschiedenen
Mediatoren inkubiert. Die Kontrollwerte (ohne Mediator) wurden 100 % gesetzt. Die
Daten représentieren Mittelwert = SD aus mindestens 6 Experimenten (MFI = Mittlere

Fluoreszenzintensitit). *signifikant mit p<0,05

Mediator APN DPIV/CD26
(% der MFI) | (% der Ala-pNA | (% der MFI) | (% der Ala-pNA
Spaltung) Spaltung)
- 100 100 100 100
1L-4 229 £ 52%* 159 £ 32%* 145 + 27* 116 + 13*
1L-13 149 £ 36%* 116 £ 12%* 135 + 24* 115 + 14*
IFN-y 136 £ 14* 99+ 14 126 + 19%* 99 £ 15
1L-103 119£29 108 £ 17 113+ 18 99 + 16
TNF-o 114 + 18 107 £ 7 89 £ 10* 97+11
TGF-B1 95 £ 14 97+11 68 £ 12% 84 £11
1L-6 104 + 8 100+ 6 98 £11 101 £ 9
1L-7 104 £ 16 105+ 13 97 £17 100 £ 12
1L-10 97 £8 1054 95 +8 105+ 6
GM-CSF 96+ 10 101 £12 95+11 106 + 8
PMA 139 £ 18%* 143 £24* 97+6 110+ 13

Die Ala-pNA-spaltende Aktivitit der kultivierten Nierentumorzellen variierte zwischen
132 und 955 pkat/10° Zellen (Mittelwert: 474 pkat/10° Zellen). Die Gly-Pro-pNA-
spaltende Aktivitit war deutlich hoher und betrug 156-2163 pkat/10° Zellen (Mittelwert:
847 pkat/10° Zellen). Tubulusepithelzellen zeigten unter unseren Kulturbedingungen eine
Ala-pNA-Spaltung von 165-506 pkat/10° Zellen und Gly-Pro-pNA-Spaltung von 175-468
pkat/10° Zellen. Mit IL-4 konnte sowohl die Intensitit der APN-Expression erhoht
werden (Mean-Wert als Mal3 fiir die mittlere Fluoreszenzintensitit) als auch die
enzymatische Aktivitit adhdrenter vitaler Zellen. Die Spezifitiat der Ala-pNA-Spaltung
wurde durch Inhibitoren wie Actinonin iiberpriift. Mit Hilfe der quantitativen RT-PCR
konnten die Proteinergebnisse auf mRNA-Ebene durch Astrid Kehlen bestitigt werden
(Riemann et al., 1995).



46

Unterschiede in der Proteinexpression gab es zwischen APN und DPIV/CD26 bei der
Kombination von IL-4 mit anderen Zytokinen, wie z. B. IL-1 und TNF-o. Beide
genannten Zytokine konnten die APN-Heraufregulation durch IL-4 weiter steigern,

obwohl sie allein nur eine geringe, nicht signifikante Steigerung verursachten (Abb. 12).
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Abb. 12: Wirkung von Zytokinkombinationen auf die Expression von APN und
DPIV/CD26 in Nierentubulusepithelzellen. Die mittlere Fluoreszenzintensitit nach
durchflusszytometrischer Messung ist als % der Kontrolle (ohne Mediator = 0)

dargestellt. Die Werte entsprechen dem Mittelwert dreier Versuche.

Fiir DPIV/CD26 gab es keinen additiven Effekt fiir IL-1 und IL-4 und eine Hemmung der
IL-4-Heraufregulation durch TNF-o. TNF-a allein verringerte signifikant die
DPIV/CD26-Expression. Eine Kombination von IL-13 mit IL-4 gab keine Steigerung,
sondern eher eine Hemmung im Vergleich zum alleinigen IL-4-Effekt, was auf eine
Konkurrenz beider Zytokine um den gleichen Rezeptor hinweisen konnte. Keinen
signifikanten Einfluss auf die APN-Expression hatte die alleinige Gabe von GM-CSF, IL-
10, IL-7, IL-6, TGF-B1, TNF-o und IL-18 (Tabelle 12). Mit IFN-y konnte eine
gesteigerte Proteinexpression, nicht jedoch Enzymaktivitit, beobachtet werden. Der IFN-
y-Effekt erreichte seinen Maximalwert erst nach 3-5 Tagen. DPIV/CD26 wurde - anders
als APN - durch TGF-8 signifikant gechemmt. Eine Hemmung durch TGF- und TNF-a
beobachteten wir aufler bei DPIV/CD26 auch bei Glutamylaminopeptidase (TGF-81: 76
+ 13 % der Kontrolle; TNF-o: 64 + 21 % der Kontrolle). Interessanterweise lie3 sich die
Expression von Glutamylaminopeptidase durch alleinige Gabe des Inhibitors Bestatin
(hemmt APN, Arginylaminopeptidase und Leucylaminopeptidase) stimulieren (auf 139 +

34 % der Ausgangsintensitit, n = 10).
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3.2.2. Regulation von APN auf Monozyten/Makrophagen

Monozyten/Makrophagen aus Perikardfliissigkeit und verschiedene monozytire
Zelllinien wurden von uns in Kurzzeitkulturen auf die Modulierbarkeit ihrer APN-
Expression untersucht. Wie aus der Literatur bereits bekannt (van Hal PT et al., 1992),
konnten wir mit IL-4 die Intensitit der APN-Expression erhthen (Abb. 13). Auch die
HLA-DR-Expression erhohte sich nach IL-4-Inkubation, wéhrend der LPS-
Rezeptorbestandteil CD14 bei gleicher Behandlung herabreguliert wurde, wie ebenfalls
bereits bekannt ist (Lauener RP et al., 1990). Erstmalig beobachteten wir, dass sowohl
TGF-B1 als auch -2 die APN-Expression von Monozyten/Makrophagen heraufregulieren
kann, wihrend die Expression von HLA-DR gehemmt wird (Daten nicht gezeigt).
Besonders deutlich war der Effekt mit der friihen monozytdren Zelllinie U937 (2,6 +
0,5facher Anstieg nach 2 Tagen TGF-81-Behandlung), aber auch die relativ reife Linie
Mono-Mac-6 lie} sich mit TGF- stimulieren. Das Maximum der Heraufregulation von
APN-Protein durch TGF-8 lag zwischen 24 und 48 Stunden. Der Effekt war
konzentrationsabhingig mit einem Maximum bei 20 ng/ml TGF-61. IL-10 hemmte
signifikant die monozytire APN-Expression. Sdmtliche Daten zur Proteinexpression

konnten auf mRNA-Ebene bestitigt werden (Kehlen A et al., 2000A).
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Abb. 13: FEinfluss einer 3-tigigen Inkubation von Perikardmakrophagen mit
verschiedenen Zytokinen auf deren APN-Expression. Die mittlere Fluoreszenzintensitit,
erhalten nach Inkubation der Zellen mit dem direkt markierten APN-spezifischen mAk-
Klon Leu-M7, wurde als relative Verdnderung zur Kontrolle angegeben (Kontrolle = 0; n

=3-5).
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3.2.3. Regulation von Membranpeptidasen auf Fibroblasten-artig wachsenden
Synoviozyten
SFC besitzen auf ihrer Oberfldche ein reiches Reservoir an Membranpeptidasen. Es
finden sich sowohl APN, als auch DPIV/CD26 und Neprilysin/CD10. Die Zellen sind
deshalb gut fiir vergleichende Regulationsversuche verschiedener Membranpeptidasen
geeignet. Uns interessierte insbesondere Neprilysin/CD10, ein eng mit APN
kolokalisiertes Enzym, fiir welches bisher keine Untersuchungen zur Zytokinmodulation
auf SFC vorliegen. Im Vergleich zu den beiden anderen genannten Membranpeptidasen
machte die Proteinexpression von Neprilysin/CD10 (mittlere Fluoreszenzintensitit) ca.
ein Viertel bis ein Zehntel aus. Eine Inkubation der Zellen mit IL.-4 erhoht die Expression
von Neprilysin/CD10 (Abb. 14). Ahnliche Ergebnisse beobachteten wir mit IFN-y. 10°M
Dexamethason wurde als Positivkontrolle verwendet, weil in verschiedenen Zellsystemen
Glukokortikoide Neprilysin/CD10 heraufregulieren konnen (Shipp M et al., 1993). IL-13
induzierte in unseren Versuchen einen geringen Anstieg dieser Membranpeptidase, wie
auch IFN-a oder IFN-B. TGF-B1 und -2 hatten einen stark supprimierenden Effekt auf
Neprilysin/CD10 und auch mit IL-18 lief sich die Enzymexpression hemmen. Der

Proteinkinase C-Aktivator PMA zeigte keinen signifikanten Effekt.
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Abb. 14: Einfluss einer 3-tdgigen Inkubation verschiedener Mediatoren auf die
Neprilysin/CD10-Expression in SFC. Die mittlere Fluoreszenzintensitét, erhalten nach
Inkubation der Zellen mit einem CD10-mAk (Klon ALB2) und einem PE-markierten
Sekundirantikdrper und durchflusszytometrischer Messung, wurde als relative

Verinderung zur Kontrolle angegeben (Kontrolle = 0 %; n = 3-5).
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Mittels quantitativer RT-PCR konten die Zytokineffekte durch Frau Dr. Astrid Kehlen
auf mRNA-Ebene bestitigt werden, wobei der Effekt oft deutlicher ausgeprigt war als
auf Proteinebene (Tabelle 13).

Tabelle 13: Modulation der Neprilysin/CD10-mRNA-Expression durch 24-stiindige
Zytokinbehandlung von kultivierten SFC. Die Ergebnisse der densitometrischen
Auswertung der quantitativen RT-PCR sind als % der Kontrollwerte angegeben (ohne

Zytokin = 100 %; n = 3-7)

ZYTOKIN IL-4 IFN-y IFN-a IFN-R TGF-81 | TGF-82
Neprilysin
mRNA 285+51 | 149+£31 | 171+£36 | 229+77 | 53+26 52 £21

3.2.4. Zell-Zell-Kontakt als Ursache fiir eine lymphozytiire APN-Expression

3.2.4.1. Zell-Zell-Kontakt von Lymphozyten mit verschiedenen adhiirenten Zellen
Reife Lymphozyten im peripheren Blut, Milz und Tonsillen waren in unseren
Untersuchungen APN-negativ. Nach Permeabilisierung von PBL konnten allerdings
geringe Prozentzahlen (unter 14 %) schwach APN-tragender T-Zellen gefunden werden
(Riemann et al., 1993). Auch wies Astrid Kehlen in tonsilliren Lymphozyten 3,5 + 3,3 pg
APN-mRNA/pg Gesamt-RNA nach (Spanne 0,2 — 10; n = 21). In mit hohen IL-2-
Konzentrationen (bis 1000 U/ml) behandelten Langzeitkulturen von TIL oder in IL-2-
kultivierten PBL mit hohem Anteil adhdrenter Monozyten beobachteten wir sporadisch
einen hohen Anteil APN-tragender T-Zellen (siehe Kap. 3.1.5.). Langzeitkultivierung der
HUT-78-T-Zelllinie fiithrte ebenfalls oft zu einer spontanen und ansteigenden APN-
Expression. Mit Zytokinen wie IL-4 konnten wir in Kurzzeitkulturen (bis 5 Tage)
humaner Lymphozyten bei volliger Depletion von Monozyten keine APN-Expression
induzieren. Auch mit T- und B-Zell-Mitogenen sowie einer Stimulation mit CD3-
Antikorpern bzw. einer Kombination aus CD3- und CD28-Antikorpern lie sich in
Lymphozytenkulturen nach 2-3 Tagen nur selten eine APN-Expression auf tiber 10 % der

Zellen induzieren.

Um Langzeitkultivierung von B-Lymphozyten betreiben zu kénnen, soll man diese u. a.
unter Zugabe verschiedener Zytokine zusammen mit SFC kultivieren, ein Modellsystem,
das die Situation im rheumatischen Pannusgewebe imitieren soll (Dechanet et al.,

1995A). Als Quelle von B-Zellen werden oft Tonsillen verwendet, bei denen B-
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Lymphozyten mindestens 50 % der Gesamtlymphozyten ausmachen. Wir beobachteten
erstmalig, dass ein Teil der fiir Langzeitkultivierung mit SFC koinkubierten tonsilldren B-
Lymphozyten bereits nach einer reichlichen Stunde APN trigt, nachgewiesen mit
Fluoreszenzmikroskopie und Durchflusszytometrie (Doppelfarbung CD19/CD13). Die B-
Zellen verloren dieses Enzym wihrend der Kokultur nicht mehr. Tonsilldre T-
Lymphozyten zeigten unter dhnlichen Bedingungen der Kokultur mit SFC einen hoheren

Anteil APN-exprimierender Zellen (Abb. 15).
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Abb. 15: Mittlerer Verlauf der APN-Induktion auf Lymphozyten nach direktem Zell-
Zell-Kontakt mit SFC. Die Ergebnisse aus Doppelfarbung und Durchflusszytometrie sind
dargestellt als % an Gesamtlymphozyten (PBL: Lymphozyten aus peripherem Blut).

Dagegen schwankte der Anteil APN-tragender peripherer Blutlymphozyten nach
Kokultur mit SFC sehr stark und erreichte nur selten einen den tonsilliren Lymphozyten
entsprechenden Anteil APN-positiver Zellen. Dieses Ergebnis kénnte dem geringeren
Anteil an - mit Adhédsionsmolekiilen reichlich versehenen - Memory-Zellen im peripheren
Blut geschuldet sein (CD45RO auf tonsilldaren T-Zellen: 73 = 11 %, n = 49). Oft fehlte
jegliches Anheften der PBL an die SFC. Tonsillire T-Zellen zeigen jedoch einen
Phénotyp, der sich hinsichtlich vieler Molekiile signifikant von T-Zellen des peripheren
Blutes unterscheidet, was Einfluss auf ihr Adhésionsverhalten haben konnte. Genannt

werden soll das starke Uberwiegen CD4-positiver Zellen (78 + 8 % der T-Zellen), der
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hohe Anteil an HLA-DR (40 + 14 %) und CD69 (66 + 12 %) auf T-Zellen bei eher
geringen Werten fiir CD25 (8 £ 3 %) und DPIV/CD26 (30 + 12 %).

Auch mit leukdmischen T-Zelllinien, wie HUT78 (HLA-DR+) und Jurkat (HLA-DR-
negativ), beobachteten wir einen schnellen Anstieg der APN-Expression nach Kontakt
mit SFC. Jurkat-Zellen, die nach Zell-Zell-Kontakt mit SFC in Anwesenheit des
Mitogens PHA-L zu 75 % APN trugen, verloren diese Expression nach Separieren
langsam innerhalb von 10 Tagen, mit 53 % APN-positiven Zellen am Tag 3 und 18 %

positiven Zellen am Tag 6.

In der Kokultur bewegen sich die Lymphozyten mit kriechenden Bewegungen auf den

adhirenten Zellen und schon nach 20 min kann man feste Zellkontakte sehen (Abb. 16).

Abb. 16: Serie von Phasenkontrastaufnahmen (40-iger Objektiv, 4 s Abstand zwischen
den Bildern), die kriechende Bewegungen eines Lymphozyten auf adhérent wachsenden

SFEC zeigen.

Wihrend an monozytidre Linien, wie z. B. THP-1, bei Markierung mit einem speziellen
APN-spezifischen mAk (Leu-M7, Protein:PE = 1:1) im Median ca. 100 000 PE-Molekiile
an die Einzelzellen banden, waren es bei Lymphozyten bzw. lymphozytiren Zelllinien
nach Zell-Zell-Kontakt mit SFC maximal 500-700 Molekiile, wobei die Quanifizierung

problematisch war, da der Fluoreszenzbereich der lymphozytiren Zellen damit unter der
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geringsten Konzentration der PE-markierten FEichbeads und damit auBerhalb des
garantiert linearen Bereichs lag. Dabei muss man natiirlich die geringere GroBe von
Lymphozyten im Vergleich zu Monozyten beriicksichtigen. Die APN-Werte fiir SFC
lagen weit hoher als die der Monozyten und damit ebenfalls auBerhalb des linearen

Bereichs der Eichbeads.

Astrid Kehlen konnte mit Hilfe der quantitativen RT-PCR einen Anstieg von APN-
mRNA in tonsilliren T- und B-Zellen nach Inkubation mit SFC sowie SFC-
Membranpriparationen (Verhinderung der Kontamination mit APN-mRNA aus den SFC)
bis auf 1000 % der Kontrolle nachweisen (Riemann D et al., 2000). Der APN-mRNA-
Anstieg war bereits nach 30 min nachweisbar mit einem Maximum zwischen 2-16
Stunden der Inkubation mit SFC-Membranen. Mit Hilfe eines Luciferase-Assays konnte
Astrid Kehlen den Aktivititsanstieg des myeloischen APN-Promotors in den
Lymphozyten nach Zell-Zell-Kontakt mit SFC zeigen (Kehlen et al., 2000B), ein
Ergebnis, das auf einen Anstieg der APN-Transkription in den Lymphozyten hinweist.
Aktinomycin verringerte deutlich den Anstieg der durch SFC-Membranpréparationen

verursachten lymphozytiren APN-mRNA, dargestellt in Abb. 17.
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Abb. 17: Einfluss von Aktinomycin (A, 5 pg/ml) auf die APN-mRNA-Synthese in
tonsilliren T-Lymphozyten nach Inkubation mit SFC-Membranpréparationen (M1, M2).
Die Daten sind aufgetragen als % der Kontrolle (Kontrolle ohne Behandlung = 100 %).

Trotzdem konnten wir mit dem Proteinsyntheseinhibitor Cycloheximid die lymphozytére

APN-Induktion nach Zell-Zell-Kontakt nicht vollstindig hemmen (Abb. 18).
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Abb. 18: Einfluss von Cycloheximid (CHX, 9 ug/ml) auf den Anstieg der APN-
Expression in tonsilldren T-Zellen nach Koinkubation mit SFC (durchflusszytometrische

Messung).

Nicht nur die Expression des APN-Proteins konnte auf den tonsilldren Lymphozyten nach
Adhision an SFC nachgewiesen werden, sondern ebenfalls ein Anstieg der (mit 5-10
pkat/10° Zellen eher geringen) Ala-pNA-spaltenden Enzymaktivitit dieser Zellen (Abb.
19).

800

700

600

500 -

400

300

200

100 A

Relative Enzymaktivitat [% der Kontrolle]

T T T T
B1 B2 T1 T2

Abb. 19: Tonsillire Lymphozyten (B: B-Zellen; T: T-Zellen) zeigen eine erhohte Ala-
pNA-spaltende Aktivitit nach einstiindigem Kontakt mit SFC. Die Daten sind
aufgetragen als % der Kontrolle (Lymphozyten ohne Zell-Zell-Kontakt = 100 %).
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Direkter Zell-Zell-Kontakt zwischen Lymphozyten und SFC war notig fiir die
lymphozytire APN-Induktion, denn Trennung der Lymphozyten von den SFC durch
einen fiir Zellen undurchléssigen Filter verhinderte vollig den Effekt (Abb. 20). Losliche
humane APN aus Niere oder Plazenta, die in einer Konzentration gegeben wurde, die der
hohen I6slichen APN-Konzentration in der Synovia von Patienten mit JCA entsprach
(500-1500 pkat/ml bei Ala-pNA-Spaltung), fiihrte nicht zu einer lymphozytiren APN-
Expression, ein Ergebnis, das gegen einen lymphozytiren Rezeptor fiir 16sliche APN
spricht. Dafiir war mit SFC-Membranpréparationen eine deutliche, wenn auch geringe
APN-Induktion auf T-Zellen moglich. Leichte Fixierung der SFC mit 2-4 %
Paraformaldehyd (zerstort kaum deren Ala-pNA-spaltende Enzymaktivitit, 95 % der
enzymatischen Aktivitit vitaler Zellen) verhinderte nicht die lymphozytire APN-
Expression nach Zell-Zell-Kultur. Dagegen unterdriickte Behandlung der SFC mit 0,05 %
Glutaraldehyd (72 % der enzymatischen Aktivitit unfixierter Zellen) oder Methanol (10
min, -20 °C) deren Fihigkeit zur lymphozytiren APN-Induktion (Ergebnisse nicht

gezeigt).
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Abb. 20: Einfluss verschiedener Faktoren auf die durch Koinkubation induzierte APN-
Expression tonsilldrer T-Zellen. Die Lymphozyten wurden auf lebenden (1) oder mit
Paraformaldehyd fixierten (2) SFC bzw. mit Membranpriparationen von SFC (3)
inkubiert. Konditioniertes Medium (entnommen nach 24-stiindiger Kokultur von SFC
und T-Zellen) wurde mit den T-Zellen inkubiert (4), oder die Lymphozyten durch eine
Membran von den SFC rdumlich getrennt (5). T-Zellen wurden auBBerdem mit l6slicher
APN aus humaner Plazenta oder Nieren inkubiert (6). Nach 24-stiindiger Inkubation
erfolgte die durchflusszytometrische Untersuchung der T-Zellen auf ihre APN-

Expression.
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Nicht nur SFC waren in der Lage, auf kokultivierten Lymphozyten eine APN-Expression
auszulosen. Ahnliche (meist aber geringer ausfallende) Ergebnisse beobachteten wir nach
Kokultur von tonsilldren Lymphozyten auf Monozyten/Makrophagen, Endothelzellen aus
Nabelschnurvenen, Nierentubulusepithelzellen, verschiedenen Fibroblasten und
Tumorzellen (Tabelle 14, Abb. 21). Mausfibroblasten (z.B. L.929-Zellen) waren nicht
fahig zur Induktion von APN auf humanen Zellen. Die Ergebnisse mit den Monozyten
lassen vermuten, dass in einer Mitogenstimulation von mononukledren Zellen des
peripheren Blutes immer auch Zell-Zell-Kontakt-Effekte zur lymphozytiren APN-
Induktion beitragen. Je konfluenter die adhirenten Zellen waren, um so besser induzierten
sie APN auf T-Zellen. Die APN-Expression auf den adhédrenten Zellen war wichtig fiir
die APN-Induktion auf Lymphozyten, denn APN-negative adhirente Zellen, wie z..
ECV304-Zellen und die Nierentumorzelllinie Caki-2, konnten niemals APN auf
Lymphozyten induzieren (Tabelle 14).

Tabelle 14: Expression von APN auf verschiedenen adhirenten Zellarten und Féhigkeit

zur APN-Induktion auf tonsilldren T-Zellen nach Kurzzeitkultur (1-24 Stunden).

ZELLARTEN APN-EXPRESSION | INDUKTION VON APN
AUF OBERFLACHE | AUF T-ZELLEN NACH
KOKULTUR

SFC +++ +
Endothelzellen ++ +
Monozyten/Makrophagen +++ +
MRHF-Fibroblasten +++ +
Nierentubulus-Epithelzellen +++ +
Caco-2 + -
ECV304 - -
PC3 ++ n
HT29 - -
Caki-1 +++ +
Caki-2 - -
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Abb. 21: Induktion lymphozytirer APN durch parallele Inkubation von tonsilldren T-
Lymphozyten eines Patienten mit humanen Nabelschnurvenenendothelzellen (Endothel),
einer Fibroblastenkultur aus Tonsille (Fibro) und der Prostatakarzinomzelllinie PC3

(Zweifarbenimmunfluoreszenz und Durchflusszytometrie).

ECV304-Zellen, die von Katja Thiele mit einem APN-enthaltenden Vektor transfiziert
wurden und APN stabil auf iiber 70 % der Zellen trugen, waren nun (trotz der bekannten
geringen Expression von Adhidsionsmolekiilen) in der Lage, lymphozytire APN-
Expression zu induzieren (Tabelle 15). ECV304-Zellen, die mit einem 16sliche APN
(ohne Membrananker)-enthaltenden Vektor stabil transfiziert waren, fithrten dagegen

nicht zur APN-Induktion auf Lymphozyten in Kokultur.

Tabelle 15: Induktion von APN auf tonsilliren T-Zellen und Jurkat-Zellen nach
eintiigiger Inkubation mit ECV304-Zellen, ECV-Zellen mit konstitutiver Expression von
APN auf 75 % der Zellen, ECV-Zellen (p8) mit konstitutiver Sekretion von 16slicher
APN und SFC. Die Werte sind als % APN-positiver T-Zellen angegeben (n = 3-7).

ECV304 ECV ECV.P8 SFC
75 % APN+
Tonsilléire T- 0 44 +22 1 52 +21

Zellen

Jurkat 1 34 1 78
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Aus den Kokulturuntersuchungen mit lymphozytirer APN-Induktion ergab sich die
Frage, ob andere Molekiile in &hnlich kurzer Zeit durch Zell-Zell-Kontakt auf
Lymphozyten induziert werden. In unsere Untersuchungen bezogen wir lymphozytire
Aktivierungs-assoziierte Molekiile ein, wie z. B. HLA-DR, DPIV/CD26, CD25, CD40L,
CD54, CD69, CD137/4-1BB und CD134/0X40. Zum anderen priiften wir Molekiile, die
als ,,myeloische Marker* gelten, wie z. B. CD33 oder CD11b. Wir erhielten keinen
Hinweis auf weitere, innerhalb von 1-2 Stunden einer Kokultur mit SFC heraufregulierte
Membranmolekiile auf Lymphozyten, wobei wir natiirlich insgesamt nur ein sehr

begrenztes Spektrum an Molekiilen testen konnten.

3.2.4.2. Arbeiten mit Filtersystemen

Fiir die durchflusszytometrische Untersuchung der Lymphozyten nach Zell-Zell-Kontakt
miissen die - oft eng anhaftenden - Lymphozyten von den adhirenten Zellen mehr oder
weniger kriftig abgespiilt werden. Um mechanische Gewalt zu vermeiden, lieBen wir
tonsillire Lymphozyten durch auf einen Matrigel-beschichteten Filter wachsende
konfluente Endothelzellen wandern und untersuchten Lymphozyten im Uberstand, Zellen
haftend an Endothel und durch den Filter gewanderte Zellen in der unteren Kammer. Aus
unseren Versuchen wurde ersichtlich, dass Lymphozyten keine APN zu exprimieren
brauchen, um durch eine Endothelzellschicht hindurchzuwandern. APN-positive
Lymphozyten fanden wir sowohl im Uberstand iiber den Endothelzellen (38 + 15 % der
Lymphozyten), als auch in der adhédrenten Schicht auf den Endothelzellen (38 + 11 %)
und ebenso in der unteren Kammer (27 + 17 %, n = 3-5). Man kann annehmen, dass die
positiven Lymphozyten im Uberstand bereits Kontakt mit Endothelzellen hatten (nach ca.

20 Min wird bereits ein enger Kontakt beobachtet), jedoch nicht haften blieben.

3.2.4.3. Arbeiten im Kollagengel

Um ein den in-vivo-Bedingungen mehr angepasstes Modell der Kokultur zu untersuchen,
siten wir SFC in Kollagen Typ I ein und lieBen nach ein- bis mehrtdgiger Adaptation der
SFC tonsillire T-Zellen in das Gel migrieren. Um die Lymphozyten im
Durchflusszytometer untersuchen zu konnen, musste das Kollagengel mit Kollagenase
aufgelost werden. Alleinige Kollagenase-Behandlung der Lymphozyten hatte keine
Wirkung auf die APN-Expression und wurde als Kontrolle mit einbezogen.
Lymphozyten, die in ein leeres Gel migrierten, exprimieren keine APN. Kontakt mit
ECM ist dafiir also allein nicht ausreichend. Dagegen beobachteten wir eine schnelle

APN-Induktion auf Lymphozyten, die in ein Gel mit SFC migrierten. Beim Vergleich



58

von T-Zellen, die 1. iiber Nacht in ein Kollagengel migrierten und am nichsten Morgen 2
Stunden auf ,,Monolayer*-SFC verblieben mit solchen, die 2. nach der Nacht im leeren
Kollagengel nun fiir 2 Stunden in ein Kollagengel mit SFC migrierten, zeigten letztere
eine lymphozytire APN-Expression von 196 = 46 % der APN-Expression der
Lymphozyten des ersteren Versuches (n = 7), d. h. entweder war gleichzeitiger Kontakt
der Lymphozyten mit ECM und SFC besonders vorteilhaft fiir eine Induktion
lymphozytirer APN oder SFC bekommen im Gel Merkmale, die besonders vorteilhaft fiir
den Zell-Zell-Kontakt sind.

Mittels LSM konnten nach indirekter Farbung der Zellen im Gel mit einem APN-
spezifischen Antikorper (nachfolgend Cy3-markierter Sekundérantikdrper) Kontaktstellen
von Lymphozyten und SFC untersucht werden, dargestellt in Abb. 22-24. Mittels

Reflexionskontrastverfahren konnte zusitzlich sogar das Gel sichtbar gemacht werden

(Abb. 25).

Abb. 22: Aufnahme von mit adhidrent wachsenden SFC kokultivierten Lymphozyten
mittels LSM. APN-Féarbung (indirekt, Cy3-markierter Sekundirantikdrper) ist grau
dargestellt. Ein Lymphozyt mit fleckiger APN-Farbung ist durch einen Pfeil markiert
(VergroBerung: ca. x 2000).

Wihrend Synoviozyten im Mikroskop eine relativ gleichmifige Membranfiarbung
aufwiesen, zeigte sich auf Lymphozyten oft eine eher lokal angeordnete, Patch-artige
Verteilung der APN-Firbung, wobei auch das TCR-nah angeordnete CD3-Molekiil nicht
gleichmifig verteilt war (Abb. 23).
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Abb. 23: LSM-Aufnahme einer T-Zelle aus peripherem Blut nach zweitigiger
Mitogenstimulierung und dreistiindigem Kontakt mit SFC (Vergréerung ca. x 8000).
Griin: CD3-FITC, direkte Markierung; Rot: APN-spezifischer mAk (Klon Leu-M7)
gefolgt von Sekundérantikorper, Cy3-markiert. Die gelbe Farbe ergibt sich aus einer

engen Lokalisation von CD3 und APN.

Abb. 24: LSM-Aufnahmen (Zusammensetzen von 15 Schnitten in der z-Achse, Bilder

um 15 ° versetzt) einer T-Zelle, die Kontakt zu SFC-Ausldufern hat. Tonsilldre T-Zellen
migrierten fiir 3 Stunden in ein Kollagengel mit eingesdten SFC. APN wurde mit
indirekter ~Immunfluoreszenz nachgewiesen (Sekundarantikorper Cy3-markiert)

(VergroBerung: ca. x 1900).
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Abb. 25: LSM-Aufnahme (ca. 1000 fache VergroBerung) eines Synoviozyten in einer
dreidimensionalen Kollagenmatrix. Reflexionskontrast wurde zur Darstellung des Gels
verwendet (griine Falschfarbe). APN-Expression wurde iiber indirekte Immunfluoreszenz
(Leu-M7, Cy3-markierter Sekundirantikorper, rot) sichtbar gemacht und beide

Aufnahmen iibereinander gelegt.

3.2.4.4. Arbeiten zur Modulation der lymphozytiren APN-Expression nach Zell-
Zell-Kontakt
Inkubation der SFC mit verschiedenen APN-spezifischen mAk (SJ1D1, WM-15) konnte
die lymphozytire APN-Expression nach Zell-Zell-Kontakt (nachgewiesen mit Leu-M7)
nicht vollstindig hemmen. Nach Antikorper-Inkubation wurden die SFC vor der
Inkubation mit den Lymphozyten z. T. von uns fixiert, um ein Shedden oder
Internalisieren des Antikorper-beladenen APN-Molekiils zu verhindern. In 17 Versuchen
erhielten wir nach Behandlung der SFC mit APN-spezifischen mAk eine lymphozytére
APN-Expression von 68 = 28 % des Mean-Wertes der Kontrolle (d. h. ohne
Antikorperinkubation).

APN-Inhibitoren wie Actinonin oder Inhibitoren wie E-64 (Cysteinproteasen), PMSF
(Serinproteasen), Pepstatin (Aspartylproteasen) und o-Phenanthrolin (Metalloproteasen)
zeigten genau wie ein kommerziell vertriebener Inhibitorcocktail keinen Einfluss auf die

lymphozytire APN-Induktion nach Zell-Zell-Kontakt mit SFC. Auch TAPI (TNF-a-
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Proteaseinhibitor), ein Inhibitor fiir das Shedding verschiedener Membranproteine
(Mohler KM et al., 1994) war ohne einen Einfluss. Wihrend eine Inkubation reiner
tonsilldrer T-Zellen mit den Lektinen ConA oder PHA oder dem Protein-Kinase-C-
Aktivator PMA selten zu einer APN-Expression auf iiber 5 % der Zellen fiihrte, erhohten
T-Zell-Mitogene bereits nach sehr kurzer Zeit (1-2 Stunden) signifikant die APN-
Induktion auf T-Lymphozyten in Kokultur mit SFC (Abb. 26). Wir beobachteten einen
Mitogen-induzierten Anstieg der lymphozytiren APN-Expression in Kokultur mit SFC
auf 130 — 440 % der Werte ohne Mitogene. PMA zeigte einen anderen Zeitverlauf und
erhohte die lymphozytire APN-Expression nach Zell-Zell-Kontakt mit langsamen
Anstieg erst nach 2-3 Tagen. T-Zellen, die erst fiir eine Stunde mit SFC koinkubiert
wurden und dann fiir 2 Stunden bis einen Tag in Abwesenheit von SFC mitogen
stimuliert wurden, zeigten eine nachtrigliche Steigerung der APN-Expression (Tabelle
16). In dem gezeigten Beispiel haben Lymphozyten nach Kontakt mit SFC eine relativ
geringe APN-Expression, was Resultat der sehr schonenden Ablosung von den
adhirenten Zellen ist, um eine Beimengung von SFC bei der nachtriglichen

Mitogenstimulation zu vermeiden.

Tabelle 16: Einfluss einer nachtriglichen Mitogenstimulation auf die APN-Expression
lymphozytirer T-Zellen, die vorher eine Stunde mit SFC oder ECV304 (APN-negativ)
koinkubiert worden. IL-2: 100 U/ml. Die Daten reprisentieren % APN-positive T-Zellen.

VORHER EINE STUNDE SFC VORHER EINE STUNDE ECV
IL-2 IL-2/PHA | IL-2/PMA IL-2 IL-2/PHA | IL-2/PMA
2h 4 32 8 3 2 1
24 h 10 34 28 2 5 2

Eine 60-miniitige Vorbehandlung der SFC mit Cytochalasin B verringerte deren

Fihigkeit zur lymphozytiren APN-Induktion mit:

0 uM 100 %

1 uM 77+ 11 %

10 pM 80+ 6 %

100 pM 48 +12 % (n = 3-5).

Eine Cytochalasinkonzentration von 10 uM und hoher resultierte bereits innerhalb von 30
min in einer Abrundung und einer Ablosung der SFC von ihrer Unterlage. Andererseits
beobachteten wir mit den leukdmischen T-Zelllinien HUT78 und Jurkat bei
Konzentrationen unter 50 pM oft inverse Effekte, also eine Erhohung der lymphozytiren

Expression nach Koinkubation mit Cytochalasin-behandelten SFC.
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3-Methyl-Cyclodextrin entzieht Zellen Cholesterol, einhergehend mit einer Zerstérung
der Cholesterol-angereicherten Membranmikrodoménen. Cyclodextrinbehandlung (1-4 %
in serumfreiem Medium bzw. in Medium RPMI-1640 mit lipidfreiem FCS fiir eine
Stunde) verursachte in unseren Versuchen weder eine signifikante Verdnderung der APN-
Expression von adhirent wachsenden vitalen und fixierten SFC noch der enzymatischen
Aktivitdt (Kontrolle 1597 + 577 pkat/ 10° Zellen, nach Cyclodextrin 97,3 % der
Kontrollaktivitdt, n = 7). Dagegen wurde die Expression des GPI-gekoppelten Molekiils
CD59 in SFC deutlich verringert (auf 35-40 % der Ausgangsintensitit). Zell-Zell-Kontakt
mit Cyclodextrin-behandelten SFC fiihrte jedoch zu einer signifikanten Verminderung der
lymphozytiren APN-Expression (Abb. 26). Dieses Ergebnis deutet darauf hin, dass die
Lokalisation von APN in Cholesterol-reichen Membranmikrodoméinen der SFC einen

wichtigen Faktor fiir die lymphozytire APN-Induktion nach Zell-Zell-Kontakt darstellt.
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Abb. 26: Zeitverlauf der APN-Induktion auf tonsilliren T-Lymphozyten nach Adhirenz
an mit Paraformaldehyd fixierte SFC. Cyclodextrin-Vorbehandlung der SFC (+)
verringerte deutlich deren Féahigkeit zur Induktion lymphozytirer APN (n =35).

3.2.5. Lokalisierung von APN in Membranmikrodoménen von SFC

Die Versuche zum Einfluss eines Cholesterolentzuges durch Cyclodextrin auf die
lymphozytire APN-Expression nach Zell-Zell-Kontakt hatten auf eine mogliche Rolle der
APN-Lokalisation in Cholesterol-reichen Membranmikrodominen der SFC hingewiesen.

Mittels LSM konnten wir die Kolokalisation von Caveolin, einem Markermolekiil der
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Caveolae als speziellen Membranmikrodominen, und APN in SFC zeigen (Abb. 27).
Diese Ergebnisse wurden durch elektronenmikroskopische Darstellungen der APN in
Rafts und Caveolae der SFC, durchgefiihrt in der Arbeitsgruppe von Dr. M. Danielsen
(Biochemie, Panum-Institut in Kopenhagen), untermauert (Riemann D et al., 2001B).
Dichtegradientenzentrifugation der bei 4 °C Triton X-behandelten SFC-
Membranpréparation und Westernblot in den Fraktionen mit geringer (Ansammlung von
Proteinen der Membranmikrodominen) und hoher Dichte, durchgefiihrt von Dr. A.
Navarrete Santos, bestitigte und erweiterte unser Ergebnis zur Anwesenheit von APN in
Membranmikrodominen der SFC auch auf DPIV/CD26 und Neprilysin/CD10 (Riemann
et al., 2001B).

108 150 200 256
Image

Number of colocated pixels:

® 50 108 150 269 250

Abb. 27: APN ist teilweise kolokalisiert mit Caveolin in SFC: Die Zellen wurden nach
Fixierung und Permeabilisierung mit dem APN-spezifischen Leu-M7-mAk indirekt
geféarbt (FITC, griin), gefolgt von einer Markierung mit dem Caveolin-Ak (Cy3, rot). Die
im LSM aufgenommenen Finzelbilder wurden im 3. Bild iibereinandergelagert
(Kolokalisation gelb/orange). Mit Hilfe einer speziellen Software von Carl Zeiss Jena
konnte die Pixelkolokalisation im Bild ganz rechts dargestellt werden: Auf der Ordinate
sind griine Pixel (deutliches Uberwiegen von APN), auf der Abszisse die roten Pixel
(Caveolin) dargestellt. Kolokalisierte Pixel befinden sich in einem bestimmten Bereich in

der Diagonale.
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4. DISKUSSION

4.1. T-Zellphinotyp aufierhalb des peripheren Blutes mit besonderer
Beriicksichtigung der Expression von APN
Nachdem wir zufillig die Anwesenheit APN-tragender T-Zellen in entziindlichen
Gelenkfliissigkeiten entdeckt hatten, waren wir am moglichen Vorkommen APN-
tragender T-Zellen in anderen Kompartimenten aufBlerhalb des peripheren Blutes
interessiert. Gleichzeitig wollten wir wissen, ob APN mit anderen Aktivierungs-
assoziierten T-Zellmarkern zusammen auftritt, ob das Wissen um APN-positive T-Zellen
als diagnostischer Marker Verwendung finden kann und ob man aus dem Vorkommen
APN-positiver T-Zellen Riickschliisse auf die Ursachen dieses T-Zellphidnotyps schlieBen

kann.

Untersuchungen zur Charakterisierung humaner Lymphozyten auf3erhalb des peripheren
Blutes sind aus dem verstindlichen Grund der begrenzten Verfiigbarkeit dieser Zellen
eher rar. Insbesondere fehlen oft Daten zu ,,normalen* Kontrollgruppen, mit denen die in
bestimmten Krankheits-assoziierten Situationen gewonnenen Daten verglichen werden
konnen. Eine Krankheits-assoziierte Steigerung der Zahl der T-Zellen in bestimmten
Geweben konnte resultieren aus erhohtem Eintritt, lokaler Proliferation, vermindertem
lokalen Tod oder vermindertem Abfluss, oder einer Kombination aller Faktoren.
Lymphozyten, die in Lymphknoten migrieren, fehlen entziindliche oder zytotoxische
Funktionen, wiéhrend in peripheres Gewebe migrierende Zellen mit verschiedenen

Effektorfunktionen ausgestattet sind (Sallusto F et al., 1999).

T-Zellen in den verschiedenen von uns untersuchten Lokalisationen aufBerhalb des
peripheren Blutes (Ausnahme: Tonsillen) tragen zu >85 % CDA45RO als ,,memory*-
Marker [stattgehabter Antigenkontakt (Michie CA et al., 1992)], unterscheiden sich
jedoch in ihrer APN-Expression. Memory-Zellen zeigen ein spezielles homing-Verhalten
und wandern in Regionen des Korpers, die dhnlich jenen sind, in denen die Zellen zum
ersten Mal auf ihr Antigen trafen. CD4-positive Memory-Zellen verlieren nach mehreren
Antigenstimulationen das CD27-Molekiil, ein Mitglied der TNF-Rezeptor-Superfamilie
(Hintzen RQ et al., 1993). Beim Vergleich des T-Zellphdnotyps verschiedener Orte
auBerhalb des peripheren Blutes registrierten wir einige Auffilligkeiten: So fand sich in
der Synovia und im Pannusgewebe von Patienten mit entziindlichen Gelenkerkrankungen
ein besonders hoher Anteil APN-tragender T-Zellen, wiahrend DPIV/CD26 (zumindestens
in der Gruppe RA und JCA) eher herabreguliert war. Auch TIL in Nierentumoren hatten
einen hohen Anteil APN-tragender T-Zellen. Gleichzeitig war ein hoher Anteil HLA-DR-
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positiver T-Zellen ein Charakteristikum beider Lokalisationen. T-Zellen der BALF von
Patienten mit Sarkoidose hatten dagegen eine geringe Expression von APN. Auch fanden

wir in Tonsillektomiematerial nie APN-tragende Lymphozyten.

In zukiinftigen Untersuchungen wire die FEinbeziehung der Expression von
Chemokinrezeptoren interessant. Inzwischen weifl man z. B., dass die Expression von
CCR?7 die Memory-T-Zellen in zwei funktionell verschiedene Gruppen teilt (Sallusto F et
al., 1999). CCR7-negative Memory-T-Zellen migrieren in entziindete Gewebe und sind
Effektorzellen, wohingegen CCR7-positive Zellen in sekundéire Lymphorgane wandern,
wo sie dendritische Zellen aktivieren konnen, aber sich erst nach erneuter Stimulation in
CCR7-negative Effektorzellen umwandeln. Fiir die in vivo-Unterscheidung von (IL-2,
IFN-y und Lymphotoxin produzierenden und in zellmediierte Immunantwort integrierten)
TH-1-Zellen von TH-2-Zellen (produzieren IL-4 und IL-5, sind beteiligt an der
Herabregulation der zellmediierten und fordern die humorale Immunantwort) galten
Chemokinrezeptoren in den letzten Jahren als ein hoffnungsvoller Kandidat, wobei es

inzwischen auch gegenteilige Befunde gibt (Nanki T et al., 2000).

4.1.1. Synoviale T-Zellen

APN findet sich auf einem Grofteil der synovialen T-Zellen von Patienten mit
verschiedenartigen Gelenkentziindungen, wobei wir in den Gruppen RA, JCA und TA
keine deutlichen Unterschiede registrierten. Auch im Pannusgewebe von Patienten mit
RA und JCA fanden wir APN-positive Lymphozyten, nicht jedoch in parallel
entnommenen Blutproben. Aus unseren Ergebnissen ergibt sich die Moglichkeit, dass
Zell-Zell-Kontakt Ursache der APN-Expression synovialer T-Zellen ist. SFC sind stark
APN-positiv und es gibt Hinweise darauf, dass bei RA synoviale Makrophagen besonders
stark APN exprimieren (Emmrich F et al., 1990). T-Zellen im Synovialgewebe sind eine
gemischte Population von vor kurzem eingewanderten Zellen und solchen, die im
Synovialgewebe lidngere Zeit verbleiben. T-Zellen in der Synovia sind insofern
einheitlicher, als sie aus dem Synovialgewebe stammen (Davis LS et al., 2001). Falls T-
Zellen aus dem Synovialgewebe iiber die Lymphwege in das Blut rezirkulieren kénnen,

miissten sie auf ihrem Weg ihre APN-Expression verlieren.

Zum Phiénotyp synovialer T-Zellen bei RA gibt es eine Reihe von Untersuchungen
(Ubersicht z. B. in Kinne RW et al., 1997; Weyand CM et al., 2000). Lange bekannt ist
das Uberwiegen CD45RO-positiver Zellen mit einem hohen Anteil CD69 und HLA-DR.

CD69 als friih induzierbarer Aktivierungsmarker gilt als Marker fiir den ras-
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Aktivierungsweg der T-Zellen (D’ Ambrosio D et al., 1994). CD4-positive synoviale T-
Zellen bei RA verlieren CD28 (mit Verlust der Ligation an B7-1/CD80 und B7-2/CD86)
und erwerben Granzym und Perforin, verbunden mit einem funktionellen Wechsel in
Richtung Zytotoxizitit (Weyand CM et al., 2000). Das durch diese Zellen auflerdem
sezernierte TH1-Zytokin IFN-y induziert eine HLA-DR-Expression auch der T-Zellen,
was dazu fithren kann, dass T-Zellen selbst Antigenepitope in der Bindungsgrube ihrer
MHC Klasse-II-Molekiile an Helferzellen prisentieren. Interessanterweise wird iiber eine
Rolle von APN im Antigenprocessing diskutiert, wie bereits im Kap. 1.1.2. ausgefiihrt
wurde. Das Enzym soll die aus den Enden der Bindungsgrube heraushingenden
Peptidstiicke so beschneiden, dass Helferzelle und Antigen-prisentierende Zelle sterisch
nicht behindert werden (Larsen SL et al., 1996). In unseren Versuchen hatten synoviale
T-Zellen in der Patientengruppe TA &dhnlich hohe Expression sowohl von HLA-DR als
auch von APN, damit ist die HLA-DR- und APN-Expression synovialer T-Zellen
keinesfalls RA-spezifisch. Synoviale T-Zellen bei JCA sollen im Gegensatz zu RA trotz
deutlicher TH-1-Komponente besonders bei Patienten mit limitierter Gelenkzerstérung

auch TH-2-Zytokine produzieren (Murray KJ et al., 1998).

Wir fanden bei verschiedenen Arthritisformen keine signifikante Korrelation zwischen
sowohl der ESR der Patienten als auch der Zahl synovialer Leukozyten mit den APN-
positiven synovialen T-Zellen, wobei man beriicksichtigen muss, dass die Patienten einen
unterschiedlichen Zeitverlauf der Erkrankung aufwiesen und sehr verschieden, z. T.
immunsuppressiv, therapiert wurden. Fin moglicher Zusammenhang zwischen
Entziindungsaktivitit und der synovialen APN-Expression auf T-Zellen konnte so
verdeckt sein. Leider fehlen uns Untersuchungen zum T-Zellphdnotyp in nicht-

entziindeten Gelenken.

Zukiinftige Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe sollen die funktionellen
Besonderheiten APN-tragender synovialer T-Zellen in den Mittelpunkt stellen.
Insbesondere interessiert uns, ob neben einer moglichen lymphozytiren
Antigenprisentation APN-Liganden in T-Zellen direkt MAP-Kinasen aktivieren konnen,
dhnlich der in Monozyten durch Ligation/Crosslinking durch APN-spezifische mAk
ausgelosten Signalkaskade (Navarrete Santos A et al., 2000A).

4.1.2. T-Zellen in Perikardfliissigkeit
Das Perikard ist eine serose Membran mit einer Mikrovaskulatur dhnlich der der

Synovialmembran und der Pleura. Ein Erwachsener hat ca. 20-25 ml Perikardfliissigkeit,
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welche als Ultrafiltrat des Blutserums verstanden wird (Holt JP, 1970). Erwachsene mit
Herzklappenerkrankungen, die hohe Entziindungsparameter (z. B. ESR) hatten, zeigten
die hochsten Anteile APN-positiver T-Zellen. Daraus konnte man schliefen, dass eine
APN-Expression auf Lymphozyten Entziindungs-assoziiert auftritt und in der normalen
Perikardfliissigkeit eher ein seltenes Ereignis darstellt. Lymphozytire APN-Expression
konnte auch hier Folge des Zell-Zell-Kontaktes mit Makrophagen und/oder
Mesothelzellen sein. Zufillig entstandene Kulturen von schnell proliferierenden
Mesothelzellen aus Perikardfliissigkeit trugen immer APN, wobei es keine Angaben in
der Literatur zu einer in vivo Expression von APN auf Mesothelzellen gibt. Bei der HLA-
DR-Expression auf T-Zellen fanden wir keine Unterschiede zwischen den Gruppen, was
gegen eine enge Kopplung von HLA-DR und APN spricht. Unklar bleibt, warum Kinder
mit Herzfehlern einen besonders hohen Anteil CD69 sowie der Adhédsionsmolekiile
CD11b und ICAM-1/CD54 auf T-Zellen aufwiesen. Denkbar wiren Alters-abhingige
Besonderheiten im T-Zellphédnotyp und/oder im Migrationsverhalten. Bisher gibt es keine

Vergleichsuntersuchungen zum Phénotyp der T-Zellen in Perikardfliissigkeit.

4.1.3. T-Zellen in Bronchiallavage-Fliissigkeit

Die Lunge enthilt eine groe Anzahl an Lymphozyten, hauptsdchlich Memory-T-Zellen,
die in zwei Kompartimenten gefunden werden, der bronchialen Lamina propria und den
peripheren alveoldren und interstitiellen Lungenregionen. Anders als in Haut und
Diinndarm sind bisher keine lymphozytiren spezifischen Lungen-homing-Rezeptoren
bekannt, es gibt jedoch Hinweise auf ein spezielles Muster an Chemokinrezeptoren fiir T-
Zellen der Lunge (Campbell JJ et al., 2001). Wenig ist bisher bekannt zum Ursprung der
Lymphozyten in der BALF und ihrem Weg aus dem peripheren Blut in den
bronchoalveoldren Raum. Lymphozyten machen unter 10 % der Gesamtleukozyten in der
BALF gesunder Erwachsener aus. Die Immunphénotypisierung ist inzwischen ein
anerkanntes Hilfsmittel, um Lungenerkrankungen besser definieren zu konnen. Besonders
Sarkoidose und experimentell allergische Alveolitis zeigen ein typisches Bild mit einer
Anreicherung von T-Lymphozyten, besonders des Helferzelltyps (CD4+) bei Sarkoidose
und zytotoxischer T-Zellen (CD8+) bei exogen-allergischer Alveolitis (Bernhardt K et al,
1997). Sarkoidose ist eine chronische granulomatdse Erkrankung unbekannter Ursache
mit koordinierter Wechselwirkung zwischen T-Zellen und Makrophagen, die zur Bildung
der charakteristischen nicht-verkdsenden Granulome fithren (Newman L et al., 1997).
Sarkoidose soll mit einem deutlichen TH-1-Profil der T-Zellen einhergehen (Wahlstrom J
et al., 2001). Lange bekannt ist, dass T-Lymphozyten der BALF Aktivierungsmarker wie
CD45RO und CD69 exprimieren (Saltini C et al., 1990). Weiterhin beschrieben ist in T-
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Zellen der BALF von Patienten mit Sarkoidose eine hohe Expression von DPIV/CD26,
ICAM-1/CD54 und Fas/CD95 (Wahlstrom J et al., 1999). Die Expression von
DPIV/CD26 soll in verschiedenen granulomatdsen Erkrankungen mit der Synthese des
TH-1-Zytokins IFN-y korrelieren (Scheel-Toellner D et al., 1995), wobei auf
Gewebeschnitten nur 2 von 7 ausgetesteten Antikorpern niitzlich fiir die Erkennung TH-
1-spezifischer T-Zellen waren (Seitzer U et al.,, 1998). Andererseits gibt es
Untersuchungen, die einen Zusammenhang zwischen der Expression von DPIV/CD26
und der T-Zelladhisivitiat an Endothelzellen und Fibroblasten verneinen (Mattern T et al.,
1998). Unsere Ergebnisse zeigen einen geringen Anteil APN-tragender T-Zellen in der
BALF von Sarkoidosepatienten gepaart mit einem hohen Anteil DPIV/CD26-positiver T-
Zellen. Die Expression beider Aminopeptidasen auf T-Zellen scheint ebenfalls nicht eng

gekoppelt zu sein.

Ungeklért bleibt, warum Zell-Zell-Kontakt bei Sarkoidose nicht zur APN-Expression
alveoldrer Lymphozyten fiihrt. In der Lunge wird APN von den Surfactant-
produzierenden Alveolar-Epithelzellen vom Typ II (und nicht von den ausdifferenzierten
Typ I-Zellen) exprimiert, neben ihrer Lokalisierung in Driisengingen, Blutgefdfen,
Nerven, stromalen Zellen und Alveolarmakrophagen (Funkhouser JD et al., 1987).
Alveolarmakrophagen hat man eher geringe Fahigkeiten zur Antigenpridsentation
zugeschrieben. Sie sollen die Proliferation von T-Zellen sogar supprimieren kdnnen
(Strickland D et al., 1993). Bei Sarkoidose gibt es jedoch Untersuchungen, die zeigen,
dass Alveolarmakrophagen Antigen prozessieren und an T-Lymphozyten présentieren

konnen (Grunewald J et al., 1999).

Interessanterweise gibt es eine Arbeit, die das Vorkommen APN-positiver Zellen in
Sarkoidose untersucht und gerade bei Sarkoidose einen hohen Anteil 16slicher APN in der
BALF nachweist sowie sehr stark APN-positive Makrophagen findet (Tani K et al.,
2000). Die Autoren beschreiben weiter einen chemotaktischen Effekt, den 16sliche APN
selbst besonders auf CD4+ T-Lymphozyten ausiibt und der mit Bestatin hemmbar ist.
Losliche APN konnte also zur alveoldren Ansammlung von Helferzellen bei Sarkoidose
beitragen. In der Literatur finden sich keine weiteren Hinweise auf eine chemotaktische
Eigenschaft von APN auf Lymphozyten. Es gibt jedoch eine Arbeit, die eine hohe
Konzentration 16slicher APN mit einem hohen Granulozytenanteil in der BALF korreliert
findet (Juillerat-Jeanneret L et al., 1997). Es bleibt nachzupriifen, ob auch in der Synovia
von RA-Patienten 10sliche APN, die sich in besonders hohen Konzentrationen findet
(Lees T et al., 1991), zur Ansammlung von Helferzellen und/oder Granulozyten beitragen

kann.
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4.1.4. T-Zellen in Tumoren

Auch T-Zellen, die in Tumoren migrieren, kdnnen APN exprimieren, wie von uns
erstmalig gezeigt werden konnte. Eine mogliche Bedeutung dieses Befundes bleibt jedoch
unklar. Tumor-spezifische T-Zellaktivitit wurde sowohl in Nieren- als auch in
Lungentumoren beschrieben (Schendel DJ et al., 1993; Calhoun RF et al., 2000). Es gibt
jedoch bisher erstaunlich wenige Arbeiten mit einer Charakterisierung des Phénotyps von
TIL. In Nierentumoren soll der Prozentsatz an TIL nicht mit dem Tumor Staging oder
histologischen Grading korrelieren (Kowalczyk D et al, 1997). IL-4- und IL-10-mRNA
kann man in TIL aus Nierentumoren nachweisen, was als TH-2-Antwort gedeutet wird
(Maeurer MJ et al., 1995). In Bronchialkarzinomen soll die Anwesenheit von TIL
dagegen auf eine bessere Prognose hindeuten (Kerr KM et al., 1998). Ergebnisse unserer
Arbeitsgruppe zeigen, dass vor allem ein hoher B-Zellanteil (= 21 % der TIL) in nicht-
kleinzelligen Bronchialkarzinomen in einem multivariaten Cox-Modell mit einem
langerem Uberleben korreliert ist (Riemann D et al., 1997). Mehrere Arbeiten
beschreiben den hohen Anteil HLA-DR-positiver T-Zellen in Tumoren. So finden Van
den Hove und Mitarbeiter (1997) mehr als 80 % der Helferzellen im Tumorstroma von
Nierentumoren positiv fiir HLA-DR, wihrend es im benachbarten tumorfreien
Nierengewebe ca. 45 % sind. Wir selbst finden 68 % der Gesamt-T-Zellen in hellzelligen
Nierentumoren HLA-DR-positiv, ohne weiter in Helferzellen und zytotoxische Zellen zu
differenzieren. Ortegel und Mitarbeiter (2000) finden in nicht-kleinzelligen
Lungentumoren 61 % HLA-DR-positive T-Zellen, ein Wert, der nur geringfiigig tiber den

von uns beobachteten Zahlen liegt.

Vergleicht man T-Zellen in hellzelligen Nierentumoren mit solchen aus
Bronchialkarzinomen, so ergeben sich einige deutliche Unterschiede, wie der hohe Anteil
APN-, HLA-DR- und DPIV/CD26-positiver T-Zellen in Nierentumoren, wihrend in
Bronchialkarzinomen CD25-, CD69- und ICAM-1/CD54-positive T-Zellen stérker
exprimiert werden. Mangels entsprechender Untersuchungen kann man nur spekulieren,
dass die Tumorzellumgebung nicht nur Einfluss auf ein bestimmtes Spektrum
Aktivierungs-assoziierter Oberflaichenmarker auf T-Zellen hat, sondern dass sich auch
funktionelle Unterschiede ergeben. CD25-positive Helferzellen gelten als suppressiv
wirkende Regulatorzellen, die TGF-B produzieren (Read S et al., 2000). Der geringe
Anteil CD25-positiver T-Zellen in Nierentumoren erinnert z. B. an die durch
Metalloproteasen von Zervixkarzinomen spezifisch verursachte verringerte lymphozytére
CD25-Expression (Sheu B-C et al., 2001). Hinsichtlich der von uns untersuchten CD11b-

Expression von tumorinfiltrierenden T-Zellen weil man, dass die meisten CD28-
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negativen Zellen CD11b-positiv sind (Yamada H et al., 1985). CD28-negative Zellen
konnen nicht an die kostimulatorischen Molekiile B7-1/CD80 und B7-2/CD86 auf
Antigen-présentierenden Zellen binden. Es handelt sich um terminal differenzierte Zellen,
denen ein zytolytisches Potential zugeschrieben wird (fiir Ubersicht siehe Fiorentini S et
al., 2001). CD11b-Expression auf CD8+ T-Zellen soll den Schritt von der memory-Zelle
(CD45RO+CD28+) zur echten Effektorzelle markieren (Fiorentini S et al., 2001). B-2-
Integrine (CD11b als a-Kette) vermitteln die lymphozytire Adhédsion an Endothel sowie
die Extravasation, und werden fiir das Homing in Entziindungsgebiete bendtigt (Issekutz
TB et al., 1993). Ahnlich wie von uns fiir APN beobachtet, sollen CD11b-positive T-
Zellen nicht in Tonsillen und Lymphknoten als sekundidren Lymphorganen vorkommen
(Hoshino T et al., 1993). Wir fanden in Plattenepithelkarzinomen die geringsten und in

hellzelligen Nierentumoren die hochsten Anteile dieser Zellen.

Wihrend primédre Lungentumoren einen relativ geringen Anteil APN-positiver TIL
enthalten, ist der Anteil APN-positiver T-Zellen in Metastasen von Nierentumoren in der
Lunge dhnlich hoch wie in Primdrtumoren der Niere. Dies konnte dafiir sprechen, dass T-
Zellen erst in der Auseinandersetzung mit den Nierentumorzellen APN-Expression
erwerben. Da wir auch in vifro durch Zell-Zell-Kontakte von tonsilldren T-Zellen und
Nierentumorzellen eine lymphozytire APN-Expression induzieren konnten, ist es
denkbar, dass der Grad an APN-Expression der TIL den Grad an Zell-Zell-Kontakten
zwischen Nierentumorzellen und Lymphozyten widerspiegelt. Andererseits kann die Zell-
Zell-Kontakt-induzierte lymphozytire ~APN-Expression durch eine Reihe von
Stimulatoren (Zytokine, Mitogene) erhoht werden, die besonders in Nierentumoren eine

wichtige Rolle spielen kénnten.

Im Rahmen der Dissertationsarbeit von Katrin Eiselt zur Abschitzung einer
Prognoserelevanz verschiedener Merkmale von TIL in Lungentumoren (mittlere
Patienteniiberwachung von 14 Monaten) hatten Patienten mit Lungentumoren mit > 20 %
APN-positiven T-Zellen im multivariaten Cox-Regressionsmodell, das Histologie,
Tumor-Grading (nur G2 und G3 eingeschlossen), Staging (T1-3) und Residualtumor nach
Operation (nur ohne) einschloss, eine schlechtere Prognose als solche mit < 9 % APN-
positiven T-Zellen (Riemann D et al., 1997). Das relative Risiko der Patienten mit > 20 %
APN-positiven T-Zellen im Tumor zu versterben war 3,6fach hoher als das Risiko fiir
Patienten mit < 9 % APN-positiven T-Zellen. Der Trend von APN-positiven T-Zellen als
Marker fiir eine schlechte Prognose blieb zwar bei htheren Patientenzahlen und lingerer
Nachbeobachtungszeit erhalten, war aber nicht mehr signifikant (Katrin Eiselt, laufendes

Dissertationsverfahren). Eine Deutung dieses Befundes bleibt im Moment schwierig, da
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zu wenig iiber die Besonderheiten APN-positiver T-Zellen im Tumor bekannt ist. Wenn
man direkten Zell-Zell-Kontakt mit Tumorzellen als Ausloser fiir eine lymphozytire
APN-Expression annimmt, konnte der enge Zellkontakt zwischen Lymphozyten und
Bronchialkarzinomzellen eine Inaktivierung der Lymphozytenfunktionen bewirkt haben.
Andererseits konnte eine hohe APN-Expression auf T-Zellen durch das Spalten

biologischer Peptide Tumorzellwachstum unterstiitzen.

4.2. Regulation verschiedener Membranpeptidasen

4.2.1. Regulation durch Zytokine

Aus unseren  Regulationsversuchen mit Zytokinen lassen sich  einige
Verallgemeinerungen ziehen: IL-4 ist ein Zytokin, das in unseren Versuchen sowohl
APN, als auch DPIV/CD26 und Neprilysin/CD10 in unterschiedlichen Zellen
heraufregulieren kann. Damit konnte IL-4 einen gesteigerten Abbau von Chemokinen,
Enkephalinen u. a. biologischen Peptidmediatoren bewirken, aber auch das
Antigenprocessing beeinflussen (Trimmen der in MHC Klasse-II-Molekiilen gebundenen
Peptide). TGF-B hat direkt gegensitzliche Wirkungen auf verschiedene
Membranpeptidasen: In unseren FErgebnissen steht einer Herabregulation von
Neprilysin/CD10 in SFC oder einer Herabregulation von DPIV/CD26 in
Nierenepithelzellen eine Heraufregulation von APN in Monozyten gegeniiber. In anderen
Zelltypen als Monozyten hatte TGF- zwar keine deutliche Heraufregulation von APN
zur Folge, jedoch auch nie eine Verringerung. Das heifit, in Situationen mit hohen TGF-
B-Konzentrationen werden Membranpeptidasen wie DPIV/CD26 und Neprilysin/CD10
herabreguliert sein, die Wirkung von APN jedoch bleibt erhalten bzw. wird (in

Monozyten) erhoht.

Vergleicht man APN und DPIV/CD26, die auf der Biirstensaummembran der proximalen
Nierentubuli eng kolokalisierten Membranenzyme, hinsichtlich der Regulation durch
Mediatoren wie PMA als Proteinkinase C-Aktivator und Forskolin bzw. A23187 als c-
AMP-erhohende Substanzen, so ergeben sich einige auffillige Unterschiede. PMA ist nur
fir APN ein signifikanter Aktivator, nicht aber fiir DPIV/CD26. c-AMP-Erhdhung
dagegen hemmt die APN-Expression, aber steigert deutlich DPIV/CD26 (und
Glutamylaminopeptidase), wie durch Arbeiten von Frau Astrid Kehlen mittels mRNA-
Quantifizierung deutlich wurde (Kehlen A et al., 1998).
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4.2.1.1. TGF-A hemmt nicht die APN-Expression

TGF-B ist ein multifunktionelles Zytokin, das in Sdugern in 3 Isoformen (TGF-$1, -2, -3)
existiert, und durch sehr verschiedene Zellen in einer latenten Pro-Form sezerniert wird,
aus der durch bisher nur wenig verstandene Mechanismen biologisch aktives TGF-
freigesetzt wird. Mannose-6-Phosphat/IGF (insulin-like growth factor)-1I-Rezeptor bindet
latentes TGF-B und bildet auBerdem Komplexe mit Urokinase (Plaminogenaktivator)-
Rezeptor/CD87 auf Monozyten. Dieser Komplex bindet und aktiviert Plasminogen.
Plasmin konnte also eines der TGF-B-aktivierenden Enzyme sein (Godar S et al., 1999).
TGF-8 soll die Reifung monozytirer Zellen vorantreiben (De Benedetti F et al., 1990;
Turley JM et al., 1996) und fiihrt u. a. zu einer Heraufregulation von Monozyten-
typischen Markern wie Urokinase und Urokinaserezeptor/CD87 (Falcone DJ et al., 1995).
Eine gesteigerte APN-Expression nach TGF-8-Behandlung konnte als Teil dieser
Reifung verstanden werden. In der Synovia von RA-Patienten finden sich z. B. sowohl
hohe Konzentrationen an TGF-f als auch Makrophagen mit besonders hoher APN-
Intensitdt (Emmrich F et al., 1990). Die Reifung von Monozyten zu dendritischen Zellen
(oft u. a. mit IL-4 und/oder TGF-8 induziert) geht ebenfalls mit einer gesteigerten APN-
Expression einher (Woodhead VE et al., 1998), und APN ist ein wichtiges Enzym in der
Antigenprisentation durch dendritische Zellen (Dong X et al., 2000).

TGF-B hemmt die Expression von DPIV/CD26 und Neprilysin/CD10. Interessanterweise
kann eine Hemmung einer Membranpeptidase ihrerseits zur TGF-3-Synthese fiihren,
gezeigt z. B. fiir die Hemmung der DPIV/CD26 in T-Lymphozyten (Reinhold D et al.,
1997).

4.2.1.2. Gegensiitzliche Wirkungen von IL-4 und TGF-# auf Neprilysin/CD10 in
SFC
Bradykinin und Substanz P sind im Gelenk endogene Peptide mit potenten pro-
inflammatorischen Effekten. Neprilysin/CD10 reguliert die Konzentration dieser Peptide.
Deshalb hat man der Anwesenheit dieses Enzyms im Gelenk grofle Bedeutung geschenkt.
Die Peptidase kommt auBer auf SFC noch auf Chondrozyten (Lapadula G et al., 1995)
und Osteoblasten (Benayahu D et al.,, 1994) vor, eine 16sliche Form wurde bei
verschiedenen Gelenkentziindungen in erhohten Konzentrationen gefunden und
korrelierte mit der Anzahl an Granulozyten im Gelenk (Matucci-Cerinic M et al., 1993;
Appelboom T et al., 1991). Inzwischen gibt es sogar Versuche, 16sliches rekombinantes
Enzym als therapeutisches Agens bei Gelenkentziindungen zu verwenden, wobei sehr

hohe Konzentrationen gegeben werden miissen (Solan NJ et al., 1998).



73

Viele Zytokine werden wihrend eines Entziindungsvorgangs im Gelenk freigesetzt und
tragen zum Teil zur Gelenkzerstérung bei bzw. haben anti-inflammatorische Wirkungen.
Wir beschreiben die gegensitzlichen Effekte zweier als eher anti-inflammatorisch
geltender Zytokine auf die Expression von Neprilysin/CD10: Wihrend IL-4 und IL-13
die Expression erhohen, hat TGF-B eine hemmende Wirkung. IL-4 ist in der
Synovialfliissigkeit kaum nachzuweisen, jedoch findet sich das in vieler Hinsicht dhnlich
wirkende Zytokin IL-13 in signifikanten Konzentrationen (Isomaki P et al., 1996). IL-4
und IL-13 wirken antientziindlich, indem sie die monozytdre Synthese von IL-1, TNF-a,
IL-6 und IL-8 unterdriicken sowie die Wachstumsfaktor-stimulierte Proliferation von
SFC bzw. deren Freisetzung von PGE, und GM-CSF hemmen (Ubersicht in Dechanet J
et al., 1995B). IL-4 stimuliert die Produktion des IL-1-Rezeptorantagonist (IL-1RA)
(Seitz et al., 1994) und hemmt die Transkription von Metalloproteinasen (Borghai RC et
al., 1998). IL-4 soll - anders als in Monozyten - die IL-8-Synthese der SFC fordern,
wihrend die Synthese des Zytokins RANTES vermindert wird (Rathanaswami P et al.,
1993). Tierversuche, die die Einsatzmoglichkeiten von IL-4 als therapeutischem Agens
untersuchten, hatten allerdings eher enttduschende Ergebnisse, was darauf
zuriickzufiihren sein konnte, dass IL-4 und IL-13 Synoviozyten vor Apoptose schiitzen
sollen (Relic B et al., 2001). Unsere Arbeitsgruppe beschrieb bereits 1994, dass IL-4 die
auf SFC vorhandene VCAM-1-Expression steigert (Schwachula A et al., 1994). SFC
exprimieren keine y.-Kette, die sonst gemeinsamer Bestandteil von Rezeptoren fiir IL-4,
IL-7, IL-9 und IL-15 ist. Sie besitzen aber IL-4-Rezeptor-a1, IL-13-Rezeptor-o.1 und -a.2
und konnen IL-4/IL-13-Rezeptorheterodimere bilden, von denen es jedoch nur ca. 300

pro Zelle geben soll (bei 5000 IL-13Ra.2-Monomerrezeptoren) (Feng N et al., 1998).

TGF-8 ist ein anderes Zytokin, das fiir einen Grofiteil der immunsuppressiven Wirkungen
der Synovia von RA-Patienten verantwortlich sein soll (Lotz M et al., 1990). Die
Bedeutung von TGF- in Entziindungsvorgingen konnte in knock-out-Méusen fiir TGF-
B1 gezeigt werden, die eine systemische Autoimmunerkrankung mit multifokalen
Entziindungsherden zeigen, begleitet von einer Uberexpression an pro-inflammatorischen
Zytokinen (Shull MM et al., 1992). Allerdings kann man durch intraartikulédre Injektion
von TGF- auch eine Arthritis auslosen (Allen JB et al., 1990), zuriickzufiihren auf
chemotaktische und angiogenetische Eigenschaften des Zytokins. TGF-8 wird von SFC in
latenter Form selbst synthetisiert (Brennan FM et al., 1990) und wirkt u. a. liber eine
Hemmung des Gewebeabbaus bei gleichzeitiger Forderung von Reparaturprozessen. In
friiheren Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe zeigten wir, dass TGF-f die IFN-y-

induzierte HLA-DR- und CITA (Klasse-II-Transaktivator)-Expression in SFC zu
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hemmen vermag (Navarrete Santos A et al., 1998). Jetzt zeigen wir, dass TGF-B die
Expression des Enzyms Neprilysin/CD10 verringert und damit indirekt pro-
inflammatorisch wirken kann. TGF-8 unterdriickt nicht die Zellproliferation in SFC,
sondern stimuliert sie sogar, besonders in Anwesenheit von IL-1a (Taylor DJ et al.,
1989), sodass die verringerte Neprilysin/CD10-Expression nach TGF-3-Behandlung nicht
auf eine Wachstumshemmung der SFC zuriickgefiihrt werden kann. TGF-8 soll-
gegensitzlich zu unseren Befunden - keinen signifikanten Effekt auf die Expression von

Neprilysin/CD10 in Hautfibroblasten haben (Trompezinski S et al., 2000).

4.2.2. Zell-Zell-Kontakt induziert eine Anzahl verschiedenster Membranenzyme
Direkter Zell-Zell-Kontakt von Lymphozyten und SFC bzw. anderer adhérenter Zellen
fiihrt zu einer lymphozytdaren Expression von APN, ein Ergebnis, das die Anwesenheit
APN-positiver Lymphozyten in verschiedenen Lokalisationen auferhalb des peripheren
Blutes erkldren kann. Unsere Ergebnisse zur lymphozytiren APN-Expression nach Zell-
Zell-Kontakt reihen sich ein in &dhnliche Befunde, welche in verschiedenen
Modellsystemen mit sehr verschiedenen Membranenzymen erhoben wurden (Tab. 17).
Die Ergebnisse zeigen nicht nur eine Induktion von Membranenzymen nach Zell-Zell-
Kontakt, sondern auch Herabregulation, gezeigt z. B. fiir die APN-Expression auf frithen
lymphatischen ~ Vorstufen, die nach direktem Zellkontakt mit stromalen
Knochenmarkszellen auf transkriptioneller Ebene herabreguliert wird (Saito M et al.,
1995). Auffillig ist, dass Lymphozyten nicht nur die beeinflussbaren Zellen sind, sondern
selbst auf anderen Zellen den Membranenzymbesatz beeinflussen kdnnen, gezeigt z. B.
fir Monozyten und Fibroblasten (Miltenburg AM et al., 1995). Direkter Zell-Zell-
Kontakt wird auch nicht in allen Féllen benétigt; so induzieren Glutamylaminopeptidase
tragende Knochenmarkstromazellen in B-Zellvorstufen sehr schnell und selektiv die
Expression von Glutamylaminopeptidase begleitet von erhohter Proliferation der B-
Zellen. 1L-7 kann als Mediator jedoch teilweise die Wirkung der
Knochenmarkstromazellen ersetzen (Welch PA et al., 1990). In bestimmten Féllen ist
eine Beeinflussung von Membran-enzymen in einem Zellkontaktmodell iiber die
Speziesgrenzen hinweg moglich (z. B. APN-Verlieren der lymphozytiren Vorstufen nach
Kontakt mit Stromazellen des Knochenmarks). Auch auflerhalb des hdmatopoetischen
Systems finden sich Beispiele fiir Zell-Zell-Kontakt-regulierbare Membranenzyme, so
wird die APN-Expression auf Mikroglia durch direkten Kontakt mit Astrozyten
heraufreguliert (Lucius R et al., 1995), und auf gemischten Perizyten-angereicherten
Endothelzellkulturen ldsst sich APN auf Perizyten durch I6sliche Faktoren aus

Endothelzelliiberstinden induzieren (Ramsauer M et al., 1998).
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Tabelle 17: Regulation von Peptidasen wihrend der Kokultivierung verschiedener
Zellen. Quellen: 1 (Saito M et al., 1995); 2 (Riemann D et al., 1997); 3 (Ramsauer M et
al., 1998); 4 (Lucius R et al., 1995); 5 (Ishii E et al., 1995); 6 (Welch PA et al., 1990); 7
(Rohrbach MS et al., 1991).

Enzym Enzymlo- | Stimulatoren | Antwortende | Bend- | Zell-Zell | Quelle
kalisation | des Effektes Zellen tigte | Kontakt
Zeit | benétigt ?
APN Plasma- | Knochenmark B-Zell Tage Ja 1
membran | Stroma-Zellen Vorstufen
APN Plasma- SFC, B-und T- min - Ja 2
membran | Monozyten, Zellen h
HUVEC u.a.
APN Plasma- | Endothelzel- Perizyten Tage | teilweise 3
membran len
APN Plasma- Astrozyten Mikroglia 4
membran
Neprilysin | Plasma- | Knochenmark B-Zell Tage Ja 5
CD10 membran | Stroma-Zellen Vorstufen
Glutamyl- | Plasma- | Knochenmark B-Zell Tage | Nein? 6
aminopepti- | membran | Stroma-Zellen Vorstufen
dase
Angiotensin | Plasma- T-Zellen Monozyten Tage ? 7
converting | membran
enzyme
Leucinami- | Zytosol T-Zellen Monozyten Tage ? 7
nopeptidase

ECM-Strukturen scheinen in der Membranenzymregulation durch Zell-Zell-Kontakt
ebenfalls eine Rolle zu spielen und es gibt — im Gegensatz zu APN — Membran-enzyme,
die allein durch Kontakt mit ECM-Strukturen regulierbar sind, wie z. B. die Induktion
von Tissue factor durch Fibronektin in der monozytdaren THP1-Zelllinie (McGilvray ID et

al., 1997).
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4.2.2.1. Zell-Zell-Kontakt mit SFC fiihrt zu lymphozytirer APN-Expression

Innerhalb des rheumatischen Pannus finden sich synoviale Lymphozyten in engem
Kontakt mit HLA-DR tragenden Makrophagen und SFC (Kobayashi et al., 1973).
Untersuchungen der T-Zell-SFC-Interaktionen in vitro zeigten, dass Lymphozyten mit
ihren Pseudopodien enge Kontaktareale ausbilden, in denen sich fibrillire und
mikrotubuldre Strukturen senkrecht zur Kontaktebene ausbilden, vergleichbar zu
desmosomalen Strukturen (Holoshitz J et al.,, 1991). Zell-Zell-Kontakt aktiviert
verschiedene Kinasen, unter ihnen die fokale Adhisionskinase p125™* (Schlaepfer DD et
al., 1999). Diese zytoplasmatische Tyrosinkinase scheint ein Konvergenzpunkt
verschiedener Signalwege zu sein, darunter der Signalinduktion zum einen durch
Adhision und zum anderen durch Substrate von Membranpeptidasen, die iiber G-Protein-

gekoppelte Rezeptoren abliuft.

Innerhalb von 30-60 min eines Kontaktes von Lymphozyten mit SFC kommt es zur
lymphozytiren Expression von APN-Protein bei heraufregulierter APN-mRNA. Je
dichter die SFC waren, umso stirker ausgepridgt war der Effekt, was u. a. daran liegen
konnte, dass konfluente SFC im Gegensatz zu subkonfluenten Kulturen in hoher Menge
das Adhidsionsmolekiil CD54/ICAM-1 tragen sollen (Tanaka Y et al., 2000). Da
Fixierung der SFC mit Paraformaldehyd die Ergebnisse der lymphozytiren APN-
Induktion kaum verdndert, muss es sich um eine aktive Leistung der Lymphozyten
handeln. Luciferase-Assays von Dr. A. Kehlen zeigten, dass Kontakt von Lymphozyten
mit Membranfraktionen aus SFC zu einem Aktivititsanstieg des myeloischen Promotors
fiihrt (Kehlen A et al., 2000B). Trotzdem ist die APN-Expression auf den adhirent
wachsenden Zellen wichtig fiir die Induktion von APN auf Lymphozyten, denn mit APN-
negativen adhirenten Zellen konnte nie eine Induktion beobachtet werden. Ein bislang
unbekannter Ligand auf T-Zellen konnte wihrend des Zell-Zell-Kontaktes an die APN
von SFC binden. Als in vivo-Situation vergleichbar wire der hohe Anteil APN-positiver
T-Zellen in hellzelligen Nierentumoren (APN-positiv) verglichen mit dem deutlich
geringeren Anteil APN-positiver T-Zellen in chromophoben Nierentumoren (APN-
negativ). Caco-2-Zellen (Kolonkarzinom) sind die einzigen APN-positiven Zellen, die in
unseren Versuchen kaum zur lymphozytiren APN-Induktion fiihrten. Das konnte daran
liegen, dass die Zellen im Verband eine sehr heterogene Expression verschiedener
Membranenzyme, darunter auch APN, aufweisen, obwohl intrazelluldre Speicher
vorhanden sind (Howell S et al., 1993). Losliche APN bindet nicht an Lymphozyten: T-
Zellen koinkubiert mit ECV-Zellen, die eine APN-Form ohne Membrananker

sezernieren, trugen nie APN nach Zell-Zell-Kontakt.
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Wie andere Autoren verwendeten wir allogene Kombinationen von T-Zellen und SFC,
weil SFC eine allogene gemischte Lymphozytenkultur nur sehr schwach stimulieren

konnen sollen (Tsai C et al., 1996).

Aus der Literatur gibt es einige Hinweise darauf, dass APN in Zell-Zell-Kontakten eine
wichtige Rolle spielt. In konfluenten Melanomzellkulturen sammelt sich APN an den
Zell-Zell-Kontaktstellen an (Menrad A et al., 1993). APN-spezifische Antikorper
unterdriicken eine erhohte IL-6-Synthese in den Kulturiiberstinden von Kokulturen aus
Monozyten und SFC (Chomarat P et al., 1995). Wir konnten dieses Ergebnis bestitigen,
allerdings war nach Behandlung allein von SFC mit dem APN-spezifischen WM-15-
mAk bereits die IL-6-Synthese der SFC gehemmt, wihrend dieser Antikorper in
dhnlichen Versuchen mit Monozyten die Zytokinsynthese stimulierte (nicht gezeigt).
APN-spezifische Antikorper hatten eine hemmende Wirkung auf die lymphozytire APN-
Expression nach Zell-Zell-Kontakt, konnten diese jedoch nie vollig verhindern. In
Zusammenarbeit mit Dr. T Stange aus der HNO-Klinik unserer Universitit, Prof.
Holzhausen aus dem Pathologischen Institut und Frau Dr. U. Kettmann vom Institut fiir
Physiologische Chemie entstanden elektronenmikroskopische Aufnahmen, die APN auf

T-Zellen besonders auf den Pseudopodien zeigen (Abb. 28), was fiir eine Rolle im Zell-

Zell-Kontakt spricht.

Abb. 28: Immunmarkierung (mit einem CD13-mAk und einem Anti-Maus-Antikodrper
mit 12 nm Goldpartikeln markiert) von ultradiinnen Gefrierschnitten synovialer T-
Lymphozyten, die in Gelatine eingebettet wurden. Das Bild wurde freundlicherweise von
Frau Dr. Kettmann (Institut fiir Physiologische Chemie) zur Verfiigung gestellt.
VergroBerung: ca. x 80 000.
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Mitogene potenzieren deutlich die lymphozytire APN-Expression nach Zell-Zell-
Kontakt, wofiir es zwei Ursachen geben konnte: Zum einen wird die Synthese von APN-
mRNA erhoht, zum anderen wird die Zelladhidsivitit der Lymphozyten verbessert.
Cytochalasine, die als Inhibitoren der Polymerisation der Mikrofilamente (Maclean-
Fletscher S et al.,, 1980) den Zytoskelettumbau beeintrichtigen, hemmen die APN-
Induktion tonsillarer Lymphozyten. Unsere Ergebnisse zeigen weiterhin eine deutliche
Steigerung der lymphozytiren APN-Expression beim Zell-Zell-Kontakt mit SFC im
Kollagengel. Das Ergebnis deutet auf einen kostimulierenden Effekt der
Signaliibermittlung durch Integrine auf den Kokultureffekt. In Arbeiten auf mRNA- und
Promotorebene konnte Frau Dr. A. Kehlen keinen deutlichen induzierenden Effekt von
alleiniger Kollagen-I-Inkubation auf die Induktion von APN in Lymphozyten nachweisen
(Kehlen A et al., 2000B), was nicht ausschlieBt, dass ECM kostimulatorisch wirkt.
Andererseits konnten SFC im Kollagengel andere Eigenschaften zeigen, als wenn sie
adhiriert auf Gelatine-beschichteten Kulturgefden wachsen. Sie bilden z. B. im Gel
lange Fortsidtze aus und besitzen damit fiir Lymphozyten mehr Kontaktfliche.
Fibroblasten erhalten auferdem im Gel spezielle Figenschaften: Sie adhérieren an die
Kollagenfasern und kontrahieren das erst lockere Gel zu einer dichten gewebeartigen
Struktur. Die Zellen teilen sich nicht mehr, ihre Kollagensynthese ist herabgesetzt,
wihrend es zu einem Anstieg der Bildung von verschiedenen Kollagenasen (MMP-1,
MMP-13 u a.) kommt (Ravanti L et al., 1999). Gleichzeitig sind MAP-Kinasen aller 3
Klassen (Erk, Jun, p38) aktiviert (Ubersicht siehe Ravanti L et al., 1999). Fiir SFC gibt es
erste Untersuchungen im 3-dimensionalen Kollagengel (Taguchi K et al., 1997), wenn

auch nicht zu Zell-Zell-Kontakteffekten oder Membranenzymbesatz.

Da Cholesterolentzug durch Cyclodextrinbehandlung der SFC hemmend auf den Prozess
der lymphozytiaren APN-Induktion nach Zell-Zell-Kontakt wirkt, ist die Lokalisation von
APN in Rafts und/oder Caveolae als speziellen Cholesterol-reichen
Membranmikrodominen ein wichtiger Punkt. Membranmikrodomédnen haben wichtige
Funktionen in Zell-Zell-Kontaktstellen, z. B. sind tight junctions selbst
Membranmikrodominen (Nusrat A et al., 2000). Zell-Zell-Kontakt moduliert aulerdem
die subzellulidre Verteilung von Caveolin-1 als einem Markerprotein der Caveolae, das
sich in Zell-Zell-Kontakt-Gebieten anreichert (Volonte D et al., 1999). Bisher fehlen
Informationen, ob die Lokalisation von APN in den adhirenten Zellen in Rafts oder in

Caveolae mit funktionellen Konsequenzen verbunden ist.
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Auch wenn Zell-Zell-Kontakt von Lymphozyten mit SFC zu einem raschen Anstieg der
Promotoraktivitit und der lymphozytiren APN-mRNA fiihrt, koénnen wir nicht
vollstindig ausschlieBen, dass es zusétzliche Mechanismen gibt, die zu solch schneller
lymphozytirer APN-Expression fithren. Denkbar wére zum einen die Umverteilung
intrazelluldr gespeicherter APN aus Lymphozyten auf die Membran, #hnlich der
schnellen Freisetzung von APN durch die Komplementkomponente C5a in Granulozyten
(Werfel T et al., 1991) [diskutiert auch von Lendeckel U und Mitarbeitern bei einer
Mitogen-induzierten lymphozytiren APN-Expression (1997)]. Zum anderen moglich
wire eine Aufnahme APN-enthaltender Vesikel aus SFC durch Lymphozyten. Das
,Shedden’ von Membranvesikeln in den extrazelluldren Raum ist ein hiufig beobachtetes
Phédnomen sowohl normaler Zellen als auch von Tumorzellen (Daniak N, 1991). Es ist ein
energieabhingiger Prozess, der der RNA- und Proteinsynthese bedarf. In den Vesikeln
gibt es keinen Hinweis auf zytosolische Proteine oder Zellorganellen, jedoch wurden
neben MHC- und Adhisionsmolekiilen zahlreiche Proteinasen entdeckt (Dolo V et al.,
1998). Die Vesikelfreisetzung scheint aus selektierten Plasmamembranabschnitten zu
erfolgen, in denen sich spezifische Molekiile fiir Zelladhdsion (31-Integrine), Proteolyse
(Matrixmetalloproteasen) und Antigen-priasentation (HLA-Molekiile) finden. Aus der
Literatur bekannt ist die Ubergabe von Lipidbestandteilen und APN aus Prostatosomen,
150-200 nm groBen Membranvesikeln freigesetzt aus der Prostata, auf Spermien (Arienti
G et al., 1997). Fir Lymphozyten ist weiterhin bekannt, dass sie wéhrend der
transendothelialen Migration endotheliale Molekiile erwerben (Brezinschek RI et al.,
1999) und dass sie im Verlauf eines Kontaktes iiber den TCR, B-Zellrezeptor oder CD28
selektiv. Membranmolekiile aus Antigen-prisentierenden Zellen aufnehmen konnen
(Hwang I et al., 2000; Batista FD et al., 2001), wobei diese erworbenen Molekiile
funktionell aktiv sind (z.B. B7-1/CD80; Sabzevari H et al., 2001). Fiir unsere Versuche
miisste, wenn es sich um eine Ubergabe von Membranabschnitten aus SFC handeln
sollte, gefordert werden, dass sich diese durch Paraformaldehydfixierung nicht
beeintrichtigen lisst [die Paraformaldehydfixierung von Antigen-prisentierenden Zellen
soll die Ubergabe von B7 an T-Zellen stark beeintriichtigen (Hwang I et al., 2000)]. Die
Aktivierung des APN-Promotors und der Anstieg von APN-mRNA sprechen gegen eine
alleinige Ubergabe.

4.2.2.2. Zell-Zell-Kontakt als Modell fiir in vivo-Situationen
4.2.2.2.1. Zell-Zell-Kontakt zwischen Lymphozyten und Fibroblasten/SFC
Chronische Entziindungsreaktionen sind oft charakterisiert durch eine Ansammlung von

Entziindungszellen im extravaskuldren Bindegewebe. Lymphozyten kénnen so direkt mit



80

stromalen Zellen interagieren. Fibroblasten ihrerseits bleiben nicht passive Zuschauer,
sondern nehmen durch ihren Einfluss auf Lymphozyten direkt am Entziindungsgeschehen
teil. Die rheumatoide Synovitis ist z. B. charakterisiert durch eine Infiltration
mononukledrer Zellen und eine Zunahme der Synoviozyten, die essentiell sind fiir die
Zerstorung von Knorpel und Knochen. Man kann in Einzelsuspensionen von T-Zellen
und SFC in Anwesenheit von IL-2 und Mykobakterienextrakt Pannus-dhnliche
Gewebeanordnungen induzieren (Holoshitz et al., 1991). SFC tragen funktionelle IL-2-
Rezeptoren (B- und y-Kette) und produzieren nach IL-2-Stimulation das chemotaktische
Peptid MCP (monocyte chemoattractant protein)-1 (Corrigall VM et al., 2001). Die
Wechselwirkung von T-Lymphozyten mit SFC in vitro fiihrt zu einer Anhdufung von
TNF-a, IFN-y sowie IL-6 im Kulturiiberstand sowie zur erhohten Expression von
Adhésionsmolekiilen wie ICAM-1/CD54 und VCAM/CD106 auf den SFC (Bombara MP
et al, 1993). Schon ruhende T-Zellen sollen SFC zur IL-6-, IL-8- und
Stromelysinsynthese anregen konnen (Yamamura Y et al., 2001). Ergebnisse unserer
Arbeitsgruppe zeigen auBerdem, dass T-Zellen nach Zell-Zell-Kontakt mit Fibroblasten
bzw. mit SFC-Membranfraktionen IL-17 und IL-17-Rezeptor heraufregulieren (Thiele K
et al., 2000). IL-17, ein Zytokin aus CD4+CD45RO+-Zellen, kann iiber seinen Rezeptor
einen Anstieg von IL-6, IL-8 und Prostaglandin E, in SFC induzieren (Fossiez F et al,
1996). Einen Anstieg der lymphozytiren IL-8-mRNA-Synthese nach Kontakt mit SFC
bestitigen ebenfalls Ergebnisse unserer Arbeitsgruppe. Bereits nach 10 Minuten eines
Zell-Zell-Kontaktes ldsst sich in Lymphozyten ein Anstieg phosphorylierter p42/p44-
MAP-Kinasen im Westernblot nachweisen. Dagegen zeigten Untersuchungen von Frau
Dr. Kehlen mit Hilfe quantitativer RT-PCR keinen Anstieg der mRNA der in der
Regulation der APN-Transkription beteiligten Transkriptionsfaktoren c-ets-1 und -2
sowie Myb (Riemann D et al., 2000).

Fibroblasten scheinen ruhende T-Lymphozyten nicht zur Proliferation bringen zu konnen.
Bereits dltere Untersuchungen zeigen aber, dass Inkubation von mit IL-2 kultivierten T-
Zellen auf Fibroblasten zu einem verlingerten Uberleben dieser bei fehlender
Proliferation fiihrt (Scott S et al., 1990). Signale stromaler Zellen erlauben das Verbleiben
aktivierter T-Zellen in einem Ruhezustand (Gombert W et al., 1996).
Knochenmarkstromazellen bieten ein essentielles Mikroklima besonders fiir die B-
Lymphozytenreifung. Dabei spielt sowohl direkter Zellkontakt eine Rolle als auch die
Synthese einer Vielzahl von Zytokinen (wie IL-4, IL-7, TGF-B) (Kinkade et al., 1993). In
Entziindungsgebieten tragen Fibroblasten oft als Ergebnis ihrer Interaktion mit IFN-y-
produzierenden T-Zellen MHC-Klasse-II-Molekiile. Verschiedene Arbeiten zeigten die

Fahigkeit zur Antigenprisentation von solchen Klasse-II-positiven Fibroblasten (Umetsu
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DT et al., 1986). T-Zellkontakt fithrt auferdem zur gesteigerten Expression von
Adhésionsmolekiilen auf SFC (Bombara MP et al., 1993). Mehrere Autoren befassen sich
mit der Adhidsion von Lymphozyten an Fibroblasten, u. a. als Modell zum Studium der
Wechselwirkung zwischen dem leukozytiren Integrin LFA-1 (CD11a/CD18) und ICAM-
1/CD54 (Cabanas C et al., 1991). T-Lymphozyten aus dem peripheren Blut binden nur
sparlich an unbehandelte humane SFC. Steigern ldsst sich diese Bindung durch
Zytokinbehandlung der SFC, besonders mit IFN-y, aber auch mit TNF-o. und IL-1f3
(Krzesicki RF et al., 1991). Die Autoren finden, dass die Adhésionssteigerung mit dem
Anstieg von ICAM-1/CD54-Molekiilen auf SFC korreliert, dass aber auler ICAM-
1/CD54 und seinem Ligand CD11a/CD18 noch andere Adhésionsmolekiile beteiligt sein
miissen. Zu diesen anderen Molekiilpaaren konnten der Schaferythrozytenrezeptor CD2
auf T-Zellseite und LFA-3/CD58 bzw. das GPI-gekoppelte Molekiil CD59 gehoren.
Andere Moglichkeiten der Bindung von Lymphozyten an Fibroblasten wéren homophile
Wechselwirkungen des relativ ubiquitdr vorkommenden Molekiils CD147/EMMPRIN
(extracellular matrix metalloproteinase inducer) (Sun J et al., 2001). Fibroblasten
synthetisieren auch verschiedene ECM-Bestandteile, an die Lymphozyten binden kdnnen.
Arg-Gly-Asp-Ser (RGDS), eine der Fibronektinbindesequenzen (Ligand VLA auf T-
Zellen), vermag jedoch nicht die Bindung von Milzlymphozyten an Hautfibroblasten zu

hemmen (Abraham D et al., 1989).

4.2.2.2.2. Zell-Zell-Kontakt zwischen Lymphozyten und Endothelzellen

Die Extravasation mononukledrer Zellen, besonders Lymphozyten, in perivaskulire
Gewebe ist ein kritischer Schritt in der Entwicklung und dem Fortschreiten einer
Entziindung. Indem Endothelzellen Adhédrenz und Extravasation der Entziindungszellen
beeinflussen, werden sie zu bedeutenden Regulatoren einer Entziindungsreaktion. Ein
Initialereignis einer Migration von T-Zellen in das Gewebe ist ihre Adhésion an
Endothelzellen der postkapilliren Venulen. Endothelzellen regulieren sowohl den
Durchtritt intrinsisch migratorischer T-Zellen in Darm, Haut, Lunge als auch an Orte

einer GefiBentziindung.

Es gibt eine Vielzahl von Arbeiten iiber Molekiile, die in die lymphozytire Migation
durch Endothelzellen involviert sind. Auch Membranpeptidasen sind beteiligt an der
Migration von Lymphozyten durch Endothelzellmonolayer. CD45RO-positive T-Zellen,
die DPIV/CD26 in starker Intensitdt tragen, sollen in vifro ohne zusitzlichen
Chemokingradienten bevorzugt durch HUVEC (human umbilical vein endothelial cell)-

Monolayer migrieren, wobei ein Molekiil 4C8 auf T-Zellen eine wichtige Rolle spielt
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(Masuyama J et al., 1999). DPIV/CD26-negative T-Zellen adhirieren zwar, migrieren
jedoch nicht. Unsere Ergebnisse implizieren, dass ein Durchwandern einer Gefidlwand
ausreicht hinsichtlich einer lymphozytiren APN-Induktion, sie aber nicht zwangsldufig
induziert. Unsere in vifro-kultivierten Endothelzellen aus Nabelschnurvenen exprimieren
APN. Jiingste Untersuchungen gehen jedoch in vivo von einer APN-Expression nur auf
Endothelzellen von angiogenetischen Gefidlen aus (Pasqualini R et al., 2000). Ungeklért
bleibt, inwieweit Lymphozyten in vivo durch den Kontakt mit APN-positiven Perizyten

zu einer APN-Expression angeregt werden konnen.

4.2.2.3. Peptidasenregulation  durch  Zell-Zell-Kontakt  wihrend  der
himatopoetischen Reifung

Die lymphozytire Reifung in den primédren Lymphorganen erfolgt offensichtlich in einer
Umgebung, in der Membranpeptidasen sowohl auf Stromazellen als auch auf
Lymphozyten eine wichtige Rolle spielen. Die Expression von Membranpeptidasen auf
stromalen Zellen von Knochenmark und Thymus ist eine wichtige Eigenschaft fiir die
Reifung lymphatischer Vorlduferzellen. So wachsen B-Zellen in einer Mikroumgebung
heran, in der Neprilysin/CD10 sowohl auf stromalen Zellen vorkommt als auch auf den
B-Zellvorldufern, die sich in engem Kontakt zu den stromalen Zellen befinden (Ishii et
al., 1995). Nach Hemmung des Enzyms in fetalen Thymusorgankulturen kommt es zur
verzogerten Thymozytenreifung (Guerin S et al,, 1997). Knochenmarkstromazellen
tragen weiterhin Glutamylaminopeptidase und induzieren auf den eng adhirierten B-
Zellvorstufen sowohl Proliferation als auch die Expression dieses Membranenzyms
(Welch PA et al., 1990). Dagegen bewirken (die auch APN-tragenden) Stromazellen eine
Herabregulation von APN auf lymphozytiren Vorstufen nach engem Zell-Zell-Kontakt
(Saito M et al., 1995).

Bisher sind physiologische Substratpeptide, die fiir die Reifung lymphozytéarer Vorstufen
erforderlich sind, nicht bekannt. Da jedoch z. B. Ligandierung von Neprilysin/CD10
durch mAKk fiir eine intrazelluldre Signaliibermittlung in eine Zelle mit Phosphorylierung
verschiedener Src-verwandter Kinasen ausreicht (Ganju RK et al., 1996), konnte auch die
Bindung der Membranenzyme an bisher unbekannte Liganden wichtig fiir die
lymphozytire Reifung sein. Hinweise liefern jiingste Literaturdaten, die ein Wechselspiel
von FAK und Neprilysin/CD10 in Prostatakarzinomzellen zeigen (Sumitomo M et al.,
2000). Tumorzellen mit Expression von Neprilysin/CD10 sind weniger migratorisch, u.
a., weil Neprilysin migrationsfordernde Peptidmediatoren inaktiviert. Das enzymatisch

inaktive Enzym hat jedoch &hnliche Wirkung. Die Autoren spekulieren, dass der
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Komplex aus Neprilysin und der phosphorylierten Src-Kinase Lyn die 85 kDa-
Untereinheit der Phosphatidylinositol-3-Kinase bindet und an einer Assoziation mit FAK

(migrationsférdernde Wirkung) hindert.

4.3. Assoziation von APN u. a. Membranpeptidasen in Membranmikrodoméinen

In den letzten Jahren wurde klar, dass in wahrscheinlich allen Zellen die
Lipiddoppelschicht der Plasmamembran Mikrodomédnen enthilt, die sich durch eine
selektive Anreicherung von speziellen Membranproteinen auszeichnen und die besonders
reich an Glykosphingolipiden, Sphingomyelin und Cholesterol sind. Man kann sich diese
vereinfachend als fliissigkristalline Inseln schwimmend im Meer von Phospholipiden
vorstellen. Im englischen Schriftgut werden diese Mikrodoménen ,,Rafts* genannt, andere
Bezeichnungen sind ,,GPI-Molekiil-angereicherte oder ,Detergenz-unlosliche*
Mikrodominen (Ubersicht in: London E et al., 2000; Stahlhut M et al., 2000). Raft-
assoziierte Proteine wie die GPI-verankerten Oberflichenproteine oder die acylierten Src-
Kinasen sind bei geringen Temperaturen in nicht-ionischen Detergentien unloslich und
bleiben assoziiert mit trilamellaren Vesikeln, die von den geldosten Membranbestandteilen
tiber Gewicht oder GroBe getrennt werden konnen. Fluoreszenzresonanzenergietransfer
(FRET)-Untersuchungen und chemisches Kreuzvernetzen von GPI-gekoppelten
Proteinen lassen eine Grofie der Rafts unter 70 nm vermuten (Varma R et al., 1998), mit
maximal 15 Proteinmolekiilen pro Insel (Friedrichson T et al., 1998). Die bereits vor 48
Jahren von Palade (Palade GE et al., 1953) beschriebenen Caveolae als sackformige
Einstiilpungen in Endothelzellen sind eine Caveolin-enthaltende Sonderform von
Membranmikrodomédnen mit separaten Membranmolekiilen und evt. eigenstindiger
Funktion (siehe Abb. 29). Caveolae fehlen u. a. in Leukozyten (Fra AM et al., 1994),
ansonsten konnen Rafts und Caveolae in Zellen nebeneinander vorkommen. Rafts und
Caveolae enthalten Molekiile der Signaltransduktion (G-Protein-gekoppelte Rezeptoren
mit 7-Transmembrandominen, Kalziumkanile, Src-Kinasen u. a.) und sind beteiligt in
der Organisation und Kompartimentierung von Signalwegen, aber auch im

Cholesterolstoffwechsel und in Endo-und Exozytosevorgéingen.
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Abb. 29: Elektronenmikroskopische Darstellung von Caveolae in Fibroblasten. Bild
wurde entnommen aus G. M. Cooper, The Cell, ASM Press 1997, S. 497

Membranmikrodoménen  zeigen eine  Anreicherung von  GPI-verankerten
Membranmolekiilen  (LPS-Rezeptor/CD14,  5’Nucleotidase/CD73, Komplement-
Schutzfaktor/CD59, Urokinaserezeptor/CD87), konnen aber auch bestimmte
transmembrandse Molekiile enthalten, z. B. Membranrezeptoren fiir Bradykinin oder
Membranpeptidasen. In Monozyten wurden Komplexe aus [(3,-Integrinen (CD11a/CD18
und CD11b/CD18), Urokinaserezeptor/CD87 und den 4 Tyrosinkinasen fyn, lyn, hck und
fegr als Raft-assoziiert beschrieben (Bohuslav J et al., 1995). Solche Komplexe rekrutieren
als ,,fokale Kontaktstellen* Signal-iibermittelnde Molekiile an den Ort von Zell-Zell- oder
Zell-ECM-Adhisionen und konnen die Zellmigration durch Gewebe erleichtern. Der
Urokinaserezeptor/CD87 ist ebenfalls Bestandteil von Caveolae (Stahl A et al., 1995). In
Endothelzellen verursacht Urokinase iiber den Rezeptor Phosphorylierungen an FAK, der
in fokalen Adhisionsorten angereicherten Proteine Paxillin und p130° sowie der MAP-
Kinasen (Tang H et al., 1998). Dieses Aktivierungsmuster zeigt, dass die Besetzung des
Urokinasrezeptors/CD87, eventuell iiber Clustering der Rezeptoren und Ansammlung in
den Caveolae, die in Adhésionsvorgingen beteiligten Signale erleichtert und

Zellmigration iiber den ansteigenden Umsatz fokaler Kontaktpunkte erleichtert.

Die Lokalisation von APN in Rafts wurde bisher in Nierenepithel (Danielsen EM et al.,
1995) und Monozyten gezeigt (Navarrete Santos A et al., 2000B). Jiingste Arbeiten
unserer Arbeitsgruppe in Kooperation mit der Gruppe von E.M. Danielsen zeigen
erstmalig, dass Membranpeptidasen wie APN, Neprilysin/CD10 und DPIV/CD26 auch in
Rafts und Caveolae von SFC vorkommen konnen (Riemann D et al., 2001), wobei die
funktionellen =~ Auswirkungen dieser Assoziation bisher unbekannt bleiben.
Untersuchungen zur APN-assoziierten Funktion sind durch Zerstorung der

Membranmikrodominen mit Cholesterol-bindenden Substanzen, wie Filipin, Nystatin,
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Digitonin und Cyclodextrin, denkbar (Ilangumaran S et al., 1998). Wihrend Filipin und
Nystatin globuldre multimere Ablagerungen in der Membran verursachen, wirkt
Cyclodextrin nur auf der Zelloberfldche und schlieft die aus der Membran extrahierten
Cholesterolmolekiile in eine zentrale Kavitdt gebildet aus zyklischen Oligomeren aus
Glucopyranosid in o-1,4 glykosidischer Bindung ein (Pitha J et al., 1988). Bisher gibt es
nur wenige Arbeiten, die sich mit den Auswirkungen eines Cholesterolentzuges in Bezug
auf Membranpeptidasen befassen: Danielsen und Mitarbeiter untersuchten den Effekt
eines Cholesterolentzuges durch Cyclodextrinbehandlung auf die APN-Biosynthese in
Enterozyten (Hansen GH et al., 2000). Die Autoren fanden neben einer Zerstorung des
Golgi-Komplexes eine langsamere Reifung von APN gepaart mit einem falschen
Sortieren, da APN teilweise basolateral exprimiert wurde. In unseren Versuchen konnte
Cyclodextrinbehandlung der SFC deren durchflusszytometrisch ermittelte APN-
Expression sowie deren Ala-pNA-spaltende Enzymaktivitdt nicht signifikant veréndern.
Andererseits verringerte Cyclodextrin-Behandlung signifikant die Expression von CD59
als GPI-verankertem Molekiil. Versuche von Dr. Navarrete Santos mittels
Gradientenzentrifugation zeigten, dass APN nach Cyclodextrinbehandlung zu einem
deutlich geringeren Anteil in den Raft-asssoziierten Membranfraktionen nachweisbar war
(Riemann D et al., 2001), sprechen also fiir eine Umverteilung des Enzyms innerhalb der
Membran. Fiir CD59 muss man dagegen eine mit dem Cholesterolentzug einhergehende

Verarmung der Zellen an dem Molekiil annehmen.

Unser Ergebnis, dass Cyclodextrinbehandlung der SFC die lymphozytire APN-
Expression nach  Zell-Zell-Kontakt  vermindert, weist darauf hin, dass
Membranmikrodominen eine wichtige Rolle hierbei spielen. Da APN-Expression der
SFC ebenfalls eine Voraussetzung fiir die lymphozytire APN-Expression nach Zell-Zell-
Kontakt ist, wire es moglich, dass als Voraussetzung fiir den Kokultur-Effekt eine APN-
Assoziation in Membranmikrodoménen der adhédrenten Zellen (enger Kontakt mit bisher
unbekanntem Molekiil?) bzw. eine Assoziation von APN mit Cholesterol notig ist.
Vorstellbar wire, dass nach Cyclodextrinbehandlung durch den Entzug eines GPI-
gekoppelten Membranproteins (CD597) eine feste Assoziation zwischen Lymphozyten
und SFC nicht mehr moglich ist. Im Mikroskop beobachteten wir jedoch eine @hnlich
feste Adhidsion von Lymphozyten an Cyclodextrin-behandelte und unbehandelte SFC.
Denkbar bliebe, dass ein enger Zellkontakt zu den SFC nur an Stellen moglich ist, an
denen sich Membranmikrodoménen befinden und dass Cyclodextrin insgesamt die Dichte

an Membranmikrodoménen und damit die Stellen eines sehr engen Kontaktes verringert.
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5. ZUSAMMENFASSUNG

APN ist ein Zink-abhéngiges, ubiquitir vorkommendes Membranenzym mit vielfdltigen
biologischen Wirkungen. Das Enzym spaltet Peptidmediatoren u. a. aus den Gruppen der
Neuropeptide und immunmodulatorischen Proteine, der Chemokine und vasoaktiven
Substanzen. Auch wenn bisher Untersuchungen zur APN im Vergleich mit DPIV/CD26
einen deutlich geringeren Umfang ausmachen, gibt es doch in den letzten Jahren
vielfiltige Hinweise auf biologisch interessante Aspekte dieser Peptidase, sei es als
Rezeptor fiir Corona- und Zytomegalie-Virus, in der Leuk@mietypisierung als
myeloischer Marker auf lymphozytdren Zellen, in der Antigenprisentation oder in der
Tumormigration. Das Interesse an APN-Inhibitoren als potenten pharmokologischen
Mediatoren entstammt der APN-Spaltung analgetisch wirksamer Opioidpeptide.
Inhibitoren von APN und Neprilysin/CD10 blockieren komplett den Enkephalinabbau

und haben deshalb stark schmerzhemmende Wirkung.

APN ist kein wirklicher myeloischer Marker, da auch Lymphozyten in verschiedenen
Geweben auflerhalb des peripheren Blutes APN exprimieren konnen. Dabei scheinen
Entziindungen eine wichtige Rolle zu spielen. Wir nehmen an, dass APN unter normalen
Bedingungen eher in geringer Menge auf Lymphozyten gefunden wird und einen
»~Aktivierungs-assoziierten® Marker darstellt, der stattgehabten Zell-Zell-Kontakt anzeigt,
wobei die genauen Erfordernisse fiir eine lymphozytire APN-Induktion nach Zell-Zell-
Kontakt noch zu definieren sind. Ein besonders hohes Vorkommen APN-tragender T-
Zellen fand sich in entziindlicher Synovialfliissigkeit/Pannusgewebe sowie in
Nierentumoren. Da sich TIL in Bronchialkarzinomen und Nierentumoren aufler in ihrer
Fahigkeit zur APN-Expression in einer Reihe von Membranmolekiilen (HLA-DR, CD25,

CD11b, CD54 usw.) unterscheiden, muss man funktionelle Unterschiede implizieren.

Die Expression von Membranpeptidasen wie APN, DPIV/CD26 und Neprilysin/CD10
lasst sich durch Zytokine, wie IL-4, Interferone oder TGF-B regulieren, wobei es sich in
der Regulation durch ein Zytokin zwischen den verschiedenen Enzymen nicht immer um
gleichsinnige Effekte handelt. So sind Musterbildungen in der Peptidasenexpression
denkbar, die funktionelle Konsequenzen haben konnten. Membranpeptidasen kénnen eine
Reihe biologisch aktiver Peptidsubstrate spalten und damit aktivieren, inaktivieren oder in
ihrer Rezeptorbindung und Funktion modulieren. Inzwischen gibt es auch Hinweise auf
eine direkte Signalauslosung iiber diese Membranproteine, die mit der Lokalisation von

Membranpeptidasen in Mikrodominen (Rafts/Caveolae) zusammenhédngen konnte.
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Direkter Zell-Zell-Kontakt von Lymphozyten und SFC bzw. einigen anderen Zelltypen.
fiihrt zu einer lymphozytdaren Expression von APN, ein Ergebnis, das die Anwesenheit
APN-positiver Lymphozyten in verschiedenen Lokalisationen auferhalb des peripheren
Blutes erkldiren kann und das sich einreiht in #hnliche Beobachtungen mit sehr
verschiedenen Membranenzymen. Da Fixierung der SFC mit Paraformaldehyd die
Ergebnisse zur lymphozytiren APN-Induktion kaum verdndert, muss es sich um eine
aktive Leistung der Lymphozyten handeln. Trotzdem ist die APN-Expression auf den
adhdrent wachsenden Zellen wichtig fiir die Induktion von APN auf Lymphozyten, denn
mit APN-negativen adhédrenten Zellen konnte nie eine Induktion beobachtet werden.
Lymphozyten zeigen nach Zell-Zell-Kontakt mit SFC eine gesteigerte APN-
Promotoraktivitit und APN-mRNA. Trotzdem ldsst sich der Effekt mit dem
Proteinsyntheseinhibitor Cycloheximid nicht vollstandig hemmen. Mitogene und Kontakt
mit ECM fordern die lymphozytidre APN-Expression nach Zellkontakt mit SFC, wihrend
Cholesterolentzug durch Cyclodextrin hemmend wirkt. Der letzte Punkt konnte fiir die
Wichtigkeit der Anwesenheit von APN in Rafts und Caveolae der SFC fiir die
lymphozytire APN-Expression nach Zell-Zell-Kontakt sprechen.
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7. ANLAGEN

7.1. Thesen

Arbeiten zum Vorkommen und zur Regulation von Aminopeptidase N/CD13 mit

besonderer Beriicksichtigung ihres Vorkommens auf Lymphozyten

Aminopeptidase N (APN) ist ein Zink-abhédngiges, ubiquitir vorkommendes
Membranenzym mit vielfdltigen biologischen Wirkungen. Viele Zellarten, darunter
einige Epithelzellen, Leukozyten der myeloischen Reihe, Perizyten sowie Fibroblasten
tragen APN auf ihrer Oberflidche. Die physiologischen Konsequenzen der APN-Aktivitit
sind vielfiltig und abhéngig von der Lokalisierung des Enzyms. Oft sind an der Spaltung
von Peptiden andere, eng kolokalisierte Membranenzyme beteiligt, darunter

Glutamylaminopeptidase, Dipeptidylpeptidase IV(DPIV)/CD26 und Neprilysin/CD10.

Die APN-Expression wird sowohl in der Embryonalentwicklung reguliert als auch durch
Wachstums- und Differenzierungsvorgiinge beeinflusst. In der Hamatopoese ist die
Expression verschiedener Membranpeptidasen charakteristisch  fiir  bestimmte
Entwicklungsstufen von Leukozyten. Molekiile wie Neprilysin/CD10 und APN/CD13

werden demzufolge seit einigen Jahren zur Leukimie- und Lymphomtypisierung benutzt.

Ziel der vorliegenden Untersuchungen war es, unser Wissen zum Vorkommen und zur
Regulation von APN u. a. membranstdndiger Peptidasen in verschiedenen Zellsystemen
zu erweitern. Da wir erstmalig APN-tragende T-Zellen in entziindlichen
Synovialfliissigkeiten beschrieben, waren wir besonders an einer lymphozytiren APN-
Expression interessiert. Insbesondere sollten mehr Informationen zum Vorkommen und
Entstehen APN-positiver Lymphozyten und zur APN-Regulation durch Zytokine und

Zell-Zell-Kontakt gesammelt werden.

e APN st kein wirklicher myeloischer Marker, da auch Lymphozyten in
verschiedenen Geweben auBerhalb des peripheren Blutes APN exprimieren
konnen. Wir konnten erstmalig die Anwesenheit APN-tragender T-Zellen in
entziindlichen Gelenksergiissen, Perikardfliissigkeit, bronchoalveolirer

Lavagefliissigkeit (BALF) und verschiedenen Tumoren zeigen.

e FEin besonders hohes Vorkommen APN-tragender T-Zellen fand sich in

entziindlichen Synovialfliissigkeiten und im Pannusgewebe von Patienten mit
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juveniler chronischer Arthritis und Rheumatoidarthritis sowie in hellzelligen
Nierentumoren. Tumorinfiltrierende Lymphozyten in Bronchialkarzinomen und
Nierentumoren unterschieden sich aufler in ihrer Fahigkeit zur APN-Expression
in einer Reihe von Membranmolekiilen (HLA-DR, CD25, CD11b, CD54 usw.).
T-Zellen der BALF von Patienten mit Sarkoidose zeigten nur eine geringe APN-

Expression von T-Zellen.

Hinsichtlich der APN-Expression auf T-Zellen in der Perikardfliissigkeit hatten
Patienten mit Herzklappenerkrankungen, die h#ufiger Entziindungen in ihrer
Anamnese hatten, signifikant hohere Werte als Patienten mit angeborenen
Herzfehlern und Patienten mit chronisch-ischdmischer Herzkrankheit. Wir fanden
in T-Zellen von unterschiedlichen Korperfliissigkeiten und Geweben keine enge
Assoziation der Expression von APN mit DPIV/CD26, HLA-DR und CD25

(Proliferationsmarker).

Membranpeptidasen wie APN, DPIV/CD26, Glutamylaminopeptidase und
Neprilysin/CD10 lassen sich durch Zytokine, wie Interleukin (IL)-4, Interferone
oder Transforming growth factor (TGF)-8 regulieren, wobei es sich in der
Regulation durch ein Zytokin zwischen den verschiedenen Enzymen nicht immer
um gleichsinnige Effekte handelt. So sind Musterbildungen in der

Peptidasenexpression denkbar, die funktionelle Konsequenzen haben kdnnten.

Sowohl IL-4 als auch Interferon-y fithren zur Heraufregulation von APN und
DPIV/CD26 in Nierenepithel- und Nierentumorzellen. TGF-8 hemmt die
Expression von DPIV/CD26, nicht jedoch von APN und bewirkt in
Monozyten/Makrophagen sogar eine Heraufregulation von APN. Die mit APN
und DPIV/CD26 kolokalisierte Membranpeptidase Neprilysin/CD10 wird in
Fibroblasten-artigen Synoviozyten (SFC) durch TGF-8 und IL-1 gehemmt,
withrend IL-4 und verschiedene Interferone auch hier zur verstirkten Expression

fiihren. IL-4 fiihrt nicht zur APN-Expression reiner Lymphozytenkulturen.

Zell-Zell-Kontakt zwischen Lymphozyten und SFC bzw. einigen anderen
Zelltypen (Endothelzellen, Fibroblasten, Nierentubulusepithelzellen, Monozyten
u. a.) fiihrt bereits nach 60 min zu einer lymphozytdren Expression von APN, ein
Ergebnis, das die Anwesenheit APN-positiver Lymphozyten in verschiedenen

Lokalisationen auferhalb des peripheren Blutes erkldren kann und das sich
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einreiht in dhnliche Beobachtungen zur Regulation von sehr verschiedenen

Membranenzymen durch Zell-Zell-Kontakt.

Direkter Kontakt zwischen Lymphozyten und SFC ist notig fiir die lymphozytére
APN-Induktion, denn Trennung der Lymphozyten von den SFC durch einen fiir
Zellen undurchléssigen Filter verhindert vollig den Effekt. Losliche humane APN
aus Nieren, die in einer Konzentration gegeben wurde, die der hohen 16slichen
APN-Konzentration in der Synovia von Patienten mit JCA entsprach (500-1500
pkat/ml bei Ala-pNA-Spaltung), fiithrt nicht zu einer lymphozytiren APN-
Expression, ein Ergebnis, das gegen einen lymphozytiren Rezeptor fiir 16sliche
APN spricht. Auch mit SFC-Membranpréparationen ist eine geringe APN-
Induktion auf T-Zellen moglich.

Lymphozyten zeigen nach Zell-Zell-Kontakt mit SFC eine gesteigerte APN-
Promotoraktivitit und APN-mRNA-Synthese. Trotzdem lésst sich der Effekt der
lymphozytiren APN-Expression nach Zellkontakt mit SFC mit dem

Proteinsyntheseinhibitor Cycloheximid nicht vollstindig hemmen.

Da Fixierung der SFC mit Paraformaldehyd die Ergebnisse zur lymphozytiren
APN-Induktion kaum verdndert, muss es sich um eine aktive Leistung der
Lymphozyten handeln. Die APN-Expression auf den adhédrent wachsenden Zellen
ist wichtig fiir die Induktion von APN auf Lymphozyten, denn mit APN-

negativen adhirenten Zellen konnte nie eine Induktion beobachtet werden.

ECV304-Zellen, die mit einem APN-enthaltenden Vektor transfiziert wurden und
APN stabil auf iiber 70 % der Zellen tragen, sind nun (trotz der bekannten
geringen Expression von Adhédsionsmolekiilen) in der Lage, lymphozytire APN-
Expression zu induzieren. ECV304-Zellen, die mit einem Iosliche APN (ohne
Membrananker)-enthaltenden Vektor stabil transfiziert sind, fiihren dagegen nicht

zur APN-Induktion auf Lymphozyten in Kokultur.

Als weitere Modellsysteme zum Generieren einer lymphozytiren APN-Induktion
nach Zell-Zell-Kontakt wurde sowohl das Durchwandern eines endothelialen
Monolayers verwendet als auch das Einwandern von Lymphozyten in ein

Kollagengel mit eingesiten SFC.
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e FEinsden der SFC in ein Kollagengel fordert die lymphozytire APN-Expression
nach Zellkontakt. Dagegen hemmen sowohl Behandlung der SFC mit
Cytochalasin B (Storung des Zytoskelettumbaus) als auch Cholesterolentzug der
SFC durch Methyl-B-Cyclodextrin (Zerstorung von Cholesterol-reichen
Membranmikrodominen) diesen Vorgang. Der letzte Punkt konnte fiir die
Wichtigkeit der Anwesenheit von APN in Rafts und Caveolae der SFC fiir die
lymphozytire APN-Expression nach Zell-Zell-Kontakt sprechen.

e Mittels Immunfluoreszenz konnte erstmalig die Kolokalisation von APN und
Caveolin, einem Markermolekiil der Caveolae, in SFC gezeigt werden. Diese
Ergebnisse konnten durch Dichtegradientenzentrifugation und
Elektronenmikroskopie bestitigt und auf DPIV/CD26 und Neprilysin/CD10

erweitert werden.

Zukiinftige Arbeiten sollen sich mehr mit funktionellen Aspekten einer APN-Expression
auf Lymphozyten befassen, sollen mogliche in vivo-Liganden aufdecken und sich weiter

mit der Lokalisation von APN in Rafts und Caveolae auseinandersetzen.
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